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insan mikrobiyomunun viral komponenti “virobiyota” olarak tanimlanir. Virobiyota, insanda bulu-
nan viriislerin toplamini gésterir. Virobiyotadaki tiim genler “virom” olarak tanimlanir. insan
viromu, ékaryotik hiicreleri enfekte eden viriisler, prokaryotik hiicreleri enfekte eden bakteriyofaj-
lar ve endojen retroviriisler gibi insan genomunda bulunan viriisten tiiremis genetik elementler-
den olusur. “High-throughput sequencing” gibi yeni sekanslama teknolojilerinin gelistirilmesi,
insan genomunun analizine olanak saglamistir. Yeni nesil sekanslama yéntemi ile pek ¢ok yeni
viriis bulunmustur. Son yillarda, hastaliklarda virom dedisikliklerinin gézlenmesi, insan virom
calismalarinda bir artisa neden olmustur. insan viromundaki dedisiklikler; enfeksiyon, inflamatu-
var hastaliklar, kanser ve otoimmdiinite ile iliskili olabilir. Viromun insan sagligini ve hastaligini
nasil etkilediginin anlasiimasi, virom tyelerini hedefleyen potansiyel terapétik yaklasimlarin gelis-
tirilmesini saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Virobiyota, virom, hastalik
ABSTRACT

The viral component of the human microbiome is referred as ‘virobiota’. The virobiota is the sum
of all viruses found in or on humans. The set of all genes of virobiota is referred as ‘virome’. The
human virome consists of virus-derived genetic elements found in human genome constituted of
viruses that infect eukaryotic cells, bacteriophages, prokaryotic cells, and, endogenous
retroviruses. The development of new sequencing technologies, such as high-throughput
sequencing techniques allowed the analysis of the human virome. Many new viruses have been
discovered lately, using new generation sequencing technology. In recent years, there has been
an increase in the studies of the human virome as changes in virome have been observed in
diseases. The alterations in the human virome may be associated with infectious, inflammatory
diseases, cancer and autoimmunity. The understanding of how the virome affects human health
and disease can provide the development of potential therapeutic approaches that target the
members of the virome.

Keywords: Virobiota, virome, disease

GiRIS

lanilan tekniklerin daha iyi tanimlanmis ve standardi-
ze edilmis olmasinin ve bakterilerde filogenetik ola-

insan mikrobiyomu, homeostazisi siirdiirmek igin
birbirleriyle ve konakla aktif etkilesime giren; kom-
mensal, simbiyotik ve patojenik bakteriler, virisler,
arkealar ve kiicik okaryot topluluklarindan
olusmustury. Mikrobiyom c¢alismalari ginimize
kadar esas olarak insan mikrobiyomunun bakteriyel
komponenti Gizerine yogunlasmistir. Bu konuda, bak-
teri topluluklarinin izolasyon ve tanimlamasinda kul-

rak korunmus 16S ribozomal RNA (rRNA) gen boélge-
sinin kullanilmasinin katkisi biyiktir®. insan fungal
(mikobiyota), viral (virobiyota) ve arkeal (arkeobiyo-
ta) mikrobiyota ile ilgili arastirmalar heniiz emekle-
me doénemindedir®. Konakta bulunan tim virls
toplulugu “virobiyota” ve virobiyotadaki tim gen
kiimesi “virom (viral metagenom)”’ olarak tanimlan-
masina ragmen, bu terimler genellikle birbirlerinin

© Telif hakki Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti’ne aittir. Logos Tip Yayincilik tarafindan yayinlanmaktadir.
Bu dergide yayinlanan butiin makaleler Creative Commons Atif-Gayri Ticari 4.0 Uluslararasi Lisansi ile lisanslanmigtir.
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yerine kullanilmaktadir. Virisler; genetik olarak DNA
veya RNA icerdiginden, bakterilerde kullanilan 16S
rRNA ve mantarlarda kullanilan internal transcribed
spacer (ITS) bolgesi gibi tek bir korunmus dizi tasima-
digindan, insan virobiyotasinin analizi gerilerde kal-
mig ve viral metagenom “viral karanhk alan” olarak
belirtilmistir®. Viral metagenomik c¢alismalardan
elde edilen sekanslarin yaklasik %60-99’1 tanimlana-
mamis, siniflandirilmamis veya fonksiyonel tanimla-
masl yapilmamis durumdadir®., Molekuler tani yon-
temlerinin ve ozellikle yeni nesil sekanslama yontem-
lerinin gelisimi, insan viromunun aydinlatiimasina
olanak saglamistir®,

Virom, diinyada en ¢ok bulunan ve en hizli mutasyon
gdzlemlenen genetik elementleri igerir. insan viro-
mu, bireyler arasinda gesitlilik gosterirken, her bire-
yin, kendine 6zgli ve nispeten degismeyen bir viroma
sahip oldugu belirlenmistir®. Aslinda virom; yedikle-
rimiz, nasil yasadigimiz, nerede yasadigimiz, ne yap-
tigimiz, genetik yapimiz ve diger belirlenememis
faktorlerin yansimasidir®. Viromun; konagin yasina,
immiin durumuna ve ekzojen virislerle karsilasmaya
bagli olarak bireyler arasinda veya ayni bireyde
zamanla degisiklikler géstermesi olasidir ),

insan viromu asagidaki komponentlerden olusur®:

1. Endojen viral elementler (Endojen retrovirisler)

2. Okaryotik virom (Okaryotik hiicreleri enfekte
eden virlsler)

3. Prokaryotik virom (Bakteriyofaj)

insan Endojen Retroviriisler (Human Endogenous
Retrovirus, HERV)

insan kromozumunda bulunan “fosil viriis” olarak da
tanimlanabilecek endojen retrovirisler, insan geno-
munun yaklasik %8’ini olusturan ve genoma entegre
olan retroviral gen kalintilaridir®™®. HERV, genellikler
defektiftir ve HERV transkripsiyonu sonucu enfeksi-
y6z virls partikilleri olusmaz ama HERV transkripsi-
yonu fonksiyonel proteinlerin olusumuna neden ola-
bilir. Pek ¢cok HERV’nin zararsiz oldugu disilinilse de
otoimmin hastaliklarin (multipl sklerozis (MS), tipl
diabetes mellitus, romatoid artrit), nérodejeneratif
bozukluklarin (Amyotrophic lateral sclerosis=ALS),
kronik inflamasyonun, HIV enfeksiyonu ve kanserin
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belli HERV’ler ile baglantili olabilecegi ve bu tablola-
rin HERV replikasyonunu uyarabilecegi ileri surul-
miistur. Bu tablolarda, plazmada HERV transkripsiyo-
nu ve RNA diizeylerinin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Herpes virtslerin, MS’de patojenik etkiye neden olan
HERV-W
dusindlmektedir®- ALS hastalarinin néronlarinda

ifadelenmesini aktive ettigi

HERV-K ifadelenmesi, norodejenerasyona vyol
acabilir®. HERV’lerin dogal immin yanitta rol oyna-
yan pek cok patern taniyici molekili aktive ederek
otoimmiiniteyi tetikledigi ve otoimmin hastaliklarda
rol oynadigi distnilmektedir®®, Melanoma, meme,
bobrek ve over kanserleri gibi gesitli kanser tirlerin-
de HERV proteinleri ifadelenmesindeki artis, endojen
retrovirtslerin potansiyel onkojenik etkileri ihtimali-
ni akla getirmektedir*?, Bu hastaliklarda HERV etiyo-
lojisinin gosterilmesi, HERV genlerini hedefleyen
hiicresel asi ve imminomodulator terapétik yakla-
simlarin gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Okaryotik Viriisler

insan hiicrelerini, kiigiik karyotlari (protozoan,
fungi), bitki ve hayvanlari enfekte edebilen 6karyo-
tik virtsler de insan genomunun bir parcasidir®,
Okaryotik viriisler, insan bagirsak viromunun kiiciik
bir bolimiint olusturur®. Saghkl insan viromunda
siklikla saptanan virisler; tek sarmalli DNA virUsleri
olan Anellovirlis ve Circoviris tirlerini ve ¢ift sar-
malli DNA virusleri olan Adenoviris, Polyomaviris
ve Papillomaviris tirlerini igerir (Tablo 1)®>7),
Okaryotik viriislerin bazilari, kommensal bakterilere
benzer sekilde mukozal imminiteyi etkileyip, intes-
tinal homeostazisi saglayabilir®®. insan &karyotik
viromu, semptomatik hastaliklara neden olabilir
veya saglkh kisilerde uzun siire latent olarak kalir,
hatta yararli etkiler olusturabilir®®, Dizileme teknik-
leri ile 6karyotik virtslerin mevcut ve yeni suslarinin
tanimlanmasiyla, etiyolojisi bilinen veya bilinmeyen
hastaliklarda yeni o&karyotik virlslerin kesfi
saglanabilmektedir®.

Okaryotik virlisler, yasamin erken ddnemlerinde
bagirsak mukozasina kolonize olmaya baslarlar. insan
intestinal viromunda, hem RNA hem de DNA 6karyo-
tik virts populasyonlari ve gesitliligi yasla artis goste-
rir. Phycodnaviridae, Herpesviridae, Poxviridae,
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Tablo 1. insan viromu; Saglikh bireylerden siklikla izole edilen viriisler”,

Virom Genom Viriis Ailesi Ornek
Deri DNA Anelloviridae Torque teno virls (TT, TTV)
Circoviridae Gyrovirlis
Herpesviridae HHV7
Papillomaviridae Betapapillomaviris (tip 5, 9, 49) Gamapapillomavirus (tip 4, 48, 50, 60, 88)
Parvoviridae Parvoviriis B19
Polyomaviridae Merkel hiicreli polyoma viriis (MCPyV), HPyV6, HPyV7, HPyV9
Poxviridae Vaccinia virus
Solunum Sistemi DNA Adenoviridae Adenoviris turleri
Anelloviridae TV
Herpesviridae HSV1
Papillomaviridae HPV11
Polyomaviridae KIPyV
Parvoviridae Bocaviris
RNA Coronaviridae Coronaviriis 0C43
Orthomyxoviridae Influenza viriis
Pneumoviridae RSV
Picornaviridae Rhinoviris

Adenoviridae
Anelloviridae
Circoviridae
Herpesviridae
Papillomaviridae
Polyomaviridae

RNA Caliciviridae
Reoviridae
Picornaviridae
Picobirnaviridae
Astroviridae

Gastrointestinal Sistem DNA

Adenoviris grup C ve F
TT, TT mini virls, TT midi virts
insan gyroviriis
cMvV
HPV6
BK virlis
Norovirls
Rotavirls
Enterovirus, Parechoviris, Aichiviris
Picobirnavirls
Astrovirls

Genital Sistem Adenoviridae Adenoviris turleri
DNA Anelloviridae TTV
Herpesviridae HSV2
Papillomaviridae HPV16
Polyomaviridae BK virls
Sistemik Adenoviridae Adenoviris turleri
DNA Anelloviridae TTV, TT-like mini virts
Herpesviridae Noronlarda HSV, VZV; dolasimdaki lenfositlerde CMV, EBV, HHV6, HHV7
Parvoviridae Parvoviriis B19
Polyomaviridae BK virls
RNA Bornaviridae Bornavirlis
Flaviviridae GB viriis C
Retroviridae Endojen retroviruslar

Mimiviridae ve Iridoviridae ailelerini iceren pek ¢ok
Okaryotik virlis, bebek diski orneklerinde
tanimlanmistir™, Picornavirtis ve Anelloviris, saghkh
cocuklarin digkilarinda en fazla bulunan 6karyotik
virislerdir?. ikiz bebeklerde 6karyotik virom, diger
bebeklerle kiyaslandiginda ¢ok daha fazla benzerlik
gosterir. Anne sitl ile bebegin diskisinda benzer
virtsler saptandigindan anneden bebege direkt gegis
oldugu disiinilmektedir®®. Anelloviris, anne situ
alan bebeklerde 3 aydan 6nce ender gorilirken,
bebegin immin yanitinin gelismeye basladigl 6.-12.
aylarda pik yapar.

Anelloviris (AV); bilinen bir hastalikla iligkilendiril-
memis, yasamin erken dénemlerinde viicutta persis-
tan enfeksiyon olusturan zarfsiz, sirkiler, negatif
polariteli ssDNA iceren virtslerdir®. Annelloviris,
neredeyse tim memelileri enfekte eder, persiste
kalir ve insan viromunun biyik kismini olusturur.
Konakta belirgin hasar olusturmadan siirekli gogaldi-
g1 icin kommensal virislere en iyi 6rnektir®,
Transfuzyonla iliskili hepatit calismalari sirasinda kes-
fedilmistir. Ancak, farkli cinslerinin insanlarin ve bir-
¢ok hayvan turinin %90’'indan fazlasini enfekte
ettigi ve plazma, tikurik ve diskida bulundugu
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belirlenmistir”. Anellovirls prototipleri; Torque teno
virls (TTV), Torque teno mini virls, Torque teno midi
viriistir. Immiinsupresif bireylerde ve inflamatuvar
hastaligi bulunan kisilerde, AV viremi diizeylerinde
artis saptanmasi nedeniyle, saglikh bireylerde immu-
nolojik kontrol altinda tutuldugu dusinilmektedir.
Bu nedenle, Anellovirtsiin inflamatuvar olaylari ve
immin sistemin yeterliligini takip etmede kullanish
ve yararli bir molekuler belirteg olarak kullanilabile-
cegi distinulmektedir®,

Circovirs (CV); Kuguk, sirkller virislerdir ve negatif
polariteli ssDNA genomu icerirler. CV, memelileri
enfekte eden en kiicik DNA virtsadar. Kiimes hay-
vanlari ve domuzlarda siklikla bulundugundan insan
gastrointestinal sisteminde bulunmasinin gida ali-
mindan kaynaklanabilecegi disuntlmektedir®.
1979’da kesfedilen Chicken anemia viris (CAV),
Circoviridae ailesinin Gyrovirlis cinsinin bilinen ilk
tlrtdir ve olusturdugu hastalik gaga ve tiiy hastalig
(beak and feather disease=BFDV) olarak isimlendiril-
mistir. ilk insan CV 2011’de insan deri siiriintii drnek-
lerinde yeni nesil dizileme teknigi ile belirlenmis ve
CAV ile benzerliginden dolayi insan Gyrovirls (HGyV)
olarak isimlendirilmistir!”, Daha sonra, insan digki-
sinda ¢ insan gyrovirtst tanimlanmistir®., Hastalikla
iliskilendirilmemistir. Bu virlslerin insan veya tavuk
orijinli olup olmadigi kesin degildir.

Picobirnaviris; 2 lineer dsRNA segmenti iceren geno-
ma sahip zarfsiz bir virtstur. Farkli suslari, insanlarda,
memelilerde, kus ve sliriingenlerde yaygin olarak
bulunur. immiinyetmezlikli kisilerde ve cocuklarda
diyare ile iliskilidir 7).

Adenoviris; atesli cocuklarda siklikla solunum yolu

virtst olarak saptanir. Saghkh kisilerin burun ve Gst
solunum vyollarinda da bulunabilmektedir. Benzer
sekilde, Polyomavirislar saglkli kisilerde siklikla
bulunurken, immiinyetmezlikli kisilerde Griner sis-
tem enfeksiyonuna (BK viris) ve l6koensefalopatiye
(JC virGs) neden olabilen tirleri de vardir.
Papillomaviris, deri ve mukozal epitelde replike
olan, zarfsiz ift sarmalli DNA virisleridir. insan viro-
munda, ozellikle deri ve tukiriik orneklerinde farkl
papillomavirisler bulunur. Cogu papillomaviris
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enfeksiyonu asemptomatiktir, ancak insan papillo-
maviris persistan enfeksiyonlara neden olabilir.
Deride sigillere ve servikal kansere yol acgabilecek
premalign lezyonlara yol acabilir.

insan viromunda ayrica, bitkileri enfekte eden, gevre
ve gida aracihigiyla alinan bitki virlsleri de bulunur.
Pepper mild mottle virls (PMMoV), biber virtisudir

ve olasilikla gidalarla alinip, insan gastrointestinal
sistemine ge¢mektedir. Virlsln, biberli gidalar ve
belli bitkisel Grlinlere duyarli kisilerde semptomlarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilen inflamasyonu tetik-
leyebilecegi dusunitlmektedir®. Tobacco mosaic
virls, panicum mosaic virls, oat chlorotic stuntvir(s,
oat blue dwarf virlis, maize chlorotic mottle viris ve
grapevine asteroid mosaic-associated virls de insan-
larda bulunabilen diger bitki viriisleridir*?,

Prokaryotik Virom (Bakteriyofajlar=Fajlar)

insan viromunun major bileseni, bakteriye spesifik
virGsler olan bakteriyofajlardir. Fajlar, dogal ekosis-
temlerdeki bakteri popilasyonlarinin etkin diizenle-
yicileridir ve insan viicudu bu virlsler i¢in 6nemli bir
rezervuardir®®. Fajlar, ilk olarak 20. yiizyilda digkidan
izole edildikten sonra deri, oral kavite, idrar, solunum
yolu, sindirim sistemini de iceren insan viicudunun
bircok biyomunda saptanmistir. Akciger ve bagirsak
mukozasinda bakterilerden yaklasik olarak 20 kat
daha fazla bakteriyofaj bulundugu tahmin
edilmektedir®. Kalin bagirsak, bu tir virlsler icin
uygun bir ortamdir ve diskinin her graminda yaklasik
10%° virlis partikili bulunur?, insan bagirsaginda
yaklasik 10" kopya bakteriyofaj vardir®®. Okaryotik
RNA ve DNA virtslerinden farkli olarak, intestinal
bakteriyofaj yogunlugu ve cesitliligi dogumda pik
yaparken, yasla birlikte azalir®,

insan bagirsak viromu ¢ogunlukla DNA bakteriyofaj-
lariniigerir. Bagirsakta, fajlarin cogu bakteriyel konak-
larina integre olarak profaj olarak bulunur ve konak
genomlarinin %20’sini olusturabilir, yani insan bagir-
sak ekosisteminde ilimli fajlar, litik fajlara gére daha
baskin olarak bulunur??Y, Bu virlslerin ¢ogunun,
transdiksiyon ve lizojeni ile antibiyotik direncini ve
metabolizma igin gerekli enzimleri kodlayan genleri
aktararak bakteri hiicresine yararli etkiler sagladig
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dustnidlmektedir. Bagirsak bakteriyofajlarindan
konaklarina genetik transfer, olasilikla bagirsak mik-
robiyotasinin degisen besin kosullarina adaptasyonu-
na ve antibiyotik tedavisinin etkilerinden korunmasi-

na yardim eder.

Bagirsak bakteriyofajlari genellikle ¢ift ve tek sarmalli
DNA fajlarindan olusur. En ¢cok bulunan bakteriyofajlar;
Microviridae ailesinde yer alan tek sarmalli DNA
virUsleri ve Cauduvirales takiminda yer alan cift
sarmalli DNA virsleridir>'?, Cauduvirales takiminda
Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae ailesi yer
almaktadir*2), insan bagirsak viromunda en fazla
bulunan virlis olan CrAssphage (Cross-Assembled
phage) DNA faji, 2014 vyilinda tanimlanmistir.
CrAssphage ve yeni crAss-like fajlar, Bacteroides tiri
bakteriler ile iliskilidir ve olasilikla Cauduvirales ailesi
icinde yer alacaktirl?2223 (Sekil 1).

Dogumda distk intestinal bakteri sayisi ve ylksek
bakteriyofaj yogunlugu vardir. Caudovirales ve
Microviridae bakteriyofaj gruplarinin miktari ters
korelasyon gosterir ve 2 yasina kadar Microviridae
ailesi daha baskin olarak bulunur. En sik gorilen
intestinal bakteriyofaj olan CrAssphage ise ileri
yaslarda pik yapar*3,

insan genomundaki bakteriyofajlar, 6zellikle yogun
olarak bulunduklari mukozal ylizeylerdeki patojenlere
karsi savunmanin ilk basamagini da olusturabilir.
Konak mukozasini

bakteriyel enfeksiyonlardan

korumada, “Bakteriyofajin mukozaya adere olma”

modeli tanimlanmistir. Bakteriyofajlarin Ig benzeri
protein domainleri araciligiyla musin glikoproteinleri
ile etkileserek mukozaya baglanmasi ve gémulmesi
nedeniyle, bakteriyel patojenlere karsi konak kaynakli
olmayan immdiniteyi sagladigi duslinalebilir429),
Bakteriyofajlar bakteri miktari ve kolonizasyonunu
etkileyebildiklerinden, bakteriyofaj sayr ve
cesitliligindeki degisiklikler saglksiz bir flora olusturup
disbiyozise neden olarak, intestinal homeostazisi

bozacak etkiler olusturabilir®3),
Bagirsak Viromu

Bagirsak viromunun, bakteriyomla ve hatta direkt
insan immdun sistem bilesenleri ile etkilesime girerek
homeostatik regiilasyon ve hastalik gelisiminde
onemli rol oynadiginin distnilmesi nedeniyle,
bagirsak viromunu ayri bir baslik altinda incelemek
yararli olacaktir.

Bakteriyofajlar, bagirsak viromunun yaklasik %90'ini
olusturan ana bilesendir. Bagirsak viromunda;
okaryotik DNA virusleri olarak Anelloviris; 6karyotik
RNA virtsleri olarak ise Enterovirlis, Parechoviris,
Tombamovirlis ve Sapovirts turleri sik vardir3),
Bagirsak viromunun erken yaslarda kazanilmasi ve
anne sitiinde bulunan bazi viral komponentleri
icermesi nedeniyle, bagirsak viromunun beslenme
aliskanhiginiyansittigi séylenebilir. insan siitii virisleri,
infant bagirsak viromunun sekillenmesinde rol oynar.
Emzirme ile bebege virom gecisi, immin sistem
gelisimi icin kritik noktalardan biri olabilir?”. Ayni

Gift sarmalli DNA fajlari (dsDNA) Myoviridae Siphoviridae Podoviridae CrAssphage
Tek sarmalli DNA fajlari (ssDNA) Inoviridae Microviridae

Sekil 1. Bagirsak bakteriyofajlari (Kaynak 20’den uyarlanmistir.)
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diyeti uygulayan eriskinlerde benzer bagirsak virom
komponentlerinin oldugu belirlenmistir®). insan
saghginda onemli olan fermente gidalarin ve siit
Urlnlerinin endojen viromu etkileyebilecek spesifik
virGsler icerdiginin belirlenmesi (Leuconostoc,
Weisella, Listonella, Escherichia ve Staphylococcus
turlerini enfekte eden fajlar) diyetin virom igerigindeki
dénemini desteklemektedir®?®),

Bagirsak mikrobiyotasinin viral Gyelerinin, insanda
bazi yararli etkiler olusturdugunun gosterilmesi,
virGslerin insan bagirsak mikrobiyotasi icin gerekli bir
komponent oldugu disiincesini gliclendirmektedirt*?.
Antibiyotik uygulanmis farelerde persistan Noroviris
enfeksiyonunun intestinal morfoloji ve fonksiyonu
duzelttiginin gosterilmesi, &karyotik virtslerin
bagirsakta yararli etkiler yapan kommensal bakteriler
gibi etki gosterebildigini dustindurmusturt.

Bagirsak viromuna ait yapilar, kommensal bakterilerle
ve bagirsak bariyeri ile etkilesime girerek, bagirsak
saghgl icin gerekli olan fonksiyonlara katki saglar.
Bagirsak viromunun; metabolik vyollar, immin
regiilasyon, toksik maddelerin ve besinlerin meta-
bolizmasi, bagirsak bariyerinin saglanmasi, bagirsak
motilitesinin regiilasyonu gibi fonksiyonlari vardir®*?,
Saglikli bagirsak viromu (6zellikle bakteriyofajom),

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(2):89-98

bagirsak mikrobiyomunun yapi ve fonksiyonlarinin
sirdirilmesinde ve insan saghginda onemli rol
oynamaktadir. Virom Uyeleri, mikrobiyal dengesizlik
olarak tanimlanan disbiyoza neden olarak bazi
hastaliklarin patogenezinde rol oynuyor olabilir.
Viromla iliskili belli hastaliklar, gesitlilikte degisiklik
ve spesifik virotiplerin baskinhgl (Ornegin,
inflamatuvar bagirsak hastaliginda Caudovirales) ile
karakterizedir. Cesitlilikte azalma ve bagirsak bariyer
fonksiyonunda degisiklik ile karakterize intestinal
virom degisiklikleri; enfeksiyoz, otoimmiin hastaliklar,
metabolik  bozukluklar ve

hastaliklarda iligkilidir (Sekil 2) 2%,

kardiyovaskiler

Viromun Hastalik Tablolariyla iliskisi

inflamatuvar bagirsak hastaliklari (iBH): Crohn hasta-
lig1 (CH) ve Ulseratif kolit (UK) gibi iIBH’da mikrobiyal
etiyolojinin belirlenmesi, hastaliklarda biyobelirteg

ve terapotik hedef olarak kullanimlari agisindan
dnemlidir®. iBH’de enterik viromda hastaliga spesifik
degisiklikler gdzlenmistir. Okaryotik viriislerin ve bak-
teriyofajlarin, bakteriyel mikrobiyom ile etkileserek
intestinal inflamasyona ve bakteriyel disbiyoza neden
oldugu dusunilmektedir®). IBD’de Microviridae bak-
teriyofajlarinin sayi ve cesitliliginde bir artis gozlen-
mezken, en 6nemli degisiklik Caudovirales bakteriyo-
fajlarin anlamli duizeylerde zenginligidir. CH'inda bak-

*Mikrobiyotada gesitlilik

/ *Saglam bagirsak bariyeri (Epitel hiicreleri ve musin)
*Mukus tabakaya bakteriyofaj aderensi; koruyucu model
*Immiin sistem aktivasyonunun kontrolii

Saghkh
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IBD

HIV
Malnutrisyon
Sarkoidozis
C.difficile enf.
Digerleri?

Hastalik

*Prokaryotik ve faj populasyonlarinda degisiklik
*Bagirsak bariyerinde bozulma

*Bozulmusg immun sistem aktivasyonu

*Konaga mikrobiyal yapilarin girisi

Sekil 2. insan bagirsak viromunun saglik ve hastaliktaki etkileri (Kaynak 20°den uyarlanmstir.)
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terifajlarin asiri artisinin bakteri cesitliligindeki azal-
ma ile iliskili oldugu duslintilmektedir. CH bulunan
cocuklarda Caudovirales fajlari, UK’li ¢ocuklardan
daha fazla bulunmustur. Microviridae faj ailesi CH
bulunan cocuklarin diski 6rneklerinde saglikli kont-
rollere goére anlamh diizeylerde diisik olarak
saptanmistir®.  Microviridae, Myoviridae,
Podoviridae fajlari UK’li hastalarin rektal mukoza
érneklerinde daha yogun olarak belirlenmistir . CH
ve UK hastalarindaki virom degisikliklerinin hastaliga
spesifik oldugu belirtilmistir®). Fajlara benzer sekil-
de, okaryotik viromdaki disbiyoz da IBD patogenezi
ile iliskilidir. UK’li hastalarda kontrol grubuna gére
Pneumoviridae ailesinin daha fazla oldugu,
Anelloviridae ailesinin ise daha az bulundugu
belirlenmistir®. UK’in mukoza virobiyotasinda degisiklik-
lerle karakterize oldugu ve UK patogenezinde mukozal
viromun énemli rol oynayabilecegi dusuiniilmektedir3Y,

Tip-1 Diabetes Mellitus (DM): Hayvan deneylerinde

Coxsackie B4 gibi viral etkenlerin langerhans pankre-
as adacik hicrelerinde hasar olusturabileceginin
gosterilmesi, tip-1 DM ile virls birlikteligini dislin-
diirmistiir. intestinal viromun, tip-1 DM gelisiminde-
ki rolline iliskin az sayida c¢alisma vardir. Guoyan ve
ark.®? serumlarinda tip-1 DM ile iliskili otoantikor
bulunan 11 g¢ocugun digki érneklerini kontrol grubu
ile karsilastirdiginda; kontrol grubu orneklerinde
okaryotik virislerden Circoviridae ile iliskili sekansla-
rin sikhgr ve gesitliliginin anlamli dizeylerde fazla
oldugunu belirlemislerdir. Bakteriyofajlar agisindan
kontrollerde cesitlilik ve miktarin, tip-1 DM’li cocuk-
lara gére daha fazla oldugu saptanmistir. Mycoviridae
ve Podoviridae fajlarinin tip-1 DM’li cocuklarda azal-
dig, tip-1 DM olmayan ¢ocuklarda artma egiliminde
oldugu belirlenmistir.

Tip-2 Diabetes Mellitus: Son vyillarda, tip-2 DM’un
mikrobiyom yapisindaki degisikliklerle iligkili oldugu

distnulmektedir. Bagirsak viromu tip-2 DM, obezite
ve iliskili hastaliklarda 6nemli rol oynuyor olabilir®?,
Tip-2 DM hastalarinda bagirsak faj sayisinda anlamh
artis belirlenmis ve bagirsak viromunda anlamli degi-
sikliklerin oldugu gézlenmistir®®. Tip-2 DM’li kisiler-
de; Escherichia ve Clostridium tiirG bakterileri enfek-
te eden Podoviridae ailesine ait fajlarla; Lactobacilllus,

Pseudomonas, Staphylococcus tirt bakterileri enfek-
te eden Siphoviridae ailesine ait fajlarin arttig
gozlenmistir®), Zayif fenotipli farelerden obez feno-
tipli farelere fekal virom transplantasyonunun, obez
farelerde kilo kaybina ve tip-2 DM semptomlarini
azaltarak kan glukoz diizeylerinde normallesmeye
neden oldugu ve fekal viromun bu etkiyi gastrik mik-
robiyotay degistirerek gerceklestirdigi dustinulmus-
tar®3, Fajlarin tip-2 DM ve obezite ile iliskisinin gos-
terilmesi, faj aracili tani ve tedavi yaklasimlarina isik
tutacaktir.

HIV enfeksiyonu: HIV enfeksiyonu sirasinda inflamas-
yon ve diyare tablolarinin gériilmesi, bagirsak mikro-
biyom disbiyozisinin HIV enfeksiyonu ile iligkisi olabi-
lecegini disundirmustur'®. Progresif HIV enfeksiyo-
nundaki imminyetmezlik tablosu; enterik virom ve
bakteriyel mikrobiyomdaki degisikliklerle birliktedir
ve bu durum, AIDS ile iliskili enteropati ve hastalik
ilerlemesi ile iliskili olabilir®¥. Adenoviridae sekansla-
rinin, CD4+ T hiicre sayisi 200’ln altinda olan HIV
pozitif kisilerde, 200 Usti ve HIV negatif kisilere gore
anlamh dizeylerde daha fazla oldugu belirlenmistir.
HIV pozitif kisilerde diisik periferal CD4+T hiicre
sayisl enterik Adenovirls sekansindaki genisleme ile
iliskilidir. HIV pozitif kisilerde, diisuk CD4+T hiicre
sayisi varliginda gozlenen artmis Anelloviriis duzeyle-
ri, bu virGstn replikasyonu zerine imminolojik
kontroliin azalmasi nedeniyle olabilir. HIV pozitif has-
talarda, kanda viral yiki yiksek olan imminsupresif
kisilerde, AIDS tablosu gelisenlerde Anelloviriis daha
yuksek oranlarda belirlendigi icin konak imm{in yani-
tiyla Anellovirlis yogunlugu arasinda ters iliski oldugu
distntlmistir. Bu nedenle, Anellovirls viral yiki-
nln tespitinin, imminosupresif ve HIV pozitif hasta-
larda imminolojik yanitin takibinde kullanilabilecek
bir belirte¢ olabilecegi disintlmektedir®+3®. HIV/
HPV koenfekte kadinlarin servikal strintl 6rnekleri-
nin virom analizinde; Papillomaviridae, Anelloviridae,
Genomoviridae ve Herpesviridae ailelerinde yer alan
virUs tirlerinin varhgi belirlenmistir. Premalign servi-
kal lezyonlu kadinlarda papillomaviriis cok daha fazla
oranda tespit edilmistir®,

Kanser: Viromun, karsinogenez ve kanser progresyo-
nu Gzerine dnceden sanilandan ¢ok daha fazla rolQ
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oldugu dustnitlmektedir. Gegici veya kalici olarak
virom komponenti olan ¢ok sayida virls, enfeksiyon
olusturarak direkt ve indirekt yolla karsinogenezi
indikleyebilir. Kommensal olmayan DNA ve RNA
virtslerinin bazilari (EBV, HBV, HCV, HIV-1, HHV-8,
HPV, HTLV-1) onkojeniktir ve sinif 1 karsinojen olarak
siniflandirilir. Bazi tlrleri hayvanlarda kanserle iliskili
olan (Simian Virus 40; SV40) ve insanlarda da kanser-
le iligkili oldugu dustindlen tarleri bulunan (Merkel
cell polyomaviris; MCV) diger bir viris grubu human
polyomavirislerdir. Son yillarda, mikrobiyom ile kolo-
rektal kanser iligkisine yonelik ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Saghkh kisilerdeki virom ile kolorektal
kanserli hastalardaki virom arasinda farkhliklar oldu-
gu gozlenmistir. Kolon virom gesitliliginin kolorektal
kanserli hastalarda degistigi gosterilmistir®”. Enterik
virom ve bakteriyofajlar, kolorektal kanser patolojisi
ve prognozun anlasiimasinda ve tedavi gelistirilme-
sinde klinik olarak iliskilidir®®. Orthobunyavirtis,
Tunavirtis, Phikzvirtis, Betabaculoviriis ve Zinderviriis
gibi Okaryotik virlsler kolorektal kanserli kisilerde
anlamli dizeylerde yogun bulunmustur. Kanserle
iliskili virom esas olarak ihml bakteriyofajlari icer-
mektedir. Viromun bakteriyofajlari ile bakteriyom
arasindaki iliski bagirsak karsinogenezinin olusumun-
da bir faktor olabilir. Bakteriyofajlar, bakteriyel mik-
robiyomu sekillendirerek veya direkt kolonik epitel
hicresine gecerek, kanser hiicre davraniglarini etki-
leyebilir. Kolorektal kanserli hastalarin diski 6rnekle-
rinde bakteriyofaj cesitliliginin anlamh dizeylerde
arttigl belirlenmistir®”. Ozellikle Siphoviridae ve
Myoviridae ailesine ait bakteriofajlarin kolorektal
kanserde etkileri olabilecegi belirlenmistir.

Diger hastaliklar: Bakteriyel vajinosis hastalarina ait
orneklerde kontrollere gore prokaryotik (bakteriyo-
faj) ve Okaryotik viral topluluklarin oldukga farkl
oldugu gobzlenmis ve vajinal viromun, vajinal bakteri
toplulugu ve bakteriyel vajinoz ile belirgin sekilde
iliskili oldugu belirlenmistir®®. Kawasaki sendromlu
hastalarin kanlarinda 6rnek havuzunda, TTV7 sekans-
lari yiksek oranda saptanmis ve hastalik etiyolojisin-
de TTV7’nin roli olabilecegi belirtilmistir“®. Pek cok
calismada, ¢ocuklarda astim ve solunum sistemi has-
taliklarinin gelismesi ve alevlenmesinde viromun
onemli rol oynadigi distnilmusttir®. Ciddi akut res-

96

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(2):89-98

piratuvar enfeksiyonlu c¢ocuklarin nazofaringeal
strlntl orneklerinde kontrol grubuna gore yiiksek
oranda viral gesitlilik belirlenmistir. Hasta ¢ocuklarda
Paramyxoviridae, Coronaviridae, Parvoviridae,
Orthomyxoviridae, Picornaviridae, Anelloviridae ve
Adenoviridae ailesi en ¢ok bulunan tirler iken, sag-
likli cocuklarda cesitliligin az oldugu ve esas olarak
Anellovirts tirlerinin bulundugu bildirilmistir,
Periodontal hastaligi olan kisilerde Myoviridae ailesi
bakteriyofajlarinda artis oldugu belirlenmistir®Y,

Sonug

Virom analizleriyle ilgili yeni nesil sekanslama teknik-
lerindeki gelismeler, insan viromunun hastaliklardaki
roliini tam olarak belirlemeye yonelik arastirmalarin
yogunlasmasini saglamistir. Ozellikle insan bagirsak
virom igeriginde hasta ve saglikh kisiler arasinda goz-
lenen degisikliklerin hastaligin nedeni mi yoksa sonu-
cu mu oldugu sorusu giindemdeki yerini korumakta-
dir. Virom arastirmalari arttikga ve standart duruma
geldiginde, hem bu soru yanitini bulacak hem de
viroma yonelik tedavi yaklasimlarinin gelistiriimesine
olanak saglayacaktir.
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Diinya genelinde bir milyondan fazla insanin éliimiine neden olan COVID-19 pandemisi; enfeksi-
yon hastaliklarinin énlenmesi ve salginlarin kontrol altina alinmasinda mikrobiyolojik tani yén-
temlerinin kritik 6nemini agik¢a géstermistir. SARS-CoV-2 ile miicadelede en etkili yol, viriisiin
yaythmini olabildigince azaltmaktir. Virisin yayilimini azaltmak ise viriisi tasiyan semptomatik
veya asemptomatik tiim bireylerin, en kisa siirede ve dogru sekilde saptanmasini saglayan tani
yéntemleriyle olasidir. COVID-19 hastaliginin tanisinda ve takibinde, uluslararasi saglik otoriteleri
tarafindan dnerilen gesitli mikrobiyolojik yéntemler (serolojik testler, niikleik asit amplifikasyon
yéntemleri) yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinya Saghik Orgiitii tarafindan COVID-19 laboratu-
var tanisinda altin standart yéntem olarak belirtilen gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PZR) metodu ddhil olmak izere farkl diagnostik yontemlerin uygulanmasinda yasanan zor-
luklar pandemi siirecinde bir kez daha anlasiimistir. Enfeksiyonlarla miicadelede daha yiiksek
basari saglayabilmek igin mevcut mikrobiyolojik tani yéntemlerinin uygulama ve degerlendirme
standartlarinin iyi belirlenmesi, daha kisa siirede dogru sekilde sonug veren, kolay uygulanabilen,
diisiik maliyetli yeni yéntemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, RT-PZR, serolojik testler, CRISPR
ABSTRACT

COVID-19 pandemic that caused the death of more than one million people worldwide, has clearly
demonstrated the critical importance of microbiological diagnostic methods in preventing infectious
diseases and controlling outbreaks. The most effective way for combating SARS-CoV-2, is reducing
the spread of the virus as much as possible. To decrease the spread of the virus is only possible with
diagnostic methods that enable the detection of all symptomatic or asymptomatic patients infected
with the virus accurately and as early as possible. Various microbiological methods (serological
tests, nucleic acid amplification methods) recommended by international health authorities are
widely used in the diagnosis and follow-up of COVID-19 disease. The challenges experienced in
application of diagnostic methods, including real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) method,
which is specified as the gold standard method in the diagnosis of COVID-19 by the World Health
Organization, were once again acknowledged during the pandemic. To achieve higher success rates
in combating infections, it is necessary to better determine the application and evaluation standards
in current microbiological diagnostic methods, to develop new cost-effective methods that are
easily applicable and yielding results within a short time.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, RT-PCR, serological tests, CRISPR

GIRIS artis, is glict kaybi gibi dnemli ekonomik sorunlari da
beraberinde getirir. Kiiresel salginlarin sonuncusu; bir

Enfeksiyon hastaliklari, 6zellikle viral pandemiler yiiz- yili askin stredir Glkemizi ve tiim diinyayi etkisi altina

yillardir toplum saghgini tehdit eden baslica kiiresel almis olan Koronavirlis Hastaligi (COVID-19)’dir{*2),

sorunlardandir. Yiksek morbidite ve mortalite oran-

lariyla salgin hastaliklar, ¢ok sayida insanin yasamini 2019 yih aralik ayinda, ilk olarak Cin’in Wuhan seh-

tehdit etmesinin yani sira saghk bakim giderlerinde rinde, nedeni belirlenmeyen ve sayilari hizla artan
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pnémoni olgulari dikkat ¢ekmis ve kisa siire sonra bu
durumun yeni bir koronaviristen kaynaklandigi
saptanmistir®. SARS-CoV-2 olarak adlandirilan viri-
siin, gectigimiz yillarda farkli Glkelerde ¢ok sayida
hastanin 6limiine neden olan Siddetli Akut Solunum
Sendromu (SARS) ve Orta Dogu Solunum Sendromu
(MERS) etkeni betakoronavirisler ile benzer genetik
yapida oldugu anlasilmistir®®. Hastalik dért ay gibi
oldukga kisa bir surede tim diinyayr etkisi altina
almis olup, 11 Mart 2020’de Diinya Saghk Orgiiti
(DSO) tarafindan SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldu-
gu COVID-19 hastaligi “pandemi (kiresel salgin)”
olarak ilan edilmistir. Salginin baslangicindan yaklasik
bir yil sonrasinda, 24 Ocak 2021 itibariyle 95 milyo-
nun Uzerinde dogrulanmis olgu oldugu ve 2.112.689
kisinin yasamini kaybettigi DSO tarafindan rapor edil-
mistir. Turkiye’de ilk COVID-19 olgusu ise 11 Mart
2020’de belirlenmis olup, Saglik Bakanliginca 24
Ocak 2021 itibariyle Ulkemizde olgu sayisinin
2.429.605 kisiye ulastigi bildirilmistir. SARS-CoV-2'nin
bulasiciigin yiiksek olmasi, salginin kontrol altina
alinmasini gliclestiren ana etmendir. COVID-19 has-
tahginda bulas hizinin disurilerek yayilimin azaltila-
bilmesi icin enfeksiyonun olabildigince erken ve
dogru sekilde tanisi gerekmektedir. Ulkemizde ve
diinyada hastaligin tanisinda ve takibinde, uluslara-
rasi saglik otoritelerince Onerilen gesitli molekiler
mikrobiyolojik yontemler (nukleik asit amplifikas-
yon yontemleri, serolojik testler) yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Bu yontemlerden bazilari dogrudan
virtsln varligini saptamaya yonelik molekiler yon-
temler iken bazilari ise virlse karsi viicutta olusan
bagisiklik yanitin saptanmasi prensibine dayanmak-
tadir.

Viriislin Yapisi ve Hastalik Patogenezi

COVID-19 salginin ortaya cikisindan kisa siire sonra,
Ocak 2020’de, Wuhan’daki hastalarin akcigerlerin-
den alinan 6rneklerden viris izole edilerek genom
analizi yapilmistir. ilk olarak Cinli arastirmacilar tara-
findan 12 Ocak 2020 tarihinde SARS-CoV-2'nin genom
dizilimi, tim diinyadan arastirmacilarin erisebildigi
acik veri tabanlarinda paylasildi®. SARS-CoV-2’un
genom dizilerinin hizla belirlenmesi ve paylasiimasi;
virGsiin yapisinin ve hastalik olusturma mekanizma-
sinin anlasiimasi, tani yéntemlerinin belirlenebilme-
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si, devam eden salginin takibi ve potansiyel tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi agisindan blytk yarar
saglamistir.

SARS-CoV-2 virlisii, Coronaviridae ailesinde yer alan,
pozitif iplikli tek sarmalli RNA genomuna sahip zarfli
bir virstlr. Yapilan genom arastirmalariyla bu viri-
siin, gectigimiz yirmi yil icerisinde farkl (lkelerde
salginlara yol agan SARS-CoV ve MERS-CoV’un da
araliginda bulundugu betakoronaviriis (beta-CoV)
ailesi Uyelerinden oldugu belirlenmistir. SARS-CoV-
2’nin genom yapisinin SARS-CoV ile %79, MERS-CoV
ile de yaklasik %50 oraninda benzerlik gosterdigi
saptanmistir”). Virlsin zarf proteini (E, envelope),
membran proteini (M), ntkleokapsid proteini (N) ve
spike protein (S) olmak Uzere dort yapisal proteini
mevcuttur. Bu protein yapilarindan 6zellikle spike (S)
proteini, virisin konak hilicreye tutunmasi ve girisin-
de kilit rol oynar®. Virls, S proteini aracihgiyla
konakgl hiicre zarinin dis kismindaki ACE-2
(Anjiyotensin donustliricl enzim) reseptorlerine
baglanarak konak hiicreye girmekte ve sonrasinda
hizla ¢cogalarak hastaliga neden olur. ACE-2 resep-
torlerinin insan vicudunda akcigerler, kalp ve
bobrekler basta olmak Gzere farkli doku ve organ-
larda bulundugu bilinir®. Bu nedenle COVID-19
hastaliginda, virlisiin konak hiicreye girisinin ardin-
dan enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda organiz-
mada siddetli akut solunum yetmezligi basta olmak
Uzere pek ¢ok doku ve organi etkileyen agir klinik
tablolar gelisebilir®,

Hastaligin Bulgulari ve Tanisi

COVID-19 tanisi alan bireylerde sik gorilen klinik
bulgular ates, oksiirlik, siddetli kas agrilari, artmis
balgam Uretimi, nefes darligi, bogaz agrisi, koku kaybi
ve bas agrisi olarak siralanir'®?, Hastanin yasi, bagisik-
lik durumu, kronik hastaliklarinin (kronik obstriktif
akciger hastaligi, diyabet, hipertansiyon vb.) varhigi
s6z konusu semptomlarin daha siddetli gézlenmesi-
ne, akut solunum yetmezligi, septik sok ya da pihti-
lasma bozuklugu gibi ciddi ve ani gelisen klinik tablo-
lara neden olabilir®. Bununla birlikte, semptomatik
olgularin yani sira COVID-19 salgininda asemptoma-
tik olgularin sayica hayli fazla olduguna ve klinik
belirti géstermeyen bu enfekte bireylerin virlisa
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bulastirma diizeylerinin de yiksek olduguna dikkat
ceken calisma sonuclari mevcuttur®, COVID-19 sal-
ginlyla micadelede halen en etkili ve gegerli yol,
virsiin yayillimini olabildigince azaltmaktir. Bu ise
ancak virtsi taslyan semptomatik ve/veya asempto-
matik tiim bireylerin, en kisa slirede ve dogru sekilde
saptanmasini saglayan tani ydntemleriyle olasidir.
Dinya genelinde COVID-19’un laboratuvar tanisinda
nikleik asit amplifikasyon yontemleri (gercek zaman-
I polimeraz zincir reaksiyonu, RT-PCR), serolojik
testler ve bilgisayarli tomografi (BT) bulgulari tani
koymada sik kullanilan yéntemlerdir®>*4), Ayrica
COVID-19 salgininda mevcut tani yontemlerindeki
bazi zorluklar ve kisithliklar; CRISPR temelli tani yak-
lasimlari basta olmak Uzere alternatif ve yenilikgi
tekniklere ilgiyi arttirmistir.

Ger¢ek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR)

COVID-19 olgularinin belirlenmesi ve dogrulanma-
sinda; Diinya Saglik Orgiitiiniin protokol ve &nerileri
dogrultusunda, gercek zamanli polimeraz zincir reak-
siyonu (RT-PCR) testi altin standart olarak kabul edil-
mekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir®. RT-PCR
yontemi, hastadan alinan érnekte SARS-CoV-2 viri-
siine ait nikleik asit varliginin arastirilmasi prensibi-
ne dayanan bir molekuler tani ydntemidir. Hastadan
alinan solunum vyolu 6rnekleriyle (orofarenks ve
nazofarenks silrlntlisti, balgam, bronkoalveolar
lavaj) yapilan testte; virlisin genomunda yer alan ve
nikleotid dizilimi bilinen farkl boélgelerin saptana-
rak cogaltilmasi hedeflenir. Bu amacgla 6zel tasarlan-
mis primer dizileri, Tag polimeraz enzimi, uygun
tampon ¢ozeltileri ve kopyalanan genetik materyale
baglanma 6zelligine sahip boyalar kullaniimaktadir.
Hastadan alinan 6rnekte viral nikleik asitin bulun-
mas! durumunda bu nikleik asidin ¢ok sayida kop-
yasi elde edilmekte, floresan boya veya problar
yardimiyla es zamanlh olarak belirlenebilmek-
tedir>16),

Ozellikle COVID-19 semptomlari gésteren siipheli
olgularin dogrulanmasi, siipheli veya kesin tani alan
COVID-19 hastasiyla temasli bireylerin taranmasi ve
COVID-19 hastalarinin karantinadan c¢ikisina karar
verilmesinde RT-PCR ydnteminden yararlaniimakta-

dirt*#17.18) - Kantitatif sonu¢ veren, analitik duyarlihgi
ve Ozgulligl yiuksek bu molekiler test yontemi rutin
tanida yaygin olarak kullanilsa da bazi kisithliklari
oldugu bilinir. Literatlirde yer alan farkh arastirma ve
istatistiksel degerlendirmelerde, SARS-CoV-2 RT-PCR
testlerinin tanisal agidan dogrulugunun diisiik olabil-
digine, yanlis negatif sonuglarin azimsanamayacak
siklikta olduguna dikkat cekilmektedir*>29),

RT-PCR testinin duyarlihgl ve givenilirligi; hastadan
alinan 6rnek tipi ve alindigi bolge, 6rnek alma zama-
ni, 6rnek saklama kosullari gibi pek ¢ok preanalitik
faktorle dogrudan iliskili olabilmektedir. Hastadan
ornegin erken ya da ge¢ evrede alinmis olmasi,
ornekte viral ylkiin testle saptanamayacak kadar
distk olmasi, test 6rnegi alinmadan 6nce antiviral
ilagc kullanimi, érnegin dogru sekilde ve uygun bolge-
den alinmamasi, analiz 6ncesi uygun kosullarda sak-
lanmamasi, test ortaminda PCR inhibitorlerinin varli-
g1 RT-PCR testinde yanlis negatif sonuclara neden
olan durumlardan bazilaridir?+2?,

Tani testi icin hastadan alinan 6rnek tipi ve 6rnek
alma zamani da test sonucunun duyarhhgini cok
biyik dlclide etkileyen bir parametredir. Ornek tipi-
nin test duyarliligina etkisi (izerine yapilan bir arastir-
mada, RT-PCR test duyarliiginin bogaz sirintisi
orneklerinde %32 iken, balgamda %72, bronkoalveo-
lar lavaj icin %93 oldugu belirtilmistir®. Ornek alma
zamani ile test duyarliligi arasindaki iliskiyi degerlen-
diren bir baska calismada ise, hastaligin sekizinci
glininden 6nce alinan solunum yolu orneklerinde
%66.7 olarak saptanan viral RNA pozitifliginin, 8.-14.
glnler arasinda %54’e, 15. giin ve sonrasinda ise
%45.5’e kadar dustigu bildirilmistir?,

COVID-19 tanisinda en dogru sonucun alinabilmesi
icin alt ve Ust solunum yolu 6rneklerinin (balgam,
bronkoalveolar lavaj) kullaniimasi onerilirken kan,
idrar ve diski 6rneklerinden yapilan testlerin oranla
distk duyarlihkta oldugu rapor edilmistir?>29,
Hastadan alinacak bronkoalveoler lavaj ve balgam
gibi solunum vyolu 6rnekleri tani agisindan daha
glvenilir kabul edilmekle birlikte, bu 6rneklerin alin-
masinin aerosol olusumu vb. nedenlerle saghk ¢al-
sanlari agisindan daha yiksek risk olusturdugu da
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unutulmamalidir. Bu nedenle 6rnek alma islemi
egitimli ve yetkili saglk personeli tarafindan, kisi-
sel koruyucu ekipman kullanilarak biyoguvenlik
kurallarina uygun sekilde yapilmalidir. Hastadan
sliriintl ornekleri 6zel eklivyonlarla alinip virlsin
tasinmasi igin uygun ortami igeren 0Ozel kaplarda
saklanmali ve test edilecek 6rnek +4°C’de tutula-
rak olabilen en kisa slrede analizin yapilacagl
laboratuvara gonderilmelidir. Testin dogru ve
glivenilir sonug verebilmesi i¢cin 6rnek alma isle-
minden test sonucglarinin degerlendirilmesine
kadar her bir asamada ulusal ve uluslararasi saglk
otoritelerince belirlenmis protokol ve standartlara
uygun sekilde galisiimasi gerekir.

COVID-19 tanisinda molekdler testlere ek olarak rad-
yolojik tani yontemi olan bilgisayarli tomografi (BT)
sonuglarindan da yararlanilmakta, hastalarin akciger
grafilerinde yer alan bulgularin, dogru ve erken tani
acisindan yarar saglayabildigi belirtilmistir. Yapilan ilk
RT-PCR testi negatif olup, bilgisayarli tomografi sonu-
cu pozitif olarak degerlendirilen ¢ok sayida hastada,
ilerleyen glinlerde yinelenen PCR testinde pozitif
sonug alindigini bildiren galisma sonuglari literatiirde
yerini almistir®, Cin’de 82 olguyla yirutilen klinik
gozleme dayali bir arastirmada, hastalarin bilgisayar-
I tomografi sonuglarinin PCR test sonuglari ile bera-
ber degerlendirilmesi durumunda, %79 olan RT-PCR
duyarhginin %94’e yikseldigi belirlenmistir. Ayni
¢alismada, virlisiin akcigerde tutulumunun gozlene-
bildigi bilgisayarli akciger tomografisi bulgularinin
RT-PCR test sonuclarinda yanls negatiflik oranlarinin
azaltilmasinda ve hastaligin erken tanisinda katki
saglayabilecegine dikkat cekilmistir?”,

Serolojik Testler

Serolojik test yontemleri daha ¢ok viral niikleik asidin
saptanamadigl durumlarda, asemptomatik olgularin
saptanmasinda ve enfeksiyonu gegiren kisilerde bagi-
siklik yanitin izlenmesi amaciyla kullanilir®, Antijen/
antikor testleri adiyla da bilinen bu testler; viral anti-
jenin ya da virise karsi viicutta olusan antikor yaniti-
nin belirlenmesi prensibine dayanir. Yapilan arastir-
malar, SARS-CoV-2 viriist viicuda alindiktan sonra
virlse karsi antikor yanitinin gelismesinin yaklasik bir
hafta slrebildigine isaret eder. Bu nedenle antikor
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yanitini 6lgmeye yonelik serolojik testlerin hastaligin
erken tanisi amaciyla kullanimi 6nerilmemekte, bu
testlerden daha c¢ok kitlesel taramalarda
yararlanilmaktadir®??, SARS-CoV-2'nin yapisal N ve
S proteinlerinin antijenik boélgeleri veya bu antijenik
yapilara karsi viicutta gelisen antikorlari saptamaya
yonelik farkli serolojik testler vardir. SARS-CoV-2'nin
niikleokapsid proteini (N); virGsin c¢ogalmasinda
gorev alir. COVID-19 hastalarinda ilk 14 gin igerisin-
de serum ve idrarda en yliksek seviyede gozlenen N
proteini, erken tanida kullanilan énemli bir antijenik
yapidir®®3Y, VirGisin bir diger 6nemli yapisal proteini
S glikoproteini ise virlisiin konak hiicrede ilgili resep-
tore tutunmasini saglar. S proteini ve bu antijenik
yapiya karsi olusan antikorlarin tespitinden, hastali-
gin tanisindan daha ¢ok nétralizan antikor ve asi
calismalarinda yararlanilir®2231, N antijenine karsi
olusan 1gG ve IgM antikorlarini saptayan testlerin
daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir®,
Ayrica rekombinant teknolojiyle tretilmis N ve S anti-
jenini birlikte iceren ticari serolojik test kitleri de
gelistirilerek FDA (Amerika Gida ve ilag Dairesi) ona-
yiyla kullanima sunulmustur. insan viicudunda SARS-
CoV-2’ye karsi 1gG ve 1gM antikor yanitinin genellikle
semptomlarin baslangicindan 3-6 glin sonrasinda
olustugu ve yaklasik ¢ hafta strebildigi bilinmekte-
dir. Diinya Saghk Orgiitii SARS-CoV-2'yi saptamaya
yonelik serolojik testlerin uygulanacagi durumlarda,
hastadan yalnizca tek bir serum 6rnegi alinacaksa;
semptomlarin baslangicindan en az U¢ hafta sonra
alinan odrnekle test yapilmasini énerir),

Yapilan arastirmalarda, COVID-19 hastaligi gegiren ve
antikor yaniti gelisen hastalarda, 1gG antikorlarin
vicutta daha uzun sire kalicilik gosterdigine dikkat
cekilirken, her iki antikor i¢in de net bir bagisiklik
stiresi henuiz belirlenememistir®3233), Ayrica hastaligi
bir kez geciren ve COVID-19 antikor pozitif olan bir
hastanin, ikinci bir SARS-CoV-2 enfeksiyonundan
kesin olarak korunduguna dair yeterli ve net bilimsel
kanit yoktur®4,

COVID-19 hastahiginin serolojik tanisinda antikor
testlerinin yani sira viral proteinlerin saptanmasina
yonelik antijen testleri de mevcuttur. SARS-CoV-2
antijen testleri genellikle virtisiin nikleokapsid anti-
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jeninin saptanmasina yonelik testler olup, solunum
yolu ornekleri kullanilarak yapilir. S6z konusu hizl
antijen testlerinin duyarllik ve 6zgulluguniin, nikleik
asit temelli yontemlere kiyasla diistik oldugu belirti-
lir. YUksek viral yike sahip olgularin saptanmasinda
basarili sonuglar elde edilebilen, ancak hastada viral
yukin disuk olmasi veya ornek tipine bagl olarak
hatali negatif sonug verebilen antijen testleri; cogun-
lukla hizl bir degerlendirmenin gerektigi ve PCR tes-
tinin yapilamadigl durumlarda kullanilir. Antijen tes-
tinin negatif sonu¢ vermesi durumunda enfeksiyo-
nun dislanmamasi, hasta 6rneginin daha ylksek
duyarhhkta olan PCR yontemi ile degerlendirilmesi
dnerilirt417:18),

Serolojik testler, duyarhligin ve 6zgilliginun degis-
ken oldugu bilinen, capraz reaksiyona bagli negatif
sonug verebilen test yontemleri oldugu igin COVID-
19 hastaliginin erken tanisinda tek basina kullaniima-
st dnerilir®, Antijen-antikor testlerinden daha cok
kitlesel taramalarda, belirli bir toplulukta hastaliga
karsi bagisiklik diizeyini saptamada, salgin sirecin-
de temaslilarin takibinde, terapotik veya notrali-
zan antikor tasiyabilecek bireylerin tespitinde
yararlanilr.

CRISPR Temelli Tani Yaklagimlan

COVID-19 salgininda antikor testlerinin akut enfeksi-
yon doneminde kanda dislik antikor diizeyini sapta-
madaki kisithhgi, hizli antijen testlerinin dusik 6zgul-
|tk gostermesi, RT-PCR yonteminin uygulanmasindan
degerlendiriimesine kadar 6zel ekipman ve egitimli
personel gerektirmesi mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinda SARS-CoV-2 tanisinda karsilasilan baslica glic-
likler olarak dikkat cekmistir®*3%37), Hizla artan olgu
sayilari nedeniyle tani test kapasitelerinin agilmasi,
yogun laboratuvar prosesinin ardindan hizla sonug
verme gereksinimi, SARS-CoV-2 ile enfekte hastalar-
da sekonder viral enfeksiyonlarin gérilmesi durum-
lari da COVID-19 tanisinda zorlayici diger etkenlerdir®849,
Karsilasilan bu sorunlar enfeksiyon hastaliklariyla
miicadele agisindan 6zgllligu yuksek, pratik, uygun
maliyette, yenilik¢i ve alternatif tani yontemlerinin
gerekliligini bir kez daha gozler 6niine sermistir. Son
yillarda gelistirilen yeni nesil tani yontemleri arasin-
da viral niikleik asitlerin saptanmasina yonelik hassas

ve hizli sonug veren molekdiler yaklasimlar 6n plana
¢ikar. 2020 Nobel Kimya 6duli alan CRISPR/Cas siste-
minin de aralarinda bulundugu yeni nesil nikleik asit
saptama yontemleri; enfeksiyon etkenlerinin, zirai
patojenlerin, RNA ile iliski farkli hastaliklarin tespitin-
de kullanilma potansiyelleri ile son vyillarda 6ne
crkmigtirt-44),

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats-Dizenli Araliklarla Bolinmis
Kisa Palindromik Tekrarlar) temelli tani yontemleri;
viral enfeksiyonlarin tanisinda umut vadeden yenilik-
¢i yontemlerin basinda gelir. Bakterilerin kendilerini
faj ve plazmid gibi yabanci genomik materyallere
karsi korumak igin olusturduklari adaptif immun sis-
tem olarak tanimlanan CRISPR/Cas sistemi temelde;
yabanci genomik materyalin 6zglin bir bolgesini
hedefleyen bir rehber RNA dizisi (gRNA) ve efektor
Cas (CRISPR-associated nuclease) proteinlerinden
olusturur. Spacer (aralayici) ve repeat (tekrar) bolge-
lerinden olusan genomik ve Cas komponentlerinden
meydana gelen protein yapisiyla kompleks bir bitin
olan bu sistem farkli sinif, tip ve alt tiplerle bakteri ve
arkelerin olusturdugu savunma sistemidir-®, En
net sekilde aydinlatilan ve galisilan Tip 2 CRISPR/Cas9
sistemi; molekiiler biyolojide blyilk etki yaratarak
Okaryotik hiicrelerde gen diizenleme, gen terapisi,
genetik muhendisligi uygulamalarinin 6nind agmis-
tir. GUndmizde genetik temelli bazi hastaliklarin,
kanserin, otoimmin sorunlarin ve daha pek ¢ok has-
taligin tedavisinde yeni, uyarlanabilir bir yaklasim
olan CRISPR teknolojisinden tarim, gida, biyoener;ji
gibi pek cok farkli sahada da yararlaniimaktadir®-sY,
Enfeksiyon hastaliklari agisindan CRISPR/Cas sistemi-
nin en 6nemli etkisi ise Cas proteinlerinden yararla-
nilarak patojenlerin tanimlanmasi ve nikleik asit
temelli tani gerceklestirilebilmesi olmustur®%3),
Pandemi 6ncesinde de bazi viral patojenlerin tanisin-
da kullanilan CRISPR/Cas temelli tani testleri COVID-
19 pandemisiyle birlikte SARS-CoV-2 tanisina yonelik
olarak adapte edilmistir. Temel prensipleri hastadan
alinan Ust solunum yoluna ait 6rneklerden viral
RNA’nin izolasyonu, uygun primerler vasitasiyla tani
icin hedeflenmis gen bélgelerinin amplifikasyon yon-
temleri ile gogaltilmasi, segilen uygun efektor Cas
proteini ve hedef gen bolgesine komplementer reh-
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ber RNA ile amplifikasyon tGrininin bir araya getiril-
mesi sonucunda test sonucunun test stripleri tzerin-
den okunmasi lzerine kurulmustur. RT-PCR testleri-
nin kisithliklari géz 6niinde bulunduruldugunda daha
yuksek 6zgullik, uygun maliyet, kolay tasinabilme ve
hizli sonug verme kapasiteleriyle CRISPR temelli tani
testleri belirli avantajlar saglayabilir. GUnimizde
FDA tarafindan acil kullanim izni verilerek onaylan-
mis iki adet CRISPR temelli COVID-19 tani testi
vardir®+%6)_ Ozellikle CRISPR/Cas sistemindeki efektor
proteinlerden Cas9, Cas12, Cas13, Cas3 kullanilarak
tasarlanan tani yontemleri hizli, duyarlihgi ve 6zgil-
|Ggu yuksek, uygun maliyette, kolay adapte edilebilir,
kompakt ve tasinabilir yeni yaklasimlarin ortaya cika-
rilmasini saglamigtir44),

Casl2: Tip V CRISPR/Cas sisteminin efektor proteini
olan Cas12; ozellikle gRNA (guide RNA) araciligiyla
ssDNA (single-stranded DNA) yapisinda kesikler olus-
turabilir ve gen dizenleme calismalarinda tercih
edilmektedir®”. 2018’de gelistirilen CRISPR Temelli
DETECTR (DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans
Reporter) tani kitinin ana prensibi, Cas12 proteini
Uzerinden DNA’nin tanimlanmasidir®®. COVID-19
pandemisiyle birlikte SARS-CoV-2’nin korunmus
genomik bolgeleri olan N ve E bdlgeleri lzerinden
tanimlanmasini saglayacak sekilde DETECTR tani sis-
temi adapte edilmistir®, 2020 yili temmuz ayinda
FDA tarafindan COVID-19 tanisinda “SARS-CoV-2
RNA DETECTR Assay” tani kitinin kullanimi onaylan-
mistir. Bu tani kitinin temel uygulanma protokolQ,
COVID-19 suphesiyle gelen hastanin (st solunum
yoluna ait 6rneklerden (orofarenks, nazofarenks,
burun slrintisl, nazofaringeal veya nazal aspirat)
viral RNA'nin izolasyonu, izole edilen RNA'dan N ve E
bolgelerinin uygun primerlerle RT-LAMP (reverse
transcription loop-mediated isothermal amplification)
ile amplifikasyonu, hedef bolgelere spesifik crRNA
(CRISPR-RNA)’larin Cas12a ile kompleks olusturmasi
ve oda sicakhginda 2 dakikalik inklibasyon sonunda
test sonucunun gorsel olarak okunmasi seklindedir.
Bu yontemle SARS-CoV-2 tanisinda hasta ornekleri-
nin alinmasindan yaklasik 40 dakika gibi oldukga kisa
bir slire sonrasinda test sonucunun goézlemlenebil-
mesi CRISPR temelli taninin dnemli Gstinliklerinden
birisi olarak degerlendirilir. Ayrica testin duyarlilik
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araliginin 10-50 kopya/uL oldugu bildirilmekte olup,
duslik diizeyde viral nikleik asit varhginin dahi olduk-
¢a hassas saptanabildigine isaret edilir. DETECTR
testinin CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) tarafindan 6nerilen RT-PCR testi ile karsi-
lastinldigi 82 klinik ornekle yiritilen ¢alismada,
%100 ozglllik, %95 spesifiteyle calistig
bildirilmistir®85559, Testin performansini disiiren en
onemli faktor ise diger molekiiler yontemlerde oldu-
gu gibi, ozellikle amplifikasyon 6ncesi ve sonrasinda
personel, kimyasallar veya ortama bagh olusabilecek
kontaminasyonlardir®®,

Cas 13: Tip VI CRISPR/Cas sisteminin efektor proteini
olan Cas13; ssRNA (single-stranded RNA) lizerinde
uygun baz eslesmesi saglandiginda RNase aktivitesi
gosterir®), Cas13; hedef bélge ve reporter molekiil-
lerde kesimin gerceklesmesi yoluyla nukleik asit
temelinde taninin yapilmasina olanak saglar. Cas13
kullanilarak 2017 yilinda gelistirilen nikleik asit
temelli tanimlama sistemi olan SHERLOCK (Specific
High Sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing) testi,
direkt hasta serum ve idrarindan Zika ve Dengue
virls tayini icin kullanilir. Bunlara ek olarak, COVID-
19 pandemisiyle birlikte SHERLOCK protokolii; Orflab
(yapisal olmayan proteinleri kodlayan gen) ve S geni
Uzerinden SARS-CoV-2 igin adapte edilerek Mayis
2020’de FDA tarafindan kullanim onayi almigtir(661-63),
SHERLOCK testinin temel protokoll ise, COVID-19
siiphesiyle gelen hastadan alinan st solunum yolu
veya bronkoalveolar lavaj 6rneginden viral RNA izo-
lasyonuyla baslar. ilk asamada, RT-LAMP ile SARS-
CoV-2 RNA’si DNA’ya reverse transkripte edilir.
Sonrasinda istenilen gen bdlgesi amplifiye edilir ve
ardindan amplifiye edilmis gen bolgeleri RNA’ya
transkripte edilir. Hedef RNA sekansina gore prog-
ramlanmis CRISPR kompleksinin (Cas13a:crRNA)
aktivitesi sonucunda test stribinde renk degisikligi
gorsel olarak degerlendirilebilmektedir. SHERLOCK
tani testinin duyarlilik araligi 10-100 kopya/uL’dir(¢:53),
Ayrica SHERLOCK tani test protokollindeki iki adimi
tek bir basamaga indirgeyen, hizli viral RNA izolasyo-
nu olanagi sunan ve floresans isima seklindeki test
sonucunun akill telefon uygulamasiyla degerlendiril-
mesini saglayan SHINE (Sherlock and Hudson
Integration to Navigate Epidemics) Arizti-Sanz ve



A. Temel ve ark., COVID-19 Pandemisinde Mikrobiyolojik Tani Yontemleri

arkadaglari tarafindan gelistirilmistir(®®.

Mikrogip temelli CRISPR tani sistemi olarak bilinen
CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for
Multiplexed Evaluation of Nucleic acids) paneli,
insanlarda enfeksiyonlarla iliskili 169 virusiin tanisina
yonelik kapasiteye sahip olmakla birlikte, influenza
A'nin tiplendirilmesinde ve HIV ilag direng¢ genlerin-
deki mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilir. COVID-
19 pandemisiyle birlikte CARMEN test kiti adapte
edilmis olup, SARS-CoV-2’nin SARS-CoV ve MERS-
CoV ile ayrimini yapabilmektedir. Dort yuzden fazla
ornegin eszamanh olarak calisilabilmesine olanak
taniyan ¢oklu panel yapisiyla bu yontemde ¢ok sayi-
da ornekte pek ¢ok farkli patojenin taranmasi olasi
olmaktadir®®. Ozelikle salgin durumlarinda olgu sayi-
larindaki artisa bagli olarak daha hizl, kolay, uygun
maliyette, yogun laboratuvar ¢alismasi gerektirme-
yen tani ydntemlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu
kapsamda, CRISPR temelli tani testleri, RT-PCR yon-
teminde mevcut bazi kisitliliklarin asilmasi agisindan
umut vadeden yeni molekiler yaklasimlardan olup,
son yillarda bu alanda ¢alismalar bilytk ivme kazan-
migstir.

Diinya genelinde yiiz milyonun {izerinde kisinin viris-
le enfekte oldugu ve bir milyondan fazla insanin
olimine neden olan COVID-19 salginiyla, enfeksiyon
hastaliklarinin kontrol altina alinabilmesi icin erken
doénemde, dogru ve hizli sonug veren tani ydontemle-
rin 6nemi bir kez daha acikga anlasiimistir. COVID-19
basta olmak lzere, tim enfeksiyon hastaliklariyla
daha etkin miicadele agisindan mevcut mikrobiyolo-
jik tan1 yontemlerin optimizasyonuna ve yeni mole-
kiler tani yontemlerinin gelistirilmesine yonelik aras-
tirmalarin blyulk yarar saglayacagi distinilmektedir.
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0z

Amag: Bu ¢alismada, yakin zamanda European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
tarafindan anaeroplar igin gelistirilen disk diffiizyon testi ve Clinical Laboratory Standart Institude (CLSI) tara-
findan anaerop bakteriler igin 6nerilen standart, agarda dillisyon yéntemleriyle enfeksiyon etkeni Bacteroides
fragilis grubu (BFG) bakterilerin antimikrobiyallere duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmus, iki testin sonugla-
ri arasinda uyumluluk arastiriimigstir.

Yontem: Hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda, Ocak 2017 ile Aralik 2018 tarihleri arasinda cesitli klinik
érneklerden izole edilen ve MALDI-TOF MS ile tanimlanan 56 BFG izolatlarinin ampisilin, ampisilin/sulbaktam,
sefoksitin, imipenem, klindamisin, tigesiklin, moksifloksasin ve metronidazole duyarliliklari koyun kaniyla zen-
ginlestirilmis Brucella agar kullanilarak agarda diliisyon yéntemiyle, at kani ile zenginlestirilmis Fastidius
Anaerobic Agar (FAA) besiyeri kullanilarak disk difiizyon yéntemiyle belirlenmistir.

Bulgular: Batin i¢i apsesi (n=24), kan (n=10) ve doku biyopsi érnedi (n=11) gibi ¢esitli klinik materyallerden izole
edilen, cogunlugu Bacteroides fragilis (n=34, %61) ve Bacteroides thetaiotaomicron (n=11, %20) izolatlarindan
olusan alt1 BFG tiirii tanimlanmustir. Agarda diliisyon yéntem sonuglarina gére izolatlar iizerine en etkili anti-
mikrobiyaller %98.2 duyarlilik oranlariyla imipenem ve metronidazol olmus, bunu sirasiyla %89.3 ve %66.1
oranlariyla tigesiklin ve ampisilin/sulbaktam izlemistir. Moksifloksasine duyarli olanlarin orani %57.1, klindami-
sine ise %46.4 bulunmustur. iki yéntemin, izolatlarin antimikrobiyallere duyarlilik durumlarini belirleme perfor-
manslari metronidazol igcin %100, imipenem ve tigesiklin icin %89.8 uyumlu bulunmustur. Diger antibiyotikler
igin kabul edilebilir uyum saptanmamistir.

Sonug: BFG bakterilerinin metronidazol, imipenem ve tigesikline duyarliliklarini belirlemede disk diffiizyon
yénteminin; klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla uygulanabilir, hizli ve giivenilir bir yéntem oldu-
gunu séyleyebiliriz. Ancak, bir standardin olusturulmasi adina, ézellikle diger antimikrobiyaller icin daha fazla
izolatin ele alindigi, deney kosullarinin optimize edildigi calismalarin gerektigini diisiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Bacteroides fragilis grubu bakteriler, agarda diliisyon, disk diftizyon
ABSTRACT

Objective: In this study it was aimed to determine the antimicrobial susceptibility of Bacteroides fragilis group
(BFG) bacteria using recently developed European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
disc diffusion method and agar dilution method recommended by Clinical Laboratory Standart Institude (CLSI)
for anaerobes and to investigate the agreement of the results of two tests.

Method: The antimicrobial susceptibilities of a total of 56 BFG strains isolated from clinical samples and
identified by MALDI-TOF MS analysis between January 2017 and December 2018, were tested to ampicillin,
ampicillin/sulbactam, cefoxitin, imipenem, clindamycin, tigecycline, moxifloxacin and metronidazole MICs were
determined by agar dilution method using sheep blood supplemented Brucella agar and disk diffusion test
using host blood supplemented Fastidius Anaerobic Agar (FAA).

Results: Six different BFG species consisting mostly strains of Bacteroides fragilis (n=34, 61%) and Bacteroides
thetaiotaomicron (n=11, 20%) isolated from various clinical samples such as intraabdominal abscess (n= 24),
blood (n=10) and tissue biopsy samples (n=11).were identified. Imipenem and metronidazole were the most
effective antimicrobials with 98.2% susceptibility rates, followed by tigecycline, ampicillin/sulbactam,
moxifloxacin and clindamycin with susceptibility rates of 89.3%, 66.1%, 57.1% and 46.4%, respectively. Most
concordant results were obtained with metronidazole (100%), imipenem (89.8%) and tigecycline (89.8%).
Acceptable compliance rates were not found for other antimicrobials.

Conclusion: We can say that disc diffusion method is a fast, easy-to-apply, and reliable method used in clinical
microbiology laboratories to determine the susceptibility of BFG bacteria to metronidazole, imipenem and
tigecycline. However, to evolve a standard method especially for other antimicrobials, the experimental
conditions should be optimized with studies dome with greater number of isolates.

Keywords: Bacteroides fragilis group bacteria, agar dilution method, disc diffusion method
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GiRiS

Bacteroides fragilis grubu (BFG) bakteriler zorunlu
anaerop gram negatif comaklardir. Kolon mikrobiyo-
tasinin 6nemli kismini olustururlar. Cerrahi girisim
veya travmaya bagh bagirsak mukoza bitinliginin
bozuldugu, bagisik yanitin baskilandigi durumlarda
vicudun diger bolgelerine yayilarak ciddi seyirli,
hatta 6liimle sonlanan firsatgl enfeksiyonlara neden
olabilirler™, BFG bakteriler, Bacteroides caccae,
Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Bacteroides
nordii, Bacteroides vulgatus ve Bacteroides
thetaiotaomicron gibi Bacteroides tirlerinden ve
Parabacteroides distasonis, Parabacteroides goldsteinii
ve Parabacteroides merdae gibi Parabacteroides
tirlerinden [https://Ipsn.dsmz.de/genus/bacteroides]
olusur. Tirler arasinda birtakim farkhliklar bulunmak-
la beraber, BFG bakteriler yiiksek virtilans 6zelliklere
sahiptirler ve anaerop bakteriler arasinda enfeksi-
yonlara en fazla yol acan organizmalardir. Bu bakteri-
ler ayni zamanda diger anaerop bakterilere gore
antibiyotiklere daha fazla direnclidirler®®.

BFG bakterileri vankomisin, kanamisin, kolistin, azt-
reonam, aminoglikozitler ve trimetoprim- silfame-
toksazol antibiyotiklerine dogal direnglidirler®.
izolatlarin ¢ogu penisilinlere, tetrasiklinlere yiiksek
oranda diren¢ kazanmislardir. Bunun yani sira klinda-
misin, moksifloksasin gibi anaerop enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan birgok antibiyotige artan oran-
da direng gelistirdikleri saptanmistir. BFG bakterileri
Uzerine etkili olabilecek B-laktam/B-laktamaz inhibi-
torleri, karbapenemler, tigesiklin, kloramfenikol ve
metronidazol gibi az sayida antibiyotik vardir®®,
Ancak, son yillarda BFG bakterilerinin bu antibiyotik-
lere de direng gelistirdikleri, ayni zamanda ¢ok anti-
biyotige direng sergiledikleri ve yiksek oranda mor-
taliteye yol actiklari bildirilmigstir”:#),

Gerek llkemizde gerekse diinya genelinde mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinin cogunda anaeroplarin, dola-
yistyla BFG bakterilerinin kulturleri ve antibiyotiklere
duyarliliklari rutin olarak c¢alisiimaz/?. Bunun énemli
nedenlerinden birisi, anaerop bakterilerin duyarlilik-
larini belirlemek igin 6nerilen agarda diliisyon testi-
nin, rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanabi-
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lecek pratik bir yontem olmamasidir®. Giinimizde
glvenilir, hizli, laboratuvarlarda kolaylikla uygulana-
bilir ydntem gelistirme arayislari vardir. Calismalardan
birisi European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)’in gelistirmekte oldu-
gu disk difizyon ydntemiyle BFG bakterilerin-
de duyarlilik testidir®®. Calismanin sonuglari BFG
bakterilerde, belirli antibiyotikler icin disk diftizyon
testinin glnlik laboratuvar uygulamalarinda giivenle
kullanilabilecegini gostermistir. Bir standart olustur-
mak ve bir rehber hazirlamak adina optimizasyon
¢alismalari siirduriilmektedir.

Bu calismada, laboratuvarimizda, klinik materyaller-
den izole edilmis BFG bakterilerinin EUCAST’in gelis-
tirmekte oldugu disk diflizyon yéntemi ve anaerop
bakteriler icin oOnerilen standart, agarda dillisyon
yontemi ile duyarliliklarinin belirlenmesi, elde edilen
sonuglara gore disk difiizyon yonteminin laboratuva-
rimizda rutinde uygulanabilirligi arastirilmistir.

GEREC ve YONTEM

izolatlarin belirlenmesi: Calismamiza, Ocak 2017 ile

Aralik 2018 tarihleri arasinda Marmara Universitesi,
Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar’’na gonderilen klinik
orneklerden izole edilen, enfeksiyon etkeni BFG bak-
terileri dahil edilmistir. Klinik 6rnekler genel cerrahi
(n=17), i¢ hastaliklari (n=9), kadin hastaliklari (n=6),
yogun bakim servisleri (n=5), acil servis (n=5), enfek-
siyon hastaliklari (n=4) ve diger kliniklerden génderil-
mistir. Ornekler 53 hastadan alinmis, ¢ogu batin
icinden olmak Uzere apselerden (n=26), dokudan
biyopsi 6rneklerinden (n=10), kan (n=10) ve diger
vicut sivilarindan olusmustur. Birer plevra, beyin
omurilik sivisi (BOS) ve dokudan biyopsi érneklerin-
den ikiser farkh BFG tirt olmak Uzere Uretilen top-
lam 56 BFG izolati caligmaya alinmis, yineleyen ure-
melerden birisi calismaya dahil edilmistir. Tanimlanan
izolatlar -80°C’de saklanmustir. Duyarlilik testi yapila-
cagl zaman, bakterilerin canlandirilmasi igin zengin-
lestirilmis Brucella agarda (%5 koyun kani, K vitamin;
1 pg/ml ve hemin; 5 ug/ml bulunduran) lg kez ardi-
stk olarak anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB,
ABD) kdiltirleri yapilmistir.
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izolatlarin tanimlanmasi: Aerotolerans testiyle sade-
ce anaerop ortamda lreyebilen, Gram negatif boyan-
ma Ozelligine sahip, identifikasyon amagli kullanilan
kolistin (10 pg), vankomisin (5 pg) ve kanamisin
(1000 pg) disklerine direncli, safrali besiyerinde dre-
yebilen, hareketsiz, katalaz aktivitesi gosteren basil-
ler BFG bakteriolarak degerlendirilmistir®?. izolatlarin
tur diizeyinde tanimlanmasi MALDI-TOF MS ile yapil-
mistir. Sistemin kullanim kilavuzu 6nerilerine uygun
olarak birer koloniden hazirlanan preparatlar lazer
atislarina maruz birakilmis ve elde edilen kiitle spekt-
rumlari VITEK® MS’in (bioMérieux, Fransa) V3.0 bilgi
veri tabanindaki spektrumlarla karsilastirilarak bak-
teri tanimlanmistir. Sistemin kalibrasyonu ve bakteri-
lerin tanimlanma kontroll ATCC Escherichia coli 8739
izolati ile yapilmistir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri: Calismamizda kulla-

nilan antibiyotikler; Clinical Laboratory Standart
Institude (CLSI) ve EUCAST onerileri dikkate alinarak
secilmistir®>13), izolatlarin ampisilin, ampisilin/sul-
baktam, sefoksitin, imipenem, tigesiklin, klindamisin,
moksifloksasin ve metronidazole (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Missouri, ABD) duyarlilk durumlari agarda
dilusyon ve disk diflizyon yontemleriyle
belirlenmistir*®2, Kontrol olarak ATCC 25285
Bacteroides fragilis izolati kullaniimistir.

Agarda dillisyon yontemi: Agarda dillisyon yontemin-
de CLSI (M11-A7) 6nerilerine uygun sekilde, antibi-
yotiklerin yari yariya sulandiriimalariyla hazirlanmis,

hemin, K vitamini ve %5 koyun kani bulunduran
Brucella agar kullaniimistir®, K vitamini ve heminle
zenginlestirilmis Brucella sivi besiyerlerinde bir gece-
lik inklibasyonla elde edilmis bakteri kiltard 0.5
McFarland bulanikliginda olacak sekilde ayarlanmis,
1/10 oraninda sulandirilmistir. Bakteri stspansiyo-
nundan 10’ar pl 6nceden hazirlanmis antibiyotikli
besiyerlerine damlatilarak inokiile edilmistir. Her bir
plakta 25 izolat bulunacak sekilde inokilasyon islem-
leri tamamlandiktan sonra plaklar 37°C’de 48 saat
anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB, ABD) inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasi iremenin inhibe edil-
digi en diisiik konsantrasyon MiK degeri olarak kabul
edilmistir®. izolatlarin antibiyotiklere duyarhlik
durumu EUCAST klinik sinir degerlerine gore

yorumlanmistir®), EUCAST klinik sinir degeri bulun-
mayan antibiyotikler icin CLSI sinir degerleri kullanil-
mistir. EUCAST ve CLSI’'nin sinir deger bildirmedigi
tigesiklin icin Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan anaeroplar icin 6nerilen sinir degerleri
(duyarh:<4 pg/ml, orta duyarli: 8 ug/ml, direngli: 216
pg/ml) temel alinmistir®®.

Disk diflizyon metodu: Disk diflizyon metodu igin;

ampisilin (10 pg), ampisilin/sulbaktam (10/10 pg),
sefoksitin (30 pg), imipenem (10 pg), tigesiklin (15
pg), klindamisin (10 pg), moksifloksasin (5 ug) ve
metronidazol (5 pg) antibiyotik diskleri (Oxoid,
Birlesik Krallik) kullanilmistir®®, Besiyeri olarak
EUCAST tarafindan kullanilmasi Gzerinde uzlagsmaya
varilan Fastidious Anaerobe Agar (FAA) (LabM,
Birlesik Krallik) calismaya alinmistir®®. Yizde 5 ora-
ninda at kani ile zenginlestirilmis FAA, kalinligi 4 mm
olacak sekilde plaklara aktarilarak kurumaya birakil-
mistir. Diger yandan bir gecelik inkiibasyon sonrasi
FAA'dan elde edilen taze kaltirden %0.9’luk tuzlu su
icinde McFarland 1 bulanikhginda bakteri siispansi-
yonu hazirlanmis, steril pamuklu ekivyon ile taze
FAA’a, plagin tum vylzeyine esit yayillacak sekilde
ekim yapilmistir. Her bir 90 mm ebatlarindaki FAA
plagina penset kullanilarak en fazla l¢ adet antibiyo-
tik diski yerlestirilmistir. inokilum hazirlanmasi, ekim
isleminin yapilmasi ve antibiyotik disklerinin yerlesti-
rilmesi EUCAST’in Onerdigi 15’er (15-15-15) dakika
kuralina goére bekletilmeden uygulanmistir,
islemleri tamamlanan plaklar karanlik (besiyeri ire-
ten firmanin Gnerisine istinaden) ve anaerop ortam-
da 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda antibiyotik disklerinin g¢evresindeki Greme
olmayan zon cap! milimetrik cetvel ile ol¢lilmas,
daha 6nce yapilan galismalardan bildirilmis sonuglar-
la karsilastirilmis, izolatlarimizin ilgili antibiyotige
duyarh (S) ve direncli (R) olabilecegi seklinde ¢ikarim-
lar yapilmistir. Agarda dillisyon test sonuglari ile disk
diftizyon test sonuglari karsilastirilarak aralarinda
baglanti bulmaya calisiimistir.

BULGULAR

Bu calismada, 53 hastanin gesitli klinik 6rneklerinden
uretilmis 56 BFG izolati ele alinmistir. izolatlarin

111



Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(2):99-118

Tablo 1. izolatlarin elde edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi.

BFG bakteriler Apse BAI* Doku BOS** Periton sivisi Plevra sivisi Toplam Sayi (n)
Bacteroides fragilis 1 15 8 2 2 0 34
Bacteroides thetaiotaomicron 0 4 0 1 1 2 11
Bacteroides vulgatus 1 2 1 0 0 0 4
Bacteroides ovatus 0 0 1 0 0 1 2
Bacteroides uniformis 0 0 1 0 0 0 1
Parabacteroides distasonis 0 3 0 0 0 0 4
Toplam 2 24 11 3 3 3 56

Sayi (n)

*BIA: Batin ici apse, **BOS: Beyin omurilik sivisi

Tablo 2. BFG izolatlarinin antimikrobiyallere duyarhilik durumlan

MiK degerleri (ug/ml) Duyarhlik profili (%)

Antimikrobiyaller Sinir degerleri®

Hassas Orta Direngli MiK araliklan ~ MiK, MK, Hassas Orta  Direngli
Ampisilin <0,5 >2 4->256 64 >258 0 100
Ampisilin/sulbaktam <4 32 >8 <0.125->64 2 16 66.1 33.9
Sefoksitin® <16 264 4->64 32 >64 68 16 16
imipenem <2 >8 <0.06-64 0.05 2 98.2 1.8
Klindamisin <4 8 >4 0.25->256 16 >256 46.4 53.6
Tigesiklin® <4 4 216 0.25-16 1 8 89.3 89 1.8
Moksifloksasin® <2 >8 0.05->64 4 32 57.1 12.5 30.4
Metronidazol <4 >4 0.5-8 0.05 2 98.2 1.8

YEUCAST klinik sinir degerlerine gére, °CLSI klinik sinir degerlerine,

¢ogunlugunu B. fragilis (n=34, %61), olusturmus
bunu sirasiyla B. thetaiotaomicron (n=11, %20),
B. vulgatus (n=4), P. distasonis (n=4), B. ovatus (n=2)
ve B. uniformis (n=1) izlemistir. izolatlarimizin klinik
orneklere gore dagilimi Tablo 1’de verilmistir.

Agarda dillisyon test sonuglarimiza gore izolatlarimi-
zin tamami ampisiline, %33.9’u ampisilin/sulbakta-
ma, %16’si ise sefoksitine direngli bulunmustur. Orta
direngli olanlar da degerlendirmeye katildiginda
sefoksitine duyarli olmayanlarin orani %32’ye yuksel-
mistir. ikinci en vyiiksek direng orani klindamisine
karsi (%53.6) saptanmis, bunu %30.4 (orta direngliler
ile birlikte toplam %42.9 oraninda duyarl olmayan-
lar) oraniyla moksifloksasine direng izlemistir.
izolatlar lzerine en etkili goériilen antibiyotikler
%1.8 direng oranlariyla imipenem, metronidazol
ve tigesiklin olmustur.

izolatlarin MiK, ve MIK  degerleri ve CLSI, EUCAST

112

°FDA klinik sinir dederlerine gére yorumlanmistir.

ve FDA'nin klinik sinir degerlerine gore belirlenmis
antibiyotiklere duyarhlik durumlari Tablo 2’de
verilmistir.

Disk diflizyon test sonuglari 24 saatlik inkiibasyon
sonunda disk etrafindaki inhibisyon zon c¢aplari 6l¢i-
lerek degerlendirilmistir. Bakterilerin iyi Gredikleri,
zon caplariin dizgin ve net bir sekilde gorilebilir
oldugu saptanmistir. Daha 6nce duyarhhk zon sinir
degerleri belirlenen antibiyotiklere (duyarhlik kriter-
leri; imipenem 229 mm, metronidazol 224 mm, klin-
damisin 225, moksiflosasin 219 mm) gobre agarda
dilisyon ve disk difiizyon sonuglarimizin uyumlulugu
arastirilmigtir. Metronidazol igin agarda dillisyon ve
disk diflizyon sonuglarimizda %100 oraninda uyum-
luluk saptanmis ve her iki test ile izolatlar hassas ya
da direngli olarak bulunmustur. iki test sonuglari ara-
sindaki uyumluluk diger antibiyotiklerden imipenem
icin %89, klindamisin igin %78.5 ve moksifloksasin
icin %76.7 olarak saptanmistir. Uyum orani daha
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Sekil 1. BFG izolatlarinin metronidazole karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin metronidazol diski (5 pg /disk) etrafinda olusturduklari

inhibisyon zon 6l¢tiimlerinin dagilm semasi.

*inhibisyon zon ¢apini gésteren 06-40 rakamlari alt alta yazilmistir.
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Sekil 2. BFG izolatlarinin moksifloksasine karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin moksifloksasin diski (5 pg /disk) etrafinda olusturduklari

inhibisyon zon 6l¢limlerinin dagihm semasi.

*Kiigtik hata, **Biyiik hata, ***Cok bliyiik hata veren izolatlar. D; direngli, O; orta direngli, H; hassas

disik olan klindamisin ve moksifloksasin igin tir
bazinda zon ¢apinda belirgin farkhliklarin oldugu goz-
lenmistir (Tablo 3’te BFG izolatlarinin tir bazinda
moksifloksasine gostermis olduklari inhibisyon zon
caplari yer almaktadir). Ampisilin/sulbaktam ve
sefoksitine duyarhlik sonuglarinda pek kiyaslanabilir
degerler bulunamamis, ayni MiK degerlerine sahip
izolatlar farkli inhibisyon zon gaplari veya ayni zon
caplarina sahip izolatlar farkli MiK degerleri sergile-

yebilmislerdir. Tigesiklin icin disk diflizyon inhibisyon
zon gaplariyla ilgili heniz sinir degerler belirlenmedi-
ginden iki yontemin sonuglari karsilastirilamamistir.
Ancak, MiK degerlerine gére duyarli izolatlarin (n=50)
%92’sinde disk diflizyon testiyle inhibisyon zon ¢api
19 mm ve Uzerinde bulunmus, %8’inde ise 12 ile 15
mm arasinda veriler elde edilmistir. MiK sonucuna
gore direngli tek izolat ise 10 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur (Sekil 3a, 3b).
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Tablo 3. Sekil 2’deki verilen BFG izolatlarinin moksifloksasine karsi disk difiizyon inhibisyon zon ¢ap dl¢iimlerinin MIK degerlerine gore
dagihimi.

MiK Sayi Zon gapi Sayi Zon gapi Saylr  Zon gapi Sayr  Zon gapli
(ne/l (n=) (mm) (n=) (mm) (n=)  (mm) (n=)  (mm)
0.5 7 21, 25, 25, 28, 29, 29, 29 1 27 2 22,25 0 -
1 12 6**, 6%*, 22, 23, 25, 25, 25, 26, 26, 27, 27, 28 0 - 0 - 2 25,25
2 2 6**, 27 4 19, 20, 20, 21 0 - 2 20, 17
4 4 17, 18, 19%, 19* 2 15,25 1 18 0 -
8 5 6,10, 11*, 13*, 13* 0 - 0 - 0 -
16 2 6, 14* 0 - 1 6 0 -
32 2 6, 27*** 2 6,7 0 - 0 -
>64 0 - 2 6,6 0 3 6,6,6
*Kliglik hata, **Biiyik hata, ***Cok bliyiik hata veren izolatlar
" Tigesiklin MiK
(ug/ml)
12 16
10 8
a
g 8- 4
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Sekil 3a. BFG izolatlarinin tigesikline karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin tigesiklin diski (15 pg /disk) etrafinda olugturduklar inhibisyon
zon Olglimlerinin dagilim semasi.
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Disk etrafindaki inhibisyon zon ¢api (mm)

Sekil 3b. BFG izolatlarinin tigesikline karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin tigesiklin diski (15 pg /disk) etrafinda olusturduklari inhibisyon
zon Slgiimlerinin dagilim semasi. Tigesiklin igin disk diffiizton inhibisyon zon ¢aplariyla ilgili heniiz belirlenmis sinir degerler bulunmamak-
tadir. Verilerimize gore tigesiklin i¢in 6nerilmesi muhtemel sinir degerleri; “219’lar hassas, <12’ler direngli” olabilir.

D; direngli, O; orta direngli, H; hassas
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TARTISMA

izolasyonunun ve tanimlanmasinin zor, zahmetli ve
pahali olmasi nedeniyle gerek diinyada gerekse (lke-
mizde ¢ok az laboratuvarda anaerop bakteri kiltlr
yapiimaktadir. Anaeroplara bagli enfeksiyon varligin-
da antianaerop etkiye sahip oldugu dislinilen anti-
biyotikler ile ampirik tedavi uygulanmaktadir®.
Ancak, son yillarda giderek artan antibiyotik direnci
nedeniyle anaerop bakterilerin, 6zellikle BFG izolat-
larinin duyarliliklari 6ngorilemez hale gelmistir.
Ulkelere, sehirlere, merkezlere hatta ayni merkezde
farkh kliniklere gore degisiklik gostermekle beraber
calismalar, karbapenem, piperasilin/ tazobaktam,
amoksisilin/klavulanik asit ve metronidazol gibi en
aktif antibiyotiklere bile direng gelistigini gdstermis-
tir®4. Cok ilaca direncli BFG izolatlarina bagli olgu
bildirimlerinde belirgin bir artis dikkat cekmektedir”:#),
Bu gelismeler giinlik rutin laboratuvar uygulamala-
rinda, anaerop bakterilerin antimikrobiyal duyarlilik-
larini belirleyen testlere duyulan gereksinimin biyiik-
lGginu gozler 6niine sermektedir®.

Anaerop bakteriler igin 6nerilen duyarlilik testi; agar-
da dilisyon metodu, klinik 6rneklerden izole edilen
anaerop bakterilerin stoklanip biriktirilerek antibiyo-
tik duyarhhklarinin toplu g¢alisiimasi i¢in uygun bir
yontemdir. Rutin laboratuvar uygulamalari igin pratik
bir yontem degildir'*?. Alternatif bir ydontem olarak
anaeroplara uyarlanan, 6zel durumlarda, secilmis
birkag antibiyotik icin kullanilabilen gradyan strip
testi (E-testi) ise pahaldir, duslk gelirli tGlkelerdeki
laboratuvarlarda duzenli olarak kullaniimasi mim-
kin degildir*®, Gunimuzde rutin laboratuvar uygu-
lamalarinda, anaerop bakteriler icin kullanilabilecek
ucuz, basit ve givenilir sonuglar veren duyarlilik yon-
tem arayislari sirmektedir. Aerop bakteriler igin kul-
lanilan disk difiizyon yénteminin Clostridiodes difficile
ve BFG bakteriler gibi ¢abuk treyen organizmalarin
duyarhhklarini belirlemede ¢6ziim olabilecegi disu-
nilmis ve bazi arastiricilar tarafindan yapilan calis-
malarda guvenilir sonuglar elde edilmistir. Erikstrup
ve ark.?”, hastanede yatan ishalli hastalardan izole
edilmis, gradyan strip testi ile metronidazol veya
vankomisine duyarliligi azalmig, moksifloksasin veya
rifaksimine direncli oldugu saptanan C. difficile izo-

latlarinin disk diflizyon yontemiyle ayni antibiyotikle-
re duyarhliklarini arastirmislar, iki yontem sonuglari
arasinda kusursuz bir uyum saptamislardir. Ayni ¢alis-
ma grubu, rutin laboratuvar uygulamalarinda disk
diftizyon yonteminin C. difficile izolatlarinin duyarhl-
gini  belirlemede kullanilabilecegini deneyim-
lemistir®®,

Bacteroides izolatlarinin duyarliliklarini belirlemede
disk diflizyon yonteminin uygunlugunu saptamak
icin kapsamli bazi calismalar yapilmistir. Cesitli besi-
yerleri, inklibasyon kosullari denenmis, EUCAST’In
anaeroplar igin belirledigi sinir degerler kullanilarak
yapilan ilk karsilastirmali g¢alisma, 2013 yilinda
ECCMID Kongresinde sunulmustur®. Toplam 104
BFG izolatinin ele alindigi, besiyeri olarak koyun kani,
hemin ve K vitaminiyle zenginlestirilmis Brucella
agar, antibiyotiklerden piperasilin /tazobaktam,
meropenem, klindamisin ve metronidazol antibiyotik
disklerinin kullanildigi bu calismada agarda dillisyon
MiK degerleriyle uyumlu sonuglar alinmistir. Nagy ve
ark.“9 tarafindan yapilan, daha genis bir bakteri top-
lulugu (n=381) ve dokuz antibiyotigin ele alindigi,
koyun kanli Brucella agarin kullanildigi ¢alismada,
disk diflizyon duyarlilik testinin glinltk rutin labora-
tuvar calismalarinda uygulanabilir bir yontem oldu-
gunu gostermistir. Uyumlu sonuglar alinmakla bera-
ber, deney kosullariyla ilgili optimizasyon
stirmektedir??), Bakterilerin Gremesini daha fazla
arttirdigl, piyasada daha kolay bulunabilir oldugu
saviyla koyun kaniyla zenginlestirilmis Brucella agar
yerine at kani eklenmis FAA kullaniimasi kararlastiril-
mig ve son galismalar at kaniyla zenginlestirilmis FAA
besiyeriyle alinan sonuglara yogunlastirilmistir??,

Bu c¢alismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis
BFG bakterilerinin duyarliklari at kaniyla zenginlesti-
rilmis FAA kullanilarak disk diflizyon yontemiyle
belirlenmis, anaeroplar igin standart yontem olan
agarda diliisyon testiyle elde edilen MiK degerleriyle
karsilastirilmistir. Antibiyotik diskleri, CLSI ve EUCAST
klavuzlarinda 6nerilen gram negatif anaerop bakteri-
lerin duyarliklarini belirlemek icin kullanilan antibi-
yotiklere gore secilmistir. Calismanin biitlin basa-
maklarinda inokilim miktarindan, besiyeri kalinhgi-
na, inkiibasyon sicakligl ve siresinden ve karanlik
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ortamda tutulmasina kadar dénerilen konulara titizlik-
le uyulmustur. Testlerin degerlendirme asamasinda,
inklibasyon sonrasinda iyi Greme ve antibiyotik disk-
leri etrafinda net inhibisyon zonlari saptanmistir.

iki duyarlilik testi arasindaki en yiiksek benzer sonug-
lar, %100 uyumla metronidazol ile yaklasik %90
uyumla imipenem ile alinmistir. Bu iki antibiyotikle
uyumlu sonuglarin alinmasi énemlidir. Bakteriyemi
gibi invaziv enfeksiyonlarda tercih edilecek bakterisi-
dal antibiyotikler karbapenemler ve metronidazol-
dur®2)_ Gunumuzde kullanilan kan kltar cihazlariy-
la kanda lreme kisa sirede belirlenebilmektedir.
Anaerop kdltur pratigi olan laboratuvarlarda, Greme-
li kan kiltur sisesinden yapilan ekimden 24 saatlik
inkibasyon sonrasi BFG bakteri kaltira elde
edilebilmektedir?¥. Kilturden yapilan disk diflizyon
testiyle bakterilerin bu antibiyotiklere duyarliliklari
belirlenebilecektir. Hastanemizde karbapenemlere
direncli Bacteroides orani diger (lkelerdeki direng
oranlarina gore daha ylksektir®. Bunun yani sira
hastanemizde metronidazole direngli Bacteroides’lere
bagli bakteriyemi olgulari da saptanmistir®®, Ozellikle
bakteriyemi etkeni BFG bakterilerinin kisa sirede
tanimlanmasi, metronidazole ve imipeneme duyarli-
liklarinin belirlenmesi tedavinin basarili olmasinda
onemlidir?223),

izolatlarimiz {izerine imipenem ve metronidazolden
sonra en etkili antimikrobiyallerden tigesiklin igin
disk diflizyon inhibisyon zon capiyla ilgili heniz belir-
lenmis sinir bir deger bulunmadigi icin iki test arasin-
daki uyum hesaplanamamistir. Verilerimize gore
tigesiklin icin 6nerilmesi muhtemel sinir degerlerinin
“>19 mm hassas, 18-12 mm orta direncli ve <12’ler
direngli” olabilecegini disliniyoruz (Sekil 3a, 3b). Bu
degerler baz alindiginda MiK degerleri ile disk difiiz-
yon test sonuglari arasinda %89.3 oraninda uyum,
%10.3 oraninda minor hata (agar dillisyon yontemin-
de duyarh olup, disk diflizyon testiyle orta direngli
olanlar n=2, agar dillisyon yonteminde orta direngli
olup, disk difiizyon testiyle duyarli olanlar n=4) varli-
gindan s6z edebiliriz. Bu degerlendirmeye gore
bliylk hata veya ¢ok bliylk hatanin olmamasi, tige-
siklin icin disk difiizyon testinin kullanilabilecegini
distndirmektedir.
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Diger antibiyotiklerden klindamisin ve moksifloksa-
sin ile yapilan testlerde %75’ten daha yliksek oranda
uyum gozlenmistir. Ancak, bu oran kabul edilir (>90)
orandan dusiktir ve rutin laboratuvar pratiginde
kullaniimasi olasi degildir. Tir dizeyinde degerlendi-
rildiginde, iki test arasindaki uyum orani da degisiklik
gdstermektedir. Ornegin, moksifloksasin icin kiiciik
hata, blylk hata ve ¢cok blyilik hata veren izolatlarin
daha ¢ok B. fragilis tirleri arasinda yer aldig1 goril-
mektedir. Cok sayida bakterinin ele alindigi, 6zellikle
tur diizeyinde yapilacak ¢alismalar ile disk difiizyon
testinin bu antibiyotikler igin optimize edilmesi
gereklidir. Gerek diinyada gerekse tlkemizde bu anti-
mikrobiyallere yliksek oranda diren¢ bulunmaktadir,
duyarhhk sonuglari saptanmadan ampirik tedavide
kullaniimalari 6nerilmemektedir®273%, Bu nedenle
BFG izolatlarinin klindamisin ve moksifloksasine
duyarlilklarinin belirlenmesi uygun antimikrobiyalin
secilmesinde 6nemlidir.

Ampisilin/sulbaktam ve sefoksitin diskleriyle yapilan
calismalar pek tutarli sonuglar vermemistir. Ayni MiK
degerine sahip bazi organizmalar farkli disk inhibisyon
zonu olustururken, ayni disk zonu gapina sahip orga-
nizmalar farkli MiK degerleri gdstermislerdir. Daha
onceki calismalarda da beta-laktam grubu antibiyotik-
lerin benzer sonuglar sergiledikleri belirtilmigtir%:521,

Test edilen izolat sayisinin az olmasi ¢alismamizin
zayif tarafini olusturmaktadir. Daha fazla bakteriyi
dahil ederek optimize edilen ¢alismalar ile bu eksik-
liklerin giderilecegine inaniyoruz. Bu zayif tarafina
karsin ileride yapacagimiz galismalara kaynak olus-
turmasi bakimindan verilerimizin degerli oldugunu
duslintiyoruz.

Sonug olarak, BFG bakterilerinin, bu bakterilere bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir sekilde kullani-
lan antimikrobiyallerden metronidazol, imipenem ve
tigesikline duyarhhklarini belirlemede disk diflizyon
yonteminin kolaylikla uygulanabilir, hizli ve givenilir
bir ydontem oldugu soylenebilir. Ancak, bir standardin
olusturulmasi adina, 6zellikle diger antimikrobiyaller
icin daha fazla izolatin ele alindigi, deney kosullarinin
optimize edildigi ¢alismalarin yapilmasi gerektigini
disiniyoruz.
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GiRiS

Bacteroides fragilis grubu (BFG) bakteriler zorunlu
anaerop gram negatif comaklardir. Kolon mikrobiyo-
tasinin 6nemli kismini olustururlar. Cerrahi girisim
veya travmaya bagh bagirsak mukoza bitinliginin
bozuldugu, bagisik yanitin baskilandigi durumlarda
vicudun diger bolgelerine yayilarak ciddi seyirli,
hatta 6liimle sonlanan firsatgl enfeksiyonlara neden
olabilirler™, BFG bakteriler, Bacteroides caccae,
Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Bacteroides
nordii, Bacteroides vulgatus ve Bacteroides
thetaiotaomicron gibi Bacteroides tirlerinden ve
Parabacteroides distasonis, Parabacteroides goldsteinii
ve Parabacteroides merdae gibi Parabacteroides
tirlerinden [https://Ipsn.dsmz.de/genus/bacteroides]
olusur. Tirler arasinda birtakim farkhliklar bulunmak-
la beraber, BFG bakteriler yiiksek virtilans 6zelliklere
sahiptirler ve anaerop bakteriler arasinda enfeksi-
yonlara en fazla yol acan organizmalardir. Bu bakteri-
ler ayni zamanda diger anaerop bakterilere gore
antibiyotiklere daha fazla direnclidirler®®.

BFG bakterileri vankomisin, kanamisin, kolistin, azt-
reonam, aminoglikozitler ve trimetoprim- silfame-
toksazol antibiyotiklerine dogal direnglidirler®.
izolatlarin ¢ogu penisilinlere, tetrasiklinlere yiiksek
oranda diren¢ kazanmislardir. Bunun yani sira klinda-
misin, moksifloksasin gibi anaerop enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan birgok antibiyotige artan oran-
da direng gelistirdikleri saptanmistir. BFG bakterileri
Uzerine etkili olabilecek B-laktam/B-laktamaz inhibi-
torleri, karbapenemler, tigesiklin, kloramfenikol ve
metronidazol gibi az sayida antibiyotik vardir®®,
Ancak, son yillarda BFG bakterilerinin bu antibiyotik-
lere de direng gelistirdikleri, ayni zamanda ¢ok anti-
biyotige direng sergiledikleri ve yiksek oranda mor-
taliteye yol actiklari bildirilmigstir”:#),

Gerek llkemizde gerekse diinya genelinde mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinin cogunda anaeroplarin, dola-
yistyla BFG bakterilerinin kulturleri ve antibiyotiklere
duyarliliklari rutin olarak c¢alisiimaz/?. Bunun énemli
nedenlerinden birisi, anaerop bakterilerin duyarlilik-
larini belirlemek igin 6nerilen agarda diliisyon testi-
nin, rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanabi-
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lecek pratik bir yontem olmamasidir®. Giinimizde
glvenilir, hizli, laboratuvarlarda kolaylikla uygulana-
bilir ydntem gelistirme arayislari vardir. Calismalardan
birisi European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)’in gelistirmekte oldu-
gu disk difizyon ydntemiyle BFG bakterilerin-
de duyarlilik testidir®®. Calismanin sonuglari BFG
bakterilerde, belirli antibiyotikler icin disk diftizyon
testinin glnlik laboratuvar uygulamalarinda giivenle
kullanilabilecegini gostermistir. Bir standart olustur-
mak ve bir rehber hazirlamak adina optimizasyon
¢alismalari siirduriilmektedir.

Bu calismada, laboratuvarimizda, klinik materyaller-
den izole edilmis BFG bakterilerinin EUCAST’in gelis-
tirmekte oldugu disk diflizyon yéntemi ve anaerop
bakteriler icin oOnerilen standart, agarda dillisyon
yontemi ile duyarliliklarinin belirlenmesi, elde edilen
sonuglara gore disk difiizyon yonteminin laboratuva-
rimizda rutinde uygulanabilirligi arastirilmistir.

GEREC ve YONTEM

izolatlarin belirlenmesi: Calismamiza, Ocak 2017 ile

Aralik 2018 tarihleri arasinda Marmara Universitesi,
Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar’’na gonderilen klinik
orneklerden izole edilen, enfeksiyon etkeni BFG bak-
terileri dahil edilmistir. Klinik 6rnekler genel cerrahi
(n=17), i¢ hastaliklari (n=9), kadin hastaliklari (n=6),
yogun bakim servisleri (n=5), acil servis (n=5), enfek-
siyon hastaliklari (n=4) ve diger kliniklerden génderil-
mistir. Ornekler 53 hastadan alinmis, ¢ogu batin
icinden olmak Uzere apselerden (n=26), dokudan
biyopsi 6rneklerinden (n=10), kan (n=10) ve diger
vicut sivilarindan olusmustur. Birer plevra, beyin
omurilik sivisi (BOS) ve dokudan biyopsi érneklerin-
den ikiser farkh BFG tirt olmak Uzere Uretilen top-
lam 56 BFG izolati caligmaya alinmis, yineleyen ure-
melerden birisi calismaya dahil edilmistir. Tanimlanan
izolatlar -80°C’de saklanmustir. Duyarlilik testi yapila-
cagl zaman, bakterilerin canlandirilmasi igin zengin-
lestirilmis Brucella agarda (%5 koyun kani, K vitamin;
1 pg/ml ve hemin; 5 ug/ml bulunduran) lg kez ardi-
stk olarak anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB,
ABD) kdiltirleri yapilmistir.
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izolatlarin tanimlanmasi: Aerotolerans testiyle sade-
ce anaerop ortamda lreyebilen, Gram negatif boyan-
ma Ozelligine sahip, identifikasyon amagli kullanilan
kolistin (10 pg), vankomisin (5 pg) ve kanamisin
(1000 pg) disklerine direncli, safrali besiyerinde dre-
yebilen, hareketsiz, katalaz aktivitesi gosteren basil-
ler BFG bakteriolarak degerlendirilmistir®?. izolatlarin
tur diizeyinde tanimlanmasi MALDI-TOF MS ile yapil-
mistir. Sistemin kullanim kilavuzu 6nerilerine uygun
olarak birer koloniden hazirlanan preparatlar lazer
atislarina maruz birakilmis ve elde edilen kiitle spekt-
rumlari VITEK® MS’in (bioMérieux, Fransa) V3.0 bilgi
veri tabanindaki spektrumlarla karsilastirilarak bak-
teri tanimlanmistir. Sistemin kalibrasyonu ve bakteri-
lerin tanimlanma kontroll ATCC Escherichia coli 8739
izolati ile yapilmistir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri: Calismamizda kulla-

nilan antibiyotikler; Clinical Laboratory Standart
Institude (CLSI) ve EUCAST onerileri dikkate alinarak
secilmistir®>13), izolatlarin ampisilin, ampisilin/sul-
baktam, sefoksitin, imipenem, tigesiklin, klindamisin,
moksifloksasin ve metronidazole (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Missouri, ABD) duyarlilk durumlari agarda
dilusyon ve disk diflizyon yontemleriyle
belirlenmistir*®2, Kontrol olarak ATCC 25285
Bacteroides fragilis izolati kullaniimistir.

Agarda dillisyon yontemi: Agarda dillisyon yontemin-
de CLSI (M11-A7) 6nerilerine uygun sekilde, antibi-
yotiklerin yari yariya sulandiriimalariyla hazirlanmis,

hemin, K vitamini ve %5 koyun kani bulunduran
Brucella agar kullaniimistir®, K vitamini ve heminle
zenginlestirilmis Brucella sivi besiyerlerinde bir gece-
lik inklibasyonla elde edilmis bakteri kiltard 0.5
McFarland bulanikliginda olacak sekilde ayarlanmis,
1/10 oraninda sulandirilmistir. Bakteri stspansiyo-
nundan 10’ar pl 6nceden hazirlanmis antibiyotikli
besiyerlerine damlatilarak inokiile edilmistir. Her bir
plakta 25 izolat bulunacak sekilde inokilasyon islem-
leri tamamlandiktan sonra plaklar 37°C’de 48 saat
anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB, ABD) inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasi iremenin inhibe edil-
digi en diisiik konsantrasyon MiK degeri olarak kabul
edilmistir®. izolatlarin antibiyotiklere duyarhlik
durumu EUCAST klinik sinir degerlerine gore

yorumlanmistir®), EUCAST klinik sinir degeri bulun-
mayan antibiyotikler icin CLSI sinir degerleri kullanil-
mistir. EUCAST ve CLSI’'nin sinir deger bildirmedigi
tigesiklin icin Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan anaeroplar icin 6nerilen sinir degerleri
(duyarh:<4 pg/ml, orta duyarli: 8 ug/ml, direngli: 216
pg/ml) temel alinmistir®®.

Disk diflizyon metodu: Disk diflizyon metodu igin;

ampisilin (10 pg), ampisilin/sulbaktam (10/10 pg),
sefoksitin (30 pg), imipenem (10 pg), tigesiklin (15
pg), klindamisin (10 pg), moksifloksasin (5 ug) ve
metronidazol (5 pg) antibiyotik diskleri (Oxoid,
Birlesik Krallik) kullanilmistir®®, Besiyeri olarak
EUCAST tarafindan kullanilmasi Gzerinde uzlagsmaya
varilan Fastidious Anaerobe Agar (FAA) (LabM,
Birlesik Krallik) calismaya alinmistir®®. Yizde 5 ora-
ninda at kani ile zenginlestirilmis FAA, kalinligi 4 mm
olacak sekilde plaklara aktarilarak kurumaya birakil-
mistir. Diger yandan bir gecelik inkiibasyon sonrasi
FAA'dan elde edilen taze kaltirden %0.9’luk tuzlu su
icinde McFarland 1 bulanikhginda bakteri siispansi-
yonu hazirlanmis, steril pamuklu ekivyon ile taze
FAA’a, plagin tum vylzeyine esit yayillacak sekilde
ekim yapilmistir. Her bir 90 mm ebatlarindaki FAA
plagina penset kullanilarak en fazla l¢ adet antibiyo-
tik diski yerlestirilmistir. inokilum hazirlanmasi, ekim
isleminin yapilmasi ve antibiyotik disklerinin yerlesti-
rilmesi EUCAST’in Onerdigi 15’er (15-15-15) dakika
kuralina goére bekletilmeden uygulanmistir,
islemleri tamamlanan plaklar karanlik (besiyeri ire-
ten firmanin Gnerisine istinaden) ve anaerop ortam-
da 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda antibiyotik disklerinin g¢evresindeki Greme
olmayan zon cap! milimetrik cetvel ile ol¢lilmas,
daha 6nce yapilan galismalardan bildirilmis sonuglar-
la karsilastirilmis, izolatlarimizin ilgili antibiyotige
duyarh (S) ve direncli (R) olabilecegi seklinde ¢ikarim-
lar yapilmistir. Agarda dillisyon test sonuglari ile disk
diftizyon test sonuglari karsilastirilarak aralarinda
baglanti bulmaya calisiimistir.

BULGULAR

Bu calismada, 53 hastanin gesitli klinik 6rneklerinden
uretilmis 56 BFG izolati ele alinmistir. izolatlarin
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Tablo 1. izolatlarin elde edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi.

BFG bakteriler Apse BAI* Doku BOS** Periton sivisi Plevra sivisi Toplam Sayi (n)
Bacteroides fragilis 1 15 8 2 2 0 34
Bacteroides thetaiotaomicron 0 4 0 1 1 2 11
Bacteroides vulgatus 1 2 1 0 0 0 4
Bacteroides ovatus 0 0 1 0 0 1 2
Bacteroides uniformis 0 0 1 0 0 0 1
Parabacteroides distasonis 0 3 0 0 0 0 4
Toplam 2 24 11 3 3 3 56

Sayi (n)

*BIA: Batin ici apse, **BOS: Beyin omurilik sivisi

Tablo 2. BFG izolatlarinin antimikrobiyallere duyarhilik durumlan

MiK degerleri (ug/ml) Duyarhlik profili (%)

Antimikrobiyaller Sinir degerleri®

Hassas Orta Direngli MiK araliklan ~ MiK, MK, Hassas Orta  Direngli
Ampisilin <0,5 >2 4->256 64 >258 0 100
Ampisilin/sulbaktam <4 32 >8 <0.125->64 2 16 66.1 33.9
Sefoksitin® <16 264 4->64 32 >64 68 16 16
imipenem <2 >8 <0.06-64 0.05 2 98.2 1.8
Klindamisin <4 8 >4 0.25->256 16 >256 46.4 53.6
Tigesiklin® <4 4 216 0.25-16 1 8 89.3 89 1.8
Moksifloksasin® <2 >8 0.05->64 4 32 57.1 12.5 30.4
Metronidazol <4 >4 0.5-8 0.05 2 98.2 1.8

YEUCAST klinik sinir degerlerine gére, °CLSI klinik sinir degerlerine,

¢ogunlugunu B. fragilis (n=34, %61), olusturmus
bunu sirasiyla B. thetaiotaomicron (n=11, %20),
B. vulgatus (n=4), P. distasonis (n=4), B. ovatus (n=2)
ve B. uniformis (n=1) izlemistir. izolatlarimizin klinik
orneklere gore dagilimi Tablo 1’de verilmistir.

Agarda dillisyon test sonuglarimiza gore izolatlarimi-
zin tamami ampisiline, %33.9’u ampisilin/sulbakta-
ma, %16’si ise sefoksitine direngli bulunmustur. Orta
direngli olanlar da degerlendirmeye katildiginda
sefoksitine duyarli olmayanlarin orani %32’ye yuksel-
mistir. ikinci en vyiiksek direng orani klindamisine
karsi (%53.6) saptanmis, bunu %30.4 (orta direngliler
ile birlikte toplam %42.9 oraninda duyarl olmayan-
lar) oraniyla moksifloksasine direng izlemistir.
izolatlar lzerine en etkili goériilen antibiyotikler
%1.8 direng oranlariyla imipenem, metronidazol
ve tigesiklin olmustur.

izolatlarin MiK, ve MIK  degerleri ve CLSI, EUCAST
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°FDA klinik sinir dederlerine gére yorumlanmistir.

ve FDA'nin klinik sinir degerlerine gore belirlenmis
antibiyotiklere duyarhlik durumlari Tablo 2’de
verilmistir.

Disk diflizyon test sonuglari 24 saatlik inkiibasyon
sonunda disk etrafindaki inhibisyon zon c¢aplari 6l¢i-
lerek degerlendirilmistir. Bakterilerin iyi Gredikleri,
zon caplariin dizgin ve net bir sekilde gorilebilir
oldugu saptanmistir. Daha 6nce duyarhhk zon sinir
degerleri belirlenen antibiyotiklere (duyarhlik kriter-
leri; imipenem 229 mm, metronidazol 224 mm, klin-
damisin 225, moksiflosasin 219 mm) gobre agarda
dilisyon ve disk difiizyon sonuglarimizin uyumlulugu
arastirilmigtir. Metronidazol igin agarda dillisyon ve
disk diflizyon sonuglarimizda %100 oraninda uyum-
luluk saptanmis ve her iki test ile izolatlar hassas ya
da direngli olarak bulunmustur. iki test sonuglari ara-
sindaki uyumluluk diger antibiyotiklerden imipenem
icin %89, klindamisin igin %78.5 ve moksifloksasin
icin %76.7 olarak saptanmistir. Uyum orani daha
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Sekil 1. BFG izolatlarinin metronidazole karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin metronidazol diski (5 pg /disk) etrafinda olusturduklari

inhibisyon zon 6l¢tiimlerinin dagilm semasi.

*inhibisyon zon ¢apini gésteren 06-40 rakamlari alt alta yazilmistir.

Metronidazol
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Disk etrafindaki inhibisyon zon g¢ap1 (mm)*

Sekil 2. BFG izolatlarinin moksifloksasine karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin moksifloksasin diski (5 pg /disk) etrafinda olusturduklari

inhibisyon zon 6l¢limlerinin dagihm semasi.

*Kiigtik hata, **Biyiik hata, ***Cok bliyiik hata veren izolatlar. D; direngli, O; orta direngli, H; hassas

disik olan klindamisin ve moksifloksasin igin tir
bazinda zon ¢apinda belirgin farkhliklarin oldugu goz-
lenmistir (Tablo 3’te BFG izolatlarinin tir bazinda
moksifloksasine gostermis olduklari inhibisyon zon
caplari yer almaktadir). Ampisilin/sulbaktam ve
sefoksitine duyarhlik sonuglarinda pek kiyaslanabilir
degerler bulunamamis, ayni MiK degerlerine sahip
izolatlar farkli inhibisyon zon gaplari veya ayni zon
caplarina sahip izolatlar farkli MiK degerleri sergile-

yebilmislerdir. Tigesiklin icin disk diflizyon inhibisyon
zon gaplariyla ilgili heniz sinir degerler belirlenmedi-
ginden iki yontemin sonuglari karsilastirilamamistir.
Ancak, MiK degerlerine gére duyarli izolatlarin (n=50)
%92’sinde disk diflizyon testiyle inhibisyon zon ¢api
19 mm ve Uzerinde bulunmus, %8’inde ise 12 ile 15
mm arasinda veriler elde edilmistir. MiK sonucuna
gore direngli tek izolat ise 10 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur (Sekil 3a, 3b).
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Tablo 3. Sekil 2’deki verilen BFG izolatlarinin moksifloksasine karsi disk difiizyon inhibisyon zon ¢ap dl¢iimlerinin MIK degerlerine gore
dagihimi.

MiK Sayi Zon gapi Sayi Zon gapi Saylr  Zon gapi Sayr  Zon gapli
(ne/l (n=) (mm) (n=) (mm) (n=)  (mm) (n=)  (mm)
0.5 7 21, 25, 25, 28, 29, 29, 29 1 27 2 22,25 0 -
1 12 6**, 6%*, 22, 23, 25, 25, 25, 26, 26, 27, 27, 28 0 - 0 - 2 25,25
2 2 6**, 27 4 19, 20, 20, 21 0 - 2 20, 17
4 4 17, 18, 19%, 19* 2 15,25 1 18 0 -
8 5 6,10, 11*, 13*, 13* 0 - 0 - 0 -
16 2 6, 14* 0 - 1 6 0 -
32 2 6, 27*** 2 6,7 0 - 0 -
>64 0 - 2 6,6 0 3 6,6,6
*Kliglik hata, **Biiyik hata, ***Cok bliyiik hata veren izolatlar
" Tigesiklin MiK
(ug/ml)
12 16
10 8
a
g 8- 4
5
L2 6 "2
m]
4 | I
®o,5
2 .
0,25
0 T T T \ T 1
5 10 30 ®0,125

Inhlblsyon zon capi

Sekil 3a. BFG izolatlarinin tigesikline karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin tigesiklin diski (15 pg /disk) etrafinda olugturduklar inhibisyon
zon Olglimlerinin dagilim semasi.

Tigesiklin

N
_
[\SENe N ST \S)
=
[\®}

05 l

0.06 D 0]
56 789 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Disk etrafindaki inhibisyon zon ¢api (mm)

Sekil 3b. BFG izolatlarinin tigesikline karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin tigesiklin diski (15 pg /disk) etrafinda olusturduklari inhibisyon
zon Slgiimlerinin dagilim semasi. Tigesiklin igin disk diffiizton inhibisyon zon ¢aplariyla ilgili heniiz belirlenmis sinir degerler bulunmamak-
tadir. Verilerimize gore tigesiklin i¢in 6nerilmesi muhtemel sinir degerleri; “219’lar hassas, <12’ler direngli” olabilir.

D; direngli, O; orta direngli, H; hassas
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TARTISMA

izolasyonunun ve tanimlanmasinin zor, zahmetli ve
pahali olmasi nedeniyle gerek diinyada gerekse (lke-
mizde ¢ok az laboratuvarda anaerop bakteri kiltlr
yapiimaktadir. Anaeroplara bagli enfeksiyon varligin-
da antianaerop etkiye sahip oldugu dislinilen anti-
biyotikler ile ampirik tedavi uygulanmaktadir®.
Ancak, son yillarda giderek artan antibiyotik direnci
nedeniyle anaerop bakterilerin, 6zellikle BFG izolat-
larinin duyarliliklari 6ngorilemez hale gelmistir.
Ulkelere, sehirlere, merkezlere hatta ayni merkezde
farkh kliniklere gore degisiklik gostermekle beraber
calismalar, karbapenem, piperasilin/ tazobaktam,
amoksisilin/klavulanik asit ve metronidazol gibi en
aktif antibiyotiklere bile direng gelistigini gdstermis-
tir®4. Cok ilaca direncli BFG izolatlarina bagli olgu
bildirimlerinde belirgin bir artis dikkat cekmektedir”:#),
Bu gelismeler giinlik rutin laboratuvar uygulamala-
rinda, anaerop bakterilerin antimikrobiyal duyarlilik-
larini belirleyen testlere duyulan gereksinimin biyiik-
lGginu gozler 6niine sermektedir®.

Anaerop bakteriler igin 6nerilen duyarlilik testi; agar-
da dilisyon metodu, klinik 6rneklerden izole edilen
anaerop bakterilerin stoklanip biriktirilerek antibiyo-
tik duyarhhklarinin toplu g¢alisiimasi i¢in uygun bir
yontemdir. Rutin laboratuvar uygulamalari igin pratik
bir yontem degildir'*?. Alternatif bir ydontem olarak
anaeroplara uyarlanan, 6zel durumlarda, secilmis
birkag antibiyotik icin kullanilabilen gradyan strip
testi (E-testi) ise pahaldir, duslk gelirli tGlkelerdeki
laboratuvarlarda duzenli olarak kullaniimasi mim-
kin degildir*®, Gunimuzde rutin laboratuvar uygu-
lamalarinda, anaerop bakteriler icin kullanilabilecek
ucuz, basit ve givenilir sonuglar veren duyarlilik yon-
tem arayislari sirmektedir. Aerop bakteriler igin kul-
lanilan disk difiizyon yénteminin Clostridiodes difficile
ve BFG bakteriler gibi ¢abuk treyen organizmalarin
duyarhhklarini belirlemede ¢6ziim olabilecegi disu-
nilmis ve bazi arastiricilar tarafindan yapilan calis-
malarda guvenilir sonuglar elde edilmistir. Erikstrup
ve ark.?”, hastanede yatan ishalli hastalardan izole
edilmis, gradyan strip testi ile metronidazol veya
vankomisine duyarliligi azalmig, moksifloksasin veya
rifaksimine direncli oldugu saptanan C. difficile izo-

latlarinin disk diflizyon yontemiyle ayni antibiyotikle-
re duyarhliklarini arastirmislar, iki yontem sonuglari
arasinda kusursuz bir uyum saptamislardir. Ayni ¢alis-
ma grubu, rutin laboratuvar uygulamalarinda disk
diftizyon yonteminin C. difficile izolatlarinin duyarhl-
gini  belirlemede kullanilabilecegini deneyim-
lemistir®®,

Bacteroides izolatlarinin duyarliliklarini belirlemede
disk diflizyon yonteminin uygunlugunu saptamak
icin kapsamli bazi calismalar yapilmistir. Cesitli besi-
yerleri, inklibasyon kosullari denenmis, EUCAST’In
anaeroplar igin belirledigi sinir degerler kullanilarak
yapilan ilk karsilastirmali g¢alisma, 2013 yilinda
ECCMID Kongresinde sunulmustur®. Toplam 104
BFG izolatinin ele alindigi, besiyeri olarak koyun kani,
hemin ve K vitaminiyle zenginlestirilmis Brucella
agar, antibiyotiklerden piperasilin /tazobaktam,
meropenem, klindamisin ve metronidazol antibiyotik
disklerinin kullanildigi bu calismada agarda dillisyon
MiK degerleriyle uyumlu sonuglar alinmistir. Nagy ve
ark.“9 tarafindan yapilan, daha genis bir bakteri top-
lulugu (n=381) ve dokuz antibiyotigin ele alindigi,
koyun kanli Brucella agarin kullanildigi ¢alismada,
disk diflizyon duyarlilik testinin glinltk rutin labora-
tuvar calismalarinda uygulanabilir bir yontem oldu-
gunu gostermistir. Uyumlu sonuglar alinmakla bera-
ber, deney kosullariyla ilgili optimizasyon
stirmektedir??), Bakterilerin Gremesini daha fazla
arttirdigl, piyasada daha kolay bulunabilir oldugu
saviyla koyun kaniyla zenginlestirilmis Brucella agar
yerine at kani eklenmis FAA kullaniimasi kararlastiril-
mig ve son galismalar at kaniyla zenginlestirilmis FAA
besiyeriyle alinan sonuglara yogunlastirilmistir??,

Bu c¢alismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis
BFG bakterilerinin duyarliklari at kaniyla zenginlesti-
rilmis FAA kullanilarak disk diflizyon yontemiyle
belirlenmis, anaeroplar igin standart yontem olan
agarda diliisyon testiyle elde edilen MiK degerleriyle
karsilastirilmistir. Antibiyotik diskleri, CLSI ve EUCAST
klavuzlarinda 6nerilen gram negatif anaerop bakteri-
lerin duyarliklarini belirlemek icin kullanilan antibi-
yotiklere gore secilmistir. Calismanin biitlin basa-
maklarinda inokilim miktarindan, besiyeri kalinhgi-
na, inkiibasyon sicakligl ve siresinden ve karanlik
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ortamda tutulmasina kadar dénerilen konulara titizlik-
le uyulmustur. Testlerin degerlendirme asamasinda,
inklibasyon sonrasinda iyi Greme ve antibiyotik disk-
leri etrafinda net inhibisyon zonlari saptanmistir.

iki duyarlilik testi arasindaki en yiiksek benzer sonug-
lar, %100 uyumla metronidazol ile yaklasik %90
uyumla imipenem ile alinmistir. Bu iki antibiyotikle
uyumlu sonuglarin alinmasi énemlidir. Bakteriyemi
gibi invaziv enfeksiyonlarda tercih edilecek bakterisi-
dal antibiyotikler karbapenemler ve metronidazol-
dur®2)_ Gunumuzde kullanilan kan kltar cihazlariy-
la kanda lreme kisa sirede belirlenebilmektedir.
Anaerop kdltur pratigi olan laboratuvarlarda, Greme-
li kan kiltur sisesinden yapilan ekimden 24 saatlik
inkibasyon sonrasi BFG bakteri kaltira elde
edilebilmektedir?¥. Kilturden yapilan disk diflizyon
testiyle bakterilerin bu antibiyotiklere duyarliliklari
belirlenebilecektir. Hastanemizde karbapenemlere
direncli Bacteroides orani diger (lkelerdeki direng
oranlarina gore daha ylksektir®. Bunun yani sira
hastanemizde metronidazole direngli Bacteroides’lere
bagli bakteriyemi olgulari da saptanmistir®®, Ozellikle
bakteriyemi etkeni BFG bakterilerinin kisa sirede
tanimlanmasi, metronidazole ve imipeneme duyarli-
liklarinin belirlenmesi tedavinin basarili olmasinda
onemlidir?223),

izolatlarimiz {izerine imipenem ve metronidazolden
sonra en etkili antimikrobiyallerden tigesiklin igin
disk diflizyon inhibisyon zon capiyla ilgili heniz belir-
lenmis sinir bir deger bulunmadigi icin iki test arasin-
daki uyum hesaplanamamistir. Verilerimize gore
tigesiklin icin 6nerilmesi muhtemel sinir degerlerinin
“>19 mm hassas, 18-12 mm orta direncli ve <12’ler
direngli” olabilecegini disliniyoruz (Sekil 3a, 3b). Bu
degerler baz alindiginda MiK degerleri ile disk difiiz-
yon test sonuglari arasinda %89.3 oraninda uyum,
%10.3 oraninda minor hata (agar dillisyon yontemin-
de duyarh olup, disk diflizyon testiyle orta direngli
olanlar n=2, agar dillisyon yonteminde orta direngli
olup, disk difiizyon testiyle duyarli olanlar n=4) varli-
gindan s6z edebiliriz. Bu degerlendirmeye gore
bliylk hata veya ¢ok bliylk hatanin olmamasi, tige-
siklin icin disk difiizyon testinin kullanilabilecegini
distndirmektedir.
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Diger antibiyotiklerden klindamisin ve moksifloksa-
sin ile yapilan testlerde %75’ten daha yliksek oranda
uyum gozlenmistir. Ancak, bu oran kabul edilir (>90)
orandan dusiktir ve rutin laboratuvar pratiginde
kullaniimasi olasi degildir. Tir dizeyinde degerlendi-
rildiginde, iki test arasindaki uyum orani da degisiklik
gdstermektedir. Ornegin, moksifloksasin icin kiiciik
hata, blylk hata ve ¢cok blyilik hata veren izolatlarin
daha ¢ok B. fragilis tirleri arasinda yer aldig1 goril-
mektedir. Cok sayida bakterinin ele alindigi, 6zellikle
tur diizeyinde yapilacak ¢alismalar ile disk difiizyon
testinin bu antibiyotikler igin optimize edilmesi
gereklidir. Gerek diinyada gerekse tlkemizde bu anti-
mikrobiyallere yliksek oranda diren¢ bulunmaktadir,
duyarhhk sonuglari saptanmadan ampirik tedavide
kullaniimalari 6nerilmemektedir®273%, Bu nedenle
BFG izolatlarinin klindamisin ve moksifloksasine
duyarlilklarinin belirlenmesi uygun antimikrobiyalin
secilmesinde 6nemlidir.

Ampisilin/sulbaktam ve sefoksitin diskleriyle yapilan
calismalar pek tutarli sonuglar vermemistir. Ayni MiK
degerine sahip bazi organizmalar farkli disk inhibisyon
zonu olustururken, ayni disk zonu gapina sahip orga-
nizmalar farkli MiK degerleri gdstermislerdir. Daha
onceki calismalarda da beta-laktam grubu antibiyotik-
lerin benzer sonuglar sergiledikleri belirtilmigtir%:521,

Test edilen izolat sayisinin az olmasi ¢alismamizin
zayif tarafini olusturmaktadir. Daha fazla bakteriyi
dahil ederek optimize edilen ¢alismalar ile bu eksik-
liklerin giderilecegine inaniyoruz. Bu zayif tarafina
karsin ileride yapacagimiz galismalara kaynak olus-
turmasi bakimindan verilerimizin degerli oldugunu
duslintiyoruz.

Sonug olarak, BFG bakterilerinin, bu bakterilere bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir sekilde kullani-
lan antimikrobiyallerden metronidazol, imipenem ve
tigesikline duyarhhklarini belirlemede disk diflizyon
yonteminin kolaylikla uygulanabilir, hizli ve givenilir
bir ydontem oldugu soylenebilir. Ancak, bir standardin
olusturulmasi adina, 6zellikle diger antimikrobiyaller
icin daha fazla izolatin ele alindigi, deney kosullarinin
optimize edildigi ¢alismalarin yapilmasi gerektigini
disiniyoruz.
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Amag: Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar, toplum sagligi agisindan énemli, sik gériilen enfeksiyonlardir.
Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin énlenmesi, erken tani konulmasi ve tedavi edilmesi, “Human immu-
nodeficiency virus” (HIV) bulasinin kontrol altina alinmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu ¢alismada,
herhangi bir semptomu olmayan HIV pozitif kisilerdeki cinsel yolla bulasan diger enfeksiyon etkenlerini
taramak ve etkenlerin HIV pozitif kisilerdeki sikhgini arastirmak amaglanmustir.

Yéntem: Eyliil 2015 ile Nisan 2016 tarihleri arasinda, 1470 kadin (%15.6), 76’si erkek (%84.4) olmak izere
cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar agisindan asemptomatik olan 90 HIV pozitif kisiden vajinal ve iretral
sdriinti érnekleri topland.. Kisiler 6rneklerini kendileri aldi. Arastirmaya katilan olgular 20-69 yas arali-
gindaydi (Medyan=36, SD=10.48). Orneklerden Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis,
Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Ureaplasma parvum, Herpes simpleks viriis tip 1 ve 2, Human papillomaviriis gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (Real-time PCR) yontemi ile arastirild.

Bulgular: HIV pozitif kisilerin 49’unda (%54.4) en az bir cinsel yolla bulasan etken pozitif bulundu.
Orneklerin 31’inde (%34.4) Human papillomaviriis, 20’sinde (%22.2) Ureaplasma urealyticum, 15’inde
(%16.6) Ureaplasma parvum, 8’inde (%8.8) Mycoplasma genitalium, 8’inde (%8.8) Mycoplasma hominis,
5’inde (%5.5) Neisseria gonorrhoeae, 2’sinde (%2.2) Chlamydia trachomatis, saptandi. Trichomonas
vaginalis, Herpes virtis tip 1 ve 2 klinik 6rneklerin higcbirinde saptanmadi.

Sonug: HIV pozitif kisilerin yaklasik %55’inde bir veya birden fazla cinsel yolla bulasan patojenler pozitif
bulunmus ve en sik etken olarak Human papillomavirus saptanmistir. Bu durum, asemptomatik bireyler-
de bile etkene yénelik tarama yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu konuda tlkemizdeki farkin-
daligin artirlmasina yénelik calismalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Cinsel yolla bulasan hastaliklar, HIV, HPV, Real-time PCR
ABSTRACT

Objective: Sexually transmitted infections are frequently seen and significant infections for public
health. Prevention, early diagnosis and treatment of sexually transmitted infections have an important
role in controlling the transmission of Human Immunodeficiency Virus (HIV). The investigation of the
frequency of other sexually transmitted pathogens in asymptomatic HIV- positive individuals was aimed
in the present study.

Method: Vaginal and urethral swab samples were collected by 90 HIV- positive asymptomatic
individuals themselves aged between 20-69 (median=36, SD=10.48) years, between September 2015
and April 2016. The samples were assessed for the presence of Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, Ureaplasma parvum, Herpes simplex virus type 1 and 2, and Human papillomavirus using
real-time polymerase chain reaction (PCR) method.

Results: At least one or more than one sexually transmitted pathogen was identified in 49 (54.4%) of 90
HIV-positive individuals. Human Papillomavirus was found in 31 (34.4%), Ureaplasma urealyticum in 20
(22.2%), Ureaplasma parvum in 15 (16.6%), Mycoplasma genitalium in 8 (8.8%), Mycoplasma hominis in 8
(8.8%), Neisseria gonorrhoeae in 5 (5.5%) and Chlamydia trachomatis in 2 (2.2%) individuals. Trichomonas
vaginalis, Herpes simplex virus type 1 and 2 were not detected in any of the clinical specimens.

Conclusion: Approximately 55% of 90 HIV- positive individuals were found to be positive for sexually
transmitted pathogens, and . Human Papillomavirus was the most frequently detected pathogen. This
condition reveals the necessity of screening even asymptomatic individuals for the presence of this
pathogen. Studies are needed to increase awareness in our country on this issue.

Keywords: Sexually transmitted diseases, HIV, HPV, Real-time PCR
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GiRiS

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar (CYBE), sosyal ve
ekonomik problemlere yol agan kiresel bir saghk
sorunudur. Diinya capinda her giin bir milyondan
fazla yeni CYBE olusmaktadir. Cinsel temas yoluyla
30’dan fazla farkl bakteri, virls ve parazitin bulastig
bilinmektedir. Her yil 376 milyon kisi dort CYBE etke-
ninden (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Treponema pallidum ve Trichomonas vaginalis) biri
ile enfekte olmaktadir. Diinyada 290 milyondan fazla
kadin human papillomavirus (HPV) ile enfektedir®.
Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar ayni zamanda HIV
bulasma riskini arttirmaktadir®,

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar ile HIV enfeksiyo-
nunun cinsel yolla bulasi arasinda iliski olduguna dair
bircok ¢alisma yayinlanmistir. HIV ve gesitli CYBE'ler
arasinda HIV aliminin ve bulagsmasinin artmasina
neden olabilecek epidemiyolojik bir sinerji olduguna
dair kanitlar vardir. Cinsel yolla bulasan enfeksiyonla-
rin onlenmesi, erken tani konulmasi ve tedavi edil-
mesi, HIV bulasinin kontrol altina alinmasinda énem-
li bir yere sahiptir®.

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar siklikla asempto-
matik seyreder ve klinik tani koymak zordur.
Koenfeksiyonlarin fazla olmasi ve etkenlerin cogunda
kaltlr yontemleri ile tani konulmasindaki sinirlama-
lar g6z 6niuine alindiginda, nukleik asit amplifikasyon
testleri CYBE tanisinda Onemli testler haline
gelmistir®,

Bu calismanin amaci, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dal’'nda takip edilen HIV pozitif kisilerdeki
CYBE etkenlerinden N. gonorrhoeae, C. trachomatis,
T. vaginalis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum,
herpes simpleks virtis (HSV) tip 1 ve 2, HPV’nin 19
yuksek ve olasi yiiksek riskli genotipini (16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69,
73, 82) ve dokuz disuk riskli genotipini (6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 70) real-time PCR yontemi ile taramak
ve etkenlerin HIV pozitif kisilerdeki sikhgini sapta-
maktir.
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GEREC ve YONTEM

Calisma kesitsel ve prospektif bir arastirma olarak
planlandi. Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon
Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi'ne Eylil
2015-Nisan 2016 tarihleri arasinda takip ve tedavi
amaciyla miracaat eden ve katilmayi kabul eden
yaslari 20-69 yas arasinda degisen CYBE semptomu
olmayan 90 HIV pozitif kisi arastirmaya dahil edildi.

Kadin olgulardan vajinal strinti 6rnegi, erkek olgu-
lardan Uretral agiz sUrUntl 6rnegi alindi. Kisiler
orneklerini kendileri aldi. Arastirmaya dahil olan kisi-
lere dakron ekiivyon ve viral transport besiyeri veril-
di ve nasil 6rnek alacaklari tanimlandi. Toplanan
ornekler en kisa zamanda soguk zincir kurallarina
uyularak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji Laboratuvari’na
ulastirildi ve hemen isleme alinmayacak 6rnekler
-80°C’de sakland.

Klinik 6rneklerin ekstraksiyonu Uretici firmanin 6ne-
rileri dogrultusunda yapildi. (Ribospin VRD viral RNA
/ DNA Ekstraksiyon Kiti, Seegene, Giiney Kore).
Chlamydia trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium,
M. hominis, U. urealyticum, U. parvum, T. vaginalis
etkenleri icin multipleks gercek zamanl PCR yontemi
ile calisan AnyplexTM Il STI-7 Detection (Seegene,
Guney Kore) kiti kullanilarak her bir PCR tlpline 15
pL mastermix karigimi dagitilip tizerine 5 pL nukleik
asit 6rnekleri ayri bir alanda eklendi. Firmanin 6ner-
digi amplifikasyon profili kullanilarak CFX96™ Real-
time PCR System (Bio-Rad) cihazinda amplifikasyon
yapildi. Her o6rnek igin bir ¢ukur kullanildi ve her
ornek icin bir cukurda ikiser farkli Tm’ye sahip dort
farkl floresan (FAM, HEX, CALRED 610, QUASAR 670)
ile isaretli problar kullanilarak erime egrisi analizi ile
etkenler saptandi. HPV tiplerini saptamak icin
AnyplexTM 1l HPV 28 Detection (Seegene, Gliney
Kore) kiti kullanilarak her 6rnek igin iki ayri PCR tiipi-
ne (A seti ve B seti) 15 uL mastermix karisimi dagitilip
Uzerine 5 pL niikleik asit 6rnekleri eklenerek “CFX96™
Real-time PCR System” (Bio-Rad, ABD) cihazinda
amplifikasyon yapildi. Her érnek icin iki ayri cukurda
Uger farkli Tm’ye sahip bes farkli floresan (FAM, HEX,
CALRED 610, QUASAR 670, QUASAR 705) ile isaretli
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problar kullanarak erime egrisi analizi ile etkenler
saptandi. HSV tip 1 ve tip 2 icin real-time PCR yonte-
mi ile galisan HSV 1/2 Qual Kit (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya) kiti kullanilarak her bir
ornek icin 10 uL mastermix lizerine 10 plL nikleik asit
ornekleri eklenerek amplifikasyon ve saptama islem-
leri Light-Cycler 2.0 (Roche, Almanya) cihazi kullani-
larak yapildi.

Sonuglar SPSS 23.0 programinda, ki-kare testi kulla-
nilarak istatistiksel olarak degerlendirildi ve anlamli-
lik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Klinik 6rnekler, 14’G kadin (%15.6), 76’s1 erkek (%84.4)
olmak lzere toplam 90 HIV pozitif kisiden toplandi.
Arastirmaya katilan olgular 20-69 yas araligindaydi
(Medyan=36, SD=10.48). HIV pozitif kisilerin
49’unda (%54.4) en az bir cinsel yolla bulasan etken
pozitif saptandi. Cinsel yolla bulasan enfeksiyon
etkenlerinin orani kadinlarda (%85.7) erkeklere
(%48.7) gore anlamli derecede yiksek bulundu
(p=0.024). Yasa gore degerlendirme yaptigimizda,
olgular 35 yas ve alti ile 35 yas Ustu seklinde iki
grupta toplandi. Her iki yas grubu arasinda CYBE
etken pozitifligi orani agisindan anlamli fark saptan-
madi (p=0.224). Yas ve cinsiyete gore CYBE pozitifli-
gi Sekil 1'de gosterildi.

HIV pozitif kisilerin Uretral ve vaginal striintl 6rnek-
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Sekil 1. Yas ve cinsiyete gore CYBE pozitifligi.

lerinde CYBE'ler tekli ya da ¢oklu etken olarak sap-
tandi. Olgularin 17’sinde (%18.8) HIV haricinde tek
bir CYBE etkeni saptanirken, 32’sinde (%35.5) birden
fazla etken oldugu belirlendi. Cinsel yolla bulasan
etkenler icinde HPV %34.4 (n=31), U. urealyticum
%22.2 (n=20), U. parvum %16.7 (n=15), M. genitalium
%8.9 (n=8), M. hominis %8.9 (n=8), N. gonorrhoeae
%5.5 (n=5), C. trachomatis %2.2 (n=2) oraninda sap-
tandi. Kadin olgularin 10’unda ¢oklu etken ikisinde
tek etken, erkek olgularin ise 22’sinde c¢oklu etken,
15’inde tek etken vardi. Kadin ve erkekler arasinda
tek etken veya ¢oklu etken saptanma oranlari agisin-
dan anlamli bir fark bulunmadi (p=0.121). Orneklerin
hicbirinde HSV tip 1, HSV tip 2 ve T.vaginalis saptan-
madi. HIV pozitif kisilerde CYBE pozitif 6rneklerde
saptanan etkenlerin dagilimi Tablo 1'de gosterildi.

Orneklerin %34.4’inde (31/90) en az bir HPV genoti-
pi pozitif bulundu; 13’Unde (%41.9) olasi yiiksek
riskli ve yiksek riskli tip, altisinda (%19.3) dusuk risk-
li tip ve 12’sinde (%38.7) hem ylksek hem de distik
riskli tip birlikte bulundu. Kadin olgularin dokuzunda
(%64.3), erkek olgularin 22’sinde (%28.9) HPV pozi-
tifti. Cinsiyet dagilimlarina goére HPV pozitifliginin
kadinlarda, erkeklere oranla daha sik oldugu belir-
lendi. (p=0.015). HPV genotipleri arasinda en sik, 16,
54, 42, 53 ve 68 tipleri saptandi. Toplamda 16
(%51.6) o6rnekte enfeksiyona neden olan tek bir HPV
tipi, 15 (%48.4) ornekte ise ¢oklu HPV genotipleri
saptandi. Olgularin HPV genotip dagilimlari Tablo
2'de gosterilmistir.
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Tablo 1. HIV pozitif kisilerde CYBE pozitif 6rneklerde saptanan etkenlerin dagihmi.

Tekli enfeksiyon etkenleri

Coklu enfeksiyon etkenleri

Etken n (%) Etkenler n (%)
Ureaplasma spp. 9 (10) Tek HPV genotipi + Ureaplasma spp. * 8(8.9)
Tek HPV genotipi 5(5.5) Coklu HPV genotipi 7 (7.8)
Mycoplasma spp. 2(2.2) Ureaplasma spp. + Mycoplasma spp. ** 4 (4.5)

C. trachomatis 1(1.1) Tek HPV genotipi + Ureaplasma spp. + Mycoplasma spp. 3(3.3)
Coklu HPV genotipi + Ureaplasma spp. + Mycoplasma spp.*** 3(3.3)
Coklu HPV genotipi + Ureaplasma spp. + N. gonorrhoeae 2(2.2)
Ureaplasma spp. + Mycoplasma spp. + C. trachomatis 1(1.1)
Ureaplasma spp. + Mycoplasma spp. + N. gonorrhoeae 1(1.1)
Coklu HPV genotipi + Ureaplasma spp. 1(1.1)
Coklu HPV genotipi + N. gonorrhoeae 1(1.1)
Coklu HPV genotipi+ Ureaplasma spp. + Mycoplasma spp. + N. gonorrhoeae 1(1.1)
Toplam 17 (18.8) Toplam 32 (35.5)

HPV: Human Papilloma Viriis

*Sekiz hastanin birinde Ureaplasma parvum ve U. urealyticum etkenleri birlikte saptanmistir.
**Dért hastanin birinde Ureaplasma parvum ve U. urealyticum etkenleri birlikte saptanmistir.
***(Jc hastanin birinde M. genitalium ve M. hominis etkenleri birlikte saptanmustir.

Tablo 2. HPV DNA pozitif 6rneklerin genotip dagihimi.

Tek HPV tipi ile Coklu HPV tipi ile
enfeksiyon enfeksiyon
HPV tipi n (%) HPV tipi n (%)

HPV 6 1(3.2)
HPV16  4(12.9)
HPV31  2(6.5)
HPV35  1(3.2)
HPV42  1(3.2)
HPV45  1(3.2)
HPV54  3(9.7)
HPVS56  1(3.2)
HPV59  1(3.2)
HPV73  1(3.2)

HPV 16 + diger HPV tipleri 4 (12.9)
HPV 18 + diger HPV tipleri 2 (6.5)
Diger ¢oklu HPV tipleri 9 (29)

Toplam 16 (51.6) 15 (48.4)

HPV: Human Papilloma Viriis

TARTISMA

Bu calisma, HIV ile yasayan ve klinikte yakin takip
edilen bireylerde CYBE’lerin yaygin olarak bulundu-
gunu ve kadinlarda erkeklere gére anlamh olgide
daha fazla saptandigini ortaya koymustur.

HIV bulasi cogunlukla cinsel yolla bulas seklinde ger-
ceklesir ve genel olarak cinsel yolla bulasan diger
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, HIV bulasma riskini
artirir ve hastaligin ilerlemesine katkida bulunur®,
Bu nedenle, Hastalik Kontrol ve Koruma
Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention,
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CDC), HIV ile yasayan kisilerin CYBE agisindan taran-
masini 6nerir®. Bu enfeksiyonlarin epidemiyolojisi-
nin daha iyi anlasilmasi, erken tanimlanmasi ve
tedavi edilmesi, HIV enfeksiyonundan etkilenen top-
luluklarda hem kisinin kendi saghg hem de bulasin
azaltilmasi agisindan énemlidir.

Kuresel boyutta HIV ile ilgili yapilan galismalar sonu-
cunda son 10 yilda yeni enfeksiyonlarin sayisinda
%23 azalma olmasina karsin, Turkiye’de son 10 yillik
sirede dikkati ¢eken bir artis yasanmaktadir. T.C.
Saglik Bakanhgr Halk Saghgi Genel MudurlGgi’nin
HIV istatistik verilerine gore, 1985 yilindan 31 Aralik
2019 tarihine kadar toplam olgu sayisinin 26.164
(%80.7’si erkek, %19.3’U kadin) oldugu bildirilmistir.
Bu calisma da kesitsel bir arastirma olarak planlan-
mis ve Ulkemiz verilerine benzer oranlarda erkek
(%84.4) ve kadin (%15.6) olgu calismaya katilmistir.
Turkiye’de yapilmis cesitli calismalarda, geg¢ tani
oranlarinin, Avrupa ortalamasina benzer sekilde yiik-
sek oldugu bildirilmistir. Son yillarda olgu sayisinda
gozlenen bu hizli artistan, Avrupa genelinde oldugu
gibi, olgularin yaridan fazlasinin geg tani almasi, kon-
dom kullanim oranlarinin disik olmasi ve temas
oncesi profilaksinin kullanima sunulmamasi sorumlu
olabilecegi gibi, eszamanlh bulunan diger CYBE’lerin
de bulasa katkida bulunma olasiigi g6z ardi
edilmemelidir-Y.
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Cinsel yolla bulasan enfeksiyon etkenleri; Uretrit,
prostatit, epididimit, vajinit, genital Glser gibi klinik-
lerle ortaya cikabilirken, asemptomatik olarak da
gorilebilirler. Kadinlarda, erkeklere oranla bu klinik
tablolarin asemptomatik gortlme sikhgr daha
fazladir®?. Bu ¢alismada, kadin ve erkek olgu sayisi
arasinda fark olmasina ragmen, kadinlarda (%85.7)
CYBE etken pozitifligi erkeklere (%48.7) oranla anlam-
Il derecede fazla saptanmistir. Bu durum, ¢alismaya
alinan olgularin CYBE semptomu varligina bakilmak-
sizin rutin tani ve tedavi takibi icin basvuran HIV
pozitif kisilerden olusmasi ve CYBE’lerin asemptoma-
tik goriilme oraninin kadinlarda daha sik olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Calismada, CYBE’ler igin risk
faktorleri incelenmemis oldugu igin kadinlarda bu
etkenlerin daha fazla goriilme nedeninin daha riskli
davranislar mi yoksa yillar dnce edinilmis enfeksiyo-
nun siregitmesi mi oldugunu ayirt etmek olasi olma-
mistir. Ayrica calismaya katilan kadin sayisinin az
olmasi da bu sonuca katkida bulunmus olabilir.

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin prevalansi cevre-
sel faktorlere, secilen ntfusun yasam aliskanliklarina,
ornek tirl gibi degiskenlere bagli olarak farkhhklar
gosterir®4), Ulkemizde, niikleik asit amplifikasyon
yontemleri pek ¢ok alanda yaygin kullaniimasina kar-
sin, CYBE tanisi i¢in olanaklar son derece sinirlidir.
Bunun nedenleri arasinda, CYBE diisiindiiren yakin-
malarla basvuran olgularin farkli klinik disiplinler
tarafindan gorulmesi ve klinisyenlerden tani testleri
icin talep gelmemesi, tedavide kullanilan ilaglarin
bedelinin, tani icin kullanilan testlerin bedelinden
¢ok daha az olmasi ve CYBE'lerin 6neminin yeterince
fark edilmemesi sayilabilir®®. HIV pozitif bireylerde
de CYBE taramasi rutin izlemde yapilmamaktadir.

Bu calismada, cinsel yolla bulasan etkenler arasinda
en stk HPV olmak (zere sirasiyla Ureaplasma spp. ve
Mycoplasma spp. etkenleri saptanmistir. Neisseria
gonorrhoeae ve C. trachomatis daha az sayida 6rnek-
te saptanirken, T. vaginalis ve HSV tip 1 ve 2 6rnekle-
rin higbirinde saptanmamistir. Kullandigimiz real-
time PCR yontemi ile 28 farkli HPV genotipi arastiril-
mis ve HPV genotipleri icinde en sik HPV16 genotipi
saptanmistir. Diger sik saptanan genotiplerin ise 42,
54, 53 ve 68 oldugu gorllmustir. Tarkiye'de HIV

pozitif kisilerde CYBE etkenlerinin sikligini arastiran
¢ok az sayida gcalismada, secilen 6rnek tirl ve yonte-
me gore farkli oranlar elde edilmistir. Zarakolu ve
ark’nin®® calismasinda, en sik rastlanilan etkenlerin
bu calisma ile benzer sekilde Ureaplasma spp. ve
Mycoplasma spp. oldugu belirlenmistir. Diger bir
calismada yalnizca N. gonorrhoeae ve C. trachomatis
etkenleri arastiriimis ve bu calisma ile benzer oran-
larda etkenler saptanmistir®), Bu iki calismada, HPV
sikligr arastirilmamistir. Ulkemizde HIV pozitif kisiler-
de HPV sikhg1 ve genotip dagilimi ile ilgili veriler de
sinirhdir. Hasbek ve ark’nin®® HIV durumu bilinme-
yen 368 kadinin servikal 6rneklerinde HPV DNA pozi-
tifligini arastirdiklari calismada, HPV pozitifligi
(%28.8) bu galismaya gore (%34.4) daha dusuk oran-
da saptanmasina ragmen, en sik bulunan genotip
benzer sekilde HPV 16 olmustur. Diinyanin farkh bol-
gelerinden HIV pozitif kisilerle yapilan farkl calisma-
larda en sik rastlanan CYBE etkeninin HPV oldugu
belirlenmistir®®2%, Bu calismada da HPV en sik sapta-
nan etken olmustur. Boldrini ve ark/nin®Y calisma-
sinda, bu calisma ile benzer sekilde en sik saptanan
HPV genotipi 16 iken, Badial ve ark.’nin® calismasin-
da farkh olarak en sik saptadiklari genotip HPV 56,
ikinci en stk HPV 16 olmustur. Calismalarda farkh
poplilasyonlarda, farkh etken gruplarina bakilmis
olmasi nedeniyle, galismalarin birebir karsilastirilarak
degerlendirilmesi olasi olmamistir.

Calismaya dahil edilen olgularin partner sayisi ve
ozellikleri, kondom kullanimi gibi risk faktoérlerinin
tanimlanmamis olmasi ve buna yoénelik bir karsilas-
tirma yapilamamasi bu ¢alismanin baslica kisitlilikla-
ridir. Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin prevalans
calismalarinda, olgu sayisinin yeterliligi, secilen olgu
grubu igin ek risk faktorleri, cinsiyetler arasindaki
farklihklar 6nemli bir yer olusturmaktadir ve bunlarin
standardize edilmesi oldukga zordur.

Sonug olarak, hastanemize basvuran HIV pozitif kisi-
lerde bir veya birden fazla HIV disi CYBE etken sikhgi
yaklasik %55 oraninda saptanmis olup, bu kisilerde
onemli bir saglik sorunu olusturur. Bu durum, HIV
pozitif kisilerin cinsel yolla bulasan enfeksiyon semp-
tomlari olmasa bile CYBE agisindan duzenli olarak
taranmasi gerekliligini ortaya koyar. Bu konuda Glke-
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mizdeki farkindaligin artirilmasina ve rutin tani ola-
naklarinin klinisyenlerin hizmetine sunulmasina
gereksinim vardir. Tum kisitliliklarina karsin bu galis-
ma, sayllari hizla artan HIV ile yasayan bireylerde
cinsel saglik ve bulastiricilik agisindan 6nem tasiyan
ve verilerin son derece kisitli oldugu bu konudaki
bilgi dagarcigina katki sunmaktadir.
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0z

Amag: Bu ¢calismada, fetal anomali ve hidrops fetalis tanisi almis gebelerde Parvoviriis-B19 DNA pozitifligini
retrospektif olarak arastirarak; fetal enfeksiyon, viriis ve viral yiik ile iliskisinin incelenmesi amaglanmustir.
Yéntem: Calismaya Temmuz 2014-Mart 2018 tarihleri arasinda laboratuvarimiza gonderilen on bir hastaya ait;
on iki klinik érnek déhil edildi. Parvoviriis B19 IgM/IgG antikorlari ELISA yéntemi (NovaTec, Almanya) ile deger-
lendirildi ve Real-Time PCR yontemi (LightMix® Kit Parvovirus B19, Roche, Almanya) ile Parvoviriis-B19 DNA
varhigi kantitatif olarak arastirildi.

Bulgular: Klinik 6rneklerde %16.7 (2/12) Parvoviriis-B19 DNA pozitifligi belirlendi. Fetal anomali saptanmis 22
haftalik gebeden eszamanli alinan amniyon sivisi ve serum 6rneklerinden amniyon sivisinda 10° kopya/ml,
serum érneginde 10° kopya/ml Parvoviriis-B19 DNA saptandi, serolojik analizinde Parvoviriis-B19 IgM negatif
olarak belirlendi. Parvoviriis-B19 DNA negatif li¢ gebede IgG pozitifken IgM negatif bulundu; bir hastada IgG
ve IgM negatif bulundu; bir hastada IgG negatifken, IgM “grey zone” olarak degerlendirildi, bir hastaya ait
serolojik analiz sonuglarina ulasilamadi. IgG negatifken IgM 2-4 hafta sonra testin yinelenmesi 6nerilerek, grey
zone olarak degerlendirilen hastada 8. haftada diisiik gerceklesti. Parvoviriis-B19 DNA saptanan hastanin kro-
mozom analizi sonucunun normal olarak degerlendirildigi ve bebegin saglikli bir sekilde diinyaya geldigi gériil-
di. Calismaya daéhil edilen diger gebelerden lgiiniin gebeliginin fetal anomali nedeniyle sonlandirildigi, iki
hastanin hidrops fetalis, iki hastanin fetal distres, bir hastanin fetal hidrotoraks tanisi aldigi, iki hastada ise
gebeligin normal olarak sonlandigi gériildii.

Sonug: Serolojik analiz sonuglari negatif olsa bile Real-Time-PCR yéntemi ile 10 kopya/ml’ye kadar Parvoviriis-
B19 DNA’si saptanabilmekte ve kantitatif sonug verilebilir. Gebelerde Parvoviriis-B19 DNA varliginin ve miktari-
nin Real-Time PCR ydntemi ile saptanmasinin, fetal Parvoviriis-B19 enfeksiyonunun erken tanisi ve takibi agisin-
dan énemli olacagi unutulmamalidir.

Anahtar kelimeler: Human Parvoviriis B19, gebe, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR)

ABSTRACT

. ) . Objective: The aim of this study was to retrospectively investigate the presence of Parvoviriis B19-DNA in
Alindig tarih / Received: pregnant women diagnosed with fetal anomaly and hydrops fetalis and its association with fetal infection and
01.06.2020 / 1.June.2020 viral load.
Kabul tarihi / Accepted: Method: Twelve clinical samples of eleven patients referred to our laboratory between July 2014-March 2018
04.01.2021 / 04.January.2021 were included in the study. Parvoviriis B19-IgM and IgG antibodies and were evaluated by ELISA (NovaTec,
A : ' Germany) and the presence of Parvovirus-B19 DNA was quantatively investigated by Real-Time PCR (LightMix®
Yayin tarihi / Publication date: Kit Parvovirus B19, Roche, Germany).
01.06.2021 / 01.June.2021 Results: Parvovirus-B19 DNA-positivity was identified in 2 of 12 (16.7%) samples. Parvovirus-B19 DNA was
detected in both amniotic fluid and serum samples, which were simultaneously taken from 22-week pregnant
women with fetal anomalies with 106 copies/ml and with 10° copies/ml, respectively. Parvovirus-B19 was
detected as IgM negative in serological analysis. When IgG was negative, serological test for IgM was
recommended to be repeated 2-4 weeks later, and a miscarriage occurred in the 8th gestational week of a woman
ORCID Kayitlan whose IgM was evaluated as being in “grey zone”. Chromosome analysis of one of the patients, whom Parvovirus-
B19 DNA was detected, was considered normal and a healthy baby was born. Pregnancy was terminated in three
other pregnants included in the study due to the presence of fetal anomalies. The pregnancies were terminated
due to the diagnosis of hydrops fetalis in 2, and fetal distress in 2, fetal hydrothorax in 1 patient, while two patients
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D. Karagaaltincaba 0000-0001-7834-3343  Conclusion: Even if the results of serological analysis were negative, Parvovirus B19-DNA can be quantitatively
I. Fidan 0000-0001-6296-5017 detected up to 10 copies/ml by Real-Time-PCR. It should not be forgotten that detection of the presence and
G. Bozdayi 0000-0002-6036-6819 viral load of Parvovirus B19-DNA by Real-Time PCR is quite important in terms of early diagnosis of fetal
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GiRiS

ParvovirtisB19, Parvoviridaefamilyasinin Erythrovirus
genusunda yer alan zarfsiz, ikozahedral kapsid simet-
rili, kGiclik bir DNA virtsidr. Parvovirus B19, Cossart
ve ark.? tarafindan 1975 yilinda tanimlanmis, gebe-
lerde prenatal tanisi Naides ve ark.? tarafindan 1989
yilinda yapilmistir.

Parvoviriis B19’un solunum sekresyonlari, kan, kan
Urlinleri veya organ nakli ile bulasmasi sonrasinda,
4-14 giin iginde virtse kargi immuin yanit ve antijen-
antikor kompleksleri ortaya gikar. Hastaligin ikinci
haftasinda halsizlik, ates, miyalji, artraljiler ve 6zellik-
le ylzde daha belirgin olan yaygin makilopapiler
dokuntiler gorilir. Parvovirlis B19 asemptomatik
enfeksiyon, eritema infeksiyozum; immunsiprese
hastalarda agir anemilerin yani sira aplastik kriz, pan-
sitopeni, ensefalit, artrit ve gebelerde fetal enfeksi-
yonlara neden olabilir®4,

Gebelik sirasinda Parvoviriis B19 enfeksiyonu gegiren
kadinlarin %50-84’linde enfeksiyon asemptomatik
seyreder®®, Semptomatik veya asemptomatik par-
vovirlis enfeksiyonunda Parvoviris B19 plasenta
araciligiyla bebege gecerek konjenital enfeksiyona
neden olabilir. Konjenital enfeksiyon sonucunda
bebekte hidrops fetalis, fetal anemi, nonimmun hid-
rops, diusik ve 6li dogum gorilebilir. Ancak, siklikla
gebelik normal seyrinde devam eder ve saglkli bir
bebek dogar®”),

Virtslin plasenta yoluyla bebege gecisinin tim gebe-
lik siresince gorilebildigi, ancak ilk trimesterda daha
sik oldugu bildirilmistir®. Parvoviriis B19 enfeksiyo-
nunda fetusiin klinigi, bulasmanin oldugu gebelik
haftasi ile iliskili olarak degisiklik gosterir. Gebeligin
ilk trimesterinda gecirilen enfeksiyonda fetal hid-
rops, fetal anemi, intrauterin fetiis 6lim gorilebilir.
ikinci ve Uglinci trimesterda gecirilen enfeksiyonlar-
da ise fetal enfeksiyon riski diisiik olup, dizenli ola-
rak, fetal hidrops bulgulari, asit, kardiyomegali ve
polihidramniozis agisindan bebegin ultrason takipleri
yapilmalidir®, Gebelikte gecirilen Parvoviriis B19
enfeksiyonunda ilk 20 haftanin 6nemini vurgulayan
calismalar mevcuttur. Etkilenen fetuslarin spontan

kayip orani gebeligin 20. haftasindan 6nce %14.8; 20.
haftadan sonra %2.3 olarak bildirilmistir®®),

Gebelikte Parvovirlis B19 enfeksiyonunun serolojik
tanisinda serum ve fetal kanda IgM ve 1gG antikorlari
aranir. Antikor yanitta, IgG pozitifken 1gM antikorlari-
nin negatif olmasi gecirilmis enfeksiyonu gosterir ve
fetlis Parvoviris B19 enfeksiyonuna karsi korunur.
Akut enfeksiyonun gostergesi IgM pozitifligidir, ancak
yapilan ¢alismalarda, akut Parvovirlis B19 enfeksiyo-
nu gegiren gebelerde IgM antikorlarinin %3-19’unda
pozitiflestigi gosterilmistir®. Fetusta immun yanit
(IgM) 22. haftadan itibaren saptanabildigi icin fetal
kanda IgM aranmasi Parvoviriis B19 enfeksiyonunun
tanisi igin uygun olmaz®. Hizli maternal klerens,
yeterli immun yanit olusmamasi veya ge¢ olusmasi
nedeni ile maternal ve fetal IgM antikorlarinin sapta-
namamasi Parvovirlis B19 enfeksiyonunun serolojik
tanisini gliclestirir.

Molekiiler yontemler ile serolojik analiz sonuglari
negatif olsa bile Parvoviriis B19 DNA’s| tespit edilebi-
lir. Giinimuzde Real-Time PCR y6ntemi ile 10 kopya/
ml’ye kadar Parvoviriis B19 DNA’sI saptanabilmekte
ve kantitatif sonuc verilebilir. Gebelerde Parvoviris
B19 DNA varliginin ve miktarinin Real-Time PCR yon-
temi ile saptanmasi, in-utero Parvovirls B19 enfeksi-
yonunun erken tanisi ve takibi agisindan oldukga
onemlidir.

Bu calismada, retrospektif olarak, Kadin Hastaliklari
ve Dogum Kliniginden, fetal anomali ve hidrops feta-
lis tanisi almig ve Parvoviriis B19 enfeksiyonu stiphe-
siyle laboratuvarimiza gonderilen oOrneklerde,
Parvovirts B19 DNA pozitifligini Real Time-PCR yon-
temi ile arastirarak; fetal enfeksiyonun, viris ve viral
yuk ile iliskisini incelemeyi amacladik.

GEREG ve YONTEM

Bu calismada, Temmuz 2014-Mart 2018 tarihleri
arasinda Gazi Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi,
Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigi’'nden, molekiler
mikrobiyoloji laboratuvarina goénderilen alti serum
ornegi, alti amniyon sivisi olmak lizere, on bir gebeye
ait; on iki klinik 6rnek calismaya dahil edilmistir. Bir
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hastada ait amnion sivisi ve serum ornegi es zamanl
olarak cahsiimistir.

Serolojik Analizler: Serum o6rneklerinde; Parvoviris

B19 1gM ve IgG antikorlari ELISA yontemiile (NovaTec,
Almanya) Ureticinin talimatlari dogrultusunda galisil-
mistir. Calismanin sonunda mikroplak, spektrofoto-
metrede (TECAN, isvicre) 450 nm dalga boyunda
okutularak elde edilen optik dansite (OD) sonuglari
degerlendirilmistir. Ureticinin talimatlarina gére, IgM
ve 1gG testleri i¢in 0.15 <cut-off kontrol OD <1.30;
negatif kontrol OD <0.2, pozitif kontrol OD >cut off
ise testin dogru calistigi kabul edilmistir. Esik degerin
(cut-off) %10 altindaki degerler negatif, %10 Ustlin-
deki degerler pozitif olarak, %10 araligindaki deger-
ler ise 2-4 hafta sonra testin tekrarlanmasi dnerile-
rek, “grey zone” olarak degerlendirilmistir. Kit pros-
pektisinde, duyarliiginin ve 6zgulliglinin>%95
oldugu belirtilir.

Niikleik Asit izolasyonu ve Viral DNA Amplifikasyonu:

Klinik 6rneklerde Parvoviris B19 DNA varligi Real-
Time PCR yontemi ile arastiriimistir. Niikleik asit izo-
lasyonu “MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation
Kiti” (Roche, Almanya) kullanilarak “MagNA Pure
Compact Instrument” (Roche, Almanya) cihazinda
yapimistir. Viral DNA eldesi, Uretici firmanin proto-
kol dogrultusunda yapilmistir. Elde edilen DNA’lar
amplifikasyon yapilana kadar -80°C’de korunmustur.
Amplifikasyon, Parvovirlis B19 genomunun ORF2
bolgesinin 184 bp’lik kismini  amplifiye eden
primerleri iceren Light Mix" Kit Parvovirus B19 (TIB
Molbiol GmbH, Almanya) kullanilarak LightCycler®2.0
(Roche Applied Science, Almanya) cihazinda gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
yapilmistir. Uretici firma tarafindan kitin alt saptama
sinirt 10 kopya/ml olarak belirtilmistir.

Analizlerde kullanilan negatif kontrollere ait
egrilerde pik gorilmemistir. Negatif sonuclarin
degerlendiriimesi ve analizlerin dogrulugunun
kontrolii internal kontrol ile LightCycler’2.0 (Roche
Applied Science, Almanya) cihazinin 705 kanalinda
“absolute quantification” ve “melting curve” analizi
yapilarak saglanmistir.
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BULGULAR

CGalismamizda, Kadin Hastaliklarive DogumKlinigi’nden
laboratuvarimiza génderilen, on bir gebeye ait; on iki
klinik 6rnek Real-Time PCR yontemi ile arastiriimistir.
Klinik 6rneklerin %50 (6/12)'si serum, %50 (6/12)’si
amniyon sivisi olup, bir hastaya ait amniyon sivisi ve
serum Ornegi eszamanl olarak calisiimistir. Calisilan
klinik 6rneklerin toplam %16.7 (2/12)’sinde Parvovirls
B19 DNA pozitifligi saptanmis, pozitif drneklerin %16.7
(1/6)'sinin serum, %16.7 (1/6)’sinin amniyon sivisi
oldugu gorilmdistir (Tablo 1).

Parvoviris B19 enfeksiyonu stiphesi ile laboratuvari-
miza gonderilen gebelerin tanimlanamayan ates,
kirginhk, yorgunluk, ekstremite agrisi yakinmalarinin
oldugu ve polip, endometrium diizensizligi ve uteru-
sun enflamatuvar olmayan hastaliklari, fetislerin;
hidrops fetalis, fetal anomali, fetal hidrotoraks, fetal
distres ve polihidroamniyoz gibi tanilar aldiklari
goriulmustir. Gebelerin higbirinde dokiintl yakinma-
st olmamistir.

Calismamizda, bes hastaya ait Parvoviriis B19 IgM ve
IgG antikor pozitifligi arastiriimis, bir hastaya ait sero-
lojik analiz sonucuna ulasilamamistir. Uc hastada 1gG
pozititken IgM negatif bulunmus, bir hastada IgG ve
IgM negatif bulunmus; bir hastada IgG negatifken
IgM 2-4 hafta sonra testin yinelenmesi 6nerilerek,
grey zone olarak degerlendirilmistir. Ancak, takipler-
de hasta yine gelmemis, 8. haftada diisiik s6z konusu
olmustur. Calismamizda, Parvoviriis B19 DNA pozitif-
ligi saptanan gebede Parvoviriis B19 IgG pozitif ola-
rak bulunurken, Parvoviris B19 IgM negatif olarak
belirlenmistir (Tablo 1).

Fetal anomali saptanmis 22 haftalik bir gebeye
Parvovirts B19 enfeksiyonu siphesi ile amniyosen-
tez yapilmig, amniyon sivisi ve serum Ornegi esza-
manh olarak calisilmistir. Hastadan alinan amniyon
sivisi ve serum Orneklerinde Parvoviriis B19 DNA
pozitifligi saptanmis olup, amniyon sivisinda 10°
kopya/ml, serum 6rneginde 10% kopya/ml Parvoviris
B19 DNA belirlenmistir (Tablo 2). Eszamanli olarak
arastirilan amniyon sivisi ve serum orneginde sapta-
nan Parvoviriis B19 DNA kopya sayisi incelendiginde,
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Tablo 1. Anne, fetal tani ve Parvoviriis B19 laboratuvar sonuglari.

Parvoviriis B19

Fetal Tani DNA IgM 1gG

Yas Gebelik Gebelik Fetus Klinik &rnek
Haftasi Sonlanmasi
Hasta 1 36 25 Sezaryen IU EX Hidrops fetalis (-) (-) (+) Serum
Hasta 2 23 22 Normal dogum Saghkh Fetal anomali riski* (+) (-) (+)  Amniyon sivisi/Serum
Hasta 3 28 8 Dusuk IU EX UEOB, Polip, Endometrium diizensizligi (-) Grizon (-) Serum
Hastad4 26 25 Sezaryen U EX Hidrops fetalis* (-) - - Amniyon sivisi
Hasta5 34 30 Sezaryen Saghkl Fetal hidrotoraks* (-) - - Amniyon sivisi
Polihidroamniyoz
Hasta 6 37 14 Normal dogum Saghkh Fetal anomali riski (-) (-) (+) Serum
Hasta7 24 22 Sezaryen U EX Fetal anomali (-) - - Amniyon sivisi
Hasta 8 29 12 Sezaryen Saghkl Fetal distres (-) (-) (-) Serum
Hasta9 27 23 Sezaryen U EX Fetal distres (-) - - Serum
Hasta 10 35 24 Sezaryen U EX Fetal anomali (-) - - Amniyon sivisi
()

Hasta 11 23 25 Normal dogum  Saglikl

Fetal anomali riski

- - Amniyon sivisi

U EX: Intrauterin eksitus
UEOB: Uterusun enflamatuvar olmayan bozukluklar

*Amniyosentez yapilmis, kromozom analizi sonucu normal olarak degerlendirilmistir.

Tablo 2. Parvoviriis B19 DNA pozitif 6rneklerde saptanan DNA
miktari ve klinik tani.

Klinik Parvoviriis Klinik Parvoviriis Parvoviriis

Ornek B19 DNA B19IgM B19IgG
(kopya/ml)

Serum 10° Fetal anomali (-) (+)

Amniyon sivisi 106 riski

amniyon sivisinda seruma oranla daha yiksek mik-
tarda Parvovirlis B19 DNA oldugu gorulmistdr.
Hastanin kromozom analizi istenmis ve fetusin kro-
mozom analizi sonucu “normal” olarak degerlendiril-
mistir. Parvoviriis B19 DNA pozitifligi saptanan fetis-
te gebelik slreci normal seyrinde ilerlemis, bebek
saglikl bir sekilde diinyaya gelmistir.

Calismaya dahil edilen gebelerin tglinde fetal ano-
mali nedeniyle gebelik sonlandiriimis, bir gebede 8.
haftada dustik gerceklesmis, iki fetiis; hidrops fetalis,
iki fetus; fetal distres, bir fetis; fetal hidrotoraks tani-
st almis, ¢ gebede ise gebelik normal olarak sonlan-
mustir.

TARTISMA

Human Parvoviris B19 tim diinyada ve tim vyas
gruplarinda yaygin olarak gordlir. Saglkh bireylerde
%30-60 olan Parvovirilis B19 seroprevalansinin hami-
lelerde gebelige bagli imminsipresyon nedeniyle

%85’e  kadar yukseldigi belirtilmistir (1213,
Calismamizda, retrospektif olarak, kadin hastaliklari
ve dogum Kkliniginden laboratuvarimiza génderilen
gebelere ait klinik 6rneklerde Real-Time PCR yonte-
miyle Parvoviriis B19 DNA varligi arastirilmistir.

Yapilan calismalarda, Parvoviriis B19 enfeksiyonunda
fetlistin kliniginin, bulasmanin oldugu gebelik haftasi
ile iliskili olarak degisiklik gosterdigi belirtiimekte,
gebeligin 20. haftasindan sonrakarsilasilan Parvoviris
B19 enfeksiyonunda fetal kayip orani %2.3 olarak
bildirilmektedir®?, isve¢’te 33.759 gebe ile yapilan
bir calismada, Uclinct trimesterdeki Parvoviriis B19
enfeksiyonuna bagl fetal kayip orani %0.3 olarak
belirtilmistir®™. Ulkemizde yapilan bir galismada,
Parvoviris B19 enfeksiyonuna bagli gelisen ve spon-
tan olarak diizelen bir hidrops fetalis tanisi almig
fetus olgusu bildirilmistir”. Calismamizda, Parvoviris
B19 DNA saptadigimiz 22 haftalik gebe hastada
gebelik normal seyrinde sonlanmis ve saglkh bir
bebek dogmustur. Gebelerde Parvoviriis B19’un var-
ligindan stphelenildiginde Real Time-PCR yontemi
ile Parvoviriis B19 DNA pozitifligi aranmal ancak,
gebeligin 20. haftasindan sonrakarsilasilan Parvoviris
B19 enfeksiyonunda fetiistin etkilenme oraninin
disuk oldugu unutulmamalidir.

Calismamizda, 7. gebelik haftasindaki bir gebede
Parvoviriis B19 DNA’sI ve IgG’si negatifken IgM “grey
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zone” olarak degerlendirilmis, olasi Parvoviriis B19
pozitifligi nedeniyle 2-4 hafta sonra testin yinelen-
mesi Onerilmistir. Ancak, 8. haftada dusilik s6z konu-
su olmus ve hasta yine gelmemistir. Hasta, yapilan
ultrasonografik inceleme sonucunda, uterin polip ve
endometrial duzensizlik tanisi almistir. Gebelikte
gecirilen Parvoviris B19 enfeksiyonundan sonra fetal
enfeksiyon riskinin yaklasik %31 oldugu ve ozellikle
gebeligin ilk trimesterinda gegirilen enfeksiyonun
bebekte fetal anemi, hidrops fetalis, diisik ve ola
doguma neden olabildigi bildirilmistir®). Enders ve
ark.® tarafindan yapilan bir ¢alismada, Parvoviris
B19 enfeksiyonu saptanan gebelerde, %6.3 oraninda
fetal kayip oldugu ve fetal kayiplarin tamaminin ilk 20
haftada gergeklestigi belirtilmistir. Calismamizda, sero-
lojik analiz sonucu (Parvovirlis B19 IgM) grey zone
olarak degerlendirilen gebede, 8. haftada disuk ger-
ceklesmesi, PCR sonucu negatif olmasina ragmen,
Parvovirlis B19 enfeksiyonunu duslindirmustar.
Molekiler yontemlerin gtvenilirliginin artmis oldugu
bilinmektedir ancak, 6rnek transportu, laboratuvara
ulasmasi ve bu aradaki bekleme siresi vb. ile ilgili ola-
rak negatif sonug¢ bulunulabilecegi unutulmamalidir.

Calismamizda, Parvoviriis B19 DNA pozitifligi saptan-
mamis, ancak hidrops fetalis, fetal distres ve fetal
anomali tespit edilen ve intrauterin 6lim gergekle-
sen bes gebede, gebelik gesitli haftalarda sonlandiril-
mistir. Ancak, fetal anomali, fetal hidrotoraks, fetal
distres tanisi alan dort gebede ise, gebelik herhangi
bir sikinti olmaksizin normal seyrinde devam etmis
ve saglikh bebekler dogmustur. Parvoviris stphesi
olan gebelerin yaklasik yarisinda herhangi bir sorun
olmaksizin dogum s6z konusu olmustur. Gebelerin
hicbirinde dokiintli olmamistir.

Calismamizda eszamanli olarak Parvoviriis B19 DNA
belirlenen gebede amniyon sivisi 6rneginde 10°
kopya/ml, serum orneginde 103 kopya/ml Parvovirls
B19 DNA saptanmuistir. Ishikawa ve ark.® Parvoviris
B19 enfeksiyonu saptanan hamile kadinlarin serum
ve amniyon sivisinda Parvovirlis B19 DNA miktarini
arastirmis, serum Orneklerinde 10*10° kopya/ml;
amniyon sivilarinda 107-108 kopya/ml Parvoviriis B19
DNA belirlemislerdir. Calismada eszamanli olarak
test edilen amniyon sivisi ve serum orneklerinden,
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amniyon sivisinda daha yiksek miktarda Parvoviris
B19 DNA saptanmis ve fetal serum o6rnegi yerine
amniyon sivisinda PVB 19 DNA aranmasi 6nerilmistir.
Hastanemizde gebelikte Parvovirtis B19 enfeksiyonu
saptanmasi fetustan alinan serum Ornegi yerine
amniyon sivisi 6rnegi tercih edilmektedir.

Calismamizda, Parvoviriis B19 DNA pozitifligi sapta-
nan serum orneginde IgG pozitifken, IgM negatif
bulunmustur. Akut enfeksiyonun gostergesi IgM pozi-
tifligidir, ancak akut Parvovirtis B19 enfeksiyonu
gegiren gebelerin %3-19’unda, 1gM antikorlarinin
pozitiflestigi ve serolojik analiz sonuglarinin yanhs
negatiflige neden olabilecegi bildirilmistir®, Yozgat
ve ark.”, 1gM’si negatif olmasi nedeni ile dnce
Parvoviris B19 enfeksiyonu tanisi koyamadiklari
fakat annenin gecirilmis enfeksiyon etiyolojisine
yonelik sorgulamasinda eritema enfeksiyozum ben-
zeri dokuintli olmasi nedeni ile yine degerlendirdikle-
ri ve PCR yontemi ile Parvovirlis B19 DNA pozitifligi
saptayarak tani koyabildikleri bir fetlis olgusu bildir-
mislerdir. Calismamizda, Parvovirlis B19 DNA pozitif
hastada, akut enfeksiyon belirteci olan IgM antikoru-
nun negatif bulunmasi, gebelerde Parvoviriis B19
enfeksiyonunun tanisinda serolojik yontemlerin kul-
laniminin, Parvoviriis B19 enfeksiyonu tanisini disla-
yamayacagini destekler.

Sonug olarak, gebelikte gecirilen parvoviriis enfeksi-
yonunda Parvovirls B19 plasenta araciligiyla bebege
gecerek konjenital enfeksiyona neden olabilmekte ve
bebekte hidrops fetalis, fetal anemi, nonimmun hid-
rops, distuk ve 6li dogum gorilebilir. Gebelige bagh
imminsipresyon nedeniyle Parvovirlis B19 enfeksi-
yonunda gebelere ait serolojik analiz sonuglari pozi-
tif olmayabilir”9. Dolayisiyla serolojik analiz sonug-
lari negatif olsa bile, anne ve fetustaki stiipheli durum-
larda amniyon sivisi veya serum 6rneginde, tercihen
fetal Parvoviriis B19 enfeksiyonunu belirleyebildigi-
miz materyal amniyon sivisi oldugu icin amniyon
sivisinda, Parvovirlis B19 DNA varliginin ve miktari-
nin Real-Time PCR yontemi ile aranmasi gerektigi
mutlaka akilda tutulmalidir.
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(074

Amag: Van G6lii, bélgenin en 6nemli rekreasyon alanlarindan biridir. GéI’iin mikrobiyolojik kirlilik
agisindan arastirilmasi halk saghgi icin ¢ok énemlidir. Bu ¢alismada, Van ilinin sinirlari iginde
bulunan Van ve Ergek Géli’'niin mikrobiyolojik kirlilik varliginin ve oraninin saptanmasi, insan
saghdini ve gevreyi korumak tizere, yiizme ve rekreasyon amagli kullanilan bu sularin kalitesinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla 29 farkl noktadan alinan 6rneklerde fekal koliform, top-
lam koliform ve enterokok varligi arastiriimistir.

Yéntem: Haziran-Eylil 2015 tarihleri arasinda, dnceden belirlenen 29 noktadan iki haftada bir
olmak izere 232 adet su 6rnedi, Yizme Suyu Kalitesi Yonetmeligi (76/160/AB) ek: 5 maddesine
uygun olarak, 300-500 m/’lik steril plastik siselere alinarak Van il Halk Saghd Laboratuvari’'na
iletildi. Orneklerin koliform ve enterokok yéniinden analizi icin membran filtrasyon yéntemi kulla-
nildi. Yiizme suyu kalitesi yénetmeligine gére zorunlu degerler fekal koliform, toplam koliform ve
enterokok icin sirastyla 2000 kob/100 ml, 10.000 kob/100 ml ve 1000 kob/100 ml olarak alind..
Alinan su érneklerinde fekal koliform, toplam koliform ve enterokok tiirlerinden herhangi birinin
zorunlu degerlerin lzerinde saptanmasi durumunda, s6z konusu su érnegi kéti kalite olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Alinan toplam 232 su érneginin 196’sinda (%84) herhangi bir bakteriyel kirlilik bulun-
mazken, 36 drnedin (%16) fekal koliform, toplam koliform ve enterokok tiirleri ile kontamine
oldugu belirlendi. Ornek alinan 29 sahilden 17’sinde (%71) en az bir veya daha fazla érnekte kétii
kaliteli su belirlendi.

Sonug: Mikrobiyolojik kirlilik saptanan yerlerin kullaniminin kisitlanarak 6nlem alinmasi 6ngériildi.
Ayrica belirtmek gerekir ki, analizlerin diizenli olarak yapilmasi halk sagligr agisindan 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Yiizme suyu kalitesi, halk sagldi, bakteriyolojik kirlilik, koliform bakteri
ABSTRACT

Objective: Lake Van is one of the most important recreation areas of the region. Investigation of
microbiological pollution of Lake Van is very important for public health. The aim of this study is
to assess the microbiological pollution and determine water quality of the lakes Van and Ergek
situated within Van Province, which are used for swimming and recreation to protect both human
and environmental health. For this purpose, the presence of fecal coliform, total coliform and
enterococci were investigated in samples taken from 29 different points of the lakes.

Method: Between June and September 2015, 232 water samples were taken from predefined 29
points, every two weeks, and sent to the Public Health Laboratory of Van Province in 300-500 mL
sterile plastic bottles in accordance with Bathing Water Quality Regulation (76/160 / EU: add-on
clause 5. Membrane filtration method was used to analyze the samples for coliform bacilli and
enterococci. Mandatory values according to bathing water quality regulation were taken as 2000
cfu/100 ml,10000 cfu/100 ml and 1000 cfu/100 ml for fecal coliform, total coliform and
enterococcus, respectively.

Results: In 196 (84%) of 232 water samples collected, no bacterial contamination was found, while 36
(16%) samples were found contaminated with fecal coliform, total coliform and Enterococcus species.
At least one or more specimens of poor quality water were detected in 17 of 29 sampled beaches.
Conclusion: It was envisaged to take precautions by restricting the use of the places where
microbiological pollution was detected. In addition, regular analyzes are important for public
health.

Keywords: Bathing water quality, public health, bacteriological pollution, coliform bacteria
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GiRiS

Su kaynaklarinin 6nemli bir kullanim alani olan yuz-
me sulari, rekreasyonel ve turizm sahasi olarak da
kullaniilmakta, gittikce daha ekonomik ve sosyolojik
6neme sahip olmaktadir. Fakat bu ortamlarin fazla
kullanilmasindan o6tiirG diger bolgelere gore daha
yogun bir nifusa sahip olmasi nedeniyle daha fazla
kirlenmektedirt®.

Koliform grubu bakteriler, Enterobacteriaceae famil-
yasinda olan, fakiltatif anaeorob, Gram negatif,
sporsuz, 35°C’de 48 saatte laktozdan gaz ve asit olus-
turan, cubuk seklinde bakterilerdir®®3). Koliform grubu
bakteriler icinde fekal koliform olarak tanimlanan
bakterilerin blyik ¢ogunlugunun, Escherichia coli
oldugu bilinir. Bu grup bakteriler icinde yalnizca
E. coli, dogrudan diski ile iliskilendirilirken, diger koli-
form bakteri Gyeleri bitki, toprak ya da sicakkanl
hayvan diskisi kokenli olabilmektedir. Fekal kontami-
nasyon gostergesi olarak fekal koliformlardan birisi
bulanabilir. Bir ornekte E. coli veya fekal koliform
gorilmesi, ornege direkt veya dolayl yollardan diski
bulastiginin ve Salmonella ve Shigella patojenlerin
de olabileceginin bir gostergesidir. Bu nedenle igme
ve kullanma sularinda, gida maddelerinde, deniz ve
gobllerde E. coli ve fekal koliform bulunmamasi gere-
kirken, bazi gidalarda belirli miktarda koliform bakte-
ri bulunmasina izin verilebilmektedir®3.

Bakteriyolojik su kalitesine iki amacla icin bakilr.
Bunlar indikator bakterilerin tayini ve kirletici ntfu-
sun yaklasik sayisinin belirlenmesidir. indikatér bak-
teriler, koliform grup bakteriler ve enterokoklardir®4,
Rekreasyonal icin kullanilan sularda mikrobiyolojik
kirlenme 6nemli bir sorundur. Patojen mikroorganiz-
malarla kirlenen sularin kullanimi saglik icin tehlikeli
oldugundan sinirlandiriimaktadir®,

Mikrobiyal kirlilik g6l suyunun kullaniminin sinirlan-
masi, ekosistemi olumsuz yonde etkilemesi ve birgok
salgin hastaliga yol agmasi ile birlikte halk saghgini
tehdit etmesi agisindan da biyik bir neme sahiptir.
Bu nedenle 6zellikle son zamanlarda ¢ogu llkede gol
sularinin mikrobiyal kalitesinin belirlenmesine yéne-
lik calismalar 6nem kazanmistir. icme ve kullanma

sularinin mikrobiyolojik kalite kriterlerinin uygunlu-
gunu ve guvenirliligini kontrol etmek amaciyla mikro-
biyolojik analizler yapilmaktadir®.

Ulkemizin en biiyiik gélii olan, Van ve Bitlis il sinirlari
arasinda bulunan Van Goli, 3.574 km? yuzolgimdi,
607 km?* hacmi ve yaklasik 451 m derinligi olan diin-
yada en biyilik sodah g6l ve dordlinct buyik kapali
su havzasidir. Yurdumuzda yalnizca Van Goli'nde
yasayan inci kefali, gol etrafinda yasayan halk tarafin-
dan yogun bir sekilde tuketilmektedir. Ercek Gola
havzasi, Van Goli'nlin dogusunda yer almakta olup,
1.526 km? ylzolgtimi ile suyunun 6zellikleri bakimin-
dan Van Golu ile benzerdir.

Van ve Ercek Golu cevresinde 500 binden fazla insan
yasamaktadir. Yaz mevsiminin gelmesiyle birlikte yerli
halk, yerli ve yabanci turistler yizme amaciyla plajlari
yogun bir sekilde kullanirlar. il Saglik Miidurligi tara-
findan tanimlanmis 29 bélge ylizme amaciyla kullanil-
maktadir. Tabakalagma 6zelligi gdsteren Van ve Ergek
Goli, glin gectikge artan oranda kirlenmeye maruz
kalmaktadir. Koliform organizmalar uzun zamandan
beri yizme suyu kalitesinin mikrobiyolojik kont-
rolinde indikatér madde olarak kullaniimaktadir.
Bunun en 6nemli nedeni, suda saptanmalarinin ve
degerlendirilmelerinin son derece kolay olmasidir”.
Van ilinde il Saghk Midiirligi tarafindan her yil Ha-
ziran ve Eylll tarihleri arasinda on bes giinllk peri-
yotlar ile alinan 6rneklerde mikrobiyolojik analizler
yapilmakta ve sonuglara gore gerekli 6nlemler alin-
maktadir.

Calismamizda, Haziran-Eylil 2015 tarihleri arasinda
Van ve Ercek Golu’niin belirlenen 29 noktasindan iki
hafta araliklarla 8 kez olmak lzere su 6rnekleri alina-
rak mikrobiyolojik kirlilik seviyesini saptamak icin
toplam koliform, fekal koliform ve enterokok agisin-
dan degerlendirildi. Van Goli suyunun 29 farkh nok-
tada yapilan analizlerle bdlgelere gore hijyen kalitesi-
nin ve insan-hayvan sagligl Uzerinde olusturacagi
distndlen risklerin ortaya konulmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Su 6rneklerinin alinmasi: Van Goli havzasinin, Van ili
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sinirlariigerisinde UHM (il Umumi Hifzissihha Kurulu
Meclisi) karart ile iskirt kdyiinden, Ercis ilcesi Celebi-
bagi sahiline kadar uzanan kisminda 28, Ercek Goli
sahilinde 1 adet olmak lizere toplam 29 ylizme alani
vardir. Yiizme aylari olan 1 Haziran-15 Eylul 2015 ta-
rihleri arasinda, 15 giinde bir olmak lGzere belirlen-
mis olan 29 ylizme noktasindan iki hafta aralikla su
ornekleri alinarak fekal koliform, toplam koliform ve
enterokok varligi arastirilmistir. Toplam 232 adet su
ornegi Yizme Suyu Kalitesi Yonetmeligi'ne (76/160/
AB) uygun sekilde 300-500 ml’lik steril plastik 6rnek
siselerine alinmistir®. Siselerin agizlar sikica kapa-
tilmis ve soguk zincirde, 8 saat icinde Van il Halk
Saghgi Laboratuvari’na ulastirilarak analizleri yapil-
mistir.

Su_Orneklerinin_siziilmesi, kdltari ve degerlendi-

rilmesi: Orneklerin enterokok ve koliform bakteri
yoninden analizi icin membran filtrasyon yonte-
mi kullanildi®. Alinan 500 ml’lik su 6rnekleri her
biri 100’er ml olmak lzere 3 ayri 6rnek, por gaplari
0.45 pum olan membran filtrede stizaldd. Su 6rnegin-
de incelenecek bakteriler membran filtre Gzerinde
toplandi. Membran filtrelerden ikisi Tegritol 1.3.5-
trimetil-tetrazolyum klorir (Tegritol TTC, Sartorius)

besiyerine konularak bir petri 37°C’lik, diger petri de
44°C’lik etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Ugiin-
cli membran filtre ise Slanetz Bartley (SB, Himedia
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M612) besiyerine konularak 37°C’lik inklibatorde 48
saat bekletildi.

Fekal ve toplam koliformlarin dogrulama ve sayimi:

Diski kaynakli olan tiim tyeler “fekal koliform” ola-
rak adlandirilir ve toplam koliform bakterilerin bir alt
grubudur. Fekal koliform bakterilerin bliylik cogunlu-
gunu E. coli suglari olusturur®®,

Fekal koliform grup bakterilerin belirlenmesi igin
Ozel bir besiyeri yoktur. Koliform bakteriler igin
kullanilan besiyerleri, 44.5£0.2°C sicaklikta inki-
be edilerek fekal koliform bakteriler belirlenebilir.
Tegritol besiyerinde filtre Gzerinde bulunan ve ayni
zamanda filtrenin altini sarartan tim sari koloniler
TS EN I1SO 9308-1 standardina gore slipheli koliform
kabul edilip dogrulamaya alindi*¥), Stipheli koloniler
yeterli sayida bolinmis Tripticase Soy Agar (TSA,
Oxoid) besiyerine pasajlanarak 36°C’de 24 saat siire
ile inklibe edildi. Bu slire sonunda Ureyen koloniler
icin oksidaz testi (Oxidase Strips, Oxoid) yapildi. Ko-
liform bakteriler oksidaz negatif oldugu igin pozitif
reaksiyon veren koloniler elendi. 44°C’de sayilan ko-
loniler fekal koliform olarak degerlendirildi. 36°C’de
sayilan koliform bakteriler ile 44°C’de sayilan fekal
koliform bakterilerin timi toplam koliform bakteri
sayisi olarak verildi (Sekil 1).

Sekil 1. Tegritol TTC besiyerinde koliform bakterilerin koloni goriinimii.
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Bile Esculin Agar

Slanetz Bartley Agar

Sekil 2. Bile Esculin ve Slanetz Bartley Agar besiyerinde enterokok bakterilerin koloni gériinimii.

Enterokoklarin _dogrulama ve sayimi: Slanetz Bart-

ley besiyerinde kirmizi, mor ve pembe renkte olan
tiim bombeli koloniler TS EN I1SO 7899-2 standardina
gore olasi enterokok olarak kabul edilip dogrulama-
ya alindi*?, Tipik kolonilerin oldugu membran filt-
re steril pens yardimi ile ters cevrilmeden 6nceden
44°C’de bir saat bekletilmis Safra Esculin Azid Agar
(SEA, Oxoid) Uzerine konularak 44°C’de iki saat siire
inkibatorde bekletildi. Enterokoklar SEA’da bulunan
eskulini hidrolize ederek, glukoz ve eskuletine donis-
tardr. Eskuletin, demir (lll) iyonlari ile zeytin yesili-
siyah renkli kompleks olusturur. inkiibasyondan son-
ra koloni etrafinda siyaha kadar degisen renkte zon
olusturan tiim koloniler enterokok olarak sayildi (Se-
kil 2). Dogrulanan ve sayilan koloniler “kob” (koloni
olusturan birim) olarak belirtildi.

Ko6ti kalite 6rnek: Yiizme suyu kalitesi yonetmeligine
gore fekal koliform parametresi yoniinden zorunlu
deger 2000 kob/100 ml, toplam koliform paramet-
resi yonunden zorunlu deger 10.000 kob/100 ml
ve enterokok parametresi yoniinden zorunlu deger
1000 kob/100 ml, olarak alindi®. Alinan su &rnek-
lerinde analiz edilen bakteri tirlerinden herhangi
birisinin zorunlu degerlerin lizerinde belirlenmesi
durumunda su ornegi kotu kalite olarak degerlen-
dirildi.

BULGULAR

Yuzme suyu kalitesi yonetmeligine gore gol sularin-
da aranan mikrobiyolojik parametreler agisindan gol
sulari iki sinifa ayrilir®. Bakteriyolojik parametrelerin
analiz sonuglarina gore gol sularinin kalite siniflandir-
masl Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. G&l sularinin kalite kriterleri (Yiizme Suyu Kalitesi
Yénetmeligi (76/160/AB), 2006).

Parametre iyi Kalite Kotii Kalite
(kob/100 mL) (kob/100 mL)
Fekal streptekok <1000 <1000
Fekal koliform <2000 <2000
Toplam koliform <10000 <10000

Suyun kalitesinin, goliin bazi noktalarinda iyi kalite
oldugu, fekal kirliligin yUksek oldugu bazi noktalarda
ise kotl kalite oldugunu gostermistir. Alinan toplam
232 su 6rneginin 196’sinda (%84) herhangi bir mikro-
biyal kirlilik bulunmazken, 36 6rnegin (%16) entero-
kok, fekal koliform ve toplam koliform bakterileri ile
kontamine oldugu belirlendi. Gol suyu 6rneklerinin
alindigi noktalar Sekil 3'teki haritada gosterildi; mavi
renkte olanlar iyi kalite (ylzmeye uygun), kirmizi
renkte olanlar ise koti kalite (ylizmeye uygun degil)
konumlarini géstermektedir.
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Sekil 3. Su 6rneklerinin alindigi ve yiizmeye uygunluk/uygunsuzluk durumlari.

Tablo 2. Orneklerin alindigi yerlere gore kétii kalite su saptanan hafta sayisi ve yiizdesi.

istasyon Adi Ornek Sayisi (n) Koti kalite su saptanan hafta [n, (%)]
Fidanhk 8 6 (75)
Kamps 8 5(63)
MTA 8 5 (63)
iskele 8 3(38)
Dogan Kamping 8 2 (25)
DSi kampi ve Yenikdy 8 2 (25)
Golagzi 8 2 (25)
Karataslar 8 2 (25)
Balikbendi 8 1(13)
Celebibagi 8 1(13)
Citoren Koyl 8 1(13)
Engil Cayi 8 1(13)
Ercek 8 1(13)
Mollakasim Yazliklari 8 1(13)
Su Sporlari Merkezi 8 1(13)
Unseli Belediye Karsisi 8 1(13)
Vali Konagi 8 1(13)
Agarti Koyl 8 0(0)
Akdamar Adasi Karsisi 8 0(0)
Akdamar iskirt 8 0(0)
Cakirbey Koy 8 0(0)
Colpan Yazliklari 8 0(0)
DSi ve Kizilay Kampi 8 0(0)
Grand Deniz 8 0(0)
Karayollari ve Kaymakamlik Plaji 8 0(0)
Polis Kampi 8 0(0)
Sahin Tepesi 8 0(0)
Unseli 8 0(0)
Yesilsu Koyl 8 0(0)
Toplam 232 36

136



E. Aydin ve ark., Van Goli Mikrobiyolojik Kirliligi

Tablo 3. Enterokok parametresinin ilgelere gére analiz sonuglari.

Su 6rneginin Alinan Ureme goriilmeyen Ureme goriilen iyi kal