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Derleme / Review

Lepra: ihmal Edilmis Eski Bir Hastalik

Leprosy: An Ancient Neglected Disease

Goniil Aslan

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin, Tiirkiye

Atif/Cite as: Aslan G. Lepra: ihmal Edilmis Eski Bir Hastalik. Turk Mikrobiyol Cemiy Derg. 2023;53(4):205-219.

0z

Lepra veya Hansen hastaligi, aside dayanikli bir basil olan Mycobacterium leprae’nin neden oldugu deri, periferik
sinirler ve Ust solunum yolu mukozasini tutan kronik graniilomatéz bir enfeksiyondur. Lepra, doku hasari ve
periferik sinirlerde demiyelinizan lezyonlarla karakterize eski, sinsi ve ihmal edilmis bir hastaliktir. Bir zamanlar
Avrupa ve Asya’da gériilen lepra glintiimiizde ¢ogunlukla sicak iliman tropikal iklime sahip gelismekte olan ve
fakir ilkelerde olmak tizere 105 iilkede endemik olarak gériilmektedir. M. leprae’ya karsi konak bagdisikligi, Th1
tipi sitokinlerin gliglii liretimine sahip tiberkiloid lepradan, Th2 tipi sitokinlerin yiiksek seviyeleri ve suboptimal
proinflamatuar yanit ile karakterize edilen lepromatéz lepraya kadar farkli klinik paternler seklinde gériilir.
Lepra tanisinda klinik bulgularin yani sira, lezyonlarin aktif kenarindan yapilan biyopsilerin histopatolojik,
bakteriyolojik ve molekiiler yontemlerle incelenmesi ve lepromin deri testi kullanilmaktadir. Bu derleme ile Dr.
Gerhard-Henrik Armauer Hansen’in M. leprae’yi kesfinin 150. yili anisina, farkindalik yaratmak, halen diinyanin
136 lilkesinde goriilen, unutulan ve ihmal edilen lepra hastaligi patogenezi ve mikrobiyolojik tanisinda gtincel
bilgilerin gézden gecirilmesi amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium leprae, tarihge, lepra patogenezi, bulasma, siniflandirma, tani, tedavi

ABSTRACT
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Yayin tarihi / Publication date:
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Leprosy or Hansen’s disease is a chronic granulomatous infection of the skin, peripheral nerves and upper
respiratory tract mucosa caused by Mycobacterium leprae, an acid-fast bacillus. Leprosy is an old insidious
and neglected disease characterized by tissue damage and demyelinating lesions in peripheral nerves. Leprosy,
which was once seen in Europe and Asia, is now endemic in 105 countries, mostly in developing and poor
countries with warm temperate tropical climates. Host immunity against M. leprae appears in different clinical
patterns, from tuberculoid leprosy with strong production of Thl-type cytokines to lepromatous disease
characterized by high levels of Th2-type cytokines and a suboptimal proinflammatory response. In the diagnosis
of leprosy, clinical findings, examination of biopsies from the active edge of the lesions by histopathological,

bacteriological and molecular methods, and lepromine skin test are used. The aim of this review is to raise
awareness to commemorate the 150th anniversary of Dr. Gerhard-Henrik Armauer Hansen’s discovery of M.
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leprae and review the current information on the pathogenesis and microbiological diagnosis of leprosy, the

forgotten and neglected disease, which is still seen in 136 countries of the world.

G. Aslan 0000-0002-1380-0379
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GIRIS

Lepra veya clizzam hastaligl, Mycobacterium
leprae’nin neden oldugu esas olarak cilt, periferik
sinirler ve Ust solunum yolu mukozasini etkileyen,
kronik, tedavi edilebilir bulasici bir hastalktir®,

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan gelismekte
olan llkelerde buyik bir tehdit olarak kabul edilen alti
hastaliktan biridir. Tedavi edilebilir olmasina ragmen

lepra, genellikle ge¢ veya yanlis teshis nedeniyle ciddi,
yasam boyu siren sakatliklara ve sekil bozukluklarina
neden olmaktadir. Her yil yaklasik 200.000 yeni lepra
tanisi konmaktadir3),

Endemik bolgelerde devam eden bulagmada
muhtemelen subklinik enfekte bireyler en 6nemli
rezervuari olusturmaktadir®. Bu nedenle DSO 2011-
2015 kiresel stratejisinde eliminasyon icin M. leprae
enfeksiyonunun erken tespitini, ardindan etkili
tedavinin hayati 6nemini vurgulamaktadir?.

© 2023 Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti. Bu, Creative Commons Atif-Gayri Ticari 4.0 Uluslararasi Lisansi altinda dagitilan agik erisimli bir makaledir.
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Bu derleme ile Dr. Gerhard-Henrik Armauer
Hansen’in M. leprae’yr kesfinin 150. yili anisina
lepra eliminasyon stratejileri kapsaminda farkindalik
yaratmak; halen diinyanin 136 Ulkesinde goriilen,
unutulan ve ihmal edilen lepra hastaligi, patogenezi
ve mikrobiyolojik tanisinda gilincel bilgilerin gézden
gecirilmesi amaclanmistir.

TARIHGE

Lepra hastalar yizlerce yil toplumdan dislanmis,
damgalanmis ve vargilanmislardir. Ozellikle bati
toplumlarinda, lepra hastahg ilahi olarak ceza veya
lanet olarak atfedilmistir®. Norvegli bir bilim adami
olan Dr. Gerhard-Henrik Armauer Hansen, hastaligin
etiyolojisiileilgili kalitsal ya da tanrinin lanetiteorisine
meydan okuyarak, clizzamin bulasici bir hastalik
oldugunu soylemis ve M. leprae’yi kesfetmistir®,

Lepra hastaligi tarihgesinde oOnemli basamaklar

bulunmaktadir:

(1) Dr.  Armauer Hansen tarafindan basilin
kesfedilmesi, 1873, Norveg,

(2) Dr. Guy Henry Faget tarafindan tedavide silfon
ilacinin kullanilmasi, 1941, Carville,

(3) Dr. Charles Shepard tarafindan fare ayak
tabaninda basilin Gretilmesi, 1959, CDC, ABD

(4) Dr. Waldemar Kirchheimer ve Dr. Eleanor Storrs
tarafindan dokuz banth armadilloya cilizzam
basilinin inokilasyonu ve sonrasinda bu canlinin
Hansen hastaligini gelistirmeye duyarl oldugunun
gosterilmesi, 1968, Glney Korfez Arastirma
Enstitlisti, Carville®,

Dr. Gerhard Henrik Armauer Hansen, Christiania
Universitesi Tip Fakiiltesinde okumus ve Avrupa
capinda clizzam arastirmalari (izerine ana otorite
olan Dr. Daniel C. Danielssen ve Dr. Carl W. Boeck
ile birlikte ¢alisma firsati bulmustur. O yillarda Dr.
Danielssen dahil birgok bilim insani hastaligin kalitsal
gecis teorisini savunuyordu. Temas sonrasl uzun
inkibasyon siresi nedeniyle hastaligin etiyolojisinde
heniiz bulasicilik teorisi s6z konusu bile degildi®.

Norve¢'te 1850’lerde yaklasik %0.2, Bergen'de ise
%2.5 kisinin clizzamh oldugu tahmin ediliyordu®.
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Dr. Hansen, Dr. Danielssen ile birlikte Norveg
genelinde cilizzamli hastalari ziyaret ediyordu. Dr.
Hansen hastaligin bulasici oldugunu kanitlamak igin
hastalarin lezyonlarindan o6rnek alip inceliyordu.
Bulasma kavraminin heniiz yeterince anlasiimadigi bu
cagda “bulasma teorisi”’ni distinmek ve paylasmak
aslinda olduk¢a cesur bir yaklasimdi. Hansen
inandig1 bulagsma teorisini Hocasi Dr. Danielssen’le
paylastiginda dnemli fikir ayriligi yasadilar. Hastaligin
bulasma yoluyla gecisi kavrami teorisinin diger bilim
adamlari tarafindan da ciddi sekilde elestirilmesine
ragmen, Hansen teorisini kanitlamak i¢in daha fazla
arastirma yapmaya calisti®.

Dr. Hansen, 1869’da yayinlanan ilk c¢alismasinda
clizzamli dokudaki patolojik degisiklikleri tanimladi.
Ancak Dr. Hansen’den yetersiz ekipman ve son derece
ilkel olan bakterileri boyama teknigi ile lepra basilini
yeterince etkili tanimlamasini beklemek haksizlikti.
Viyana’dal870 yilinda, boyama ve histopatoloji
alaninda aldigi ileri diizey egitimle teknigini gelistirdi.
Nihayet 1873 yilinda, heniiz 32 yasindayken, clizzaml
hasta materyalindeki bulasici etkeni belirleme
konusundaki arastirmalari basariyla sonuglandi ve
tarihsel calismasini yayinladi®,

Clizzam hastalarinin nodillerinden alinan dokularda
bakteriye benzeyen cubuk seklindeki cisimleri
tanimlamis ve bu bakterilerin clizzamin etkeni
oldugunu ve ciizzamin kalitsal ya da ciizzamlilarin
glinahlarinin cezasini cekmesi gerektigini soyleyen
tanrinin bir laneti olmadigini savundu. Aslinda Dr.
Hansen mikroorganizmalarin insan hastaliklarina
neden olabilecegini one slren ilk arastirmaciydi.
Diinya gapindaki tip adamlari bu agiklama ve onun
iddiali 6nerisini komik buluyor ve bunun Hansen’in
hayal guclinlin bir Grini oldugunu disliniiyordu.
Meslektaslarindan aldigi blylk elestirilere ragmen
lepra hastaliginin  nedeninin mikroorganizmalar
oldugunu 6ne siren tezinden hig vazgecmedi®.

Bircok bilim adami Koch’un postilatina uygun
olmadigi icin Hansen’in teorisini reddetti. Hansen,
Koch’un varsayimlarini yerine getirmek igin ¢aresizce,
rizasi olmadan bir kadinin goéziine cizzamli bir
hastadan alinan materyali inokiile etti®. insanlar
Uzerinde deney yapmaya yonelik pervasiz ve etik disi
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girisimi onu mediko-hukuki bir batakliga strikledi,
1880’de Dr. Hansen, insanlar lizerinde deney yaparak
tip etigini ihlal ettigi icin mahkemede suglu bulundu
ve Bergen Hastanesi’nden kovuldu®.

Robert Koch’un 6grencisi Alman bakteriyolog Albert
Neisser, 1879’da hastaligl incelemek igin Norveg’e
gittive Dr. Hansen’den lepra nodillerinden hazirladig
preparatlari aldi. Almanya’ya déndiginde kullandigi
ileri boyama teknikleri sayesinde Hansen’den daha
iyi sonuglar elde etti, Dr. Hansen’den s6z etmeden
1880’de bilimsel bulgusunu vyayinladi, Neisser
lepraya neden olan organizmayi kesfetme onurunun
kendine ait oldugunu iddia ediyordu®. Neisser’in
intihal girisimi haberi, Norve¢’e ulastiginda bilim
camiasl ve Ozellikle de Dr. Danielssen’in 6grencisi
Hansen’in hakkini savundu®. Sonunda Berlin’de bir
Lepra Kongresi’'nde bu biiyik kesif icin Hansen resmi
kasif olarak ilan edildi. Hastalik etkenini kesfinden
dolayl Hansen onuruna cilizzam hastaligina “Hansen
Hastalgl”, clizzam etkeni basile de “Hansen Basili”
adi verildi®.

Clzzamhlarin toplumun etkilenmemis kesiminden
uzakta, ihtiyati tecritte yasamalarina izin vermelerini
emreden vyasanin  1885’dekabul  edilmesiyle,
Hansen’in yorulmak bilmeyen galismasinin sonucu
olarak Norveg¢’te clizzam hastaligl yikid hizh ve
istikrarli bir disus gostermistir®,

Epidemiyoloji

Dinyanin en eski hastaliklarindan biri olan clizzamin
somirge, ticaret, askeri istilalar, kolelik ve kitlesel
goclerle Hindistan, Cin ve Misir’dan kitalar arasinda
yayildigi diisintlmektedir*®,

DSO tarafindan gelismekte olan ilkelerde biiyiik bir
tehdit olarak kabul edilen alti hastaliktan biri olarak
ilan edilmistir. Tedavi edilebilir olmasina ragmen,
clizzam genellikle ge¢ veya yanlis tani nedeniyle
ciddi, yasam boyu silren sakatliklara ve deformiteye
yol agar. DSO ciizzam eradikasyon hedefi éniindeki
en 6nemli engel hastaligin tani ve bulas yollari ile
ilgili halen kisithliklarin olmasi ve ¢oklu ilag direncli
olgularin artigidir®,

Clizzam tropikal Glkelerde, 6zellikle az gelismis veya
gelismekte olan Ulkelerde endemiktir. 1980’lerin
basinda ¢oklu ilag tedavisinin  kullaniimaya
baslanmasiyla hastaligin goérilme sikligi 6nemli
Olciide azalmasina ragmen oOzellikle Glneydogu
Asya’da, Amerika’da, Afrika’da, Pasifik’te, Bati
Akdeniz’de hala yogun oldugu ve 105 iilkede endemik
olarak goruldigi bildirilmektedir”,

Halen dunyada her yil 120'den fazla (llkede
200.000°'den fazla vyeni lepra vaka bildirimi
yapiimaktadir. Bir halk sagligi sorunu olan lepranin,
kiiresel olarak (10.000 nufusta 1’den az yayginlik
olarak tanimlanir) ortadan kaldirnimasi 2000
yilindan 2010 yilina kadar ¢ogu ulkede basariimistir.
Brezilya, Hindistan ve Endonezya’dan 2019’da
10.000’den fazla yeni vaka bildirirken, diger 13
Ulkenin (Banglades, Demokratik Kongo Cumhuriyeti,
Etiyopya, Madagaskar, Mozambik, Myanmar, Nepal,
Nijerya, Filipinler, Somali, Gliney Sudan, Sri Lanka ve
Birlesik Tanzanya Cumhuriyeti) her biri 1000-10.000
yeni vaka bildirmistir. Dinyada 99 llkeden 1000’den
az yeni vaka bildirimi yapilirken 45 llkede hi¢ yeni
vaka bildirilmemistir®.

Tiirkiye’de Lepra

Turkiye'de Lepra  “Bildirimi  Zorunlu  Bulasici
Hastaliklar” kapsaminda vyer almakta ve bu
hastaliga yonelik “Lepra Eradikasyon Programi”
uygulanmaktadir. Ulkemiz DSO’niin lepra eliminasyon
hedefine ulasmis olup, hastalik prevalansi 10.000°de
1 vakanin altina inmistir. Halihazirda kayith 485
lepra hastasi ve 2021'de (¢ yeni vaka bilgisi
bulunmaktadir. Hastalarinin tedavi ve takipleri, Deri
ve Zihrevi Hastaliklar kliniklerinde yapilmaktadir.
Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar DSO ile is
birligi icerisinde Saglik Bakanhgi tarafindan Ucretsiz
karsilanmaktadirt®,

Turkiye'de modern anlamda Lepra savasi 1957
yilinda Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Enfeksiyon
Hastaliklari Ogretim (yelerinden Dog. Dr. Etem
Utku tarafindan Ankara Clizzam Savas Dernegi’nin
kurulmasiyla baslamis, daha sonra Lepra hastalarinin
tedavisi icin kullanmak {izere Ankara Universitesi Tip
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Fakiltesi Cebeci Hastanesi kamplsi icinde yer alan
Ankara Lepra Egitim ve Arastirma Merkezi Binasi
yaptirilmistir,

Lepranin tilkemizden eliminasyonunda; mevcut lepra
hasta sayisinin saptanmasi, mevcut hastalarin kayit
altina alinarak belirlenmesi, yeni vaka olusumunun
onlenmesi icin stipheli muhitin/hasta ¢evresinin siki
kontroll, basilli hastalarin takibi, inaktif hastalarin
takibi ve kontroli, hastalarin tibbi tedavisi ile birlikte
rehabilitasyonu, hasta ve yakin cevresinin hayat
standardinin  ylkseltilmesi asamalari  basariyla
tamamlanmistir®,

Turkiye’deki hasta sayisinin tespiti i¢in 1960-1970
yillari arasinda Elazig, Erzurum, Kars, Van, Agri
ve Hakkari bolgesinden baslatilarak on yil siren
taramalar ile Ulkemizdeki hasta sayisinin tespiti
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalari takiben belirlenen
mevcut hastalar kayit altina alinmis, hastalar
istatiksel olarak degerlendirilerek, yas gruplari,
cinsiyet ve taniya gore ayrilmis, dizenli olarak
arsiv kayitlari tutulmustur. Bu doénemde kalifiye
eleman yetistirilmesi amaciyla kurslar, seminerler
dizenlenmistir. Prof. Dr. Tirkan Saylan ve Dog.
Dr. Ethem Utku, Dr. Mustafa Sitlas, Prof. Dr. Ayse
Yiiksel, Prof. Dr. Necmettin Gilrhan, Prof. Dr. Ahmet
Akcaboy, Prof. Dr. Atif Taspinar, Prof. Dr. Cengizhan
Erdem, Op. Dr. Bilhan Ak¢aboy basta olmak lizere
bircok saglk gorevlisi lepra eliminasyonunda
emek harcamistir. Prof. Dr. Tirkan Saylan, herkes
clizzamli hastalardan fersah fersah kagarken, adeta
lanetli ilan edilmis, insan yerine konulmazken,
yakinlarinin bile yaklasmaktan korktugu clizzamlilar
kucaklayip, anne sefkati ile bagrina basarak “Onlara
Dokunun” diyerek sifa dagitmustir. Prof. Dr. Tirkan
Saylan Uluslararasi Lepra Birligi’'nin kurucu Gyeligi
ve Baskan yardimciligi goérevlerini ve 2006 yilina
kadar Diinya Saghk Orgiiti’niin lepra danismanhg
gorevlerini  basariyla  yiritmis, Ulkemiz ve
Diinyada lepra ile miicadelelerinden dolayr 1986’da
Hindistan’da “Uluslararasi  Gandhi Odili” ne
laytk bulunmustur*1?, Ulkemizde lepraya karsi
verilen micadelenin tarihini ve bu miicadelenin
simge ismi Prof. Dr. Tirkan Saylan’in hayati ve
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calismalarinin anlatilarak, hafizalarda bu konuyla
ilgili bellek yaratilmasi i¢in “Tlrkan Saylan - Lepra
Ani Evi Projesi” ve Dr. Mustafa Sitlas’in Clizzam
Hikayesi; “Dus Kurmadan Diinya Donismez” kitabi
ile clizzamlilara adanmis hayatlari ve basarilari
unutulmaz kilmigtir®34),

Bakteriyoloji

Mycobacterium  leprae,  Schizomycetes  sinifi,
Actinomycetales takimi, Mpycobacteriaceae ailesi
ve Mycobacterium cinsinde yer ahlr. Mikroskobik
incelemede cubuk seklinde hareketsiz, 1.5-8 mikron
uzunlugunda, 0.2-0.3 mikron eninde basillerdir. Hiicre
duvarinin yliksek lipid icerigi nedeniyle Ziehl-Neelsen
(ZN) boyama yontemi ile aside direncli basil (ARB)
ozelligi gosterir. M. leprae, diger mikobakterilerden
farkli olarak “globi” olarak isimlendirilen tipki bir
paketteki sigaralar gibi cali demetleri seklinde paralel
dizilim olusturur. M. leprae Gram boyama yontemi
ile hayalet adi verilen Gram negatif gorintiler olarak
veya Gram pozitif boncuk benzeri basil seklinde
gorinmektedir”®),

Mycobacterium leprae’nin ince yapisi mikobakteri
cinsi ile ortaktir. Basilin sitoplazma, plazma zari,
hicre duvari ve kapsiil yapilarina sahip oldugu
elektron mikroskobu ile gosterilmistir. Sitoplazma,
Gram pozitif mikroorganizmalarla ortak vyapilar
icerir. Plazma membrani, ylizey antijenleri ile
iliskili proteinleri iceren gecirgen bir ¢ift kath lipit
tabakasina sahiptir. Plazma membranina bagl
hicre duvari diger mikobakterilere benzer sekilde
peptidoglikana baglanmis dalli zincirli polisakkaritler,
mikolik asitleri destekleyen arabinogalaktan ve
lipoarabinomannan’danolusur. Endisyapiolankapsiil,
lipid yapida o©zellikle defitiyoseroldimikoserosat ve
fenoliktrisakarit bagh glikolipid (PGL-1) icerir. Bu
trisakkarit M. leprae’nin spesifik antijenidir”.,

Mpycobacterium leprae’nin genomu 2001 yilinda
Cole ve ark. tarafindan dizilendi ve molekdiler
agirhigr yaklasik olarak 2.2 x 10° dalton olan dairesel
genomun G+S igeriginin %57.8 oldugu tespit edildi.
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Mycobacterium leprae mikro-aerofiliktir ve ideal
olarak 30-35°C arasinda degisen bir sicaklikta Grer.
Enfekte dokularda yuzlerce basil bir araya gelerek
(globi olarak bilinir) kimeler olusturur. M. leprae’nin
heniliz in vitro olarak kiltird yapilamamistir ve
jenerasyon suresi ¢ok uzundur (14 gin)®. Kulugka
siresinin ortalama 2-5 yil oldugu bildiriimekle
beraber bu siire 10-20 yila kadar uzayabilmektedir®,

Charles C. Shepard 1960'da, Swiss albino fare
ayak tabaninda M. leprae inokiilasyonu yaparak,
deney hayvani kdaltlrd, antibiyotik tedavilerinin
incelenmesi, gelistirilmesi ve antibiyotik direncinin
belirlenmesini saglamistir®,

Kirchheimer ve Storrs® 1971’de, vicut isisi 30°C
ile 35°C arasinda olan ve M. leprae’ya duyarh dokuz
bantli armadillolari mikemmel bir hayvan modeli
olarak olarak tanimlanmistir. Bu hayvan modeli
sayesinde ¢ok ylksek miktarlarda basil Uretimi
1980’lerde ve 1990’larda ydritilen bircok antijenik
ve genetik calismaicin temel oldu ve sonunda 2001’de
M. leprae genomunun dizi analizi gergeklestirildi®*®.

Han ve ark.*”), 2008 yilinda, diffiiz lepromatoz lepra
ile basvuran iki hastada M. lepromatosis olarak
bilinen yeni bir tir tespit etti. Bu yeni mikobakteri
(M. lepromatosis) turGnin tim genom dizilim
sonuglari, M. leprae’ya filogenetik agidan oldukca
benzedigini ve ayni atadan koken aldiklarini
kanitlandi*®),

Mycobacterium leprae bulagma yollari

Enfeksiyonun ana rezervuarlari olarak insan, Afrika
yesil maymunlari ve Louisiana’daki dokuz bantl
armadillolar bildirilmistir®. Clizzamin bulasi, duyarli
ve genetik olarak yatkin bireyler ile tedavi edilmemis
multibasiler (MB) leprali hastalar arasindaki uzun
sireli yakin temasi gerektirir. Hasta kisinin (st
solunum yolu salgisinda bulunan basillerin duyarli
kisiler tarafindan solunmasi yoluyla bulas gergeklesir.
Burun mukozasi M. leprae’nin ana giris veya cikis
yoludur”. Enfekte aerosollerin solunmasi ile M.
leprae’nin bulastigina dair kesin kanitlar oldugu
halde glinimiizde hala bulasma yollarinin tam olarak
aydinlatilamadigl, M. leprae’nin bulas yollarinin
disindugimizden ¢ok daha karmasik oldugu
bildirilmektedir*,
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Sekil 1. Mycobacterium leprae patogenezi (Cizim: Sezin Sezer Giillii tarafindan yapilmistir)
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Amerika’da endemik olarak bulunan dokuz banth
armadillolarin (Dasypus novemcinctus) M. leprae’nin
baska bir dogal konagi ve rezervuari oldugu
bilinmektedir. Bu durum goz 6niline alindiginda hem
antroponotik hem de zoonotik bulasmanin mimkin
oldugu distnilmustir,

Yapilan calismalar yer sincaplarinin
(Ictidomystridecem lineatus) M. leprae enfeksiyonuna
duyarl oldugunu gostermistir. Son arastirmalar,
ingiltere ve iskogya’daki kizil sincaplarin (Sciurus
vulgaris) M. lepromatosis veya M. leprae ile enfekte
oldugunu géstermistir. Meredith ve ark.? tarafindan
yapilan calismada Iskogya’nin cesitli yerlerinden
alti kirmizi sincapta dermatit bildirmistir. Tim
hayvanlarda iki tarafli degisken alopesi alanlari
ve burun bodlgesi, dudaklar, géz kapaklari, kulak
kepgesi ve tiim uzuvlarin distal kisimlarinda kutan6z
sislik gorulmustir. Histolojik incelemede Ug sincap
Gzerinde ¢ok sayida ARB’ye ek olarak graniilomatoz
dermatit ve epiteloid makrofajlar gosterilmistir.
Yapilan PCR calismasinda elde edilen hsp65 gen
bolgesine ait amplikonlarin sekanslanmasi sonucu
M. lepromatosis ile %99 sekans homolojisi oldugu
ortaya gtkmigtir®,

Cevreselrezervuarlarlailgiliarastirmalar da Lavaniave
ark.?V (2006), Hindistan’daki ulusal clizzam arastirma
enstitlisi (JALMA) yakinlarindaki 15 kdyden 18 toprak
ornegi almistir. Bu numunelerin altisi PCR sonucunda
M. leprae icin pozitif bulunmustur?. Mohanty ve
ark.?? Hindistan’da hastalara yakin ctizzam endemik
bolgelerinden toprak ve su Ornekleri, clizzam
bulunmadigi disiinilen alanlardan kontrol 6rnekleri
almistir. Clizzamin endemik oldugu bélgeden alinan
toprak orneklerinin %25.4’G ve su orneklerinin
%24.2'si M. leprae 16S rRNA icin pozitifken, tim
kontrol érnekleri negatif bulunmustur®?.

Hicre i¢i mikroorganizmalar ve serbest yasayan
amipler arasinda bir baglanti oldugu bilinmektedir.
Wheat ve ark./nin®® yaptigi calismada M. leprae’nin
Acanthamoeba echinulata, Acanthamoeba
castellanii, Acanthamoeba polyphagave
Hartmannella vermiformis’te 35 gin ve amip
kistlerinde sekiz aya kadar canli kaldigi saptanmistir®?3.
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Risk

Endemik bolgelerde yasamak, indeks hastanin klinik
siniflandiriimasi, yas, fiziksel ve genetik yakinhk
baslica risk faktorleridir. indeks lepra hastasi ile
kan bagi, ayni evde yasama ve lepra hastasinin
klinik siniflandirmasi bulag igin en 6nemli risk
parametreleridir. MB leprali hastalarla temas
paucibasiller (PB) leprali hastalarla temastan daha
yuksek bulas riski tasimakta yine lezyon sayisinin fazla
olmasi da bulas riskini artirmaktadir. Yash kisilerin
daha fazla risk altinda oldugu saptanmistir, 5-15 yas
ve 15-20 yaglari arasinda artan bir risk oldugu, 20-
29 yaglari arasinda riskin azaldigi, 30 yasindan sonra
riskin tekrar kademeli olarak arttigi bildirilmektedir.
Bazi calismalarda lepranin kadinlarda daha fazla
goruldigu ifade edilmis ve ozellikle genc eriskin
gebelerde hamileligin immiinolojik etkilerinin teorik
olarak bu yas grubunda daha ylksek leprainsidansina
yol acabilecegi dusliniimustir. Gebe kadinlarin
calisma disi birakildigi arastirmalarda cinsiyet farki
gozlemlenmedigi bildirilmektedir*,

Genel populasyonda ve temashlarda Bacille-
Calmette-Guerin (BCG) asl uygulamasi vaka kontrol
calismalart BCG'nin M. leprae’ya karsi koruma
sagladigini gdstermistir®,

immiinoloji

Mycobacterium leprae’ya karsi olusan imminolojik
yanit tipleri, farkli klinik belirtilerle iliskili bir (yelpaze)
spektrum olusmaktadir®®. Bu spektrum ilk kez Ridley
veJopling® tarafindan dnerilen; klinik, histopatolojik,
mikrobiyolojik ve immunolojik 6zellikleri kapsayacak
sekilde tuberkiiloid lepra (TL), borderline (sinirda)
tuberkiloid lepra (BT), borderline-borderline lepra
(BB), borderline lepromatoz lepra (BL) ve lepromatoz
lepra (LL) olarak siniflandiriimistir?s2®, (Tablo 1)

Hicresel yanitin 6ne ciktigl tiiberkiloid form-PB ve
himoral yanitin baskin oldugu lepromatéz form-MB,
M. leprae replikasyonu ile karakterizedir® (Tablo 1).
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Tablo 1. Lepra siniflandirmasinda klinik bulgular ve bakteriyolojik indeks%2”

DSO Siniflandiriimasi

(1987) Paucibasiller (PB) Multibasiller (MB)

Tek deri lezyonu 2-5 deri lezyonu >5 deri lezyonu
Bakteriyolojik indeks* 0 0-1+ 1-3+ 3-5+ 5-6+
Lepra Tipi Tuberkiloid Borderline Lepromatoz
Ridley&Jopling L BT BB BL L

Siniflandiriimasi (1966)29

) Coklu Coklu Cilt kalinlagmasi,
. Kuru pullu cilt, tek . . A . . .
Deri Lezyonlari L 2-5 lezyon makulopapler makdilopaptler ¢oklu makilopapuler
infiltre lezyon .
lezyon lezyon lezyonlar ve noddller
Norolojik Hasar Hasar yok Az miktarda hasar Yavas Simetrik Tutulum
Bulas Dusuk Yiksek

0: Alanin higbirinde basil yok.

1+: 100 alanda ortalama 1-10 basil.

2+: 10 alanda ortalama 1-10 basil.
Degerlendirme 3+: Her alaninda ortalama 1-10 basil.

4+: Her alaninda ortalama 10-100 basil.

5+: Her alaninda ortalama 100-1000 basil.

6+: her alaninda ortalama 1000’den fazla basil

*immersiyon objektifinde (100X) 6-8 boyali smear incelenip sayilarak hesaplanir. TL: Tiiberkiiloid lepra, BT: Borderline tiiberkiiloid, BB: Borderline borderline,
BL: Borderline lepromatéz, LL: Lepromatéz lepra

f M.leprae 'ya \

maruziyet j T

!

/‘

Asemptomatik Lepra
hastalik veya dogal Formlari
direnc

Tuberkiloid Yonde;
Hicresel immun yanit
Granilom olusumu
IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-12

Tuberkiloid
lepra

il
[

Borderline
Taberkiloid
lepra

Borderline
Borderline
Lepra

Borderline
Lepramatéz
lepra

Lepramatoz Yonde;
Humoral immun yanit

Lepramatoz
lepra

Koplk hiicrelerine
déntismis makrofajlar
(IL-4,1L-10)

Sekil 2. Lepra hastaliginda klinik siniflama Mycobacterium leprae’ya maruz kalindiginda konak bagisiklik sistemi tarafindan olusturulan
immiin yanit paternlerindeki farkliliklar. Lepramat6z leprada basil yiikii yiiksek, tiiberkiiloid leprada basil yiikii azdir. (Cizim: Sezin Sezer
Giillii tarafindan yapilmistir)
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Mycobacterium leprae’ya karsi konagin bagisikhik
yanitinda Th1-Th2 polarizasyonunda lokal sitokinler,
kemokinler, adezyon molekdlleri, imminolojik olarak
aktif hormonlar, antijen dozu ve konaga giris yolu,
antijen sunucu hicrelerin uyar tird, T hicreler ve
T hiicrereseptér (TCR)'Un sinyal glici, MHC-antijen
kompleksi, dogal ve edinsel immunite hicrelerinin
dengesi ve karmasik etkilesimi rol oynart%3Y,
Bunlardan en 6nemlisi yeni aktive olan T hiicresini
cevreleyen sitokin havuzudur. Polarize T hiicrelerinin
(Th1/Th2 vyanh) M. leprae’ya yaniti cesitli klinik
belirtilerle clizzam patogenezinde kritik bir neme
sahiptir®,

Mycobacterium leprae’ya karsi konak bagisikhgi, Thl
tipi sitokinlerin gliclu Uretimine sahip tiberkiloid
clizzamdan, Th2 tipi sitokinlerin yiksek seviyeleri
ve suboptimal proinflamatuar yanit ile karakterize
edilen lepromatoz hastaliga kadar hastalarda gorilen
klinik belirtilerin cesitliligini belirler®? (Sekil 2).

Th1 efektor hiicreler IFN-y, Th2 hiicreler IL-4 Greterek
immin yanitin polarizasyonundan birincil derecede
sorumlu tutulmustur®y,

Konak bagisiklik paternlerindeki farklihk, clizzam
hastaliginin gelisimive klinik formunda belirleyicidir®.

Lepra enfeksiyonuna karsi ilk engel butinlGga
bozulmamis epitel, epitel salgilari ve IgA’dir. Basilin
yok edilmesinde dogal bagisiklik hiicrelerinden aktif
makrofajlar, NK hiicreleri ve sitotoksik T lenfositler
etkin rol alir. Dendritik hiicreler tarafinda virilansi
disik M. leprae sunumu dogal imminite ile
clizzamin klinik belirtileri gelismeden bagisikhk yanit
olusturabilir. Konak basille enfekte olduktan sonra,
baslangic evresinde konak immun yaniti belirsizdir?”.

Lepraya karsi gelisen son derece karisik immin
yanitta patolojik lezyonlarda T hiicresi alt kimelerinin
heterojenitesinin, NKT (natural killer T cells), Treg
(regulator T hiicre), y& T hiicreleri ve yakin donemde
tanimlanan dizenleyici B hcrelerinin etkili oldugu
kanitlanmigtir. Ayrica Thl, Th1l7 ve Th9 benzeri
hicrelerin, efektér T hicrelerinin olusumu Uzerinde
dizenleyici oldugu ortaya konmustur®,
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immaiinohistokimyasal teknikler kullanilarak
tuberkiloid lezyonlarda ve kandaki T hiicre fenotipi
arastirilmig, CD4+ T hicrelerinin baskin oldugu
ve CD4:CD8 oraninin 2:1 oldugu tespit edilmistir.
Lepromatdz lezyonlarda ise CD8+ T lenfosit
popilasyonu baskin iken kanda CD4:CD8 oraninin
0.6:1 oldugu saptanmistir. LLde CD8+ hiicrelerin
¢ogu CD28- fenotipindeki T-supresor hiicrelerken,
TlUde CD28+ T-sitotoksik hiicreler hakimdir.

T bellek fenotipinde CD4+ hiicrelerinin tiiberkiloid
grantlom merkezinde CD8+ hiicrelerince ¢evrelenmis
/sarilmis makrofajlara bagl oldugu goézlenmistir.
Lepramatotz granilomlarda T supresor CD8+ hiicreleri
makrofajlar ve CD4+ hiicrelerinden olusmaktadir.
Lezyonlardan vyapilan T hicre klonlarinin analizi
ile CD4+ ve CD8+ klonlari tarafindan farkl sitokin
paternlerinin Gretildigi gbsterilmistir?.

Gugli hicre aracili bagisiklik ve disik himoral
bagisikhk gorilen TL, agirlikh olarak Thi, Th17
imminolojik yanit tarafindan yonetilir. IL-2, 1L-12,
TNF, IFN-y tipi sitokinlerin aktif olmasi sonucunda
fagositik aktivite ve granilom olusumu gulgludir,
M. leprae’nin ¢ogalmasini engeller. Serum Ig diizeyi
normaldir. LlUde, Th2, Th22, Treg immiunolojik
yaniti 6n plandadir, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 sitokinleri
aktif ve hipergamaglobiliinemi gozlenir. Thl yanit
yetersiz oldugu icin lezyonlarda M. leprae ¢ogalmasi
engellenemez. Lezyonlarda c¢ok sayida basil, zayif
granilom olusumu goézlenmektedir33),

Hlmoral bagisiklik paterni 6n planda olan lepromatoz
formunu gelistiren bireylerde M.leprae’ya 6zgl bir
hicre duvari bileseni fenolik glikolipid—1'e (PGL-
1) karsi Uretilen IgM antikorlari koruma saglamaz,
basillerin ¢ogalmasi ve yayilmasina engel olamaz.
LUda hastalar genellikle ¢ok fazla sayida lepra basili
tasidiklari icin LUnin en bulasici formdur!,

Klinik formlarin siniflandirilmasi

Lepra Schwann hicrelerine tropizm gosteren
kronik bir hastaliktir. Hastalarda ilk olarak duyusal
nevrit gorilir ancak daha sonra tani konulmasinda
gecikilen ve tedavi edilmemis hastalarda daha



G. Aslan, Lepra: ihmal edilmis eski bir hastalik

ciddi motor bozukluklar kendini gosterir. Lepranin
asirlardir anlatilan ve su anda gorilen klinik
tablosunda tanimlanan plantar dlserler, litik kemik
lezyonlari (burun, falanks vb.) ve felgler (unlar
sinirde, lagoftalmi) sik gorllen komplikasyonlar
olarak adlandirilabilir®.

indeterminate phase/belirsiz faz olarak bilinen
erken donemde cesitli klinik belirtiler gorilebilir
ancak bu donemde clizzam hastalgini teshis etmek
zordur. Klinik, imminolojik farkliliklari olan TL'den
LUye genis bir spektrum gosterir. Ridley ve Jopling
siniflandirilmasina gére clizzamin bes klinik formu
tanimlanmistir; TL, BT, BB, BL ve LL®. (Tablo 1).

DSO tedavi secimini kolaylastirmak icin deri lezyonu
bulunmayan / tek deri lezyonu/<5 deri lezyonu
bulunan, basil indeksi 0-1 (+) olan hastalari PB lepra,
>5 deri lezyonu bulunan ve basil indeksi 1-6 (+)
hastalari MB lepra olarak tanimlama ve siniflama
yapmistir®3? (Tablo 1).

TANI

Klinik bulgular

Lepra tanisinda genellikle klinik degerlendirme
ilk adimdir ve ¢ogu durumda yeterlidir. Tanida
en onemli zorluk bu hastaligin o6zellikle gelismis

Ulkelerde ¢ok nadir gorilmesinden dolayl ayiric
tanida disunilmesi gereken hastaliklar listesinde
akla gelmemesidir. Lepra tanisinda seyahat veya
aile oykisunin (6rnegin, endemik bir bolgeden
evlat edinilmis veya go¢ etmis) alinmasi énemlidir.
Deri lezyonlari genellikle ilk klinik bulgu olarak
gozlemlenmektedir. Erken donemde tani konulup
uygun tedavi uygulanmazsa, lepra deri, sinirler,
uzuvlar ve diger organlarda kalici hasara neden
olacak sekilde ilerleyebilir

DSO ana tani kriterlerini su sekilde siralamistir;

(1) Hipopigmente veya eritematoz cilt lezyonu veya
kirmizimsi cilt, kesin duyu kaybi olan yama;

(2) Kalinlagmis veya duyu kaybi ile genislemis
periferik sinir ve/veya sinir tarafindan saglanan
kas zayifligi; ve

(3) Biyopsi veya deri yaymasinda EZN boyal
preparatlarda gozlenen ARB pozitif basil

Her (g kriter de mevcut oldugunda, duyarlilik %95’e
kadar c¢ikmaktadir®34, Klinik tani yani sira lepra
tanisinda mikrobiyolojik, histopatolojik, lepromin
deri testi ve deney hayvanina inokiilasyon gibi tani
yontemleri kullaniimaktadir (Sekil 3).

Slit Skin SmearTesti

Slit skin smear (SSS) testi 1935’te Wade tarafindan
tanimlanmis, 1947'de modifiye edilmis, derideki

Lepra tanisinda kullanilan yontemler

Mikrobiyolojik Histopatolojik
inceleme inceleme
Deri- sinir De‘"'s“.“:
| biyopsi* EZN boyama biyopsi
IR ' Slit skin smear test

molekiiler testler

| PCR

Line
Probe

Serolojik
testler (serum/ plazma)

Sekil 3. Lepra tanisinda kullanilan yéntemler (Cizim:

Hayvan Lepromin Deri
inokulasyonu Testi

Dokuz banth armandillo
ve

0,1 ml intradermal
Fare ayak pedlerine

N uygulama
inokulasyon
24-48. saat Fernandez
Reaksiyonu
6 ay sonra
granulom olusumu 21.Giin Mitsuda
Reaksiyonu
DTH testi
TL >5 mm

$.S.GULU-2023

Sezin Sezer Giillii tarafindan yapilmistir)
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kiicik bir kesikten deri yaymasi (smear) Ornegi
alinip, ARB boyanarak incelenmesi prensibine dayali
bir testtir. SSS testi tecribeli uzmanlar tarafindan
yapildiginda neredeyse %100 ozgillige sahip ve
rutin yatak bagi kullanimi igin yeni modern tani
araclari saglanamadiginda en basit tani teknigi olarak
bildirilmektedir. SSS testi lepra tanisi, tiplerin ayirt
edilmesi, hastaligin ilerlemesinin degerlendirilmesi,
tedavinin etkinliginin belirlenmesi ve hastalarin
takibinde kullanilmaktadir®®,

Ornek toplama icin kulak memeleri ve dirsek
kontralateral bolgesindeki aktif lezyonlar tercih
edilmektedir. Yaralanma olmadiginda hem kulak
memelerinde hem de dirseklerde intradermal tiras
yapilabilir. SSS testinin 6zgullugl %100, duyarliligi ise
%50°dir® (Tablo 2).

Vicudun kismen daha soguk bolgeleri tercihen
burun mukozasi, kulak memesi, alin, ¢cene, 6n kollarin
ekstansor ylizeyleri, dizde bulunan cilt lezyonlarindan
toplanan ornekler Fite Faraco (FF) veya modifiye ZN
boyama yontemi ile boyanip aside direngli basiller
arastirihr. DSO skalasina gore bakteriyel indeks (BI)
hesaplanir (Tablo 1).

Pozitif bir sonug, hastanin MB lepra’ya sahip
oldugunu gosterir. Ancak, PB lepra durumunda
negatif sonug alinabilir, klinik siphe durumunda
molekiiler yontemler gibi daha duyarl yontemlerle
klinik tani desteklenir. ARB boyama teknigi ile
dokuda mikroskopik olarak ARB varligini glivenilir bir
sekilde tespiti icin her gr basina en az 10* organizma
bulunmasi gerekmektedir®¥,

Farkli lepra klinigi gosteren hastalarda kantitatif
polimeraz zincir reaksiyon (qPCR) ve SSS testi
yapilmis orneklerin %84 inlin gPCR’de pozitif olarak
tespit edildigi, gPCR ve basil indeksi/histopatolojik
pozitif bulgular arasinda %87.3 uyum oldugu
bildirilmektedir®”. Demsiss ve ark.®® tarafindan
Etiyopya’da yapilan c¢alismada klinik olarak MB
lepra vakalarinin %45.3’(inlin SSS testi pozitif olarak
belirlenmistir®,
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Deri Biyopsisi ve Histopatolojik inceleme

Deri biyopsisi lepra igin énemli bir teshis aracidir.
Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyasi kullanilarak
yapilan histopatolojik incelemede TL epiteloid
granllom ve Langhans dev hicre, diffiz makrofaj
infiltrasyonu LL hicreleri veya Virchow hicresi
goralir.

ZN boyasi ve FF, kullanilarak histopatolojik
incelemede doku kesitlerinde AFB basili gosterebilir.
ZN boyasi kolayca bulunabildigi ve dusik maliyetli
oldugu icin daha yaygin kullaniimaktadir. ZN boyama
ile ARB dokuda gosterilebilir ve bakteriyolojik indeks
olarak dlculebilir®,

TL, adneks ve sinirleri c¢evreleyen nodiler ve
histiyolenfositik infiltrasyonlarla kendini gosterir;
sinirler ve ter bezlerinde infiltrasyon ve hatta
destriksiyonda gozlemlenebilir, bu da lezyonda
hipoestezi veya anesteziye neden olur. Lepromatoz
infiltrasyonlar  histiyositik hiicrelerle yogundur.
Kopuksii  makrofajlar  (Virchow hicreleri) ile
karakterize edilir. Plazma hiicreleri ve az miktarda
lenfosit, i¢ organ ya da deri lezyonlarinda bol ARB
bulunur. Histopatolojik bulgular leprayr klinik
tanimlamada kriter olarak kullanilir. Ridley-Jopling
spektral siniflandirmasinda TL, BT, BB, BL ve LL olmak
Uzere bes klinik form tanimlanmistir (Tablo 1). TUde
basil azdir, oysa LLde Virchow hiicrelerini iceren bir
enflamatuar infiltrat basil ile doludur. Deri biyopsi
orneklerinin ve histopatolojik incelemenin 6zgulluigu
%70 ile %72 arasinda degisir, ancak duyarlihk %49 ile
%70 arasinda degisir®¥ (Tablo 3).

Deri biyopsisi incelemesinin duyarliliginda, biyopsinin
orneklem bulyiklGgini temsil edecek nitelikteki
uygun bolgeden alinmasi, ve patologun tecribeli
olmasi etkilidir®.

Lepromin Testi

Lepromin testi intradermal bir testtir. 0.1 ml lepromin
antijeninin (etkisizlestirilmis M. leprae) 6nkol fleksor
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Tablo 2. Lepra tanisinda kullanilan testlerin duyarhlik ve ézgiilliikleri®*

Tani Testleri Duyarlilik % Ozgiilliik %
_Sllt skin .smear testi 50 100
Ince kesit

Deri Biyopsi Testi 49-70 70-72

Lepromin Testi 20-25 (dusik doz)

MLSA-LAM/ MLCWATL/ BT 10-15 (yuksek doz)

PCR 67.9-81.5

Serolojik testler ELISA

(PGL-1 Antikor arastirilmasi) 35718

95-100 (dustik doz)

60-70 (yuksek doz)

91.4-96.5

86.9-93.9

MLSA-LAM: Mycobacterium leprae soluble antigens lipoarabinomannan
MLCwA: Mycobacterium leprae cell wall-associated antigens

Tablo 3. DSO tarafindan onerilen tedavi rejimi®®

Tani Popiilasyon Tedavi Doz Siire
Rifampisin 600 mg/ay 6 ay

Eriskin Clofazimin 300 mg/ay+50 mg/gin 6 ay

Dapson 100 mg/gln 6 ay

Rifampisin 450 mg/ay 6 ay

PB Cocuk (10-14 yas) Clofazimin 150 mg/ay+50 mg/giin 6 ay
Dapson 50 mg/gln 6 ay

Rifampisin 10 mg/ay 6 ay

Cocuk (<10 yas veya <40 kg) Clofazimin 6 mg/ay+1mg/gin 6 ay

Dapson 2 mg/gin 6 ay

Rifampisin 600 mg/ay 12 ay

Erigkin Clofazimin 300 mg/ay+50 mg/gin 12 ay

Dapson 100 mg/gln 12 ay

Rifampisin 450 mg/ay 12 ay

MB Cocuk (10-14 yas) Clofazimin 150 mg/ay+50 mg/giin 12 ay
Dapson 50 mg/gln 12 ay

Rifampisin 10 mg/ay 12 ay

Cocuk (<10 yas veya <40 kg) Clofazimin 6 mg/ay+1 mg/giin 12 ay

Dapson 2 mg/gin 12 ay

ylizeyine enjeksiyonu ile geg tip asiri duyarhlk (DTH)
reaksiyonu olusur. Olusan erken reaksiyon 24. ve
48. saatte (Fernandez reaksiyonu), ge¢ 21. giinde
(Mitsuda reaksiyonu) okunarak degerlendirilir. 5
mm’den blyik bir endurasyon basile karsi direng
varligini gosterir, pozitif olarak okunur.

Lepromin testi (Lepromin H ve Lepromin A) ayni
zamandalepraninklinik siniflandirilmasive prognozun
belirlenmesini de saglar. TL/BT’li hastalarda gti¢li bir
DTH reaksiyonu gozlenirken BL/LLli olgular herhangi
bir cilt reaksiyonu gelistiremez.
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Son zamanlarda, armadillolarda Uretilen M.
leprae’dan (glikolipid icermeyen) M. leprae soluble
antigens lipoarabinomannan (MLSA-LAM) ve M.
leprae cell wall-associated antigens (MLCwA) (M.
leprae hiicre duvari ile iliskili antijenler) olmak tzere
iki yeni deri testi antijeni gelistirilmistir. TL/ BT lepra
hastalarinda her iki antijenin de dlstuk dozlarda
duyarhhgr %20 ve %25, 6zgllliglu %95-100, yiksek
doz antjen uygulamada, duyarlihk %10 ve %15,
6zgullik %60-70 iken LL/BL lepra hastalarinin anerjik
oldugu bildirilmistir®¥ (Tablo 2).

PCR Testleri

Mycobacterium leprae yayllimini dnlemek, siirveyans,
erken tani ve tedavi icin klinik 6rneklerdeki M. leprae
DNA’sini saptamaya yonelik PCR gibi duyarliligi
yuksek molekiler tekniklerde kullaniimaktadir. Erken
donemde ¢ocuklarda lepra vakalarinin blyk bir kismi
cilt yaymasinda ARB negatif olarak gézlenmektedir.
LL veya BL tipi olan hastalarda PCR duyarhhgi yiksek
(%87-100); TL/BT tipi olan hastalarda duyarliligin
distk oldugu (%30-83) bildirilmektedir®4.

Son yillarda molekiler tani yontemlerindeki
gelismelerle teshis edilmesi zor vakalarda gPCR,
mikroskopik tespitten en az 20 kat daha hassas ve
erken tani icin giderek daha 6nemli hale gelmis;
duyarhklik %78.5, ozgullik %89.3e yukseltilmistir.
PCR rutinde c¢ogunlukla klinik taniyir dogrulamak
icin kullanilmakta, MB lepra vakalarinda duyarlilik
yuksek iken PB lepra vakalarinda daha disuktir.
PCR pahali ve yogun emek gerektiren bir yontem
oldugu icin endemik bdlgelerde rutin laboratuar
uygulamalarinda yer alamamistir®¥,

Nepal’'de yeni teshis edilen lepra olgularinin PCR ve
SSS mikroskopisini karsilastirdigl kohort arastirmada
SSS teknigi ile alinan o6rneklere; SSS testi ile ARB
varligl arastirlmis ve ayni  Orneklerden DNA
izolasyonu ve PCR yapilmistir. SSS testinin ve PCR’In
duyarlilig sirasiyla %18 ve %72 bulunmustur. Vaka
tespitinde PCR, SSS testine gore %54 iyilestirme
avantaji saglamistir. Ayrica PCR, AFB negatif vakalarin
%66'sinda clizzam tanisini dogrulayarak SSS testine
GstlnlGgunlh gostermistir. PCR duyarhhginin basil
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indeksi sifir olan PB lepra hastalarinda; %44,
MB lepra hastalarinda %78 oldugu bildirilmistir.
Nispeten maliyetli bir teknik olan PCR’In rutin tani
icin her olguda uygulanmasi mimkin olmasa da
erken dénemde silipheli lepra vakalarinin teshisinde
sekellerin gelisiminin ve bulaslarin engellenmesinde
faydali olacagi bildirilmistirt,

Serolojik Testler

ELISA ve hizh imminokromotografik testlerde
M. leprae’nin hiicre duvarindaki spesifik antijeni
PGL-1 kullanilmaktadir. Anti-PGL-1 antikorlarinin
belirlenmesi hastalarin erken tani ve tedavisini
saglayarak sinir hasarini azaltmaktadir. Anti-PGL-1
antikorlari ayrica tedavinin etkinligini izlemek,
bir populasyonda lepra hastaliginin yayginhgini
arastirmak icin de kullanilmaktadir®®,

ELISA yontemi ile PGL-1 antikor tespitinde duyarhhk
MB vakalarda yliksek, PB leprali hastalarda dusdktar.
Duyarlihk %63.8 (%55.0-71.8), oOzgullik %91.0
(%86.9-93.9) olarak bildirilmektedir®¥ (Tablo 2).

TEDAVI

DSO tarafindan direncin &nlenmesi igin coklu ilag
tedavisi rejimi onerilmistir. Basil sayisi kriter alinarak
PB ve MB formlara, eriskinlere ve ¢ocuklarda yasa
gore tedavi semalari olusturulmustur® (Tablo 3).

Dapsonun en onemli avantaji, enfekte bireylerin
bulastiricihginda hizli diists saglamasi ve niks
oranlarini azaltmasidir®®,

ikinci basamak tedavi olarak minosiklin, ofloksasin ve
klaritromisin de kullaniimaktadir. Lepra hastalarinda
ciddi sinir hasari, kas-iskelet sistemi sekil bozukluklari
olustugunda okulda ayrimcilik ve sosyal yasamdaki
zorluklar bireyleri 6nemli 6lclide etkilemektedir. Bu
nedenle ozellikle de cocuklarda erken tani ve tedavi,
bulasmayi ve hastalik sekellerini azaltabilir. Cocuklarin
tablet ve kapsil seklinde ilag almalari zor oldugu igin
oral solisyon formlara her zaman ulasilamamasi gibi
sorunlar tedaviye uyumu etkilemektedir®¥,
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KORUNMA

Profilaktik bagisiklama; maruz kalmadan once
veya sonra profilaksi amaciyla BCGLepVax ve
Mycobacterium indicuspranii (MIP) gibi etkinligi
kanitlanmis asilar uygulanabilir®”, Ancak, su anda
clizzamdan korunmak icin tek uygulanan asi BCG
dir®?, Hindistan’da, tglinci basamak bir hastaneye
basvuran MB cizzamli vakalar (12 yasina kadar)
ile yapilan bir c¢alismada, asilanmamis grubun
orani BCG asili gruba gore anlamh 6l¢clide daha
yuksek bulunmustur (p=0.0352). Bu g¢alisma, BCG
asilamasinin hiicre aracih bagisikhg artirmadaki
roliint vurgulamaktadir. BCG asisinin clizzama karsl
koruma oraninin %20-90 arasinda oldugu tahmin
edilmistirt3),

Leprali hastalarin yetiskin ve g¢ocuk (=2 vyas)
temaslilarinda, koruyucu tedavi olarak tek doz
rifampisin kullanilmasi dnerilmektedir®. Tek doz
rifampisinin, cocukluk déneminde uygulanan BCG
asisi ile birlikte %80 kimdlatif koruyucu etkinlik
gosterdigi bildirilmistir®,

SONUC

incil'ldeki sosyal imalar, toplumsal dislanmishk
ve damgalama, teshis ve tedavide mevcut
biyopsikososyal zorluklar nedeniyle asirlik bir
hastalik olan lepra, kiltirel oldugu kadar tibbi
olarak da etkisini strdirmektedir. Konak bagisiklik
yanitinda Th1-Th2 polarizasyon farkliliklari hastaligin
klinik olarak etkileyici derecede genis bir spektrum
olusturmasina neden olmaktadir Uzun inkiibasyon
periyodu, sinsi ilerleme, deri ve sinir tutulumunun
birlikte olmasi, tani ve tedavinin zamaninda
uygulanmasinda 6nemli handikap yaratmaktadir. Son
yillarda gelistirilen duyarli, hizli tani ve ilag duyarhhk
belirleme yontemleri morbidite ve mortalitenin
onlenmesinde basarili olmaktadir.

Dinyanin her bolgesinden lepranin eradike edilmesi
hedefine ulasmak icin; lepra bulasinin ortadan
kaldirilmasi, endemik bolgeden gelen hipoestetik deri
lezyonlari ile basvuran hastalarda lepranin mutlaka
hatirlanmasi, duyarl, hizli tani tedavi yontemlerine

erisimin saglanmasi ve etkin asi gelistirme calismalari
desteklenmelidir.
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0z

Amag: Coronavirus hastaligi (COVID-19) sebep oldugu mortalite ve morbidite ile diinyamizi etkilemeye devam
etmektedir. Pandemi ile miicadelede semptomatik bireylerin belirlenip izole edilmesinin yaninda, asemptomatik
bireylerin de hastaligi yaymasini 6nlemek ¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismanin amaci COVID-19 taramasi igin basvuran
asemptomatik hastalardaki SARS-CoV-2 pozitiflik oranlarini belirlemek ve hastalarin COVID-19 asilanma
durumlarinin asemptomatik enfeksiyon ile iliskisini belirlemektir.

Yontem: Eyliil 2021- Aralik 2021 tarihleri arasinda Agri ibrahim Cecen Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda ¢alisilan SARS-CoV-2 PCR érneklerinin sonuglari retrospektif olarak
tarandi. Hastalarin demografik ézellikleri, semptom durumlari, COVID-19 asilanma durumlari ve asemptomatik
olma durumlari ile asi olma durumlari arasindaki iliski degerlendirildi.

Bulgular: SARS-CoV-2 PCR testi pozitif sonuglanan 860 hasta ¢alismaya dahil edildi. Calismaya alinan hastalarin
yas ortalamasi 35.0+15.12 (aralik: 4-91) olup %54’ kadin, %46si erkek idi. Hastalarin %60’ en az bir doz asi
olurken %41’ hi¢ asi olmamisti. Hastalar en az bir doz asi olanlar ve hig asi olmayanlar olarak iki gruba ayrilip
incelendiginde asisiz grubun yas ortalamasi 29.49+16.62 yil iken asili grubun yas ortalamasi 38.96+16.13 yil
olup asisiz grupta yas ortalamasinin anlamli sekilde daha diisiik oldugu gériildii (p<0.001). Cinsiyet ile asi olma
durumu arasinda anlamli bir farklilik yoktu (p=0.464). Asili grupta asemptomatik pozitiflik orani asisiz gruba
gore anlamli sekilde daha fazla (%73.2 vs %66.1) bulundu (p=0.026).

Sonug: Calismizda semptomatik pozitiflik orani %70.2 olarak bulunmustur ve asili grupta asemptomatik
pozitiflik orani asisiz gruba gére anlamli sekilde daha fazla bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Asi, COVID-19, SARS-CoV-2
ABSTRACT

Objective: In the fight against the pandemic, besides identifying and isolating symptomatic individuals,
prevention of the spread of the disease in asymptomatic individuals is also essential. This study aimed to
determine SARS-CoV-2 positivity rates in asymptomatic patients presenting for COVID-19 screening and to
Alindig tarih / Received: determine the relationship between COVID-19 vaccination status and asymptomatic infection.

23.03.2023 / 23.March.2023 Methods: The results of SARS-CoV-2 PCR samples studied in the Microbiology Laboratory of Agri Ibrahim Cegen
University Training and Research Hospital between September 2021 and December 2021 were retrospectively
scanned. The relationship between patients’ demographic characteristics, symptom status, COVID-19
vaccination status, asymptomatic status, and COVID-19 vaccination status were evaluated.
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Yayin tarihi / Publication date: Results: A total of 860 patients with positive SARS-CoV-2 PCR were included in the study. The mean age of
08.12.2023 / 08.December.2023 the patients included in the study was 35.0+15.12, 54% were female and 46% were male. While 60% of the

patients were vaccinated with at least one dose, 41% were not vaccinated. When the patients were divided
into two groups: those vaccinated with at least one dose and those who had never been vaccinated, the mean
age of the unvaccinated group was significantly lower. There was no significant difference between gender
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GIRIS

31 Aralk 2019°da Cin’in Hubei eyaletinin Wuhan
sehrinde etiyolojisi bilinmeyen pnoémoni vakalari
bildirilmistir®. 7 Ocak 2020’de etkenin genom dizilimi
ortaya cikarilarak, daha Once insanlarda tespit
edilmemis yeni bir coronavirus oldugu tanimlanmistir
(2019-nCoV)®?. Daha sonra 2019-nCoV hastaliginin
adi Coronavirus-19 (COVID-19) olarak kabul edilmis,
virislin Severe Acute Respiratory Syndrome-
Coronavirus-2 (SARS CoV)'ye yakin benzerliginden
dolayr da SARS-CoV-2 olarak isimlendirilmistir.
Hastalik, insandan insana bulasma 6zelligi nedeniyle
hizla yayillmis ve salginin baslangicindan bugiine
kadar diinya c¢apinda 600.000.000°e yakin vaka
bildirilmis ve 6.000.000’'nun uzerinde 6liime neden
olmustur®.

COVID-19 enfeksiyonu hafif st solunum vyolu
enfeksiyonu bulgularindan pnémoni ve solunum
yetmezligi kadar degisen klinik tablolara vyol
acabilmektedir®. Hastaligin en sik gorilen klinik
bulgulari ates, oksurik, nefes darligi, halsizlik, miyalji
gibi semptomlardir. Ancak mevcut bulgular ile COVID-
19’u diger viral solunum yolu enfeksiyonlarindan
kesin ayirabilen spesifik bir klinik dzellik yoktur®.
insandan insana bulag esas olarak damlacik yolu
ile olmaktadir. Ayrica hasta bireylerin 6ksiirme,
hapsirma yoluyla ortaya sagtiklari damlaciklara diger
kisilerin elleri ile temas etmesi sonrasinda ellerini
agiz, burun veya géz mukozasina gotlirmesi sonucu
temas ile de bulas olmaktadir®. Yapilan galismalar
SARS-CoV-2 ile enfekte olmus kisilerin %45’inin
asemptomatik olabilecegini distindirmektedir”®,
Bu durum asemptomatik kisilerin SARS-CoV-2
acisindan taranmasi konusunu giindeme getirmistir.
Ulkemizde de bu siirecte asemptomatik bireylerin
hastaligi yaymasini  onlemek amaciyla belirli
durumlarda SARS-CoV-2 Polymerase Chain Reaction
(PCR) taramasi  zorunlulugu getirilmistir. Bu
¢alismada, tarama amagli 6rnek veren asemptomatik
bireylerdeki SARS-CoV-2 PCR pozitiflik oranlarini ve
asllamanin asemptomatik enfeksiyon Gzerindeki
etkisini degerlendirmeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Buarastirma, Agriibrahim Cecen Universitesi, Bilimsel
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (25.05.2022 tarih
ve 128 say1) onaylanmistir.

Hasta Popilasyonu: Eylll 2021- Aralik 2021 tarihleri
arasinda Agri  Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’'nda calisilan SARS-CoV-2
PCR o6rneklerinin sonuglari retrospektif olarak
degerlendirildi. Hastalarin demografik 6zelliklerine
laboratuvar kayitlarindan ulasildi. Semptomatik
veya temasl oldugu icin test edilen hastalar ve
daha onceden COVID-19 gecirme Oykusd olan
hastalar calisma disi birakildi. Hastalarin SARS-
CoV-2 PCR sonuglarina hastane laboratuvar
sisteminden, COVID-19 asilanma durumlarina ise
‘Asila Uygulamasi’ndan ulasildi. Hastalar semptom
durumuna gore, tamamen asemptomatik olanlar ve
baslangicta asemptomatik olup sonrasinda semptom
gelisenler olmak Gzere iki gruba ayrildi. 37.6°C’den
yuksek ates, bas agrisi, bogaz agrisi, oksurik, nefes
darhgi, burun akintisi, kas agrisi, halsizlik veya tat
ve koku duyu kaybi gibi sikayetlerden herhangi
birine sahip olan hastalar semptomatik olarak
degerlendirildi. PCR oOrnegi verirken semptomatik
olup olmama durumlari ve sonrasindaki semptom
durumlari hastalar telefon ile aranarak o6grenildi.
Hastalar asilanma durumuna goére asili ve asisiz olarak
iki gruba, asili olan hastalar ise asi durumlarina gore
g gruba ayrildi; yetersiz asilanmis (6rnek alimindan
onceki 14 giin icinde herhangi bir COVID-19 asisindan
yalnizca bir doz olan hastalar), kismen asilanmis
(bir doz CoronaVac® veya Pfizer-BioNTech®, érnek
alimindan 14 giinden daha uzun siire 6ncesinde veya
iki doz, ikinci doz 6rnek alimindan 6nceki 14 gin
icinde) ve tam olarak asilanmis (6rnek alimindan 14
guinden daha uzun stire 6ncesinde iki doz CoronaVac’
veya Pfizer-BioNTech® olan). Asemptomatik olup,
temasli olmayip sadece tarama amacl 6rnek veren ve
SARS CoV-2 PCR sonucu pozitif gelen tim orneklere
test hatasi agisindan test tekrari yapiimisti.
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SARS CoV-2 PCR Pozitifliginin Saptanmasi: SARS-
CoV-2 saptanmasinda viral transport besiyeri
(VTM) ya da viral nikleik asit tamponu (vNAT)
iceren tuplere alinan orofarengeal ve nazofarengeal
sirintl orneklerinden, vNAT sollsyonu ile izole
edilen viral RNA’lar PCR yonetimi ile amplifiye edildi.
Amplifikasyon islemi, Bio-speedy SARS-CoV-2 rRT115
PCR kitleri (Bioeksen, Turkiye) kullanilarak Qiagen
Rotor-Gene Q 5plex (Qiagen, Almanya) ve Bio-Rad
CFX 96 real time PCR (Bio-Rad Laboratories, ABD)
cihazlarinda yapildi. Calisma slirecinde SARS-CoV-2
saptamasi icin farkli zamanlarda RdRp gen bdélgesini
hedefleyen kit, N ve ORF1ab gen bolgesini hedefleyen
cift gen cift kanalli kit ve ¢ift gen tek kanalli kit olmak
Uzere Ug farkli kit versiyonu kullanildi.

istatistiksel analiz: Verilerin analizi SPSS 26 (IBM SPSS
Statistics for Windows, Ver 26.0. Armonk,NY:IBM
Corp, ABD) programi ile yapildi ve %95 giiven diizeyi
ile caligildi. Kategorik (nitel) degiskenler igin frekans
(n) ve ylizde (%) istatistikleri, sayisal (nicel) dlgtimler
icin ortalama (X), median (ortanca deger), standart
sapma, minimum ve maksimum istatistikleri verildi.
istatistiksel anlamliligi belirlemek icin Pearson ki-
kare, “Independent Sample t” ve “One-Way” ANOVA
testlerinden yararlanildi ve p<0.05 degerleri anlamh
kabul edildi.

BULGULAR

Calismanin yapildigi tarihlerde tarama igin solunum
yolu oOrnegi veren 1960 asemptomatik hastanin
SARS-CoV-2 PCR sonuglari retrospektif olarak
tarandi. Hastalarin 860 (%43.8)'inin SARS-CoV-2
PCR testi pozitif olarak belirlendi. 860 hastanin 604
(%70.2)'G 6rnek verirken ve sonrasinda tamamen
asemptomatikken, 256 (%29.8)’sinda 6rnek alimi
sonrasindaki sirecte semptom gelismisti. Calismaya
alinan hastalarin yas ortalamasi 35.0+15.12 yil olup
%54 (468)'0 kadin, %46 (392)’si erkek idi. Hastalarin
%58 (503)’'i en az bir doz asi olurken, %42 (357)’si
hi¢c asi olmamisti. SARS-CoV-2 PCR sonucu pozitif
olan asemptomatik hastalarin COVID-19 asilanma
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Tablo 1. Asili ve asisiz gruptaki hastalarin 6zellikleri

Asih (N=503)  Asisiz (N=357) p

Yas (yil) 38.96+16.13  29.49+16.62  <0.001

Cinsiyet, n (%)

Kadin 279 (55.5) 189 (52.9)

Erkek 224 (44.5) 168 (47.1) 0.464
Semptom, n (%)
Asemptomatik 368 (73.2) 236 (66.1) 0.026
Semptomatik 135 (26.8) 121 (33.9) ’
Agi Tiirii, n (%)
Yetersiz 8(1.6) 357 (100)
Kismi 118 (23.5) 0(0.0) <0.001
Tam 377 (74.9) 0(0.0)

durumlari irdelendiginde; 368 hastanin (%61) en
az bir doz COVID-19 asisi oldugu, 236 hastanin
(%39) hi¢ asi olmadigi saptandi. Hi¢ asi olmayan
asemptomatik hastalarin %52’sini 18 yas alti cocuklar
olusturmaktaydi.

Hastalar en az bir doz asi olanlar ve hig asi olmayanlar
olarak iki gruba ayrilip incelendiginde asisiz grubun
yas ortalamasi 29.49+16.62 yil iken, asili grubun yas
ortalamasi 38.96+16.13 yil olup asisiz grupta yas
ortalamasinin anlamli sekilde daha disik oldugu
gorildi (p<0.001). Cinsiyet ile asi olma durumu
arasinda anlamli bir farkhlik yoktu (p=0.464). Asili
grupta asemptomatik pozitiflik orani asisiz gruba
gore anlaml sekilde daha ylksek (%73.2 vs %66.1)
bulundu (p=0.026). Asili gruptaki hastalardan 8
(%1.6)’i yetersiz (tek doz vb.), 118 (%23.5)’i kismi asili
ve 377 (%74.9)’si ise tam asiliydi (Tablo 1).

Yetersiz  asilanmis  gruptaki  hastalarin  yas
ortalamasinin (29.77+16.78 yil), hem kismi hem de
tamasiligrubagoreanlamlisekilde daha diisiik oldugu
gorildi (p<0.001). Asi tirline gore cinsiyet oranlari
arasinda da anlamli bir farkhhk vardi (p=0.023). Kismi
asil grupta erkeklerin orani (%33.9) diger gruplara
gore daha diistikken, yetersiz asilanmis grupta ve tam
asih grupta ise kadinlarin oraninin kismi asilanmis
gruptaki kadin oranindan (%66.1) daha diistik oldugu
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Tablo 2. Asilanma tiiriine gére hastalarin 6zellikleri

Yetersiz (N=365) Kismi (N=118) Tam (N=377) p

Yas (yil) 29.77+16.78 36.47+16.03 39.67+16.03 <0.001
Cinsiyet, n (%)

Kadin 191 (52.3) 78 (66.1) 199 (52.8) 0.023

Erkek 174 (47.7) 40 (33.9) 178 (47.2) :
Semptom, n (%)

Asemptomatik 237 (64.9) 54 (45.8) 313 (83.0) <0.001

Semptomatik 128 (35.1) 64 (54.2) 64 (17.0) :
Asilanma durumu, n (%)

Asih 8(2.2) 118 (100) 377 (100) <0.001

Asisiz 357 (97.8) 0(0.0) 0(0.0) ’

gorildi. Tam asili gruptaki asemptomatik pozitiflik
orani (%83.0) diger iki gruptan daha ylksekti. Asil
gruptaki hastalarin 8 (%2.2)’i tek doz asili iken, geri
kalan 357 (%97.8)'sinin ise tamamen asisiz oldugu
gorildi (Tablo 2).

Asi durumunun asemptomatik olmayi etkiledigi
gosterildiginden,  yasin  asemptomatik  olma
Uzerindeki etkisini incelemek igin asili ve asisiz grup
ayri ayri degerlendirildi. Asisiz grupta semptomatik
hastalarin yas ortalamasi, asemptomatik hastalarin
yas ortalamasina gore daha ylksek bulundu, bu fark
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.01) (Tablo 3).

Tablo 3. Asi ve semptom durumunun yas (Yil£SS)
degerlendirilmesi

Yas p
Asih (N=503)
Asemptomatik (n=368) 38.52+16.39
0.306
Semptomatik (n=135) 40.18+15.37
Asisiz (N=357)
Asemptomatik (n=236) 22.56+11.54
<0.001
Semptomatik (n=121) 43.02+16.72

TARTISMA

COVID-19 pandemisinin baslangicindan bu yana
biriken kanitlar, SARS-CoV’den farkh olarak SARS-
CoV-2'nin asemptomatik hastalardan da bulastigini
gostermistir. Subat 2020’den bu yana, SARS-CoV-2
ile enfekte olan ancak asemptomatik olan hastalar
bildirilmistir®®.  Arastirmalardan elde edilen
kanitlar COVID-19 enfeksiyonu gegiren bireylerin
¢ogunda hastaligin asemptomatik olarak seyrettigi,
asemptomatik olgularin daha disik bir viral yike
sahip olmalarina ragmen, belirli bir viral yayilim
stresine sahip olduklari gosterilmistir®. Bircok
calismada SARS-CoV-2 ile enfekte asemptomatik
bireylerin solunum yollarinda semptomatik hastalarla
benzer sekilde yiksek viral yik saptanabildigi®*?4
ve asemptomatik bireylerin semptomatik bireylerle
benzer bir bulas potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir®®,

Son epidemiyolojik, virolojik ve modelleme raporlari
semptomatik bireylerin disinda, asemptomatik ve
presemptomatik kisilerden de SARS-CoV-2 bulasl
oldugunu desteklemektedir®®. Ucaklarda, yolcu
gemilerinde, bakim evlerinde ve sosyal toplantilarda
bildirilen  salginlar asemptomatik  bulasmanin
énemini gostermistirt’-19,
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Sadece  semptomatik  COVID-19  vakalarinin
tanimlanmasi ve izolasyonunun devam eden SARS-
CoV-2 vyaytlimini  kontrol altina alamayacagini
gostermek amaciyla yapilan bir modelleme
¢alismasinda; en yiiksek bulastiriciigin semptomlarin
baslangicinda oldugu, enfekte bireylerin %30’unun
hicbir zaman semptom gelistirmedigi ancak semptom
gelistirenler kadar (%75 oraninda) bulastirici olduklari
ve tim bulagsmanin  %59’unun asemptomatik
bireylerden oldugu belirtilmektedir. Bu durumda
bulaslarin  yarisindan  fazlasinin  asemptomatik
bireylerden meydana geldigi tahmin edilmektedir®?.

Asemptomatik COVID-19 enfeksiyon seroprevalansinin
arastirlldigi bircok  c¢alismada  asemptomatik
pozitiflik oranlari %33 ile %87.9 arasinda
degismektedir®2t2?  Bizim  c¢alismamizda da
asemptomatik enfeksiyonlarin, PCR ile dogrulanmis
tim SARS-CoV-2 enfeksiyonu vakalarinin %70.2’sini
olusturdugu saptanmisti. Bu durum literatiirde
bildirilen diger kesitsel calismalardaki sonuglarla
uyumludur. Ulkemizden Giilbudak ve ark/nin®?
calismasinda COVID-19 PCR testi pozitif saptanan
hastalarda asemptomatik enfeksiyon orani %33.2
olarak saptanmistir. Ulkemizden yapilan baska bir
¢alismada asemptomatik ve semptomatik COVID-19
vakalarinin  toraks bilgisayarh tomografi (BT)
gorintuleri incelenmis ve asemptomatik hastalarda
%72.9’luk yiksek bir oranda COVID-19 ile uyumlu BT
bulgusu tespit edilmistir®?),

Bircok  enfeksiyon  hastaliginda oldugu gibi
COVID-19'da da semptomatik olma durumunun
yas ile arttig bildirilmistir??¥, italya’da SARS-
CoV-2 enfeksiyonunda semptom gelistirmedeki
risk faktorlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada
semptomatik olmanin yas ile arttigi gosterilmistir®,
Hong Kong’'daki bireylerde semptomatik sonucu
asemptomatik sonuctan ayiran tek demografik
faktor olarak yas bulunmus, yine Japon hastanesinde
siddetli vakalar hafif vakalardan ayirt ettiren faktor
yas olmustur®®, Bizim calismamizda literatiirle benzer
sekilde semptomatik hastalarin yas ortalamasi,
asemptomatik hastalardan daha yiiksek gozlenmistir.
Bu durumun asi ile iliskisini degerlendirmek i¢in asih
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ve asisiz grup ayri ayri degerlendirildiginde asisiz
grupta semptom durumu ileri yas ile iliskiliyken,
asili grupta semptom durumu ile yas arasindaki
iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Asili
grupta yas ortalamasi daha yiiksek olmasina ragmen
asemptomatik oraninin daha fazla gorilmesi,
asilamanin hafifletici etkisini desteklemektedir.

Pandeminin baslangicindan buyana asi gelistirmedeki
benzeri goriilmemis kiresel ¢caba sonucunda diinya
capinda kullanim i¢in birkag asi lisanslanmistir.
Bu asilarin onaylanmasini destekleyen veriler,
asinin semptomatik/ siddetli COVID-19 hastaligini
onlemesine dayanmaktadir. Klinik galismalardan elde
edilen yayinlanmis sonuglara gore, semptomatik
COVID-19 hastaligini 6nlemede asi etkinligi %70.4
ile %95 arasinda degismektedir??),  Asilarin
semptomatik  COVID-19  enfeksiyonuna  karsi
etkinlik gosterdigi gosterilmisken, asemptomatik
SARS-CoV-2 enfeksiyonu Uzerindeki etkisine iliskin
sinirl gercek yasam verisi bulunmaktadir ve asinin
asemptomatik enfeksiyon Uzerindeki etkisi buyik
6lctide bilinmemektedirt®,

israil’de saglk calisanlari arasinda Pfizer-BioNTech®
BNT162b2 asisi ile semptomatik ve asemptomatik
SARS-CoV-2  enfeksiyonlari  arasindaki iliskinin
arastirildigi bir calismada iki doz BNT162b2 RNA asisi
ile asilama hem semptomatik hem de asemptomatik
SARS-CoV-2 enfeksiyonu i¢in 6nemli ol¢lide daha
dusik insidans oranlari ile iliskilendirilmistir®Y. Amit
ve ark.nin®? saglik calisanlarinda asinin semptomatik
enfeksiyon lizerindeki etkisini arastirdiklaricalismada,
asisiz  saglhk c¢alisanlari ile  karsilastirildiginda
asilanmiglarda SARS-CoV-2 enfeksiyonunda %85’lik
bir azalma oldugu bildirilmistir Benenson ve
ark.nin® calismasinda ise, asisiz saglik calisanlarina
kiyasla asili saglik calisanlarinda daha dustk
COVID-19 insidansi bulunmustur. Bu calismalarin
higbiri  asemptomatik  SARS-CoV-2  enfeksiyon
oranlarini  spesifik olarak degerlendirmemistir.
Calismamizla benzer sekilde bir is yerinde COVID-19
taramasi yapilan calisanlarda BNT162b2 asilamasi
sonrasl asemptomatik ve semptomatik SARS-CoV-2
enfeksiyonlari  degerlendirilmis ve asilanmamis
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calisanlarda semptomatik pozitiflik oranlar fazla
iken, asili calisanlarda asemptomatik pozitiflik daha
fazla gorilmuistiur®?. Bizim calismamizda asil grupta
asemptomatik pozitiflik orani asisiz gruba gore
anlamli sekilde yliksek bulunmustur. Bunlar iginde de
tam asil grupta asemptomatik pozitiflik orani, kismi
ve yetersiz asili gruptan daha yuksektir.

Arastirmamizin bazi kisithihklari vardir. Calismanin
tek merkezli, retrospektif bir kohort ¢alismasi olmasi
bulgularin genellenebilirligini  sinirlayabilmektedir.
Bir diger kisithlik, taramaya tabi tutulan hastalarin
semptomatik veya COVID-19 enfeksiyonunun
presemptomatik fazinda olabilecegidir. Semptomatik
hastalardan istenen testler bu analizin disinda
tutulmus olsa da, bazi hastalara telefon ile
ulasilamadigl icin sistemde bulunan semptom
durumlari girilmis olabilir veya hastalar cevaplarinda
dirist davranmamig olabilirler.

Sonug olarak calismamizda tarama amagli 6rnek
veren ve SARS-CoV-2 PCR testi pozitif sonuglanan
hastalarin  buyuk bir kisminin  asemptomatik
oldugu saptanmistir. Hastalarin asi  durumlari
degerlendirildiginde ise, asili grupta asemptomatik
pozitiflik oraninin asisiz gruba gore anlamh sekilde
daha fazla oldugu gorilmuistar. Bu durum COVID-19
asisinin  asemptomatik  enfeksiyon  oranlarini
arttirdigini goéstermis olsa da, bu konuda buyik
oOlgekli ve ayrintili calismalara ihtiyag vardir.
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Amag: Cryptosporidium tiirlerinin neden oldugu kriptosporidiyoz, tiim diinyada oldukga yaygin olarak bulunan
zoonotik bir hastaliktir. Cryptosporidium parazitinin 6nemli bir viriilans faktéri olan cryptopain sistein proteaz,
cryptostatin ise sistein proteaz inhibitéridiir. Sistein proteazlar bircok parazitte 6nemli rol istlenen virilans
faktérleridir ve bundan dolayi ilag tasarimlari icin belirlenen hedefler arasinda yer alirlar. Bu ¢alismada
Cryptosporidium parvum’da bulunan cryptopain-1 ve cryptostatin genlerinin klonlanmasi ve etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Cryptosporidium spp. stipheli hayvanlardan alinan diskilardan modifiye Kinyoun asit-fast boyamasi
yapilmis, etken pozitif olarak degerlendirilen érneklerden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Orneklerden
cryptopain ve cryptostatin genleri klonlanmistir. Klonlamanin ardindan, total protein ekstrakti hazirlanmis ve
purifiye edilmistir. Saflastirilan proteinler SDS-Page goériintiileme yéntemiyle degerlendirilmistir. Saf olarak
elde edilen cryptopain ve cryptostatinin, jelatinaz aktivitesi, %3 jelatin iceren besiyerinde test edilmistir. Ayni
zamanda degisik pH ve sicaklikta cryptopain ve cryptostatinin aktivitesi test edilmistir.

Bulgular: Sistein proteaz olan cryptopain’de jelatinaz aktivitesi saptanirken, inhibitérii olan cryptostatin’de
ve kontrol grubunda jelatinaz aktivitesi saptanmamustir. Saflastirilan proteinlerin 1gG ve BSA degradasyonu
degerlendirmelerinde ise cryptopain-1’in her iki proteini de farkli sicaklik ve pH degerlerinde degrade ettigi
tespit edilmistir. Cryptostatinin ise degisik 1si ve pH dederlerinde cryptopain aktivitesini engellemistir.

Sonug: Rekombinant cryptostatinin Cryptosporidium parvum proteazlarinin inhibisyonunda ve enfeksiyonlarinda
onleyici olarak kullanilma potansiyeli vardir.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium parvum, sistein proteaz, proteaz inhibitéri
ABSTRACT

Objective: Cryptosporidiosis, caused by Cryptosporidium species, is a common zoonotic disease all over the
world. Cryptopain, an important virulence factor of Cryptosporidium spp., is a cysteine protease inhibitor, and
cryptostatin is a cysteine protease inhibitor. Cysteine proteases are virulence factors that play an important role
in many parasites and are therefore among the targets for drug designs.

Methods: Modified Kinyoun acid-fast staining was performed using the feces of animals that may harbor
Cryptosporidium spp., and DNA isolation was performed from the positive samples. Cryptopain-1 and
cryptostatin genes were cloned. After cloning, total protein extract was prepared and purified. Purified proteins
were evaluated by SDS-Page imaging. Gelatinase activity of purely obtained cryptopain and cryptostatin were
tested on medium containing three percent gelatin. Moreover, the activities of cryptopain and cryptostatin at
different pH and temperature were tested.

Results: Our results showed that recombinant cryptopain, a cysteine protease, had gelatinase activity, however
in presence of recombinant cryptostatin and control group, no gelatinase activity was observed. In the IgG
and BSA degradation evaluations of the purified proteins, it was determined that cryptopain-1 degraded
both proteins at different temperatures and pH values. Cryptostatin inhibited cryptopain activity at different
temperatures and pH values.

Conclusion: Recombinant cryptostatin has potential for the inhibition of Cryptosporidium parvum proteases
and prevention of infections.

Keywords: Cryptosporidium parvum, cysteine proteases, protease inhibitors
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GIRIS

Clarke tarafindan “fare mide epiteli (izerinde yer alan
spor kiimeleri” olarak 1895 yilinda ilk kez tanimlanan
parazitler,1907 yilinda Amerikal parazitolog Ernest
Edwart Tyzzer, parazite Yunanca’'da gizli spor
anlamina gelen Cryptosporidium adini vermistir®),

Cryptosporidium  Okaryotik  bir  protozoondur.
Protozoa aleminin Apicomplexa subesinde vyer
almaktadir. Cryptosporidium cinsinde bulunan tim
turlerin genetik materyalleri bir ¢ift zarla gevrili olan
nikleus icerisinde bulunmaktadir. Bu cinse mensup
olan ttiim tirler hiicre ici parazitlerdir®?,

Cryptosporidium spp. hlicre ici sitoplazma disi
yerlesimli gOsteren protozoondur. Gastrointestinal
sistemin mikrovilluslarinda hasara neden olan
Cryptosporidium insanlari da kapsayan c¢ok sayida
omurgali tlrinde bulunmaktadir. Olusturduklari
tablo, konagin immun sistemine ve yasina gore
degisiklik gdstermektedir. immunsistemi baskilanmis
hastalarda ve bes yasin altindaki ¢cocuklarda, kolera
benzeri diyareye neden olabildigi icin, hayat
tehdit edici bir tablo olusturabilmektedir. Hastalk
Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan
biyoterdrizm ajani olarak tanimlanan tek parazitik tr
olan Cryptosporidium kategori B'de yer almaktadir®,

Proteazlar, peptit sindirimi, bagisiklik dizenlemesi,
hicressinyali, otofaji, farklilasma ve hiicre dongtsiinin
modilasyonu dahil olmak {zere c¢esitli biyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde kritik rol oynarlar®.
Cryptosporidium  ookistlerinin,  kist  duvarinin
parcalanmasinda; proteazlarin  (aminopeptidaz,
sistein proteaz ve serin proteaz) belirgin aktiviteleri
tanimlanmistir®,  Kist duvarinin parcalanmasinda,
sistein proteazlarin belirgin rol oynamasi ve sistein
proteaz inhibitorleriyle enfeksiyonun olusamamasi,
proteazlarin Cryptosporidium’un yasam
dongustinde o6nemli olduklarini géstermektedir?,
Cryptosporidium cinsine ait sistein proteazlar olan
cryptopainler, parazitik organizmalarda vyalnizca
ekskistasyonda degil hiicre invazyonunda ve parazit
ve konak proteinlerinin modifikasyonunda ve
degredasyonunda goérev alirlart®).
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Toplam 401 amino asitten olusan bir sistein proteaz
olan cryptopain-1, parazitin ekskistasyon disindaki
sporozoid ve meront evrelerinde bulunmasi,
konak hicre istilasinda fonksiyonunun oldugu
gostermektedir®?, Cryptopain-1'in, konak hiicrenin
hicre disi matriks unsurlari olan fibronektin ve
kollajeni hidrolize edebildigi de kanitlanmigtiry,

Cryptosporidium’da  bulunan  sistein  proteaz
inhibitoru cryptostatin olarak adlandirilmaktadir ve
parazitin sistein proteazi Cryptopain-1’i inhibe eder.
Cryptostatin 173 amino asitten olusan 19.7 kDa
buyukligiinde kigluk bir proteindir. Cryptostatin,
cryptopain-1 disinda papain, insan katepsin-B ve
katepsin L proteazlarini da inhibe edici aktivite
gostermektedirt?.

Calismamizda Cryptosporidium’a ait olan ve
cryptopain ve cryptostatin genlerinin ekspresyon
vektorlerinde  klonlanmasi,  saflastirlmasi  ve
cryptostatinin parazitin proteaz aktivitesini onleyici
potansiyelinin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Adnan Menderes Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan (22.08.2017
tarih ve 082 say1) onaylanmistir.

Cryptosporidium prevalansinin Kinyoun asit fast
boyamasi ve molekiiler olarak degerlendirilmesi:
Kinyoun asit  fast  boyamasi sonucunda
Cryptosporidium spp. yoninden pozitif olarak
kabul edilen diski 6rneginden DNA izolasyonu,
Qiagen Stool Kit" kullanilarak dretici firmanin
direktifleri  dogrultusunda  gerceklestirilmistir3,
DNA izolasyonunun ardindan Cryptosporidium’un
molekdler tespiti icin nested PCR yapilmistir. Bunun
icin daha once tasarlanan primerler kullaniimistir
(Tablo 1),

Cryptopain ve cryptostatin genlerinin ¢ogaltilmasi
ve klonlanmasi: Calismamizda, National Center for
Biotechnology Information Gen-Bank (NCBI-Gen
Bankasi) veri tabani kullanilarak, arastirilacak ve
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Tablo 1. Cryptopain ve Crytostatin genlerinin amplifikasyonunda kullanilan primerler

Primer Primer sekansi (5’.....3") Erisim Kodu Referans
SSUF2 TTCTAGAGCTAATACATGCG (14)

SSUR2 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA (14)

SSUF3 GGAAGGGTTGTATTTATTAGAT (14)

SSUR4 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA (14)
Cryptopain F CGTGAATTCATGGACATAGGAAACAACG AF091366.1 Calismamiz
Cryptopain R CTGCTCGAGGAAATGCTTATATTGATTG

Cryptostatin-F CGTGAATTCATGAATAAGACAATTTTTAGA GU433606.1 Calismamiz

Cryptostatin-R

CTGCTCGAGCTATTCCTTTATTATTTCTTC

cogaltilacak olan genlere ait diziler bulunmustur
(Cryptostatin, igin GenBank erisim kodu GU433606.1
ve crytopain-1 icin erisim kodu AF091366). Klonlama
islemi saglamak amaciyla bu ¢alisma biinyesinde
tasarlanan primerlere restriksiyon kesim bolgeleri
eklenmistir (Tablo 1). Sekans dogrulamasinin
ardindan pET28a plazmidi ve amplikonlar EcoRI
ve Xhol restriksiyon enzimleriyle kesilmistir. Kesim
reaksiyonlari 37°C’de 30 dakika inkibe edildikten
sonra agaroz jelde incelenmis ve fenol kloroform
yontemi ile saflastirildiktan sonra, kesilmis amplikon
ve plazmid esit miktarlarda alinarak ligasyon igin
kullanilmigtir®), Ligasyon reaksiyon karigimi, bir saat
odasicakligindainkibe edildikten sonra gece boyunca
+8°C’de inklbe edilmistir. Kimyasal kompetan hiicre
hazirlama yontemi ile Escherichia coli BL21 hiicreleri
hazirlanmis ve 10 mikrolitre ligasyon reaksiyonu
eklendikten sonra buz icerisinde bekletilmis ve 1si
soku uygulanarak transformasyon saglanmistir.
Transformasyonun ardindan hicrelerin (izerine
900 uL Tryptic soy broth eklenerek 37°C’de bir saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan
icinde 50 pg/mL kanamisin iceren segici besi yerlerine
50 ve 200 pL olacak sekilde ekimler gergeklestirilmis
ve 37°C’de inkibasyona birakilmistir®s),

insert alan kolonilerin secimi ve dogrulanmasi:
Secici besiyerinde Ureyen kolonilerden onar adet
secilip spesifik primer ile koloni PCR yapilmistir.
Cryptopain-1 ve cryptostatin genleri igin istenilen
insert buylkligline sahip kolonilerden birer tane
koloni, plazmid izolasyonu icin segici besiyerine
ekilmis ve bunlardan plazmid izolasyonu yapilmistir.
insert restriksiyon enzimleri yardimiyla cikarilip

klonlama dogrulanmistir. Plazmidlerdeki insertler
sekans analizi ile de dogrulanmistir.

Hucre lizatlarinin hazirlanmasi: Toplam 1000 ml Luria-
Bertani (LB) besiyerine cryptopain-1 ve cryptostatin
genlerini iceren klonlarin gecelik kiltirden 1/20
oraninda inokile edilmis ve 37°C’de OD,  deki
absorbans degeri OD 0.6-0.8 oluncaya kadar inkiibe
edilmistir. indiiksiyon icin 1 mM izopropil-B-D-
tiyogalaktopiranozit (IPTG) eklenmis ve bir gece
boyunca 37°C’'de calkalanarak kultlre birakilmistir.
Ertesi gin santrifiijle pelletler toplanmis, lizis
soltisyonu [500 mM NaCl, %1 Triton X, %6 Glikoz,
20 mM NaH,PO, (pH=8.0)] ile homojenize edilmis
ve sonikatér yardimiyla pargalanmistir. Parcalama
isleminden sonra lizat 5000 rpm’de 60 dakika +4°C’de
santrifij edilmistir. Tiplerdeki stpernatant 0.45
pm’lik steril siringa uglu filtrelerden gegirilerek total
protein kaynagi olarak kullanilmistir*,

Proteinlerin Purifikasyonu: Rekombinant proteinlerin
purifikasyonu immobilize metal affinite kromatografi
(IMAC) yontemi ile yapiimistir. HisPur Ni-NTA Resin
(Thermo Scientific) solUsyonu prosediriine gore
gerceklestirilmistir. Bu amag igin yikama sollisyonu
[500 mM NaCl, 50 mM NaH,PO, (pH=8.0)] ve elution
[500 mM NaCl, 50 mM NaH_PO, ve 250 mM imidazol
(pH=8.0)] sollsyonlari hazirlanmistir. Kolona Histaq
uglu proteinlerin baglanabilmesi i¢in, 0.1 M NiSO,
yuklenmis, yikama soliisyonu ile dengeleme islemi
gerceklestirilmistir. Dengeleme isleminin ardindan
lizis sollisyonu igerisinde bulunan total protein
kaynagi kolona ylklenmistir. Yikama sollsyonu
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ile kolona tutunmayan proteinlerin giderilmesi
saglanmistir. Kolona baglanan proteinler ellsyon
soluisyonu ile toplanmistirt®,

SDS Page islemi: Rekombinant olarak Uretimi
gerceklestirilmis ve saflastirilmis olan cryptopain;
45.47 kDa ve cryptostatin; 19.79 kDa agirliga sahip
oldugu icin %15’lik separasyon jeli hazirlanmistir. Jel
hazirlandiktan sonra, saflastirilmis olan enzimler iki
ayri 1.5 ml’lik mikrosantriftj tiiptine, 15’er pl eklenmis
ve Uzerlerine 15’er ul sample buffer konulmustur.
Hazirlanan karisim, 100°C’deki 1si blogunda 5-10
dakika denatilire edilip spin vyapilarak buhari
toplanmistir. Hazirlanan jel dikey elektroforez cihazina
yerlestirildikten sonra camlarin Ust cizgisine gelecek
ve tanktaki elektroforez tellerini gececek sekilde 250
mL ylritme tamponu ilave edilmistir. Tampon ilave
edildikten sonra, hazirlanan yaklasik 30 ul karisim ve
marker’lar pipet yardimiyla kuyucuklara yiklenmistir.
Enerji kaynagiyla baglantisi yapilan tankin elektrik
diizeyleri 110 V‘da boya en alt ¢izgiye gelene kadar
elektroforez islemi (iki saat) gerceklestirilmistir. Jelde
ylriyen proteinleri gorantilemek icin, jel dikkatlice
boyama yapilacak kiivete alinmis sonra su ile jel
ytkanmistir. Jeli boyamak icin, commasie blue boyasi
kullaniimigtir. Commasie blue boyasi jeli kapatacak
sekilde kap icerisindeki jel izerine dokilmis, kabin
kapagi yarim kapatilarak bir dakika mikrodalga firinda
yuksek derecede isiya tabi tutulmustur. Daha sonra
15-20 dakika calkalayici Uzerinde yavasca inkibe
edilmistir. Boya geri toplanip ve destain sollisyonu
jelin Ustline dokilmugstir ve mikrodalgada bir dakika
isitilip sonra 20-30 dakika karistiricida yavascga inkiibe
edilmistir. Bu son islem bantlar net goriinene kadar
tekrar edilmistir.

Jelatinaz aktivitesinin test edilmesi: Sistein proteaz
enzimlerinin substratlari arasinda jelatin, kollajen,
fibronektin gibi hicre disi matriks elemanlari
bulunmaktadir. Galismamizda rekombinant olarak
Urettigimiz sistein proteaz cryptopain ve sistein
proteaz inhibitori cryptostatinin islevsel olup
olmadiginin belirlenmesi icin jelatinaz aktivitesi
degerlendirilmistir. Jelatinaz deneyi, jelatin (30
g/L) iceren LB icerisinde gerceklestirilmistir. Segici
besiyerinde ayri ayri Uretilen cryptopain, cryptostatin
ve kontrol amach olarak kullanilacak olan pET28a
plazmidiiceren BL21 susu gecelik kiltire birakilmistir.

230

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2023;53(4):227-236

Gecelik kiltlrler, jelatin iceren besi yerine inokiile
edilmis, 37°C'de gecelik inkiibasyona birakiimis,
ardindan 4°C’de bes saat boyunca tutulmustur.
Yari kati halde gorilen kiltirler jelatinaz aktivitesi
agisindan pozitif olarak degerlendirilmigtir®?.

Proteaz aktivitesinin ve enzim stabilitesinin
test edilmesi: Farkli pH ve sicakliklardaki enzim
stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in, cryptopain ve
cryptostatin enzimlerinin aktivitesi, farkh pH (5.0-6.5
ve 8.0) ve sicaklik degerlerinde (37°C, 56°C ve 95°C)
Olgllmustdr.

Bu amag icin pH degerleri 5.0 (sodyum asetat),
6.5 (sodyum fosfat) ve 8.0 (Tris-HCl) olan tampon
¢ozeltileri hazirlanmistir. Saflastirilan Grunler, bu
tampon solUsyonlari igerisinde 37°C sicaklkta
U¢ saat inklibe edilmistir. Sicakhga bagh enzim
stabilitesinin 6lcima igin, saflastirilan Grinler 37°C,
56°C ve 95°C’lik termal bloklarda 30 dakika boyunca
inklibasyona birakilmistir.

Sicaklik ve pH muamelesinin ardindan, saflastirilan
cryptopain proteininin proteaz aktivitesinin 6lctilmesi
icin, cryptopain ve BSA, cryptopain ve IgG ayri ayri
esit miktarlarda (200 pg/ml) karistirilarak, 37°C’de
30 dakika inklbe edilmistir. Sonuglar %12.5'luk
SDS-Page jeli ile degerlendirilmistir. Cryptostatinin
enzim aktivitesinin test edilmesi icin, cryptopain ve
cryptostatin esit oranlarda karistirilarak 37°C’de 30
dakika inkibe edilmistir. Enzim/inhibitor karigimi,
BSA (200 pg/ml) Ulzerine eklenerek, 37°C’de 30
dakika inklGbe edilmis ve sonuglar SDS-Page ile
degerlendirilmistir.

BULGULAR

Kinyoun Asit Fast Boyamasi ile Ookist Varliginin
Gosterilmesi: Kinyoun asit fast boyama yontemi ile
Cryptosporidium’a ait oldugu distnulen mikroskop
gorintdileri elde edilmistir (Resim 1).

Cryptopain ve Cryptostatin geninin klonlanmasi
ve Uretimi: Koloni PCR ve restriksiyon analizleri ile
konfirmasyonu saglanmis olan genlere ait birer adet
amplikondogrulamaamaciylaticaribir firmaya sekans
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Cryptosporidium spp.
ookistleri

Resim 1. Kinyoun Asit Fast boyamasi sonucu pozitif olarak degerlendirilen 6rnege ait mikroskop goriintiisii. Kinyoun Asit Fast boyamasi
sonucunda mavi zemin lizerinde pembe ookistlerin goriilmesi diskida Crytosporidium oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir.

Cryptostatin Marker Cryptopain-1

Resim 2. Cryptostatin ve cryptopain genlerinin SDS-PAGE
gorilintiisu. Ticari olarak satin alinan GenColor Prestained
Protein Marker’da yesil ile boyanan bant 25 kDa, kirmizi

ile boyanan bant 75 kDa boyutunu vermektedir. 19.7 kDa
boyutundaki Cryptostatin 25 kDa’luk bantin altinda, 45 kDa
boyutundaki Cryptopain ise kirmizi ile yesil bantin arasinda yer
almaktadir.

analizi igin gonderilmistir. Sekans degerlendirmesi
sonucunda cryptopain-1 geni %99, cryptostatin geni
%95 benzer bulunmustur. Saflastirilan rekombinant
proteinlerden cryptostatine ait 19 kDa ve cryptopaine
ait 45 kDa boyutundaki bant SDS-Page analizi ile
dogrulanmistir (Resim 2).

Jelatinaz aktivitesi: Jelatinaz aktivitesi degerlendirme
sonugclarina gore sistein proteaz olan cryptopainde
jelatinaz aktivitesi saptanirken, sistein proteaz
inhibitéri  olan cryptostatin ve kontrol olarak
kullanilan pET28a igceren BL21 orneginde jelatinaz
aktivitesi saptanmamistir (Resim 3).

Proteaz aktivitesinin test edilmesi: Calismada toplam
Ug farkh pH degeri (5, 6.5 ve 8) denenmis, proteaz
aktivitesinin  pH degisimlerinden etkilenmedigi

Resim 3. Uretilen rekombinant proteinlerin ve pET28a igeren
BL21’in jelatinaz aktivitesi. Pet ve cryptostatin yazili olan
falkonlarda jelatinaz aktivitesi gériilmemis olup, katilasma
meydana gelmistir. Cryptopain yazili olan falkonda ise jelatinaz
aktivitesi gerceklesmis olup, yiizde Uig jelatin iceren besi yeri
akiskan hale gelmistir.

gozlenmistir (Resim 4). Toplamda U¢ farkli sicakhk
degeri (37, 56 ve 95°C) denenmis ve rekombinant
cryptopain aktivitesinde 37°C ve 56°C’de herhangi
bir degisiklik gorilmezken, 95°C’de aktivitede bir
miktar (Imagel programi (https://imagej.net/ij/docs/
index.html) ile absorbans élgiimleri sonucunda %20)
azalma gorilmastir (Resim 5, Resim 6). Rekombinant
cryptostatin  aktivitesinde ise sicaklik degisimi
sonucunda bir degisiklik gozlenmemistir (Resim 7).
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M BSA  pH:5 pH: 6.5 pH:8 1gG pH: 5 pH: 6.5 pH: 8

Resim 4. Rekombinant Cryptopain 1’in degisik pH bufferlarinda inkiibasyonu sonucunda BSA ve IgG lizerinde ki etkisi. BSA ve IgG ile
belirtilen stitunlarda proteinlerin cryptopain-1 ile muamele edilmeden 6nceki halleri yer almaktadir. Bu siitunlarda her iki proteininde
ortalama boyutu 75 kDa olarak goriiliirken, degisik pH bufferlari (pH 5, 6.5 ve 8) ile muamele edilmis cryptopain ile inkiibasyona
birakildiklarinda proteinlerin boyutlarinda azalmalar meydana gelmistir.

M 1gG S 56° 958

Resim 5. Rekombinant Cryptopain 1’in degisik sicakliklarda inkiibasyonu sonucunda IgG iizerinde ki etkisi. IgG ile belirtilen siitunda
proteinlerin cryptopain-1 ile muamele edilmeden 6nceki hali yer almaktadir. 37°C’de ve 56°C’de 6nceden muameleye birakilan enzimin
aktivitesinde herhangi bir kayip goriilmezken, enzim kaynatma sicakliginda inkiibasyona birakildiginda aktivitesinde azalma (%20
oraninda) meydana gelmis ancak aktivitesini stirdiirmiistir.

M BSA 37¢ 56° 958

Resim 6. Rekombinant Cryptopain 1’in degisik sicakliklarda inkiibasyonu sonucunda BSA lizerinde ki etkisi. BSA ile belirtilen siitunda
proteinlerin cryptopain-1 ile muamele edilmeden 6nceki hali yer almaktadir. 37°C’de ve 56°C’de 6nceden muameleye birakilan enzimin
aktivitesinde herhangi bir kayip gorilmezken, enzim kaynatma sicakliginda inkiibasyona birakildiginda aktivitesinde azalma (%20
oraninda) meydana gelmis ancak aktivitesini siirdiirmiistar.
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Resim 7. Rekombinant Cryptostatin’in degisik sicakliklar ve pH degerlerinde Cryptopain aktivitesini inhibe etme ozelligi. A: CP
(pH=6.5)+BSA; B: CP (pH=6.5)+BSA+CS (pH=5.0); C: CP (pH=6.5)+BSA+CS (pH=6.5); D: CP (pH=6.5)+BSA+CS (pH=8.0); E: CP (37°C)+BSA; F:
CP (37°C)+BSA+CS (37°C); G: CP (37°C)+BSA+CS (56°C) H: CP (37°C)+BSA+CS (95°C)

TARTISMA

Cryptosporidium tanisinin konulmasinda
coklastirma isleminin ardindan vyapilan modifiye
boyama yontemleri altin standart olarak kabul
edilmektedir. PCR teknigi, Cryptosporidium turlerinin
klinik olgulardan ve c¢evresel kaynaklardan izole
edilmesi amaciyla glinimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir®®. Bu teknikle, drneklerde bulunan
bir ookist bile saptanabilmektedir®). Cryptosporidium
tanilamasinda kullanilan en duyarli yéntemin, 18S
rRNA temelli nested- PCR oldugu bildirilmistir?®,

Cryptosporidium  spp’in  sigirlardaki  prevalansi
Turkiye’de ve dinyada %3.8-96 arasinda degisen
oranlarda bulunmaktadir?*?, Dinya genelinde
sigirlarda Cryptosporidiumvarliginayonelik calismalar
baz alindiginda en vyiiksek prevalans Avrupa’da
(%30.7) gorilirken en dusuk prevalans Afrika
Ulkelerinde (%13.2) gorilmektedir. Enfeksiyonun
yayginlik orani; Asya’da %17.0, Kuzey Amerika’da
%21.7, GUney Amerika’da %25.6 ve Okyanusya’da
%22.6 olarak belirlenmistir??),

Proteazlar, peptit baglarinin hidrolizini katalize
eden enzimlerdir. Peptitlerin sindirimi, diger
enzimlerin  aktivasyonu, bagisiklik  sisteminin
diizenlenmesi, hiicre farkhlasmasi ve otofajiyi
saglamaktadir®. Parazitik organizmalarda bulunan
sistein proteazlar, hiicre/doku penetrasyonu, konak
veya parazit proteinlerinin hidrolizi, otofaji ve konak

immin sisteminden kagma veya immun sistemin
modilasyonu saglarlar. Bu nedenle, protozoan
parazitlerin patogenezinde kilit rol oynar ve onlara
karsi kemoterapétik ilag ve asi hedefleri haline
gelirler®,

Cryptosporidium parvum genomunda cryptopaini
kodlayan bes gen (cathepsin L-benzeri proteazlar,
CA klaninin bir temsilcisi) tanimlanmistir. Bugiline
kadar yalnizca cryptopain-1‘in biyokimyasal analizi
gergeklestirilmistir®. Cryptopain-1, parazitin bulasici
asamasi olan sporozoitlerde aktif olarak kopyalanir
ve ifade edilir®. Cryptopain-1, 1206 bp’lik bir
diziden olusan 401 amino asit tarafindan kodlanan
bir proteazdir. Cryptopain-1’in biyolojik roli tam
olarak bilinmemekle beraber muhtemel rollinin
tespiti icin immunofloresans analizleri yapiimaktadir.
Cryptopain-1, konak hiicre disi matriks unsurlari
olan, fibronektin ve kollajeni hidrolize ettigi western
blot analizi ile saptanmistir. Konak hiicre digi matriks
unsurlarini hidrolize edebilmesi, bu enzimin; konak
hiicre isgali sirasinda 6nemli bir enzim olabilecegini
dustundirmektedir®?,

Proteazlar, tim organizmalarda, biyolojik
sireglerinin  cesitli  evrelerinde 6nemli roller

oynamaktadirlar. Proteaz aktivitesi, cesitli
seviyelerde  dizenlenmektedir.  Aktivite, gen
ekspresyonunun dizenlenmesinden, spesifik

inhibitorlerin sentezine kadar uzanan asamalarda
diizenlenebilmektedir. Cryptosporidium’da bulunan
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sistein proteaz olan Cryptopain-1’in, proteaz aktivitesi
spesifik inhibitori olan cryptostatin tarafindan
diizenlenmektedir. Cryptostatin, 537bp uzunlugunda
ve 19.7 kDa biiyukligiinde 173 amino asit tarafindan
kodlanan kiigiik bir molekildir.  Cryptostatin
Cryptosporidium‘un hayat dongilisinde meront ve
ookist evrelerinde goriilmekte, hiicre ici organellerde
ya da membranlarda tam bir lokalizasyon olmadan
dagilmis halde bulunmaktadir®., Cryptostatin;
Cryptopain-1 inhibe ettigi gibi, papain, insan katepsin
B’ye ve insan katepsin L'ye karsida inhibe edici aktivite
gostermektedir®.

Cryptopain-1, en iyi pH 6.5’te aktivite gosterirken,
genis bir pH araliginda da (pH 5.5-7.0) aktivitesini
kaybetmemektedir. Notr pH’larda nispeten daha
kararh olan enzim, asidik kosullarda nispeten
kararsiz hale gelebilmektedir®. Tim chagasin ailesi
sistein proteazlari ve inhibitorleri gibi cryptopain ve
cryptostatinde, kaynatma sonrasinda bile 6zelliklerini
koruyabilmektedir?®,  Calismamizda, maksimum
proteaz ve proteaz inhibitériiniin aktivitesi pH 6.5'te
olurken, diger pH degerlerinde de 6nemli bir aktivite
kaybi gozlenmemistir. Yine maksimum proteaz ve
proteaz inhibitorinun aktivitesi 37°C’de goriilurken,
elde edilen rekombinant Griin 56°C ve 95°C’de de
aktivitesini sirdirmistir. Uriinde termal ve pH
stabilitesinin olmasi enzimin saha kosullarinda yaygin
olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Sistein proteazlar, dokunun yapisal proteinleri olan
laminin, kollajen, fibronektinin yapisal bitinlugina
bozabilmektedirler. Sistein proteazlarin bu
ozelliklerinden dolayr debridman olarak kullaniima
potansiyelleri  de mevcuttur. Calismamizda
rekombinant olarak Uretilen, Cryptopain-1’in jelatin
parcalamasi elde edilen Uriinin debridman olarak
kullanilma potansiyelini gdstermektedir.

Parazitlere ait olan sistein proteazlarin, rekombinant
Uretimi ve etkilerinin degerlendirilmesi calismalari
oldukca azdir. Yapilan c¢alismalar, bu enzimlerin
biyokimyasal vyapisi ve Ozellikleri Uzerinedir. Bu
calismalarda, bu enzimlerin olasi kemoterapotik
ajanlar olabilecegi hususuna deginilmistir.
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Cryptosporidium parvum’un spesifik bir tedavisi
ve onaylanmis ticari bir asisi bulunmamaktadir.
Hastaligin tedavisinde kullanilabilecek tam etkin bir
ilagyoktur®, Sistein proteazlar parazitik organizmalar
icin asl olabilme potansiyeline sahiptir. Sistein
proteaz inhibitorleri de s6z konusu bu organizmalar
icin etkili kemoterapik ajanlar olarak 6n plana
ctkmaktadir. Branquinha ve ark./nin®?® 2013 yilinda ve
Chavez-Fumagalli ve ark./nin®?” 2017 yilinda yaptiklari
¢alismalarda Leishmania tirlerinde bulunan kalsiyum
bagimli sistein proteaz tirevi calpainin insanda
Leishmania tirlerine karsi potansiyel ilag ve asi hedefi
olabilecegini gosteren cgalismalar mevcuttur. Ndao
ve ark.?® 2013 yilinda yaptiklar ¢alismada; sentetik
cryptopain inhibitérii olan N-methyl piperazine-
Phe-homoPhe-vinylsulfone phenyl (K11777) fare
modellerinde kullanmig ve kriptosporidiozise karsi
potansiyel ilag olma potansiyelini arastirmislardir.
K11777 in vivo ve in vitro ortamlarda herhangi
bir toksik etki gostermemis, buna ek olarak
ookist sayisinda belirgin bir azalma saglanmstir.
Rekombinant olarak Uretimini gergeklestirdigimiz
Cryptopain-1'in asi, Cryptostatin’in ise enfeksiyonun
tedavisinde kullanilma potansiyellerinin  oldugu
distniulmektedir.
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Amag: Bu ¢alismada, Prof. Dr. Siileyman Yalgin Sehir Hastanesi’nde yatan hastalara ait kan kiiltiirlerinden izole
edilen bakterilerin tiir dagihmi ve antimikrobiyal direng oranlarinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Yéntem: Kan kiiltiirii 5rnekleri BACT/ALERT 3D (BioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile 5 giin inkiibe edilmistir.
Mikroorganizmalarin identifikasyonu konvansiyonel yéntemler, VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) ve MALDI-TOF MS
(Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight mass spectrometry) otomatize sistemi kullanilarak
yapilmistir. Antibiyotik duyarliliklari EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
onerileri dogrultusunda VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismaya déhil edilen 65954 kan kiiltiri érnedinden 93230 (%14.1) bakteriyemi ve sepsis etkeni
olarak degerlendirilmistir. izole edilen mikroorganizmalar arasinda ilk sirayi koagiilaz negatif stafilokoklar
(%57.28) alirken, bunu Escherichia coli (%5.97), Klebsiella spp. (%5.50), Staphylococcus aureus (%4.56),
Enterococcus spp. (%4.47), Candida spp. (%4.03), Acinetobacter baumannii (%3.74), Pseudomonas aeruginosa
(%2.26), Stenotrophomonas maltophilia (%2.06), Enterobacter spp. (%1), Streptococcus pneumoniae (%0.25)
izlemistir. Escherichia coli ve Enterobacter spp. daha ¢ok dabhili servislerden, Klebsiella spp., Acinetobacter
baumannii ve Pseudomonas aeruginosa ise daha ¢ok yogun bakim Unitelerinden izole edilmistir. Gram negatif
bakterilerde en etkili antibiyotiklerin kolistin, karbapenemler ve amikasin oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Kan dolasimi enfeksiyonlarinda saptanan etkenlerin antibiyotik duyarliliklari hastanelere gére farklilik
gostermektedir. Bu sebeple her merkezin belli araliklarla epidemiyolojik verilerini analiz etmesinin akilci
antibiyotik kullanimina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kan kiltird, bakteri, antibiyotik duyarliligi, epidemiyoloji
ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to investigate the species distribution and antimicrobial resistance rates of
bacteria isolated from blood cultures of inpatients at Prof. Dr. Siileyman Yalgin City Hospital.

Methods: Blood culture samples were incubated with the BACT/ALERT 3D (bioMérieux, France) automated
system for 5 days. Microorganisms were identified using conventional methods, VITEK 2 (bioMérieux, France)
and MALDI-TOF MS (Matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry) automated
system. Antibiotic susceptibility was evaluated with VITEK 2 (bioMérieux, France) in line with EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) recommendations.

Results: Of the 65954 blood culture samples included in the study, 9323 (14.1%) were evaluated as bacteremia
and sepsis agents. Among the microorganisms isolated, coagulase negative staphylococci (57.28%) were
leading, followed by Escherichia coli (5.97%), Klebsiella spp. (5.50%), Staphylococcus aureus (4.56%),
Enterococcus spp. (4.47%), Candida spp. (4.03%), Acinetobacter baumannii (3.74%), Pseudomonas aeruginosa
(2.26%), Stenotrophomonas maltophilia (2.06%), Enterobacter spp. (1%), and Streptococcus pneumoniae
(0.25%). Escherichia coli and Enterobacter spp. were mostly isolated from internal services, Klebsiella spp.,
Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa were mostly isolated from intensive care units. It was
determined that the most effective antibiotics against gram negative bacteria were colistin, carbapenems and
amikacin.

Conclusion: Antibiotic susceptibility of agents detected in bloodstream infections differs according to hospitals.
Therefore, it is considered that the analysis of epidemiological data by each center at regular intervals will
contribute to the rational use of antibiotics.

Keywords: Blood culture, bacteria, antibiotic susceptibility, epidemiology
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GIRIS

Bakteriyemi ve sepsis, hastane enfeksiyonlari
arasinda en sik karsilasilan, invaziv girisimlere paralel
olarak sikligi artan enfeksiyonlardandir. Uygun
antimikrobiyal tedavinin uygulanmasi geciktiginde
yuksek oranda morbidite ve mortaliteye neden
olabilen agir enfeksiyonlardir™, Bakteriyemi ve
sepsis tanisinda kan kiltiri altin standarttir?. Ancak,
ornegin alinma zamanindan itibaren mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin  sonu¢ verme siiresi, Gram
boyama icin ayni glin icinde olsa da, kan kultlri
sisesinde Ureyen mikroorganizmanin tanimlanmasi
icin ortalama iki gun, antimikrobiyal duyarllik
sonucunun ¢ikmasi ise G¢ ginid bulmaktadir®. Bu
nedenle klinisyenler genelde, klinik ve epidemiyolojik
verilere dayanarak, 6rnek alindiktan hemen sonra
ampirik antimikrobiyal tedaviye baslamaktadirlar®.
Hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde karsilagilan
en Oonemli sorunlardan biri de uygunsuz ampirik
tedavilerin uygulanmasi sonucu son yillarda giderek
artan antimikrobiyal direnctir®. Dogru uygulanan
tedavinin, hastane maliyetlerini azalttigi ve
antimikrobiyal direncin yayilmasini 6nledigi cesitli
calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle, kan dolasimi
enfeksiyonlarinin erken tani ve tedavisi klinik agidan
6nem tasimaktadir®.

Sonyillarda, genisspektrumluantimikrobiyalajanlarin
kullaniminin artmasi, hastalarin bagisiklik sisteminde
baskilanma ve eslik eden hastaliklardaki artis, kateter
gibi invaziv tani ve tedavi materyallerinin daha fazla
kullanilmasi gibi sebeplerle kan kiltirlerinden izole
edilen mikroorganizma sayisinda artis oldugu tespit
edilmistir®. Gram pozitif bakterilerden koagilaz
negatif stafilokoklar (KNS), Staphylococcus aureus,
Enterococcus spp., gram negatif bakterilerden ise
Escherichia coli ve diger Enterobacterales Uyeleri
ile  Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii kan kultirlerinden en sik izole edilen
mikroorganizmalardir”. Bakteriyemiye neden olan
mikroorganizmanin erken tanisi ve antimikrobiyal
duyarhlk testinin belirlenmesi, klinisyenin uyguladigi
ampirik tedaviye yon vermesi ve buna bagl olarak
dogru ve etkin antimikrobiyal tedavinin uygulanmasi
acisindan son derece dnemlidir.
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Bu calismada, hastanemizin cesitli kliniklerinden
gonderilen  kan  kdltirlerinden izole edilen
bakterilerin tiir dagihmi ve gram negatif bakterilerin
antimikrobiyal duyarlilik testleri retrospektif olarak
incelenmistir. Boylece hastanemiz bunyesindeki
orneklerde yillara gére degisen antimikrobiyal direng
orani belirlenerek dolasim sistemi enfeksiyonlarinda
ampirik antimikrobiyal tedaviye katkida bulunulmasi
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Prof.Dr.Stleyman Yalgin Sehir Hastanesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (08.12.2021
tarih ve 2021/0627 sayi) onaylanmistir.

Calismamizda Ocak 2018-Aralik 2021 tarihleri
arasinda Prof.Dr.Sileyman Yalcin Sehir Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na génderilen kan
kiltird orneklerinden izole edilen bakterilerin tir
dagihmi ve gram negatif bakterilerin antimikrobiyal
duyarhhklari retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Calisma  sliresince  laboratuvarimiza  65.954
kan  kdltiri  6rnegi  gonderilmistir.  Bunlarin
13.142 (%19.9)'sinde lreme tespit edilmistir.
Laboratuvarimiza set seklinde gonderilen kan
kaltirad 6rnekleri BACT/ALERT 3D (bioMérieux,
Marcyl’Etoile, Fransa) otomatize sisteminde bes
giin siireyle inkiibe edilmistir. Ureme sinyali veren
siselerden Gram boyama yapilmis ve ornekler %5
koyun kanli agar, cikolatamsi agar, CHROMID agar
(CPSElite, bioMérieux, Fransa) besiyerlerine ekilerek
aerop sartlarda 37°C’de 18-24 saat siresince
inkiibe edilmistir. Ureyen mikroorganizmalarin
identifikasyonu konvansiyonel yontemler (Gram
boyama, katalaz, koagiilaz, oksidaz vb.), VITEK 2
(bioMérieux, Marcyl’Etoile, Fransa) ve MALDI-TOF
MS (Matriks assisted lazer desorption ionization
time of flight mass spectrometry) otomatize sistemi
kullanilarak yapilmistir. Antimikrobiyal duyarhhklari
EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing)® o6nerileri dogrultusunda
VITEK 2 (bioMérieux, Marcyl’Etoile, Fransa) ile
degerlendirilmistir. Karbapenem direnci gradient



S. Cetin ve ark., Kan kilturlerindeki bakterilerin antibiyotik duyarliliklari

test yontemi (E-test; Bio-Mérieux, Fransa) ile
Uretici firmanin Onerilerine goére dogrulanmistir.
Kolistin  duyarhhgr ise mikrodilisyon yo&ntemi
(Merlin Diagnostika, Almanya) ile calisiimistir. Pozitif
orneklerden 10 giin iginde ayni mikroorganizma
Greyen numuneler, ayni epizodun susu olarak
degerlendirilerek saptanan ilk izolat ¢alismaya dabhil
edilmis; ayrica tek sette Bacillus anthracis harici
Bacillus tirleri, Corynebacterium spp., Lactobacillus,
Micrococcus, Microbacterium, Propionibacterium
spp. lreyen ornekler kontaminasyon olarak
degerlendirilerek calisma disi birakilmistir. Ayrica
gram pozitif bakterilerin Greme sayilari verilmekle
birlikte kontaminasyon ve enfeksiyon etkeni
ayrimi yapilamadigi icin gram pozitif bakterilerin
antimikrobiyal  duyarliiklart  ¢ahismaya  dahil
edilmemistir.

BULGULAR

Calismamiz siresi boyunca laboratuvara gonderilen

anlamh Greme tespit edilmistir. Bu 6rneklerin yillara
gore dagilimi Tablo 1’de gosterilmistir.

izole edilen mikroorganizmalarin yillara gére dagilimi
Tablo 2’de verilmistir. En sik izole edilen gram negatif
bakteriler E. coli ve Klebsiella spp. olmustur. En sik
izole edilen gram pozitif bakteriler KNS, S. aureus
ve Enterococcus spp. olmustur. Sik izole edilen gram
negatif bakterilerin servislere goére dagihmi Tablo
3’te verilmistir. E. coli ve Enterobacter spp. daha ¢ok
dahili servislerden, Klebsiella spp., A. baumannii
ve P. aeruginosa’'nin ise daha c¢ok yogun bakim
Unitelerinden izole edildigi tespit edilmistir.

En sik izole edilen gram negatif bakteriler E. coli ve
Klebsiella spp.’nin antimikrobiyal direng oranlari
Tablo 4’te, nonfermentatif bakterilerin antimikrobiyal
direng oranlari ise Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 1. Yillara gore degisen kan kiiltiirii pozitiflik oranlar

kan kiltiri &rneklerinden tek sette lreyen B. vil n (%)
anthracis harici Bacillus tirleri, Corynebacterium 2018 2378 (16.7)
spp., Lactobacillus, Micrococcus, Microbacterium, 2019 2148 (13.5)
Propionibacterium spp. treyen ornekler
kontaminasyon olarak degerlendirilerek ¢alisma disi 2020 2311 (12.15)
birakilmis, ¢alisma sliresince laboratuvarimiza gelen 2021 2486 (14.6)
65.954 kan kiiltiri 6rneginin 9.323 (%14.1)'linde Toplam 9323 (14.1)
Tablo 2. izole edilen mikroorganizmalarin yillara gére dagilimi [n (%)].
Etken 2018 2019 2020 2021 Toplam
Koagiilaz negatif stafilokoklar 1410 (59.2) 1223 (56.94) 1411 (61.06) 1296 (52.13) 5340 (57.28)
Escherichia coli 145 (6.1) 144 (6.7) 135 (5.84) 133 (5.35) 557 (5.97)
Klebsiella spp. 139 (5.85) 134 (6.24) 103 (4.46) 137 (5.51) 513 (5.50)
Staphylococcus aureus 102 (4.29) 104 (4.84) 109 (4.72) 110 (4.42) 425 (4.56)
Enterococcus spp. 127 (5.34) 90 (4.19) 114 (4.93) 86 (3.46) 417 (4.47)
Candida spp. 85 (3.57) 78 (3.63) 108 (4.67) 105 (4.22) 376 (4.03)
Acinetobacter baumannii 105 (4.42) 73 (3.4) 81(3.5) 90 (3.62) 349 (3.74)
Pseudomonas aeruginosa 63 (2.65) 45 (2.09) 46 (1.99) 57 (2.29) 211 (2.26)
Stenotrophomonas maltophilia 10(0.42) 13 (0.61) 7(0.3) 162 (6.52) 192 (2.06)
Enterobacter spp. 26 (1.09) 23 (1.07) 17 (0.74) 17 (0.68) 93 (1.00)
Streptococcus pneumoniae 4(0.17) 7(0.33) 6(0.26) 6(0.24) 23 (0.25)
Toplam 2378 (100) 2148 (100) 2311 (100) 2486 (100) 9323 (100)
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Tablo 3. Sik izole edilen gram negatif bakterilerin servislere gore dagilimi [n (%)].

Etken YBU* Dahili servisler Cerrahi servisler Toplam

Escherichia coli 118 (21.18) 339 (60.86) 100 (17.95) 557 (32.59)
Klebsiella spp. 240 (47.15) 208 (40.86) 61(11.98) 509 (29.78)
Acinetobacter baumannii 279 (79.94) 54 (15.47) 16 (4.58) 349 (20.42)
Pseudomonas aeruginosa 101 (47.87) 80(37.91) 30 (14.22) 211 (12.34)
Enterobacter spp. 30 (36.14) 42 (50.6) 11 (13.25) 83 (4.85)

Toplam 768 (44.93) 723 (42.3) 218 (12.75) 1709 (100)

*YBU: Yogun bakim (initesi

Tablo 4. izole edilen Escherichia coli ve Klebsiella spp. suslarinin yillara gére degisen antibiyotik direng yiizdeleri (%)

Escherichia coli Klebsiella spp.
2018 2019 2020 2021 2018 2019 2020 2021
(n=145) (n=144) (n=135) (n=133) (n=139) (n=134) (n=103) (n=137)

AK 1.46 0.72 0.77 9.09 22.58 25.38 22.22 20.59
AMC 49.62 52.38 45.79 54.2 62.18 57.6 60.53 71.11
AMP 79.55 72.73 72.88 75.57 100.0 100.0 100.0 100.0
CAZ 50 48.92 48.85 47.73 64.52 62.6 65.98 75.0
(ol] 4 48.53 47.1 45.45 52.27 52.76 46.56 59.79 69.12
GN 17.91 20.44 21.21 21.21 38.21 32.31 29.29 25.0
ETP 1.52 231 0.78 3.85 36.07 37.5 34.69 54.48
IMP 0.0 0.0 0.83 0.0 40.0 32.41 25.0 69.23
MEM 0.75 0.73 0.78 0.76 30.65 32.31 29.29 50.0
TZP 19.85 16.91 13.64 22.31 50.0 49.62 48.0 65.44
SXT 52.94 46.04 41.22 46.56 60.48 59.54 43.88 66.18
coL 0.007 0.0 0.0 0.0 13.82 18.46 4.3 14.81

AK: Amikasin, AMC: Amoksisilin-Klavulanik asit, AMP: Ampisilin, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, GN: Gentamisin, ETP: Ertapenem, IMP: imipenem,
MEM: Meropenem, TZP: Piperasilin-Tazobaktam, SXT: Trimetoprim-Stilfametoksazol, COL: Kolistin.

Tablo 5. Sik izole edilen nonfermenter bakterilerin yillara gore degisen antibiyotik direng oranlari (%)

Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii
2018 2019 2020 2021 2018 2019 2020 2021
(n=63) (n=45) (n=46) (n=57) (n=105) (n=73) (n=81) (n=90)
AK 27.27 22.73 18.18 17.86 65.31 86.3 58.97 73.86
CAZ 27.27 37.78 24.44 26.79 89.01 91.78 88.46 81.82
(ol] 4 37.04 35.56 26.67 32.14 84.95 97.1 93.15 80.9
GN 21.15 27.91 23.81 - 70.97 89.04 58.97 70.79
IMP 28.85 36.36 26.67 38.18 89.13 90.16 90.41 85.0
MEM 25.93 18.18 15.56 26.79 87.64 91.67 87.18 80.9
TZP 35.71 37.21 22.73 37.5 86.81 90.77 88.31 82.95
coL 9.62 2.27 2.22 0.0 2.25 5.48 0.0 0.0

AK: Amikasin, CAZ: Seftazidim, CIP: Siprofloksasin, GN: Gentamisin, IMP: imipenem, MEM: Meropenem, TZP: Piperasilin-Tazobaktam, COL: Kolistin.
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TARTISMA

Bakteriyemi ve sepsis, erken tani konulup tedavi
edilmedigi takdirde yiksek mortalite ve morbidite
oranlariyla seyreden o6nemli klinik tablolardir.
Calismamiz sonucunda hastanemizdeki sepsis etkeni
bakteri turlerinin, gram negatif bakterilerin ise tir ve
direng oranlarinin doért yil igindeki dagihmini tespit
etmis bulunmaktayiz. Yogun bakim unitelerinde
direncli nonfermentatif bakterilerin daha ¢ok
gorilmesi  yogun bakimda enfeksiyon kontrol
onlemlerine, antimikrobiyal tedavi yonetimine daha
¢ok dikkat edilmesi gerektigi konusunu bir kez daha
vurgulamaktadir.

CGalismamizda dort yillik sure icinde laboratuvarimiza
gonderilen kan kdltlrlerinde pozitiflik orani %14.1
olarak bulunmustur. Bu alanda vyapilan benzer
calismalarda Er ve ark."® %17.9, Arabaci ve ark.®*
%16.1, Gandra ve ark."? %14, Atik ve ark.*® %12.8
kan kalttrt pozitiflik orani bildirmislerdir. Calisma
sonuglarindaki farkhhiga buyuk olglide, c¢alisma
yapilan hasta popilasyonunun ve hastalarin
klinik durumlarinin merkezlere gére degiskenlik
gostermesi, kan alan personelin egitim dizeyi,
kiltaran alindigr yer veya bolge ile ilgili sorunlarin
neden oldugu distnidlmektedir.

Calismamizda saptanan mikroorganizmalarin
en sik yogun bakim Unitelerinde (%44.93) yatan
hastalardan izole edildigi gorllmustir. Bunu
dahili servisler takip etmekte, en disik oranda da
cerrahi servislerden gonderilen 6rneklerde treme
olmustur. Safak ve ark.¥ da yaptiklar ¢alismada kan
kiltirlerinde en sik (%56.4) Giremenin yogun bakim
Unitelerinde oldugunu saptamistir. Kiling ve ark.®)
yaptigi calismada E. coli izolatlarinin %38’i, Klebsiella
pneumoniae izolatlarinin  %62’si, P. aeruginosa
izolatlarinin %63’l, Acinetobacter spp. izolatlarinin
%86’sinin yogun bakim servislerinden izole edildigini
bildirmistir. Bu durum, yogun bakim (nitelerinde
hastalarin invaziv girisimlere daha ¢ok maruz kalmasi,
bir kisim hastanin immunsupresif durumda olmasi ve
buna bagli olarak bakteriyeminin daha ¢ok gorilmesi
ve yatis slirelerinin cerrahi servislere gore daha uzun
olmasiyla agiklanabilir.

Sepsise neden olan mikroorganizmalarin dagiliminda
yillar icerisinde farkliliklar olabilmektedir. 1980’li
yillardan itibaren gram pozitif mikroorganizmalar
kan kulturlerinde en sik saptanan etkenler olarak
yerini alirken, dnceki yillarda gram negatif etkenler
daha c¢ok tespit edilmistir’®. Ulkemizde yapilan
cesitli calismalarda da kan kdltlrlerinden izole
edilen mikroorganizmalar arasinda gram pozitif
bakterilerin orani sirasiyla %64.1, %64.7, %80
olarak bildirilmistir®°), Farkli iki galismada ise
gram negatif ve gram pozitif bakterilerin orani
sirasiyla %69.2, %27.3 ve %64.3, %30.9 olarak
bildirilmistir®®,  Kan  kultirlerinde  Ureyen
etkenlerin dagilimi ilgili merkezlerin ¢esidi ve
kapasitesine, bakteriyemi vakalarinin kaynaginin
hastane veya toplum olmasina, katetere bagh olup
olmamasina, verilen antimikrobiyallere gére farklilik
olusturabilmektedir®. Bizim calismamizda da dort yil
boyunca treme olan kan kiltlri 6rneklerinde gram
pozitif kok orani %69.51 olarak bulunmustur. Bunu
gram negatif etkenler ve mayalar takip etmektedir.
Ayrica galismamizda en sik saptanan mikroorganizma
KNS  olmustur. Ulkemizde  yapilan  cesitli
arastirmalarda da en sik izole edilen mikroorganizma
KNS olarak bildirilmigtir*>19:20,

Ulkemizde ve yurt disinda yapilan calismalarda
gram pozitif bakterilerden sonra kan kultirlerinden
en sik izole edilen bakteriler icinde ilk sirayi E. coli
almaktadir#10152122) K pneumoniae, A. baumannii,
P. aeruginosa, Enterobacter spp. ise gram negatif
bakteriyemi ve sepsis etkenleri arasinda sik gorilen
diger mikroorganizmalardir®®, ingiltere’deki
laboratuvarlarin %90’inin katildigi, 2004-2008 yillari
arasinda vyapilan bir slrveyans calismasinda ise
gram negatif bakteriyemilerin daha yuksek oranda
goruldugu ve E. coli’nin besyilda %32 artarak heryilen
sik saptanan mikroorganizma oldugu bildirilmistir(?),
Bu calismada da KNS'den sonra ikinci siklikta
saptanan bakteri E. coli (%5.97) olmustur. E. coli’"den
sonra sirasiyla Klebsiella spp. (%5.5), A. baumannii
(%3.74), P. aeruginosa (%2.26), Stenotrophomonas
maltophilia (%2.06), Enterobacter spp. (%1)nin
goruldigu tespit edilmistir. S. maltophilia disinda
etkenlerin gorilme oranlari Glkemizde yapilan diger
calismalar ile benzerdir. Bu durumun, hastanemizde
2021 vyili icerisinde hastane enfeksiyonu etkeni
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olarak S. maltophilia’nin sik izole edilmesinden
kaynaklanabilecegi distinGlmustir.

Dogada vyaygin olarak bulunan nonfermentatif
gram negatif bakteriler, cevre kosullarina direngli
ve c¢esitli  ylzeylerde  kolonize  olabilmeleri
nedeniyle hastane iliskili enfeksiyonlarda tehdit
haline gelmistir. Bu bakteriler 6zellikle hastanede
yatan, imminsuprese hastalarda nozokomiyal
patojenler olarak 6nemli enfeksiyonlara neden
olurlar®, Gunimuzde bakteriyemiye neden olan
nonfermentatif gram negatif bakterilerden en sik
P. aeruginosa ve A. baumannii gorilmektedir. S.
maltophilia, Burkholderia spp., Alcaligenes spp.,
Ralstonia spp., Sfingobacterium spp. yaygin olmayan
diger nonfermentatif gram negatif bakterilerdir?®,
Bu calismada da nonfermenter gram negatif
bakterilerden en sik gérillen A. baumannii (%3.74) ve
P. aeruginosa (%2.26) olmustur.

Antimikrobiyal direnci dinya c¢apinda biyilk
bir halk saglgl sorunudur®. Ozellikle invaziv
enfeksiyonlarda  artan  antimikrobiyal  direnci
karbapenemlerin  kullaniminin  yayginlagsmasina
neden olmustur. Calismamizda gram negatif
bakterilerin  antimikrobiyal diren¢ oranlarina
bakildiginda ampisilin, amoksisilin-klavulanik
asit, seftazidim, trimetoprim-silfametoksazol ve
siprofloksasine karsi yuksek direng saptanirken,
kolistin, karbapenemler ve amikasinin en etkili
antimikrobiyal oldugu gorilmistlir.  Klebsiella
turlerinde amikasin, gentamisin ve kolistin disinda
diger tim antimikrobiyallere yliksek oranda direng
artisi oldugu gorulmektedir.

Pseudomonas aeruginosa’da amikasin, seftazidim,
siprofloksasin, gentamisin, imipenem, meropenemve
piperasilin-tazobaktam da diren¢ %17.8-38.1 arasinda
degismektedir. Kolistin direncinin ¢ok dusik oldugu
gorialmektedir. A. baumannii'de ise kolistin haric
diger tim antimikrobiyallere ylksek oranda direng
tespit edilmistir. Toplum kaynakli enfeksiyonlarda
yaygin kullanilan oral antimikrobiyallere direncin
yliksek saptanmasi gayet beklenen bir durumken,
hastane kaynakli enfeksiyonlarda genis spektrumlu
antimikrobiyallerin  ampirik olarak baslanmasi,
hastalarin yogun bakima gelinceye kadar bircok
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antimikrobiyal ilag almis olmalari gibi sebepler bu
bulgulara yol agmis olabilir.

“Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi”nin
(UAMDSS) dahil oldugu Diinya Saglik Orgiitii Orta
Asya ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal Direng Stirveyans
AgI'nin (CAESAR) 2020 raporuna gore 2019 yilinda
Turkiye’deki kan ve beyin omurilik sivisi izolatlarinda
saptanan gram negatif bakterilerde aminoglikozidler
ve karbapenemlere karsi diren¢g oranlarinin
diger antimikrobiyallere gore daha distk oldugu
gorulmektedir. Karbapenem ve aminoglikozide direng
siraslyla E. coliigin %3 ve %2, K. pneumoniae igin %39
ve %27, P. aeruginosa icin %38 ve %14, Acinetobacter
spp. igin %90 ve %70 olarak bildirilmistir@®., Kiling ve
ark.®® da 2015 yilinda yaptiklari bir calismada E. coli
ve K. pneumoniae izolatlarinin en duyarli oldugu
antimikrobiyalleri kolistin, imipenem ve amikasin,
Pseudomonas spp. izolatlarinin en duyarl oldugu
antimikrobiyalleri kolistin, amikasin ve gentamisin,
Acinetobacter spp. izolatlarinin en duyarh oldugu
antimikrobiyalleri ise amikasin ve trimetropim-
silfametoksazol olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada
da son yilda gram negatif bakterilerin en duyarh
oldugu antimikrobiyaller sirasiyla E. coli igin kolistin,
karbapenemler ve amikasin, Klebsiella spp.icin
kolistin, amikasin ve gentamisin, P. aeruginosa igin
kolistin, amikasin ve meropenem, A. baumannii igin
kolistin olarak saptanmistir. Calismalar arasinda farkh
oranlarin bulunmasi, calismanin yapildigi tarih, ilgili
¢alismanin ait oldugu merkezdeki hasta popilasyonu
ve hastalara baslanan ampirik antimikrobiyal
gruplarinin  hastaneler arasi farkli olmasi ile
iliskilendirilebilir. Bunun yaninda, kolistin igin yillar
icinde azalan direng oranlarinin gorilmesi, 2018 ve
2019 yillarinda mikrodiliisyon ile dogrulamanin tam
olarak yapilamamasina baglanmis, bu durum da
calismamizin kisithhgini olusturmustur.

Sonu¢ olarak, kan dolasimi enfeksiyonlarinin
tedavisinde klinisyene yol géstermesi agisindan, her
merkezde belirli araliklarla buna benzer g¢alismalarin
yapilmasi, hastanelerin enfeksiyon etkenlerini
ve bakterilerin antimikrobiyal direng paternini
belirlemesi gerektigi kanaatine varilmistir. Boylece
uygulanacak dogru ampirik tedavi protokolleri
belirlenerek bakteriler arasinda artan antimikrobiyal
direncin oniline gecilmesi saglanacaktir.
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Amag: Saglikli insanlarin adiz florasinda maya mantarlari da dahil olmak lizere birgcok mikroorganizma bulunur.
Bu denge halinin bozulmasi maya mantarlarinin kolonizasyonuna veya adiz i¢i kandidoza sebep olabilir. Sunulan
calismada, agiz florasinda tibbi énemi olan Candida tiirlerinin tanimlanmasi igin real-time PCR (RT-PCR)
yénteminin tani degerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yéntem: Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinden 200 égrenci calismaya dahil edildi. Katilimcilardan
alinan konsantre agiz ¢alkanti suyu 6rnekleri steril ekiivyonlu ¢ubuk ile CHROMAgar Candida (CAC) besiyerine
inokiile edildi. izole edilen Candida tiirlerinin identifikasyonunda CAC, RT-PCR ve MALDI-TOF MS yéntemleri
kullanild.

Bulgular: Toplam 52 (%26) klinik 6rnekten 68 maya mantari izole edildi. En sik izole edilen tiirler, sikhga gére, C.
albicans (%36.1), C. parapsilosis (%21.3), C. dubliniensis (%14.7), C. lusitaniae (%9.8), C. kefyr (%8.2), C. lambica
(%3.3) ve %6.6 diger Candida tiirleri idi. Agiz ici mantar kolonizasyonu kullanilan dis macunu markasi ile iliskili
bulundu (p = 0.02). Calismada izole edilen Candida tiirlerinden C. albicans, C. kefyr ve C. lambica disindaki tiirler
RT-PCR’I takiben erime sicakligi analizi (MCA) ile belirlendi. Ancak, C. albicans ve C. kefyr, erime sicakliklarina
(melting tempature, T,) gére birbirinden ayirt edilemedi.

Sonug: Candida tiirlerinin geleneksel yontemler ile belirlenmesi ve birbirinden ayirt edilmesi 2-3 giin
siirebilmektedir. izole edilen Candida tiirlerinin RT-PCR analizini takiben MCA ile tanimlanmasi basit, ucuz ve
cabuk bir yéntemdir. Ancak, ¢calismada RT-PCR’in Candida tiirlerinin kesin tanisi icin (C. albicans, C. kefyr ve C.
lambica) yeterli olmadigi gériildii.

Anahtar kelimeler: Candida, MALDI-TOF MS, real-time PCR
ABSTRACT

Objective: A variety of microorganisms are found in the oral cavities of healthy humans, including yeast
fungi. Disruption of the balance among these microorganisms may cause excessive yeast colonization, or oral
candidosis. In the present study, we aimed to investigate the diagnostic value of a real-time PCR method for the
identification of medically important Candida species in the oral flora.

Methods: Two hundred students from Cukurova University Faculty of Dentistry participated in this study. The
concentrated oral rinse water samples from the participants were inoculated into CHROMagar Candida (CAC)
medium with a swab. CAC along with RT-PCR and MALDI-TOF MS were used to identify the Candida species.
Results: A total of 68 yeast fungi were isolated from 52 (26%) clinical samples. The most common isolated
species were C. albicans (36.1%), C. parapsilosis (21.3%), C. dubliniensis (14.7%), C. lusitaniae (9.8%), C. kefyr
(8.2%), C. lambica (3.3%) and other Candida species (6.6%). Oral colonisation of yeast fungi was associated
with the toothpaste brand (p=0.02). The Candida species isolated in this study were reliably identified by RT-
PCR melting curve analysis (MCA), except C. albicans, C. kefyr and C. lambica. However, this method could not
distinguish C. albicans and C. kefyr based on their peak melting temperatures (T,,).

Conclusion: It may take 2-3 days for Candida species to be identified and differentiated from each other using
conventional methods. MCA of Candida species using RT-PCR, which can be accomplished in a single day, is
a simple, inexpensive, and rapid method. However, this study revealed that RT-PCR was not reliable in the
identification of Candida species (C. albicans, C. kefyr, and C. lambica).

Keywords: Candida, MALDI-TOF MS, real-time PCR
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GIRIS

Son 20vyilda, Candida ve kandidozlarin bildirilmesinde
onemli artis oldugu bilim cevrelerinin dikkatini
¢ekmistir. Ancak, sadece invazif kandidozlar ile
ilgili olmayip ylzeysel kandidozlari (orofarengiyal,
vulvo-vaginal, intertrigo, onikomikoz, paroniki,
kronik mukokiitanoz) da kapsamaktadir. Bu durum,
kuskusuz bagisiklik sistemi baskilanmis popiilasyonda
(losemi, lenfoma, HIV/AIDS, steroid kullanimi,
diabetes mellitus vb.) artis ile agiklanabilir®?,
Bununla birlikte, Candida’larin laboratuvar tanisinda
onemli ilerlemeler kaydedilmis, polifazik taksonomik
arastirmalarin yaninda yeni besiyerleri gelistirilmis
(kromojenik  agarlar), yeni Candida turleri
tanimlanmis (Candida auris) ve vyeni molekiler
temelli testler (PCR, RFLP, RT-PCR) uygulamaya
girmistir®®. Ayrica, tibbi mikoloji ve klinik mikoloji
alaninda farkindalik artmis ve hemen her iilkede
referans laboratuvarlarin  kurulmasina yonelik
adimlar atilmistir. Ulusal ve uluslararasi o&lgekte
egitim faaliyetleri 6nem kazanmistir. Halen yeterli
diizeyde olmasa da klinisyen-mikrobiyolog is birligi
desteklenmis ve gelistirilmistir. Sonug olarak, mantar
hastaliklarinin tani ve tedavisine iliskin farkindalik
yaratiimistir.

Modern tibbin glinimuizdeki tim imkanlarina
karsilik, mantar hastaliklarinin tani ve tedavisine
iliskin sorunlar devam etmektedir. Bir mantar
enfeksiyonunun  basari  yonetimi  c¢abuk ve
glvenilir tani yaninda uygun antifungal tedaviye
hemen baglanmasi ile mimkiindir. Global Action
for Fungal Infections (GAFFI), 2025 yili itibari ile
mantar hastaliklarinin %95’inin taninmasini ve yine
%95’inin tedavi edilebilmesini hedeflemistir. Klinik ve
mikolojik tani etkenin tir diizeyinde tanimlanmasi ile
gelistiriimeli ve dogrulanmalidir. Tur dlzeyinde tani,
bolgesel epidemiyolojik 6zelliklerin belirlenmesinin
yaninda kisi odakli tedavide de 6nemli adimlarin
atilmasini  saglayacaktir. Ancak, az gelismis ve
gelismekte olan (Ulkelerde mikolojik tani sorunu
halen devam etmektedir”.

Sunulan galismada, hem vyizeysel hem de invazif
mikoz etkeni Candida cinsi maya mantarlarinin
cabuk ve dogru tanisi icin bir algoritma olusturulmasi
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hedeflenmistir. Bu amagla, RT-PCR testinin tdr
diizeyinde tanida degeri ve elde edilen bulgularin
CHROMagar Candida (CAC) besiyeri ve matriks
aracili lazer dezorbsiyon iyonizasyon ugus zamani
kiitle spektrometresi (MALDI-ToF MS) yontemleri
ile karsilastiriimasi ve literatiir esliginde tartismaya
acilmasi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu arastirma, Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan  Klinik  Arastirmalar  Etik
Kurulu tarafindan (11.10.2013 tarih ve 25/5 sayi)
onaylanmustir.

Calisma populasyonu ve klinik érneklerin alinmasi:
Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesinde
egitim goren ve rastgele secilen 200 6grenci
calismaya dahil edildi. Katiimcilara 10-15 ml steril
distile su verilerek agizlarini ¢alkalamalari istendi®.
Agiz calkanti suyu ornekleri steril kapakli 15 ml’lik
falkon tuplerine alinarak en kisa stirede Tibbi Mikoloji
laboratuvarina ulastirildi. Klinik 6rnekler, 5-6 Haziran
2022 tarihleri arasinda toplandi. Calismaya katiimayi
kabul eden 6grencilere dis fircalama aliskanligi, dis
macunu markasi, dis tasi varligi, gece plagi kullanimi,
hareketli dental protez kullanimi, sigara tiketimi ile
gecirilmis COVID-19 enfeksiyonu varhigini sorgulayan
kisa bir anket calismasi yapildi ve katilimcilardan
aydinlatilmis onam belgesi alindi.

Klinik 6rneklerden maya mantarlarinin izolasyonu:
Klinik ornekler 3.000 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi ve slpernatan kisim uzaklastirilarak pelletin
Uzerine 400 pL steril distile su eklendi®. Elde edilen
konsantre agiz calkanti suyu orneklerinden steril
ekivyonlu cubuk ile CAC besiyerine seyreltme/tek
koloni ekim yontemi ile ekim yapildi. Ekim yapilan
besiyerleri 36°C’de 48—72 saat inkibasyona birakildi.
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri tireme varligi/
yoklugu, koloni morfolojileri ve pigmentasyonu ile
coklu mantar Gremesi yoninden degerlendirildi®.
Mantar Gremesi tespit edilen kultirlerden saf koloni
elde etmek amaciyla Sabouraud glikoz agar (SGA,
Merck, Darmstadt, Almanya)’a pasajlari yapildi ve
tim ileri islemlerde kullanildi.



P. Cliruik ve ark., Candida tirlerinin polifazik identifikasyonu

Maya mantarlarinin tir diizeyinde identifikasyonu:
(a) CHROMAgar Candida (CAC) besiyeri: Uretici
firmanin onerilerine gére koloni renk ve morfolojileri
dogrultusunda besiyerleri degerlendirildi ve buna
gore, yesil (Candida albicans), metalik mavi (Candida
tropicalis), kuru pembe (Candida krusei), lila/
kahverengi (Candida glabrata/Candida kefyr) ve
beyaz (diger Candida tirleri) olarak kabul edildi ve
tir 6n tanilar kaydedildi®.

(b) MALDI-TOF MS y6ntemi: Maya mantarlarinin tar
diizeyinde tanimlanmasinda referans olarak MALDI-
TOF MS (Bruker Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) kullanildi. Taze kiiltirlerden tanimlanmasi
yapilacak koloniden 1 pL alinip 96’k MALDI
kaset kuyusuna konuldu ve oda isisinda kurumasi
beklendi. Sonrasinda lzerine 1 uL %70’lik formik
asit ve biyomarkerlarin tespiti igin matriks sollisyonu
(a-siyano-4-hidroksisinamik asit) eklendi ve tekrar
oda 1sisinda kurumasi igin beklendi. Kuruyan kaset
kuyularindaki ornekler cihaza vyerlestirilip analiz
islemine baslandi. Cihaz 6l¢lim degerleri Ureticinin
talimatlarina gore; 2.3-3 arasi log-skor degeri ylksek
dogrulukta tur dizeyinde tani, 2-2.29 arasi skor
glvenilir cins ve olasi tiir diizeyinde tani, 1.7-1.99
arasi olasi cins diizeyinde tani ve 0—1.69 arasi skor ise
guvenilir olmayan tani seklinde degerlendirildi*®,

(c) Real-time PCR: DNA izolasyonu igin Uretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda hazir DNA izolasyon
kitleri (Zymo Research, Irvine, CA, ABD; Katalog No:
D6005) kullanildi. RT-PCR isleminde kullanilan primer
dizileri Tablo 1’de verildi.

RT-PCR analizi, Kalitim Saghk Molekller Tani
Laboratuvarinda (Teknokent, Saricam, Cukurova
Universitesi) yer alan cihaz ile (Mx3000P Real-time
PCR System, Brookprinter PlacePoway, CA, ABD),
ITS2 bolgesine 6zgll UNF1-F ve UNF2-R primer
cifti ile yapildi. RT-PCR i¢in hazir 5xMaster Mix
(Solis BioDyne, Teaduspargi, Estonya) sollisyonu
kullanildi. PCR karigimi 20 pL hacim iginde hazirlandi.
Konsantrasyonlari 10 pmol/uL olan forward ve
reverse primerlerden 0.5 pL eklendi. Her 6rnek icin
1 pL (10 ng/pL) genomik DNA kullanildi®,

Tablo 1. RT-PCR ile Candida tiirlerinin belirlenmesinde
kullanilan primerler

Primer kodu Primer dizisi (5'>3’)

UNF1 Forward 5'-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3'

UNF2 Reverse 5'-TTG ATA TGC TTA AGT TCA GCG G-3'

Referans izolatlar: Sunulan g¢alismada, C. krusei ATCC
6258, Candida inconspicua CBS 13938, C. tropicalis
CBS 13933, C. albicans ATCC 10231, Candida
parapsilosis ATCC 90018, C. glabrata ATCC 90030
ve Candida dubliniensis Ml 19941 olmak Uzere yedi
referans izolat incelendi. Referans izolatlar, CAC, RT-
PCR ve MALDI-TOF MS ile degerlendirildi.

istatistiksel analizz Calisma verilerinin girilmesi
ve analizi igin “Statistical Package for the Social
Sciences IBM SPSS Statistics 22.0” istatistik programi
kullanildi. Kategorik degiskenler sayi ve yiizde, sayisal
degiskenler ise ortalama ve standart sapma olarak
verildi. Capraz tablolar igin, Pearson ki-kare testi
kullanilarak istatistiksel anlamlilik belirlendi. Normal
dagilima uymamalarindan dolayr tek degiskenli
analizlerde Mann-Whitney U ve Kruskal Wallis testi
kullanildi. Analizler %95 gliven araliginda calisildi.
Tum analizlerde, p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya katilmayi kabul eden 200 katilimcinin 112’si
kadin (%56) ve 88'si erkek (%44) olup yas ortalamasi
23 (yas araligl, 19-36) idi. Mantar GUremesi belirlenen
52 kisinin 34’0 (%65.4) kadin ve 18’i (%34.6) erkek
idi. Katihmcilarin cinsiyet ve maya kolonizasyonuna
gore dagilimlari Sekil 1’de verildi.

Anket Bulgulari: Kullanilan dis macunu markasi
acisindan A grubu ticari marka dis macunu
kullananlar ile baska ticari marka dis macunu
kullananlara gére maya mantari tGreme varhgl ve
yoklugu arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
fark bulundu (p=0.02). Agiz calkanti suyunda maya
mantari varhginin dis tasi olanlarda olmayanlara gore
2.28 kat fazla oldugu, ancak istatistiksel olarak anlamli
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olmadigl goruldi (p=0.09). Ayrica, agiz i¢ci mantar
kolonizasyonu ile dis fircalama aliskanhgi, gece
plagr kullanimi, hareketli dental protez kullanimi,
sigara kullanimi ve gegirilmis COVID-19 enfeksiyonu
arasinda anlaml derecede iliski bulunmadi (p>0.05).
Anket sonuglari ile mantar kiltiirlerinde maya
mantari Greme varhigi arasinda iliski Tablo 2’de verildi.

Mikolojik  bulgular: Katihmcilardan alinan 200
konsantre agiz calkanti suyu 6rneginde 52 (%26)
klinik 6rnekten 68 maya mantari izole edildi. Kiltur-
pozitif 52 klinik 6rnegin, 41’inde (%78.8) monofungal
ve 11’inde (%21.2) polifungal popilasyon gorilda.
Polifungal Gremelerin altisinda iki farkli maya tird,
besinde ise Ug¢ farkli maya tird vardi. Bu 68 maya

Tablo 2. Agiz ¢alkanti suyunda maya mantari varlig ve yoklugunun anket verilerine gére karsilagtiriimasi

Ureme var Ureme yok deteri
n (%) n (%) pdes
Dis fircalama aliskanhigi
Giinde bir kez 11 (%21.1) 20 (%13.5)
Glnde iki kez 37 (%71.2) 112 (%75.7) >0.1
Glinde Ug kez 4 (%7.7) 16 (%10.8)
Kullanilan dis macunu markasi
A markasi 8 (%15.4) 47 (%31.8)
0.02
Diger markalar 44 (%84.6) 101 (%68.2)
Dis tagi varligi
Var 17 (%32.7) 31 (%67.3)
0.09
Yok 35(%20.9) 117 (%79.1)
Gece plagi kullanimi
Var 1(%50.0) 1(%50.0)
0.45
Yok 51 (%25.8) 147 (%74.2)
Hareketli dental protez kullanimi
Var 0 (%0.0) 2 (%100.0)
0.55
Yok 52 (%26.3) 146 (%73.7)
Sigara tiketimi
Var 21 (%31.3) 46 (%68.7)
0.24
Yok 31 (%23.3) 102 (%76.7)
Gegirilmis COVID-19 enfeksiyonu
Var 42 (%26.4) 117 (%73.6)
0.79
Yok 10 (%24.4) 31 (%75.6)
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mantarindan 61'i (%89.7) Candida spp. olup izole
edilen tlrler, sikhga gore, 22 C. albicans (%36.1), 13
C. parapsilosis (%21.3), 9 C. dubliniensis (%14.7), 6
C. lusitaniae (%9.8), 5 C. kefyr (%8.2), 2 Candida
lambica (%3.3) ve 4 (%6.6) diger Candida tirleri [1 C.
krusei, 1 C. tropicalis, 1 C. inconspicua ve 1 Candida
pararugosa] idi. Maya mantarlarinin tir dagihimlari
Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. MALDI-TOF MS ile tanimi dogrulanan maya
mantarlarinin tiirlere gére dagihmi

izolasyon Pozitif (n)
Monofungal (N=41)

Candida albicans 17
Candida dubliniensis 6
Candida parapsilosis 8
Candida krusei -
Candida kefyr 3
Candida tropicalis -
Candida lusitaniae 2
Candida inconspicua 1
Saccharomyces cerevisiae 1
Wickerhamomyces anomalus 2
Hanseniaspora opuntiae 1
Polifungal (N=11)

Candida albicans + Candida pararugosa 1
Candida tropicalis + Candida lambica + 1
Hanseniaspora opuntiae

Candida krusei + Candida lambica + Yarrowia 1
lipolytica

Candida albicans + Candida kefyr 1
Candida dubliniensis + Candida parapsilosis 1
Candida dubliniensis + Candida kefyr 1
Candida parapsilosis + Candida lusitaniae 1
Candida albicans + Saccharomyces cerevisiae 1
Candida albicans + Candida lusitaniae + Candida )
parapsilosis

Candida dubliniensis + Candida parapsilosis + 1
Candida lusitaniae

Toplam 52

Ayrica, CAC besiyerinde 1 C. tropicalis kokeni yesil
koloni olusturdu ve C. albicans olarak yanhs identifiye
edildi. Bu calismada, agiz calkanti 6rneklerinden
izole edilen Candida tiirlerinin (n=61) CAC ve RT-PCR
yontemi ile tdr tanimlamalarinin karsilastiriimasi
MALDI-TOF MS yontemi referans alinarak yapildi ve
Tablo 4’te sunuldu.

Molekiler bulgular: Referans izolatlarin RT-PCR
analizi ile elde edilen amplifikasyon grafikleri,
erime sicakligi egrileri ve erime pikleri Sekil 2a-c'de
gosterildi. Klinik izolatlar ve referans suslarin ayni
zamanda ve tek seferde analizlerine iliskin veriler ise
Sekil 3a-c’de sunuldu.

Monofungal izolatlarin RT-PCR analizinden elde
edilen Tm degerleri Sekil 4’te birlikte degerlendirildi.
Polifungal popiilasyon belirlenen 6rneklerden izole
edilen Candida turlerinin Tm degerleri ise Tablo 5’te
bir arada verildi. Ancak, C. lambica olarak identifiye
edilen iki izolata polifungal popllasyonda vyer
almalarina karsilik, RT-PCR ile amplifiye olmamalari
sebebiyle Tablo 5’te yer verilmedi.

TARTISMA

Sunulan c¢alismada, saglikh gondllilerin konsantre
agiz calkanti orneklerinde maya mantarlarinin
kolonizasyon oranlari %26 (52/200) iken, sirasi ile,
%20.5"i (41/200) monofungal, %5.5’'i ise (11/200)
polifungal popilasyon idi. Bu kolonizasyon oranlari,
literatlir verilerine kiyasla (%39-58.6 araliginda)
daha distk bulundu®-), Buna karsilik, Yang ve ark.
(18 323 saglik bolimi 6grencileri ve personelleri
ile yaptiklari ¢alismada, sonuglarimiza kiyasla
daha disiik (%15.3) oranda maya kolonizasyonu
bildirmislerdir. Katilimcilarin Dis Hekimligi Fakdiltesi
ogrencileri olmasi sebebi ile agiz ve dis temizligi
konusundaki hassasiyet ve aliskanliklari daha diistk
izolasyon oranina sebep olmus olabilir. Ayni zamanda,
literatlirde agizda maya kolonizasyonunu belirlemek
icin agiz calkanti suyu*>*3, konsantre agiz calkant
suyu™) tikrak® ve steril strinti gubuklar®® jle
orneklerin alindigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.
Klinik 6rnek alma yontemlerinin izolasyon oranlarini
etkileyebilecegi de bilinmektedir®”),
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Tablo 4. CAC, RT-PCR ve MALDI-TOF MS sonuglarinin karsilastiriimasi

Mantar CAC RT-PCR MALDI-TOF MS
Pozitif (n) Pozitif (n) Pozitif (n)
Candida albicans 23 22° 22
Candida dubliniensis 9 9 9
Candida krusei 1 1 1
Candida kefyr - 52 5
Candida tropicalis - 1 1
Candida parapsilosis - 13 13
Candida inconspicua - 1 1
Candida lusitaniae - 6 6
Candida pararugosa - 1 1
Candida lambica - - 2
Yarrowia lipolytica - - 1
Saccharomyces cerevisiae - - 2
Hanseniaspora opuntiae - - 2
Wickerhamomyces anomalus - - 2
Diger mantar turleri (beyaz koloni) 35 9 -
Toplam 68 68 68

aC. albicans ve C. kefyr diger tiirlerden ayirt edilebildi, ancak Tm (°C) gére birbirlerinden ayirt edilemedi (Bkz. Sekil 4). CAC: CHROMagar Candida.

Amplification Melt Curve
5 o - \
= ] TR
=~ C. krusei ATCC 6258
C. inconspicua CBS 13938
i C. tropicalis CBS 13933
h A C. albicans ATCC 10231
. A C. parapsilosis ATCC 90018
= g C. glabrata ATCC 90030
= C. dubliniensis MI 19941
—— T—:u,

Sekil 2. Referans izolatlarin RT-PCR analizi sonucu elde edilen (A) amplifikasyon grafikleri, (B) erime sicakligi egrileri ve (C) erime pikleri.
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]

Sekil 3. Referans ve klinik izolatlarin RT-PCR analizi sonucu elde edilen (A) amplifikasyon grafikleri, (B) erime sicakhg egrileri ve (C) erime

pikleri.
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Sekil 4. RT-PCR ile incelenen monofungal klinik izolatlarin Tm (°C) degerleri.

Agiz florasi; sigara kullanimi, dis fircalama sikligi gibi
hijyen aliskanliklari ve agiz ici aparat kullanimi gibi
bircok degiskenden etkilenmektedir. Ozellikle sigara
kullaniminin agiz i¢i Candida kolonizasyonu Uzerine
etkileri tartisma konusu olmustur. Sigara kullaniminin
agizda notrofil aktivitesini ve antimikrobiyal etkinlik

gosterentikrik miktariniazaltmasininagizigi Candida
kolonizasyonunu  artirdigr  disinilmektedir®?.
Mun ve ark.®® sigara icenlerde agiz i¢i Candida
kolonizasyonunun igmeyenlere kiyasla yedi kat fazla
oldugunu bildirmislerdir (p=0.034). Agiz i¢ci Candida
kolonizasyonu ile sigara kullanimi arasinda anlamh
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iliski sunan calismalara®% karsilik, calismamiza
benzer olarak istatiksel farkhlik gorilmeyen
calismalar da bildirilmistir**2%3)  Agiz ici hijyen
aliskanliklari (dis firgalama sikhigi, dis macunu segimi,
aparat kullanimi gibi) mikroorganizma yukine ve
virilansina etki ederek agiz saglhginin korunmasina
katki  saglar®”,  Calhismamizda dis fircalama
ahiskanhg, dis tasi varhigi ve gece plagi kullanimi gibi
degiskenlerin kolonizasyon (izerine anlamli bir etkisi
belirlenmemesine karsilik, dis macunu segiminin
anlamli bir fark olusturdugu gorildi (Tablo 2). Bu
durumun sebebi farkli markalarin farkh aktif bilesen
ve konsantrasyonlara sahip olmasi olabilir*®,

Saglikh insanlarin agiz florasinda maya mantarlari
da dahil olmak Gzere bircok mikroorganizma denge
ve uyum icindedir. Bu denge halinin (i) bagisikligin
baskilanmasi, (ii) antibiyotik kullanimi ve (iii) farkh
beslenme aliskanliklari gibi durumlarda bozulmasi
maya mantarlarinin kolonizasyonuna veya agiz
ici kandidoza sebep olabilir®. C. albicans agiz
boslugundan ve diger mukoza yuzeylerinden en sik
izole edilen Candida tiirtidiir® ), Calismamizda izole
edilen mantartiirlerinden %32.4°1i (22/68) C. albicans
idi. Benzer galismalarda, bizim sonuglarimiza kiyasla
daha yiiksek (%48-89 araliginda) C. albicans oranlari
bildirilmistir®15),

Rivera ve ark.*® 96 saglikli gnullinin konsantre agiz
calkanti suyunda maya kolonizasyonunu inceledikleri
calismalarindaizole edilen maya kolonilerini 28S rRNA
sekans analizi ile tanimladiklarinda en sik izole edilen
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(g tdra, sirasiile, C. albicans (%52.0), C. parapsilosis
(%17.9) ve C. dubliniensis (%7.5) olarak bildirmislerdir.
Bu sonuglar, ¢calismamizda elde edilen %13.2 (9/68)
C. dubliniensis izolasyon orani ile uyumludur. Ancak,
agizda maya kolonizasyonunu irdeleyen baska
calismalarda ise C. dubliniensis bildirilmemistir{*+1214),
S6z konusu c¢alismalarda identifikasyon amaciyla
yalnizca fenotipik yontemlerin kullanilmasi albicans-
disi Candida tirlerinin yanlislikla C. albicans olarak
tanimlanmasina sebep olabilecegi diistinildi.

Klinik 6rneklerden izole edilen albicans-disi Candida
turlerinden biri de C. parapsilosis olup o0zellikle
kandidemilerde en sik rastlanan ikinci Candida tiri
olarak bildirilmektedir®®2, Ozellikle, flukonazol
direncli C. parapsilosis Glkemiz icin giderek blylyen
bir sorundur®, Calismamizda, C. albicans’i takiben
en sik izole edilen tur C. parapsilosis (%19.1, 13/68)
idi. C. parapsilosis’in deride flora liyesi oldugundan
saglik calisanlarinin elleri aracihigl ile (horizontal
bulas) yayildigi ve hastane enfeksiyonlarina sebep
oldugu disiinilmektedir+22,

Calismamizda 11 (%5.5) katiimcida polifungal
popllasyon belirlendi. Rivera ve ark.®® polifungal
popilasyon oranini (en ¢ok C. albicans + C.
parapsilosis) %21.8 olarak bildirmislerdir. Bu oran,
benzer bazi c¢alismalarda ise %7.1-11.2 olarak
sunulmustur®3_ Calismamizda baskin birliktelik
olarak tarif edebilecegimiz bir tir dagilimi dikkati
cekmedi, ancak onceki verilere kiyasla polifungal
popilasyon orani daha dusik idi. Ayrica, C. albicans

Tablo 5. Polifungal popiilasyondan izole edilen Candida tiirlerinin RT-PCR ile elde edilen Tm (°C) degerleri*

DNA No Candida albicans dfl;ll;'lzgtasis Candida kefyr I(fsai::r’;(i’:e pac;";’:s’::;:;s p;"::’:‘:ig‘j;a
33 87.2 84.8

107 87.2 84.1
169 86.3 85.6

175 87.9 85.5

181 86.2 84.9

186 87.1 87.8 85.5

189 86.3 87.9 85.5

190 87.1 87.9 85.6

*Toplam 11 polifungal popiilasyon belirlenmesine karsilik yalnizca Candida tiirii olan ve amplifiye edilebilen izolatlari icermektedir.
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ve C. glabrata’nin birlikte kolonizasyonunun agiz
epiteline invazyonu ve doku hasarini artirdig
bilinmektedir®?¥, Bununla birlikte, diger mantar
turlerinin bir arada bulunmasinin virlilans 6zelligine
katkisi lizerine daha fazla sayida ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. ark.®®  calismalari
sonucu ayni kiside birden fazla sayida mantar

Rivera ve

kolonizasyonunun agiz ici aparat kullanimi (p = 0.016)
ve kotl agiz hijyeni (O’Leary index, p=0.012) ile iliskili
oldugu bulunmustur.

Calismamizin sonuglarimiza benzer olarak Yang ve
ark.“® polifungal popilasyon oranini %6.1 olarak
bildirmislerdir.
grubunun agiz ve dis bakimi konusunda gorece
bilingli bir poplilasyon olmasi ile agiklanabilecegi
dustnllmustir. Wang ve ark.?® agiz ici kandidozu
siiphesi olmayan saglikh ve hastanede yatan toplam

Bu durumun, secilen 6rneklem

1.799 kisiden steril pamuklu ¢ubukla agiz strintiu
ornekleri aldiklari calismada katilimcilarin 415’inde
(%23.1) maya kolonizasyonu rapor etmislerdir. ITS
dizi analizi sonucunda en sik izole edilen tirler C.
albicans (%42), C. tropicalis (%20), C. glabrata (%5.5)
ve C. parapsilosis (%4.1) olarak tanimlanmistir. Ayni
zamanda tanimlanan maya tirlerinin dagilimina yas,
dogum yeri, ikametgah yeri ve mevcut saglik durumu
gibi faktorlerin katkida bulundugu, ancak cinsiyet
ve etnik kokenin etki etmedigini bildirmislerdir?®,
Sonug olarak, izole edilen turlerin dagihmi, calisma
populasyonlarina ve
yontemlerine gore farkhlk gosterebilir.

kullanilan tir tanimlama

Sow ve ark.?® 218 maya izolatinin identifikasyonunda
geleneksel yontemler (germ-tlp testi, Misir unlu-
Tween 80 agarda yapisal 6zelliklerin degerlendirilmesi
ve API 20C kiti) ile MALDI-TOF MS yonteminin tlr
dizeyinde  tanimlamalarini  karsilastirmiglardir.
Geleneksel yontemlerle 208 (%95.4) izolati, MALDI-
TOF MS yontemi ile de 214 (%98.1) izolati dogru
tanimlamislardir. Ayrica, geleneksel yontemlerle tir
diizeyinde tanimlamaya (24-48 saat) kiyasla MALDI-
TOF MS ydnteminin daha kisa sirede sonug vermesi
(1 saat) ve izolat basina maliyetinin daha ucuz olmasi
vurgulanmigti. MALDI-TOF MS yénteminin, maya
mantarlarinin identifikasyonunda %90’in Uzerinde
ozglllige sahip oldugu bilinmektedir®?°, Ancak,
Aspergillus ve Mucorales gibi kif mantarlarinin
identifikasyonunda bu yéntemin tani degeri sinirli
olup guvenilir degildir®?”,

Real-time PCR cihazlari amplifiye olan DNA
miktarini, islem sirasinda floresan isaretli problarla
hibridizasyon sonucu tespit edebildigi gibi DNA
molekiliine baglanan SYBR® Green gibi boyalar ile de
yapabilmektedir®®. Boya kullanimi problardan ok
dahaucuzolmasinakarsilik, ¢iftzincirDNAmolekiliine
non-spesifik baglanmasi gibi sakincalari da vardir?®.
RT-PCR sonrasi erime sicakligi analizi (MCA)
yapilarak bu sorunun Gstesinden gelinebilmektedir.
GunUmuzde RT-PCR igin hazirlanmis hidroliz ve
hibridizasyon problari iceren tani kitleri Candida’larin
rutin analizi icin kullaniimaktadir®®. Tm degeri, PCR
sonucu elde edilen gift zincir DNA molekdillerinin
yarisinin tek zincir DNA molekillerine donustigu

Tablo 6. Calismada referans ve klinik izolatlar ile elde edilen RT-PCR MCA sonuglari ile literatiir verilerinin karsilastiriimasi

Candida tiirleri Bl-]r ::::;(;Ta Somog\a:';iaz;e ark 2 Gutzn;::nr E:i )ark 63) Horve.lrtr:\1 \(Ioeci)ll'k 1)
Candida krusei ATCC 6258 91.0 90.8 91.5 89.8
Candida inconspicua CBS 13938 88.8 88.0 - -
Candida lusitaniae® 87.2 86.1 - -
Candida albicans ATCC 10231 87.1 87.1 87.5 87.1
Candida kefyr® 86.4 - - -
Candida glabrata ATCC 90030 85.9 84.9 86.3 -
Candida dubliniensis M| 19941 86.1 85.5 - 85.5
Candida parapsilosis ATCC 90018 85.4 85.4 84.9 85.4
Candida tropicalis CBS 13933 84.8 84.5 84.7 84.5

¢: Klinik izolat
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sicakhk degeridir®Y. MCA yoéntemi ile analizini
yaptigimiz dokuz Candida tirinin Tm degerlerinin
tg farkli grubun verileri ile karsilastirilmasi Tablo 6’da
gosterilmistir. Bu sonuglar gdz o6niine alindiginda
MCA'nin tercih edilebilir bir se¢im oldugu sonucuna
varilabilir®>3%, Decat ve arkadaslar ITS2 bolgesine
6zgl primerler kullanarak 16 Candida tirini RT-
PCR’dan sonra erime sicakligi analizi ile ayni gin
icerisinde birbirinden ayirt etmeyi basarmistir®),

Son vyillarda, High Resolution Melting Analysis
(HRMA, vyiksek c¢ozindrlikli erime egrisi analizi)
yontemi Tibbi Mikrobiyoloji disiplininde sikhkla
kullaniimaktadir®®. PCR ile elde edilen amplikondaki
G-C miktari (%) arttikca erime sicakhg (Tm) da
yikselmekte olup amplikondaki tek baz degisimi dahi
HRMA yontemi ile belirlenmektedir. Bu yontemde
yuksek konsantrasyonlarda DNA polimerazi (Taq
Polymerase) inhibe etme 06zelligi olmayan, ¢ift zincir
DNA molekilline ¢ok iyi baglanabilen 6zel boyalar
(LCGreen® ve EvaGreen® gibi) kullanilir. HRMA ile
amplikon boyunu da hesaba katan gelistirilmis
yazilim programi ile erime sicakligi belirlenir. RT-PCR
HRMA ozellikle nokta mutasyonlarinin belirlenmesi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemle
kisa amplikonlarda (50-300 bg) glvenilir sonuglar
alinirkenuzun PCR Urtinlerinde coklu erime piklerielde
edilmekte olup kesin taniyi guiglestirmektedir®¢37),
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GUnUmuzde bazi arastirmacilar Candida turlerinin
belirlenmesinde RT-PCR HRMA yontemini tercih
etmektedir2343839) Nemcova ve ark.®* RT-PCR HRMA
yontemi ile bir cift primer kullanarak 25 mantar
tlrtnl incelemis ve bunlardan dokuz Candida tiiri
icin aldigi sonuglar Tablo 7’de gosterilmistir. Her
Candida tarinin Tm degerinin bu ¢alismada RT-PCR
MCA ile buldugumuz Tm degerlerinden yaklasik 4°C
daha diistik oldugu ve bu durumun yéntem farkindan
kaynaklanabilecegi dustnildi (Tablo 7). Ancak,
Somogyvéri ve ark.?? HRMA yéntemini kullanarak
sekiz mantar tiri icin elde ettigi Tm degerlerinin
diger HRMA sonuglarindan 2°C kadar farkli oldugu
acikca gorilmektedir (Tablo 7). Bu farkin kullanilan
PCR master miks ve degerlendirmeyi yapan yazilim
programindan  kaynaklandigi  disutinilmektedir.
HRMA yontemi ile her Candida tiriiniin Tm derecesi
MCA yonteminden daha disik hesaplandigindan
90°C Uzerindeki Tm degerlerine sahip Aspergillus
turlerinden kolayca ayrim yapilmasina imkan
saglamistir3240),

Bu calismada, MALDI-TOF MS ile 10 farkli Candida
tari belirlendi, ancak C. lambica olarak tanimlanan
iki klinik izolatin DNA’si RT-PCR ile amplifiye
edilemedi. Nemcova ve ark.®¥ da ayni primer gifti ile
RT-PCR HRMA yontemiyle C. lambica’nin amplifiye
olmadigini bildirmistir. Yazarlar, C. lambica referans

Tablo 7. Calismada referans ve klinik izolatlar ile belirlenen RT-PCR MCA sonuglari ile literatiirde bildirilen HRMA sonuglarinin

karsilagtiriimasi

) o Fragment Somogyvarive Nemcova ve Bu calisma
Candida tiirleri uzunlugu GC orani ark.©®? ark.® MCA
HRMA HRMA
(b.g.) (%) Tm (°C) Tm (°C) Tm farki®¥ Tm (°C)

Candida krusei ATCC 6258 336 55 88.6 86.6 4.4 91.0
Candida inconspicua CBS 13938 295 52 86.4 84.6 4.2 88.8
Candida lusitaniae§ 244 50 85.4 83.6 3.6 87.2
Candida albicans ATCC 10231 326 47 84.5 82.9 4.2 87.1
Candida kefyr® 422 46 - 82.6 3.8 86.4
Candida glabrata ATCC 90030 408 46 83.2 81.7 4.2 85.9
Candida dubliniensis M1 19941 331 46 83.5 82.0 4.1 86.1
Candida parapsilosis ATCC 90018 300 43 82.6 81.5 3.9 85.4
Candida tropicalis CBS 13933 317 40 81.8 79.4 5.4 84.8

¢: Klinik izolat; MCA: Erime sicakligi analizi; HRMA: Yiiksek ¢6ziindirliikli erime egrisi analizi.
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izolatint HRMA ile tanimlamis, ancak Uc¢ klinik
izolatin amplifiye edilememesini primer baglanma
yoresindeki dizi degisikligine baglamistir®4,

Sunulan galismada, literatiirde de oldugu gibi, HRMA
ve MCA yontemi ile Tm degerlerinin ¢cok yakin oldugu
tdrlerin ayrimi yapilamadi. Soyle ki; C. albicans ve
C. kefyr ayni Tm derecelerine (°C) sahip oldugu igin
CAC besiyerinde farkli renkte koloni olusturmalari
sebebi ile tani konuldu ve bu sonu¢ MALDI-TOF MS
yontemi ile dogrulandi. HRMA ve MCA, reaktiflerinin
ucuzlugu, her RT-PCR cihazina uygunlugu ve kisa
siirede sonug vermesi sebebi ile son yillarda tercih
edilmektedir®y,

Bu calismada, klinik érneklerden énce CAC ile hem
mantar kaltlrld yapildi hem de lg¢ Candida tiri
(C. albicans, C. dubliniensis ve C. krusei) 6n tani
diizeyinde belirlendi. Once, referans izolatlar ile
reaksiyon kosullari (PCR) optimize edildi. Sonra,
maya kolonilerinden izole edilen DNA ile C. lambica
hari¢ tlim izolatlarin Tm degerleri belirlendi ve tir
tayinleri yapildi. Ayrica, C. albicans ve C. kefyr, Tm
degerlerine gore ayirt edilemedi. MALDI-TOF MS
sonuglari ile karsilastinldiginda RT-PCR yonteminin
C. albicans, C. kefyr ve C. lambica tanisi icin glivenilir
olmayacagi goruldi. Bu sebeple Candida cinsi maya
mantarlarinin laboratuvar tanisinda polifazik ayrimin
onemi anlasildi ve 6zenle vurgulanmasina ihtiyag
duyuldu.
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0z

Amag: Echinococus granulosus kist halinde ¢ogunlukla karacigere, nadiren de akciger ve diger organlara
yerleserek kistik ekinokokkoz hastaligina yol agan bir etkendir. Bu ¢alisma kistik ekinokokkoz (KE) siiphesi ile
gonderilen hastalarin serum 6rneklerinde E.granulosus antikor varliginin indirekt hemaglutinasyon (IHA)
ve immiinokromatografik test (ICT) yontemleriyle arastirilarak bu ydntemlerin karsilastirimasi amaciyla
yapilmistir.

Yéntem: Calismaya 01/11/2018-31/01/2019 tarihleri arasinda KE siphesiyle génderilen 75 hastaya ait kan
ornegi dahil edilmistir. E.granulosus IgG antikor varligi IHA ve ICT yéntemleri kullanilarak ¢ahsilmistir. IHA
yéntemiyle 1/160 ve lizeri sulandirimdaki reaksiyon pozitif olarak kabul edilmis iken ICT yéntemiyle kaset
lizerinde yalnizca kontrol ¢izgisinin olusmasi negatif, kontrol ¢izgisinin yani sira test ¢izgisinin olusmasi pozitif
olarak kabul edilmistir.

Bulgular: IHA yéntemiyle hastalarin %48’i, ICT yontemiyle %45.4°0 pozitif olarak saptanmistir. IHA ile pozitif
olarak saptanan hastalarin da %94.4’tntin ICT yéntemiyle de pozitif oldugu gérilmistir. IHA yontemi ile negatif
olarak saptanan hastalarin tamami (n = 39) ICT yontemiyle de negatif saptanmistir.

Sonug: Calismadan elde edilen sonuglar géz éniinde bulunduruldugunda KE stipheli hastalarda IHA ve ICT
sonuglarinin birbiriyle uyumlu oldugu gérilmiis olmakla beraber testlerin etkinliginin belirlenebilmesi igin daha
genis serum paneli ile calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Echinococcus granulosus, kistik ekinokokkoz, IHA, ICT

ABSTRACT

Objective: Echinococus granulosus is a causative agent of cystic echinococcosis (CE) by settling as cysts mostly
in the liver and rarely in the lung and other organs. The aim of this study was to investigate the presence of
E. granulosus antibodies in serum samples of patients with suspected cystic echinococcosis (CE) by indirect
haemagglutination (IHA) and immunochromatographic test (ICT) methods and to compare these methods.
Methods: Blood samples of 75 patients with suspected CE between 01/11/2018-31/01/2019 were included in
the study. The presence of E.granulosus IgG antibody was analysed using IHA and ICT methods. With the IHA
method, the reaction at a dilution of 1/160 and above was considered positive, while with the ICT method, the
formation of only the control line on the cassette was considered negative, and the formation of the test line as
well as the control line was considered positive.

Results: 48% of the patients were found positive by IHA method and 45.4% by ICT method. It was observed that
94.4% of the patients who were found positive by IHA were also positive by ICT method. All of the patients who
were found to be negative by IHA method (n = 39) were also found to be negative by ICT method.

Conclusion: Considering the results obtained from the study, it was observed that IHA and ICT results were
compatible with each other in patients with suspected CE, but studies with a larger serum panel are needed to
determine the effectiveness of the tests.

Keywords: Echinococcus granulosus, cystic echinococcosis, IHA, ICT
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GIRIS

Echinococcus’lar Taeniidae familyasinda yer alan,
oldukea kiiglik yapili sestodlardir. Bu grup icerisinde
yer alan Echinococcus granulosus tlrinlin eriskin
formlari képek ve kopekgillerin ince bagirsaginda,
larva formlari da basta koyun ve sigir gibi otgullar
olmak (lizere bazi memelilerin ve insanlarin
organlarinda parazit olarak bulunur®. Cestoda
sinifinda yer alan Echinococcus cinsine ait eriskin
parazit tlrleri 1.2-8mm uzunlukta olup viicutlari bas,
boyun ve halkalar seklinde li¢ bolimden meydana
gelir®. Echinococcus cinsine ait turlerde yumurtalar
karakteristik olarak yuvarlak-ovalimsi sekilde olup
kapaksizdir. igerisinde tam gelismis olan alti cengelli,
embriyofor adi verilen kabukla ¢evrelenmis onkosfer
adi verilen heksakant embriyon bulunur®. Kesin
konaktan disari atilan yumurtanin icerisindeki
embriyon gelismis durumdadir ve dis ortama karsi da
son derece dayanikhdir. Enfektivitelerini ¢ok dusuk
sicakhklarda (+4-+15°C) bile birkag ay ile birkag yil
kadar korumaktadirlar. 2°C sicakliktaki dis ortamda
1.5-2 yil boyunca canli kalabilmekte olup glines
isinlarina karsi hassas, kuruluga karsi ise duyarlidirlar.
Yuzde 25’lik bagil nemde, kuru ortamlarda ve yiiksek
sicaklik degerlerinin oldugu ortamlarda (60-80°C)
dort giin veya dakikalar icerisinde 6lmektedirler®,

Kistik ekinokokkozis (KE), Taeniidae ailesine ait
E. granulosus’un neden oldugu bir hastaliktir.
Antarktika disinda diinya ¢apinda dagilim gosteren
ve her yerde bulunan zoonotik bir ajandir. KE, tarim
ve hayvancilik faaliyetlerinin yaygin bir sekilde
yuruttldigi bolgelerde son derece sik rastlanan,
cogunlukla képek digkisiyla insanlara bulasan, basta
karaciger olmak (izere akciger ve diger organlarda
da yerlesim gostermekte olan 6nemli paraziter
hastaliklardandir®).

Diinya Saglk Orgiiti’niin (WHO) degerlendirmelerine
gore KE, hayvansal kaynakli ihmal edilmis 17 tropikal
hastaliktan biri olarak listelenmis ve insanlarda
gorilen en ciddi paraziter hastaliklar arasinda
kaydedilmistir. Enfeksiyon, son konak kopegin
diskisiyla atilan parazit yumurtalarinin insan, koyun,
keci, sigir gibi dogal ara konaklar tarafindan sindirim
ve solunum vyoluyla alinmasiyla gerceklesebilir.

Enfeksiyoz kistler en sik karacigerde yerlesir; akciger,
dalak ve bobrek gibi cesitli organ ve dokularda da
goralur®,

Tum dinya genelinde oldugu gibi tlkemizde de
insan ve hayvan saghgi acisindan 6nemli paraziter
hastaliklar arasinda yer alan KE'nin 6zellikle Akdeniz
havzasinda endemik oldugu bilinmektedir. Tirkiye'de
neredeyse tim bolgelerde goriilmekte olan ve
insanlari enfekte etme yetenegi son derece yiiksek
hayvansal kaynakl hastaliklardan birisidir. Goriilme
sikhgr acisindan Ulkemiz 5. sirada yer almakta
olup bolgelere gore Ulkemizde KE gorilme sikhg
degismektedir. i¢ Anadolu, Giineydogu ve Dogu
Anadolu bdlgeleri ise KE agisindan endemik olan
bolgelerdir”,

Dinyanin birgok Ulkesinde goriilmekte olan KE’'nin
endemik olarak gorildiGgi bolgeler ise Afrika,
Avrasya, Orta Asya, Orta Dogu, Avustralya, ABD,
Yeni Zelanda ve Gliney Amerika’nin bazi bélgeleridir.
izlanda ve Gronland gibi ada ilkelerinde ise hig
rastlanmadigi bildirilmistir®°),

Klinik  genellikle asemptomatiktir; kistlerin
buyukligine ve lokalizasyonuna baglh olarak
ortaya c¢ikar. KE tanisi esas olarak goriintlileme
yontemleri ile konur. Hemen hemen tim organ
yerlesimlerinde bilgisayarli tomografi ve manyetik
rezonans kullanilirken, karaciger kistlerinde USG,
akciger kistlerinde ise direkt grafi ilk tercih olmustur.
Kistin diger yer kaplayan lezyonlarla ayirici tanisinin
yapilmasi, ameliyat sonrasi nikslerin belirlenmesi
ve net bir klinik tablonun olmamasi gibi durumlarda
radyolojik taniyontemlerinin serolojik taniyontemleri
ile birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir. Ayrica
serolojik testler sadece KE tanisinda degil, toplumdaki
prevalansinin belirlenmesinde ve asemptomatik
bireylerin tespitinde de kullaniimaktadir. Serolojik
tanida, spesifik imminoglobulin G antikorlarinin
tespit edildigi indirekt hemaglitinasyon (IHA),
enzime bagll imminosorbent test (ELISA), lateks
aglutinasyon, indirekt floresan antikor (IFA)
ve immunoblotlama (IB) yontemleri sikhkla
kullanilmaktadir. Son zamanlarda CE tanisi igin hizh
sonug¢ veren immiinokromatografik (ICT) yontemin
kullanimi oldukea yayginlasmistir®),
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Calismamizda  kistik  ekinokokkoz  siiphesiyle
gonderilen hastalarin serum orneklerinde
E. granulosus antikor varliginin IHA ve ICT
ile arastirilarak  serolojik tani  ydntemlerinin
karsilastirilmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma ©ncesinde Gaziantep Universitesi Klinik
Arastirmalar  Etik Kurulu’'ndan onay alinmigtir
(10.10.2018 tarih ve 2018/269 say1).

Calismaya 2018 Kasim ile 2019 Subat tarihleri
arasinda hastanemiz Mikrobiyoloji Laboratuvarina
KE slphesi ile gonderilmis olan %64'G (n=48)
kadin, %36’s1 (n=27) erkek olmak (zere toplam 75
hastanin serum o6rnegi dahil edilmistir. Hastalarin
yas ortalamasi 42.08+17.72 olarak hesaplanmis olup
%2.7’si (n = 2) 16 yas altinda, %52’si (n = 39) 16-44
yas arasinda, %45.3'U (n = 34) de 45 yas ve lizerinde
idi. Calisma kapsamina alinan hastalarin %41.3’U (n =
31) genel cerrahi, %14.7’si (n = 11) gastroenteroloji,
%14.7’si (n = 11) gbgls cerrahisi, %16.5'i de (n =
22) diger polikliniklerden gonderilen hastalardan
olusmaktadir.

Hasta serumlarinda E. granulosus’a spesifik
antikor varhgi IHA testi (Echinococcosis, Fumouze
Diagnostics, Paris, Fransa) ve immunokromatografik
testi (ICT) (Virapid hydatidosis, Vircell, Spain) ile
Uretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda calisildi.
IHA yontemi ile 1/160 ve ustu sulandirimdaki
reaksiyon pozitif kabul edildi. ICT ile kaset Uzerinde
yanlica kontrol cizgisinin olusmasi negatif reaksiyon,
kontrol gizgisinin yani sira bir ¢izginin daha olusmasi
ise pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir.
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Calismamizdan elde edilen veriler SPSS (Version
16.0) programi kullanilarak analiz edilmis olup
yuzdelik degerler, ortalama ve standart sapma
degerleri tanimlayici istatistikler olarak verilmistir.
Yontemlerin  pozitif ve negatiflik durumlarina
gbre yapilan karsilastirmalar igin ki-kare analizi ve
bagimsiz 6rneklem t testi kullanilmis olup p<0.05
degeri anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismamizda IHA yontemi ile 75 hastanin %48’inde
(n = 36) E. granulosus’a spesifik antikorlar pozitif,
%52’si (n = 39) negatif olarak saptanmis iken ICT
ile %45.3'U (n = 34) pozitif, %54.7'ssi (n = 41) ise
negatif bulunmustur. IHA yontemi ile pozitif bulunan
36 hastadan 34’G (%94.4) ICT yontemiyle de pozitif
bulunmusiken IHAyontemiile negatifolarak saptanan
hastalarin tamami (n = 39; %100) ICT yontemiyle de
negatif bulunmustur. Calismamizda ayni zamanda
IHA ydntemiyle pozitif saptanan hastalarin %5.6s
(n = 2) ICT yontemiyle negatif, %94.4’G (n = 34) ise
pozitif bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Ekinokokkoz tanisinda indirekt hemagliitinasyon ve
immunokromatografik test sonuglarinin dagilimi

iHA (-) iHA (+)

n (%) n (%) Toplam
immunokromatografik 39 (%100.0) 2 (5.6) 41
test (-)
immunokromatografik 0 (%0.0) 34 (%94.4) 34
test (+)
Toplam 39 (%100.0) 36 (%100) 75

iHA: indirekt hemagliitinasyon testi

Tablo 2. Ekinokokkoz tanisinda indirekt hemagliitinasyon ve immunokromatografik test pozitif ve negatif hastalarda yas ortalamasi

Ortalama # Standart

N sapma t P
indirekt hemagliitinasyon testi
Pozitif 36 38.44 £16.97
-1.729 .08
Negatif 39 45.44 + 17.96
immunokromatografik test
Pozitif 41 45.00 £ 17.77
1.582 A1
Negatif 34 38.56+17.27
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indirekt hemaglitinasyon  ydntemiyle negatif
saptanan hastalarin yas ortalamasi, pozitif saptanan
hastalara gore anlaml sekilde daha ylksek
bulunmustur (p<0.05). ICT vydntemiyle negatif
saptanan hastalarin yas ortalamasinin, pozitif olarak
saptananlara gore daha yiksek oldugu gorilse de
ICT pozitif ve negatif hastalar arasinda yas ortalamasi
acisindan anlamli farkhhk olmadigi (p>0.05)
saptanmistir (Tablo 2).

indirekt hemagliitinasyon yéntemiile pozitif saptanan
hastalarin 23’0 (%63.9) kadin, 13’0 (%36.1) erkek,
negatif saptanan hastalarin 25’i (%64.1) kadin, 14’0
(%35.9) erkek olup cinsiyet dagilimi agisindan anlaml
fark saptanmamistir (p>0.05). ICT yontemiyle pozitif
saptanan hastalarin 21'i (%61.8) kadin, 13’U (%38.2)
erkek, negatif saptanan hastlarin 27’si (%65.9) kadin,
14’0 (%34.1) erkek olup cinsiyet dagilimi agisindan
farkin anlamh olmadigi gérilmistir (p>0.05) (Tablo
3).

indirekt hemagliitinasyon yéntemiile pozitif saptanan
hastalarin %44.44°G (n = 16) kirsal, %55.56’s1 (n = 20)
kentsel yerlesim birimlerinden gelen hastalar iken,
negatif bulunan hastalarin %17.95’i (n = 7) kirsal,
%82.05i (n = 32) ise kentsel yerlesim birimlerinden
gelen hastalardi. ICT pozitif saptanan hastalarin ise
%44.1'i (n = 15) kirsal, %55.89’u (n = 19) kentsel
alanlardan, ICT negatif saptanan hastalarin ise
%17.95'i (n = 7) kirsal, %82.05’i (n = 32) kentsel
yerlesim birimlerinden gelen hastalardi (Tablo 4).

Tablo 4. Echinococcosis indirekt hemagliitinasyon ve
immunokromatografik test ile pozitif ve negatif hastalarin
yasadiklari yere gére dagilimi

IHA Kirsal n (%) Kentsel n (%)
Pozitif (N=36) 16 (44.4) 20 (55.56)
Negatif (N=39) 7(17.95) 32 (82.05)
ICT Kirsal n (%) Kentsel n (%)
Pozitif (N=34) 15 (44.11) 19 (55.89)
Negatif (N=39) 7(17.95) 32 (82.05)

TARTISMA

Kistik ekinokokkoz diinya gelenlinde ve Tirkiy’e’de
halk saghgini ciddi sekilde etkileyen ve hayvanlarin
doku ve organlarinda neden oldugu vyapisal
ve fonksiyonel bozukluklardan otirid  6nemli
kayiplara neden olabilen zoonotik paraziter bir
enfeksiyondur?),

Sosyoekonomik diizeyi ve saglk standartlari disuk,
hayvancilik faaliyetlerinin yaygin oldugu bolgelerde
cok daha yiiksek goriilme oranina sahip olup ciftgiler,
cobanlar, kopek sahipleri, avcilar ve veteriner
hekimlerde sik¢ca gorilmektedir. Tirkiye'de basta
Dogu Anadolu Bélgesi olmak lizere Giineydogu ve i¢
Anadolu bélgelerinde oldukga yaygindir?.

Tablo 3. Cinsiyete gore ekinokokkoz tanisinda indirekt hemagliitinasyon ve immunokromatografik test sonuglarinin kargilastiriimasi

Echinococcosis indirekt hemagliitinasyon
testi

Toplam n (%) X2 P

Negatif n (%) Pozitif n (%)
Kadin 25 (64.1) 23(63.9) 48 (64.0)
Erkek 14 (35.9) 13 (36.1) 27 (36.0) <.001 .98
Toplam 39 (100.0) 36 (100.0) 75 (100.0)

immunokromatografik test

Negatif n (%) Pozitif n (%)
Kadin 27 (65.9) 21(61.8) 48 (64.0)
Erkek 14 (34.1) 13 (38.2) 27 (36.0) 135 71
Toplam 41 (100.0) 34 (100.0) 75 (100.0
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Calismamizda KE 6n tanisi ile gonderilmis olan
hastalara ait serum ornekleri iki farkli yontemle
incelenmistir.  Calismamiz  kapsamina  alinan
hastalardan 9’u karin agrisi sikayetiyle hastanemize
basvurmus olup 23 hasta ise karaciger sikayetleri,
Oksurik ve USG'de karacigerde kist gorilmesi
nedenleri ile laboratuvara goénderilmistir. Tatar
ve ark’lari®? tarafindan yapilan calismada KE’nin
cogunlukla karacigerde yerlesim gosterdigi, akciger
yerlesimli hastalarda ise en fazla gorilen belirtinin
Oksarik oldugu bildirilmistir.  Benzer sekilde
Agacfidan ve ark.’lari®? tarafindan yapilan bir baska
calismada da KE’'nin en ¢ok karacigerde yerlestigi
belirtilmistir. Yine yapilan bagka g¢alismalarda kistin
basta karaciger olmak Uzere kalp, akciger, beyin,
bobrek, dalak ve kemik gibi viicudun pek ¢cok doku ve
organinda yerlesim gésterdigi belirtilmistir*>'4, Etken
genellikle karacigerde, bilhassa da sag lopta tutulum
gostermektedir. Nadiren yerlestigi akciger ve diger
organlarda ise belirtiler kistin yerlestigi doku, organ
ve yere bagli olarak degiskenlik gostermektedir.

Calismamizda Echinococus IHA yontemiyle pozitif
saptanan hastalarin %36.1'i erkek, %63.9’u kadin, ICT
yontemiyle pozitif saptanan hastalarin %61.8’i kadin,
%38.2’si erkek olup cinsiyet dagilimi agisindan farkin
anlamh olmadigi gorilmdistir. Calismamizdan elde
edilen bu sonugla benzer sekilde Karaman ve ark.
9 tarafindan Kars ili ve ¢evresinde gerceklestirilen
¢alismada KE pozitifligi ile cinsiyet arasinda iligki
olmadig bildirilmistir. Kilig ve ark.“® tarafindan
yapilan bir baska calismada da yine calismamizdan
elde edilen bulgularla uyumlu sekilde cinsiyet ile
KE pozitifligi arasinda anlamli bir iliski olmadigi
saptanmistir.

Echinococcus granulosus’un yasam donglsiline
bakilacak olursa, ara konagin koyun ve son konak
olan kopeklerin yasam alaninin kirsal bolgeler
olmasi sebebiyle kirsal boélgelerin hastalik agisindan
daha uygun ortamlar oldugu duastnilebilir. Ancak,
galismamizda [IHA yontemiyle pozitif saptanan
hastalarin = %44.44’G  kirsal, %55.56’si  kentsel
kesimlerden gelen hastalardan olusmakta, yine ICT
yontemiyle pozitif saptanan hastalarin %44.11'i
kirsal, %55.89'u kentsel kesimlerden gelen hastalari
olusturmaktaydi. Calismamizla benzer sekilde Tatar
ve ark/nin™ yapmis olduklari calismada da kentsel
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kesimden gelen hastalarda KE pozitifliginin kirsal
kesimlerden gelenlere gore daha yiksek oldugu
bildirilmis, bu durumun kirsaldan kentsele goce bagli
olabilecegi ifade edilmistir. Bunun yaninda Cakan ve
ark.“” tarafindan yapilan ¢alismada, kirsal kesimden
gelen hastalarda KE pozitifligi oraninin  kentsel
kesimlerden gelenlere kiyasla anlamli sekilde yiiksek
oldugu bildirilmistir.

Calismamizda IHA yontemiyle pozitif olarak bulunan
39 hastadan ikisi (%5.6) ICT yontemiyle negatif
saptanmistir.  Yapilan c¢alismalarin  ¢ogunda [HA
yonteminin yiksek duyarliliga ve 6zgullige sahip bir
yoéntem oldugu gosterilmistir. Kog ve ark.® tarafindan
yapilan ¢alismada IHA testinin duyarliigi %61-96,
0zgllliglu %90-100 arasinda bildirilmistir. Esgin
ve ark.’® 85 hastanin serum o6rnegiyle yaptiklar
galismalarinda IHA yodnteminin pozitiflik oraninin
%78.3 oldugunu bildirmislerdir. Njeruh ve ark.?
Kenya’da yapmis olduklari calismada, kist hidatik
sivisini antijen olarak kullanmislar ve bu antijen ile
yapilan IHA yénteminin duyarhhgini ve 6zgullGgiini
yuksek bulmuslardir.

immiinokromatografik kart testleriise, diisiik maliyeti
ve hizlisonugvermesinedeniyle diinyada yayginolarak
kullanilan testlerdir. Testte kullanilan nanopartikdller
sayesinde analiz sonucu gozle gorilebilmekte ve
ek bir cihaza gerek duyulmamaktadir. Bu testler
genellikle kalitatif olarak kullanilr. Testlerde yiksek
secicilige sahip antijen ve antikorlar kullanildigindan,
dogruluk oranlari genellikle yiiksektir?Y. Ancak testte
kullanilan antijen ve malzemelerin 6zellikleri, testin
duyarlihgini etkileyebilir. Caismamizda iki hastanin
ICT yontemiyle negatif bulunmasinin, kitin duyarliligi
ile ilgili oldugu dislinilmektedir.

Echinococcus granulosus’un yol agtigi KE’'de klinik
bulgularin tani koymadaki vyetersizligi, radyolojik
yontemler ve serolojik testlere egilimi artirmistir.
Radyolojik yontemlerin, kistin yerlesimi ve boyutuna
iliskin bilgi vermesine karsin, kistin benzer kistik
olusumlardan ayriminda ve tedavi takibinde
yetersiz kalmasi, enfeksiyon varligi siiphesi bulunan
olgularda radyolojik bulgulara ilaveten hastaliga 6zgi
antikorlari tespit eden serolojik tani yontemlerinin
kullanimini zorunlu kilmigtir®,
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IHA yonteminin kolay uygulanabilir ve
degerlendirilebilir olmasi gibi 6zelliklerinin yani sira
maliyetinin disik olmasi, sonug verme sliresinin
kisa olmasi gibi 6nemli avantajlari, KE tanisinda en
fazla kullanilan yontemlerden biri olmasina neden
olmustur®?,

Bu galisma bir 6n galisma niteliginde olup kullanilan
IHA ve ICT sonuglari birbirine yakin bulunmustur.
Fakat testlerin etkinliginin saptanabimesi igin
saglikli kontrol ve diger paraziter enfeksiyona sahip
hastalarin serumlari da dahil edilerek daha genis
¢apli galismalar planlanmasi gerekmektedir.
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Amag: Yodun bakim dniteleri (YBU) ézellikli cihazlar ve tibbi desteklerle kritik hastalarin takip edildigi
merkezlerdir. Yogun bakim (initelerinde takip edilen hastalarda gelisen hastane enfeksiyonlari morbidite ve
mortalite oranlarin arttirmasinin yaninda ciddi mali kayiplara neden olmasi nedeniyle de kiiresel bir sorun
olarak gériilmektedir. YBU’de en sik izole edilen patojenlerin arasinda Escherichia coli gibi Enterobacteriaceae
tirlerinin oldugu bilinmektedir. Bu bakteriler arasinda da E. coli’nin oransal baskinligi dikkat gekicidir.

Yontem: Ocak 2018 - Aralik 2022 yillari arasinda tibbi mikrobiyoloji laboratuvarimiza yogun bakim kliniklerinden
gelen 219 hastaya ait kan kiltiirlerinden izole edilen E. coli izolatlari dahil edildi ve bu izolatlara ait veriler
retrospektif olarak degerlendirildi.

Bulgular: YBU’lerinde 2018-2022 yillari arasinda yatan ve kan kiiltiirlerinde iireme tespit edilen 1976 hastanin
219 tanesinde E. coli tiremesi tespit edildi. E. coli izole edilen hastalarin ise %48’i kadin, % 52’si erkek ve yas
ortalamalari ise 70.42 (19-98) olarak hesaplandi. E. coli izolatlarinin antibiyotik direng oranlari incelendiginde
tim yillar icerisinde en yiiksek oran ampisilinde tespit edildi.

Sonug: Bazi yillarda direncin artis egiliminde oldugu, sonraki yillarda ise 6nce azalisa gecip sonra tekrardan
ylikselise gegtigi izlenmistir. Bu durum, bakteriyemilerin hastane kaynakli direngli suslarin neden oldugu
salginlardan kaynaklandigini; enfeksiyon kontrolii ve etkin temizlik gibi gerekli 6nlemleri alarak bu salginlarla
miicadele edersek direncin yayilimini kontrol altina alabilecedimizi; ayrica her hastanenin akilci antibiyotik
kullanim politikalarini belirlemek icin kendi verilerini olusturmasi gerektigini géstermektedir. Ayrica, klinisyenler
ile tibbi mikrobiyologlarin isbirligi icinde ¢alismasi da bliyiik 6nem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, Escherichia coli, Kan Kiltiri
ABSTRACT

Objective: Intensive care units (ICUs) are centers where critically patients are followed up with specialized
devices and medical supports. Nosocomial infections in patients followed up in intensive care units are seen as
a global problem due to the increase in morbidity and mortality rates, as well as causing serious financial losses.
It is known that Enterobacteriaceae species, such as Escherichia coli, are among the most frequently isolated
pathogens in ICUs. Among these bacteria, the proportional dominance of E.coli is remarkable.

Methods: A retrospective analysis was done using the E.coli isolates obtained from the blood cultures of 219
patients referred from the intensive care units to laboratory between January 2018 and December 2022.
Results: E. coli growth was detected in 219 of 1976 patients hospitalized in ICUs between 2018-2022. E. coli
isolated patients were 48% female and 52% male, and the mean age was 70.42(19-98). Among the antibiotic
resistance rates of E.coli isolates, the highest rate was found in ampicillin for all years.

Conclusion: It was observed that antibiotic resistance tended to increase in some years, followed by declines
and elevations. This indicates that bacteremia is caused by the outbreaks due to hospital-acquired resistant
strains. It is obvious that if we could fight against these epidemics by taking necessary precautions, such as
infection control and effective cleaning, we could indeed control the spread of the resistance. Each hospital
should develop its own data to determine rational antibiotic use policies, and clinicians should cooperate with
medical microbiologists in these circumstances.
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GIRIS

Yogun bakim (niteleri (YBU) 6zellikli cihazlar ve
tibbi desteklerle kritik hastalarin takip edildigi
merkezlerdir®. Yogun bakim (nitelerinde takip
edilen hastalarda gelisen enfeksiyonlar morbidite ve
mortalite oranlari arttirmasinin yaninda ciddi mali
kayiplara neden olmasi nedeniyle global bir sorun
olarak gorulmektedir®3), Enfeksiyon oranlarindaki
artisin  ve tedavideki antimikrobiyal direncin
nedeni olarak YBU’deki hastalara uygulanan invaziv
uygulamalar, genis spektrumlu antibiyotiklerin yogun
kullanimi ve hastane yatig surelerinin uzamasi gibi
nedenler gosterilebilir>,

YBU’de en sik izole edilen patojenlerin arasinda
Escherichia coli gibi Enterobacterales tirlerinin
oldugu bilinmektedir®>. Cok merkezli vyapilan
bir calismada YBU hastalarinda tespit edilen
enfeksiyonlarda son 10 yilda ¢oklu ilaca direncli Gram
negatif bakteri oranlarinin arttig gosterilmistir®®. Bu
bakteriler arasinda da E. coli’'nin oransal baskinligi
dikkat cekicidir. E. coli’'nin bir ¢ok sero tipinin
herhangi bir hastaliga yol agmazken bazi serotipleri
6luimctl  enfeksiyonlara neden  olmaktadir?,
Serotiplerin biyuk bolimi bagirsaklarda kommensal
olarak bulunur ve miktarlar diskida 10°-10° KOB/g
kadardir. Bagirsaklarda flora bakterisi olarak bulunan
Enterobacterales ailesine (ye diger bakterilerle
birlikte enfektif mikroorganizmalara karsi immin
sistemin aktivitelerinde yer alirlar. Cogu bireyde
apatojen olarak normal bagirsak florasinda yer
alan E. coli, bagisikligi baskilanmis konaklarda ya
da c¢esitli mekanizmalarla gastrointestinal bariyeri
asarak virulan suslarin yaninda enfeksiyonlara neden
olabilir®, Bu enfeksiyonlar kan dolagimi, solunum
yolu, idrar yolu, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari
olarak siralanabilirt®),

Etkenlerin antibiyotik direng siirveyansinin yapiimasi
ve etkin enfeksiyon kontrol yontemleri uygulamalari
direngli  izolatlarin  kontroliinde  buylik yer
tutmaktadir®™*4, Farkli merkezlerin farkl antibiyotik
direng profilleri  olabilecegi  distunuldigiinde,
antibiyotik direncinin 6nlenmesi ve varsa kontrol
altinda tutulmasi icin her merkezin kendi antibiyotik

266

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2023;53(4):265-271

diren¢g profilini ¢ikararak takip etmesi ¢ok
onemlidir39),

Calismamizda hastanemiz yogun bakim Unitelerinde
takip edilen hastalarin kan kiltirlerinden soyutlanan
E. coli izolatlarinin antibiyotik diren¢ oranlarinin
belirlenmesi ve antibiyotik direng surveyansinin
yapilmasi sonucunda elde ettigimiz verileri irdeleyip
literatire katkida bulunarak klinisyenlerin dogru
antibiyotik kullanim stratejilerini gelistirmelerini
amagcladik.

GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Saglik Bilimleri Universitesi, Giilhane
Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
(16.05.2023 tarih ve 2023/175 sayi) onaylanmistir.

Ocak 2018 - Aralik 2022 wyillari arasinda tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarimiza COVID-19 disi yogun
bakim kliniklerinden gelen 219 hastaya ait kan
kiltirlerinden izole edilen E. coli izolatlari dahil
edildi ve bu izolatlara ait veriler retrospektif olarak
degerlendirildi. Hastalara ait tekrarlayan Gremelerde
calismaya sadece ilk izolat dahil edildi. Yillara gore
ayrim yapilirken izolatlarin ilk ireme zamani dikkate
alindi.

Kan kaltir sisesine alinan numuneler BACTEC 9120
(Becton Dickinson, ABD) otomatik kan kultira
cihazinda bes giin inkiibasyona birakildi. Pozitif
sinyal veren siselerden Gram boyama yapildi, %5
koyun koyun kanli agar ve Eosin Methylene Blue
(EMB) agara ekimler yapilarak 37°C’de 24-48 saat
siireyle inkiibe edildi. Ureme olan plaklara yapilan
gram boyamada Gram negatif basil gorinimi
tespit edilen bakterilerin identifikasyonu “Matrix
assisted laser desorption ionization time of flight
mass spectrometry” (MALDI-TOF MS, Bruker,
Germany) ile yapildi. Antibiyotik duyarliliklari ise
VITEK-2 (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile
yapilip, sonuglar EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) standartlarina
gore degerlendirildi®. Calisma Helsinki
Deklarasyonu’na uyumlu sekilde yaratalda.
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istatistiksel Analiz: Veriler SPSS (Ver 22.0, ABD)
paket programina aktarilarak bilgisayar ortaminda
veri kontrolii ve analizler yapilmistir. Istatistiksel
degerlendirmede tanimlayici degerler ortalama ve
(%) ylizde olarak olarak verilmistir.

BULGULAR

Yogun bakim Unitelerinde 2018-2022 yillari arasinda
yatan ve kan kulturlerinde Ureme tespit edilen
1976 hastanin takip edildikleri servisler Sekil 1'de
gosterilmistir.

Bu hastalarin %55'i erkek, %45’i kadindi. Yas ortalamalari
68.3 (0-100) olarak hesaplandi. Toplam 1976 hastada
coklu Uremelerle birlikte 3851 mikroorganizma izole
edildi. Bunlardan 2235 (%58)'i Gram pozitif bakteri,
1570 (%48.5)'i Gram negatif bakteri, 46 (%1.5)’sI ise
mayaydi. Gram negatif bakterilerin tur dagiimi Tablo
1'de 6zetlenmistir (Tablo 1).

4% 1%

= Anestezi YBU

= Beyin Cerrahisi YBU = Cerrahi YBU

Dahiliye YBU = Goglis YBU = Kardiyoloji YBU

= KVC YBU = Néroloji YBU

Sekil 1. Kan kiiltiirlerinde iireme olan YBU hastalarinin
servislere gore dagihmi

Tablo 1. Gram negatif bakterilerin tiir dagihmi

Bakteri (N=1570) Sayi n (%)
Klebsiella pneumoniae 461 (29.5)
Acinetobacter baumannii 415 (26.5)
Escherichia coli 219 (14.0)
Pseudomonas aeruginosa 110 (7.0)
Enterobacter spp. 35(2.0)

Diger 330 (21.0)

= Anestezi YBU

= Cerrahi YBU

= Dahiliye YBU
Kardiyoloji YBU

= Gogiis Hastaliklari YBU

= Néroloji YBU

= KVC YBU

= Beyin Cerrahisi YBU

Sekil 2. Escherichia coli izole edilen hastalarin yogun bakim
tinitelerine gére dagihmi

YBU’den gelen kan kiiltiirlerinden E. coli izole edilen
hastalarin ise takip edildikleri servisler Dahiliye
Yogun Bakim (%47), Cerrahi Yogun Bakim (%19),
Anestezi Yogun Bakim (%17), Kardiyoloji Yogun
Bakim (%11), Kalp ve Damar Cerrahisi Yogun Bakim
(%3), Gogus Hastaliklari Yogun Bakim (%2), Noroloji
Yogun Bakim (%0.5) ve Beyin Cerrahisi Yogun Bakim
(%0.5) seklindeydi (Sekil 2).

Escherichia coli izole edilen hastalarin ise %48’
kadin, % 52’si erkek ve yas ortalamalari ise 70.4 (19-
98) olarak hesaplandi. E. coli izolatlarinin antibiyotik
direng oranlari incelendiginde tim yillar igersinde
en yiuksek oran ampisilinde tespit edildi. Diger
antibiyotiklere ait direng oranlari ve yillara gore
dagihmi Tablo 2’'de 6zetlenmistir.

TARTISMA

YBU’de takip edilen hastalarda genis spektrumlu
antibiyotiklerin  kullanilmasi, invaziv girisimlerin
uygulanmasi ve uzamis yatis siireleri gibi nedenlerden
dolayi ¢esitli enfeksiyonlarin gelisimi kolaylasmakta
bu nedenle de mortalite ve morbiditede artis
gorilmektedir®9. Enfeksiyona neden olan izolatlarin
tir dagilimi genel olarak enfeksiyon gelisen
sisteme gore farklilik gosterse de ¢ogunlukla Gram
negatif bakteriler basi ¢cekmektedir®™. ingiltere’de
yapilan ¢ok merkezli bir siirveyans c¢alismasinda
kan orneklerinde Gram negatif bakterilerin ilk
siraya yukseldigi, gegctigimiz son 20 vyil igerisinde
Gram pozitif bakterilerin ve mantarlarin yerini
aldigr gosterilmistir*?. Son yillarda Gram negatif
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Tablo 2. Escherichia coli izolatlarinin yillara gére antibiyotik direng oranlarinin dagilimi (%)
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Yil

Antibiyotik 2018 (n=43) 2019 (n=42) 2020 (n=45) 2021 (n=48) 2022 (n=41)
Ampisilin 88.37 73.81 80 83.33 75.61
Piperasilin-Tazobaktam 23.26 21.43 11.11 14.58 24.39
Sefepim 69.77 64.29 64.45 66.67 53.66
Seftriakson 72.09 66.67 55.56 77.08 65.85
Sefuroksim 81.40 69.05 66.67 62.50 70.73
Sefoksitin 27.91 23.81 20 10.42 24.39
Seftazidim 62.79 66.67 57.78 58.33 70.73
imipenem 4.65 7.14 15.54 4.17 7.9
Meropenem 4.65 7.14 8.88 4.17 4.88
Ertapenem 9.30 7.14 13.33 4.17 9.76
Siprofloksasin 67.44 61.91 42.22 64.58 58.54
Amikasin 34.88 7.14 6.66 4.17 9.76
Gentamisin 20.93 28.57 11.11 31.25 31.71
Tigesiklin 0 0 0 4.17 7.32
Trimetoprim-Sulfametoksazol 36.65 42.38 40 41.67 51.22

bakterilerin bakteriyemiye neden olmalarindaki
artisin nedeni olarak bu bakterilerde gelisen coklu
ilaglara karsi gelisen direngler, bu direnglere ragmen
yeni ve etkili antibiyotik kesfedilmemesi, pulmoner
ve Uriner sistem enfeksiyonlarina sekonder olarak
bakteriyeminin gelismesi ve P. aeruginosa ve A.
baumannii  prevalansinin  hastane enfeksiyonu
kaynakli artisi sayilabilir®3,

2012 yilinda ¢cok merkezli yapilan baska bir calismada
YBU’de takip edilen hastalara ait kan numunelerinden
en sik izole edilen bakteriler sirasiyla Acinetobacter
spp. (%12.2), Klebsiella spp. (%11.9) ve Pseudomonas
spp. (%11.4) olarak tespit edilmistir®. Benzer
sonuglarin elde edildigi Hindistan’da yapilan baska
bir calismada ise bakteriyemiye neden olan olan
etkenler; A. baumannii (%21.5) ve K. pneumoniae
(%18) olarak rapor edilmistir*>.

Daha vyakin tarihli yapilan bir c¢alhsmada ise
bakteriyemiye neden olan etkenler arasinda E.
coli (%23)'nin ilk sirada yer aldigi gorGlmuastiri?,
Kanada’da 2015 yilinda yapilan bir calismada, yogun
bakim Unitelerinde bakteriyemi nedeniyle takip
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edilen hastalarda yine en sik saptanan etkenin
E. coli (%21) oldugu saptanmistir®®. Ulkemizde
yapilan bir calismada ise yogun bakim (nitelerinde
bakteriyemiye neden olan Gram negatif bakteriler
sirasiyla  A.  baumannii  (%31), K. pneumoniae
(%27), E. coli (%24), P. aeruginosa (%9) olarak
bulunmustur®”. Ancak 2020 yilinda Tirkiye’nin farkli
bolgelerinde yer alan 120 laboratuvarin katildigi ve
%90’dan fazlasinin kan orneklerinin olusturdugu
WHO CAESAR (Central Asian And Eastern European
Surveillance Of Antimicrobial Resistance) raporuna
gore en fazla izole edilen etkenler sirasiyla E. coli, K.
pneumoniae, A. baumannii ve P. aeruginosa seklinde
raporlanmistir®®, WHO CAESAR raporundan farkli
olarak bizim calismamizda ilk sirada K. pneumoniae
(%29.5) yer alirken onu, A. baumannii (%26.5) E. coli
(%14), P. aeruginosa (%7) ve Enterobacter spp. (%2)
izlemistir.

Diger servislerden izole edilen etkenlerle
kiyaslandiklarinda, YBU’de takip edilen hastalardan
soyutlanan izolatlarin ortak 6zellikleri daha yiksek
oranda antibiyotik direncine sahip olmalaridir. Bu
nedenle kullanilan genis spektrumlu antibiyotik
orani artmakta direncin hem sebebi hem de sonucu
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olarak bu durum da antibiyotik direnciyle micadele
ederken yeni direnglerin gelismesine yol acarak
bir kisir déngiiye sebep olmaktadir®*, Son 30 yil
icerisinde Gram negatif bakterilerin etken olarak izole
edilmelerindeki artisin yani sira direng oranlarindaki
artis da dikkat cekicidir?®. Ampirik tedavide
siprofloksasin ve trimetoprim-silfametoksazolun
yaygin olarak kullanilmasi bu antibiyotiklere karsi
diren¢ artisindan  sorumlu  tutulmaktadirl?+?2,
Siprofloksasin  direnci  (%23.8), aminopenisilin
direncini (%57.1) takip ederek Avrupa’da ikinci
en yuksek diren¢ oranina sahip antibiyotik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir®), Bizim ¢alismamizda da
literatlrle uyumlu olarak ampsilin, siprofloksasin,
sefalosporinler ve trimetoprim-silfametoksazol
gibi tedavide siklikla kullanilan ajanlara karsi yliksek
direng oranlari saptanmistir?*?”,  Cin'de yapilan
10 yilhk verilerin retropektif olarak incelendigi bir
calismada vyillar icerisinde kan kiltirlerinden izole
edilen E. coli suslarinin sefalosporin ve aztreonam
direng oranlarinda disls oldugu gosterilmistir?”,
Yine baska merkezde vyapilan 1998-2017 villari
arasindaki kan kultir sonuglarinin incelendigi baska
bir calismada E. coli suslarinin birinci kusak sefazolin,
ikinci kusak sefazolin ve sefuroksim, tglinci kusak
sefazolin, sefotaksim ve seftazidim, dordinci kusak
sefazolin, sefepim ve aztreonam direng oranlarinda
yillar icerisinde azaldigi tespit edilmistir®®. Bizim
calismamizda da direng oranlarinda yillar icerisindeki
degisim izlendiginde ise bu yliksek direng oranina
sahip antibiyotiklerde ampsilin, siprofloksasin ve
sefalosporinlerde dusls izlenirken trimetoprim-
slilfametoksazolde ise artis gdze carpmistir.

GSBL pozitif bakterilerin tedavisinde kullanilan
ilk ajanlar karbapenemlerdir ancak takip edilen
hastalardaki  uygunsuz  kullanimlari  nedeniyle
karbapenemlere karsi da direncin gelismesi 6nemli
sorunlardan biri haline gelmistir@>39,2013-2017 yillari
arasinda Tirkiye’de yapilan bir calismada YBU'de
izole edilen E. coli suslarinda karbapenem direnci
%1.4 olarak tespit edilmistir®?. 2013 yilinda bu oran
%0.5 iken 2017 yilinda %2.3 olarak bulunmustur®,
Baska bir calismada ise 2014-2017 yillari arasindaki
direng durumu irdelenmis, 2014 yilinda %4.1 olan E.
coli suslarinin karbapenem direnci 2017 yilinda %7.5
olarak tespit edilmistir®?. Yurtdisinda yapilan E. coli
karbapenem diren¢ oranlarinin yillar icerisindeki

degisiminin incelendigi bir ¢alismada yogun bakim
Unitelerinde takip edilen hasta grubunda direng
oraninin artis egiliminde oldugu ancak yogun bakim
harici servislerde takip edilen hasta grubunun
direng oranlarinda anlaml bir degisiklik olmadigi
gosterilmistir?®, Bizim calismamizda ise karbapenem
direnci 2018 yilinda %6.2 olarak bulunurken 2022
yilinda ise oran %7.3'dir. Bizim g¢alismamiz ve
literatlirdeki diger calismalar degerlendirildiginde
ozellikle yogun bakim Unitelerinde karbapenem
direng oranlarinin riskli dizeylere geldigi, eger gerekli
onlemler alinmazsa bu oranlarin takip eden yillarda
artisa devam edecegi acgiktir.

Tedaviye direngli enterik patojenlerin
tedavisinde kullanilan bir baska antibiyotik ise
antipsodomonal bir penisilin  olan piperasilin-
tazobaktamdir. Tipki karbapenemlerde oldugu gibi
piperasilin-tazobaktamin da uygunsuz kullanimi
Enterobacteriaceae’da  dirence neden olarak
tedavideki basariyi duslrmistur®®. Aydemir ve
ark’larinin®)  yaptigi  bir calismada piperasilin
tazobaktam direnci E. coli izolatlari icin %44.6
olarak bulunmustur. Bizim calismamizda bu oran
bu tablonun aksine 2018 vyili igcin %23.26 olarak
bulunmusken 2022 yilinda ise %24.39 gibi gérece
distk oranda tespit edilmistir Bu sonug bize
direng oranlarinin hastaneler arasinda degisiklik
gosterebilecegini bu nedenle her hastanenin kendi
antibiyotik direng profilini ¢ikararak takip etmesi
gerektiginin direng sorunuyla miicadelede ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir.

Calismamizdaki diger bir 6nemli husus da antibiyotik
direncininyillaricindeki degisken seyridir. Baziyillarda
direncin artis egiliminde oldugu, sonraki vyillarda
ise Once azalisa gegip sonra tekrardan yikselise
gectigi izlenmistir. Bu durumun bakteriyemilerin
hastane kaynakli direngli suslarin neden oldugu
salginlardan kaynaklandigini, enfeksiyon kontrolu
ve etkin temizlik gibi gerekli onlemleri alarak bu
salginlarla micadele edersek direncin yayilimini
kontrol altina alabilecegimizi, tim bunlarla birlikte
saglik merkezlerinin kendi verilerini gikartmasinin
akilcr antibiyotik kullanim politikalari dogrultusunda
alinacak 6nlemler igin hayati bir nem tasidigini ayrica
gerek klinik gerekse laboratuvar uzmanlarinin yakin
ishirligi icinde calismasi gerektigini disiinmekteyiz.
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Amag: Human papillomavirus (HPV), deri ve mukozal epitel hiicrelerinde ¢ogalabilen kiigiik, ¢ift zincirli bir DNA
virdistidir. HR-HPV genotiplerinin kalici enfeksiyonlari, servikal kanser vakalarinin %99°dan fazlasinda baslica
neden olarak kabul edilmektedir. Biz de ¢alismamizla, tiniversite hastanemize basvuran bélgemizde yasayan 18
yas lstii hastalarda HPV sikligini ve HPV16, HPV18 ve 12 diger HR-HPV genotipinin varligini retrospektif olarak
saptamayi ve sunmayi amagladik.

Yontem: Calismamiza Eyliil 2017 — Nisan 2021 tarihleri arasinda kadin hastaliklari ve dogum poliklinigine
basvuran 18 yas (stii 685 hastadan alinan PreservCyt® soliisyonu igerisindeki servikal firca numunesi ve pap
smear sonuclari dahil edildi. HPV genotiplendirmesi Roche cobas® 4800 (Roche, Isvicre) tam otomatik sistemi
kullanilarak dretici direktifleri dogrultusunda ¢alisildi.

Bulgular: Calismamiza dahil edilen 685 kadin hastanin 126’sinda (%18.4) HR-HPV pozitifligi bulunmustur. HPV
pozitif bulunan kadinlarin %4.5’unda HPV16 pozitifligi saptanirken, HPV18 pozitifligi %1.8 ve diger 12 HR-HPV
genotipi pozitifligi ise %12.1 oraninda saptandi. HPV16 pozitif hastalarin tgiinde LSIL, ikisinde HSIL ve birinde
ASC-US tipi saptanirken, HPV18 pozitif 12 hastanin sadece birinde ASC-US saptandi. Diger yliksek risk HPV
genotipini tastyan hastalarda ise bir LSIL, bir HSIL ve d6rt ASC-US belirlend!.

Sonug: Calismamizdan elde edilen veriler bélgemizde hastanemize basvuran kadinlarda HR-HPV pozitifliginin
diinyadaki ve iilkemizdeki bazi verilerle uyumlu oldugu, ancak genel olarak daha diisiik oldugu gériildi. Genotip
dagihmina bakildiginda HPV16 ve HPV18 pozitifligi yaninda diger HR-HPV genotiplerinin de oldugunu, HPV16
ve HPV18’e karsi asi ile korunma saglanabilecek olmasina karsin bazi HR-HPV genotiplerinin ilerleyen siiregte
sorun olabilecedini bize diisiindirmdistiir.

Anahtar kelimeler: HPV, HR-HPV, genotip, Cobas 4800
ABSTRACT

Objective: Human papillomavirus (HPV) is a small, double-stranded DNA virus that can replicate in skin and in
mucosal epithelial cells. Persistent infections of the HR-HPV genotypes are considered as the causative agents
in more than 99% of cervical cancer cases. In our retrospective study, we aimed to determine the frequency of
HPV and the presence of HPV16, HPV18 and other 12 HR-HPV genotypes in patients over the age of 18, from
our region who applied to our university hospital.

Methods: Cervical brush sample in PreservCyt® solution and pap smear results of 685 patients over the age
of 18 who applied to the gynecology and obstetrics outpatient clinic between September 2017 and April 2021,
were included in our study. HPV genotyping was performed using the Roche Cobas® 4800 (Roche, Switzerland)
fully automatic system in accordance with the manufacturer’s instructions.

Results: HPV was identified in 126 (18.4%) of 685 female patients included in our study. While HPV16 was
detected in 4.5% of HR-HPV positive women, HPV18 was found in 1.8% and 12 other HR-HPV genotypes was
found in 12.1%. While LSIL was detected in three, HSIL in two, and ASC-US in one of HPV16 positive patients,
ASC-US was detected in only one of 12 HPV18 positive patients. One LSIL, one HSIL and four ASC-US were
determined in patients with other high-risk HPV genotypes. As a result, the data obtained from our study
showed that HR-HPV positivity in women admitted to our hospital in our region was compatible with some data
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in the world and in our country; however, it was relatively lower in general. Considering the genotype distribution, it led us to think that there were other HR-HPV

genotypes besides HPV16 and HPV18 positivity.

Conclusion: The data obtained from our study showed that HR-HPV positivity in women from our region admitted to our hospital was relatively compatible with
some of the data in both our country and the world; however, it was relatively lower in general. Considering the genotype distribution, we think that there are
other HR-HPV genotypes other than HPV16 and HPV18 positivity, and although protection against HPV16 and HPV18 can be provided by vaccination, some HR-

HPV genotypes may be a problem in the future.

Keywords: HPV, HR-HPV, cobas 4800
GIRIS

Human papillomavirus (HPV), deri ve mukozal epitel
hicrelerinde ¢ogalabilen kiguk, ¢ift zincirli bir DNA
virtstidur. Su an uluslararasi HPV referans merkezi,
230 HPV alt tipi bildirmistir®. Genital HPV genotipleri
kanser yapma potansiyellerine gore yuksek risk
(HR) ve dusuk risk (LR) gruplarina ayrilmaktadir®?.
HPV enfeksiyonlari diinya capinda en yaygin cinsel
yolla bulasan enfeksiyonlardandir (STI) ve her iki
cinsiyet icinde, cinsel olarak aktif bireylerin en
az %50’sini hayatlarinin bir noktasinda etkiler®.
GLOBOCAN’In 2018 istatistiklerine gore, servikal
kanserler kadinlarda en sik saptanan kanserler
arasinda dordiinclii sirada gorilmektedir. Yine bu
rapora gore 2018’de, 310.000 6lime neden olmus
ve 570.000 yeni vaka gozlenmistir®. Servikal kanser
vakalarinin buyik ¢ogunlugu az gelismis Ulkelerde
tespit edilmektedir. Bir veya birden fazla yiiksek risk
(HR)-HPV genotiplerinin kalict enfeksiyonlari, servikal
kanser vakalarinin %99’dan fazlasinda baslica neden
olarak kabul edilmektedir®. Piyasada HPV’den
korunabilmek amacl, ticari olarak temin edilebilen (g
tane HPV asisi bulunmaktadir. Bunlar; ikili HPV asisi,
dortlt HPV asisi ve dokuzlu HPV asisidir. Buna karsin,
bu asilarin iceriklerindeki genotipler tim HR-HPV
genotiplerini kapsamamaktadir®”. HPV DNA tabanh
molekiler testler glinimizde WHO tarafindan
primer tarama icin 6nerilen testlerdir. Turkiye’de
2004 yilinda pap smear kullanilarak popilasyona
dayali bir HPV tarama programi baglatiimasina karsin,
bu ¢ok basarili olamamistir. 2014 yilinda bu program
tekrar dizayn edilmis merkezi laboratuvarda primer
HPV DNA ve HPV genotip tarama algoritmasi seklinde
yeniden olusturulmus ve ilk sonuglar yayinlandiginda
farkli yiiksek riskli (HR-HPV) tiplerinin de tGlkemizdeki
vakalarda siklikla goézlendigi anlasilmistir®. Biz de
bu nedenle c¢alismamizla, universite hastanemiz
kadin hastaliklari ve dogum poliklinigine basvuran
boélgemizde yasayan 18 yas Ustl hastalarda HPV
sikligini ve HPV16, HPV18 ve 12 HR-HPV genotip
dagihminiretrospektif olarak arastirmayi ve boylelikle

bolgemize ait molekiler epidemiyolojik veri sunmayi
amagladik.

GEREG VE YONTEM

Bu arastirma, Harran Universitesi, Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan (06.09.2021 tarih ve
HRU/21.15.30 say1) onaylanmistir.

Calismamiza Eylil 2017 — Nisan 2021 tarihleri
arasinda kadin hastaliklari ve dogum poliklinigine
basvuran 18 yas Ustl 685 hastadan alinan PreservCyt®
sollsyonu igerisindeki servikal firga numunesi
dahil edildi. Tidm numuneler klinikten hizlica
laboratuvarimiza ulastirilarak, calismalar yapilana
kadar 2-8°C’da bekletildi. HPV genotiplendirmesi
cobas 4800 tam otomatik (cobas’ x480) ve real-
time PCR (cobas® z 480) sistemi kullanilarak Uretici
direktifleri dogrultusunda calsildi. cobas’ 4800
sistemi ile gecerli calismalar sonrasi 14 farkli yiiksek
risk iceren HPV genotipine karsi lg farkh sonug elde
edildi. Bunlar: tek basina HPV16, tek basina HPV18
ve diger 12 HR-HPV havuzu genotipi (31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, and 68) pozitifligiydi.
Tam otomatize sistem tarafindan her bir ¢alismada
pozitif ve negatif kontrol sonuglari yaninda, internal
kontrol olarak numunedeki hicresel durum beta
globin varligi tespit edilerek kontrol edildi ve tim bu
verilerin otomatik analizi ile gegerliligi kontrol edildi.

BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 685 kadin hastanin
126’sinda (%18.4) HR-HPV pozitifligi saptandi. Pozitif
saptanan hastalarda HPV16, HPV18 veya diger 12
HR-HPV pozitifligi sonuglarindan birisi saptandi.
Calismamizda incelenen tiim numunelerde sadece
tek HR-HPV pozitifligi saptanirken, birden fazla
HPV genotipi ile pozitiflik gdzlenmedi. Hastalarin
yas ortalamasi 39 (18-74) olarak saptanirken, farkl
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Tablo 1. HPV tespiti icin bagvuran hastalarin yas gruplarinin dagilimi

Yas aralig1 Yas Toplam Sayi HPV16 (+) HPV18 (+) Diger 12 HR-HPV (+) Saptanmadi
Ortalamasi n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
18-19 18 4(0.6) 0(0) 0(0.0) 1(0.1) 3(0.4)
20-29 26 95 (13.9) 3(0.4) 2(0.3) 8(1.8) 82 (12)
30-39 35 292 (42.6) 15(2.2) 5(0.7) 37(5.4) 235 (34.3)
40-49 44 199 (29.1) 9(1.3) 3(0.4) 25(3.6) 162 (23.6)
50-59 54 75 (10.9) 3(0.4) 2(0.3) 10 (1.5) 60 (8.8)
60-69 63 17 (2.5) 1(0.1) 0(0) 2(0.3) 14 (2)
70-77 74 3(0.4) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 3(0.4)
Toplam 39 685 (100) 31 (4.5) 12 (1.8) 83(12.1) 559 (81.6)
HR=Yiiksek risk
Tablo 2. Yillara gére HPV kontrolii igin basvuran hastalarin yas ortalamalarinin dagilimi
Villar Yas Toplam Sayi HPV16 (+) HPV18 (+) 12 HR-HPV (+) Saptanmadi
Ortalamasi n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
2017 39 103 (15) 2(0.3) 2(0.3) 13 (1.9) 86 (12.6)
2018 39 375 (54.7) 20(2.9) 6(0.9) 49 (7.2) 300 (43.8)
2019 39 170 (24.8) 9(1.3) 4(0.6) 19 (2.8) 138 (20.1)
2020 - 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
2021 34 37(5.4) 0(0.0) 0(0.0) 2(0.3) 35(5.1)
Toplam 39 685 (100) 31(4.5) 12 (1.8) 83(12.1) 559 (81.6)

HR=Yiiksek risk

yas gruplarinda hasta dagilimlari incelendiginde
30-39 yas araligi grubunun diger yas gruplarina
gore daha fazla hastaneye basvurdugu anlasildi.
HR-HPV pozitifliginin dagihmi yas gruplarina gore
incelendiginde en sik 30-39 yas grubunda pozitiflik
oldugu goruldd. Tum hastalarda HPV16 pozitifligi
hastalarin  %4.5’unda saptanirken, HPV18 %1.8
ve diger 12 HR-HPV genotipi pozitifligi ise %12.1
oraninda saptandi (Tablo 1).

Yillara gbre hastaneye basvuru ve HPV genotip
pozitiflikleri incelendiginde 2018 yilinda en fazla
basvuru ve pozitifligin saptandigi gorilirken, 2020
yilinda pandemi nedeniyle polkliniklerin kapali
olmasi ve uzun siren kapanmalar nedeniyle hig
hasta basvurusunun olmadig takip eden yilda da
pandeminin etkisinin devam ettigi gorildi. Tim
yillarda diger 12 HR-HPV pozitifligi hastalarda en
fazla saptanan genotip oldugu goérildi (Tablo 2).
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HPV16 pozitif 31 hastanin l¢inde “Duslk dereceli
skuamozintraepitelyal lezyon” (LSIL), ikisinde “Yuiksek
dereceli skuamoéz intraepitelyal lezyon” (HSIL) ve
birinde “Onemi belirsiz atipik skuamoz hiicreler”
(ASC-US) tipi saptandi. HPV18 pozitif 12 hastanin ise
sadece birinde ASC-US saptandi. 12 yiksek risk HPV
genotipini tasiyan 83 hastada ise bir LSIL, bir HSIL ve
dort ASC-US belirlendi (Tablo 3).

TARTISMA

HPV enfeksiyonlari ve 6zellikle HR-HPV enfeksiyonlari
servikal kanserlerin ana nedenidir ve cesitli HPV
genotipleri ile iliskili olabilmektedir®. Ayrica yas,
hormonal kontraseptif kullanimi, sigara, alkol
tiketimi HPV enfeksiyonlarini etkileyerek servikal
kanser gelisimine etki edebilmektedir®,
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Tablo 3. Yiiksek risk HPV pozitifligi saptanan hastalarda “smear”de saptanan patolojik degisimlerin dagilimlar

Bakteriyel Vajinoz benzeri

LSIL HSIL ASC-US Inflamasyon vajinal flora
HPV16 (n=31) 3(0.4) 2(0.3) 1(0.1) 19 (2.8) 6(0.9)
HPV18 (n=12) 1(0.1) 9(1.3) 2(0.3)
Diger 12 HR-HPV (n=83) 1(0.1) 1(0.1) 4(0.6) 62 (9.1) 15(2.2)

HR=Yiiksek risk; LSIL=Diisiik dereceli skuaméz intraepitelyal lezyon; HSIL=Yiiksek dereceli skuaméz intraepitelyal lezyon; ASC-US=Onemi belirsiz atipik skuaméz

hiicreler

Mosmann ve ark.1® 2021 yilinda yaptiklari ¢alisma
incelendiginde, genital numunelerdeki HPV pozitiflik
oraninin %18 oldugu gorilmektedir. Jaworek ve ark.
(111198 servikal strinti numunesinde cobas 4800
ile yaptiklari karsilastirma ¢alismasinda, numunelerin
%21’'inde HPV DNA tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Biz de benzer sekilde ¢alismamizda hastalarimizin
126'sinda (%18.4) en az bir HR-HPV genotipi
saptandigini gérdik. Smolarz ve ark.*? Polonya’da
cobas 4800 sistemi ile 280 servikal hasta numunesi
Ustline yaptiklari ¢alismalarinda, %20’sinde HPV16,
%14’Gnde HPV18 ve %33’linde de diger 12 HR-HPV
saptadiklarini bildirmislerdir. Wang ve ark.®*3 ise yine
cobas® 4800 sistemi ile Cin'de 5650 asemptomatik
kadin hastada yaptiklari galismada, HPV16’y1 %2.25,
HPV18’in %0.5, diger 12 HR-HPV’nin ise %9.15
oraninda tespit ettiklerini bildirmislerdir. Cai ve
ark." 2019 yilinda Cin’de yaptiklari ¢alismalarinda
hastalarinin yas ortalamasinin 39.8 oldugunu ve
calismaya dahil ettikleri 356 numunenin 65’inde
HPV16, 5'inde HPV18 ve 57’sinde diger 12 HR-HPV
saptadiklarini bildirmislerdir. Yurtdisinda yapilan bu
sonugclar incelendiginde yas ortalamalarinin bizim
galismamizla benzer oldugu, pozitiflik oranlarinda
degisiklikler gorilebilse de genel hatlari ile diger 12
HR-HPV’nin daha yiiksek oranda, sonrasinda HPV16
ve HPV18'in saptandigl goriilmektedir. Bu da bizim
sonuglarimizla uyumlu gérilmektedir.

Ulkemizde vyapilan calismalar incelendiginde,
Gultekin ve ark.® 2018 yilinda bildirdikleri tarama
calismasinda ozellikle 30-44 yas araliginda daha
stk HPV saptandigi, diger HR-HPV’lerin HPV-16 ve
HPV18'den daha vyiksek goruldGgi bildirilmistir.
Tarama sonuglarina goére numunelerin sadece
%3.5’inde HPV pozitifligi saptandigi gorilmektedir®.
Demirci ve ark.” vyaptiklari c¢alismalarinda ise
hastalarin %26.3’linde HPV pozitifligi saptadiklari

fakat bu galismada hem HR-HPV hem de LR-HPV
tiplerinin incelendigi gérilmektedir. Beyazit ve ark.*
201 hastada yaptiklari ¢calismalarinda HPV DNA'nin
%45.2 oraninda saptandigini bildirmislerdir. Findik
ve ark.®® 2019 yilinda yaptiklari galismada kadinlarin
%3.1'inde HPV tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Calismaya dahil olan hastalarin yas ortalamasinin
42 oldugu gorilmektedir. Muderris ve ark.“” da 495
kadinin dahil oldugu calismada yas ortalamasinin 37
oldugunu, en yuksek 30-39 yas grubunda hastanin
¢alismaya dahil oldugunu bildirmislerdir. Calismaya
dahil olan tim kadinlarin HPV ile enfekte oldugunu
bildirmislerdir. Bu gcalismada ayrica HPV16'nin %36.9,
HPV18’in ise %13.9 oraninda oldugu bildirilmistir®”.
Biz de galismamizda HPV16 pozitifligini hastalarin
%4.5'unda, HPV18 pozitifliginin %1.8 ve diger 12
HR-HPV genotipi pozitifliginin ise %12.1 oraninda
oldugunu  saptadik. Ulkemizdeki  calismalar
incelendiginde, calisilan yonteme, bolgeye, hasta
sayllarina gére HPV DNA sonuglarinda ciddi
farkhliklar olabildigi gorilmektedir. Bunun nedeninin
bize sosyoekonomik seviye ve yasam tarzlari
olabilecegini duslindirmistiir. Basvuran hastalarin
yas ortalamalarinin benzerlik gosterdigi, ©zellikle
30-39 vyas araliginda bizim c¢alismamiza benzer
sekilde ylkseklik saptandigi gorialmektedir. LR-
HPV genotiplerinin varligini saptayan ¢alismalarin
ozellikle bu oranlarin yiksekligine katki sagladigi
gorilmektedir.

Demirci ve ark.®), HPV16'nin ASC-US ve LSIL
patolojili hastalarda, HPV18’in ise HSIL hastalarda sik
saptandigini bildirmislerdir. Karimi-Zarchi ve ark.t®
benzer sekilde HPV16'nin ASC-US patolojili hastalarda
stk oldugunu tespit etmislerdir. Wang ve ark.*?
HSIL patolojili hastalarda HPV16’nin %34, HPV18’in
%16 oraninda pozitif saptandigini bildirmislerdir.
Xue ve ark.?® LSIL hastalarda, HPV16'nin %5.4,
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HPV18'in %2.98 saptandigini tespit etmislerdir.
Bu veriler patolojilere gore genotip dagilimlarinin
hasta sayisina, cografik konuma, yas gruplarina gore
farkhliklar gosterdigini bize dislindirmiistar.

Sonug¢ olarak calismamiz verileri bélgemizde
hastanemize basvuran kadinlarda HPV16 ve HPV18
pozitifligi yaninda diger HR-HPV genotiplerinin de
oldugunu, HPV16 ve HPV18’e karsl asi ile korunma
saglanabilecek olmasina karsin bazi  HR-HPV
genotiplerinin ilerleyen sirecte sorun olabilecegini
bize dustndirmistir. American Society for
Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP)nin
2019 6nerilerine gore diger 12 HR-HPV igin yilhk HPV
testiyle birlikte alti aylk aralarla sitoloji takibi veya
Gg yilhk HPV testiyle birlikte yilda bir sitoloji takibi
onerilir?Y, Yine bu hastalara servikal intraepitelyal
neoplazi ve servikal kanserin 6nlenmesi icin dokuzlu
HPV asisi  Onerilebilir. Verilerimiz bodlgemizdeki
durum hakkinda molekiiler epidemiyolojik bir veri
sunmaktadir.
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0z

Amag: Dizel yadi; motorlu araglarda kullanilan, birgok ¢evre sorununu olusturan gevre kirleticileri olarak
kabul edilebilir. Mikrobiyal konsorsiyum, petrol hidrokarbonlarinin bozunmasinda énemli bir rol oynayabilir.
Spesifik hidrokarbonlar (zerindeki yeni mikrobiyal ayristiricilarin taranmasi, gevre igin ¢esitli tehlikeleri olan
hidrokarbonlarin uzaklastirilmasi igin yeni bakis agilari saglar. Bu ¢alismada, mikrobiyal konsorsiyumun dizel
yaginin bozunmasi lizerindeki etkilerini belirlemeyi amagland..

Yontem: Aktif mikrobiyal konsorsiyumun olusturulmasi icin petrokimya endistrisinden ham petrol érnekleri
toplandi. Genis tarama yapabilmek igin kiltiir ortamlarinda n-tridekan, n-tetradekan, n-hekzadekan, aygicek
yagi ve zeytinyadi kullanildi. Daha sonra, bozunma deneyi %0,5 ve %0,25 dizel yagi eklendi ve ¢esitli karbon
kaynaklariyla zenginlestirilen ortamlardan 50 ml ilave edilerek gergeklestirildi. Erlenler, 21 giin boyunca 200
rpm’de déner ¢alkalayicida 30°C’de inkiibe edildi. Analitik analizler; Gaz Kromatografisi ve gravimetrik analiz
ile yapildi. Segilen izolatlarin gram reaksiyonlari, katalaz, oksidaz ve KOH testleri, lipaz ve proteaz aktiviteleri
tarandi. Basarili izolatlari belirlemek icin genomik DNA izolasyonlari ve molekiiler analizler yapild.

Bulgular: CT1 konsorsiyumu basarili pargalayici aktivite géstermistir. GC ve gravimetrik analizleri sonucunda
CT1 konsorsiyumu dizel yagini 21 giinde %93 oraninda bozundurmustur. Bu konsorsiyumun Uyeleri Citrobacter
sp., Pseudomonas japonica ve Bacillus sp. olarak belirlenmistir.

Sonug: Bu ¢calisma ile CT1 konsorsiyumundaki bakteriler ile dizel yaginin neredeyse tamamini bozundurmustur.
Bu sekilde izole edilen bakteriler; kirlenmis topraklarin gevre dostu bir sekilde iyilestirilmesi icin umut verici
bir ¢6ziim olarak hizmet edebilirler. Dizel yadi biyopar¢alanmasi, fosil yakitlara olan bagimliligi azaltmak
ve cevresel etkileri azaltmak igin énemli bir adim olabilir. Bu nedenle, bu alanda yapilan ilerici ¢alismalar,
sdrddrtlebilir enerji kaynaklarinin gelistiriimesine katki saglayabilir. Biyoteknolojik yéntemler kullanarak
mikroorganizmalarin dizel yagi parcalama yeteneklerini artiralabilir.

Anahtar kelimeler: Biyobozunma, Dizel yagi, Mikrobiyal Konsorsiyum
ABSTRACT

Objective: Diesel oil can be considered as an environmental pollutant used in motor vehicles, causing
environmental problems. The microbial consortium can play an important role in the degradation of petroleum
hydrocarbons. The screening of new microbial decomposers on specific hydrocarbons provides new perspectives
for the removal of hydrocarbons with various hazards to the environment. This study aimed to determine the
effects of microbial consortium on the degradation of diesel oil.

Methods: Crude oil samples were collected from the petrochemical industry to establish the active microbial
consortium. In order to perform wide screening, n-tridecane, n-tetradecane, n-hexadecane, sunflower oil, and
olive oil were used in the culture media. Then, the degradation test was carried out by adding 0.5% and 0.25%
of diesel oil and adding 50 ml of media enriched with various carbon sources. The bottles were incubated at
30°C on a rotary shaker at 200 rpm for 21 days. Gas Chromatography and gravimetric analysis did analytical
analyzes. Gram reactions of selected isolates were screened in catalase, oxidase, KOH tests, lipase and protease
activities. Genomic DNA isolations and molecular biological analyzes were performed to identify successful
isolates.

Results: The CT1 consortium showed successful disintegrating activity. As a result of GC and gravimetric
analysis, the CT1 consortium degraded 93% of diesel oil in 21 days. Members of this consortium are Citrobacter
sp., Pseudomonas japonica, and Bacillus sp. have been determined.

Conclusion: CT1 consortium degraded 93% of the diesel oil. Diesel oil biodegradation could be an important
step towards reducing dependence on fossil fuels and reducing environmental impacts.

Keywords: Biodegradation, Diesel oil, Microbial Consortium
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GIRIS

Son yillarda petrol kaynaklarinin sik kullaniimasiyla
birlikte bircok c¢evre sorunu yasanmaktadir.
Dizel yaglari veya madeni yaglar, otomobillerde
ve hafif ticari ara¢ motorlarinda glinlik olarak
kullanilan ham petrolden elde edilir ve motorlari
korozyona bagli problemlere karsi korurlar. Ancak;
petrol kaynaklarinin siklikla kullanimiyla birgok
cevresel problem yasanmaktadir. Ozellikle petrol
tasimaciligiyla meydana gelen petrol sizintis
kazalari ve iyi aritilmamis yagh atik sularin desarji
gibi cevresel problemler meydana gelmektedir. Bu
gevre sorunlarini ortadan kaldirmak igin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler uygulanabilmektedir.
Bu yodntemlerden biyolojik yontemler, fiziksel ve
kimyasal yontemlerden farkli olarak ekolojik dengeyi
bozmadan uygulanabilen, g¢evre dostu ve dusik
maliyetli bir uzaklastirma islemidir®™3). Bu nedenle,
mikrobiyal konsorsiyum petrol hidrokarbonlarinin
parcalanmasinda 6nemli bir rol oynayabilir. Petrol
hidrokarbonlari bakteriler, mantarlar, mayalar ve
mikroalgler tarafindan parcalanabilir.  Bununla
birlikte, biyolojik bozunmada bakterilerin 6nemli
bir Gstinligu vardir. Bakteriler, cok duisik molekiler
agirlikli alkanlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH), C9 ila (€23 arasinda degisen alifatik
hidrokarbonlarve gesitliaromatik bilesiklerden olusan
dizel yagini bozabilir*®. Ornegin, Acinetobacter
sp. tek karbon kaynagi olarak n-alkanlari (C10
- C40) kullanir®. Benzer sekilde, Alcanivorax,
Marinobacter, Thallassolituus, Cycloclasticus
ve Oleispira gibi zorunlu hidrokarbonoklastik
bakteriler olarak adlandirilan bazi  mikrobiyal
cinsler, gesitli alkan pargalanma sureglerinde 6nemli
bir rol oynar. Bu mikroorganizmalar tipik olarak
petrol ile kirlenmeden oOnce tespit edilemeyen
seviyelerde bulunurlarken, petrol kirliliginden
sonra bolgede baskin hale gecmektedirler®™®8), Bu
nedenle, bu mikroorganizmalar c¢evredeki petrol
hidrokarbonlarinin bozulmasi, donlisimi ve kaderi
icin gereklidir.

Biyolojik bozunma onceligi genellikle n-alkanlardan
dalli alkanlara, distk molekdler agirhkli n-alkil
aromatiklere, monoaromatiklere, siklik alkanlara
ve poliniikleer aromatiklere dogrudur®. Petroliin

tim bu bilesenlerini tek bir mikrobiyal tirle
parcalamak zor oldugundan, mikrobiyal konsorsiyum
uygulamalarinin  gerekliligi  iyi  bilinmektedir.
Mikrobiyal bir konsorsiyum, birgok farkli bakteri
grubunun metabolik islevi de dahil olmak (zere,
biyobozunma daha genis bir enzim aktivitesi araligina
sahiptir®. Spesifik hidrokarbonlar Uzerinde vyeni
mikrobiyal ayristiricilarin taranmasi, gevre igin cesitli
tehlikeleri olan hidrokarbonlarin uzaklastiriimasi
icin yeni bakis acilari saglar. Bu amacla calismada,
cevresel mikrooganizmalarin ticari dizel yagini
(15W40) bozundurmasi lizerindeki etkileri arastirildi.
Aktif mikrobiyal konsorsiyumun olusturulmasi igin
petrokimya endustrisinden ham petrol ornekleri
toplandi. Genis tarama yapabilmek icin farkh karbon
kaynaklari (n-tridekan, n-tetradekan, n-hekzadekan,
aycicek yagl ve zeytinyagl) enerji kaynagl olarak
kullanilarak kultir ortamlarinda inklbe edildi.
Analitik analizler igin; gravimetrik analizi ve gaz
kromatografisi yapildi. Toplam miktardan kalan dizel
yagini belirlemek icin dizel yagi bilesimi analizleri
yapildi. Segilen konsorsiyumdan g farkli mikrobiyal
izolat konsorsiyum (Uyesi olarak (retildi. Bu
izolatlara gesitli mikrobiyojik ve biyokimyasal testler
uygulanarak bu tyelerin safliklari ve farkliliklar tespit
edildi. Ayrica molekiler biyolojik analizler ile bu
izolatlarin hangi tirler ile yakin benzerlik gosterdigi
belirlendi.

GEREG VE YONTEM

Mikrobiyal Konsorsiyumun Olusturulmasi: Tim
degradasyon c¢alismalari, bazal ortam olarak
Bushnel Haas (BHY; Sigma Aldrich) ortami (%0.025
maya oOzati eklenmis) ile gerceklestirildi. Aktif
mikrobiyal kilturler elde etmek igin iki adim izlendi.
ilk adim olarak, petrokimya endistrisinin ham
petrol ¢amuru, toplam petrol hidrokarbonlarini
kullanabilen mikroorganizmalarin se¢imi icin bir
rezervuar olarak kullanildi. Bu amagla; %1 oraninda
ham petrol ¢gamuru ilave edilerek 30°C’de 200 rpm
calkalamali inklbatérde 14 giin boyunca inkiibe
edildi (Sekil 1). inkiibasyon siiresi boyunca 48 saatte
bir erlenlerdeki bulaniklilik ve cam i¢ ylizeyinde
olusan biyofilm yapilari takip edilerek mikrobiyal
treme durumlari gdézlemlendi. inkiibasyon sonunda
ikinci adim olarak; dizel yagi iceriginde bulunan orta
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a)Aktxf mikrobiyal konsorsiyumun segimi
igin petrokimya endlstrisinden ham petrol
ornekleri toplandi.
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b)50 mi BHY besiyeri ve %1 |

oraninda ham petrol camuru
ilave edildi.
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CT1 Konsorsiyumu

Sekil 1. Mikrobiyal konsorsiyumun olusturulma semasi

zincirli alifatik hidrokarbonlardan olan n-tridekan
(C13), n-tetradekan (C14), n-hekzadekan (C16) ile,
yine benzer molekil yapilarina sahip evsel kullanim
yaglarindan ticari aygigek yagi ve zeytinyagl spesifik
hidrokarbon kaynaklari olarak kullanildi. Bahsedilen
her bir hidrokarbon kaynagindan %1 oraninda olacak
sekilde 50 ml BHY ortami igeren erlenlere eklendi.
Daha sonra, birinci basamakta olusan mikrobiyal
Uremelerin gozlendigi erlenlerden %5 olacak sekilde
alinarak igerisinde spesifik hidrokarbon bulunan
her bir erlen Uzerine ilave edilerek 30°C’de 200 rpm
calkalamali inklibatorde 14 giin boyunca inkiibe
edildi. Mikrobiyal konsorsiyomun olusturulmasi igin,
14 gunlik inkGibasyon sonunda her bir erlen iyice
calkalanarak icerisinde Ureyen mikroorganizmalar
homojen hale getirildikten sonra, mikrobyal karisim
iceren bu erlen dizel yaginin bozunmasi galismasinda
kullanild.

Dizel Yaginin Biyolojik Bozunma Testi: Dizel yaginin
biyolojik bozunmasi amaciyla, ticari olarak madeni
yag olarak nitelendirilen 15W40 motorin yagi
kullanildi. Bir dnceki asamadan elde edilen homojen
haldeki mikrobiyal karisimdan %5 olacak sekilde
alinarak 5ml steril nutrient broth (NB) igeren
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tipe aktarilarak 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyondan sonra ilireme olan tiipten
bir ml alinarak 1.5 ml steril mikrosantrifij tiplne
aktarildiktan sonra 6000 rpm’de bes dakika santrifj
edildi. SantrifQj sonrasi hiicrelerin yikanmasi igin,
slipernatant atilarak elde edilen hiicre pelleti tGizerine
bir ml steril %0.89 NaCl ilaveli fosfat tamponlu tuz
(PBS) eklenerek kisa bir vorteks ile homojen hale
getirildikten sonra ayni sekilde santrifiijlendi. Daha
sonra hiicre yogunlugu densitometre cihazi (Den-1B;
Grant Instruments) ile 545 + 15 nm dalga boyunda
0.5 McFarland (MF)-Birim’e (~1.5 x 108 hucre/ml)
ayarlandi®®, MF’ye gore ayarlanmis hiicrelerin %5’i,
dizel yaginin (15W40) %0.5’i ve %0.25’i ve 50 ml BH
sivi ortami (%0.05 maya ekstrakti ile takviye edilmis)
iceren sterilize edilmis siseye ayri ayri aktarildi. Daha
sonra, 30°C’de 200 rpm’de doner bir calkalayicida
21 glin boyunca bozunma igin inkiibasyonuna izin
verildi. Emiilsifikasyon ve bulaniklik olarak bozunma
gbzlemi inklibasyon sirasinda glinliik olarak yapildi.

Bozunma oranini belirlemek i¢in  gravimetrik
analiz yontemi kullanildi. Bu amacla; kalan yaglar
diklorometanile 1:1 oraninda ¢6zdiirtldi. Karisim bes
dakika vortekslendikten sonra organik faz toplandi.
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Sulu faz iki kez ¢6zdirildi. Cozlcli, evaporator
kullanilarak  uguruldu. Bozunmus hidrokarbon
yuzdesi asagidaki formil kullanilarak hesaplandi¥:

(Kontrol kiiltiiriinde KYA — Numunede KYA)x100
Kontrol kiiltiiriinde KYA

YBO (%) =

Bu formiilde, YBO = Yag Bozunma Orani ve KYA =
Kalan Yagin Agirhig1 temsil etmektedir.

Gaz Kromatografisiile Dizel Yag Diyagraminin Standart
Egrisinin Olusturulmasi: Standart egri olusturmak
icin Gaz Kromatografisi (GC) kullanildi. Dizel yagi
cozeltilerinin  diklorometan (DCM) iginde seri
dilisyonlari (0.1 pg/ml’den 0.01 ug/ml’ye) hazirlandi
ve GC’de analiz edildi. GC cihazi (Agilent 7820A,
Santa Clara, CA, ABD), alev iyonlagsma detektori HP-5
kapiler kolonu (30 m x 0,320 mm; film kahnhg1 0,25
mm; Agilent, ABD) ile donatildi. Enjektor ve detektor
sicakligi sirasiyla 230°C ve 300°C idi. Taslyicl gaz,
helyum (1 mL/dak); hava akisi, 300 mL/dak; hidrojen
akisi ise; 30 mL/dak’idi. Analiz yontemi su sekilde
yapilandirildi; baslangi¢ sicakligi bir dakika streyle
70°C idi, sicakhk kademeli olarak 10°C/dk artirildi.
300°C’ye kadar ve tutma siresi 35 dakikaydi®?,
GC’de dikkate alinan toplam alan sonuglari standart
egri diyagrami olarak degerlendirildi (r>=0,9955). Bir
Ul numune hacmi HP-5 kolonuna enjekte edildi ve
yukarida bahsedilen GC yontemi ile analiz edildi.

Dizel Yaginin Bozunmasinin Tayini: Dizel yagi, sivi-
sivi (1:1 v/v) DCM’de 6ziimlendi. 21 giin sonra esit
hacimde DCM, mikrobiyal popiilasyon ve mazot
iceren BHY ortamina eklendi. DCM-BHY, bes dakika
boyunca maksimum hizda vorteks yoluyla hemen
karistirildi. Bu prosediir BHY ortami icin iki kez
tekrarlandi®?, Daha sonra, bozunmus kalan dizel
yaginin belirlenmesi igin dizel yagi bilesiminin GC
analizi yapildi.

Mikrobiyal  Kiiltiirlerin  izolasyonu: inkiibasyon
siresinden sonra, CT1 konsorsuyumunu iceren
mikroorganizmalar saflastirildi. Bu amagla; Nurient
Agar (NA) petrilerde ¢izgi ekim yontemi kullanilarak
izole edildi®?,

Tablo 1. Mikrobiyal yapi belirlemede kullanilan primer setleri

Primer Niikleotid Dizisi
11F 5’-GTTTGATCCTGGCTCAG-3’
1492R 5'-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’

Biyokimyasal ve Enzimatik Tayin: Saflastirilan izolatlar,
biyokimyasal ve enzimatik reaksiyonlar agisindan
ayrintili olarak analiz edildi. Bunun icin mikrobiyal
hlcreler gram reaksiyonlari, katalaz, oksidaz ve
KOH tahlillerinde degerlendirildi®*®. Lipaz ve proteaz
aktiviteleri tarandi™¥,

Konsorsiyum Uyelerinin Belirlenmesi icin Molekiiler
Analizler: Tum mikrobiyal izolatlar i¢in ZR Fungal/
Bakteri DNA MiniPrepTM (Zymo Research, ABD) ile
DNA izolasyonlari yapildi. DNA konsantrasyonlari
ve safliklari UV-Vis spektrofotometre (Nanodrop
2000c, Thermo Scientific, ABD) ile analiz edildi.
16S rRNA kodlayan gen bdélgesi, 11F-1492R primer
setleri kullanilarak amplifiye edildi (Tablo 1). Bu
islem icin gercgeklestirilen PCR protokoli, baslangic
denatilirasyon icin 95°C ‘de bes dk. bir déngi;
amplifikasyon icin 40 dongl boyunca denaturasyon
95°C’de 20sn.,50°C’de 40 sn.ve 72°C’de 80 sn. olarak
belirlendi®. Cogaltilan PCR Urtnleri agaroz jel (%2
w/v) elektroforezinde calistirildi ve biyogoriintileme
sistemi (Biospectrum UVP, Birlesik Krallik) altinda
gorintilendi. Daha sonra PCR drinleri sekanslandi.

BULGULAR

CT1 konsorsiyumunda gozlenen erlenler arasinda
en iyi parcalanmanin %0,5 oraninda dizel yagi iceren
oldugu tespit edildi. Bu 6rnekte biyolojik bozunma
oranin belirlenmesi amaciyla yapilan gravimetrik
analize gore eviporator sonrasinda kalan yagin agirhgi
0,1027 gr ve kontrolde ise; 0,1861 gr olarak olguldi.
Bu sonuglara gore hidrokarbonun biyolojik bozunma
ylzde hesaplama formiliine %93 olarak elde edildi.

Sekil 2'de de GC analizi sonucunda elde edilen
kromotogramlar  verilmektedir.  Mavi  renkte
gosterilen kromotogram vyalnizca %0,5 oraninda
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Sekil 2. Dizel yaginin CT1 konsorsiyumunda bozunmasinin GC analizi ile tayini

15W40 dizel yagini iceren kontrol ornegine aittir.
Kirmizi kromotogram ise; CT1 konsorsiyumunun
bulundugu erlende kalan dizel yagi miktarini
temsil etmektedir. GC sonuglari, dizel yaginin ana
bilesenleri olan ¢ok gesitli alkanlari parcalayabildigini
de gosterdi.

CT1 konsorsiyumunda bulunan mikroorganizmalarin
belirlenmesi amaciyla saflastirilarak CT1-1, CT1-
2 ve CT1-3 izolatlari elde edildi. Saflastirilan
izolatlar, biyokimyasal ve enzimatik reaksiyonlarinin
belirlenmesi acisindan ayrintili olarak analiz edildi.
Bu amagla; mikrobiyal hiicreler gram reaksiyonlari,
katalaz, oksidaz ve KOH tahlillerinde degerlendirildi.
Lipaz ve proteaz aktiviteleri tarandi (Tablo 2).

Tablo 2’de CT1 izolatlarina ait biyokimyasal testlerin
ve enzimatik reaksiyonlarin sonuglari verilmektedir.
Bunun sonucunda; CT1-1 ve CT1-2 izolatlarinin gram
negatif, CT1-3izolatininise gram pozitif bakterioldugu
tespit edildi. KOH testi; CT1-1 ve CT1-2 izolatlarinda
pozitif, CT1-3 izolatinda negatifti. Tum izolatlarda
katalaz aktivitesi tayin edilirken; oksidaz enziminin
aktivitesi yalnizca CT1-2 izolatinda belirlendi. Lipaz
ve proteaz aktiviteleri sadece CT1-3 izolatinda tespit
edildi.

Tum mikrobiyal izolatlarin tanilanmasi amaciyla
yapilan molekiler analizler sonucunda dizel
yaginin bozunmasini gerceklestiren mikrobiyal yapi
belirlendi. Buna gére; CT1-1 izolatinin %99 oraninda

Tablo 2. Biyokimyasal testler ve enzimatik reaksiyonlarin sonuglarn

izolatlar Gram reaksiyonlari KOH testi Katalaz Oksidaz Lipaz aktivitesi  Proteaz aktivitesi
CT1-1 - + + - - -
CT1-2 - + + + - -
CT1-3 + - + - + +
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Tablo 3. NCBI veri tabaninda BLAST edilen dizilerden dominant
turler ve % benzerlikleri

Genbank % Benzerlik

izolat Adi Organizma Adi Oram
CT1-1 Citrobacter sp. %99
CT1-2 Pseudomonas japonica %100
CT1-3 Bacilllus sp. %100

Citrobacter sp., CT1-2 izolatinin %100 oraninda
Pseudomonas japonica ve CT1-3 izolatinin %100
oraninda Bacilllus sp. oldugu bulundu (Tablo 3).

TARTISMA

Dizel yagi gibi petrol tlirevleriyle kirlenmis olan
ortamlarin biyolojik olarak giderilmesi ¢evre dostu
ve uygun maliyetlidir. Bu g¢alismada; ham petrol
ile kirlenmis topraklardan toplanan &rnekler
aktif  biyobozunmayi gerceklestirecek  olan
mikrobiyal konsorsiyumun secimi icin n-tridekan,
n-tetradekan, n-hekzadekan, aycicek vyagl ve
zeytinyag kullanildi. Bu zenginlestirme sonrasinda
olusturulan  konsorsiyumlardan CT1 bakteriyal
konsorsiyumu ile 15W40 dizel yagini 21 giinde %93
oraninda bozundurmustur. Nikhil et al.*® petrolle
kirlenmis topraktan izole edilen Micrococcus sp. ve
Pseudomonas sp. tarafindan dizel motor yaginin
biyolojik bozunma oranini incelemiglerdir. 25 glinliik
inklibasyon siresinden sonra Pseudomonas sp. dizel
yaginin %67.57’sini ve Micrococcus sp. ise %52.95
oraninda gidermislerdir. Ancak Micrococcus sp. ve
Pseudomonas sp. karisimi birlikte denendiginde
25 gilin sonra dizel motor yagini %89.98’ini bozmak
icin bliyik bir potansiyele sahip oldugunu tespit
etmiglerdirt®. Petrol hidrokarbonlari ile kirlenmis
topraklarda emdilsifiye edici ve dizel bozundurucu
bakteri popilasyonlarinin degerlendirildigi baska bir
calismada Serratia marcescens C11S1, S. marcescens
C7S3A, Citrobacter freundii CCCA4DS3, Raoultella
ornithinolytica C5S3, Stenotrophomonas maltophilia
CCC10S1 ve Stenotrophomonas pavanii C5S3FN
suslariniiceren bir konsorsiyum da %97 oraninda dizel
bozunmasi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir*®.
Demeter ve ark.'” bircok calismanin tek izolatlar
yerine mikrobiyal konsorsiyumlari tercih ettigini,

c¢linki  mikrobiyal konsorsiyumlarin  metabolik
aktiviteyi uyararak saf kiltirlere gére daha ylksek bir
bozunma oranina neden olabilecegini belirtmislerdir.

Ham petroliin bozunma verimliligi sadece mikrobiyal
faktore bagl degildir. Ayni zamanda hem cevresel
faktorlere hem de ham petrolin miktarina da
baglidirlar®?, Bu calismada dizel yaginin gideriminde
en verimli olan CT1(%0,5) konsorsiyumundan
Ug¢ bakteri izolatinin bozunmada etkili oldugu
goralmustir.  Hidrokarbon  konsantrasyonundaki
azalma, CT1-1, CT1-2 ve CT1-3 izolatlarinin
ham petroli etkili bir sekilde parcaladigini
gostermektedir.  Yiksek konsantrasyonda dizel
yaginin (%0,5) varhiginda hidrokarbon pargcalayici
suslarin etkinligi, ham petrolin toksik etkisine
karsi yiiksek tolerans gosterdiklerinin gdstergesidir.
Bu calismada da oldugu gibi; mikroorganizmlarin
daha vyuksek konsantrasyonlarda dizel yagini
parcalayabilmesi, ¢evresel agidan 6nemlidir. Clnki
bu yetenek, petrol drinlerinin sizintilari  veya
kirlilik olaylari sonucunda ortaya c¢ikan cevresel
kirliligi azaltmada etkili bir yéntem sunabilir. Bu
yetenek; cevresel kirliligi azaltma, ekonomik fayda
ve biyoremidasyon gibi bazi nedenlerden dolayi
oldukca dnemlidir®?. Ozellikle bu calismada da islev
gorecek olan mikrobiyal konsorsiyumun sec¢imi igin
petrokimya endustrisinden ham petrol ornekleri
toplanmistir. Genis tarama yapabilmek icin; kaltir
ortamlarinda tek karbon ve enerji kaynagi olarak
n-tridekan, n-tetradekan, n-hekzadekan, aycicek
yagi ve zeytinyagl kullaniimistir. Bunun sonucunda
da dizel vyaginin pargalanmasinda kullanilan
konsorsiyum hidrokarbon bozunmasinda daha etkili
ve direngli olmustur. Literatirde bazi ¢alismalar,
bakteri toplulugunun hidrokarbona énceden maruz
kalmasinin, daha sonra yag eklenmesine hizla yanit
verebilecek popiilasyonlarin segilmesine yol agtigini
bildirmigtir&19),

CT1 konsorsiyumundaki dizel yaginin bozunmasini
gerceklestiren izolatlar; Citrobacter sp., P. japonica
ve Bacilllus sp/dir.  Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter, vb. bakteriler, hidrokarbonla
kirlenmis topraklarin biyolojik gideriminde oldukga
etkili olduklar iyi bilinmektedir?®, Ozellikle,
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Bacillus sp. gibi gram pozitif bakteriler, cogunlukla
petrol Grunlerinden olusan daha direngli PAH’larin
biyobozunmasi icin de kullanilabilirler. Ornegin;
Ekvador’da ham petrolle kirlenmis bolgelerden izole
edilen Bacillus thuringiensis B3 ve Bacillus cereus
B6 suslari 30 giinde sirasiyla %84 oraninda dizeldeki
PAH’lari gidermislerdir ve ham petrol ile kirlenmis
topraklardan toplam petrol hidrokarbonlarini %94
oraninda uzaklastirmiglardir?, Kullanilmis motor
yagiile kirlenmis topraktanizole edilen Ochrobactrum
anthropi HM-1 ve Citrobacter freundii HM-2'nin
gama radyasyonu ile 1sinlanmis bakteriyel karisimin
bozunma etkinligi %95 olurken; i1sinlanmamista ise
%79 oldugu goriulmistiur®). Yine, literatiirde bazi
bakteri tirlerinin 20’den fazla karbon atomuna sahip
uzun zincirli alkan molekillerini asimile edebildigi
belirtilmistir?>2,  Alkanlarin  biyolojik  olarak
ayrismasina katkida bulunan enzimler arasinda
Sitokrom P450 enzimleri, integral membran di-demir
alkan hidroksilazlar (6rnegin AlkB), ¢ozUnir di-demir
metan monooksijenazlar ve membrana bagh bakir
iceren metan monooksijenazlar bulunmaktadir®?®,
Alkan hidroksilaz (AH) enzimleri, alkanlari genellikle
alkollere dénustirmek icin hidroksilasyon
reaksiyonlarini katalizleyerek alkanlarin enzimatik
olarak pargalanmasini gerceklestirirler?”, Bu enzim
ailesinin iki 6nemli Gyesi, integral membran alkan
1-monooksijenaz (AlkB) ve sitokrom P450 CYP153
enzimleri, kisa ve orta uzun zincirli alkanlarin
ayrismasinda gorev alirlar ve hem gram negatif hem
de gram pozitif bakterilerde bulunabilirler??9, Bu
acidan, cesitli Acinetobacter suslarinin farkh alkan
molekillerini  pargalayabildigi  bilinmektedir®°3Y,
Ornegin; Acinetobacter oleivorans DR1 susunun
genomunda iki alkB, almA ve ladA kopyasina sahip
oldugu tespit edilmistir®?. Acinetobacter sp. M1,
hem AIkB ile iliskili iki hidroksilazi hem de uzun
zincirli alkanlari oksitleyen bir dioksijenazi igerir®3,
P. aeruginosa PAO1 ve RR1 suslarinin C12-C16
alkanlari  oksitleyen membrana entegre non-
heme diiron monooksijenazlari kodlayan iki alkan
hidroksilaz genine (AlkB1 ve AlkB2) sahip oldugu
bulunmustur®?”33),

Sonug olarak; dogada bazi mikroorganizmalar cesitli
metabolik islevlere sahiptir. Bircogu da ortamlardan
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belirli kirleticileri uzaklastirabilirler. Ozellikle belirli
bir mikrobiyal konsorsiyumlar kullanarak cesitli
hidrokarbonlarin giderimi mimkinddr. Mikrobiyal
konsorsiyumlar bu hidrokarbonlari uzaklastirmak
icin bir dizi metabolik yola sahip olduklarindan
sinerjik olarak isbirligi yapabilirler. Bu sebeple, yerel
mikroorganizmalari hizlandirdigi veya gelistirdigi icin
kirleticileri kontamine alanlardan uzaklastirmanin
etkili bir yoludur®4. Ayrica, saf mikrobiyal kiiltirlere
kiyasla mikrobiyal konsorsiyumlar daha etkili bir
biyolojik iyilestirme/yag bozunma potansiyeline
sahiptirler®. Bu calisma ile CT1 konsorsiyumundaki
bakteriler ile dizel yaginin neredeyse tamamini
bozundurmustur. Bu sekilde izole ve karakterize
edilen bakteriler; kirlenmis topraklarin gevre
dostu bir sekilde iyilestirilmesi icin umut verici
bir ¢6zim olarak hizmet edebilirler. Dizel yagi
biyopargalanmasi, fosil yakitlara olan bagimlilig
azaltmak ve cevresel etkileri azaltmak igin dnemli
bir adim olabilir. Bu nedenle, bu alanda yapilan
ilerici cahsmalar, strdirilebilir enerji kaynaklarinin
gelistiriimesine katki saglayabilir. Biyoteknolojik
yontemler kullanarak mikroorganizmalarin dizel
yagl parcalama yeteneklerini artiralabilir. Ornegin,
gen mihendisligi veya enzim muhendisligi gibi
yontemlerle mikroorganizmalarin  performansini
optimize edilebilir. Bu tiir calismalar, ¢cevre koruma ve
sirdurulebilirlik agisindan 6nemli katkilar sunabilirler.
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Yetiskin Bir Hastada Streptococcus agalactiae Nedenli Yumusak
Doku Enfeksiyonu ve Sonrasinda Gelisen Bakteriyemi Olgusu
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0z

Grup B streptokok olan Streptococcus agalactiae, genellikle iirogenital ve gastrointestinal kanallarda kolonize
olur. Yenidogan menenjitinin baslica etken ajanlarindan biridir. Bununla birlikte, yetiskinler arasinda S.
agalactiae kaynakli invaziv enfeksiyonlar giderek artan siklikta gériilmekte ve pediatrik popiilasyona kiyasla
daha yiiksek mortalite ile seyretmektedir. Streptococcus agalactiae enfeksiyonlari, hamilelik sirasindaki
yetiskinlerde, yeni dogum yapmis kadinlarda ve devam eden saglik sorunlari olan badisiklik sistemi baskilanmis
yetiskinlerde daha sik gériilir. Calismamizda diabetes mellitus ve kronik bébrek yetmezligi tanisi olan yetiskin
bir hastada, S. agalactiae’nin etken oldugu travma kaynakli yumusak doku enfeksiyonu sonrasi gelisen bir
bakteriyemi olgusu sunuldu. Calismamizin amaci kronik hastaligi olan immiinsiiprese yetiskin hastalarda sikhigi
artan S. agalactiae’nin etken oldugu invaziv enfeksiyonlara dikkat cekmek ve farkindalik olusturmaktir.

Anahtar kelimeler: Streptococcus agalactiae, invaziv streptokokal enfeksiyonlar, bakteriyemi, yumusak doku
enfeksiyonu

ABSTRACT

Streptococcus agalactiae, a group B streptococcus, frequently colonizes the urogenital and gastrointestinal
tract and is known to be one of the main etiologic agents of neonatal meningitis. Invasive infections caused
by S. agalactiae are increase among adults with a higher mortality rate compared to the pediatric population.
Streptococcus agalactiae infections are more common in adults during pregnancy, in women who have just
given birth, and in immunocompromised adults with ongoing health problems. We report a case of bacteremia
following trauma-induced soft tissue infection caused by S. agalactiae in an adult patient with diabetes mellitus
and chronic renal failure. The aim of our study is to draw attention about invasive infections caused by S.
agalactiae, which are increasing in frequency in immunosuppressed adult patients.

Keywords: Streptococcus agalactiae, invasive streptococcal infections, bacteremia, soft tissue infection

GiRiS

GBS invaziv enfeksiyonlari giderek artan siklikta
gorilmektedir®, Pediatrik populasyona kiyasla daha
yiksek mortalite ile seyretmektedir®. Yetiskinlerde

Streptococcus agalactiae, B grubu gram pozitif
bir streptokok olup kanlh agar besiyerinde beta
hemolitik koloniler olusturur. CAMP testi pozitif olan
S. agalactiae sikhkla Urogenital ve gastrointestinal
sistemde  kolonizasyon  gosterir®.  Yenidogan
menenjitinin  baslica etiyolojik ajanlarindan biri
olarak bilinir®. Bununla birlikte, yetiskinler arasinda

bu enfeksiyonlar gebe, yeni dogum vyapmis
kadinlarda ve kronik hastaligr olan immuinslprese
yetiskinlerde daha sik gorilmektedir®. Enfeksiyonun
en c¢ok gorildagi yerler deri, yumusak doku, kemik,
eklemler, periton, solunum sistemi ve Urogenital
sistemdir. Endokardit nadir ancak kaynagi bilinmeyen
bakteriyemi sik gériilmektedir”.
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Bu olgu sunumunda, S. agalactiae’nin etken oldugu
ve uygun antibiyoterapi ile basarili sekilde tedavi
edilen travma kaynakh yumusak doku enfeksiyonu
sonrasi gelisen bir bakteriyemi olgusu sunulmaktadir.

OLGU

Bilinen diabetes mellitus ve kronik bébrek yetmezligi
tanisi olan 62 yasindaki erkek hasta yiiksek ates
sikayetiyle acil servise basvurdu. Hastanin basvuru
anindaki laboratuvar test sonuglari; tre 113 mg/dl,
kreatinin 5.51 mg/dl, C-reaktif protein (CRP) 280.67
mg/dl, [6kosit sayisi 11.97x10%/ul, hemoglobin 8.8 g/
dl, notrofil sayisi 9.42x103/ul, nétrofil orani %78.6,
lenfosit sayisi 0.8x10%/ul, eritrosit sedimantasyon
hizi 113 mm/saat ve prokalsitonin 33.1 ng/ml idi;
karaciger fonksiyon testleri normal araliktaydi.

Enfeksiyon servisine yatirilan hastanin mikrobiyolojik
tani amaciyla iki farkli damarindan birer set (bir set;
bir aerob ve bir anaerob olmak Uzere iki siseden
olusacak sekilde toplam dort sise) kan kaltird alindi.
Hastaya bakteriyemi 6n tanisiyla ampirik olarak
intravendz piperasilin-tazobaktam ve teikoplanin
tedavisi baslandi.

Yatisinin Gglincl glnd, alti glin 6nce sirtini sert bir
cisme ¢arptiginive devam eden sirt agrisi oldugu ifade
eden hastanin fizik muayenesinde sirtta sol skapula
altinda fluktuasyon veren agrili alan goérulda. Abse
on tanisiyla ylzeyel doku ultrasonu istenen hastanin
sol posterior torakal bolgesinde kosta komsulugunda
45x15 mm boyutlarinda yogun igerikli enfekte
kistik lezyon ve kot fraktlriu izlendi. Hastanin sirt
bolgesindeki lezyon yerindeki hematom ile uyumlu
olan igerikten 1 ml aspire edilerek mikrobiyolojik tani
amaciyla abse kultlra alindi.

Bakteriyemi on tanisiyla ampirik olarak intravenoz
piperasilin-tazobaktam (4.5 gr, 3x2.25) ve teikoplanin
tedavisi (400 mg 12 saat arayla 3 doz daha sonra
400 mg 72 saatte 1 seklinde) baslanan ve alti gilin
tedavisine devam edilen hastanin BD BACTEC™ FX
(Becton Dickinson, ABD) tam otomatik kan kultira
sisteminde inkibe edilen tim kan kaltlrlerinde
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ve abse kiltirinde S. agalactiae Uredi. S.
agalactiae igin antibiyotik duyarlilik testi Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST)
rehberi esas alinarak disk diflizyon yodntemiyle
cahsilacag icin benzilpenisilin i¢in inhibisyon zon
capl = 18 mm olculdigiinde fenoksimetilpenisilin
ve izoksazolilpenisilin hari¢ tim penisilin grubuna
duyarl, < 18 mm direngli; levofloksasilin > 50 mm

duyarl, < 17 mm direngli; vankomisin > 13 mm
duyarl, < 13 mm direngli; teikoplanin > 15 mm
duyarli, < 15 mm direngli; eritromisin > 21 mm
duyarli, < 21 mm direngli; klindamisin 2 17 mm

duyarl, < 17 mm direngli; tetrasiklin > 23 mm duyarh,
< 23 mm direngli; linezolid > 19 mm duyarli, < 19 mm
ise direncli kabul edildi®. Hastanin Kirby Bauer disk
difiizyon yontemiyle calisilan antibiyotik duyarlilik
testi sonucunda bakterinin vankomisin, teikoplanin,
benzilpenisilin, tetrasiklin ve linezolide duyarli iken
eritromisin, klindamisin ve levofloksasine direncli
oldugu saptandi.

Abse ve kan kiilturlerinde S. agalactiae Giremesi ve
antibiyotik duyarhlik testi sonucunda bakterinin
benzilpenisiline duyarli olmasi nedeniyle hastanin
tedavisi intravendz ampisilin-stilbaktam olacak
sekilde yeniden diizenlendi. intravendz tedavi ile
sekiz giin daha takip edilen hastanin l6kosit sayisi
ve CRP degerlerinde diizelme goriildi. Hasta oral
ampisilin-stilbaktam regetesiyle bir hafta sonra
kontrole gagirilarak taburcu edildi. Oral antibiyotik
tedavisine iki hafta daha devam edilen hastanin
kontrollerde semptomlarinin dizeldiginin gérilmesi
Uzerine tedavisi sonlandirildi.

TARTISMA

Yetiskinlerde S. agalactiae enfeksiyonu gebelerde,
yeni dogum yapmis kadinlarda ve kronik hastalig
olan imminsiiprese vyetiskinlerde daha sik
gorilmektedir®. S. agalactiae kaynakli invaziv
enfeksiyonu olan ve gebe olmayan yetigkin hastalarin
ylzde doksaninda diabetes mellitus, karaciger sirozu,
kronik bobrek yetmezligi, kalp yetmezligi, solunum
sistemi hastaligi ve malignite gibi immdinsiipresyon
yapan en az bir kronik hastalik mevcuttur®.
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Ulkemizden bildirilen bir olgu sunumunda akut
menenjit tanisiyla yatirilan, 65 yasinda ve kronik
bobrek yetmezligi tanisi bulunan, beyin omurilik
sivisi (BOS) ve iki ayri kan kalturiinde S. agalactiae
izole edilen kadin hasta sunulmustur. ileri yas
grubunda gelisen S. agalactiae menenjitinde
mortalite olduk¢a yilksek oranda bildirilmektedir
ve bu olguda da hasta kaybedilmistir®®, Batista ve
Ferreira™? tarafindan bildirilen bir olgu sunumunda
ise daha once hipertansiyon, diabetes mellitus ve
alkolik karaciger sirozu tanisi olan 56 yasinda erkek
hasta sunulmustur. BOS, kan ve idrar kdltirlerinde
S. agalactiae izole edilen hasta kaybedilmistir.
Tayvan’in gineyindeki bir tip merkezinde yapilan
calismada S. agalactiae’nin etken oldugu yumusak
doku enfeksiyonu gegiren 71 hasta incelenmistirt*?,
Mortalite orani %7’dir ve hastalarin %11’i genis doku
nekrozunu takiben ekstremitelerini kaybetmistir.
Amputasyon gerekenlerin daha ¢ok ileri yas, kutanoz
Ulserasyon ve polimikrobiyal enfeksiyonlu hastalar
oldugu goérualmustir. Streptococcus pyogenes’in
neden oldugu enfeksiyonlarda oldugu gibi invaziv
S. agalactiae yumusak doku enfeksiyonlarinin da
gebe olmayan vyetiskinlerde 6nemli morbidite ve
mortaliteye yol acabilecegi sonucuna varilmistir.
Tum izolatlarin benzilpenisilin, sefotaksim, ofloksasin
ve vankomisine duyarl oldugu; izolatlarin %95’inin
tetrasikline direngli oldugu ve bu verilerin 1s1ginda
penisilin grubu ilaglarin tercih edildigi belirtilmistir.

Tayland’da yapilan bir ¢alismada S. agalactiae’nin
etken oldugu invaziv enfeksiyon gelisen 224
hastanin %75.9'unda bakteriyemi, tim hastalarin
%80’inde eslik eden kronik hastalik oldugu dikkat
cekmistir®®, Olgularin %30.8’inin deri ve yumusak
doku enfeksiyonu, %21.4’Un{in septik artrit, %21’inin
primer bakteriyemi ve %7.1’inin menenjit seklinde
oldugu gorilmistir. Toplam 30 giinliik mortalite %11
bulunmustur. Kaybedilen hastalarin ileri yas ve kronik
hastaliga sahip olmasi dikkat cekmistir. Calismada
seftriakson, tiim klinik sendromlar icin hem ampirik
hem de kesin tedavide en sik kullanilan antibiyotik
olmus; antibiyotik duyarlihk testi yapiimamistir.
Bunun gerekgesinin, S. agalactiae’nin penisilinlere
nadiren direngli olmasi ve penisilin veya ampisilin
direnci icin rutin testlerin su anda o6nerilmemesi
oldugu savunulmustur.

Penisilin direnci S. agalactiae’da ¢ok nadir
gorialmektedir. Ancak, calismamizda eritromisin,
klindamisin ve levofloksasine karsi saptadigimiz
direng, penisilin alerjisi olan hastalarda profilaksi
ve tedavi amaciyla bu antimikrobiyal ajanlarin
kullanilacagi durumlarda dikkatli  olunmasi
gerektigini ve klinige rehberlik edip ilag direng
profilini  belirlemek icin antibiyotik duyarlilik
testlerinin yapilmasinin  énemini gostermektedir.
Maddi sorunlar nedeniyle antibiyotik duyarhhk
testlerinin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)
degeri Olgllerek yapilamamis olmasi ve hastadan
elde edilen S. agalactiae izolatinin kaynaginin tespit
edilememesi calismamizin kisitliliklaridir.

Olgumuzda intravendz tedavi ile toplam 14 gin
takip edilen hastamizin I6kosit ve CRP degerlerinde
duzelme gorlilmis; hasta taburcu edilmistir.
Olgumuzda tedaviye yanit alinmis olmasi ve hastanin
semptomlarinin dizelmesi yliz gtldtricidir. Kronik
hastaligi olan immiinstprese kisilerde sikligi artan ve
mortalitesi ylksek seyreden S. agalactiae kaynakl
invaziv enfeksiyonlar icin farkindaligin artmasi
gerekmektedir.
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YAZARLARA BILGI

e Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, Turk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’'nin yayin organi olup ilgili alanlardaki 6zgiin
arastirma, derleme, olgu sunumu, bilimsel haberler,
bilimsel kitap ve dergi tanitim yazilar ile okuyucu
mektuplarini yayimlayan hakemli bir dergidir.

e Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik olmak lzere ¢ ayda
bir ¢cikar ve dort sayida bir cilt tamamlanir.

Yazilar Tiirkge olarak yollanmalidir.

Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.

e Yayimlanmasi istenen metnin dayandigi ¢alisma, daha
once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak lzere
teslim edilmis veya kabul edilmis olmamaldir. Ozet
biciminde yayimlanmis bir 6n bildirinin bitmis bigimine
yer verilebilir.

e Dergiye gonderilen yazilar, ilk olarak dergi standartlar
acisindan incelenir. Derginin istedigi forma uymayan
yazilar, daha ileri bir incelemeye gerek gorllmeksizin
yazarlarina iade edilir. Bu nedenle gereksiz yere zaman
ve emek kaybina yol agilmamasi igin, yazi sahipleri dergi
kurallarini dikkatli incelemek zorundadir.

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

e Danisma ve Yayin Kurullari; diizeltme, kontrol ve dizgi
asamasinda vyayinci, vyazilarda dizeltme yapmak,
biciminde degisiklikler istemek ve yazarlari bilgilendirerek
kisaltma yapmak yetkisine sahiptir. Yazarlardan istenen
degisiklik ve duzeltmeler yapilana kadar, s6z konusu
yazilar yayin programinda sirada bekletilir.

Teslim edilmis bir metnin timanin veya bir boliminin
bir baska yerde yayimlanmasi s6z konusu olursa editorlere
bilgi verilmesi zorunludur.

Basvuru
e Sadece on-line basvurular kabul edilir.

e Basvurularda, tim vyazarlarin adlari ve adresleri, agik
olarak yazilmalidir. Tim vyazarlarin ORCID numaralari
basvuru esnasinda on-line olarak ilgili alana eklenmelidir.
ORCID ID kaydi igin https://orcid.org adresini kullaniniz.
Ayrica, yazinin tim yazarlar tarafindan onaylandigini ve
daha 6nce higbir yerde yayimlanmadigini ve teklif hakkinin
dergiye birakilacagini belirten ve tim yazarlar tarafindan
imzalanmis web sayfasindaki belgenin (Copyright-Telif)
on-line olarak sisteme yiiklenmesi veya posta ile asagidaki
adrese gonderilmesi zorunludur.

e insanlar {izerinde yapilan klinik arastirmalarla ilgili olarak
etik kurullarin onaylarinin ve génilltlerden alinmis yazili
onam formlarinin da on-line olarak sisteme ylklenmesi
ve posta ile asagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.

Metin Cegsitleri

Metin  ¢esitlerinde  on-line  olarak  yonlendirme

bulunmaktadir.

Ozgiin Arastirma: Gerekli ve uygun sayida sekil/tablo/
fotograf/resim/grafik; en gok 250 sozciik igeren Tlrkge ve
ingilizce 6zetler; Tiirkge ve ingilizce 3 anahtar sdzciik ve
ana metinden olugmahdir.

Derleme: 1-4 §ekiI/tabIo/fotpéraf/res!m/graﬁk; en ¢ok
200 sozciik iceren Tiirkge ve Ingilizce Ozetler; 3 anahtar
sozciik ve ana metinden olugsmalidir.

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

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

Metin yazimi esnasinda uyulacak kurallar

Yazinin Tirkce bashgl kisa, agik ve igerigi tam yansitir
olmahdir.

Yabanci dilde baslik Tiirkge baslik ile birebir uyusmalidir.
On-line ilgili formlarda tim asamalar doldurulmalidir

Arastirma daha 6nce bir bilimsel toplantida bildiri (s6zll
veya poster) olarak sunulmus ise, bu bilgi toplantinin adi
ve tarihiyle birlikte belirtilmelidir.

Olgu sunumu, derleme, editore mektup gibi diger metin
cesitlerinde bolimli 6zet hazirlamaya gerek yoktur.

Ozet boliiminde kisaltmalardan mimkin oldugunca
kacinilmali ve kaynak, sekil, tablo ve atif yer almamalidir.

Ana  metin  sayfalar, metin  ¢esidine  gore
bélimlendirilmelidir. ~ Ozgiin  arastirmalar  amacin
belirtildigi giris, gere¢ ve yontem, bulgular ve tartisma
kisimlarindan olusmalidir. Bulgu ve tartismanin kisa
oldugu metinlerde iki bashk birlestirilerek de aktarilabilir.
Olgu sunumu amacin belirtildigi kisa bir giristen sonra
detayll olgu ve tartismadan olusmalidir. Derlemelerde
once kisa bir giris yapilmaldir ve ardindan derlemenin
konusuna uygun olusturulmus bélimleri kapsamahdir.

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

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

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

Prof. Dr. Cagri Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakdiltesi .
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Kinikl Kampasu / Denizli

Tel: 0258 296 2491

E-posta: tmcdeditor@gmail.com

Boyama yontemi olan Gram biylk harfle yazilmalidir.
Bakteri tanimlamasinda ise kiguk harf kullanilmalidir.
Ornegin gram negatif kok yazilmalidir. Negatif / pozitif
kelimeleri agik olarak yazilmali; (-) veya (+) kisaltmalari
kullanilmamalidir.
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Bir tesekkir yazisi varsa Kaynaklar’dan énce olmalidir.

e Calisma kazanilmis bir burs veya proje ile tamamlanmigsa
belirtilmelidir.

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

e Kaynaklar metin iginde gecis sirasina gore siralanmal
ve metin icinde climle sonuna konacak parantez igine,
ist simge olarak yazilmahdir. Ornegin;
gosterilmistir™>9), ... Kaynak vyazimi sirasinda
birakmayiniz

e Metinde kaynaklar st simge olarak bulunmalidir

bosluk

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

e Henliz yayinlanmamis veriler ve ¢alismalar Kaynaklar
boliminde yer almamalidir.

e Dergimiz, baska c¢alismalarda bildirilen kaynaklarin
aktarma seklinde kullaniimasini kabul etmemektedir.
Yazarlar tarafindan dogrulanmayan kaynaklara bagh
olarak galisma degerlendirme disi birakilabilir.

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

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

e Dergide kaynaklar yazilirken temel olarak Tirkge'ye
uyarlanmis Vancouver yazim stili (Ornekler asagidadir)
esas alinmali; noktalamalar, kelime ve harfaraliklari, blylk
harfler, dergi ve cilt numarasi buna gére diizenlenmelidir.

Ornekler
A. Makaleler

Kaynak yazimlarinda italik, bosluk, noktalama isaretleri
kullanimina kesinlikle dikkat ediniz.
e Standart Dergi Makalesi: Courvalin P, Davies J.

Mechanisms of resistance to aminoglycosides. Am J Med.
1977;62(6):868-72.

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

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

B. Kitaplar

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

e-kitap: Appanna VD. Human Microbes - The Power
Within Health, Healing and Beyond. Singapur: Springer
Singapur; 2018. internet adresi: http://................ Erisim
tarihi: ../../20..

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

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

Sireli resmi yayin: TC Saglik Bakanligi. Bulasici hastaliklar
slirveyans ve kontrol esaslari yonetmeligi. Resmi Gazete.
30.05.2007(26537).

Sureli resmi vayin (internet): TC Saglhk Bakanligl. Bulasici
hastaliklar slrveyans ve kontrol esaslari yonetmeligi.
Resmi Gazete. 2007(26537). internet adresi: http://...........
Erisim tarihi: ../../20..

Kongre Bildiri Ozeti: Basustaoglu AC, Siiziik S, Mumcuoglu
i, ve ark. Kan kiltiirii uygulamalarinin degerlendiriimesi:
EpiCenter verilerinin kullanimi. XXXVII. Turk Mikrobiyoloji
Kongresi, 16-20 Kasim 2016, Belek, Antalya; 2016:TPS-85.

Tez: Oktem iIMA. Endoservikal sirinti o6rneklerinde
Chlamydia trachomatis hticre kiltirid sonuglarinin direk
floreson antikor (DFA) ve enzim immunoassay (EIA)
yontemleri ile karsilastirilmasi [Tipta uzmanlik tezi]. izmir:
Dokuz Eyliil Universitesi, 1998.

. Sanal Ortam

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

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler Arap rakamlari
ile numaralandiriimali ve yazi iginde gectigi yerler
belirtiimelidir.

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

Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kisimda mutlaka
aciklanmalidir.

Tablolarda metnin tekrari olmamalidir

Sekil, fotograf, resim ve grafiklere ait agiklamalar ana
metinle beraber en sona eklenerek yollanmalidir.
Sekillerde 6lgli 6nemliise Gizerine cm veya mm’yi gosteren
bir 6lgek ¢izgisi konmalidr.

Fotograflar taninmayi engelleyecek sekilde olmali ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

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

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



ETIK POLITIKALAR

Yayin Etigi

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi yayin suregleri, bilginin
tarafsiz ve saygin bir sekilde olusturulmasi ve yayimlanmasini
ilke olarak benimsemistir. Bilimsel bir calismayl ortaya
koyan tim paydaslarin (yazar, editér, hakem, yayinci ve
okuyucu), bilimin dogru bir sekilde ilerlemesine katki
saglamasi hedeflendiginden, hazirlanan bilimsel ¢alismalarin
bilimsel etik ilkelere uygunluguna 6nem verilmektedir.
Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisinin tim paydaslarinin
asagidaki yayin etigi ilkelerine uymasi beklenmektedir. Bu
etik ilkeler, COPE (Committee on Publication Ethics) ve
ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors)
tarafindan hazirlanan yonerge ve akiglar dikkate alinarak
hazirlanmistir. Asagida belirtilen etik ilkeler haricinde kalan
konu ve durumlar igin COPE ve ICMJE’nin rehberleri esas
ahinir.

Yazarlarin Etik Sorumluluklari

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisine makale gonderen
yazarlarin  asagida belirtilen etik ilkelere uymasi
beklenmektedir.

e Makalenin bilimsel ve etik kurallara uygunlugu yazarlarin
sorumlulugundadir. Yazarin cahsmayla iliskili verilerin
dogrulugundan emin olmasi, arastirmasina iliskin
kayitlarini dizenli tutmasi ve olasi bir istek lzerine bu
verilere erisim saglayabilmesi gerekir.

Yazarlarin  gonderdikleri ¢alismalarin  6zgiin  olmasi
beklenmektedir. Bagka c¢alismalardan yararlanmalari
durumunda eksiksiz ve dogru bir bicimde atifta
bulunmalari ve/veya alinti yapmalari gerekmektedir.

Yazarlar gonderdigi makalenin baska bir yerde
yayinlanmadigindan veya kabul edilmediginden emin
olmalidir.

Yazar listesinde yer alan kisilerin timi, calismanin
ylratilmesi ve yayimlanmasi silirecinde yazarlik katkisi
sunmus olmasi gerekmektedir. Yazarlik olgitlerini tam
karsilamayan ve ¢alismaya katki saglayanlar varsa tesekkir
boéliminde belirtiimelidir.

e Cok yazarlh makalelerde yazarlarin arastirmaya katkilari
(fikir olusturma, galismanin tasarimi, uygulama, istatistik,
yazimi gibi) telif hakki devir formunda belirtilerek, editor
kuruluna iletilmelidir.

Yazarlarin isim siralamasi ortak verilen bir kararla
belirlenmelidir. TUm yazarlar yazar siralamasini Telif Hakki
Devir Formu’nda imzali olarak belirtmek zorundadirlar.
Dergiye makale gonderildikten sonra yazarlardan
higbirinin ismi, tim yazarlarin yazili izni olmadigi siirece
yazar listesinden silinemez veya yeni bir isim yazar olarak
eklenemez. Ayrica telif hakki devir formunda belirtilen
yazar sirasi degistirilemez.

e Makalenin gonderim asamasinda, Telif Hakki Devir
Formu’nun imzali ve taranmis hali dergi yonetim sistemine
(http://www.journalagent.com/tmcd/) yiklenmesi

gerekmektedir.

e Makaleye iliskin etik kurul onayi, katihmcilardan
alinan bilgilendirilmis onamlar ve arastirma etigi
uygulamalarinin ayrintilari, makalenin “Yontem” kisminda
acikca belirtilmelidir. insan ve hayvanlar lizerinde yapilan
arastirmalarda etik kurul onayinin alinmasi gerekmektedir.

Basvuru esnasinda etik kurul onayinin sisteme
(http://www.journalagent.com/tmcd/) yuklenmesi

zorunludur.

e insan veya hayvan denek iceren tiim galismalar igin ulusal
ve uluslararasi yasalara ve yoOnergelere uygun olarak,
(6rnegin, WMA Helsinki Bildirgesi, NIH Laboratuvar
Hayvanlarinin Kullanimina iliskin Politika, Hayvanlarin
Kullanimina iliskin AB Direktifi ile T.C. Saghk Bakanligi’nin
ilgili yonetmeliklerine uygun olarak) gerekli onaylarin
alindiginin  belirtilmesi, denek mahremiyetine saygi
gosterilmesi gerekmektedir.

e Herhangi bir ¢ikar catismasi durumunda veya makaleyle
ilgili etik bir ihlal belirlendiginde, bu durum editor ve
yayinci ile paylasiimali ve bu durum editor kuruluna
baslk sayfasinda ve kaynaklardan 6nce belirtilen ‘Cikar
catismasi’ bashgi altinda agiklanmalidir.

e Arastirma igin alinmis finansal destek, bagis vb. yardim
s6z konusu ise arastirma sonunda Destekleyenler baslgi
altinda belirtilmelidir.

e Yazarlarin ~ yayimlanmis, erken  gbrinim  veya
degerlendirme asamasindaki calismasiyla ilgili yanlis
bir durumu fark etmesi durumunda, dergi editorini
veya yayinclyi bilgilendirmesi, diizeltme veya geri cekme
islemlerinde editorlerle isbirligi yapma yukimluluga
bulunmaktadir.

Editorlerin Etik Sorumluluklar

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi editor ve editor

yardimcilarinin asagidaki etik ilke ve sorumluluklari yerine

getirmesi gerekmektedir.

e Editorler, Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisinde
yayinlanan her yayindan sorumlu olup bu baglamda;
okuyucu ve yazarlarin bilgi gereksinimlerini karsilama,
derginin surekli olarak gelisimini saglama, dergide
yayinlanan ¢alismalarin  kalitesini  artirma, yayin
sureglerine iliskin agikhk ve seffafligi saglama, etik
ilkeleri dikkate alarak tiim siregleri ylritme gibi rol ve
yukimlilikleri yerine getirmek zorundadirlar.

o Editorler, makalelerin icerik ve vyayin slrecindeki
kalitesinden sorumlu olup hatali durumlarda gerekli
dizeltmelerin yapilmasini saglar.

e Editorler, hakemlerin, calismalari tarafsiz ve bagimsiz
olarak degerlendirmelerini saglama, yeni hakem
belirlerken niteliklerini dikkate alma, derginin yayin
politikalari ve gelisimine iliskin strekli etkilesim igerisinde
olma, gerektiginde bilgi ve egitim toplantilari yapma gibi
yukimlilikleri yerine getirmelidir.

o Editorler, yazarlarin etnik kokeni, cinsiyeti, uyrugu, dini ve
siyasi ozelliklerinden bagimsiz olarak, dengeli, yansiz ve
adil sekilde makaleleri degerlendirmekle yikimludur.

e Editorler, sisteme yiklenen makalelere iliskin tim bilgileri,
makale yayinlanana kadar gizli tutmak zorundadir. Ayrica,
yazarlara aciklayici ve bilgilendirici sekilde geri bildirim
vermelidir.

o Editorler, etik ihlale iliskin bir sikayet olmasi durumunda,
COPE’un is akislarini dikkate alir.

o Editorler, hakem atama konusunda tam yetkili olup
yazarlar, editorler ve hakemler arasinda gikar ¢atismasini
korur.

e Editorler, hakem havuzunun genisletilmesi, makalenin
konu alanina uygun hakemi atamaya 6zen gosterilmesi,
kor hakemlik slrecinde hakem bilgilerinin gizliligini
saglama, degerlendirme sirecinin tarafsiz, bilimsel
ve nesnel bir sekilde yapilabilmesi igin gerekli bilgi ve
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destegi saglama, hakem performansini artirmaya yonelik
uygulama ve politikalarin belirlenmesi gibi calismalari
yerine getirmelidir.

Editorler, degerlendirilen ¢alismalarda yer alan deneklere
veya gorsellere iliskin kisisel verilerin korunmasini
saglamakla yukimludir. Calismada kullanilan deneklerin/
katilimcilarin, agik onayinin alindiginin belgeli olmadigi
durumda galismayi reddetmek hakkina sahiptir.

Editorler, yayinlanan tim makalelerin fikri milkiyet
hakkini korumakla, olasi ihlallerde derginin ve yazarlarin
haklarini savunmakla yGkumludr.

Editorler, yazarlar, hakemler ve diger editorler arasindaki
olasi ¢lkar catismalarini g6z o6niinde bulundurarak,
¢alismalarin yayin sirecinin bagimsiz ve tarafsiz bir sekilde
tamamlamasi igin gerekli 6nlemleri alr ve saptanan
durumlar varsa etik ilkeler dogrultusunda degerlendirir.

Hakemlerin Etik Sorumluluklari

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisine gonderilen tim
calismalar, nesnel ve bagimsiz degerlendiriime olanagi
saglamasi nedeniyle “Cift Koér Hakemlik” yontemiyle
degerlendirilmektedir. Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi
icin degerlendirme yapan hakemlerin asagidaki etik ilkelere
uymasi beklenmektedir.

e Hakemler, makaleleri degerlendirirken, yazarlarin etnik
kokeni, cinsiyeti, uyrugu, dini ve siyasi Ozelliklerinden
bagimsiz sekilde, zamaninda inceleyerek, tarafsiz bir
degerlendirme yapmalidir.

e Hakemler, makale ile ilgili calismalari bilerek, herhangi
bir telif hakki ihlali veya intihal fark ettiginde editore
raporlandirmalidir.

e Hakemler, gonderilen makaleye iliskin tim bilgileri gizli
tutmalidir.

e Hakemler, makaleye iliskin kendini yetkin hissetmediginde
veya geri donusg icin yeterlizamani olmadiginda, editorlere
belirtmelidir.

e Hakemler, makalenin kalitesini yikseltmeye yardimci
olacak ydnlendirmelerde bulunmali, galismay: titizlikle
inceleyerek, yorumlarini yapici ve nazik bir dille ifade
etmelidir.

e Hakemlerin, makaleyi Uglinci kisilerle paylagsmamalari
gerekir.

o Gizlilik ilkesi geregi hakemler, degerlendirme sireci
tamamlandiktan sonra makalelerin kopyalarini yok
etmelidir.

e Hakemler, potansiyel ¢gikar gatismalarinin (mali, kurumsal,
ishirlikci ya da yazar/yazarlar arasindaki diger iliskiler)
farkinda olmali ve gerekirse bu konuda editorleri
uyarmalidir.

Yayincinin Etik Sorumluluklar
Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi Tirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’'nin resmi yayin organidir. Tirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti Dergisi cemiyetin kurulus amaci dogrultusunda
meslek Uyelerinin akademik gelisimine katki saglamak
lizere, kar amaci gitmeden ve kamu vyarari gozetilerek
yayimlanmaktadir. Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Kurulu,
derginin yayin sireglerine iliskin olarak asagidaki etik
sorumluluklarin bilincindedir.
e Bilimsel bir calismada gérev alan tim paydaslar gibi
yayinci olarak, tiim etik ilkeler kapsaminda hareket eder.

e Yayimlanan her makalenin telif hakkinin korunmasi ve
yayinlanmis her makalenin arsivienmesi gorevini Ustlenir.

e Bagimsiz editor kararinin olusturulmasini giivenceye
alarak, ekonomik veya politik kazanglari gozetmeksizin
tiim yayin siirecinde editorlerin son karar verici olmalarina
olanak saglar.

e Kisilerin etik olmayan bir durumla (sahtecilik, carpitma,
dilimleme, sahte yazarlik vb.) karsilasmalari durumunda
cekinmeden yayinci veya editorlerle iletisime gegmeleri
icin olanak saglar.



HAKEMLERE BILGI

“Tark Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi” hakemli bir dergidir.
incelemeye alinan her calisma; hakemler ve editérler
tarafindan degerlendirilir.

Hakem daveti

Derginin editorler kurulu, farkh bolimleri inceleyen
“Bolim Editorleri”’nden olusur. Gonderilen her makale
baseditor tarafindan ilgili bolim editériine aktarilir. ilgili
bolim editord, kendi alaninda uzmanlagmis, ulusal ve
uluslararasi dergilerde inceleyecegi calisma ile ilgili glincel
yayinlari olan en az iki bilim insanimiza “hakem daveti”ni
on-line basvuru sistemi tizerinden génderir.

Hakemlerimizin kendilerine gdnderilen davet yazisini,
online sistem Uzerinden bir hafta icinde “Degerlendirme
kabul” veya “Degerlendirme red” olarak cevaplamasi
beklenmektedir. Degerlendirmenin hakem tarafindan
kabul edilmedigi durumlarda ilgili gerekgenin yazilmasi
beklenmektedir. Bu gerekge ileriki donemlerde hakem
davetindeki muhtemel sorunlari engelleyecektir.

Hakemlerin kendilerine gonderilen yazilarda yazar(lar)
ile ve/veya finansal konuda ¢ikar gatismasi olmamalidir.
Calismalar tarafsiz ve nesnel degerlendirilmelidir.

Degerlendirmeyi kabul eden hakemlerimiz igin inceleme
suresi 20 (yirmi) glindir. Bu sure iginde gecikme olmasi
durumunda hakemlere ek olarak 7 (yedi) gin sire
bolim editorl tarafindan verilebilir. Bu sirede de
degerlendirmesini gondermeyen hakemimiz ilgili calisma
icin hakem panelinden gikarihr.

Makalelerin genel degerlendirilmesi;

Makale derginin kapsamina bilimsel olarak uygun mudur?
Makale etik kural ve ilkelere uygun mudur?

Calismanin konusu giincel midir? Bu makalenin kabuli
icin 6ne ¢ikarilan konular vurgulanms midir?

Alaninda katki saglayacak 6zgunligi var midir?

Hipotezi agik olarak belirtilmis midir? Bu hipotez, uygun
olarak aragtirmaya alinmis midir?

Arastirmanin  yontem ve sonuglari uygun olarak

planlanmis, test edilmis ve raporlanmis midir?

Elde edilen sonuglar uygun sekilde hipotez kapsaminda
degerlendirilerek yazilmis midir?

Calismanin kisitliliklart —varsa- eklenmis midir?

Makalenin yaziminda giincel kaynaklar (Tlrkge ve/veya
yabanci dilde) yeterince kullaniimis midir?

Makale diizgiin ve akici Turkge ile yazilmig midir?

Makale i¢inde intihal ve/veya kisisel haklarin ihlali olarak
degerlendirilebilecek yazi, resim, sekil vb var midir?

Derlemelerin degerlendirilmesi

e Derleme konusu giincel midir? Bu derlemenin, konusunda
ilgili okuyucuya katkisi var midir?

e Derleme diizgiin ve akici Turkge ile yazilmis midir?

¢ Derleme iginde intihal ve/veya kisisel haklarin ihlali olarak
degerlendirilebilecek yazi, resim, sekil vb var midir?

e Kullanilan kaynaklar az veya fazla midir? Gereksiz kaynak

kullanimi var midir? Kullanilan kaynaklar (Turkge ve/veya
yabanci dilde) glincel midir?

Olgu sunumu degerlendirmesi

e Olgu sunumu konusu giincel midir? Bu olgu sunumunun,
konusunda ilgili okuyucuya katkisi belirtilmis midir?

e Kullanilan kaynaklar (Turkge ve/veya yabanci dilde) gtincel
midir?
e Olgu sunumu diizgln ve akici Turkge ile yazilmig midir?

¢ Derleme icinde intihal ve/veya kisisel haklarin ihlali olarak
degerlendirilebilecek yazi, resim, sekil vb var midir?

Cevresel aragtirmalar

e Cevresel arastirmalar icin yasal/6zel izin alinacak bir
yontem uygulanmig midir?

e Gerekli oldugu durumlarda gerekli izinler mevzuatin
belirledigi kurumlardan alinmig midir?

e Kamu/6zel kurum ve kuruluslarindan kamuya acik
olmayan bilgi, belge vb. veriler var midir?

e Calisma; tarihi eserler, arkeolojik alanlar, askeri bolgeler
vb. alanlar veya korunma altina alinmis yer alt, yer Usti ve
su alt alanlarinda yuratilen arastirma ve galismalar igin
yetkili kurum ve kuruluslarin iznine baglanan arastirmalar
kapsaminda midir?

e ilgili mevzuatin yetkili kurum ve kuruluslarin iznine
bagladigi mikroorganizma 6rneklerinin toplanmasini
icermekte midir?

Hakem raporu

e Hakemler kendilerine gonderilen ¢alismalan gizli
tutmalidir. Makaleyi kendisi ile birlikte degerlendiren
bilim insani varsa (mentor, asistan vb) bu durum hakem
raporunda “Editor igin yorumlar” boéliminde agik isim
olarak belirtilmelidir.

e Rapor “degerlendirme bilgi formu”, “Yazar igin yorumlar”
ve “Editor igin yorumlar” béliminden olusur. Raporun
hazirlanmasinda etik konulara dikkat edilmeli, kisisel
ifade ve imalardan kaginilmal, akici ve anlasilir bir dil
kullaniimahdir.

e Yazarlarigin yorumlariyazarken, hakemlerin kendi adlarini
yazmamalari 6nerilir.








