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Atik Su Bazli Epidemiyoloji (ABE) toplum saghdi ile ilgili birgok veri iceren 6nemli bilgi havuzu
niteligi tasiyan basarili bir gevresel siirveyans aracidir. Diinya, SARS-CoV-2’nin benzeri gériilmemis
kiiresel yayilmi, insan saghgi ve ekosistem servisleri lizerinde olumsuz sonuglarinin lstesinden
gelmeye calismaktadir. Bu derlemede, atik suda SARS-CoV-2’nin saptanmasinda karsilasilan zor-
luklar, viriis konsantrasyonu ve élgiimii igin kullanilan yéntemlerin karsilastiriimasi sunulmustur.
SARS-CoV-2 igin uyarlanmis bir ABE cergevesi erken uyari sistemi icin énemli bir adimdir. Virtis
yayihmini atik su siirveyansi ile takip etmek klinik test sinirlamalarini azaltacaktir. Belirti géster-
meyen olgularda viriistin uzun stireli inkiibasyon stiresine sahip olmasi, bulasmaya devam etmesi
virtis kontroliiniin etkin yénetimi igcin hesaba katiimalidir.

Optimize edilmis tani protokollerinin kullaniimasi, dezenfeksiyon stratejilerinin gelistiriimesi, atik
suyun yeniden kullanimiyla iliskili muhtemel sorunlarin bilimsel kanitlarinin artmasi, gelecekteki
viral hastalik salginlarinin tespitini ve kontrol altina alinmasini iyilestirecektir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, atik su bazli epidemiyoloji, halk saghdi
ABSTRACT

Wastewater Based Epidemiology (WBE) is a successful environmental surveillance tool, which
serves as a valuable information pool containing enormous data on public health. Efforts are being
made globally to overcome the unprecedented worldwide spread of SARS-CoV-2 and its negative
consequences on human health and the ecosystem. In this review, we present the difficulties
encountered in detecting SARS-CoV-2 in wastewater and the comparison of methods used for virus
concentration and measurement.

A WBE framework adapted for SARS-CoV-2 is a key step towards the development of an early
warning system. Monitoring virus spread through wastewater surveillance will reduce limitations of
clinical tests. For effective management of virus control in asymptomatic cases, it should be
considered that the virus has a long incubation period and continues to be transmitted during that
period.

Using optimized diagnostic protocols, developing disinfection strategies, and obtaining further
scientific evidence on potential problems associated with waste water reuse will help improve the
detection and control of future viral disease outbreaks.

Keywords: SARS-CoV-2, wastewater based epidemiology, public health

GiRiS yon siresine sahip olmasi, bulasmaya devam etmesi

viristiin hizli bir sekilde yayilmasina yol agarak kont-
COVID-19 pandemisinin etiyolojik ajani; SARS-CoV- rol altina alinmasini engellemektedir. Bireylerin tibbi
2’nin yayilmasini 6nlemek ve biyolojik tehlikesini taramasinin yapildigi bolgelerde SARS-CoV-2 yayil-
belirlemek, 6nde gelen zorluklar arasindadir. Belirti masina iliskin tahminler, bazi sorunlar nedeniyle
gostermeyen olgularda virisiin uzun sireli inkibas- blyik 6lcide eksik yapilabilmektedir. Dislk ve orta
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gelirli Glkelerde yeterince test yapma olanagi olma-
digi icin eksik raporlama séz konusudur™?. izlanda
gibi refah diizeyi yliksek ve niifusu az olan Ulkelerde
ise her bireyin test edilmesi olasi olmakla birlikte®
kiiresel boyutta duslinildiginde bu uygulamanin
¢ogu Ulke igin pratik olmadigi, yavas ve maliyetli
oldugu goérilmektedir®,

Toplum saghg ile iligkili anlik verilerin toplanabilece-
gi kanalizasyon sistemleri, virs epidemiyolojisi hak-
kinda veri toplamak icin uygun belirtecler secildigi
taktirde avantaj olusturmaktadir. Kanalizasyon siste-
minin biyolojik, kimyasal takibine dayanan Atik Su
Bazli Epidemiyoloji (ABE), diinya genelindeki toplu-
luklarda poliovirtsler, norovirisler ve hepatit A gibi
patojenik virlslerin ortaya cikisi ve epidemiyolojisi
hakkinda bilgi edinmek icin kullaniimistir®?. Atik
sularda SARS-CoV-2'nin izlenmesi ilk onerildiginde,
hakim bilimsel gorus, virlisiin yeterince ylksek oran-
larda atik suda bulunmayabilecegini hem virtsin
kendisinin hem de tek zincirli RNA (ssRNA)’'nin atik
suda belirlenmesinin  ¢ok degisken olabilecegine
dayanmakta idi. insan diskisinda koronaviriis saptan-
masin ile iliskili gincel raporlar®®, Avustralya®®,
ispanya’?, italya®, Hollanda® ve Japonya™ da
dahil olmak Uzere bir dizi Glkeden kentsel atik suda
SARS-CoV-2'nin ssRNA’sI belirlenmesine iliskin yayin-
lar, bu endiseleri kismen ortadan kaldirmistir. Devam
eden pandemi, ABE'nin toplumlarda bulasici hastalik
bulagmasini tespit etmek ve ydnetmek igin kullanila-
bilecegi hipotezini sahada test etmek icin anlamli bir
firsat saglamaktadir®™). Diinya ¢apindaki bircok aras-
tirma grubu, bu amagla SARS-CoV-2 RNA’sini atik
suda izlemek icin harekete ge¢cmistir®. Atik suda
SARS CoV-2'nin izlenmesinde optimize edilen proto-
kollerin kullaniimasi istenen yeterlilikte degildir ve
cesitli laboratuvarlarda tekrarlanabilir sonuclar elde
etmek gibi halk saghgi yaniti olabilecek bilgilerin has-
sasiyeti hala belirsizdir.

Bu derlemede, atik sudaki SARS-CoV-2 tanimlanma-
sinda kullanilan metotlar (6rnekleme, konsantrasyon
vb. gibi) tartisiilmistir. Genel olarak atik suda SARS-
CoV-2 varligi icin gelismis izleme aracina gereksinim
oldugu vurgulamaktadir. Optimize edilmis tani proto-
kollerinin kullanilmasi, dezenfeksiyon stratejilerinin
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gelistirilmesi, atik suyun yeniden kullanimiyla iliskili
olasi sorunlarin bilimsel kanitlarinin artmasi, gele-
cekteki viral hastalik salginlarinin tespitini ve kontrol
altina alinmasini iyilestirecegi beklenmektedir.

Atik Su Bazh Epidemiyoloji (ABE) ve Atik Su Matrisi

Toplum sagligi ve su sistemleri arasindaki baglanti
eskilere dayanmaktadir. On dokuzuncu yuzyilda
insanlarin blylk ¢cogunlugu, hastaliklarin kétii hava
-veya miasma- ile topraktan ¢ikan ¢lirimis madde-
lerden yayildigina inaniyorlardi. Ancak, 1854’te John
Snow, Londra’da kolera salgininin nedenini kanali-
zasyonla kontamine olmus 6zel bir su pompasindan
kaynaklandigini saptayarak epidemiyolojinin dogma-
sina neden olmustur®®. Miasma teorisini ¢lruterek
mikrop teorisinin dogmasina neden olan ingiliz
hekim, sthhi mihendislik reformlarina 6nemli etkisi
olmustur.

Atik sular, uyusturucu ve cesitli kimyasal atiklarin
bulundugu, DNA, proteinler, lipitler ya da metaboliz-
ma atiklari gibi insan vicudu i¢in saglik ve hastalik
belirtegleri olabilecek molekilleri icermektedir. Bu
nedenle atik sularin igerigi, toplum saghgi ile ilgili
bircok veri iceren 6nemli bilgi havuzu olma niteligi
tasimaktadir. Atik Su Bazli Epidemiyoloji yaklasimi,
bir aritma tesisinden elde edilecek verilerle niifus
duzeyinde galismalarin yapilabilmesini olasi kilmak-
tadir. Yasa disi uyusturuculari takip etmekle baglayan
atik su izleme calismalari, 1990°h yillara kadar
dayanmaktadir®”). Sonraki yillarda Avrupa’daki kana-
lizasyon sistemi SCORE agi ile diizenli takip edilmeye
baslanmistir®®, Atik sularda SARS-CoV-2’nin varligini
arastiran gruplar, hastalik salginlarinin takip etmek
icin devam etmekte olan galismalarin potansiyelini
en Ust duzeye ¢ikarmak hedefiyle®® COVID-19 WBE
Collaborative™ is birligini kurmuslardir. Bu kiiresel is
birligine Avrupa SCORE agi ve Kiresel Su Patojeni
Projesi de dahildir®), Baska bir ABE yaklagim 6rnegi-
ni Arizona Eyalet Universitesi’nde Dr. Halden ve mes-
lektaslari daha buyik 6lgekte tasarlayip uygulamaya
gecirmistir. Dlinya ¢apinda 300’den fazla AAT Ornek-
leriicin bir bilgi deposu olan insan Saglig1 Gézlemevi’ni
kurmuglardir®2. Dr. Halden, yaptiklari galismalari
belirtmek icin ABE kavramini yetersiz bularak daha
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kapsamli bir tanim -Kentsel Metabolizma Metrolojisi-
kullanmayi tercih etmektedir®. Kentsel Metabolizma
Metrolojisini (KMM), kentsel insan popdlasyonlari-
nin saghgi, strdardlebilirligi ve dayanikhhigi hakkinda
bilgi verebilen yeni bir bilimsel disiplin olarak tanim-
lamaktadir.

Atik Sudaki SARS-CoV-2 Kaynaklari

SARS-CoV-2'nin ana bulasma yollari, enfektif damla-
ciklarin solunumu ve dogrudan temas olarak bilin-
mesine ragmen®?2 diger 6nemli bir bulasma yolu
gastrointestinal (Gl) sistemde SARS-CoV-2 replikasyo-
nu sonucunda diski ile dagitilmasidir?329), Viriis, bir-
¢ok sporadik olgu ile sonuglanan, hatta 6limcil bile
olabilen fekal-oral yolla salginlara neden
olmaktadir®27.28) Sy kaynakli cesitli virtslerin bulas-
ma yetenegi goz ardi edilemeyecek endise kaynagi
olmaya devam etmektedir®. Enterik virtsler Gl
kanalini enfekte ederek cogalir ve fekal yolla kanali-
zasyona, septik tanklara, su kaynaklarina desarjlari
ile hava, su ve gidalari kontamine edebilir®?. Cesitli
yollarla insanlari enfekte eden virisler, hastalik belir-
tisi gostermeden de yayilabilirler. Virlislerin neden
oldugu hastaliklarin siddeti, virlisiin yasamda kalma-
sina ve replikasyon kapasitesine baghdir®32, Genel
olarak enterik virUsler, ¢cok disiik dozda (<20 parti-
kal) bulasicidir ve hastaliga neden olurlar®), Baz
raporlarda, enfekte insanlarda diskida ylksek ve
bazen idrarlarda daha disik konsantrasyonlarda
virus titreleri belirlenmistir 834,

Atik su sisteminde saptanan SARS-CoV-2 viral ssRNA
fragmentleri, virlsin insan diskisi ve idrar yoluyla
kanalizasyon sistemine girdigini gostermektedir®3>3),
ishal ve kusma dahil olmak iizere gastrointestinal
hastalik belirtilerinin sikhgi, dogrulanmis olgularda
%2 ile %80’i arasinda degismektedir®’3?), Neredeyse
balgamdaki miktara yaklasan SARS-CoV-2 ssRNA,
diski  6rneklerinde %67 oraninda pozitif test
edilmistir®®®, Diger belirtilerin oldugu fakat Gl bulgu-
larin olamadigi olgularda, ayrica belirti géstermeyen
olgularda ve belirtilerin kesilmesinden sonraki dort
haftaya kadar diskida SARS-CoV-2 ssRNA varligi
gdzlenmistir® 3342 {igin¢ bir sekilde, solunum diizel-
dikten ve solunum o&rnekleri negatif bulunduktan

sonra da diskida SARS-CoV-2 ssRNA genellikle belir-
lenmistir @34, Yalnizca birkag¢ calisma enfektif SARS-
CoV-2'yi digski ve idrar 6rneklerinden®364) jzole
etmeyi basarmis olsa da birgok ¢alismada diskida ve
atik suda SARS-CoV-2 ssRNA saptanmigtir (14:1344-46),
Bugiine kadar, diskidaki SARS-CoV-2 ssRNA’sinin
yutulan balgamdan mi yoksa Gl igindeki aktif repli-
kasyondan mi kaynaklandigi belirsizdir. Virislerin Gl
icindeki aktif replikasyonu enfektif virionlarin atik su
yoluyla yayillmasini 6nemli 6lclide etkileyecektir.
Yapilan modelleme ¢alismalarinda atik sularin 6nem-
li sayida enfektif virion icerdigi varsayilmaktadir®.
Enfektif SARS-CoV-2'nin diski ve atik su orneklerin-
den basarisiz izolasyonu, enfektif virionlarin yoklu-
gundan ¢ok saglam zarfli virionlari izole etmenin
zorlugundan kaynaklaniyor olabilir. Yiiksek viral kon-
santrasyonlara sahip olma potansiyeli olan viicut
sivilart (tiikiirak ve balgam) iceren gri suyun ise
onemli bir SARS-CoV-2 iletim araci olmasi
beklenmemektedir®*), Gri su genellikle SARS-CoV-
2’nin duyarh oldugu deterjanlar, sabunlar ve cesitli
dezenfektanlari icerdiginden, virlis konsantrasyonu-
nun duslik olmasi beklenmektedir.

SARS-CoV-2 Saptanmasi ve Bulasiciligi

Atik suda virls belirlenmesi ve izlenmesi kalitatif,
genomik kantifikasyonun yani sira kiltire-edilme
metodu olan in vitro plak olusum Unitesi (PFU) sayi-
mi olarak siralanabilir. Molekiler yaklasimlarin hede-
fi, su 6rneginde SARS-CoV-2 ssRNA varliginin tahmini
ve ssRNA kopyasinin (veya fragmani) bagil bollugu
hakkinda bilgi vermek olabilir, ancak bu yontemler ile
viral enfeksiyon o6lclilememektedir®”). PFU, enfektif
virionlarin nicel bir tahminini saglayabilir, ancak viri-
su in vitro Gretmek i¢in uygun bir konakgi gerektirdi-
ginden bu yoéntem yavas ve zordur®’®. Genellikle
atik su orneklerinde bulunan toksinlerin sitotoksik
etkisi, viral saptanmasi igin plak olusum Unitesi tes-
tinin duyarlihgini daha da sinirlandirilabilecegi
unutulmamalidir®®Y, Ek olarak, enfektif virionlari
izole etmek icin ssSRNA belirlenmesine kiyasla virls
konsantrasyonlarinin daha da yiksek olmasi gerekir
(>10° kopya mL?). Bu nedenle, hastanelerin atik sula-
rinin SARS-CoV ssRNA igin pozitif olarak test edilme-
si, ancak enfektif virionlar igin test edilmemesi sasir-
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ticr degildir®. Ancak, dezenfektanlarin ve gesitli str-
faktanlarin yogun kullanimi nedeniyle hastane atik
suyundaki enfektif virion konsantrasyonunun sapta-
ma limitinin altinda olmasi da olasidir.

Kullanilan yontemlerden bagimsiz olarak, SARS-
CoV’lerin atik sudaki saptanmasi ve sayimi, insan
diskisi Gzerindeki dogrudan testlere gore seyreltme
sonrasi dusik bagil bolluklari (10! ila 10° kopya L)
nedeniyle oldukga zordur*414452) By nedenle, numu-
neyi yliksek geri kazanim oranlariyla konsantre etmek
gereklidir®Y, Yakin zamanda yayinlanmis umut verici
konsantrasyon yontemleri Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Bozulmamis virionlar, kirik virionlari uzaklastirmak
icin enzim isleminden sonra karsilik gelen reseptor-
lerle kaplanmis hiicresiz substrat lizerinde konsantre
edilebilir). Bagh virionlar, daha sonra RT-gPCR ile
analiz edilebilir””, Son zamanlarda, bu yéntemin atik
suda 6zel ekstraksiyon yontemlerinden sonra SARS-
CoV-2'yisaptadigini ve 6lctigini belirtmektedir®34153),
Aktif camurdan yapilan bir transkriptom (ssRNA)
analizi, diger molekiler tekniklerde kesfedilemeyen
cok cesitli kiiltlire edilmemis bakteri virtslerini orta-
ya cikarmistir”®, Dustik viral konsantrasyonlar gesitli
konsantrasyon vyaklasimlari gerektirecek olsa da
uygun teknikler ile atik sudaki SARS-CoV-2 gibi tek
sarmalli ssRNA virtslerinin saptanmasi icin yeni bir
yaklasim saglayabilir.

Hem bagil bolluk hem de viral enfeksiyon, hastaligin
bulasmasi icin kritik faktorlerdir. Bununla birlikte,
ekstraksiyon protokollerinde, kapsidi cevreleyen lipit
tabakali ¢ift zar kolayca bozuldugundan, bozulmamis
virtsler icin genellikle dlstk geri kazanim oranlarina
yol acar® ), Bu nedenle, atik sudaki enfektivitesini
belirlemek icin baska yaklasimlar gelistirilmelidir. Su
anda, SARS-CoV-2'nin (yani bir enfeksiyona neden
olan viral partikdl sayisi) insanlar igin minimum bula-
sict dozu (MID) bilinmemektedir®, Yine de hastaligin
hizli yayilmasi, MID’nin dislik oldugunu ve diger zarf-
li virslere benzer oldugunu gostermektedir®-82),

Su ve Atik Su Matrislerinde SARS-CoV-2 Stabilitesi
Virtslerin yasamda kalma siiresi genellikle Usteldir
ve yarilanma 6mru (iki kat azalmak icin gereken siire)
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olarak, log giderimi veya %90 inaktivasyona (T90)
ulasmak icin gereken siire olarak rapor edilir. Cesitli
cevresel kosullar altinda, SARS-CoV-2 virionlari ve
diger zarfh virlslerin birkag gin boyunca enfektivite-
si devam edebilmektedir. Su ve atik sudaki SARS-CoV
bulasicihgini etkiledigi bilinen faktorler arasinda
sicaklk, organik icerik ve ¢ozeltinin pH’idir(+8384),
Sicaklik, genel olarak virionlarin ve 6zel olarak SARS-
CoV-2'nin yagsamda kalmasi i¢in 6nemli bir degisken-
dir. Daha duslk sicakliklarda SARS-CoV’lerin bulasici-
liginin daha uzun siire tutuldugu gozlemlenmistir
(Ornegin, atik suda 4°C’de 14 giin ve 25°C’de iki giin)
G, Hindistan’da atik suda 45°C gibi yuksek ortam
sicakliklarinda viral genomun varligi saptanmistir®,
Bu, soguk mevsimlerde ve ihman iklim bélgelerinde,
SARS-CoV-2’'nin gevresel stabilitesinin artabilecegi
anlamina gelir. 56°C’nin Gzerindeki sicakliklar, buyik
olasilikla proteinlerin ve ¢ift katmanli lipit tabakanin
denatlirasyonu nedeniyle 30 dakika SARS CoV-2'yi
guvenilir bir sekilde inaktive eder®. Su ve atik su
numunelerinde organik madde konsantrasyonun
artisi CoV’ lerin yasamda kalma siresini azalttig
bildirilmistir. Bu durumun nedeni, hiicre disi enzima-
tik aktivite yoluyla viriisleri inaktive edebilen antago-
nist bakterilerin varligindan kaynaklaniyor olabilir®.
Ayrica AAT’ lerinde organik maddeler, SARS-CoV viri-
onlarinin zarfina spesifik olmayan bir sekilde adsorbe
olarak onlar oksidatif hasar, klorlama, ultraviyole
(UV) radyasyon, protozoan veya metazoan avlanma-
sindan koruyabilirt7®83),

Atik Suda SARS-CoV-2 tanimlanmasi

Atik sudan SARS-CoV-2'nin konsantrasyonu, virisiin
saptanma verimliligi®?, analizlerin maliyeti, dlcekle-
nebilirlik ve tedarik zinciri virus izleme galismalarin-
daki en biylk zorluklarin basinda yer almaktadir.
AAT’lerden numune alma stratejisi, analiz sonuglarini
etkileyen en kritik adimlardan biridir Sekil 1.

Orneklerin temsili olabilmesi icin anlik 8rnek yerine
24 saat kompozit numune alinmasi tercih
edilmelidir®. Orneklem stratejisinde problem olabi-
lecek konulardan biri biyo-belirte¢ olarak secilen ve
takip edilen Kkirleticilerin yari omdirleridir. Biyo-
belirteglerin yari 6mirleri sicakliga bagli olarak degis-
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AAT'den Numunelerin
Toplanmasi

Enfekte kisinin viral genetik materiali
kanalizasyon sistemine salindiktan sonra
2-6 sa, slre ile izlenebilir.

\ﬁ/

AAT' lerinden atiksu numunelerinin steril
tiiplere toplanmsi

- manuel (birkag dakika)

- otomatik (24 saat) D e

Katilanin Ayrilmasi
(birkag dakika)

Laboratuara Numunelerin
Taginmasi

Numunelerin
2-4 saat yada
24 saat isleme alinmasi

Sekil 1. Kentsel atik sularda SARS-CoV-2 RNA varliginin saptanmasi®®,

mektedir. SARS-CoV-2'nin ortam kosullarinda (20°C)
yari 6mri, 4.8 ve 7.2 saat arasinda degistigi tahmin
edilmektedir®. Geriye dénuk hesaplama yapilirken
kirleticilerin yari dmri dikkate alinmalidir. Diger kritik
onemi olan konu da yeterli virlis geri kazanimi igin
numune hacminin az olmamasidir. Duslk virls yuka
yanlis negatif sonuclara neden olabilir. Orneklerin
analiz 6ncesi saklama sicakligi da sonuglarin glvenir-
ligini etkileyebilir. SARS-CoV-2’nin genetik materyali-
nin RNAaz tarafindan bozulmasina®°? engel olmak
icin ham atik suyu depolamak yerine atik suyun kon-
santre edilerek -80°C’de depolamak tercih edilmeli-
dir. Su orneklerinde virlslerin saptama sinirlari iyi-
lestirilmesi igin konsantre edilmeleri gerekir. Su don-
glstnde zarfh virs tanimlamak igin kanitlanmis bir
metot bulunmamaktadir. Var olan metotlarin ¢cogu

Viriis konsantrasyonu ve
saflagtinlmasi

Numunelerin Tanimlanmasi

Numunelerin lizisi

Lizis yapilan
virionlarindan RNA
ekstraksiyonu (60
dakika)

7

RNA kantifikasyonu ve
virionlarin sayinin belirlenmesi

A NV

RNA nin cDNA ters
transkripsiyonu

Santrifil %
(birkag dakika)

RT-qPCR | w

Amplifikasyon egrisi

i¢ ve dis standartlar
kullanilarak
virionlar sayilir

ARn

zarfsiz enterik virtsler icin optimize edilmistirl®®,
Virls konsantrasyonunda, ¢esitli pH aralklarinda
eklenen kimyasallar ile ultrasantrifijleme, ultrafilt-
rasyon, adsorpsiyon ve ellisyon (VIRADEL), koagiilas-
yon, boyut dislama ve flokiilasyon gibi yontemler
genellikle tek basina veya kombinasyon halinde kul-
lanilmasina odaklanilir%?, Atik sudan SARS-CoV-
2’nin geri kazanim verimliligi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Zarfli SARS-CoV-2'nin geri kazanim
etkinliginin zarfsiz enterik virtislerden farkli olabile-
cegi 6ne slralmistar®), Son calismalarda, ham atik
sudan SARS-CoV-2 partikillerini/genomlarini geri
kazanmak icin cesitli viriis konsantrasyon yontemleri
kullanarak® orta hizda santrifijleme (100kDa
Centricon®Plus-70) yontemleri denenmistir. Ahmet
ve ark.®? elektronegatif membran, Centricon’Plus-70
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santriflij ve ultrafiltrasyon kullanilarak adsorpsiyon-
ekstraksiyon yontemini uyguladilar. Bununla birlikte,
santrifij filtrelerinin maliyeti ve bulunabilirligi, 6zel-
likle pandemi sirasinda tedarik zincirinin aksama
olasiligl géz oniline alindiginda, bazi laboratuvarlar
icin sinirli olabilir. La Rosa ve ark.?® 2003 WHO
Poliovirlis Cevresel Strveyans Kilavuzu’nda aciklandi-
g1 gibi iki asamali (PEG-dekstran) ayirma yontemi
kullandi ve italya’daki 12 atik su érneginden altisinin
SARS CoV-2 icin pozitif test ettigini bildirilmistir. Atik
sularda SARS-CoV-2 ssRNA'nin saptanmasi icin ali-
minyum kaynakh flokiilasyon yontemi ve ardindan
nukleik asit ekstraksiyonu kullanmistir®™, Ahmet ve
ark.®? ham atik su orneklerinde Murin Hepatit
Virtsiini (MHV) ile yedi konsantrasyon yontemi
degerlendirerek ortalama MHV geri kazanimlari
rapor edilmistir®. Wu ve ark.“Y, cok az 6zel ekipman
gerektiren belki de en 6lgeklenebilir ydontemi éneril-
mistir; 0.2 mikronluk filtrat PEG ile flokiile edilerek
saflastiriilmis RNA elde etmek Trizol™ ile ekstrakte
edildi. Rapor edilen en basit prosediirler arasinda,
ekipmanin var oldugunu oldugu varsayilarak, kigik
hacimlerde (11 mL) atik suyun bir saat boyunca ult-
rasantrifiigasyonu ve ardindan peletten niikleik asit-
lerin elde edilmesi yer almaktadir®. Hiicre kilturi-
ne adapte edilmis SARS-CoV-2 susu veya gesitli yon-
temlerle konsantre edilen ham ve ¢ikis atik suyunda
pozitif numuneler ile tanimlama sinirlari olusturul-
mahidir. Bununla birlikte, SARS-CoV-2'yi analiz etmek
icin bir BSL3 laboratuvar tesisinin gereksinimi, bu
deneyin ana sinirlamasini olusturmaktadir.

Atik sudaki SARS-CoV-2 saptanmasi ABE amaglari
icin islevsel olsa da insan saghgi ile iliskili su dongi-
siindeki viral partikdllerin enfektivitesi hala stpheli-
dir ve fekal-oral gecis potansiyeli dogrulanmayi
gerektirmektedir. Bazi arasatirmacilar, su 6rneklerin-
de cok sayida ssRNA kopyasina ragmen, SARS-CoV-
2’nin hicre kultlrd ¢alismalarindaki basarisizlik géz
oniline alindiginda, atik su ve nehirden enfeksiyon ris-
kinin ihmal edilebilir oldugunu ileri siirmektedir®,

Atik Su Aritma Tesisleri

Atik su aritma tesislerinde (ATT) yuksek konsantras-
yonda ve gesitlikte olan virionlar, coklu-bariyer (fizik-
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sel, biyolojik ve kimyasal proseslerle) zincirinden
gecerek buyuk 6lcide giderilebilmektedirlert?”:%3),
Dogadaki virtslerin miihendislik sistemleri ile gideril-
meden yasamda kalmasi, halk sagligini etkileyecek
onemli risklerin basinda yer almaktadir. Bu nedenle,
su aritimi sirasinda enterik viruslerin giderilmesi veya
4 log (%99.99) inaktive edilmesi gerekmektedir®,
AAT’lerde atik su ilk olarak virislerin yalnizca sedi-
mantasyon yoluyla uzaklastirilmasinin diisik oldugu
birincil aritmaya tabi tutulur. Dezenfeksiyondan dénce
sedimantasyon ve kum filtrasyonu virlisiin giderilme-
sine 6nemlidir®®), Koagilasyon ve ardindan kum
filtrasyonu, virlis giderme kapasitesini arttirmak-
tadir®”. Organik partikillere virlslerin sorpsiyonu ve
cokeltilerek uzaklastiriimasi, ikincil (biyolojik) aritma
adimlarinda 6énemli bir rol oynadigi disinilmekte-
dir. SARS-CoV-2 igin heniiz belirli bir veri bulunma-
makla birlikte, atik sudaki zarfli viriislerin zarfsiz
virtslere gore kiyasla askida kati maddelerdeki parti-
kullere adsorbe olarak giderilmesi daha olasidir.
Aktif camur floklari ve katilarin ayrilmasi viriislerin
yok edilmesine bilyiik élciide katkida bulunur. ikincil
biyoreaktorlerde konsantre bakteri konsorsiyumun-
da bulunan hidrolazlar ve proteazlar gibi hiicre digi
enzimlerin de SARS-CoV’leri inaktive etmesi olasidir
(799899 Fiziksel siire¢ (sedimantasyon ve filtrasyon) ve
biyolojik stireg (Aktif Camur Prosesi), enfektif virisle-
ri inaktive etmeden sivi fazdan kati faza ayrilmasina/
aktarilmasina neden olur. Bu nedenle, virlslerin
cesitli yollardan potansiyel bulasma riski vardir:®,
Termofilik ¢lritme (50-75°C), kireg ilavesi, mekanik
dehidrasyon/kurutma (virts kapsid kirilmasi), kom-
postlama siireci (sicaklik ve antagonistik organizma-
lar) ve mezofilik anaerobik ¢amur c¢liritme gibi
camur stabilizasyon slireclerinin uygulamalarinda
viral inaktivasyon yetenegi gorilmust(ir®®100-102),
Aritma siirecinde SARS-CoV, cevresel kosullar ve mik-
robiyal antagonizma nedeniyle inaktivasyonunu sag-
layan uygulamalar umut verici uygulamalardir.
Bununla birlikte, glibreleme sirasinda tarimsal amacg-
lar icin kullanilacak atik gamurlarinda aerosol kontro-
|G uygulanmalidir. Aritilmis atik suyun dezenfeksiyo-
nu, glvenilir SARS-CoV-2 inaktivasyonunu saglamak
icin onemli adim olabilir. Mekanizmalar net olmasa
da SARS-CoV’ler gibi zarfli virUsler, zarfsizlara gore
klor bazli dezenfektanlara daha duyarli olma egili-
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mindedir. Fakat eger cevresel matrislerde organik
madde icerigi yliksek ise SARS-CoV-2, dezenfektanla-
ra daha az duyarli olabilir. Enfektif enterik viruslere
dezenfekte edilmis ikincil aritma c¢ikisinda da
rastlanmistir®1%)  pandemi sirasinda, ham atik
sudaki viral ylikler normalden daha yiiksek oldugun-
dan, yetersiz viral uzaklastirma (6zellikle dezenfektan
dozlari arttirilmazsa) suyun yeniden kullanimi yoluy-
la viral bulasmaya neden olabilir. Yeniden kullanimi
olan atik sular icin bazi lkeler desarj 6ncesi Gglinciil
aritma uygulamaktadir. Uclinciil aritma, mikrobiyal
patojenlerin daha iyi uzaklastiriimasini saglamak igin
kum filtrasyonu, akifer resarji, UV radyasyonu, ileri
oksidasyon prosesleri (foto-kataliz, soguk plazma,
fenton prosesi, ultrason, nano-kataliz bazl oksidas-
yon) ve/veya membran teknolojilerini icerebilir.
Oksidanlar ve radyasyon, spesifik olmayan viral pro-
teinlere ve nukleik asitlere zarar verir, ancak spesifik
virts fonksiyonlarinin kaybinin (konak tanima/bag-
lanma, genom enjeksiyonu/replikasyonu) anlasiimasi
énemlidir®®. UV,__,, singlet oksijen ve hipokloroz
asit, genomun givenirligini inhibe ederken, ClO, ve
1si uygulamalari, konak hticre tanima/baglanma bol-
gesini inhibe eder. ClO, genom fonksiyonlarini boz-
madan ClO, proteinleri bozarak inaktivasyon
saglart’®), Protein seviyesinde ClO, segici oksidandir
ve Cys, Trp ve Tyr ile reaksiyona girer®”), UV isinla-
masi ve klor ile aritma ile site-spesifik kapsit proteini
omurga bélinmesine neden olarak hem genom rep-
likasyonunun hem de genom enjeksiyonunun inhi-

bisyonu meydana gelir™®. UV, , uygulamasi, insan

4
noroviris ve enterik (+) ssRNA virisleri (Echovirus 12
ve Feline calicivirus) i¢in benzer duyarlilik gostermis-
tir ve protein hasarina bagli olarak viriis inaktivasyo-
nunun %60’in1 olusturan genom islevselliginde kayip
meydana geldigi bildirilmistir®®®. UV,,, radyasyonun
viral genom® ile reaksiyonlar yoluyla SARS-CoV-
1’e102119 kars) da etkili oldugunu géstermektedir.
Bununla birlikte, gerekli doz (1s5ma ve zamanin bir
fonksiyonu), viriis ve ortam ile ilgili bircok faktére
(yani organik madde konsantrasyonu) bagimlidir ve
genis bir aralikta degisir™. ikincil aritma ¢ikigi suyu-
nun ozon bazli aritimi, ozon tarafindan DNA veya
RNA saldinsi®V yoluyla veya serbest radikallert*?
olusturarak virisleri etkin bir sekilde etkisiz hale
getirdigi bilinmektedir. Klorlamaya benzer sekilde,

oksidasyon kapasitesinin arka plandaki bilesenler
tarafindan 6nemli 6lclide uzaklastiriimasi ve zararli
dezenfeksiyon yan Urinlerinin olusmasi olasidir.
Bugline kadar, SARS-CoV-2 inaktivasyonu icin bu
dezenfeksiyon islemlerinin etkinligi bilinmemektedir
ve arastirmaya gereksinim vardir. Fonksiyonel genom
hasarini hedefleyen ileri ve entegre prosesler, cesitli
viral patojenler icin daha iyi yontemler gelistirmesine
yardimci olacaktir®),

SONUC

Kilifi BCoV ailesine ait ve ssRNA sahip CoV kaynakli
salginlar, son yirmi yilda artis gostererek 2019 yilinda
SARS-CoV-2 (2019) kiresel salgin olarak ortaya
ctkmistir®3), Simdiye kadar elde edilen veriler, insan
Gl kanalinda SARS-CoV-2’nin replikasyonunun ve
kalicihginin kanitlandigini gostermektedir. Belirti gos-
termeyen bireyler dahil diski ile virlisiin cevre matri-
sine atilmasi, fekal-oral yoldan bulasma olasiliginin
arttirmaktadir®4115), SARS-CoV-2'yi etkili bir sekilde
kontrol etme stratejisi, yalnizca belirti gbsteren olgu-
larin tanimlanmasina ve izole edilmesine dayanmak
yerine hastalik belirtisi yoklugunda bulasma riskini
de ele alan birden fazla 6nleme gereksinim vardirt*),
Bu kapsamda, atik su bazli epidemiyoloji slirveyansi
gelistirmek belirti gdstermeyen olgularin da tahmini
hakkinda daha dogru bilgi verecektir.

Kanalizasyon sistemlerinde SARS-CoV-2 sirveyansi
icin Gl belirtilerle iliskili atik su mikrobiyomunu olus-
turan baslica bakteri toplulugunun indikatér olarak
kullanilabilecegini gosteren kanitlar®® salginin yayil-
masi ve ylksek riskli mutasyonlarin varligi ile mica-
delede o6nemli yeni indikatérleri olusturmaktadir.
AAT’lerdeki tim SARS-CoV-2 virls varyantlarinin var-
liginin yeni nesil dizileme teknikleriile belirlenmesi®*”)
gereksinimi vardir. Molekiler slrveyans araglari ile
cesitli SARS-CoV-2 mutasyonlarinin bulasma dina-
miklerini belirlemek, viris dolasiminin dogru ve
dusiik maliyetli bir haritasinin olusturulmasi baki-
mindan énemlidir.

SARS-CoV-2 virionlarin enfeksiyoz dozda varligi ve
diski/atik sudaki kahcilik stiresi, halk saghgi agisindan
daha fazla sayida 6rnekle incelenmesi ve agiklanmasi
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gereken 6nemli konulardir. COVID-19 prevalansi
disik oldugunda bile ssRNA viriisiiniin kanalizasyon-
da saptanmasi ve COVID-19’un bildirilen yayginhgi
ile SARS-CoV-2'nin konsantrasyonu arasindaki kore-
lasyon, kanalizasyon sirveyaninin poplilasyondaki
virGsiin dolagimini izlemek icin hassas bir ara¢ olabi-
lecegini gostermektedir.

Gelecekte atik su bazli epidemiyoloji yaklasimina
PCR teknolojisinin yeni teknolojik araglarla -dijital
PCR, CSRPP (CRISPR-powered systems), Lab-on-a-a-
chip/FET (Point of Care ve Field-Effect Transistor)
veya SERS (Surface Enhanced Raman Scattering)
biyosensérleri- birlestiriimesi beklenmektedir**®,

Cevresel matrislerde enterik virtsler icin uygun inak-
tivasyon/aritma stratejilerini tasarlanmasi, SARS-
CoV-2 yikiine gore yeniden kullanilacak atik su igin
AAT’lerde uygun dezenfeksiyon proseslerin kullanil-
masl! acil 6nemi olan gereksinimler arasindadir. Su
dongusiinde SARS-CoV-2 tasinmasi ile iligkili risklerin
azaltilmasi 6nemli bilgi bosluklarinin doldurulmasi ile
olasi olabilecektir. Cevre muhendisleri, mikrobiyo-
loglar, halk sagligi uzmanlari, epidemiyologlar, biyois-
tatikciler asagidaki arastirma gereksinimlerini yanit-
lamak icin birlikte calismaktadir:

1. SARS-CoV-2 bulasma yollarini (hava, su, toprak,
ylzeyler) ve enfeksiyonu énlemenin yollarini nasil
tanimlarsiniz?

2. Hastalarin en bulasici oldugu pencere dénemi
nedir?

3. Su ve aerosoller yoluyla SARS-CoV-2’'nin mini-
mum bulasici dozu nedir?

4. qPCR analizlerini tamamlayici metot olarak viris-
lerin kiltire edilme testleri ile enfektivitesinin
belirlenmesi ve mutasyonlarini saptamak igin
dizileme teknolojilerinin birlikte kullaniimasi
onemlidir. Cesitli cevresel habitatlara gore virls
genom dizileme kriterleri neler olmalidir?

5. Atik su mikrobiyomunda SARS-CoV-2 igin indika-
tor teskil edecek baslica bakteriyel topluluklar
nelerdir?

6. Suyun yeniden kullanimi ile iliskili (rekreasyon,
sogutma ve tarim) sistemlerde SARS-CoV-2'nin
tath su habitatlarina getirdigi virts yiuka nedir?

7. Atik su, yeniden kullanilan sular ve igme suyunda
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viral ssRNA fragmentlerini 6lgen molekuler yakla-
simlar yerine virion analiz metotlarin duyarlilk
sinirlari nasil gelistirilebilir?

Bu arastirma sorulari, halk saghgi uzmanlarini ve
cevre mihendislerini kentsel su donglisiine virisle-
rin girmesi ile meydana gelecek pandemilere hazirla-
mak icin kritik 6neme sahiptir.
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Candida vajiniti (CV) ihmal edilen, ancak her gecen giin daha da biiyiyen énemli bir halk saghdi
sorunudur. Her dért kadindan tgtiniin en az bir kez CV atagi gegirdigi disiiniilmektedir. Kadinlarin
vajina veya vulva yakinmalari oldugunda kendi kendine tani koyma ve regetesiz ilag kullanma
edilimi ve klinisyenlerin yalnizca klinik bulgulara gére tedavi planlamasi nedeni ile CV’nin tanisi ve
tedavisi cogu zaman yetersiz kalmaktadir. Giiniimiizde CV tedavisi igin dncelikli tercih edilen oral
azollerin gtivenlik ve etkinliklerine iliskin sinirlamalar s6z konusu olup bu ilaglarin klinik veya
mikolojik iyilesmeye etkileri istenilen diizeye ulasamamistir. Ayrica, tedavide kullanilan var olan
ilaglara iliskin secenekler ¢ok gesitli degildir ve bu sebeple acil olarak yeni antifungal ilaglarin
gelistiriimesine gereksinim duyulmaktadir. Enfumafungin kékenli yari-sentetik triterpenoid glukan
sentaz inhibitérii olan ibreksafungerp (IBX), akut CV’nin tedavisinde umut verici oral antifungal
olarak gésterilmis ve kullanimi 1 Haziran 2021°de onaylanmustir. IBX, oral biyoyararlaniminin
yliksek olmasi, distik yan etki riski, ilag-ilag etkilesiminin az olmasi, iyi doku penetrasyonu, vaji-
nada diisiik pH degerlerinde aktivite artisi ve ¢oklu ilaca direngli mantarlara etkisi ile dikkat ¢ek-
mektedir. Sunulan bu derlemede, I1BX’e iliskin in vitro ve in vivo veriler giincel bilgiler 1siginda
degerlendirildi ve sunuldu.

Anahtar kelimeler: Antifungal ilaglar, aspergilloz, fungerp, kandidoz, mantar hiicre duvari
ABSTRACT

Candida vaginitis (CV) is a neglected but growing public health problem. It is estimated that three
out of four women have had at least one CV attack. The diagnosis and treatment of CV is often
inadequate due to the tendency of women to self-diagnose and use over-the-counter drugs when
they have vaginal or vulvar complaints, and clinicians plan treatment only according to clinical
findings. There are limitations regarding the safety and efficacy of oral azoles, which are primarily
preferred for the treatment of vaginitis, and these drugs have not revealed the desired levels of
clinical or mycological cure. Also, there are a few options for current drugs used for treatment are
not numerous the development of new antifungal drugs is thus urgently needed. Ibrexafungerp
(IBX) is a semisynthetic triterpenoid glucan synthase inhibitor derived from enfumafungin. IBX has
been shown to be a promising oral antifungal in the treatment of acute CV, and its use was
approved on June 1, 2021. IBX is remarkable by it’s high oral bioavailability, low risk of side effects,
few drug-drug interactions, good tissue penetration, increased activity at low pH in the vagina, and
efficacy with regard to multi-drug-resistant fungi. In this review, in vitro and in vivo data on IBX were
evaluated and compiled in light of current knowledge.

Keywords: Antifungal agents, aspergillosis, candidiasis, fungal cell wall, fungerp

GiRiS kez CV atag gecirdigi, %40-45’inin ise iki veya daha

¢ok CV atagina maruz kaldigi tahmin edilmektedir.
Candida vajiniti (CV) her 10 kadindan en az yedisini Son 12 ay igerisinde >4 atak gecirilmesi ise rekirren
yasamin herhangi bir doneminde etkileyen ve kadin- CV (RCV) olarak taninir ve hastalarin %5-9’unda
larda en sik gorilen mantar hastaliklarindandir. gorultr®), Bu durum iyi bilinmesine karsilik, klinik
Kadinlarin %70-75’inin yasamlari boyunca en az bir veya mikolojik tani genellikle 6Gnemsenmez; tam ve
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dogru tani atlanarak CV’nin kolay tedavi edilebilen
bir hastalik oldugu kabul edilir. Bildirimi zorunlu bir
hastalik olmadigindan CV’nin gergek prevalansi ve
etkenleri halen tam anlami ile bilinmemekte ve rast-
gele ilag se¢imi ile klinik tablo daha karmasik bir
durum almaktadir®®). Oysa bu durumun ¢6zimi ¢ok
uzak ve zorlu degildir. Tum diinyada dogru tedavinin
ilk adimi olarak dogru taninin gerekliligi vurgulanma-
I ve mikrobiyoloji laboratuvarlari vajina yakinmalari
olan her hastayi rutin olarak incelemeleri (mikroskop
ve kiiltiir) icin 6zendirilmelidir?. Ustelik bu ydontem-
ler az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde dabhi
kolayca uygulanabilir, altyapi gerektirmez ve
ucuzdur®,

Bir calismada, Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigi’'ne
basvuran ve gebe olmayan 284 kadinda CV’nin insi-
dansi, semptomlari, tedavisi ve izlem sonuglari inter-
net araciligi ile sorgulanmis ve katilimcilarin %78’inin
CV’'ne, %34’Unin ise RCV’'ne maruz kaldiklari rapor
edilmistir. Her iki grupta 6ne ¢ikan yakinma ve bulgu-
lar kasinti, yanma ve kizarikhktir. Risk faktorleri ara-
sinda ise antibiyotik kullanimi en baskin parametre
olarak dikkat ¢ekmis, ayrica cinsel iligski, nemli iklim
ve kadin hijyen drunlerinin kullanimi da bu faktorler
arasinda yer almistir. Ancak, her iki grupta yer alan
blylk ¢ogunluk CV ataklarinin “idiyopatik” oldugunu
belirtmislerdir. Jinekolog tarafindan tedavi edilen
grupta %87 iyilesme saglanmis, kendi kendini tedavi
eden grupta ise bu oran %57 olarak bildirilmistir®.
Yano ve arka.’nin® bu verileri CV tedavisinin planlan-
masinda ¢ok 6nemlidir. Soyle ki; (i) hekim destegi, (ii)
salt ilag yazmak yerine iyi ve yeterli bir anamnez ile
kan ve hormon profillerinin belirlenmesi ve (iii) risk
faktorlerinin eliminasyonu veya kontrolii hastaligin
ve Ozellikle RCV’'nin iyilesmesine katki saglayacaktir.
Bu modern ve glncel yaklasim ile hastalarin yasam
kalitesi artirilmalidir®®,  Ayrica, RCV olgularinin
blyk bir kismi semptomlarin baskilanmasi igin uzun
sireli veya devamli destek tedavisine gereksinim
duyar. Ozellikle RCV’nde tedaviye yanitsizlik dnemli
bir sorundur ve tedavi 6-12 ay siirmesine karsilik,
basari oranlari sinirhdir®),

RCV, kadinlarin yagam kalitesini fiziksel, psikolojik ve
sosyal yonden etkileyen bir hastaliktir®¥, Cinsel akti-

vitede azalma, ev ve is memnuniyetsizligi, huzursuz-
luk, ekonomik Uretkenlikte azalma, sosyal iliskilerin
bozulmasi ve bazen psikolojik travmalar eglik
edebilir”*V), RCV nedenleri veya eslik eden paramet-
reler baska makalelerde ayrintili olarak incelenmis
olup, bu makalede deginilmeyecektir®*®. Ancak her
yil 138 milyon kadinin RCV’'ne maruz kaldigi ve bu
sayinin 2030 yili itibari ile 158 milyona ulasacagi
hesaplanmistir. Bu durum gerek jinekologlari gerekse
mikologlari endiselendirmektedir®. Ornek olarak,
Ulkemizde her yil 100.000 kadindan 3.342’sinin RCV
ataklarina maruz kaldigi 6ngorilmektedir*?. RCV,
gelismis Glkelerde 14.39 milyar dolari bulan 6nemli
bir ekonomik yiike neden olmaktadir¥. Maalesef bu
durum klinik olarak 6nemsenmez, bilimsel arastir-
malarin hedef konusu olmaz ve buitge planlamasi
yapilmaz. Ayrica hem hekimler hem de hastalar igin
yonetimi zor ve yorucu bir slreci beraberinde getirir.
Bu nedenle CV ile ilgili tim paydaslar bilgilendirilme-
li, hizmet ici egitime 6nem ve oncelik verilmeli, konu-
nun 6nemi vurgulanmali, tani ve tedaviye iligkin
algoritmalar gelistirilmelidir. Bu sorunun klinisyen-
laboratuvar is birligi ile aydinlatilabilecegi ve ¢ozile-
bilecegi agiktir.

Yirmi birinci ytzyilda karsilastigimiz bir baska sorun
da hem invaziv hem de ylizeysel mikoz etkeni azol
direncgli Candida tirlerinin tedavisinde 6nemli zor-
luklarin yasanmasidir. Mantar, konak ve ilag-iliskili bir
dizi faktor ilag direncine katki sunmakta ve antifungal
tedavinin basari sansini yine bu tglu belirlemektedir*®),
Ustelik Candida ve konak iliskisinde halen bilinme-
yen bircok nokta s6z konusudur™, Giunimdizde,
rastgele ila¢ yazilmasi veya gereksiz ila¢ kullanimi
sonucu olusan flukonazol (FLU)’e direncli Candida
albicans ve albicans-disi CV’lerinde sasirtici derece-
de artis yasandigi bilinmektedir*®, Bu durum tedavi-
de glcli alternatifleri zorunlu kilmaktadirt*®,

Bu derlemede, tlkemiz igin bir halk sagligi sorunu
olan CV’'nde tani ve tedaviye iliskin ana basliklar ve
sorunlarin meslektaslarimizla paylasiimasi ve konu-
nun 6éneminin yine vurgulanmasi amaclandi. Ayrica,
CV’nin tedavisinde yeni bir umut ve yeni bir antifun-
gal ilag olan oral ibreksafungerp (IBX)’e iliskin in vivo
ve in vitro gincel bilgiler degerlendirildi.
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Etkenler

CV olgularinin %80-90"inda Candida albicans etken
iken son yillarda albicans-disi Candida tirlerinin pre-
valansinda artis oldugu ve gorilme oranlarinin
%10-45’e ulastigi bilinmektedir®4, Kisaca bu turler;
Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis ve Candida
dubliniensis’dir®*'), Bu Candida tirlerinin artisina
gerekge olarak; (i) azol grubu antifungal vajinal ilagla-
rin asiri ve bilingsiz kullanimi, (ii) tek doz tedavi ve (iii)
disik doz azol koruma tedavisi gosterilmistir.
Ozellikle, rastgele topikal klotrimazol veya oral FLU
kullaniminin  FLU-yanitsiz veya direngli Candida
kdkenlerinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu ve sonug
olarak FLU tedavisinin basarisizlik ile sonlandigi
bildirilmistir®.

Genel olarak C. albicans vajinitinde FLU direncinin
ender oldugu dusliniilse de gercekte ila¢ direncinin
giderek artan, onemli bir sorun oldugu agiktir. Bu
durum bilim cevrelerince en az 10 vyildir
bilinmektedir®®. Tek doz FLU uygulamasi ile vajina
sekresyonlarinda ilag konsantrasyonunun vyeterli
diizeye ulasilabildigi ve %69 klinik iyilesme elde edil-
digi rapor edilmistir®®. Candida glabrata ise intrinsik
olarak FLU de dahil olmak Uzere birgok azole direng-
lidir. Bu nedenle, FLU-direngli C. albicans ve
C. glabrata’y: vajinadan eradike etmek glictiir®©),

Giincel tedavi yontemleri

Sporadik akut CV igin herhangi bir topikal veya oral
antifungal kullanilabilir. Buna karsilik RCV’'nde bu
yaklasim yeterli degildir. RCV, kronik bir hastalik gibi
yonetilmeli, uzun sireli, profilaktik ve stipresif tedavi
planlanmalidir®. CV’nin akut ve rekurren sekillerine
6zgl ilag kullanimina iliskin ayrintili ve glincel eser
hendiz yayinlanmistir®. Ayrica RCV’nin tedavisi igin
FDA tarafindan onerilen bir ilag heniiz yoktur™?,
RCV’nin tedavisinde hemen daima FLU kullaniimakla
birlikte, tam iyilesme (klinik ve mikolojik iyilesme)
sinirhdir®>1%  ve tedavinin etkisi strduralebilir
degildir”. Mevcut seceneklere iliskin énemli sorun-
lar veya sinirlamalar s6z konusudur. Soyle ki; (i) 6zel-
likle eslik eden bir baska hastaligin varligi, (ii) baska
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bir ilag ile eszamanl kullanilamama durumu, (iii)
gebelik ve (iv) azol-direngli izolatlarin varligi mevcut
ilaglarin kullanimini sinirlamaktadir??, Bir baska calis-
mada ise azol direncli Candida tiirlerinin etken oldu-
gu CV’inin tedavi yontemleri ayrintili olarak irdelen-
mis olup, bu calismada tartismaya acilmayacaktir®®.

Yeni bir umut: ibreksafungerp (dnceleri SCY-078
veya MK-3118)

IBX (Brexafemme®), triterpenoid, enfumafungin-
kokenli, glukan sentaz inhibitori olup, 20 yil aradan
sonra gelistirilen yeni sinif oral ve intravenoz kullani-
mi olan antifungal ilactir (Scynexis A.S., Jersey City,
NJ, ABD)®?>24|BX, ekinokandinler gibi mantar hiicre
duvarinin polimeri olan (1->3)-B-D-glukan (BDG)
sentezini non-kompetitif inhibe ederek etki
gosterir®2+22|BX, yine ekinokandinler gibi yiiksek
oranda proteinlere baglanir, dokulara gegisi iyidir,
ancak santral sinir sistemine gegisi zayiftir,

Hicre duvari, mantar hiicrelerinin homeostazi igin
gerekli olup, mantar hicresi hacminin yaklasik
%40’In1 olusturur, glicli ve esnek yapidadir. Hiicre
duvarti iki katmanli bir yapi olup, (i) i¢ katman kitin ve
glukandan olusur, iskelet yapiyr olusturur; hicre
duvari kuru agirhginin %50-60'in1 BDG olusturur, (ii)
dis katman ise daha heterojen bir yapidadir; N-bagh
ve O-bagh oligosakkaritlerden ibaret mannoz bagl
glikoproteinler igerir ve tiire-6zgi 6zellikleri ile dikkat
ceker?®. BDG, dusiik okaryotlara ozgi olup, BDG
sentaz enzimini hedef alan ilaglarin insanlara toksik
etkisi azdir??. Bu etki mekanizmasi ile guiglii ve genis
spektrumlu antifungal etki saglanir. invaziv Candida
hastaliklarinin tedavisi icin glukan sentaz inhibitorleri
olan ekinokandinler 2001’de tanitiimis ve ilk olarak
kaspofungin onaylanmis, daha sonra da mikafungin
ve  anidulafungin  kullanima  girmistir®%,
Ekinokandinler, BDG sentaz inhibisyonu ile Candida
turlerinde hiicrenin 6limine (fungusit etki) neden
olur®, Aspergillus turlerinde ise hifin morfogenezini
degistirerek fungustatik etki gosterir®®. Ekinokandin
ve IBX'in BDG sentaz enzimi Gzerinde baglandigi nok-
talar farkhdir; bu sebeple ekinokandinlere karsi ¢ap-
raz diren¢ 6ngorilmemektedir?+22,
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Enfumafungin, hem yapisal hem de etki mekanizma-
st yonu ile ekinokandinlerden farkli, “fungerp” adi
verilen yeni bir sinif antifungaldir (antifungal triter-
ponoid)®??, IBX, oral biyoyararlanimi olan, potensi ve
stabilitesi artirilmis enfumafungin derivelerinin sen-
tetik modifikasyonu ile kesfedilmistir. Diinya Saghk
Orgiti’niin ilgili komisyonunca bu ilaca IBX adi
verilmistir®?,

IBX, CV tedavisinde oral yoldan kullanilan ve azol
olmayan ilk ilagtir. Onerilen doz ve uygulama sekli
600 mg/giin (glinde iki kez, 150 mg’lik ikiser tablet)
olup, yemek sirasinda veya a¢ karnina alinabilir.
Zorunlu olmadik¢a CYP3A inhibitorleri ile kullaniima-
malidir. Eger birlikte kullaniimasi gerekiyor ise dozu
300 mg’i asmamalidir. Gebelik sirasinda ve hipersen-
sitivite 6ykusl olan bireylerde kullanimi 6nerilmez.
Hayvan deneyleri gebelik sirasinda fetusa zarar vere-
bilecegini gostermistir. Bu nedenle, tedaviye basla-
madan hemen once gebelik varhigi arastirilmah ve
Ureme ¢aginda bulunan kadinlara IBX kullanimi sira-
sinda etkili kontrasepsiyon onerilmelidir?®,

Farmakokinetik ozellikleri

Ekinokandin sinifi ilaglarin oral biyoyararlanimi yok-
tur ve yalnizca intravendz uygulanabilirler. Yeni anti-
fungal ilag IBX’in en 6nemli farmakokinetik avantaji
ise oral biyoyararlanimidir?*??, Sicanlarda olusturu-
lan invaziv mantar hastaliklarinda, IBX'in oral veya
intravendz uygulamalarinda karaciger, akciger, dalak,
kemik iligi, kas, vajina ve deride plazmadan daha
yogun bulundugu gosterilmistir?®, Agiz yolu ile uygu-
lama sonrasi kdpek, fare ve sicanlarda gastrointesti-
nal kanalda kisa slirede emildigi gortlmustir. Oral
biyoyararlaniminin %40, eliminasyon seklinin ise
safra ve diski (%90) ve idrar (%1.5) araciligi ile oldugu
ortaya konulmustur. Yarilanma siresi ortalama 8
saattir. Kantitatif tUm vicut radyografisinde ilacin 8
saat icerisinde dagildig1 ve doz uygulamasindan 168
saat sonra elimine edildigi bildirilmistir*.

Candida vajiniti-In vitro ¢galismalar

Akut CV tedavisinde standart antifungal duyarhhk
testleri (ADT) Onerilmese de ozellikle albicans-disi

Candida tirlerinin etken oldugu tedaviye direncli
veya RCV’inde ADT uygulanmalidir. Ancak, 6nerilen
sivi dilisyon ydntemleri vajina izolatlarinda direng
profilini ortaya koymakta yeterli degildir. Bu sinirla-
manin, vajinanin asidik ortamindan kaynaklandigi
dusunilmektedir®. Bu nedenle, RCV izolatlarina
iliskin pH 7.0’de yapilan ADT’lerinin dogru sonucu
vermeyebilecegi disunilmustiir®y.

Sobel ve ark.®? CLSI yéntemi ile test edilen 52 FLU-
direngli C. albicans (FLU MIC >2 mg/ml), 30 FLU-
duyarh C. albicans (FLU MIC £2 mg/ml), 30 C. glabrata
ve her birinden 25 adet C. krusei, C. parapsilosis ve
C. tropicalis olmak Uzere toplam 187 Candida kékeni-
nin tamamini IBX’e duyarl bulmuglardir. Yazarlar, nor-
mal vajina pH’si (3.8-4.5) ile uyumu test etmek amaci
ile ADT’ini hem pH 7.0'de hem de pH 4.5’te denemis
ve fark bulmamislardir. IBX test besiyerinin pH’sindan,
diger antifungal ilag siniflarindan farkh olarak etkilen-
memistir. Bu durum, CV’nin tedavisi icin umut verici
bulunmus ve glgll bir gliven olusturmustur. Baska bir
calismada ise, IBX MIC, degerleri pH 4.5'de, pH 7.0 ve
pH 5.7’ye kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmustur®®.
Asidik ortamda IBX'in aktivitisinde artis kaydedilmesi
CV’nin tedavisi icin kuskusuz avantajdir®,

Mesquida ve ark.®® ise CV (n=72) ve kandidemi tani-
Il (n=72) olgulardan elde edilen izolatlari EUCAST
yontemi ile test etmisler ve en ylksek etkinligi IBX'in
gosterdigini (0.03-0.25 mg/L); FLU vahsi-tip (0.059
mg/L) ve FLU vahsi-olmayan tip (0.063 mg/L) izolat-
lar arasinda fark olmadigini bildirmislerdir. Ote yan-
dan, vajina ve kan orneklerinden soyutlanan izolat-
larda FLU direng oranlari ise sirasi ile %7 ve %1.4
olarak rapor edilmistir. FLU vahsi-olmayan tip izolat-
larin vajinada (%23.6) kan izolatlarina (%1.4) gore
daha sik goruldugu bildirilmistir (p < 0.001)1#3),

In vivo galismalar

IBX’e iliskin yUrutllen iki farmakokinetik, iki invaziv
mantar hastaliklari, bir invaziv aspergilloz, iki kandide-
mi, dort akut CV ve bir RCV olmak Uzere toplam 12
arastirmanin  buginlerde sekizi tamamlanmistir
(https://clinicaltrials.gov). Bu arastirmalardan, akut CV
ile iliskili olan dort calismanin hepsi tamamlanmustir.
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Akut CV'ne iliskin ilk iki arastirma NCT02679456 ve
DOVE (NCT03253094) basari ile sonuglanmustir. Diger
iki randomize, cift-kdr ve plasebo kontrolli ¢ok mer-
kezli Faz 3 (VANISH-303 ve VANISH-306; NCT03734991
ve NCT 03987620) calismasi da tamamlanmis ve elde
edilen olumlu veriler dogrultusunda CV’nin tedavisin-
de IBX'in kullanimi 1 Haziran 2021 tarihinde FDA tara-
findan onaylanmistir®. IBX ile saglanan hem klinik
iyilesme [10. gun (erken donem) ve 25. ginde (geg
donem) belirti ve bulgularin tamamen iyilesmesi)]
hem de mikolojik iyilesme oranlari plaseboya goére
daha basarili bulunmustur. Erken ve ge¢ dénem klinik
iyilesme oranlari; VANISH 303’de sirasi ile %51 ve %60,
VANISH 306'da ise sirasi ile %63 ve %74 bulunmustur.

Tek glnlik IBX tedauvisi ile vajina dokusuna yiiksek
oranda gecise ek olarak dusiuk pH’da azol antifungal-
ler ile capraz direng gorilmeksizin fungusit etki sag-
landig ve ilacin iyi tolere edildigi rapor edilmistir
(Tablo 1). VANISH 303, VANISH 306 ve DOVE c¢alisma-
larina toplamda 850’den fazla gondlli katilmis olup
en sik gorllen yan etkiler diyare veya diskida sekil
bozuklugu (%16.7), bulanti-kusma (%11.8) ve karin
agrisi (%4.5) olarak bildirilmistir?®. IBX'in en az 20 yil
sure ile givenle kullanilmasi beklenmektedir?”,
RCV’ni hedefleyen randomize ve cift kor Faz 3 arastir-
masinda [CANDLE (NCT04029116)] ise tedavinin
planlanmasinda FLU, IBX ve plasebo sonuglari karsi-
lastirilmakta ve projenin Eyltl 2021’de tamamlanma-
st hedeflenmektedir”-2?. Calisma, ayda 1 kez oral 300
mg/gin IBX (150 mgx2) uygulamasinin 6 ay sire ile
etkisini arastiracaktir. FLU tedavisine yanit alinama-
RCV’de IBX'in
dusinilmektedir?.

yan Umit  verici oldugu

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(4):326-33

Maya ve kiif mantarlarina etki

IBX, ekinokandinlere direng ile iliskilendirilen FKS1 ve
FKS2 nokta mutasyonlari iceren C. glabrata'?33+39),
C. auris®” ve biyofilm olusturan Candida tirleri®®
dahil olmak tizere Candida tiirlerine®® ve Aspergillus
tirlerine®®49 etkilidir. Azol ve ekinokandinlere direnc-
li Candida turlerine, FLU’den daha etkili oldugu
bildirilmistir®> %), IBX’e direng BDG sentaz enziminin
kodlanmasindan sorumlu olan FKS gen bdlgelerinin
(FKS1 ve FKS2) mutasyonlari araciligi ile ydratalar.
Ancak, IBX'in BDG sentaz enziminin yapisinda yer
alan Fks1p ve Fks2p alt birimlerine baglanma bdlge-
sinin ekinokandinlerden farkli olmasi sebebiyle
direng az gorulur®®). Vahsi tip ve ekinokandinlere
direngli Candida tirlerinde FKS mutasyonlarinin
IBX’in aktivitesini cok az etkiledigi rapor edilmistir?),
Nunnally ve arkadaslari;® IBX'in, FKS mutasyonu
olan ekinokandine direngli C. glabrata izolatlarina
potent aktivite gosterdigini, ancak bu durumda vahsi
tip izolatlara kiyasla IBX duyarliiginda 1.6-16 kat
azalma olduguna dikkat ¢ekmislerdir.

Glukan sentaz inhibitorleri Aspergillus’lar da dahil
olmak tizere kif mantarlarina fungustatik etki goste-
rirler. IBX’in Mucorales takimi (Rhizopus, Mucor, vb.),
Fusarium, Scedosporium, Paecilomyces ve
Scopulariopsis tirlerine karsi in vitro etkisinin degis-
ken oldugu bildirilmistir“?. Dermatofit tirlerine ise

potent etkisi kaydedilmistir®s),
Sonuglar ve gelecekteki beklentiler

Dogru tedavi icin 6ncelikle dogru taninin gerektigi

Tablo 1. ibreksafungerp ve flukonazoliin mikolojik ve farmakolojik 6zelliklerinin karsilastiriimasi.

ibreksafungerp Flukonazol
(Fungusit) (Fungustatik)

Etki
Candida albicans Evet Evet (kazaniimis direg)
albicans-disi Candida Evet Kismen (intrinsik direng)
Azol direngli Candida Evet Hayir
Asidik pH’da aktivite artigi Evet Hayir
Vajina dokusuna gegis Evet Evet

Glvenlik
Yan etki Evet (diyare, bulanti-kusma, kas agrisi) Evet (dokintl, hepatotoksite, alopesi)
Tolerans Evet Evet
Gebelikte risk Evet Evet
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konusu tiim paydaslara sabirla ve 6nemle vurgulan-
mall, vajinada enfeksiyon belirtileri olan kadinlar kli-
nik ve mikolojik olarak degerlendirilmelidir. CV’'ne
iliskin tim diinyada bir ilgi veya farkindalik olmadigi
da artik anlasiimistir. Bu sorunun asilabilmesi igin
ulusal saglik otoriteleri, yazili ve gorsel basin ve sos-
yal medya araciligi ile bilgilendirmeler yapmali, siire-
cin parcasl olan birimlere tam destek saglamalidir.
Tedaviye direncli CV olgularinda tani yeniden gézden
gecirilmeli ve gerekli goruldigiinde hasta deneyimli
bir dis merkeze yonlendirilmelidir.

Guncel bilgiler, IBX'in diger mevcut ilaglara kiyasla
vahsi-tip izolatlara ve diger antifungal ilaglara direng-
li mantarlara karsi daha etkili oldugunu ortaya koy-
maktadir. Bu avantaj, daha once elde edilen dene-
yimler ile birlestirilmeli ve akilci ilag kullanimi ile
desteklenmelidir. IBX’e iliskin veriler artikga daha
genis perspektif ile ilaci degerlendirme, kullanma ve
endikasyon belirleme sansimiz olacaktir. Bu 6zellikler
ve ilk veriler, oral tedavi gereksinimi olan veya uzun
sireli idame tedavisi alan RCV’li hastalar icin umut
vericidir.

Cikar Catismasi: Yazarlar, bu makale ile ilgili herhangi
bir ¢ikar ¢catismasi bildirmemislerdir.
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Amag: Stenotrophomonas maltophilia son yillarda siklikla hastane enfeksiyonlarina neden olan
firsatgi bir patojendir. Genel olarak solunum yolu 6rneklerinden, kandan, idrardan ve drenaj
materyallerinden izole edilmektedir. Cogul antibiyotik direnci nedeniyle bu enfeksiyonlarin
tedavisinde kisitli sayida antibiyotik kullaniimaktadir. Bu ¢alismada, izole edilen S. maltophilia
suslarindaki antibiyotik direng durumunun ve risk faktérlerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Yontem: Calismada, Ocak 2018-Haziran 2020 tarihleri arasinda gesitli klinik drneklerden izole
edilen S. maltophilia suslarinin dagilimi ve antibiyotik duyarlliklari incelenmistir. Suslarin
identifikasyon ve antibiyotik duyarliligi, konvansiyonel yéntemler ve VITEK2 otomatize sistemi ile
calisilmistir. Enfeksiyon igin risk faktérlerinin degerlendirilmesinde, hastalara ait demografik ve
klinik bilgiler hastane bilgi sisteminden taranmustir.

Bulgular: izole edilen 300 susun %46’s1 yodun bakim iinitelerinden, %35.3’ii diger kliniklerde
yatan hastalardan, %18.7’si ise poliklinik hastalarindan izole edilmistir. S. maltophilia iremesi
olan 300 hastadan 64’(iniin (%21.3) immiinsuprese oldugu gériilmstiir. Antibiyotik duyarliliklarina
bakildiginda, trimetoprim-siilfametoksazole %1.3, levofloksasine %0.7 oraninda direng
gozlenmistir.

Sonug: Bu ¢alismada literatiir verilerinden genel olarak daha diisiik direng oranlari saptanmistir.
Yogun bakim (nitesinde yatis ve immiinsupresyonun S. maltophilia enfeksiyonlari igin 6nemli risk
faktérleri oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Stenotrophomonas maltophilia, trimetoprim-siilfametoksazol, levofloksasin
ABSTRACT

Objective: Stenotrophomonas maltophilia is an opportunistic pathogen that frequently causes
nosocomial infections in recent years. It is generally isolated from respiratory tract samples,
blood, urine and drainage materials. Due to multiple antibiotic resistance, a limited number of
antibiotics are used in the treatment of these infections. The aim of this study is to investigate the
antibiotic resistance status and risk factors in isolated S. maltophilia strains.

Method: Diversity and antibiotic susceptibility levels of S. maltophilia strains isolated from
various clinical samples between January 2018 and June 2020 were examined using conventional
methods and VITEK2 automated system. Demographic and diagnostic data of the patients were
retrieved from the hospital’s data base to identify the risk factors of infection.

Results: Of the 300 strains examined, 46% were isolated from intensive care units, 35.3% from
patients hospitalized in other clinics, and 18.7% from outpatient clinic patients. It was observed
that 64 (21.3%) of 300 patients were immunosuppressed. Trimethoprim-sulfamethoxazole
resistance was 1.3% and levofloxacin resistance was 0.7%.

Conclusion: Resistance rates were found to be lower than the literature data in the study. It was
concluded that hospitalization in the intensive care unit and immunosuppression are important
risk factors for S. maltophilia infections.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia, trimethoprim-sulfamethoxazole, levofloxacin
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GiRiS

Stenotrophomonas maltophilia non-fermentatif,
hareketli, katalaz pozitif, oksidaz negatif, Gram nega-
tif bir basildir®. ilk kez 1943 yilinda plevral sividan
izole edilen bakteri, dislk virtilansa sahip bir mikro-
organizma olarak bilinmektedir. Ancak, bakteriyemi-
nin gelistigi durumlarda, %14-69 oraninda mortalite-
ye neden oldugu bildirilmektedir?. Ayrica son yillar-
da artan sikhig1 nedeniyle tibbi alanda 6nem kazanan
bir nozokomiyal enfeksiyon ajanidir. Firsatci bir pato-
jen olarak bilinen S. maltophilia enfeksiyonlari,
mekanik solunum cihazina bagli yogun bakim hasta-
larinda ve imminsuprese hastalarda daha sik goril-
mektedir. Solunum yolu epitel hicrelerini ve tibbi
cihazlarin ylzeylerini kolonize etme 6zelliginin, has-
tanede yatan hastalarda enfeksiyona/kolonizasyona
neden oldugu bildirilmektedir®. Ayrica, uzun sireli
hastanede yatis ve genis spektrumlu antibiyotik kul-
lanimi enfeksiyon riskini arttirmaktadir(®,
S. maltophilia’nin neden oldugu yaygin invaziv enfek-
siyonlar arasinda pnémoni, kan dolasimi enfeksiyon-
lari, idrar yolu enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari
bulunmaktadir®.

Stenotophomonas maltophilia enfeksiyonlarinin
tedavisi ile ilgili bircok zorluk vardir. Cok sayida anti-
mikrobiyal ajana karsi yiksek dizeyde dogal direng
mevcuttur. Beta-laktamaz Uretimi, gnr genlerinin
ekspresyonu, ¢oklu ilag-disa atim pompalarinin veya
sinif 1 integronlarinin ekspresyonu, diisik membran
gecirgenligi, fenotipik degiskenlik (biyofilm Gretimi)
ve genotipik degiskenlik gibi 6zellikler direng gelisi-
mine neden olmaktadir®”. Aminoglikozidler, beta-
laktamlar, tetrasiklinler gibi bircok antibiyotige bu
mekanizmalarla direng gozlenmektedir.
Karbapenemler dahil pek ¢ok genis spektrumlu anti-
biyotige karsi direncli olusu tedavi seceneklerini
sinirlandirmaktadir®®. Trimetoprim-siilfametoksazol
(TMP-SXT), rehberlerde S. maltophilia icin birinci
basamak tedavi olarak kabul edilmektedir®.

Bu calismada, dogal olarak birgcok antibiyotige direnc-
li olup, sinirli antibiyotik kullanimi olan S. maltophilia
izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari ve risk faktorleri
retrospektif olarak arastiriimistir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, Necmettin Erbakan Universitesi, Meram
Tip Fakdiltesi, ilag ve Tibbi Cihaz Disi Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 18.09.2020 tarih ve 116 kayit
numarasi ile onaylanmistir.

Ocak 2018-Haziran 2020 tarihleri arasinda, Meram
Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda, yatarak ve ayaktan tedavi edilen
hastalarin gesitli klinik drneklerinden izole edilen S.
maltophilia suslar galismaya dahil edilmistir. Birden
fazla 6rneginde Ureme olan hastalarin yalnizca bir
susu calismaya alinmistir. Kan oOrnekleri otomatize
kan kiltira vasatlarina (BD BACTEC PLUS Aerobic/F,
BACTEC 9120, Becton, Dickinson and Co, ABD) ekilip
inklibe edilmistir. Otomatize kan kiltird cihazinda
Ureme saptanan siselerden ve idrar, yara, drenaj,
kateter, balgam, steril sivi gibi diger stipheli 6rnekler-
den Eosin Methylene Blue (EMB) agara ve kanli agara
ekim yapilarak, 37°C’de 24-48 saat inkibe edilmistir.
Ureme olan &rneklerde, tipik koloni morfolojisi gds-
teren, biyokimyasal olarak katalaz pozitif, oksidaz
negatif, glukoz ve maltozu okside eden, lreaz ve
indol reaksiyonlari negatif suslar diger gram negatif
bakterilerden ayirt edilerek S. maltophilia 6n tanisi
almis ve VITEK2 (BioMérieux, Fransa) otomatize sis-
temi ile dogrulanmistir.

izolatlarin antibiyotik duyarliigi VITEK 2 otomatize
sistemi ile test edilmistir. TMP-SXT duyarhhigi The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
(EUCAST)
degerlendirilmistir*®, Levofloksasin icin EUCAST dne-

Testing Onerileri  dogrultusunda
rilerinde klinik sinir degerler bulunmadigi icin, VITEK
2 sonuglari 2014 yili Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda, B grubu anti-

biyotik olarak degerlendirilmistir*),

Calismada, hastalara ait demografik bilgiler, 6rnegin
geldigi klinik ve tani bilgileri hastanemiz laboratuvar
bilgi sisteminden elde edilmistir. immiinsupresif has-
talarin tanimlanmasinda belirgin immiinsupresyonu
olan gruplar geriye doniik dosyalari irdelenerek sap-
tanmistir. Konjenital immiin yetmezligi olanlar, onko-
loji hastalarindan kanser kemoterapisi gorenler,
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bagisikligi baskilayan ilag kullanan hastalar ve HIV (+)
hastalar immunsupresif grup olarak alinmistir.

Retrospektif olarak, belirtilen zaman araligindaki
laboratuvar verilerinin sunulmasindan dolay etken-
kolonizasyon ayriminin yapilamamasi ¢alismadaki en
bayik kisithhiktir.

BULGULAR

Calisma siresi icerisinde 300 hastada S. maltophilia
Uremesi olmustur. Calismaya dahil edilen hastalarin
198'i (%66.0) erkek, 102’si (%34.0) kadin hastalardir.
Calismaya alinan hastalarin yaslarinin yenidogandan 92
yasa kadar degisen biyik bir cesitlilik gosterdigi gozlen-
mistir. Ortalama yas 45 (medyan yas 47) olup, hastala-
rin %35’inin (n=106) 60-92 yas araliginda oldugu belir-
lenmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin 118'i (%39.3)
cocuk yas grubundadir. 118 ¢cocugun 93'l (%79) 0-9 yas
araliginda, 25’i (%21) 10-17 yas araliginda saptanmistir.

Suslarin 244G (%81.3) yatan hastalara ait 6rnekler-
den, 56’s1 (%18.7) poliklinik hastalarina ait 6rnekler-
den izole edilmistir. S. maltophilia Giremesi olan has-
talarin 138’inin (%46.0) yogun bakim Unitesinde, bu
hastalarin 29’unun (%9.7) ise ¢ocuk yogun bakim
Unitesinde bulunduklari gézlenmistir. Hastalarin kli-
nik béltimlere gore dagilimlari Sekil 1’de 6zetlenmis-
tir. Ayrica Ureme gorilen 300 hastadan 64’liniln
(%21.3) imminsuprese oldugu belirlenmistir.
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20 l s 10 s e
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Yogun Bakim Unitesi Dahili Servisler Polikilinik Cerrahi Servisler Acil Servis

wToplam Hasta Sayisi W Yetiskin Hasta Sayisi Gocuk Hasta Sayisi

Sekil 1. izole edilen Stenotrophomonas maltophilia suslarinin
kliniklere gére dagihmi (n).

Stenotophomonas maltophilia en sik olarak brongiyal
lavaj sivisisindan izole edilmis; bunu kan, idrar, dre-
naj sivisi, balgam ve diger klinik materyaller izlemis-
tir. izole edilen S. maltophilia suslarinin klinik 6rnek-
lere gore dagilimlari Tablo 1’de gosterilmistir.
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Tablo 1. Stenotrophomonas maltophilia suslarinin izole edildik-
leri 6rneklere gore dagilimlari.

Ornek tipi Sayi Yiizde (%)
Bronsiyal lavaj 151 50.3
Kan 32 10.7
idrar 29 9.7
Drenaj sivisi 24 8.0
Balgam 24 8.0
Yara 20 6.7
Bogaz 16 5.3
Kateter 4 13
Toplam 300 100.0

Antibiyotik diren¢ oranlari incelendiginde, TMP-SXT
icin dort (%1.3), levofloksasin igin iki izolatta (%0.7)
direng gdzlenmistir. Hem TMP-SXT hem levofloksasin
direncli olan bir sus idrar 6rneginde bulunmus olup,
bu 6rnek de Uroloji servisinde prostat kanseri tanisi
ile takip edilen bir hastaya aittir. Levofloksasin direnc-
li diger sus ise bir yogun bakim hastasina ait bronsi-
yal lavaj sivisinda tespit edilmistir. TMP-SXT direngli
suslardan biri hari¢ tamami yatan hastalardan izole
edilmistir. TMP-SXT direnci gorilen poliklinik hastasi-
nin klinik 6ykusi irdelendiginde, bu hastanin meme
kanseri nedeniyle kemoterapi alan imminitesi baski-
Il bir hasta oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

Stenotrophomonas maltophilia igme suyu kaynaklari
da dahil olmak Uzere, suyun bulundugu her ortamda
veya nemli ortamlarda ureyebilen bir bakteridir.
Virulansi yiksek bir patojen olmamasina ragmen,
solunum vyolu epitel hiicrelerini ve tibbi cihazlarin
ylzeylerini kolonize edebilme yetenegi, onu hasta-
nede yatan hastalar icin 6nemli kilmakta ve ciddi bir
firsatgi patojen olarak karsimiza c¢ikarmaktadir.
Klinikte 6zellikle balgam, yara yeri gibi steril olmayan
bolgelerden alinan  o6rneklerde enfeksiyon-
kolonizasyon ayrimi zorken; altta yatan hastaligi olan
ve immdnitesi baskilanmis hastalarda ciddi enfeksi-
yonlarin sorumlusu olarak daha siklikla rapor edilme-
ye baslanmistir®12, Ulkemizde de hastane kaynakli
enfeksiyon etkenleri arasinda kan kaltirlerinden
izole edilen gram negatif non-fermenter bakteriler
arasinda ilk ¢ etkenden biri olmasi dikkat
cekicidir®3),
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Hastanede yatis stiresinin uzamasi, yogun bakim Gni-
telerinde yatis, kronik solunum vyolu hastaliklari,
genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, malignensi-
ler, immunsipresyon, mekanik ventilasyon, kateter
girisimleri S. maltophilia enfeksiyonlari igin risk fak-
torleri olarak rapor edilmistir®®. Hazirolan ve
ark’nin® calismasinda, %37’lik oranla, Guzelant ve
ark. nin*® calismasinda, %51.9 oranla en sik
S. maltophilia Gremesi gorilen klinik yogun bakim
Uniteleri olarak bildirilirken; Cayci ve ark/nin®” cahs-
masinda, yogun bakim lnitelerindeki Greme dahiliye
kliniginden sonra ikinci siklikta bildirilmistir. Ancak,
S. maltophilia sadece yogun bakim hastalari igin
dnemli bir etken degildir. Ulkemizde yapilimis calis-
malarda, poliklinik hastalarinda S. maltophilia ure-
mesinin tespitinde %4.5 ile %18.5 gibi degisen oran-
larda artis bildirilmektedir®>®. Bu calismada, yakla-
stk iki buguk yillik zaman zarfinda 300 klinik 6rnekte
S. maltophilia Gremesi saptanmistir. S. maltophilia
suglarinin 244’0 (%81.3) yatan hastalara ait 6rnekler-
den saptanmis olup, hastane yatisi 6nemli bir risk
faktori olarak dusiintlmistiir. Orneklerin %46.0'si
(n=138) yogun bakim hastalarindan izole edilmis,
diger kliniklerle karsilastirildiginda en yiksek riskin
yogun bakim Unitelerinde yatis oldugu gorialmustir.
S. maltophilia Gremesi tespit edilen hastalarin 56si
(%18.7) poliklinik hastasi olup, poliklinik hastalarinin
%21.4'linde (n=11) imminsupresyon mevcuttur.
S. maltophilia Gremesi olan tiim hastalardan 64’u
(%21.3) immunsuprese hasta grubundadir. Celebi ve
ark’nin®® cocuk hastalarda yaptiklari bir ¢calismada,
kan kiltirtiinde S. maltophilia Gremesi olan hastala-
rin %40’Inda malignite ve buna buna bagh immin-
supresyon oldugu bildirilmistir. imminitesi baskilan-
mis hasta gruplarinda S. maltophilia enfeksiyonlari-
nin hem antimikrobiyal diren¢ oranlarinin hem de
mortalite oranlarinin  daha vyuksek oldugu
bildirilmektedir®?,

Stenotrophomonas maltophilia’ya bagh enfeksiyon-
larda ileri yas da olasi risk faktorlerinden biri olarak
goriunmektedir. Biswas ve ark./nin®® yaptigi ¢calisma-
da, S. maltophilia izole edilen hastalarin %33.7’sinin
61-80 yas araliginda oldugu bildirilmistir. Fihman ve
ark./nin® calismasinda ise, 158 hastanin yas ortala-
masinin 62.7 oldugu belirlenmistir. Calismamizda,

hastalar yaslarina gére degerlendirildiginde, hastala-
rin yas ortalamasi 45 iken, %35’nin 60-92 yas arali-
ginda oldugu gorilmistir. Ancak, S. maltophilia ileri
yas grubunun yani sira ¢ocuk yas grubunda da 6nem-
li bir hastane enfeksiyonu etkeni olarak bildirilmekte-
dir. Gur ve ark./nin® calismasinda, gocuk servislerin-
den gelen kan kiltlirG 6rneklerinde en sik izole edi-
len nonfermantatif gram (-) bakteri S. maltophilia
olmustur. Tirk Dagi ve ark/nin@Y calismasinda, kan
kilturlerinden izole edilen S. maltophilia suslarinin
kliniklere gore dagiliminda ilk sirayr %41’lik oranla
cocuk klinikleri almistir. Bir diger calismada®? da has-
tane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen
S. maltophilia suglarinin %45’inin ¢ocuk hastalara ait
oldugu belirtilmektedir. Calismamizda, ¢ocuk hasta
oranlarina bakildiginda tiim hastalarin %39.3’0 cocuk
hastalardan olusmaktadir.

Stenotrophomonas maltophilia basta akciger enfek-
siyonlari olmak tizere, bakteriyemi, yumusak doku ve
cilt enfeksiyonlari, Uriner enfeksiyonlar gibi bircok
sistemik enfeksiyona neden olabilmektedir®®,
SENTRY antimikrobiyal slirveyans program raporun-
da Latin Amerika’da ilk on pndmoni etkeninden biri
olarak bildirilmistir®¥. Literatiirde S. maltophilia’nmn
en sik izole edildigi 6rnek tipi solunum yolu 6rnekle-
ridir. S. maltophilia Insuwanno ve ark.nin'® yaptig
calismada da en sik solunum yolu, ikinci siklikla kan
orneklerinden; Cayci ve ark."”) ve Zer ve ark.“* calis-
malarinda ise, en sik solunum yolu 6rneklerinden
izole edilmistir. S. maltophilia’nin neden oldugu solu-
num yolu enfeksiyonlarinin yayginlk orani literattr-
de 1997-2004 déneminde %3-3.5 iken, 2009-2012
déneminde %4.4’%e yukseldigi rapor edilmistir®,
Calismamizda ise, S. maltophilia (iremesi olan 6rnek-
lerin %50.3’0 solunum yolu, %10.7 ise kan ornekleri
idi. Calismamizdan elde ettigimiz veriler ile literatdr
verileri uyumlu bulunmustur.

Stenotrophomonas maltophilia bir¢ok antibiyotige
dogal direngli olup tedavide sinirli sayida antibiyotik
kullanilabilmektedir*”. Yapilan calismalarda,
S. maltophilia’ya in vitro olarak en etkin antibiyotigin
TMP-SXT oldugu bildirilmistir®??, Tedavi secenekleri
arasinda levofloksasin de yer almaktadir®?. Coklu
ilag direncine sahip bir patojen olan S. maltophilia
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icin tedavi segeneklerinin sinirli olmasi direng artisi-
na karsi dikkatli olunmasini gerektirmektedir. Sonug
olarak, ulkemizde farkli hastanelerde yapilan ¢als-
malar diren¢ artisina dikkat c¢ekmektedir®*s),
Hazirolan ve ark/nin®™ calismasinda, S. maltophilia
enfeksiyonlarinin yillar igindeki durumu irdelenmis-
tir. S6z konusu calismada 2008 yilinda yalnizca bes
ornekte S. maltophilia Gremesi gorilirken 2015
yilinda 81 6rnekte S. maltophilia izole edildigi; ayrica
yillar icinde suslarin direng oranlarinda artis oldugu
bildirilmistir.

Ulkemizde ve yurt disinda yapilan calismalarda TMP-
SXT ve levofloksasine karsi oldukga farkh direng oran-
lari bildirilmektedir. Dinyanin farkh bolgelerinden
bildirimler incelendiginde, TMP-SXT’ye Meksika’dan
%25, Macaristan’dan %16, Sirbistan’dan %9.4,
Hindistan’dan %6.2 gibi yiksek direng oranlari bildi-
rildigi gorulmektedir®®2829, 2014 yilinda, SENTRY
antimikrobiyal silirveyans program raporunda
Amerika Birlesik Devletleri'nde S. maltophilia Greme-
si olan 302 hastada TMP-SXT’e %3.7 oraninda direng
bildirilmistir®®. Ulkemizde yapilan calismalarda,
S. maltophilia izolatlarinda TMP-SXT direnci %4 ile
%13.2 arasinda degismektedir®517:20  Zer ve
ark/nin™ calismasinda, cesitli klinik drneklerden
izole edilen 74 S. maltophilia susunda TMP-SXT
direnci yalnizca %2.7 olarak saptanmistir. Sen ve
ark./nin®Y calismasinda ise, %1 oraninda TMP-SXT
direnci rapor edilmistir. Ongiit ve ark’/nin®? yaptigi
calismada, izole edilen 36 susun tamami TMP-SXT’e
duyarli bulunmustur. Bir baska ¢alismada da Madi ve
ark.® TMP-SMX’e duyarlilik oranini %100 bulmuslar-
dir. Ctkman ve ark/min® 118 S. maltophilia susunu
dahil ettikleri ¢alismalarinda ise, %20.3 ile literatir
verilerinden yiiksek bir oranda TMP-SXT direnci bildi-
rilmistir. Farkli direng oranlarinin bildirilmesinin
nedeni olarak, kolonizasyon-enfeksiyon ayriminin
laboratuvar ortaminda yapilamamasi oldugunu
disinmekteyiz.

Bircok calismada, S. maltophilia enfeksiyonlarinda
TMP-SXT’den sonra en etkili antibiyotik levoflaksasin
olarak bildirilmistir®®39, S, maltophilia’da levofloksa-
sin i¢in Cin'de %19.6, Macaristan’da %9, Tayland’ta
%6, Meksika’da %2.6 oraninda direng saptanmis-
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tir4252834 _(Jlkemizde yapilan bazi calismalarda, %7.6-
23.8 arasinda levofloksasin direnci rapor edilmis-
tirG4%2223 Ancak, TMP-SXT icin oldugu gibi, levoflok-
sasin icin de bazi calismalarda diistik direng oranlari
bildirilmistir®).

Calismamizda, S. maltophilia enfeksiyonlarinin teda-
visinde en 6nemli secenekler olan TMP-SXT ve levof-
loksasin igin direng oranlari sirasiyla %1.3 ve %0.7
olarak bulunmustur. Hastanemizdeki direng oranlari-
nin disik olma nedeninin klinik ortamda etken/
kolonizasyon ayriminin hastalarin genel durumu,
ates, l6kositoz gibi enfeksiydz parametleri degerlen-
dirilerek yapilmasi, antibiyotik kullanim protokolleri-
nin etkin sekilde uygulanmasi gibi uygun antibiyotik
kullanim politikalarindan kaynaklanabilecegi disu-
nilmastir. Calismamizda, literatlirdeki diger calis-
malari destekleyen sekilde yogun bakim unitesinde
yatis ve imminsupresyon durumu izole edilen
S. maltophilia suslari icin 6nemli risk faktorleri olarak
gorialmustdr.

Laboratuvar ortaminda etken/kolonizasyon ayrimini
yapmak olasi olmamaktadir. Hastanin klinik durumu
ile iliskilendirerek tedavi baslanmasi; hem antibiyo-
tik direng artisinin 6nline gegmekte hem de etkenin
yayihmini engellemektedir®. Sonug olarak, 6zellikle
risk grubundaki hastalarda, sinirli antibiyotik sece-
negi olan S. maltophilia enfeksiyonlari icin dikkatli
olunmaldir. S. maltophilia suslarinin hem yogun
bakim hem de poliklinik hastalarinda izole edilmesi-
nin yani sira 6zellikle ileri yas ve ¢cocuk yas grubunda
da izole edilmesi S. maltophilia enfeksiyonlarina
karsi uyarici niteliktedir. Bu nedenle bu etkene karsi
enfeksiyonun kontrol ve 6nlemi icin gerekli nlemler
alinmahdir.
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Amag: Antibiyotik direnci insan-hayvan ve cevre ekosistemlerinin ortak en énemli sorunlarindan biridir.
Antibiyotik direncinin yénetiminde entegre siirveyans sistemlerinin olusturulmasi ve direncin izlenmesi
6énemlidir. Farkli disiplinlerden elde edilecek antibiyotik direng verilerinin standardizasyonu veri kalitesini
arttirmada kilit noktadir. Bu amagla, ilkemizde insan hayvan ve gevre sektérlerinden elde edilecek direng
verilerini standardize etmek icin farkli disiplinlerden profesyonellere ortak bir antibiyotik duyarllik testi
editim programi hazirlanmis ve uygulanmustir.

Yontem: Bes glinliik bir egitim programina 3 dénem hdlinde toplam 48 kisi katilmistir. Her bir dénemde
farkli meslek gruplarindan 4 kisilik 4 kiicik grup olusturulmustur. Katihmcilara antibiyotik duyarlilik
testlerinde kalite kontrol, fenotipik testler, genotipik testler ile direng verilerinin kullanimi ile ilgili egitim
verilmistir. Katiimcilar tiim testleri kendilerine verilen izolatlar ile calismislardir. Katiimcilara én test ve son
test uygulanmustir. Her kiigiik grup egitim programinin sonunda tek saglik yaklasiminda antibiyotik
direncine yénelik proje hazirlayip sunmuslardir.

Bulgular: Egitime tip, veteriner, eczacilik, gida ve ¢evre alanlarinda antibiyotik duyarlilik testi ¢alisan lisans
iistii toplam 48 kisi katiimistir. On test ve son testte ortalama dogru yanit verme sayisi Nisan déneminde
4.8’den 10.5%e, Haziran grubunda 4’ten 9’a, Eyliil dbneminde ise 3.4’ten 8.5’ ¢ikmustir. Kendilerine verilen
izolatlarda fenotipik ve genotipik testleri egitmenlerin gézetiminde ¢alismislardir. Katiimcilardan alinan
geri bildirimlerden, egitimin farkli meslek gruplari ile bir arada olmasinin direng sorununa daha genis bir
perspektiften bakabilme firsati bulduklari saptanmistir.

Sonug: Ulkemizde bu editim programinin yayginlastirilmasi planlanmaktadir. Ayrica, tiim diinyada benzer
egitimlerin hazirlanip uygulanmasinin direng verisinin standardizayonuna bir bakis agisi kazandiracagi
kanisindayiz. Bu egitimlerin lisans ve lisans isti diizeylerde yayginlastirilmasinin Tek saglk yaklasiminin da
yayginlasmasina olanak saglayacadini diistintiyoruz.

Anahtar kelimeler: Tek saglik, antibiyotik direnci, antibiyotik duyarlilik testleri
ABSTRACT

Objective: Antibiotic resistance is one of the most significant problems of human-animal and environmental
ecosystems. It is crucial to establish integrated surveillance systems and monitor resistance for the
management of antibiotic resistance. Standardization of antibiotic resistance data obtained from various
disciplines is the critical point in enhancing the data quality. To realize this objective, a common antibiotic
susceptibility testing training program was prepared and performed for professionals from various
disciplines to standardize the resistance data to be obtained from the human, animal, and environmental
sectors in our country.

Method: A total of 48 individuals participated in a five-day training program in three terms. In each period,
four small groups, each consisting of four people from a group of different professions, were generated.
Participants were trained on quality control, phenotypic tests, genotypic tests, and the use of resistance
data in antibiotic susceptibility testing. Pre-test and post-tests were applied to the participants.

Results: Individuals with a postgraduate degree who studied antibiotic susceptibility testing in the fields of
medicine, veterinary medicine, pharmacy, food, and environment participated in the training. The average
number of correct answers in the pre-test and post-test increased from 4.8 to 10.5 in April, from 4 to 9 in
June and from 3.4 to 8.5 in September. They studied phenotypic and genotypic tests in the supplied isolates
under the supervision of the educators.

Conclusion: We presume that dissemination of the training at graduate and postgraduate levels will also
enable the One-Health approach to become widespread. In addition, worldwide application of similar
trainings will help standardization of resistance data, as well as one health approach.

Keywords: One health, antibiotic resistance, antibiotic susceptibility tests
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GiRiS

Antibiyotik direnci glinimiizde en onemli kiiresel
halk saghgi sorunlarindan biridir. Antibiyotiklerin
asiri ve akilci olmayan kullanimlari antibiyotik direnci
gelisimindeki ana faktorlerden biridir. Antibiyotikler,
hem insan hem hayvan saghgi icin kullanilan énemli
bir ilag grubu olmasinin yani sira dogada bir ¢ok bak-
teri ve mantar tarafindan Uretilmekte ve bakteriler
antibiyotiklere siirekli olarak maruz kalmaktadir. Bu
nedenlerden dolayi direngli bakteriler ve direng gen-
leri stirekli olarak insan-hayvan-gevre ekosistem don-
gusiinde yer almaktadir®, Antibiyotik direncinin
olumsuz sonuglari net olarak yliksek mortalite, mor-
bidite ve artan maliyetler ile insan sagliginda gorul-
mektedir. Tek basina tip alaninda yapilan g¢abalar ise
direncin yonetiminde yetersiz, daha dogrusu eksik
kalmaktadir. Bir diger dnemli nokta ise antibiyotik
direncinde ulusal bazda yapilan 6nleme stratejilerin
bolgesel hatta kiiresel bazda yayginlastiriimasi gerek-
mektedir. Bu nedenle, antibiyotik direncinin yoneti-
minde uluslararasi ve c¢ok sektorlli bir yaklasima
gereksinim duyulmaktadir®. Antibiyotik direncine
benzer olarak zoonotik hastaliklar ve gida kaynakli
enfeksiyonlarda da benzer bir yaklasima gereksinim
vardir. Burada gereksinim duyulan tek saglk yaklasi-
midir. Tek saglik; insan-hayvan-gevre (glUstinde
potansiyel ya da mevcut risklerin degerlendirilmesin-
de ve yonetilmesinde c¢ok paydash bir yaklasimi
barindirmaktadir. Tek saghk yaklagimi insan sagligi,
hayvan sagligi ve cevre sagligi arasindaki baglantilara
odaklanip sorunlarin bir bitln olarak degerlendiril-
mesini 6neren bir yaklagimdir. Boyle bir yaklagim
aslinda eski antik donemlerden beri stiregelmektedir.
Ozellikle zoonotik hastaliklar ile gida ve su kaynakl
enfeksiyonlarin yonetiminde benimsenmis bir
yaklasimdir®. Ozellikle mcr-1 direng genlerinin
tanimlanmasiyla antibiyotik direncinin yonetiminde
de tek saghk vyaklasimi daha blylk bir 6nem
kazanmistir®,

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 2014 yilinda yayinladig
rapor ile antibiyotik direncinin kiresel bir halk saghgi
tehdidi oldugunu ve diinya genelinde onlemlerin
alinmasi gerektigini ortaya koymustur®. Bunun tze-
rine DSO, 2015 yilinda tek saglik yaklasimina sahip
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kiiresel eylem planini yayinlamis ve diinya genelinde
uygulanmasi gereken aktiviteleri belirlemistir. Bu
eylem planinda insan sagligi, hayvan saghgi ve tarim
uygulamalarinda tiiketicilerin yani sira farkl kitleleri
hedefleyen halkla iletisim programlari araciligiyla
antimikrobiyal diren¢ konusunda farkindalik yarat-
mak, davranis degisikligini tesvik etmek ve erken
yaslardan itibaren dogru bir anlayis ve farkindalk
yaratacak antibiyotik direnci ile ilgili konularin egitim-
O0gretim programlarina eklenmesi 6nerilmektedir. Bu
stratejik hedefte ayrica antibiyotik direnci konusun-
da profesyonellerde de farkindalik olusturacak
eylemlerin ulusal ve uluslararasi diizeyde ortaya kon-
masi gerekliligi belirtiimektedir®.

Ulkemizde insan saghg bazinda ulusal antibiyotik
direng slirveyans sistemi, ulusal enterik patojenler
siirveyans sistemi, tiberkiloz direng siirveyans siste-
mi ve saglk hizmetleri ile iliskili enfeksiyonlar stirve-
yans sistemleri direng hakkinda ulusal diizeyde veri
toplamaktadir. Ozellikle ayaktan tiiketim siirveyans
sistemi ile birinci basamakta antibiyotik tiketim veri-
leri izlenmektedir. Bunun disinda ulusal kanatlilarda
salmonella siirveyans sistemi ve veteriner saglik hiz-
metlerinde tiiketim verilerinin takip edildigi bir sur-
veyans sistemi olusturulmustur. Turkiye’de tim bu
surveyans sistemlerinden elde edilen veriler dogrul-
tusunda antibiyotik direnci ve tiketim oranlarinin
cok yiiksek oldugu bilinmektedir. DSO’niin hazirladig
kiiresel eylem plani baz alinarak tlkemizin dncelikle-
rine yonelik ulusal bir eylem plani hazirlanmistir. Bu
eylem planinda bulunan, profesyonellerde farkinda-
higin arttirlmasi yoniinde bir stratejik hedef kapsa-
minda cesitli aktiviteler belirlenmistir. Ulkemizde
ayrica hem insan hem de hayvan saghgindan elde
edilen direng verilerini igerecek sekilde ortak bir
direng raporuna gereksinim duyulmaktadir. Bu kap-
samda, farkli disiplinlerde calisilan antibiyotik duyar-
lilik testlerinin uygulanmasinda ve degerlendirme-
sinde standardizasyonu saglamak, elde edilecek ulu-
sal veri kalitesini arttirmak ve llke genelinde antibi-
yotik duyarhhk testi ¢alisan tim laboratuvarlarda
standardizasyonu saglamak icin pilot bir egitim prog-
raminin hazirlanmasi ve uygulanmasi amaglanmistir.
Bu pilot egitimde lisans Ustd, tip, veteriner, gevre,
eczacilik ve gida gibi farkh sektérde ¢alisan profesyo-
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neller arasinda ortak bir dil olusturulmasi hedeflen-
mistir. Bu egitim, tlkemizde antibiyotik direnci konu-
sunda bu kadar farkl disiplinleri bir araya getiren ilk
egitim programi olup, ilerleyen yillarda uygulamal
egitimlerin devamhliginin saglanmasi planlanmakta-
dir. Egitim, farkli disiplinlerden lisans st egitim
goren kisilerde antibiyotik direnci sorunlarina kiire-
sel ¢ozimler hakkinda yenilik¢i distinmeye tesvik
etmek igin tasarlanmig olup, bu egitim programinin,
Universitelerde ve enstitiilerde farkli disiplinlerden
lisans Ustl Ogrencilerin katilacagl egitim-6gretim
programinin hazirlanmasina katki saglamasini bekli-
yoruz.

GEREG ve YONTEM

Egitimcilerin belirlenmesi: Egitim, Saglk Bakanlig

Halk Saghg Genel Mudurligi blnyesinde bulunan
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari ve Biyolojik
Uriinler Daire Baskanligi tarafindan organize edilmis-
tir. Laboratuvarda galigilan antibiyotik duyarlilik test-
leri 1ISO 15189 tarafindan akreditedir. Egitimcilerin
dordi, bu laboratuvarda akredite fenotipik ve geno-
tipik testleri uygulayan personel tarafindan segilmis-

tir. Diger dort egitimci ise, European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)'in
Turkiye odak noktasiolan Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti,
Antibiyotik Duyarlilik Testleri
Calisma grubu Uyelerinden secilmistir.

Standardizasyonu

Katilimcilarin belirlenmesi: Katilimcilar, tGlke genelin-

de Universitelerin ya da enstitllerin tip, veteriner
hekimlik, eczacilik, gida ve gevre konularinda lisans
Ustl egitim goren ve calisma konusu antibiyotik
direnci olan kisilerden secilmistir. Proje kapsaminda
Ug egitim donemi hazirlanmig ve her bir egitim déne-
minde 16 kisi egitime davet edilmistir. Farkli disiplin-
lerden gelen katilimcilari icerecek sekilde katihmcilar
4 gruba ayrilmistir. Sehir disindan gelen katilimcilar
icin konaklama hizmeti de verilmistir.

Egitim programi: Proje kapsaminda Ui¢ egitim donemi
belirlenmis olup, egitimler, 8-12 Nisan 2019, 17-21
Haziran 2019 ve 23-27 Eylil 2019 tarihlerinde veril-
mistir. Her bir egitim dénemi 5 gunliik olarak hazir-
lanmistir. Her egitim déneminin basinda katilmcilara
oryantasyon ve biyogivenlik egitimi verilmistir. Her
gin icin bir tema belirlenmis ve o temaya uygun

Tablo 1. Tek saghk yaklagiminda uygulamali antibiyotik direnci egitim programi.

Giin Dersler Amag

Kazanim

1 Genel bilgiler ve kalite kontrol Antibiyotik duyarhhk
testlerinde kalite kontrol

testlerini tanitmak

2 Fenotipik testler Fenotipik testleri yapmak

3 Genotipik Testler Genotipik testleri yapmak

4 Direng verilerinin kullanimi Surveyans sistemlerinin

isleyisini 6grenmek

5 Proje hazirlama ve sunumu Tek saghk yaklagiminda
multidisipliner proje

hazirlamak

Kalite kontrol testlerini tanimlar

Kalite kontrol testlerini uygular
Besiyerlerinin kalite kontroliini denetler
Olasi sorunlar hakkinda fikir yGratar

Fenotipik testler icin gerekli malzemeleri listeler

Fenotipik test sonuglarini degerlendirir

Disk diftizyon ve diltisyon testleri arasindaki ayrimi yapar
Fenotipik testleri degerlendirir

Fenotipik testlerde olasi sorunlar igin ¢6ziim Gnerisi gelistirir

Genotipik test icin gerekli malzemeleri listeler

Genotipik test ¢alisma prosediriind planlar

Genotipik test sonuglarini degerlendirir

Fenotipik test sonuglarini, genotipik test sonuglari ile iligkilendirir
Yagsanmasi olasi sorunlara yonelik ¢ézim onerileri gelistirir

Antbiyotik direng stirveyans sistemlerinin bilesenlerini listeler

Tek saghk yaklasiminda bir raporun 6nemini kavrar

Antibiyotik duyarlilik testinde elde edilen sonuglari siirveyansin veri
kalitesi ile iliskilendirir

Tek saghk yaklagimindaki raporun sonuglarini yorumlar

Proje ekibini olusturur

Tek saglk yaklagiminda proje planlar

Projenin 6nemini, konusunu, yontemini 6zetler ve sunar
Diger projeleri degerlendirir ve puanlar

343



dersler ve uygulamalar hazirlanmistir. Ogleden énce-
ki saatlerde teorik dersler interaktif oturumlar ve
anahtar sorular ile egitimciler tarafindan verilmistir.
GUnUn ikinci yarisinda ise dagitilan izolat ve senaryo-
larla katiimcilar egitimcilerin gozetiminde ilgili test-
leri galismiglardir. Son gin tek saglk yaklasiminda
grup elemanlarini icerecek sekilde multidisipliner bir
proje hazirlayip sunmalari istenmistir. Egitim progra-
mi Tablo 1’de sunulmustur.

Olcme degerlendirme: Katilimcilara egitim programi

Oncesi ve sonrasi On test-son test uygulanmistir. Her
glin ve her egitimi ve egiticileri degerlendirmek
Uzere likert 6lcegi kullanilmistir. Ayrica acik uglu soru-
lar ile katilimcilarin egitim hakkindaki degerlendir-
meleri alinmistir. Her egitim glini sonunda oyun
tabanli giinliik degerlendirmeler yapilmistir. Her egi-
tim déneminin son giind, dort kisilik gruplar hazirla-
diklari projeleri sunmuslardir. Katilimcilar farkli disip-
linleri icerecek sekilde tek saglik yaklasiminda antibi-
yotik direncini kontrol etmeye ve direnci azaltmaya
yonelik projelerini sunmuslardir. Proje sunumunda;
projenin adi, 6zgin degeri, ekibi, yontemi ve etki
degerini sunmalari istenmistir. Sunulan projeleri, diger
g grup belirtilen basliklarda degerlendirmisler ve her
bir baslik icin 1-10 arasinda puan vermislerdir.

Egitim sonrasi degerlendirme: Egitimden 15 glin sonra

katihmcilara iki izolat génderilmis ve izolatlari kendi

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(4):341-7

laboratuvarlarin alt yapisina uygun olarak tanimlama-
larini, antibiyotik duyarlilik testlerini ve varsa mevcut
direng genlerini saptamalari istenmistir.

BULGULAR

Katilimcilarin 37 (%77.1)’si kadin, 11 (%22.9)’i erkek
idi. Katilimcilarin meslek gruplari ve 6grenim durum-
lari Tablo 2'de, katilimcilarin illere gére dagilimi ise

Sekil 1'de verilmistir.

Tablo 2. Katilimcilarin meslek ve 6grenim durumlari.

Katihmci Yiiksek Doktora Postdoktora
Sayisi  Lisans ©grenimi

Meslek Grubu

(%)
Cevre Mihendisi 2 (4.2) 1 1 1
Biyolog 6(12.5) 1 2 3
Farmasotik Mikrobiyolog 8 (16.7) 5 2
Veteriner Mikrobiyolog 10 (20.8) 4 6
Tibbi Mikrobiyolog 10(20.8) 2 8 2
Gida Mihendisi 12 (25.0) 3 7

Toplam (%) 48 (100) 4 (8.3) 23 (47.9) 21 (41.8)

On test ve son test ve sonuglari: Her ii¢ grup icinde
egitimin 6n test ve son test sonuglarina gore puanla-
rinda artis belirlenmistir. Katilimcilarin son test on
test puan farklarinin dagilimi Sekil 2’de gosterilmistir.
On test ve son testte ortalama dogru yanit verme
sayisi Nisan doneminde 4.8’den 10.5’e, Haziran gru-
bunda 4’den 9’a, Eylil doneminde ise 3.4’ten 8.5%e

cikmistir.

Sekil 1. Katilimcilarin illere gére dagilimi (Kirmizi=1; Mavi=2; Yesil=3; Pembe=9 katilimci).
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Sekil 2. Katilimcilarin son test 6n test puan farklarinin dagihimi.

Likert tipi olgek ile egitimcilerin konu hakkinda bilgi
dizeylerinin yeterli ve anlatim sekillerinin uygun
oldugu belirlenmistir. Ayrica, egitim programinin
kendi egitimleri ile yakindan iligkili ve uygulamalarin-
da kullanilabilir oldugu saptanmistir. Agik uglu soru-
larda ise Ozellikle ilk kez multidispliner egitime katil-
diklarini, bu tip egitimlerin Glkemiz i¢in yayginlastiril-
masl gerektigini, bu egitimde edindikleri networki
¢alismalarinda kullanabileceklerini, tek saglik yaklagi-
minin antibiyotik direnci bakisindaki cergeveleri
uygulamali olarak net olarak goérebildiklerini belirt-
mislerdir. Ozellikle kalite kontrol testlerine egitim
programinda yer verilmesi olumlu olarak karsilanmis
ve c¢alismalarinda uygulamalarinin 6nemini kavramis
olduklarini sdylemislerdir. Egitimin, llke genelinde
farkli merkezlerde planlanmasi ve bu sekilde daha
fazla kisiye ulasilabilecegi bildirilmistir.

Proje degerlendirmesi: Tek saghk yaklagiminda farkli

disiplinleri icerecek sekilde hazirlanan projelerin
diger katihmcilar ve egitimciler tarafindan degerlen-
dirilmistir. Hazirlanan tim projeler multidispliner
olarak hazirlanmis ve antibiyotik direncinin farkh
disiplinlerde 6nlenmesine yonelik yenilikgi stratejiler
ortaya kondugu gortlmustir.

Posta ile gonderilen izolatlarin degerlendirmesi: Kati-
limcilara standart suslar génderilmistir. Ancak, gorul-
digi kadari ile llke genelinde antibiyotik duyarlilik
testlerinin ¢alisiimasinda standardizasyonun yeterli
olmadigi, bircok laboratuvarin alt yapisinin yetersiz
oldugu belirlenmistir. Bu nedenle elde edilen sonug-
lardan bir degerlendirme yapilamamistir.

TARTISMA

Antibiyotik direnci diinya ekonomisi Uzerinde en
etkili olan halk sagligi sorunlarindandir. Turkiye, anti-
biyotiklerin ¢ok fazla tiiketildigi ve direng oranlarinin
yiiksek oldugu bir lkedir. Ulke genelinde tek saglik
yaklasimini temel alan antibiyotik direncini 6nleme
stratejileri gelistirilmistir. Antibiyotik direncine yone-
lik alinacak dnlemlerin, insan, hayvan ve gevre saglig
dikkate alinarak hazirlanmasi gerekmektedir.
Ulkemizde 6zelikle insan ve hayvan sektdrlerinde
siirveyans verileri olmasina ragmen, ortak bir siirve-
yans verisi bulunmamaktadir. Bilindigi tzere, slrve-
yans sistemlerinde veri kalitesi dnemli bir faktordr.
Ulkemiz icin hem tek saglk yaklasimina sahip bir
egitim modeli gelistirmek hem de farkli disiplinler-
den profesyonelleri bir araya getirmek icin pilot bir
egitim modeli gelistirilmistir. Bu egitim modelinden
beklenen en 6nemli ¢ikti, Glke genelinde antibiyotik
duyarhhk testlerinde farkl disiplinler arasinda stan-
dardizasyonu saglamak ve farkli sektorlerde ayni dili
konusabilmeyi saglamaktir.

Tek saglik yaklasiminda hastaliklari 6nleme ve kont-
rol altina almak icin disiplinler arasi, sektoérler arasi,
bolgeler arasi iletisim ve is birligi kurulmasi 6nemli-
dir. Bu nedenle ozellikle profesyonellerin egitiminde
bu tip modellere yer verilmesi onlarin meslek yasan-
tilarina da farkh bir bakis acisi kazandiracaktir®,
Bizim projemizde de katiimcilardan alinan geri bildi-
rimler dogrultusunda tek saghk yaklasima sahip mul-
tidisipliner antibiyotik direng egitim modellerine
gereksinim duyuldugu ortaya ¢ikmistir. Bu tip egitim-
lerin Universite ve enstitl egitim-6gretim programla-
rina eklenebilir ve uygulanabilir oldugu dislinilmek-
tedir.

Antibiyotik direncinin yonetiminde antibiyotik diren-
cine neden olabilecek tum kaynaklarda kontrol
onlemleri almak gerekmektedir. Bu nedenle tek sag-
lik yaklasiminda siirveyans sistemleri gelistirilmeli ve
direng verileri analiz edilmelidir. Clinkii antibiyotik
direnci lokal, bolgesel ve hatta kiiresel bir epidemi-
yoloji sorunudur. Sitirveyans sistemlerinden elde edi-
lecek veriler, politik kararlarin bilimsel kanitlara
dayali verilmesini saglar. insan-hayvan-gevre entegre
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siirveyansinin kurulmasi, daha proaktif bir yaklasim
sergilemeyi de saglayacaktir. Bilimsel bir veri olustu-
racak bu silirveyans sistemlerinde veri kalitesi ve
standardizasyon en 6nemli noktalardir®®, Bu neden-
le farkli disiplinlerden profesyonellerin standardize
veri Uretmesi gerekmektedir. Bu egitim programinda
da farkh disiplinler bir araya getirilerek tlke genelin-
de antibiyotik duyarlilik testlerinin tek saglik yaklasi-
minda standardize uygulanmasina adim atilmistir.

2015 yilinda ilk kez ECDC, EFSA ve EMA is birligi ile
insan, gida kaynakli hayvanlarda etken olan bakteri-
ler icin ortak bir antibiyotik direnci raporu
yayinlanmistir®®. Rapor, farkli sektérlerdeki antibiyo-
tik direnci ve antibiyotik tiiketim verilerini ortaya
koyarak bilyiik pencereden antibiyotik direncg iliskile-
rini ortaya koyan bir rapordur. Bu rapor, Avrupa birli-
gine Uye Ulkeleri icerecek sekilde bdlgesel olarak
hazirlanmistir. Ulkemiz iginde bu tip raporlarin hazir-
lanmasina ihtiyag vardir.

Universiteler artik tek saglik yaklasiminda kendi ihti-
yaclari dogrultusunda farkli egitim modelleri gelistir-
mektedirler. Yiiksek lisans, doktora ve post doktora
ogrencilerine yonelik ya da lisans 6grencilerine yone-
lik multidispliner egitim programlari olusturmaktadir.
Egitim programlari disinda Universiteler, enstitiler,
tek saghk yaklasiminda multdisipliner ve intersekto-
rel kurs ve calistaylar duzenlemektedirler®, Tek
saglik yaklasiminda egitim programlari daha cok
veteriner sektériinde yer almakta olup, insan sekto-
rinde tek saglik yaklasiminda egitim modellerine
daha az rastlanmaktadir®14. DSO, zoonotik hastalik-
lar ve antibiyotik direnci gibi konu basliklarinda uygu-
lamalarin hem multidispliner hem de ¢ok uluslu
galismalar olmasi gerektigini vurgulamaktadir ve bu
hastaliklara karsi onleme stratejilerinin tek saglik
cercevesinde ele alinmasi gerektigini belirtmek-
tedir,

DSO’niin tavsiyeleri dogrultusunda, AMR ve bulasici
hastalik arastirmalari, arastirma ve egitim igin ayr
konular olmamali, bunun yerine bulasici hastaliklarin
onlenmesi ve kontroli icin tek bir stratejinin pargasi
olmahdir®4_ Ayrica, zoonotik hastaliklar ve AMR
Glke sinirlarinda bitmediginden, tek saglik arastirma
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ve egitim girisimleri hem multidisipliner hem de ¢ok
uluslu olmalidir. Finansman araglari, bu tir is birlikle-
rine rehberlik etmek igin kullanilabilir.

Tek sagligin 6nemi konusunda farkindaligin yiiksek
olmasina ragmen tek saghk uygulamalarinda farkli
farkli sorunlar karsimiza cikabilmektedir. Ulkelerde
tek saglik yaklasiminda arastirma ve egitim modelle-
rinin gelistirilmesi yoniinde tesvikler saglanmalidir.
Gereksinim analizleri yapilmali ve Glkeler kendi glicla
yanlarini 6n plana ¢ikarak ve gelistirilmesi gereken
yonlerinin gelistiriimesini saglayacak multidispliner
programlar gelistirmelidirler. Bu egitim programinin
surekliligi saglanacak olup bir dnceki egitimden elde
edilen tecribeler ile egitim programinda modifikas-
yonlar yapilmasi planlanmaktadir.

Bu galismada, ulkemizde antibiyotik duyarlilik testle-
rinde kapasite gelistiriimesine yonelik bir gereksinim
belirlenmis ve bu ihtiyacin giderilmesi icin egitim
programi gelistirilmis ve program basarili bir sekilde
uygulanmistir. Bu tip egitim modellerinin yayginlasti-
rilmasinin antibiyotik direnci stirveyansinda veri kali-
tesini arttiracagl ve dolayisiyla antibiyotik direnci
yonetimine olumlu katki saglayacagi kanisindayiz.

Etik Kurul Onayi: Bu arastirma igin etik kurul onayi
gerekmemektedir.
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0z

Amag: Enterobacterales takimi icerisindeki bakteriler, insanlarda ¢ok ¢esitli hastaliklar olusturabilmektedirler.
Bu calismanin amaci, Hacettepe Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’na génderilen kan kiiltiirlerinden
izole edilen Enterobacterales takimi igerisindeki bakterilerin cins/tir dagiiminin incelenmesi ve antimikrobiyal
duyarliliklarinin arastirilmasidir.

Yontem: Temmuz 2014 ile Nisan 2018 tarihleri arasinda kan kiiltiirlerinde ireyen Enterobacterales takimi
tyeleri, ¢alismaya ddhil edilmistir. Bakterilerin tanimlanmasi igin MALDI-TOF MS yéntemi kullanilmigstir.
izolatlarin antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin saptanmasi amaciyla otomatize sistem (2014 ile 2018 yillar
arasindaki izolatlar icin VITEK 2 Compact, 2018 yili izolatlari igin BD Phoenix) ve disk difiizyon testi kullaniimigtir.
Antibiyotik duyarlilik sonuglari EUCAST rehberindeki sinir degerlere gére degerlendirilmistir.

Bulgular: Kan kiiltiirlerinden toplam 1.765 adet Enterobacterales lyesi bakteri izole edilmistir. Sirasiyla en sik
Escherichia coli (%47.6), Klebsiella (%34.1), Enterobacter (%6), Proteus (%4.4) ve Serratia spp. (%3.5) izole
edilmistir. Salmonella, Citrobacter, M. morganii, Pantoea, Raoultella ve Providencia spp. kandan izole edilen
diger Enterobacterales lyeleri olmustur. E. coli, Klebsiella ve Enterobacter spp. izolatlarinda en disiik direng
oraninin gorildigi antibiyotikler meropenem ve amikasin olmustur. Bununla birlikte, Klebsiella izolatlarinda
%21.1 oraninda meropenem direnci gézlenmistir. Proteus izolatlarina karsi en etkili antibiyotikler meropenem
ve piperasilin-tazobaktam olmus, bu antibiyotiklere karsi direng gézlenmemistir. Serratia izolatlarinda en diistik
direng oraninin gérildigi antibiyotik trimetoprim-siilfametoksazol (%0) olmustur. Salmonella izolatlarinda
%26.1 oraninda siprofloksasin direnci saptanirken; trimetoprim-siilfametoksazol ile ampisiline karsi direng
saptanmamustir. Citrobacter izolatlarinda meropenem, amikasin ve sefepime karsi direng saptanmamistir.
Sonug: Calismamizin sonuglarinin, Enterobacterales kaynakli bakteriyemilerin tedavisinde uygulanacak
antibiyotiklerin segiminde yol gésterici olabilecegi; ayrica bakteriyemi etkeni Enterobacterales iyelerinin
dagihmi konusundaki epidemiyolojik bilgi gereksinimini karsilayabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Enterobacterales, epidemiyoloji, kan kiiltiiri, antimikrobiyal duyarlilik testi, antibiyotik
duyarlilik testi

ABSTRACT

Objective: Members of Enterobacterales can cause various diseases in humans. The objective of this study was
to determine the genus/species distribution and antimicrobial susceptibilities of Enterobacterales isolated from
blood cultures in Central Laboratory of Hacettepe University Hospital.

Method: Enterobacterales isolated from blood between July-2014 and April-2018 were included in the study.
MALDI-TOF MS was used for the identification of isolates. Antimicrobial susceptibilities were determined with

Alindig1 tarih / Received: automated system (VITEK 2 Compact for the isolates between 2014 and 2018; BD Phoenix for the isolates in
2018) and disk diffusion method. Results of antimicrobial susceptibility testing were interpreted according to
23.03.2021 / 23.March.2021 pUbIity testing P 9
e -Marceh. EUCAST breakpoints.
Kabul tarihi / Accepted: Results: In total, 1765 isolates belonging to the order Enterobacterales were isolated from blood cultures. The
14.06.2021 / 14.June.2021 most common microorganisms were Escherichia coli (47.6%), Klebsiella (34.1%), Enterobacter (6%), Proteus
e : : (4.4%) and Serratia spp. (3.5%), respectively. The remaining isolates included Salmonella, Citrobacter, M.
Erken gevrimigi / First Published: morganii, Pantoea, Raoultella and Providencia spp. The lowest resistance rates among E. coli, Klebsiella and
23.09.2021 / 23.September.2021 Enterobacter spp. isolates were observed against meropenem and amikacin. However, 21.1% of Klebsiella

isolates were resistant to meropenem. The most active antimicrobials against Proteus isolates were piperacillin-
tazobactam and meropenem. Resistance was not observed against piperacillin-tazobactam and meropenem
among Proteus isolates. The most active antimicrobial against Serratia isolates was trimethoprim/
sulfamethoxazole with a resistance rate of 0%. Resistance was not noted against ampicillin and trimethoprim/
sulfamethoxazole among Salmonella isolates, whereas 26.1% of isolates were resistant to ciprofloxacin. All

ORCID Kayitlari Citrobacter isolates were susceptible to meropenem, amikacin and cefepime.

Conclusion: Findings of our study may guide the selection of proper antimicrobials for the treatment of
H.C. Mirza 0000-0002-8853-3893 bacteremia caused by Enterobacterales. Furthermore, this study provides important epidemiological information
B. Sancak 0000-0002-0098-4674 regarding the distribution of members of Enterobacterales causing bacteremia.
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GiRiS

Enterobacteriaceae ailesi, tibbi dneme sahip birgok
bakteri cinsi ve tirind barindirmaktadir. Bu aile ice-
risinde bulunan bakterilerin ortak 6zellikleri arasinda
Gram-negatif olmalari, spor olusturmamalari, fakil-
tatif anaerop olmalari, glukozu fermente etmeleri,
nitrati nitrite indirgemeleri, katalaz testlerinin pozitif
olmasi ve oksidaz testlerinin negatif olmasi
(Plesiomonas harig) sayilabilir™., Toprakta, suda, bit-
kilerde yaygin olarak bulunan bu bakteriler, ayrica
insanlarin ve bircok hayvanin bagirsak florasinin
onemli bir bélimini olusturur. Enterobacteriaceae
ailesi tyeleri ayni zamanda insanlarda ¢ok cesitli has-
taliklar olusturabilmektedirler. Tim bakteriyemilerin
Ggte birinden, Uriner sistem enfeksiyonlarinin
%70’inden fazlasindan ve birgok intestinal enfeksi-
yondan sorumludurlar®. Sonuglari 2016 yilinda
yayinlanan taksonomik bir calisma sonrasinda; daha
once Enterobacteriaceae ailesi icerisinde yer alan
bazi cinsler, Enterobacterales takimi igerisinde olus-
turulan baska aileler icerisine aktarilmistir. Bu cinsle-
re ornek olarak Proteus, Morganella, Providencia,
Serratia, Yersinia, Erwinia, Pantoea ve Hafnia
verilebilir®,

Calismamizin amaci, Hacettepe Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvari’na gonderilen kan kaltirlerin-
den izole edilen Enterobacterales takimi icerisindeki
bakterilerin cins/tur dagiliminin incelenmesi ve anti-
biyotik duyarhlklarinin arastiriimasidir. Literatlirde
taksonomik degisikliklerden 6nce yayinlanan calis-
malarla da uyumu saglamak amaciyla; ¢alismamiz,
kan kualtlrlerinden izole edilen ve daha o6nce
Enterobacteriaceae ailesi icerisinde yer alan cinsleri
de kapsamaktadir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul’u tarafindan
(20.04.2021 tarih ve GO 21/547 kayit numarasi)
onaylanmustir.

Hastanesi  Merkez

Hacettepe  Universitesi

Laboratuvar’na Temmuz 2014 ile Nisan 2018 tarihleri

arasinda goénderilen kan kdalturlerinde Greyen
Enterobacterales takimi Uyeleri ¢alismamiza dahil
edilmistir. Her hastadan tek izolat ¢alismamiza alin-
mistir.

Kan kiltirlerinin inklibasyonu igin 2014-2018 yillari
arasinda BacT/ALERT (bioMérieux, Fransa) kan klti-
ri sistemi, 2018 yilinda ise BD BACTEC™ FX (BD, ABD)
kan kaltira sistemi kullanilmigtir. Bakterilerin tanim-
lanmasi icin MALDI-TOF MS yéntemi [2014 ile 2018
yillari arasindaki izolatlar icin VITEK MS (bioMérieux,
Fransa), 2018 yili izolatlari i¢in Microflex LT (Bruker
Daltonics, Almanya)] kullanilmistir. izolatlarin ampisi-
lin (AMP), amoksisilin-klavulanik asit (AMC),
piperasilin-tazobaktam (PTZ), seftazidim (CAZ), sefe-
pim (FEP), meropenem (MEM), siprofloksasin (CIP),
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT), amikasin (AMK)
ve gentamisin (GEN) antibiyotiklerine karsi duyarhlk-
larinin saptanmasi amaciyla otomatize sistem [2014
ile 2018 vyillari arasindaki izolatlar igin VITEK 2
Compact (bioMérieux, Fransa), 2018 yili izolatlari igin
BD Phoenix (Sparks, ABD)] ve disk diflizyon testi kul-
laniimistir. Meropeneme karsi direng saptanmasi
halinde, dogrulama amaciyla gradiyent diflizyon yon-
temi (Etest, bioMérieux, Fransa) kullaniimistir.
Antibiyotik duyarlilik sonuglari EUCAST rehberindeki
duyarlilik sinir degerlerine gére degerlendirilmistir®.
Antibiyotik duyarhlik testleri sonucunda “orta duyar-
II” olarak bulunan izolatlar “direncli” kabul edilmistir.
izolat sayisi bes ve altinda olan tiirler icin, antibiyo-
tiklere direng orani hesaplanmamistir.

BULGULAR

Calismamizin kapsadigi tarihler arasinda kan kaltar-
lerinden toplam 1.765 adet Enterobacterales Uyesi
bakteri izole edilmistir. izolatlarin %47.6’sini
Escherichia coli olustururken, %34.1’ini Klebsiella
spp., %6’sini Enterobacter spp., %4.4’Un0 Proteus
spp., %3.5’ini Serratia spp., %1.3’UnG Salmonella
spp, %1.1'ini Citrobacter spp. olusturmustur.
M. morganii, Pantoea spp., Raoultella spp. ve
Providencia spp. ise izolatlarin kalan %1.9’luk kismini
olusturmustur. izolatlarin cins/tiir dagilimi, sayilari
ve antibiyotiklere direng oranlari Tablo 1’de gosteril-
migtir.
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Tablo 1. Kan kiiltiirlerinden izole edilen Enteobacterales takimi iiyelerinin dagihmi ve antibiyotik direnci [n(%)].

Mikroorganizma (n) AMP AMC PTZ CAZ

FEP MEM AMK GEN CIp SXT

Escherichia coli (841) 644 (76.6) 494 (58.7) 218 (25.9)

328 (39) 342 (40.7)

13(1.5) 78(9.3) 202 (24) 486 (57.8) 451 (53.6)

Klebsiella spp. (602) R 399 (66.3) 361 (60) 340 (56.5) 315(52.3) 127 (21.1) 108 (17.9) 195 (32.4) 307 (51) 266 (44.2)
K. pneumoniae (513) R 345 (67.3) 327 (63.7) 322 (62.8) 303 (59.1) 122 (23.8) 104 (20.3) 186 (36.3) 280 (54.6) 256 (49.9)
K. oxytoca (59) R 24 (40.7) 22(37.3) 5(8.5) 9 (15.3) 3(5.1) 3(5.1) 6(10.2) 20(33.9) 8(13.6)
K. aerogenes (30) R R 12 (40) 13 (43.3) 3 (10) 2 (6.7) 1(3.3) 3 (10) 7 (23.3) 2 (6.7)

Enterobacter cloacae R R *23(38.3) 40(37.7) 36(34) 15(14.2) 15(14.2) 26(24.5) 36(34) 32(30.2)

kompleks (106)

Proteus spp. (78) 37 (47.4) 17(21.8)  0(0) 5 (6.4) 7(9) 0(0) 4(5.1) 17 (21.8) 42(53.8) 42(53.8)
P. mirabilis (71) 30 (42.3) 14(19.7) 0(0) 5(7) 7(9.9) 0 (0) 4(5.6) 17(23.9) 40(56.3) 38(53.5)
P. vulgaris (5) R 2(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 1(-) 3()

P. penneri (2) R 1(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 1() 1()
Serratia spp. (62) 61(98.4) 60(96.8) 15(24.2) 8(12.9) 4 (6.5) 9 (14.5) 5(8.1) 5(8.1) 15(24.2) 0 (0)

S. marcescens (60) R R 15 (25) 8(13.3) 4(6.7) 9 (15) 5(8.3) 5(8.3) 15 (25) 0 (0)

S. liquefaciens (2) 1(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-)
Salmonella spp. (23) 0(0) 6(26.1) 0(0)
Citrobacter spp. (20) R 15 (75) 3 (15) 4 (20) 0(0) 0(0) 0 (0) 1(5) 6 (30) 1(5)

C. freundii (12) R R 2(16.7) 2(16.7) 0(0) 0(0) 0(0) 1(8.3) 4(33.3) 1(8.3)

C. koseri (3) R 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 1(-) 0(-)

C. braaki (3) R R 1() 2(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 1(-) 0(-)

C. farmeri (1) R 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-)

C. amolanaticus (1) R 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0() 0(-) 0() 0(-)
M. morganii (16) R R 2 (12.5) 4 (25) 1(6.3) 0(0) 1(6.3) 2(12.5) 10(62.5) 5(31.3)
Pantoea spp. (8) 2 (25) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Raoultella spp. (7) R 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 1(14.3)

R. ornithinolytica (4) R 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0() 0(-) 0() 0(-)

R. planticola (3) R ) 0(-) 0(-) - 0(-) 0(-) 1(-)
Providencia spp. (2) R R 0() 0(-) 0(-) 0() 0() 1(-) 1(-) 0()

P. rettgeri (1) R R 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 1(-) 0(-)

P. stuartii (1) R R 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0() 1(-) 0() 0(-)

* 60 izolatin piperasilin/tazobaktam duyarlilik sonucuna ulasilabilmistir.

R: Dogal direngli

TARTISMA

Kan kiltirlerinde ireyen Enterobacterales Giyelerinin
cins/tur dagiliminin ve antibiyotik duyarhhklarinin
arastirildigl calismamizda sirasiyla en sik E. coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp, Proteus spp. ve
Serratia spp. izole edilmistir. Tim Enterobacterales
Uyelerinin %87.8'ini E. coli, Klebsiella ve Enterobac-
ter spp. olusturmustur. Daha 6nce yapilan ¢alisma-
larin ¢ogunda, kandan izole edilen Enterobacterales
takimi Gyeleri icerisinde ilk g siradaki cins/tlrin ¢a-
lismamizdaki gibi E. coli, Klebsiella, Enterobacter spp.
seklinde oldugu goérulmektedir®®. Bununla birlikte,

bu siralamanin degistigi bazi ¢alismalara da rastla-
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mak olasidir. izmir’de yapilan bir calismada, kan kiil-
turlerinde lireyen Enterobacterales Uyeleri icerisinde
sirasiyla en sik Klebsiella pneumoniae, E. coli ve
Serratia marcescens izole edilmistir®®, Sirin ve ark.
1) tarafindan yuritilen baska bir ¢calismada da
S. marcescens; E. colive K. pneumoniae’dan sonra en
sik izole edilen Enterobacterales liyesi olmustur.

Calismamizdaki E. coliizolatlarinda direncin en diisik
gorildugi antibiyotikler meropenem (%1.5) ve ami-
kasin (%9.3); en yuksek goruldigli antibiyotik ise
ampisilin (%76.6) olmustur. Bu sonuglar Glkemizde
yapilan diger ¢alismalarla uyumludur°1),
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Calismamizda, Klebsiella spp. izolatlarinin direng ora-
ninin en diistiik oldugu antibiyotik amikasin (%17.9)
olmustur. Klebsiella spp. izolatlarinin %21.1’inde ise
meropenem direnci gdézlenmistir. Ulkemizde yapilan
farkli calismalarda, kandan izole edilen Klebsiella
spp. arasinda meropenem direnci %0 ile %44.4 ara-
sinda bildirilmistir®**), Calismamizda, Klebsiella cin-
si icerisinde amoksisilin-klavulanik asit haricinde tim
antibiyotiklere karsi en ylksek direng oraninin goril-
diga tur, K. pneumoniae olmustur. Klebsiella aerogenes
amoksisilin-klavulanik asite dogal direncli oldugu
i¢in, bu antibiyotige karsi direng oraninin en yiksek
oldugu (%100) tir olarak kabul edilmistir.

Amikasin ve meropenem, ¢alismamizdaki Enterobacter
spp. izolatlarina karsi da en etkili antibiyotikler ola-
rak saptanmis, her iki antibiyotige de %14.2 oraninda
direng gézlenmistir. Atik ve ark.” tarafindan yéneti-
len calismada da amikasin, kandan izole edilen
Enterobacter spp. suslarina karsi en yuksek etkinlik
gosteren antibiyotik olarak saptanmig, amikasin di-
reng orani %2.5 olarak belirlenmistir. Bununla birlik-
te, calismamizdaki Enterobacter spp. izolatlarindaki
antibiyotik direnc¢ oranlarinin, Atik ve ark."” tarafin-
dan yonetilen ¢alismaya kiyasla daha yiksek oldugu
dikkati cekmektedir.

Calismamizda izole edilen Proteus spp. izolatlarinda
direng oraninin en yiksek oldugu (%53.8) antibiyo-
tikler siprofloksasin ve trimetoprim-siilfametoksazol
olarak saptanmistir. Siprofloksasin direncinin tlke-
mizde yapilan diger ¢alismalardan* yiiksek oldugu,
trimetoprim-silfametoksazol direncinin ise Sirin ve
ark.“? tarafindan yonetilen calismayla uyumlu oldu-
gu gorUlmdistir. Proteus cinsi igcerisinde en sik
Proteus mirabilis izole edilmis; ayrica bes adet
Proteus vulgaris ve iki adet Proteus penneri izole
edilmistir. P mirabilis’in dogal direngli oldugu antibi-
yotiklere ek olarak P. vulgaris ve P. penneri’'nin am-
pisilin, sefazolin, sefalotin ve sefuroksime de dogal
direngli oldugu bilinmektedir*?.

Serratia marcescens galismamizda kandan izole edi-
len Enterobacterales Uyelerinin %3.4’Unl olustur-
mustur. Calismamizdaki S. marcescens izolatlarinda
meropenem direnci (%15), genis spektrumlu sefalos-

porin (seftazidim, sefepim) direncinden daha ytksek
bulunmustur. Bunun nedeni, su ana kadar sadece
S. marcescens’de tanimlanmis olan SME karbapene-
mazlar olabilir. SME enzimlerinin genis spektrumlu se-
falosporinlere karsi zayif hidrolitik aktivite gosterdigi
bilinmektedir®). Calismamizdaki S. marcescens izolat-
larinda en dustk direng oraninin gorildigi antibiyo-
tik trimetoprim-siilfametoksazol (%0) olmustur.

Salmonella’nin, Sahra Alti Afrika Ulkelerinde gori-
len kan dolasimi enfeksiyonlarinin énemli bir nedeni
oldugu bilinmektedir. Afrika’da 6 Ulkenin katthmiyla
yapilan c¢alismada, bakteri Gremesi saptanan kan
kalttrlerinin  %47.1'inden  Salmonella spp.
izole edilmistir®. Cin’de ise 19 hastanenin
katilimiyla yapilan ve kan kulturlerinden izole
edilen Enterobacteriaceae Uyelerinin arastirildig
bir calismada E. coli ve Klebsiella’dan sonra en sik
Salmonella spp. izole edilmis; izolatlarin %10.4’Un{
olusturmustur®®. Calismamizda, Salmonella spp.,
izolatlarin %1.3’Gn0 olusturmustur. Bununla birlikte,
calismamizdaki Salmonella izolatlarinda 6nemli oran-
da (%26.1) siprofloksasin direnci saptanmistir.

Citrobacter spp., calismamizda kandan izole edilen
Enterobacterales takimi Gyelerinin %1.1’ini olustur-
mustur. Dinyanin farkh yerlerinde ve tlkemizde ya-
pilan ¢calismalara bakildiginda, bu oranin %0 ile %4.1
arasinda degistigi gorulmektedir(®72141517)  Calisma-
mizda, kandan izole edilen Citrobacter izolatlarinin
%60'1n1 Citrobacter freundii olusturmustur. Citrobacter
koseri, Citrobacter braaki, Citrobacter farmeri ve
Citrobacter amalonaticus, kandan izole edilen diger
turlerdir. Calismamizdaki Citrobacter spp. izolatlarin-
da meropenem, amikasin ve sefepime karsi direng
saptanmamistir. Bununla birlikte, izole edilen suslar
arasinda ozellikle C. freundii ve C. braaki'nin dogal
direngli oldugu antibiyotik sayisinin fazla olmasi, bu
turlerin 6nemini artirmaktadir®),

Yurt disinda ve lilkemizde yapilan gesitli calismalarda,
Morganella morganii izolatlarinin kandan izole edilen
Enterobacterales igerisindeki orani %0 ile %1.9 arasin-
da saptanmistir®”111517)  Calismamizda bu oran %0.9
olarak bulunmustur. Meropenem, calismamizdaki
M. morganii izolatlarina karsi en etkili antibiyotik ola-
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rak saptanmis; direng oraninin en ylksek oldugu
(%62.5) antibiyotik ise siprofloksasin olmustur.

Pantoea, Raoultella, Providencia spp. izolatlarinin
toplami, calismamizdaki Enterobacterales izolatlari-
nin %1’ini olusturmustur. Pantoea spp. izolatlarinda
ampisilin haricinde antibiyotik direnci gézlenmemis-
tir. Toplamda yedi adet Raoultella spp. izole edilmis,
bunlardan dordii Raoultella ornithinolytica, gl ise
Raoultella planticola olarak tanimlanmistir. Bu iki tir,
Raoultella cinsi icerisinde en sik karsilasilan tirlerdir.
Raoultella spp. izolatlarinin genellikle antibiyotiklere
duyarli oldugu bilinmektedir®). Trimetoprim-
silfametoksazol ile dogal direngli oldugu ampisilin
haricinde, Raoultella spp. izolatlarinda galismamiz-
daki antibiyotiklere karsi direng saptanmamistir.
Kandan izole edilen Enterobacterales liyeleri igerisin-
de en disuk orana sahip (%0.1) bakteri cinsi
Providencia olmustur. Calismamizda bir Providencia
rettgeri ve bir Providencia stuartii olmak (zere iki
adet Providencia spp. izole edilmistir.

Her ne kadar antibiyotik duyarllk testleri icin altin
standart sivi mikrodiliisyon yontemi olsa da, klinik
ornek yikianun yiksek oldugu hastanelerde sonuglar
otomatize cihazlar kullanilarak verilmektedir.
Calismamizin kapsadigi tarihler arasinda, izolatlarin
antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasi igin iki farkh
otomatize cihaz kullanilmasi, calismamizin kisithhg
olarak degerlendirilebilir. Yapilan c¢alismalarda
Enterobacteriaceae igin genellikle sivi mikrodilisyon
yontemi ile otomatize sistem sonucu uyumu yliksek
olsa da otomatize sistem sonuglarinin yakindan takibi
onemlidir. Klinik 6rneklerden izole edilen enfeksiyon
etkeni mikroorganizmalarin dagiliminin ve antibiyotik
duyarhhklarinin her merkez tarafindan takip edilmesi,
antibiyotik tedavisinin yonlendirilmesi agisindan” ve
epidemiyolojik acidan dnemlidir. Kan dolasimi enfek-
siyonlari énemli mortalite ve morbidite nedenleri
arasinda olup®?, Enterobacterales takimi tyeleri bak-
teriyemilerin énemli bir kismindan sorumludur®® 22,
Calismamizin sonuglarinin, Enterobacterales kaynakh
bakteriyemilerin tedavisinde uygulanacak antibiyotik-
lerin segiminde yol gosterici olabilecegi; ayrica bakte-
riyemi etkeni Enterobacterales Uyelerinin dagilhimi
konusundaki epidemiyolojik bilgi ihtiyacini karsilaya-
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bilecegi duisiinilmektedir.
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Amag: Ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalar ve cocuklarda siddetli gastrointestinal sistem
yakinmalarina yol agabilen Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve Giardia intestinalis’in tanisi
i¢in yerli hastalardan elde edilen izolatlarla yeni bir Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
protokoliiniin gelistiriimesi amacglanmistir.

Yéntem: Mikroskobik incelemesinde yogun miktarlarda Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve
Giardia intestinalis saptanan farkli hastalara ait g diski 6rnedinden ticari bir kit ile DNA
izolasyonu yapilmistir. Once her bir protozoona karsi 6zel PZR protokolii gelistirilmistir. Sonrasinda
bu (g protozoonun birlikte tani konabildigi multipleks PZR protokolii optimize edilmistir.
Bulgular: DNA izolasyonu sonrasi gergeklestirilen multipleks PZR protokoliinde Cryptosporidium sp.,
Blastocystis sp. ve G. intestinalis igin sirasiyla 95 bp, 227 bp ve 258 bp’lik bantlar elde edilmistir.
Sonug: Gelistirilen 6zgiin protokolle Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. ve G. intestinalis’in
multipleks PZR ile tanisi gergeklestirilmistir. Parazitolojik incelemelerde farkli yéntemlerin
kullanilmasindaki zorluklar nedeniyle, optimize edilen bu protokole halk saghdi igin nemli olan
diger protozoonlarin da eklenmesiyle, cok sayida parazitin tek bir molekiiler yéntemle saptanmasi
miimkiin hale gelebilecektir.

Anahtar kelimeler: Multipleks PZR, Blastocystis, Cryptosporidium, Giardia intestinalis, tani
ABSTRACT

Objective: It was aimed to develop a new Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR) protocol
with isolates obtained from local patients for the diagnosis of Blastocystis sp., Cryptosporidium
sp. and Giardia intestinalis, which can cause severe gastrointestinal system complaints especially
in immunocompromised patients and children.

Method: DNA isolation was performed with a commercial kit from three stool samples of
different patients whose microscopic examination showed dense amounts of Blastocystis sp.,
Cryptosporidium sp. and Giardia intestinalis. First, a special PCR protocol has been developed for
each protozoon. Then, the multiplex PCR protocol, in which these three protozoa can be
diagnosed together, was optimized.

Results: In the multiplex PCR protocol performed after DNA isolation, bands of 95 bp., 227 bp. and
258 bp. were obtained for Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. and G. intestinalis, respectively.
Conclusion: Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. and Giardia intestinalis were diagnosed by
multiplex PCR with the original protocol developed. Due to the difficulties in using different
methods in parasitological examination, by adding other protozoa important for public health to
this optimized protocol, it will be possible to detect a large number of parasites with a single
molecular method.

Keywords: Multiplex PCR, Blastocystis, Cryptosporidium, Giardia intestinalis, diagnosis
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GiRiS

Bagirsak parazitlerine bagh enfeksiyonlar diinyanin
ozellikle geri kalmis ve gelismekte olan Ulkelerinde
her yil ¢cok sayida insanin hastalanmasina veya 6lu-
miine neden olabilen, eriskinlerde isgilici kaybina,
cocuklarda ise biyime gelisme geriligine yol acabi-
len énemli bir halk saghg sorunudur®?, Gelismekte
olan ulkelerde her iki-u¢ kisiden birinde bagirsak
paraziti oldugu tahmin edilirken, Glkemizde yapilan
calismalarda bagirsak paraziti gériilme sikliginin %2.2
ila %34.1 arasinda degistigi, Dogu ve Glneydogu
Anadolu’da bu oranin diger bolgelerden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir®®., Bagirsak parazitlerinin yol
actig1 enfeksiyonlar siklikla ishal, kabizlhk, karin agrisi,
bulanti, kusma, kasinti gibi belirtilerle kendini goste-
rirken, bazen de belirtisiz seyredebilir. Cocuklar igin-
se bagirsak parazitlerinin yol agtigl enfeksiyon uzun
vadede daha agir sorunlara yol acabilmekte, cocuk-
larda buyime-gelisme geriligi, sik hastalanma tablo-
su ve okulda 6grenme guicligu gorilebilmektedir?),
immun sistemi baskilanmis hastalarda parazitlere
bagli olusan ishal bazen hayati tehdit edecek kadar
ciddi olabilmektedir®10),

Bagirsak parazitlerine neden olan enfeksiyonlarin
tanisinda mikroskobik inceleme disik duyarhhgina
ragmen halen en yaygin kullanilan yontemdir*4,
Laboratuvara taze ya da fiksatif soltisyon (%10 formol,
sodyum asetat-asetik asit-formaldehit [SAF] fiksatifi,
vb.) icinde teslim edilen diski 6rneginin 6nce %0.9’luk
serum fizyolojik ve Lugolile, daha sonrayogunlastirilip
Lugol solGsyonu ile ve kalici boya preparatlari
(trikrom, demir hematoksilen, Kinyoun asid-fast, vb.)
ile hazirlanan yaymalarin incelenmesi ideal
mikroskobik inceleme yodntemleridir. Tim bu
islemlerin en az (¢ ayri glin alinacak diski 6rnekleriyle
tekrarlanmasiyla diskida var olan parazitlerin
saptanma olasiliklarinin ¢ok yliksek olacagi ifade
edilmektedirt14),

Son vyillarda molekiler biyolojik yontemlerle
parazitolojik hastaliklarin tanisi tim diinyada
yayginlasan bir uygulamadir. Bu yontemlerden en sik
kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ylksek
ozglinlik ve duyarliik degerleriyle bazi bagirsak

parazitlerinin  tanisi  igin  altin  standart
sayllmaktadir®>®, PZR ydntemi arastirilan enfeksiyon
etkeninin tanisina yonelik 6zgullugu ve duyarlihgi
ylksek oldugu icin mikrobiyoloji ve parazitoloji
laboratuvarlarinda, o6zellikle mikroskopla inceleme
veya kiltur ile kolayca saptanamayan enfeksiyon
etkenlerinin tanisi icin son derece yararhidir. Bununla
birlikte, PZR’nin de bazi dezavantajlari vardir; bunlarin
basinda diger tani seceneklerine gére daha pahali
olmasi, 6zel bir laboratuvar, ekipman ve egitimli
personel gerektirmesi sayilabilir. Ayni zamanda,
arastirllan  patojene uygun test kosullarinin
olusturulma sureci olarak tanimlanan optimizasyonun
bazen uzun zaman almasi, test kosullarindaki ufak
sapmalar ya da kontaminasyonlarin testin ¢alismasini
engellemesi de dezavantaj sayllmaktadir®” 18,

PZR’nin farkl uygulamalari arasinda yer alan gergek
zamanl (real time) PZR ve multipleks (¢oklu) PZR
glinimizde parazitolojik enfeksiyonlarin rutin
tanisinda gitgide daha sik kullaniimaktadirt®®2), ki
veya daha c¢ok mikroorganizmaya ait PZR
amplifikasyonunun ayni reaksiyonda es zamanl
olarak gercgeklestiriimesine dayanan multipleks PZR
yontemi, optimizasyonu daha da gli¢ olabilse de son
yillarda paraziter hastaliklar i¢in daha sik kullaniimakta
olup bu yonde gelistirilmis ticari test kitleri ve
bunlarla yapilan arastirmalar bulunmaktadir?®-2?),
Ulkemizden elde edilecek parazit ornekleriyle
yapilacak c¢alismalar sonucunda gelistirilecek
multipleks PZR protokolliniin duyarli, 6zglin ve daha
dusuk maliyetli olacagi igin rutin tanida
kullanilabilecegi ve konvansiyonel yontemlere gore
fark yaratabilecegi dislinilmektedir.

Bu calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dal laboratu-
varlarinda mikroskobik inceleme ile Blastocystis sp.,
Cryptosporidium sp. ve Giardia intestinalis igerdigi
saptanan Uc¢ farkh diski 6rnegi kullanilarak 6zgin
multipleks PZR protokolliniin optimizasyonu amag-
lanmistir.

GEREC ve YONTEM

TIP 2010-121 nolu bu proje Manisa Celal Bayar
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Tablo 1. Cryptosporidium sp. PZR protokoliiniin igerigi.
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Tablo 2. Cryptosporidium sp. i¢in optimize edilen test kosullari.

Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

PZR Tamponu 10X 1X
MgcCl, 25 mM 1.5mM
dNTP karisimi 20 mM 0.2 mM
ileri Primer (FP) 20 uM 0.2 uM
Geri Primer (RP) 20 uM 0.2 uM
“Hot Start Taq polimeraz” 5U/ul 2 U/ul
DNA 2l

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 25 ul’ye tamamlan-
mistir.

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmis, Tip
Fakiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
18.08.2011 tarih 275 sayili izin alinmistir. Ayrica
Manisa Celal Bayar Universitesi BAP Koordinasyon
Birimi’nin 12.06.2013 tarih 7661 sayil yazisi ile proje
bashgl degistirilmesi talebi uygun gorilmiustir.
Arastirmamizda once bagirsak parazitleri saptanmis,
sonrasinda DNA izolasyonu ve PZR ydntemi
optimizasyonu asamalari gergeklestirilmistir.

Bagirsak Parazitlerinin Saptanmasi: Manisa Celal

Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Parazitoloji A.D.
laboratuvarlarinda uygulanan direkt baki (serum
fizyolojik ve Lugol sollsyonlari ile inceleme),
yogunlastirma ve trikrom boyama yontemleri ile
Blastocystis sp. ve G. intestinalis icerdigi saptanan iki
diski 6rnegi ile bunlara ek olarak Kinyoun asit-fast
yontemiyle boyanan ve Cryptosporidium sp. icerdigi
saptanan bir olmak lizere toplam (g diski 6rnegi proje
kapsaminda kullanilmistir. Diski 6rnekleri ¢alismalarin
yapilacagi tarihe kadar -20°C’de saklanmistir.

DNA izolasyonu: Diski 8rneklerinden DNA izolasyonu
ticari kit (“QlAamp DNA Stool Mini Kit”, Qiagen,
Almanya) ile Uretici firmanin tavsiye ettigi sekilde
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri ¢alisma
zamanina kadar -20°C’de saklanmistir.

PZR YOntemlerinin Optimizasyonu: Acibadem
Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji AD’nin isbirligiyle 6zgiin bir multipleks

PZR yontemi gelistirilebilmesi amaciyla dncelikle her
bir parazite ait ayri ayri PZR protokolleri olusturulmus,
sonrasinda ikili ve Ugli PZR optimizasyonu
gerceklestirilmistir.
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Sicaklik (°C) Siire Dongi
95 15 dk 1
95 30 sn
58 30 sn 40
72 30sn
72 7 dk 1

NTC35 37 38 39 40 43 45 48 49 50 84 71 73 P.C.

Resim 1. Cryptosporidium sp.nin UV 1s18inda jel goruntisii.

Cryptosporidium __sp. _icin___PZR ydnteminin

optimizasyonu: Cryptosporidium cinsine 6zgin bir
gen bolgesi BLAST analizleri ve Gen bankasi verileri
kullanilarak arastirilmis ve “Cryptosporidium oocyst
wall protein (COWP)” geninin (Acce. no. HQ332161.1)
korunmus ve 6zgln bir bolgesi belirlenmistir. Buna
uygun olarak “Primer3” programiyla uygun primerler
tasarlanmistir. Daha sonra ise COWP geninin 95 baz
ciftlik (bp) bir bolgesi ¢ogaltilmistir® (Tablo 1, 2).
Cryptosporidium sp. icin PZR ile ¢ogaltilan Grlinler
elektroforez ile ayristirilmistir. Bunun igin %1.8’lik
agaroz jele aktarilan PZR drinleri 100 volt akimda
toplam 100 dakika yiratilmis ve sonrasinda etidyum
bromid ile boyanarak UV isiginda gorintilenmistir
(Resim 1).

Giardia _sp. icin PZR ydnteminin optimizasyonu:

Giardia sp.nin PZR ile saptanabilmesi icin dnceki bir
cahsmamizda gelistirdigimiz primerler ile protokol
kullanilmistir®, Sert kist duvari nedeniyle G. intestinalis
orneklerinin DNA izolasyonunda zorluk g¢ikabildigin-
den, izolasyon oncesi diski 6rnekleri kistlerin parca-
lanmasi amaciyla Roche Magnalyser® ile muamele
edilmistir. Bu amacgla, icinde 1.4 mm capinda seramik
boncuk bulunan (Magnalyser® Green Beads) 2 ml’lik
ozel plastik tiiplere 500 pl tamponlu bir tuz ¢ozeltisi
olan sogutulmus 1 M fosfat tampon sollisyonu (PBS)
eklenmistir. Daha sonra bu ¢ozeltinin lizerine de yak-
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lasik 1.5 mg diski 6rnegi eklenmis ve karisim vorteks
yardimiyla yiksek hizda 30 sn kadar karistirilmistir.
Son asamada 6rneklere Magnalyser’ cihazinda 6500
devirde 1 dk karistirma islemi uygulanmis ve islem
sonunda tlip icerisindeki stispansiyondan 200 ul ali-
nip 2 ml’lik mikrosantrifij tiipline konulmustur. DNA
izolasyon islemi bu asamadan itibaren Qiagen® diski
izolasyon kitiyle (QIAmp DNA Stool Mini Kit, Cat. No.
51504) kitin protokoliine uygun olarak yapilmistir.
Elde edilen izolatlar PZR islemi yapilincaya kadar
-20°C’de saklanmustir.

PZR icin; G. intestinalis tpi geninin ¢ogaltiimasi igin
“Forward” 5'-TGGACTGGCGAGACAAG-3' ve “Reverse”
5'-TCCGGCTTGAGGGAAGC-3' primer seti kullaniimis-
tir. Reaksiyonun son konsantrasyonlari ve isi dongi
cihazi programi Tablo 3 ve 4’de belirtildigi sekilde
hazirlanmistir®). Giardia sp. icin PZR ile cogaltilmis
olan Urinler %1’lik agaroz jelde yuritilmis, etidyum
bromid ile boyandiktan sonra olusmus spesifik bantlar
UV 1siginda gérintilenmistir (Resim 2).

Blastocystis sp. icin PZR yénteminin optimizasyonu:

Blastocystis’e ait 6zgiin bir gen bolgesi BLAST analiz-
leri ve Gen bankasi verileri kullanilarak arastiriimis ve
“Blastocystis sp. small subunit (SSU) ribosomal RNA”
(Acce. no. JN587548.1) Uzerinde korunmus 6zgin bir
gen bolgesi belirlenmistir. Daha sonra Primer3 prog-
rami kullanilarak hazirlanan primerler ile (BLF:
5'-CGAATGGCTCATTATATCAGTT-3' ve BLR:
5'-TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3’) rRNA geninin klguk
alt Unitesinden (SSU) 227 bp’lik bir bolge
cogaltilmistir® (Tablo 5, 6). PZR ile ¢ogaltilan Grinler
daha sonra elektroforez ile ayristirilmistir. Bunun icin
1XTBE tampon ile hazirlanan %1.5’'lik agaroz jele
aktarilan PZR drinleri 100 volt akimda toplam 90

Tablo 3. Giardia intestinalis PZR protokoliiniin igerigi.

Reaksiyon Konsantrasyonu

PZR Tamponu (10X) 5l
MgCl, 2.0 mM
dNTP karisimi 100 mM
ileri Primer (FP) 1ul
Geri Primer (RP) 1l
“Hot Start Taq polimeraz” 2.5 U/ul
DNA 3ul

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 50 ul’ye tamamlan-
mistir.

Resim 2. Giardia intestinalis’in UV 1s18inda jel goriintiisi.

NTC 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

Resim 3. Blastocystis sp.’nin UV 1sigindaki jel goriintiisii.

dakika yurattlmis ve sonrasinda etidyum bromid ile
boyanarak UV i1siginda goruntilenmistir (Resim 3).

Cryptosporidium sp. ve G. intestinalis’in ikili PZR opti-
mizasyonu: Sonraki asamada Cryptosporidium sp. ile

Tablo 4. Giardia intestinalis i¢in optimize edilen test kosullari.

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 3dk 1
95 15sn
58 30sn 35
72 30sn
72 3dk 1

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 50 ul’'ye tamamlan-
mistir.
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Tablo 5. Blastocystis sp. PZR protokoliiniin igerigi.
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Tablo 6. Blastocystis sp. icin optimize edilen test kosullari.

Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu  Konsantrasyonu

PZR Tamponu 10X 1X
MgCI2 25 mM 1.5 mM
dNTP karisimi 20 uM 0.2 uM
ileri Primer (FP) 20 uM 0.2 uM
Geri Primer (RP) 20 uM 0.2 uM
“Hot Start Taq polimeraz” 5U/ul 3U/ul
DNA 24l

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,O) ile karisim 25 ul’ye tamamlan-

Sicaklik (°C) Siure Dongii
95 5 dk. 1
95 30s
58 30s 40
72 45 s
72 5 dk. 1

Tablo 8. Uglii PZR igin optimize edilen test kosullari.

migtir. Sicaklik (°C) Siire Dongi
95 15 dk. 1
Tablo 7. Uglii PZR igin protokol icerigi. 95 30s
Stok Reaksiyon 58 30s 40
Konsantrasyonu Konsantrasyonu 72 45 s
72 7 dk. 1
PZR Tamponu 10X 1X
MgCl, 25 mM 1.5mM
dNTP mix 20 mM 0.2 mM
Blastocystis Forward 20 uM 0.2 uM
Blastocystis Reverse 20 uM 0.2 uM BULGULAR
Cryptosporidium sp. Forward 20 uM 0.8 uM
Cryptosporidium sp. Reverse 20 pM 1uM
Giardia Forward 20 uM 0.6 pM Cryptosporidium sp., Blastocystis sp. ve G. intestina-
Giardia Reverse 20 uM 0.8 uM P "
Hot Start Taq polymerase 5 U/l 2 U/l lis igin sirasiyla 95, 227 ve 258 bp’lik bantlar elde
DNA 2 ul edilmis, agaroz jele aktarilan PZR rinleri UV isiginda

PZR’ye uygun su (PZR-grade H,0) ile karisim 25 ul’'ye tamamlan-
mistir

Giardia sp.’nin ikili PZR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in opti-
mizasyon calismalari yapilmistir. Giardia sp. tek basi-
na ¢ogaltildiginda 258 bp’lik bir bant edilmis, ancak
Cryptosporidium sp. ile birlikte cogaltildiginda ayni
sonu¢ alinamamistir. Bunun Uzerine Giardia sp. tpi
gen bolgesi Uzerinden baska bir baz dizisi primer
olarak kullanilmis ve Giardia sp. igin 113 bp’lik bir
bant elde edildigi tespit edilmistir.

Cryptosporidium sp., G. intestinalis ve Blastocystis

sp./nin Gcld PZR optimizasyonu: Projenin son agsama-

sinda ise, gelistirilmis olan ikili PZR protokoliine
Blastocystis sp.’nin eklenmesi i¢in optimizasyon calis-
malari yapilmistir. Calismalar sonunda, Tablo 7’de
gosterilen test kosullarinda Ugli PZR’nin optimize
oldugu ve (¢ protozoona ait DNA’larin bir arada
basariyla cogaltilabildigi saptanmistir (Tablo 7, 8).
PZR ile ¢ogaltilan Urlinler elektroforez ile ayristiril-
mis, 1XTBE tampon ile hazirlanan %1.5’lik agaroz jele
aktarilan PZR drinleri 100 volt akimda toplam 90
dakika yirattlmis ve sonrasinda etidyum bromid ile
boyanarak UV i1siginda goruntilenmistir.
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gorintilenmistir (Resim 1,2,3).

Cryptosporidium sp. ve G. intestinalis’in ikili PZR
Urlnleri goriintilendiginde ayni jelde sirasiyla 95 ve
113 bp’lik bantlar elde edilmistir (Resim 4).

Plazmid 20 lzmir-
ol ~

3 RS-Cr. lzmir-Cr. Plazmi

GH¥C GHC +

Plaz.C Plaz.G,

Resim 4. Optimize edilen ikili PZR sonrasi Cryptosporidium sp. ile
Giardia intestinalis’in ikili PZR jel goriintisi.
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258 bp Giardia intestinalis
227 bp Blastocystis sp.

95 bp Cryptosporidium sp.

Resim 5. Blastocystis sp., Cryptosporidium sp. ve Giardia
intestinalis’in liglii PZR jel goriintisi.

Projenin son asamasinda Cryptosporidium sp.,
Blastocystis sp. ve G. intestinalis’in bir arada gergek-
lestirilen multipleks PZR optimizasyonu sonucunda
ayni jelde sirasiyla olusan 95, 227 ve 258 bp’lik bant-
lar Resim 5’de gosterilmistir.

TARTISMA

Bagirsak parazitlerinin tanisinda diski 6rneklerinin
mikroskobik bakisi halen tim dinyada en yaygin
yontemdir. Kisa sirede sonug verebilmesi, serum
fizyolojik ile inceleme yapildiginda var olan parazitle-
ri canli saptayabilmesi ve maliyetinin nispeten distk
olmasi nedeniyle hemen hemen tiim laboratuvarlar-
da tercih edilmektedir®. Bununla birlikte, bagirsak
parazitlerinin her gin diskiyla atilmiyor olduklari
bilinse de"*? ¢cogunlukla hastaya ait tek bir digki 6rne-
gi ile tani konulmaya calisildigindan yontemin duyar-
Iiligr disuk kalmakta, incelemeyi yapan uzmanin
tecriibesi de belirleyici olmaktadir. Bagirsak parazit-
lerinin glvenilir mikroskobik tanisinda diski 6rnekle-
rine direkt mikroskobi, yogunlastirma ve kalici boyali
yayma yontemlerinin bir arada ve (g kez farkh giin-
lerde uygulanmasi gerektigi bilinmektedir*>?”, Ancak
zaman ve tecriibe gerektiren bu yontemlerin timu-
nln diinyada ve llkemizde Ug farkli glinde tam olarak

uygulanabildigini soylemek gictir. Buna bagli olarak
diinyada bagirsak parazitlerine ait insidansin gergek-
te ¢ok daha yiiksek oldugu, birgok olgunun tani siire-
cinde atlandigi tahmin edilmektedir*'¥, Bu neden-
lerle ¢cok sayida paraziti bir arada saptayabilen hizh
ve guvenilir molekuler yontemlere gereksinim oldu-
gu disinlilmektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonunun bagirsak parazitleri
icin rutin tanida kullanimi her gegen giin ucuzlamak-
ta ve yayginlasmaktadir. Buglin calisan personelin
maliyetleri ile kiyaslandiginda rutin parazitolojik tani
icin cok sayida 6rnege PZR ile tani konulmasinin daha
dusiuk maliyetli oldugu hesaplanmaktadir®®. Ayrica,
bagirsak parazitlerinin tanisinda molekiler tani yon-
temlerinin geleneksel tani yontemlerine kiyasla ¢ok
daha duyarli ve 6zgiin oldugunu, tek bir diski incele-
mesiyle dahi hastaya tani konulabildigini gosteren
cok sayida calisma mevcuttur®?233, Son yillarda
yapilan bu calismalar sonrasinda, gergcek zamanli
PZR’nin bagirsak parazitlerinin tanisinda “altin stan-
dart” olarak alinabilecegi ileri strGlmustir®32),

Multipleks PZR ile tek bir test suresinde daha g¢ok
hedef bolge amplifikasyonu gergeklestirildiginden
son yillarda mikrobiyolojinin ¢ogu alaninda yaygin
kullanilmaya baslanilmistir®”22, Testin basariyla
sonugclandirilabilmesi igin test icindeki tim mikroor-
ganizmalarin ¢ogaltilabilecegi uygun sicaklhk ve test
sirelerinin tespit edilebilmesi esastir; bu nedenle de
optimizasyonu uzun ve zorlu olabilmektedir. Son bir-
ka¢ yildir en sik enfeksiyona yol acan Entamoeba
histolytica, G. intestinalis, Cryptosporidium sp.,
Blastocystis sp. ve Dientamoeba fragilis gibi bagirsak
parazitlerinden birkagini saptayabilen multipleks PZR
bildiren
yayinlanmaktadir?®3234, Ayrica ishal etkeni patojen-

panelleri  gelistirildigini ¢alismalar
lerini saptamaya yonelik gelistirilmis ticari kitler de
bulunmaktadir; bu kitlerin yiksek maliyetleri goéz
online alindiginda arastirma laboratuvarlarinin yerli
halkta enfeksiyon yapan etkenleri kullanarak, kendi
olanaklariyla yliksek etkinlige sahip 6zgiin multipleks
PZR protokolleri olusturmalari halen cazibesini koru-
maktadir. Biz de bu amagla, laboratuvar olanaklari-
mizi kullanarak hastalarimizda sik enfeksiyona yol
actigini dnceden bildigimiz G. intestinalis, Blastocystis

359



sp., ve Cryptosporidium sp. icin bir multipleks PZR
protokoll olusturmayi hedefledik. Calismalar sonu-
cunda Ug parazitin ayni anda optimize edilmis olarak
saptanabildigi 6zgin bir multipleks PZR protokoli
gelistirilmistir. Bu sekilde tasarlanan primerlerle elde
edilen amplikonlarin G. intestinalis i¢in 258 bp,
Blastocystis sp. igin 227 bp ve Cryptosporidium sp.
icin ise 95 bp uzunlugunda oldugu gorilmastir.
Testin basindaki denemelerde, Giardia sp. tek basina
cogaltildiginda 258 bp uzunlugunda bir bant olustu-
rurken, Cryptosporidium sp. ile ikili cogaltildiginda
kullanilan primer dizisiyle degil, tpi geninin farkh bir
bolgesinden hazirlanan diziyle cogaltilabilmis ve bu
defa 113 bp uzunlugunda bant olusturabilmistir.
Calismanin esas hedefi olan li¢ parazitin bir arada
cogaltilabilmesi ise ilk basta kullanilan ve galismanin
“Gereg ve Yontem” bolim’nde dizisi verilen primer-
lerle gergeklestirilmistir. Bu nedenle, sonradan sen-
tezlettirilen ve sadece Giardia sp. ile Cryptosporidium
sp.nin birlikte cogaltilmasina yarayan primer dizisine
karisikliga yol agmamak igin yer verilmemistir. Sonug
olarak, calismada hedeflendigi sekilde (¢ parazitin
optimal kosullarda PZR ile cogaltiimasi, “Gereg ve
Yontem” bolimiinde agiklanan gen bolgeleri ve pri-
mer dizileri ile gergeklestirilmistir.

Bu arastirmanin kisithihigi Gglu parazit tanisinda mul-
tipleks PZR yénteminin optimizasyonunu hedefleyen
bir 6n calisma olmasi nedeniyle saglikli ve hasta
gruplariyla duyarhlik ve o6zglllik hesaplamalarinin
yapilamamis olmasidir. Takip eden arastirmalarda bu
durumun dikkate alinarak optimize edilen yeni pro-
tokoliin konvansiyonel PZR ve mikroskobiye gore
duyarhhk ve 6zgullugiinin saptanmasi planlanmak-
tadir.

Bu yontemin rutin diski incelemeleri igin kullanima
girmesiyle mikroskobik bakida gozden kacabilen s6z
konusu parazitlerin saptanabilmesi mimkiin olacak
ve bu sayede hastalara etkin tani ve tedavi verilmesi
saglandig gibi, toplum sagligina da katki saglanmis
olacaktir. Gelecekte bu li¢ parazite ek olarak
E. histolytica, D. fragilis ve Cyclospora cayetanensis’in
de optimize edilip bu protokole dahil edilmesi plan-
lanmaktadir. Bu gergeklestiginde, basta immun yet-
mezlikli hastalar olmak Uizere gastrointestinal sistem
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yakinmalari olan tim hastalara 6zel bir “Bagirsak
Parazitleri Paneli” gelistirilmis olacak ve bu sayede
laboratuvarlarda parazitolojik incelemede diski
orneklerine farkli yontemlerin kullanilmasindaki zor-
luklar nedeniyle ¢ok sayida parazitin tek bir moleku-
ler ydontemle saptanmasi mimkiin hale gelebilecek-
tir.
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Amag: Bu ¢alismada, Isparta ili sinirlari igerisinde yer alan icme, tarimsal sulama ve reaksiyonel
amagli kullanilan Egirdir Géli'nde Cryptosporidium spp. ve Giardia spp. parazitlerinin varligi
saptanarak mevsimsel agidan degerlendirilmesi amaglanmustir.

Yontem: Arastirma, Temmuz 2016 - Ocak 2017 tarihleri arasinda yapilmistir ve Egirdir Goli’ndeki
5 farkli istasyondan 3 farkli mevsimde su érnekleri alinmistir. Ornekler direkt baki (Native-Lugol)
ile incelendikten sonra Modifiye Asit Fast (MAF) ile boyanmistir. Preparatlar isik mikroskobunda
parazitolojik agidan degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismada mevsimsel agidan incelenen 15 su érnedinde yaz aylarinda Cryptosporidium
spp. ve Giardia spp. varligi saptanmustir. Egirdir G6lii’'nde mevsimsel olarak en fazla yaz aylarinda
ortalama % 99.2 yogunluk ile Cryptosporidium spp., daha sonra %93.3 yogunluk ile de Giardia
spp. varligi tespit edilmistir. Ayrica, ¢alismada sonbahar ve kis aylarinda da parazitler yine yogun
bir sekilde tespit edilmistir.

Sonug: Egirdir Goli’'niin giinliik ihtiyaglarda kullanilmasi, gél etrafinda tarimin yaygin olarak
yapilmasi ve gdél etrafindaki bazi bélgelerin otlak alani olarak kullaniimasi tespit edilen
protozoonlarin fazla gérilmesine sebep olmaktadir. Sonug¢ olarak ¢alismanin yapildigi Egirdir
Golii'nde 6zellikle yizme turizminin yapildigi dénemlerde parazitolojik ¢alismalar yapilarak, bu
bélgedeki insanlarda ve hayvanlardaki protozoon epidemiyolojisinin belirlenmesine ydnelik
arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, Egirdir Géli’niin icme suyu olarak kullanildigi
bélgelerde halk sagligi agisindan yeterli dezenfeksiyon islemlerinin yapilmasi ve gerekli kontrol
programlarinin planlanmasi énem arzetmektedir.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium spp., Giardia spp., Egirdir gélii
ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to assess both the presence and seasonal variability of
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in Egirdir Lake within the borders of Isparta province,
which is used for drinking, agricultural irrigation and recreational purposes.

Method: The research was carried out between July 2016 and January 2017 and water samples
were taken from five different stations in three different seasons in Lake Egirdir. After direct
microscopic examination of the samples (Native-Lugol method), they were stained with Modified
Acid Fast (MAF), and examined under the light microscope for parasites.

Results: Cryptosporidium spp and Giardia spp were detected in 15 water samples in summer
months, with an average density of 99.2% and 93.3% respectively, in Lake Egirdir. In addition,
both parasites were also detected intensively in autumn and winter

Conclusion: The use of Lake Egirdir for daily needs of people, agriculture andrecreational
purposes cause increase in protozoal density. Thus, it is necessary to conduct parasitological
studies on Lake Egirdir, especially during the periods of swimming tourism, to determine the
protozoal epidemiology in humans and animals. In addition, it is important to carry out adequate
disinfection processes and plan the necessary control programs in terms of public health in the
regions where Lake Egirdir is used as drinking water.

Keywords: Cryptosporidium spp., Giardia spp., lake Egirdir
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GiRiS

Egirdir Golu, Turkiye'nin ikinci en blyik tath su golu-
dir. Dogal igme suyu havzasi olmasinin yani sira
biyolojik ¢esitlilik degerleri bakimindan da uluslara-
rasi dneme sahip bir sulak alan olmasindan dolayi
Tarkiye icin oldukgca onemli bir degerdir. Goller
Bolgesi'nde kuzey gliney dogrultusunda uzanan, yil
boyunca hareketli bir goldir™™. Diinya tatl su kaynak-
larinin glin gectikce yetersiz kalmasi ve artan nifus,
sularin daha dikkatli ve titiz kullaniimasini gerektir-
mektedir. Tatli su insanlar tarafindan; igme suyu,
hayvancilik, tarim arazilerinin sulanmasi ve su Griin-
leri yetistiriciligi gibi faaliyetlerde kullaniimaktadir.
insanlarin yasamini dogrudan etkileyen suyun varli-
ginin yani sira suyun kalitesi de en az suyun varlig
kadar &nemlidir®. icme suyu kullanimi oral-fekal
infeksiyon zincirinin en énemli halkasidir®. Cevreye
insan ve hayvan diskilari ile atilan parazit ookistleri
ve/veya kistleri igme ve kullanma sular, eglence
amagli kullanilan sular araciligiyla insanlara bulasa-
rak enfeksiyon olusturmaktadir. Sularda bulunabilen
ve insan saghgl acgisindan zararli biyolojik etkenler
virtisler, patojen bakteriler ve parazitlerdir®). Bulasic
hastaliklarin ¢ogu insanlara kontamine sulardan
bulasmaktadir. Her yil yaridan fazlasini ¢cocuklarin
olusturdugu yaklasik bes milyondan fazla kisi, su kir-
liligine bagh olarak hayatini kaybetmektedir?9, icme
sularina ve kullanma sularinda parazit kontaminas-
yonun olusturdugu riskler, bu sulara kanalizasyon ve
nehir sularinin karismasi ve kirli sularla bahcelerin
sulanmasinin engellenmesi ile azaltilabilir. Ayrica
suyla bulasan enfeksiyonlarin 6niine gegilmesi biyik
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Olglide suyun bakteriyel ve parazitik kontaminasyo-
nunun engellenmesi ve suyun dezenfekte edilmesi
ile saglanmalidir®. Paraziter hastaliklar, 6zellikle
blylme c¢agindaki cocuklari ve neredeyse toplumun
¢ogu kesimini etkilemektedir. Genellikle asemptoma-
tik veya atipik, nonspesifik bulgularla seyreden bagir-
sak parazitozlari, zihinsel ve bedensel gelisme geriligi
(bodurluk), diistiklere neden olmasinin yani sira isgl-
cli kaybina neden olarak saglik ve ekonomik yonden
etkilerini gostermektedirlert-14),

Son yillarda yurt disinda sularda protozoon parazitlerin
tespiti ve bulas yollarina iliskin ¢alismalar oldukga 6nem
kazanmistir. AncakTirkiye’desukaynakliCryptosporidium
spp. ve Giardia spp. hakkinda sinirli sayida ¢alisma mev-
cuttur. Arastirma alani olarak belirlenen Egirdir G6li’'nde
sadece 2007 yilinda Rad ve ark.® su kdkenli protozoon-
lari arastirmiglardir. Bu c¢alisma haricinde Egirdir
GOliu’'nde protozoon parazitlere yonelik herhangi bir
galisma bulunmamaktadir. Calismamizda Egiridir
GOlU’'nlin halk saghg agisindan 6nemli bir saghk riski
olusturan Giardia spp. ve Cryptosporidium spp. parazit-
leri agisindan arastiriimasi ve mevsimsel olarak deger-
lendirilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Isparta il sinirlari igerisinde yer alan Egirdir
GOlu'nl kapsamaktadir. Arastirmada Temmuz 2016—
Ocak 2017 aylari arasinda Egirdir Goli’'nden belirle-
nen bes farkl istasyondan (Resim 1) g farkli mev-
simde onar litrelik tek kullanimlik plastik bidonlar ile
toplamda 15 su 6rnegi alinmistir. Su 6rneklerine 10

Resim 1. Egirdir Golii’'nden 6rnek alinan istasyonlardan goriniim.
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ml aliminyum silfat AL(SO,), eklenerek pH 5.4-5.8
olacak sekilde ayarlanmistir. Cokelmenin gergekles-
mesi i¢in 6rnekler yaklasik 20-24 saat karanlik kosul-
da oda sicakhginda bekletilmistir. Orneklerin Ust kis-
mindaki siipernatant bir L kalana kadar atilmistir ve
daha sonra 2100 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifuj edil-
mistir. Ustteki sivi atilarak 50 ml'lik pellet kullanilin-
caya kadar +4°C’deki buzdolabinda saklanmistir.

Santifiij isleminden sonra elde edilen 50 ml’lik pellet-
ten yayma preparatlar hazirlanarak dnce direkt baki
(Native-Lugol) ile 40x objektifte Giardia spp. ve 100x
objektifte immersiyon yagi ile Cryptosporidium spp.
yonilinden taranmistir. Benzer sekilde su 6rneklerin-
den yayma preparatlar hazirlanarak Modifiye Asit
Fast (MAF)
Cryptosporidium spp. varhgi agisindan taranmistir.

boyanmistir ve 100x objektifte

BULGULAR

Calismada Temmuz 2016-Ocak 2017 aylari arasinda
Egirdir Goli’'nden Ug farkh mevsimde toplamda 15
adet su 6rnegi incelenmistir. incelenen su érnekle-
rinde yaz aylarinda Cryptosporidium spp. (Resim 3)
ve Giardia spp. (Resim 4) varligi oldukca yaygin ola-
rak gozlenmistir. Tablo 1 incelendiginde ise, Egirdir
Golu’'nde mevsimsel olarak en fazla yaz aylarinda
ortalama % 99.2 yogunluk ile Cryptosporidium spp.,
daha sonra %93.3 yogunluk ile de Giardia spp. varhgi
tespit edilmistir (Tablo 1, Resim 3). Ayrica, ¢alismada
sonbahar ve kis aylarinda da parazitler yine yogun bir
sekilde tespit edilmistir.

Resim 3. Modifiye asit fast boyasi ile boyanmis Cryptosporidium
spp. ookistleri (100x).

Tablo 1. Egirdir Goli’nden tespit edilen parazitlerin aylara gére
dagihmi

Tespit Edilen Toplam Yaz  Sonbahar Kis
Parazit incelenen Aylan Aylan Aylan
Ornek Sayisi  Ort. (%) Ort. (%) Ort. (%)
Cryptosporidium spp. 15 99.2 86 97.7
Giardia spp. 15 93.3 31.1 66.6

Calismada Temmuz 2016—Ocak 2017 aylari arasinda
Egirdir GOlU’'nden Ug farkl mevsimde toplamda 15 adet
su 6rnegi incelenmistir. incelenen su érneklerinde yaz
aylarinda Cryptosporidium spp. (Resim 3) ve Giardia
spp. (Resim 4) varligi oldukga yaygin olarak gozlenmistir.
Tablo 1 incelendiginde ise, Egirdir Goli’'nde mevsimsel
olarak en fazla yaz aylarinda ortalama %99.2 yogunluk
ile Cryptosporidium spp., daha sonra %93.3 yogunluk
ile de Giardia spp. varlig tespit edilmistir (Tablo 1,
Resim 2). Ayrica, calismada sonbahar ve kis aylarinda da
parazitler yine yogun bir sekilde tespit edilmistir.
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Resim 2. Egirdir Goli’'nden tespit edilen parazitlerin aylara gore dagilimi.
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Resim 4. Direkt bakida Giardia spp. kisti (40x).

TARTISMA

Hayatimizin vazgegilmezi olan su, tasiyabildigi cesitli
organik-inorganik maddeler ve mikroorganizmalarla
bircok hastaligin meydana gelmesine sebep
olmaktadir®), Calisma alani olarak belirlenen Egirdir
Goli’'ntn de glnluk ihtiyaglarda ve tarimsal amacgh
sulamada kullanildigi bilinmektedir. Kontamine sular-
dan kaynaklanan hastalik ve salginlarin engellenmesi
icin ilk 6nce insan ve hayvan diskilari iceren atik sula-
rin akarsu, dere, gol veya seyreltme potansiyeli
disuk olan koy ve korfezler gibi alici ortamlara veril-
mesinden énce uygun bir dezenfeksiyon islemi yapil-
masi gerektigi de bildirilmistir®®'”. Ayrica klorlamaya
karsi son derece direngli olan bu parazitlerin konta-
mine olmus deniz, gol, irmak ve yiizme havuzlarin-
dan bulasabilecegi bilinmektedir*®. Calismada tespit
edilen Giardia spp. insan igin en yaygin protozoon
infeksiyonu olarak bilinmektedir. Yapilan galismada
%93.3 oldukea yiiksek bir yogunluk ile Giardia spp.
varhgl saptanmistir. Cryptosporidium spp. ookistle-
riyle kirlenmis sular ise hem insanlar hem de hayvan-
lar icin tehlike olusturmaktadir®®. Calismada ortala-
ma % 99,2 yogunluk ile Cryptosporidium spp. varlig
tespit edilmistir. Rad ve ark/nin® 2007’de Isparta ili
genelinde yapmis olduklari bir calismada yoredeki
cesitli su kaynaklarindan aldiklari 6rneklerde
Cryptosporidium parvum ve Giardia intestinalis varli-
gini incelemislerdir. Egirdir Go6li’nden alinan su
orneklerinde Giardia kistleri ve C. parvum ookistleri-
ni insan aktivitesinin yogun oldugu plajlarda gozle-
misler ve olasilikla kanalizasyondan fekal bulasma
olabilecegini rapor etmislerdir. Yapmis oldugumuz bu
calisma sonucunda elde edilen verilerde Rad ve ark.®
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yapmis oldugu calisma ile paralellik gostermektedir.
Calismamizda ozellikle yaz aylarinda tespit edilen
parazitlerin varhiginin insan aktivitesinden, gol ¢evre-
sindeki hayvanciliktan ve tarimin yapilmasindan kay-
naklandigi tespit edilmistir. Sonbahar ve kis mevsim-
lerinde tespit edilen parazitlerin de atik sularin kon-
taminasyonu sonucu ortaya cikabilecegi dislnil-
mektedir (Tablo 1). Mevsimsel olarak, giyardiosisin
yazlari ve erken sonbaharda daha fazla goruldigiini
ve hastaligin belli derecede mevsimsel karakter tasi-
digi da bilinmektedir®. Ayrica 2007 yilinda Rad ve
ark.® tarafindan yapilan galisma ve bizim ¢alismami-
zin verilerine gére Egirdir Goli’'nde sucul parazitler
kaynakli halk saghgi riskinin halen devam ettigi net
bir sekilde gorilmektedir. Castro-Hermida ve ark.?Y
2007 yilinda ispanya’nin Tambre Irmagi’ndan 22 kay-
naktan ve li¢ 6nemli iIrmak agzindan 50 Llik su 6rne-
gi toplamislardir. Calisma sonucunda su 6rneklerin-
deki Cryptosporidium ookist miktari ve Giardia kist
miktari sonbahar ve kis aylarina gore bahar ve yaz ayla-
rinda ¢ok yuksek ¢ikmistir. Wilkes ve ark.®?, tarim arazi-
lerinin yogun oldugu bolgelerdeki ylzey sularinda
Cryptosporidium ookisti, Giardia kisti, patojenik bakte-
riler ve indikator bakteriler arasindaki mevsimsel iligkiyi
arastirmiglardir. Calisma sonucuna gore sonbahar ve kis
doénemlerinde indikator bakterilerle beraber parazitle-
rin sayllarinin da arttigi gézlenmistir. Cryptosporidium
spp. ookistleri sonbahar (Eylul, Ekim) mevsiminde artis
gostermistir. Calismamiz da ise Egirdir Goli’'nde mev-
simsel olarak Temmuz ve Agustos aylarinda sayica en
fazla ve yogun olarak Cryptosporidium spp. daha sonra
Giardia spp. tespit edilmistir.

Egirdir GOlU'nln Isparta ilindeki bazi bélgelerde icme
suyu olarak kullanildigi bilinmektedir. Diinya Saghk
Orgiiti’niin (WHO) verilerine gére de bulasici hasta-
liklarin  %70’i insanlara kontamine sulardan
bulasmaktadir®). Bagirsak hastaliklari, ishal, Hepatit
A, Hepatit E, dizanteri, koli basili, kolera, parazit
enfeksiyonlari gibi bircok hastalik suyolu ile bulas-
maktadir. Ozellikle kentsel yerlesimin kurulu oldugu
bolgelerde kullanilan igme suyu insan sagligini tehdit
etmektedir. Bu sebeple icme sularinin azami o6l¢lide
her tirli kontaminasyondan uzak tutulmasi, s6z
konusu parazitlerin klorlamaya direngli olmasi da g6z
ontline alinirsa sehir suyu sebekelerinde etkili biyolo-
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jik aritma (stper klorlama, ozonlama, filtrasyon, kay-
natma vb.) sistemlerinin uygulanmasi gerekmektedir.
Toplum sagligl agisindan da, 6zellikle paraziter hasta-
liklar konusunda ve kisisel hijyenin énemliligi hakkinda
toplumsal bilgilendirme c¢alismalarinin arttiriimasi son
derece 6nem arz etmektedir. Calisma sonucuna gore,
Egirdir Goli’'nde hastalik riskinin halen mevcut oldu-
gunu ve paraziter hastaliklar yoniinden heniz herhan-
gi bir tedbir alinmadigi acik bir sekilde gorilmektedir.
Parazitlerin suya bir kere karistiktan sonra halk saglhgi-
na, cevreye ve ekonomiye ne kadar ¢ok zarar verebile-
cegi distinlildigiinde insan ve gevre saghgi agisindan
bu konu ile gerekli calisma ve tedbir 6nlemlerinin bir
an once alinmasi gerektigi distinilmektedir. Ayrica,
elde edilen verilere gore kontrol programlarinin hazir-
lanmasi ile bolgedeki halk saghgini korumaya yonelik
olumlu sonuglar doguracagi dusiintilmektedir.
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gerekmemektedir.
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(074

Amag: Sepsis olgularinda yanhs antimikrobiyal tedavi alan veya tedavi almayan olgularda 6liim oranlari
kaybedilen her saat basina artis géstermektedir. Bu ¢alismada, etkenin konvansiyonel kiiltiir yéntemine
oranla daha hizli tanimlanabilmesi amaciyla konvansiyonel kan kiiltiiri/MALDI TOF yéntemi ile lizis
filtrasyon sonrasi MALDI TOF MS (LFM) ve mikroarray yonteminin karsilastirlmasi amaglanmistir.
Yontem: Kasim 2015-Subat 2016 tarihleri arasinda Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi, Eriskin
Yogun Bakim (initelerinde izlenen hastalardan alinan kan kiiltiirii 6rneklerindeki 39 Gram negatif etkene
mikroarray ve LFM islemi uygulanip, ardindan MALDI TOF sistemi ile ¢alisildi. Bakteri kolonisinden
yapilan MALDI TOF tir dizeyinde tanimlama ile lizis filtrasyon sonrasi uygulanan MALDI TOF ve
mikroarray test yontemlerinin sonuglari karsilastirildi.

Bulgular: Kan kiiltiirii cihazindaki pozitif sinyal stireleri en kisa yedi saat 55 dakika, en uzun 31 saat 22
dakika, ortalama pozitiflik siiresi 12 saat 55 dakika olarak belirlendi. Kiiltir sonrasi MALDI TOF
identifikasyonu ile LFM identifikasyonun duyarliligi %82 (32/39), mikroarray yénteminin ise duyarliligi
%87.1 olarak hesapland. Lizis filtrasyon sonrasi uygulanan MALDI TOF ile mikroarray yéntemlerinin
birbirleri ile benzerligi %79.4 (31/39), her (¢ yéntemin birlikte tutarli sonug verdigi 6rneklerin orani ise
%76.9 (30/39) olarak hesaplandi. En sik saptanan (g etken Klebsiella spp, Acinetobacter spp. ve
Escherichia spp. kiiltiir sonrasi MALDI TOF ve LFM yéntemi ile uyumu Cohen’in kappa katsayisi sirasi ile
0.715, 0.843, 0.938; mikroarray yéntemi ile uyumu 0.935, 0.753, 0.938 olarak hesaplandi ve her (¢
bakteri igin de yiiksek uyumluluk elde edildi.

Sonug: Elde edilen verilere dayanilarak, hem lizis filtrasyon hem de mikroarray platformunun sepsis
tanisini kisaltmalari agisindan yararl oldugu disinilmdstir. Lizis filtrasyon yontemi maliyet etkinlik
agisindan 6nde bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Sepsis, matrix-yardimli laser desorpsiyon-ionizasyon kiitle spektrometrisi, filtrasyon,
mikroarray analizi

ABSTRACT

Objective: Each hour of delay in antibiotics administration increases mortality in sepsis. The aim of this
study was to decrease the bacteria identification time to initiate appropriate antibiotic treatment as
early as possible.

Method: Tests were applied to 39 Gram negative bacteria isolated from blood cultures sent to our
laboratory from intensive care units between November 2015- February 2016. The results of bacterial
identification tested on both microarray and LFM methods were compared.

Results: In the comparison of MALDI-TOF MS after sub-culture, MALDI-TOF after lysis centrifugation and
microarray methods, sensitivity was determined as 82% (32/39) in LFM and as 87.1% (34/39) in the
microarray method. All three methods had a concordance of 76.9% (30/39). Most common species
identified in this study were Acinetobacter spp., Klebsiella spp. and Escherichia spp., and their Cohen’s
Kappa coefficients for LFM and post-subculture MALDI were calculated as 0.715, 0.843, and 0.938,
respectively. In addition, their BC-GN microarray and post-subculture MALDI concordance rates
calculated with Cohen’s Kappa were 0.935, 0.753 and 0.938, respectively. Both methods showed good
correlations with the post-culture MALDI method.

Conclusion: Lysis centrifugation and microarray platforms decrease the identification time in blood
culture processing successfully. Results of this study suggest that for the laboratories with MALDI-TOF
mass spectrophotometer, the lysis filtration method is a fast and cost-effective method that may be
suitable for routine procedures.

Keywords: Sepsis, matrix-assisted laser desorption-lonization mass spectrometry, filtration, microarray
analysis
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GiRiS

Kanda bakteri bulunmasi bakteriyemi olarak belirti-
lirken, bakteriyemi tablosunun devami sonucu,
immiinolojik mekanizmalarin da olaya katilmasiyla
beliren tablo sepsis olarak tanimlanirl®. Sepsis, yuk-
sek mortalite ve morbidite ile seyreden, her yil diinya
¢apinda yaklasik 18 milyon olguya ve %28-50 olguda
da 6lime neden olan bir klinik tablodur®. Sepsise
bagh 6limlerde yas, enfeksiyon etkeni, enfeksiyonun
kazanildigi yer ve altta yatan primer hastalik 6nemli-
dir. Sepsis olgularinda ilk 24 saat uygun antimikrobi-
yal tedaviye baslanmasi prognoz agisindan oldukga
onemlidir, yanhs antimikrobiyal tedavi alan veya
tedavi almayan olgularda 6lim oranlari kaybedilen
her saat basina %7.6 oraninda artis gostermek-
tedir®,

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakteriyeminin ke-
sin tanisi icin kullanilan altin standart yontem kan
kaltaradar®. Kan kilturiinde etkenin Uretilmesi ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin c¢alisiimasi igin en
az 48-72 saatlik bir siire gerektiginden, ginimuzde
spesifik etkeni ayni gilin icerisinde saptayabilen ve
saptanan etkenin dnemli direng paternlerinin calisi-
labilecegi molekiler tabanli testler de kullaniimaya
baglanmistir®s),

Bu calismada, lizis filtrasyon ve matrix assisted laser
desorption/ionization time of flight (MALDI TOF MS)
kombine edilerek yapilan identifikasyon ve konvansi-
yonel kan kiltlri sonrasi yapilan MALDI TOF MS ile
identifikasyon sonuglarinin karsilastirilmasi amaglan-
mistir.

GEREG ve YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan (31.07.2014 tarih ve 14-6/3 No.lu
karar) onaylanmistir.

Kasim 2015-Subat 2016 tarihleri arasinda Ege
Universitesi, Tip Fakiltesi Hastanesi, Eriskin Yogun
Bakim Unitelerinde takip edilen hastalardan alinan
ve BioMerieux BactALERT™ (BioMérieux, Fransa) kan
kiltird sisteminde pozitif sinyal veren kan kultira

siseleri degerlendirildi. Sinyal sonrasi kan kultlra
siselerinin pozitif sinyal verme sireleri kaydedildi,
kan kulturt siselerinden alinan 6rnek %5 koyun kanli
agar ve EMB agar besiyerlerine inokiile edildi ve
Gram ile boyali preparatlari hazirlandi. inkiibasyon
sonrasi olusan koloniler Vitek MALDI TOF MS
(BioMérieux, Fransa) sistemi ile tiir diizeyinde tanim-
landi. Etken Nanosphere Verigene System™ BC-GN
mikroarray sisteminin (Nanosphere Inc. Northbrook,
ABD) veri tabaninda bulunan bakteri grubunun igeri-
sinde ise ¢alismaya dahil edildi.

Eszamanl olarak, yonergelere uygun yontemlerle
hazirlanmis soltsyonlar ve gerecler ile dogrudan
pozitiflik saptanan kan kulturi sisesinden lizis filtras-
yon islemi uygulanip ardindan Vitek MALDI TOF MS
(BioMérieux, Fransa) ile tur dizeyinde tanimlama
islemi yapildi®). Calismaya lizis filtrasyon yontemine
uyumlu olmadig icin antibiyotik inhibitéri iceren
kan kiltard sisesi alinmadi.

Son olarak ayni kan kiltirt siselerinden alinan 0.7
mL 6rnek kullanilarak kapali sistem niikleik asit eks-
traksiyon ve amplifikasyon sonrasinda nanopartikiil
problari ile calisan Nanosphere Verigene System
BC-GN mikroarray (Nanosphere Inc. Northbrook,
ABD) test yontemi ile Gram negatif etkenin ve direng
genlerinin tanimlanmasi gerceklestirildi®.

Ardindan, rutin olarak uygulanan ve bakteri koloni-
sinden yapilan MALDI TOF MS ile tir dizeyinde
tanimlamaiile lizis filtrasyon sonrasi uygulanan MALDI
TOF MS (LFM) ve mikroarray test yontemlerinin
sonuglari karsilastirildi. istatiksel analiz yéntemi ola-
rak Cohen’nin Kappa katsayisi SPSS 18.0 programi
ile belirlendi®®. En sik saptanan (¢ bakteri olan
Klebsiella, Acinetobacter ve Escherichia tirlerinin
kaltir sonuglar ile lizis filtrasyon ve microarray
testleriile uyumu hesaplandi. Cohen’in kappa dege-
rinin degerlendirilmesinde Landis ve Koch’un tablo-
su kullamldi™, Kiltiir sonrasit MALDI TOF MS ydnte-
mi ile elde edilen sonug altin standart kabul edile-
rek duyarliik hesaplandi®. Altin standart olarak
kullanilan kilttr sonrasi MALDI TOF MS yénteminin
molekiler bir yéntemle verifikasyonu yapilamadigi
icin 6zglllik degerlendirilmedi.
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Lizis filtrasyon sonrasi MALDI-TOF MS prosediri
(LFM): Pozitif sinyal veren kan kiltlra sisesinden ali-
nan 2 mL kan kaltlrd 6rnegiile 1 mL lizis tampon ¢6-
zeltisi (% 0.6 Brij 97+0.4M CAPS; pH=11.7) karistirildi
ve 5 saniye vortekslendi. iki dakika sonra elde edilen
lizat, 0.45 pum kahnlhginda 2 cm ¢apinda bir polieter-
siilfon filtreden 40 saniye boyunca vakumlu aspirator
yardimi ile el yapimi iki yollu bir filtre tutucusu kulla-
nilarak stiziildu. Fothergill ve ark.® galismasinda, kul-
lanilan filtre tutucu ticari bir firmanin Gretmis oldugu
yuksek maliyetli bir filtre tutucu sistemi ile yapiimistir
fakat bu galismada demir borularin tutturulmasi ile
elde edilmis el yapimi bir filtre tutucu vakum diizene-
gi hazirlanarak calisildi. Filtrede kalan pellet, tg¢ kez 3
ml yikama tamponu ¢ozeltisi (20 nM Sodyum fosfat
+% 0.05 Brij 97 +% 0.45 NaCl, pH=7.2) ile yikandi. Filt-
redeki pellet, bir polyester uglu swab ile (Cleanmo™
TX743, Guandong, Cin) Vitek ™ MS tepsisine akta-
rildi. Pellet 1 uL CHCA (a-Siyano-4-hidroksisinnamik
asit) matriksi ile kaplandiktan sonra identifikasyon Vi-
tek™ MS cihazi aracihgiyla gergeklestirildi. Filtreleme
isleminden sonra, kullanilan filtreler filtre tutucudan
¢ikarildi ve filtre tutucu %0.5 sodyum hipoklorit ile
temizlendi. Bu yontemin kan ornegi basina toplam
maliyeti, hasta basina yaklasik 13 ABD dolari olarak
hesaplandi. Ornek hazirlik asamalari ve Vitek MALDI
TOF MS (BioMérieux, Fransa) cihaziyla identifikasyon
asamasi yaklasik 15 dakika strdd.

Nanosphere Verigene™ BC-GN mikroarray testi: BC-
GN mikroarray testi, Uretici talimatlarina gore ger-
ceklestirildi. Bu test, Acinetobacter spp., Citrobacter
spp., Enterobacter spp., Proteus spp. bakterilerinin
cins dlizeyinde tespiti ve Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas
aeruginosa ve Serratia marcescens bakterilerinin tlr
dlzeyinde tespitiicin, rpsA, ompA/mrkC, gyrB/metB,
atpD, oppA, yggE, ompA, sodA, chiC /ampC genlerini
hedefleyen problara sahip bir mikroarray platformu
CTX-M b/aKPC’ blaNDM’ blaVlM’
bla,,, ve bla_, direng belirleyicilerini de belirleyebil-

kullanmaktadir. Ayrica bla

me yetenegine sahip bir testtir. Calisma prosediri
olarak her bir 6rnek icin Verigene™ Processor SP’ye
bir ekstraksiyon tepsisi, bir test kartusu ve bir utility
tepsisi yerlestirildi. Test kartusunun numune kuyucu-
guna 700 pl kan kaltard sivisi 6rnegi konuldu, 2.5 saat
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sonra, test kartusu Verigene™ Processor SP’den ¢ika-
rildi ve reaktif paketi substrat tutucusundan ayrildi.
Substrat tutucu, analiz igin Verigene™ okuyucusuna
yerlestirildi ve identifikasyon sonuglandirildi. Ornek
basina BC-GN mikroarray testi icin tahmini maliyet
100 ABD Dolari olarak hesaplandi. Ornek hazirlik asa-
malari ve test asamalarinin sonuglanmasiyla yaklasik
¢ saatte identifikasyon gerceklestirildi.

BULGULAR

Kan kulturl pozitiflik sinyal slireleri en kisa 7 saat 55
dakika, en uzun 31 saat 22 dakika, ortalama pozitiflik
sliresi 12 saat 55 dakika olarak kaydedildi.

Calismaya alinan toplam 39 etkenin konvansiyonel
kiltirden elde edilen koloniler kullanilarak MALDI
TOF MS yodntemiyle yapilan identifikasyonunda en
stk saptanan Ug¢ etken Klebsiella pneumoniae (12,
%30.76), Acinetobacter baumannii (11, %28.2) ve
Escherichia coli (7, %17.94) olarak siralanmistir. Kil-
tir sonrasi MALDI TOF yontemi, LFM ve mikroarray
yontemleri ile elde edilen identifikasyon sonuglari
karsilastirmali olarak Tablo 1’de sunulmustur.

Dort kultlr sisesinden yapilan LFM tani yontemiyle
sonug elde edilemezken, iki kan kiltlru sisesinden
yapilan calismada konvansiyonel kiltiir yontemiyle
elde edilenden farkli bakteri tanimlanmasi gergek-
lestirildi. Lizis filtrasyon yontemi kullanilarak tanim-
lama yapilamayan dort sisenin Gglnin kaltGrinde
Acinetobacter baumannii, bir 6rnekte de Citrobacter
freundii identifiye edildi. Farkli cins tayini yapilan iki
ornekten birincisinde konvansiyonel yéntemle
Acinetobacter baumannii olarak identifiye edilen
bakteri Clostridium perfringens, ikincisinde ise kon-
vansiyonel yéntemle Klebsiella pneumoniae, olarak
identifiye edilen bakteri Escherichia coli olarak ta-
nimlandi.

Calismaya alinan 39 6rnegin lgiinde (%7.69) mikro-
array yonteminde “NO_CALL’ hatasi alinmis ve bu
ornekler “tanimlama yapilamadi” olarak kabul edil-
di. Mikroarray yontemiyle tanimlanamayan etkenler
kiltir ve ardindan MALDI TOF yontemiyle sirasiyla
Acinetobacter baumannii, Serratia marcescens ve
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Tablo 1. Kullanilan ii¢ yontemle elde edilen identifikasyon sonuglari.

Kiiltiir sonrasi VITEK Kiltiir sonug LFM Verigene BC-GN Mikroarray

MS sonucu suiresi (dakika) sonucu mikroarray sonucu direng paterni

A. baumannii 651 yok Acinetobacter spp. OXA

A. baumannii 654 C. perfringens NO CALL HATASI

K. pneumoniae 560 K. pneumoniae K. pneumoniae OXA+CTX-M+NDM

S. marcescens 747 S. marcescens NO CALL HATASI

K. pneumoniae 915 E. coli E. coli CTX-M

C. freundii 667 yok C. freundii+Enterobacter

A. baumannii 590 A. baumannii Acinetobacter spp. OXA

E. coli 475 E. coli E. coli

A. baumannii 505 A. baumannii Acinetobacter spp.

K. oxytoca 630 E. coli E. coli NDM

E. coli 1902 E. coli E. coli

E. cloaceae 481 E. cloaceae Enterobacter spp.

C. koseri 724 C. koseri Citrobacter spp. CTX-M

K. pneumoniae 691 K. pneumoniae K. pneumoniae OXA

K. pneumoniae 624 K. pneumoniae K. pneumoniae CTX-M+NDM

A. baumannii 910 A. baumannii Acinetobacter spp. OXA

K. pneumoniae 683 K.pneumoniae K. pneumoniae CTX-M

K. pneumoniae 749 K. pneumoniae K. pneumoniae CTX-M+0OXA

K. pneumoniae 538 K. pneumoniae K. pneumoniae

A. baumannii 714 A. baumannii Acinetobacter spp. OXA

P. aureginosa 583 P. aureginosa P. aureginosa

E. coli 1334 E. coli E. coli

A.baumannii 754 A. baumannii Acinetobacter spp. OXA

A. baumannii 662 A. baumannii Acinetobacter spp. OXA

K. pneumoniae 940 K. pneumoniae K. pneumoniae CTX-M+0OXA

E. cloaceae 538 E. cloaceae Enterobacter spp.

E. coli 1064 E. coli E. coli

C. freundii 688 C. freundii Citrobacter spp. OXA

K. pneumoniae 694 K. pneumoniae K. pneumoniae CTX-M+0OXA

A. baumannii 928 yok Acinetobacter spp.

E. coli 535 E. coli E. coli

P. aureginosa 970 P. aureginosa P. aureginosa

E. coli 1271 E. coli NO CALL HATASI

K. pneumoniae 508 K. pneumoniae K. pneumoniae CTX-M+0OXA

A. baumannii 821 yok Acinetobacter spp. OXA

A. baumannii 1744 A. baumannii Acinetobacter spp. OXA

E. coli 693 E. coli E. coli

K. pneumoniae 508 K. pneumoniae K. pneumoniae CTX-M+0OXA

K. pneumoniae 582 K. pneumoniae K. pneumoniae

Tablo 2. Kiiltiir ile LFM metodlari ile en sik saptanan ii¢ etkenin Tablo 3. Kiiltiir ve microarray metodlari ile en sik saptanan iig

Cohen’in kappa degeri ve uyum degerlendirilmeleri. etkenin Cohen’in kappa degeri ve uyum degerlendirilmeleri.

Kultir ve LFM uyumu Degerlendirme Kultir ve mikroarray Cohen’in  Degerlendirme

Kappa degeri uyumu Kappa degeri

Acinetobacter spp Onemli derecede uyusma Acinetobacter spp 0.935 Neredeyse kusursuz
olmasi uyusma olmasi

Escherichia spp Neredeyse kusursuz Escherichia spp 0.753 Onemli derecede uyusma
uyusma olmasi olmasi

Klebsiella spp Neredeyse mikemmel Klebsiella spp 0.938 Neredeyse kusursuz
uyusma olmasi uyusma olmasi

Escherchia coli olarak identifiye edildi. %82 olarak hesaplandi. Mikroarray ile kaltir yon-

teminin sonuglari birbiriyle %87.1 (34/39) oraninda

Kiltir sonrasi MALDI TOF MS identifikasyonu ile benzerlik gosterdi. Kiltir ile kombine MALDI TOF

LFM yontemi karsilastirildiginda %82 (32/39) ben- MS altin standart olarak kabul edildiginde, duyarhhk

zerlik saptandi. Kaltir ile kombine MALDI TOF MS %87.1, LFM ile mikroarray yontemlerinin birbirleri

altin standart olarak kabul edildiginde, duyarlilik ile benzerligi %79.4 (31/39) saptandi. Her (¢ yonte-
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min birlikte tutarli sonug verdigi 6rneklerin orani ise
%76.9 (30/39) olarak hesaplandi. Kiltur yontemi ile
LFM yontemleri ile en sik saptanan lg¢ etken olan
Acinetobacter, Escherichia ve Klebsiella cinsleri ele
alinarak iki yontem arasindaki uyum Cohen’in kappa
katsayisi degerleri Tablo 2’de paylasiimistir. Ayni se-
kilde en sik saptanan (¢ etken ele alindiginda, kiltr
yontemi ile mikroarray yonteminin uyumundan elde
edilen Cohen’in kappa katsayisi degerleri Tablo 3'te
sunulmustur.

TARTISMA

Sepsis, tanisi ve tedavisinde zorluklar yasanan ve
yuksek morbidite ile mortaliteye sahip klinik tablo-
lardan birisidir.

Cesitli calismalarda, sepsislerin %27-74’Gnde Gram
pozitif bakterilerin, %20-64’tinde Gram negatif bak-
terilerin etken oldugu, %15 ve daha az oranda ise
polimikrobiyal etken izole edildigi gésterilmistirt®®),
Kan kiltirinde izole edilen Gram negatif etkenlerin
sikliklari tilkelere ve bildirilen merkezlere gore degis-
kenlik gostermekle birlikte, llkemizde yapilan bir
calismada Gram negatif sepsis etkenleri %57.1 sap-
tanmistir ve siklik sirasi ¢oktan aza sirasiyla;
Escherichia coli, Acinetobacter spp, Klebsiella spp,
Pseudomonas spp, Enterobacter spp, Proteus spp
olarak bildirilmistir®. Calismamizdaki olgu sayilari-
nin kisith olmasi ve sadece Verigene System BC-GN
(Nanosphere, ABD) mikroarray sisteminin veri taba-
ninda bulunan bakterilerin ¢alismaya alinmasi nede-
niyle, elde edilen veriler 1siginda ¢alismamizdaki etken
dagilimlari Glkemizdeki diger calismalarla karsilastiril-
diginda benzer etken dagilimini yansitmamustir.

GUnlmuzde MALDI TOF MS teknolojisinin yayginlas-
masiyla lizis filtrasyonun ile kombine edilerek basari-
It bir hizli tani yontemi gelistirilmistir. Fothergill ve
ark’nin® LFM teknigi kullandiklari ¢calismasinda 131
izolat Uzerinde vyapilan calismada, tir dizeyinde
tanimlama uyumu, subkultir sonrasi yapilan Vitek
MS (bioMérieux, Fransa) uygulamasi ile %99 olarak
saptanmistir.

Kultlr sonrasi MALDI TOF uygulamasinin 16s rRNA
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genotipleme yerine altin standart olarak kabul edile-
bilirligi ile ilgili cesitli gériusler vardir®, Kiltir sonrasi
MALDI TOF uygulamasi ile karsilastirildiginda bu
calismada LFM yonteminin duyarliigi %82 olarak
saptanmistir. Bu ¢alismadaki basari oraninin benzer
¢alismalara gore disik olmasinin nedeni olarak el
yapimi filtre tutucunun teknik olarak kullanim zorlu-
gu yaratmasi ve galisilan bakteri sayisinin sinirli olma-
si seklinde yorumlanmistir. Ayrica LFM ydnteminin;
kullanicinin becerisine dayali bir ydntem olmasi, LFM
yontemi ile ¢coklu etken bulunan ve komr iceren kan
kiltird siselerinden yapilan ¢alismalarda basari ora-
ninin dustk oldugu cesitli calismalarda gosteril-
mistir?),

Mikroarray yontemi, son yillarda mikrobiyoloji ala-
ninda dnemli gelisim gdstermis, umut verici bir hizh
tani yontemidir®4, Mancini ve ark.nin®® Verigene
System BC-GN mikroarray sistemi kullanilarak Gram
negatif etkenler tizerinde yapmis olduklari arastirma-
da, 102 pozitif kan kultiri ¢alisilmis ve konvansiyo-
nel kiltir yontemiyle %97.9 oraninda uyumlu sonug
bulunmustur. Yapilan bir maliyet/etkinlik calismasin-
da Hill ve ark. Verigene System BC-GN yonteminin
hastalara dogru antibiyoterapi baslanmasini 33 saat
daha erkene aldigini ve 33 hastanin dahil edildigi bu
¢alismada antibiyotik ve diger ek hasta giderlerinde
70.000 ABD Dolari tasarruf saglandigi bildirilmisler-
dir. Kim ve ark/nin® bu c¢alismada, kullandigimiz
LFM ve mikroarray yontemlerinin kullanildigl benzer
calismada iki yontem arasindaki uyumun %99.1 ola-
rak saptandig bildirilmistir.

Sunulan bu ¢alismada, Verigene System mikroarray
testi ile konvansiyonel kan kiltliri sonrasinda yapi-
lan MALDI TOF MS identifikasyon sonuglari arasinda
34/39 uyum saptanmistir. Kilttr sonrasi MALDI TOF
ile tanimlama yontemi altin standart olarak deger-
lendirildiginde mikroarray testinin duyarlili§i %87.1
olarak hesaplanmistir. Arastirmanin ilk basladig
donemde alinan iki “NO_CALL” hatasinin deneyim
eksikligine bagli kullanici hatasi kaynakli olabilecegi
yorumu yapilmistir, 33 No.lu kan kultlrd sisesinde
alinan “NO_CALL"” hatasinin nedeni ise belirleneme-
mistir.



M. Soylu ve ark., Bakteriyemide MALDI-TOF ve Lizis Filtrasyon Degerlendirmesi

Verigene System BC-GN iki saat icerisinde sonug ver-
mesi, kullanim kolayhgi, ayni sisede birden fazla
etkeni yakalayabilmesi, direng geni saptayarak klinis-
yene ESBL Uretimi ve karbapenem direnci bilgisi
verilebilmesi, antibiyotik inhibitorli siselerle calisa-
bilme ve yiksek duyarhlik gibiavantajlara sahiptirt¢7),
Bu sistemin dezavantajlari, hasta basi maliyetlerinin
yliksek olmasi, laboratuvarda ek alana gereksinim
duyulmasi, saptayabildigi patojenlerin ve direng gen-
leri icin mevcut veri tabaninin kisith olmasidir. Bu
calismada saptanan verilere dayanarak, Verigene
System BC-GN mikroarray platformunun bakteriye-
mili hastalar icin iki saat icerisinde ylksek dogrulukta
bakteri identifikasyonu sagladigi yorumu yapilabilir.
CGalismamizin sonuglarinda mikroarray testinden elde
edilmis direng genlerinin varligi bir diger molekiler
yontemle verifiye edilememistir.

Sonug olarak, hem LFM yontemi hem de mikroarray
platformunun bakteriyemi tani stirelerini kisaltmalari
acisindan yararl oldugu dustnilmigstir. Mikroarray
sisteminin pozitif sinyal alinmis inhibitor iceren veya
icermeyen kan kilturd sisesinden (i¢ saat icerisinde
identifikasyon ve direng geni bilgisi verebilmesi, kisi-
ye bagimh kullanim hatalarini en aza indirgemesi,
coklu etkeni taniyabilmesi gibi avantajlarinin yanin-
da, saptayabildigi etken sayisinin ve direng geninin
kisith olmasi ve maliyet ylksekligi gibi dezavatajlari
da bulunmaktadir. Lizis filtrasyonun 15 dakika iceri-
sinde ¢ok daha genis veritabaninda identifikasyon
yapabilmesi, mikroarray testi ile benzer duyarhlik ve
Ozglllige sahip olmasi, hasta basi maliyetinin ¢ok
daha diisuk olmasi ve ek alana gereksinim duyulma-
masi gibi avantajlari vardir. Dezavantaj olarak uygula-
ma zorlugu, inhibitorli siseden sonug verilememesi,
testi yapanin deneyimine gore sonuglarin degisebil-
mesi ve direng bilgisi eksikligi gosterilebilir.
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Amag: Son yillarda Enterobacterales bakterileri arasinda artan karbapenem direnci tedavi segeneklerini
oldukga kisitlamaktadir. Bu direncin temel mekanizmasi karbapenemaz enzimlerinin dretimidir. Bu ¢alismanin
amaci; hastanemizde yatan hastalardan izole edilen karbapeneme direngli Enterobacterales izolatlarinin
karbapenemaz gen c¢esitliliginin arastirlmasi ve KPC geni bulunan izolatlarin klonal iliskilerinin
degerlendirilmesidir.

Yéntem: Ocak 2019-Mart 2019 tarihleri arasinda; idrar, kan, trakeal aspirat, yara ve balgam érneklerinden izole
edilmis olan ve karbapenem grubundaki antibiyotiklerden en az birine direngli, 48 Enterobacterales izolati
calismaya dahil edilmistir. Enterobacterales izolatlarinin; igti Escherichia coli ve 45°i Klebsiella pneumoniae’dir.
Bu izolatlarda; OXA-48, NDM, KPC, IMP ve VIM karbapenemaz gen varligi 6zgiil primerler kullanilarak
polimeraz zincir tepkimesi yontemi ile arastirilmistir. KPC geni tasiyan K. pneumoniae izolatlar1 arasindaki
klonal iliskinin belirlenmesi amaciyla PFGE yéntemi kullaniimistir.

Bulgular: Calisma bulgularina gére g E. coli izolatinin ikisi blaOXA-48, biri blaKPC pozitif olarak tanimlanmisgtir.
Kirk bes K. pneumoniae izolatinin ise 30°u yalnizca blaOXA-48, ikisi yalnizca blaNDM pozitif olarak bulunmustur.
K. pneumoniae izolatinin yedisinde hem OXA-48 hem de NDM genleri tanimlanirken, geriye kalan alti
K. pneumoniae izolatinda yalnizca KPC gen pozitifligi bulunmustur. IMP ve VIM karbapenemaz genleri ¢alisma
izolatlarinin higbirinde saptanmamustir. KPC geni tasiyan K. pneumoniae izolatlari arasindaki klonal iliskinin
arastirilmasi amaciyla yapilan PFGE analizinde dért izolatin ayni pulsotipe (A), dider iki izolatin ise farkh
pulsotiplere (B-C) ait oldugu gériilmdistiir.

Sonug: Bu ¢calisma, yapilan literatiir taramasindan elde edilen verilere gére KPC karbapenemaz geninin, Dokuz
Eyliil Universitesi Hastanesi’nden bildirildigi ilk calismadir.

Anahtar kelimeler: Karbapenemaz, Enterobacterales, KPC
ABSTRACT

Objective: In recent years, increasing carbapenem resistance of Enterobacterales bacteria limits treatment
options, considerably. The main mechanism of this resistance is the production of carbapenemase enzymes.
The aim of this study is to determine carbapenemase gene types in Enterobacterales isolates from our
hospitalized patients and assess the clonal associations of the isolates with KPC gene.

Method: A total of 48 clinical Enterobacterales isolates resistant to at least one carbapeneme and received
between January 2019 and March 2019 were included in the study. Sample types were consisted of urine,
blood, tracheal aspirate, wound and sputum. Of these isolates, three were Escherichia coli while 45 were
Klebsiella pneumoniae. Types of carbapenemases were investigated by polymerase chain reaction, using
specific primers for VIM, IMP, NDM, KPC and OXA-48 genes. PFGE was performed to determine the clonal
associations between blaKPC positive K. pnemoniae isolates.

Results: According to the results, blaOXA-48 (n=2) and blaKPC (n=1) were found to be present among E. coli
isolates. Regarding 45 K. pneumoniae isolates; only blaOXA-48 and only blaNDM were present in 30 and two
isolates, respectively. Seven K. pneumoniae isolates were found positive for both blaOXA-48 and blaNDM.
Remaining K. pneumoniae isolates (n=6) harboured only blakKPC. None of the isolates were positive for blalMP
and blaVIM. PFGE analysis showed four isolates had the same pulsotype (A), while two had different pulsotypes
(B-C).

Conclusion: To our knowledge, this is the first report of KPC gene isolated in Dokuz Eylul University Hospital.

Keywords: Carbapenemase, Enterobacterales, KPC
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GiRiS

Gram negatif basil morfolojisindeki Enterobacterales
ailesi Gyeleri kalin bagirsak mikrobiyotasinda bulun-
makta ve yaygin olarak insanda enfeksiyon etkeni
olarak gézlenmektedir. Hem toplum kaynakli hem de
saglk hizmeti ile iliskili enfeksiyonlara neden olan
Enterobacterales ailesi; idrar yolu enfeksiyonlarina,
kan dolagimi enfeksiyonlarina, pnémoniye, menenji-
te ve tibbi cihaz kaynakli enfeksiyonlara neden
olabilmektedir®®, Son yillarda genis spektrumlu
B-laktamaz lireten Enterobacterales enfeksiyonlari-
nin tedavisinde, son secenek olarak karbapenemle-
rin kullaniimasi, bu ila¢ grubuna karsi da direncin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur®®3), Bu bakteriler
horizontal gen aktarimi yoluyla (plazmid ve trans-
pozon aracilikli) genetik materyal ve dolayisiyla
direng genleri kazanma egilimindedirler™. Bu
nedenle gin gectikce karbapenemlere direng art-
makta, direncgle birlikte etkin tedavi segenekleri
kisitlanmaktadir®3,

Karbanemlere karsi direng genel olarak; enzim (reti-
mi, atihm pompasi kaynakli ve/veya porin mutasyo-
nu ile goriilmektedir. Bunlar arasinda, enzim Gretimi
en stk gozlenen direng¢ mekanizmasidir.
Enterobacterales ailesinde goriilen karbapenemazlar
cesitli siniflara ait olabilirler. Bunlar Ambler siniflan-
dirmasina gore Sinif A'dan Klebsiella pneumoniae
karbapenamaz (KPC); Sinif B'den New Delhi metallo-
(NDM),
Pseudomonas (IMP) ve Verona “integron-encoded”
metallo- B-laktamaz (VIM); Sinif D’den ise OXA-48-

benzeri karbapenemazlar olarak gruplandiriimis-

B-laktamaz “Imipenem-resistant”

lardir®. Enterobacterales izolatlarindaki direng oran-
lari ve dirence neden olan karbapenemazlar bolgele-
re gore cesitlilik gostermektedir®. Simdiye kadar
Ulkemizde yapilan ¢calismalarda, OXA-48, NDM, KPC,
IMP, VIM tipi karbapenemazlar tanimlansa da en sik
bildirilen karbapenemaz geni OXA-48 olmustur®,
Bu calismada amag; hastanemizde yatan hastalardan
izole edilen karbapeneme direngli Enterobacterales
izolatlarinin karbapenemaz gen cesitliliginin arastiril-
masi ve KPC geni bulunan izolatlarin klonal iliskileri-
nin degerlendirilmesidir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Dokuz Eylil Universitesi, Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
(02.12.2019 tarih ve 2019/29-34 karar No.) onaylan-
migtir.

izolatlar: Calismaya, Ocak 2019—Mart 2019 tarihleri
arasinda Dokuz Eylil Universitesi, Hastanesi
Bakteriyoloji laboratuvarina gelen; yatan hastalara
ait idrar, kan, trakeal aspirat, yara ve balgam ornekle-
rinden izole edilen, en az bir karbapeneme karsi
direncgli toplam 48 Enterobacterales izolati
(Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae) alinmistir.
izolatlarin tanimlamasinda geleneksel yéntemler ve
VITEK-2 otomatize sistemi kullaniimis olup, antibiyo-
tik duyarhliklar disk difiizyon yontemi ile EUCAST
kriterlerine goére degerlendirilmistir. Tek hasta tek
izolat olacak sekilde alinan klinik érneklerin dagilimi
Sekil 1'de verilmistir.

2% 2%

M idrar (27)

Kan (12)
M Trakeal Sekret (7)
M Balgam (1)

I'Yara (1)

Sekil 1. Klinik 6rnek dagilimi.

Karbapenem Direng¢ Genlerinin Belirlenmesi:
izolatlara ait karbapenemaz genleri (bla,, s pemer
bla bla ., bla,, ve blalMP) daha once litera-

tirde kullanilan ve Tablo 1’de belirtilen 6zgin pri-

NDM-benzeri’

merler ile polimeraz zincir tepkimesi (PCR) yontemiy-
le arastiniimistir. Pozitif kontrol icin daha 6nceden bu
gen bolgeleri belirlenmis ve sekans ile dogrulanmis
izolatlar kullanilmistir. PCR igin %10 gliserol iceren
Tryptic Soy Broth (TSB)’da -40°C’de saklanan izolatlar
kanli besiyerine ekilerek 37°C’de bir gecelik inkiibas-
yona birakilmistir. Kalip DNA izolasyonu igin 300 pl
steril distile su igerisinde birkag saf koloni homojeni-
ze edilmis ve 100°C’de 10 dakikalk kaynatma isle-
minden sonra 100 RPM’de 5 dakika santrifiij edilerek
supernatant kalip DNA olarak kullanilmistir. PCR igin
tepkime karisimlari toplam hacim 50ul olacak sekil-
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Tablo 1. Karbapenemaz genlerinin belirlenmesinde kullanilan onciiller.

Primer Dizisi Uriin Biiyiiklugi Tepkime Sartlan Referans
NDM-F:5’- CAA TAT TAT GCA CCC GGT CG-3’ 826 bp 94°C->5 dk, 6n denatiirasyon (11)
NDM-R:5’- ATC ATG CTG GCC TTG GGG AA-3’ 94°C->1dk, denattirasyon
55°C->1 dk, birlesme } 30 dongl
72°C->1,5 dk, uzama
72°C->10 dk, son uzama
OXA-48-A:5'-TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG-3’ 438 bp 94°C-»5 dk, 6n denatiirasyon (12)
OXA-48- B:5’-GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC-3’ 94°C->1dk, denattirasyon
53°C->1dk, birlesme } 30 dongl
IMP-A: 5’-GAA GGY GTT TAT GTT CAT AC-3’ 586 bp 72°C->1 dk, uzama (13)
IMP-B: 5’-GTA MGT TTC AAG AGT GAT GC-3’ 72°C->10 dk, son uzama
94°C->5 dk, 6n denatiirasyon
94°C->1dk, denattirasyon
VIM-A: 5'-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC-3’ 388 bp 57°C->1dk, birlesme } 30 déngi (13)
VIM-B: 5’- TCG GTC GAA TGC GCA GCA CC-3’ 72°C->1 dk, uzama
72°C->10 dk, son uzama
94°C->5 dk, 6n denatiirasyon
KPC-F: 5’-TGTCACTGTATCGCCGTC-3’ 94°C->1dk, denattirasyon
KPC-R: 5’-TATTTTTCCGAGATGGGTGAC-3’ 331 bp 54°C->1dk, birlesme } 30 déngi (14)
72°C->1 dk, uzama
72°C->10 dk, son uzama
TN .. . .10
de, bla,, .. oncullerinden 25 pmol bla, bla,,, E. coliizolatlarinin ikisi (%66.6) bla , . ve biri (%33.3)
bla,,, bla,, oncillerinden 20 pmol icerecek sekilde bla,,. pozitiftir. 45 K. pneumoniae izolatinin 30'u

ve 5 ul kalp DNA kullanilarak hazirlanmistir. PCR
yuriitme kosullari Tablo 1’de belirtilen sekilde yapil-
mistir. PCR {rlinleri agaroz jel elektroforezinde
gorintilenerek Grtn baylklukleri degerlendirilmis-
tir. izolatlarda PCR ile belirlenen her bir farkli karba-
penemaz gen bolgesi, dogrulama amaci ile dizi anali-
zine gonderilmistir. DNA dizi analizi Macrogen firma-
st (ABI 3730xI System) tarafindan hizmet alimi seklin-
de yapilmistir.

“Pulsed Field” Jel Elektroforezi (PFGE): KPC geninin
hastanemizdeki yayiliminin klonal olup olmadigini
anlamak tzere bla, . pozitif izolatlara PFGE uygulan-
mistir. PFGE ¢alismasi, PulseNet Escherichia coli pro-
tokoltine gore yapilmistir ®°). Elde edilen jel gorintu-
st Tenover kriterlerine gore analiz edilerek her bir
izolat igin pulsotip atanmigtir®),

BULGULAR

Ocak 2019-Mart 2019 tarihleri arasinda gesitli klinik
orneklerden izole edilen ve en az bir karbapeneme
direncli bulunan 48 Enterobacterales izolatinda (Ug
E. coli ve 45 K. pneumoniae izolati) arastirilan karba-
penemaz genlerinin dagilimi séyle bulunmustur:

(%66.6) yalnizca bla,, ,., ikisi (%4) yalnizca bla
yedisi (%15.5) ise hem bla,, ,.hem de bla, p

olarak belirlenmistir. Geriye kalan alti (%13.3)

NDM’
ozitif

K. pneumoniae izolatinda yalnizca bla,,. pozitifligi
bulunmustur. IMP ve VIM karbapenemaz genleri
hicbir izolatta pozitif bulunmamistir (Tablo 2). Ayni
gen pozitifligine sahip ayni tir izolatlarin antibiyog-
ram paternleri gesitlilik gdstermektedir. E. coli izolat-
larvigin, bla,, . pozitif izolat dagilimi gocuk hemoto-
loji/onkoloji servisi (n=1) ve genel cerrahi servisi
(n=1) seklindedir. bla,,  pozitif bulunan tek E. coli
izolati kok hiicre nakil Gnitesinden gonderilmistir.
K. pneumoniae izolatlarinda; yalnizca bla_, . pozitif
izolat dagilimi anestezi yogun bakim (n=2), ¢ocuk
hastaliklari ve sagligi servisi (n=1), cocuk hemotoloji/

Tablo 2. Enterobacterales izolatlarinin karbapenemaz dagilimi.

Karbapenemaz tipi Klebsiella Escherichia  Toplam
pneumonie coli Sayi (%)
Sayi (%) Sayi1 (%)
OXA-48 30 (66.6) 2 (66.6) 32 (66.6)
NDM 2 (4.4) 0 2 (4.16)
OXA-48 + NDM 7 (15.5) 0 7 (14.5)
KPC 6(13.3) 1(33.3) 7 (14.5)
IMP 0 0 0
VIM 0 0 0
Toplam 45 (93.75) 3(6.25) 48 (%100)
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onkoloji servisi (n=1), dahili yogun bakim servisi
(n=1), enfeksiyon servisi (n=1), gastroenteroloji ser-
visi (n=1), genel cerrahi servisi (n=2), gégls hastalk-
lari servisi (n=1), goégis kalp damar yogun bakim
servisi (n=1), kardiyoloji servisi (n=2), kardiyoloji
yogun bakim (n=5), nefroloji servisi (n=5), onkoloji
servisi (n=5), ortopedi servisi (n=1), Uroloji servisi
(n=3), sadece bla,,, pozitif izolat dagilimi; hemoto-
loji servisi (n=1) ve anestezi yogun bakim (n=1) sek-
lindedir. Hem bla_,, ,.
dahili yogun bakim servisi (n=3), nefroloji servisi
(n=1), palyatif bakim servisi (n=1), g6gls hastaliklari
servisi (n=1) ve onkoloji servisinden (n=1) génderilir-

hem de bla, , pozitif izolatlar;

ken, bla,,  pozitif izolatlar; anestezi yogun bakim
(n=4), gastroenteroloji servisi (n=1) ve norosirurji
servisinden (n=1) gonderilmistir. Yapilan dizi analizin-
OXA-48” NDM
womer KPC karbapenemaz
geninin bla,, , oldugu belirlenmigtir. KPC geni tasi-

de, OXA-48 karbapenemaz geninin bla
karbapenemaz geninin bla

yan alti K. pneumoniae izolati i¢in yapilan PFGE ana-
lizine gore Ug farkl pulsotip (A-C) belirlenmistir. Ocak
ayinda anestezi yogun bakimdan izole edilen Ug izo-
lat ile gastroentereloji servisinden izole edilen bir
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Sekil 2. KPC geni tasiyan Klebsiella pneumoniae izolatlarinin
PFGE goriintisi.
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izolatin ayni pulsotipte (A) oldugu gorilmustar.
Anestezi yogun bakimdan izole edilen diger bir K.
pneumoniae izolati ile norosirurji servisinden izole
edilen K. pneumoniae izolatinin farkli pulsotiplerde (B
ve C) oldugu gorilmustir. PFGE gorintusu Sekil 2'de
gosterilmistir.

TARTISMA

Antimikrobiyal direng, bltin dinya tlkelerinde oldu-
gu gibi Ulkemizde de ciddi bir saglik sorunudur®”,
Coklu dirence sahip K. pneumoniae izolatlari, hasta-
nelerde hizli yayilm gostererek karbapenemaz gen-
lerini hareketli genetik elemanlar yoluyla diger Gram
negatif bakterilere de aktarmaktadir®. Ozellikle has-
tane enfeksiyon etkeni olarak goriilen Enterobacterales
bakterilerinde hizli yayillim ve aktarim sonucu artan
karbapenem direnci, salginlara, uzun hastane yatisla-
rina ve mortaliteye neden olmaktadir®®”. Farkli
hastanelerde yatis, yogun bakim Unitelerinde uzun
sureli kalma, katater kullanimi, antibiyotik kullanimi
ve altta yatan hastaliklar karbapenem direnci igin risk
faktorlerini olusturmaktadir8-20,

Turkiye’de 2000-2003 vyillari arasi izole edilen izolat-
larla yapilan antimikrobiyal direnc¢ slirveyans calis-
masinda (MYSTIC) imipenem ve meropenemin Gram
negatif bakteri enfeksiyonlarinda kullanilabilecek en
etkili ilaglar oldugu belirtilmis ve izolatlarin ¢ogun-
lukla meropenem ve imipeneme duyarl oldugu
gosterilmistir??, Bununla beraber, 2007 yilinda, has-
tane izolati olan Gram negatif bakteriler ile yapilan
antimikrobiyal strveyans (HITIT-2) ¢alismasinda imi-
peneme direngli K. pneumoniae izolatlari tanimlan-
mis ve karbapeneme direncli izolatlarin ortaya ciktig
ve hizla artis gdsterecegi vurgulanmistir®. Daha
sonra yapilan calismalarda da karbapenem direncli
izolat sayisinda artis oldugu gésterilmistir®19,

Karbapenem direncine neden olan karbapenemaz
genleri, farkli tarih ve bolgelerde, farkl bakterilerde
ortaya ¢tkmistir. ilk MBL ¢evrede bulunan ve firsatg
olan Bacillus cereus, Aeromonas spp. ve
Stenotrophomonas maltophilia bakterilerinden izole
edilmistir. IMP-1; ilk defa Serratia marcescens bakte-
risinde 1991 yilinda Japonya’da tanimlanmistir. Daha
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sonra 33 IMP varyanti gosterilmis ve IMP tipi karba-
penemazlar diinyanin bir¢cok bélgesinde goérilmeye
baglanmistir. IMP tipi enzimler Tayvan’da, Japonya’da
ve Cin’in dogusunda endemik olarak rapor edilmek-
tedir. MBL ailesinin diger bir geni olan VIM-1 ilk defa
1997 yilinda italya’da tanimlanmistir. Kisa bir siire
sonra varyanti olan VIM-2, Fransa’da Pseudomonas
aeruginosa izolatinda tanimlanmistir. VIM-2 diinya
¢apinda en ¢ok rapor edilen MBLdir ve Gliney Avrupa
ile Guneydogu Asya’da endemik olarak
tanimlanmaktadir??. NDM-1 ise ilk defa 2008 yilinda
daha 6nce Hindistan’da New Dehli’de yatan ve isve¢’e
gelen bir hastadan izole edilmistir®™. Siklikla Birlesik
Krallik, Hindistan ve Pakistan’da gorilse de yapilan
¢alismalarda, diinyanin birgok yerinde NDM-1 varligi
gosterilmistir. Diger bir karbapenemaz geni olan KPC,
ilk defa 1996 yilinda bir K. pneumoniae izolatinda
ABD’de tanimlanmistir?. Kuzeydogu Amerika’da
endemik olan KPC karbapenemaz geni®” birkac yil
icinde Yunanistan, israil ve Cin gibi tilkelerde de gos-
terilmis ve yapilan birgok calismada, KPC geni taslyan
izolatlar ile ilgili salginlar rapor edilmistir(t202324,
Turkiye’de ilk defa 2003 yilinda K. pneumoniae bak-
terisinden izole edilen OXA-48, daha sonra hastane
enfeksiyon salginlarinin kaynagi olarak yaygin bir
sekilde goriilmeye baslanmis ve giincel yayinlarda da
en sik gorllen kabapenemaz geni olma ozelligini
tasidigr gosterilmistir®22), OXA-48 geni, ilk tanimla-
madan sonra Avrupa’nin bazi Ulkelerinde, Afrika’da,
Amerika Birlesik Devletleri’'nde ve Kanada da rapor
edilmistir®, Turkiye’de endemik olarak goriilen OXA-
48 daha sonra vyapilan bir¢cok calismada rapor
edilmistir>10181925 B{jtiin bu karbapenemaz genleri-
nin tanimlanmasi ve yayllmasindan sonra; karbape-
nemaz Ureten Enterobacterales izolatlarinin, diger
karbapenem direngli Enterobacterales izolatlarina
gore virlilansinin yliksek oldugu ve artan mortalite ile
iliskili oldugu ortaya konmustur®?®, Mortalite ile iligki-
lendirilen karbapenemaz genlerinin bu hizli yayilimi
g6z online alindiginda, karbapenem direngli izolatla-
rin molekdler tayini daha da énem kazanmaktadir.
Calismamizda, karbapeneme direngli K. pneumoniae
ve E. coli izolatlarinda; OXA-48, NDM, KPC, IMP ve
VIM direng genleri arastiriimistir. Ulkemizde endemik
olan OXA-48 karbapenemaz geni, ¢alisma sonuglari-
miz ile benzer olarak yapilan bircok calismada®

10.18.19.27) Enterobacterales izolatlarinda en ¢ok tanim-
lanan gen olmustur. Turkiye'de bla,,, ilk defa 2011
yilinda geng bir hastanin kan kiltiiriinden izole edi-
len K. pneumoniae izolatinda tanimlanmistir ?®, Daha
sonra yapilan calismalarda, Turkiye’de en cok izole
edilen ikinci karbepenemaz geni durumuna
gelmistir®7:191827) Calismamizda da OXA-48 geninden
sonra en ¢ok tanimlanan karbapenemaz geni NDM'dir.
Ulkemizde IMP tipi karbapenemaz ilk defa 2003 yilin-
da, VIM tipi karbapenemazlar ise 2005 yilinda
Enterobacter cloacae izolatlarinda tanimlanmigtir>39),
Daha sonra yapilan galismalarda ise IMP ve VIM geni
tasiyan az sayida bakteri tanimlanmistir(7:10.18),
Calismamizda ise, yapilan bazi arastirmalara benzer
olarak®®) izole edilen Enterobacterales izolatlarin-
da IMP ve VIM genleri tanimlanmamistir.

bIaKPC’
gelen bir kadin hastanin endotrakeal aspirat 6rnegin-

Ulkemizde ilk defa 2012 yilinda Romanya’dan

den izole edilen K. pneumoniae izolatinda
gosterilmistir®, Daha sonra 2013 yilinda karbape-
nem direncli 22 Enterobacterales izolati ile yapilan
calismada, iki K. pneumoniae izolatinda KPC geni
tanimlanmistir®. istanbul Universitesi, Cerrahpasa
Tip Fakiltesi Hastanesi’'nde, Mart 2011-Mayis 2012
tarihleri arasinda gesitli klinik 6rneklerden izole edi-
len 24 ertapeneme direngli E. coli izolatinin ikisinde
KPC geni tanimlanmistir®, Ege bolgesinde bulunan
11 merkezden alinan toplam 164 Enterobacterales
Uyesinde karbapenem genleri arastiriimis ve Afyon
Kocatepe Universitesi’nden génderilen ayni hastaya
ait iki izolatta KPC geni tanimlanmistir®?. Yapilan
bircok calismada ise, KPC karbapenemaz geni
bildirilmemistir®7®. Yine 2014 yilinda, 18 merkez-
den toplanan karbapeneme direngli E. coli
ve K. pneumoniae izolatlar ile yapilan ¢alismada,
KPC geni hicbir izolatta gérilmemistir®. 2019 yilinda
yapilan ¢ok merkezli diger bir calismada ise karbape-
nem direngli izolatlarin %16’sinda yalnizca KPC geni-
ni, %2.8’inin ise hem NDM hem de KPC genlerini
tasidigl  gézlenmistir®). Calismamizda ise, 48
Enterobacterales bakterisinin %14.7’sinde KPC geni
belirlenmistir. Geriye yonelik yapilan PCR galismasina
gore, bla,, hastanemizde ilk defa 15 Eylil 2018 tari-
hinde yatan bir hastanin kan kiltiiriinden izole edilen
K. pneumoniae izolatinda ortaya c¢iktigl gortlmustir.
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PFGE analizine gore, ayni klona ait li¢ K. pneumoniae
izolatinin yakin tarihlerde anestezi yogun bakimda
yatan hastalardan izole edildigi gorilmustir. Takip
eden aylarda KPC geninin farkli klonlar arasinda ve
baska servislerde yatan hastalar arasinda yatay gegis
ile yayildig1 distinilmektedir.

Salginlara neden olan karbapenem direngli
Enterobacterales izolatlari saglik agisindan ciddi teh-
dit olusturmaktadir. Bu izolatlarin takibi karbapene-
maz genlerinin yayiliminin engellenmesi ve hastane
salginlarinin dnlenmesi agisindan oldukga 6nemlidir.
Calismamizla KPC geni hastanemizden ilk kez bildiril-
mistir. Ozellikle bu tiir direng genlerinin yayiliminda
horizontal gegis riskinin olmasi izmir’deki hastaneler-
de ortak klonlarin ortaya ¢ikmasi olasiligini kuvvet-
lendirmektedir. Bu nedenle KPC geni taslyan izolatla-
ra karsi hastanelerdeki ilgili birimlerin dikkatli olmasi
onerilmektedir.
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0z

Amag: Kimdlatif antibiyotik duyarlilik raporlari, ampirik tedavinin dogru segilmesine ve antibiyotik direnciyle
miicadele politikalarinin gelistirilmesine rehberlik edebilir. Bu ¢alismada, hastanemizde yatan hastalara ait
klinik 6rneklerden izole edilen gram negatif ve gram pozitif etkenler igin bir yillik kiimiilatif antibiyotik duyarlilik
raporunun hazirlanmasi amaglanmustir.

Yontem: Bakterilerin tanimlamasi ve antibiyotik duyarliliklari otomatize VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) sistemi
ile test edilmis ve antibiyogram sonuglari The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2021) onerilerine gére degerlendirilmistir. Kimdilatif antibiyotik duyarlilik raporu, Analysis and
Presentation of Cumulative Antimicrobial Susceptibility Test Data (CLSI 2014, M39-A4) rehberinde yer alan
kriterlere gére hazirlanmustir.

Bulgular: Bu ¢alismaya 1.490 izolat dahil edilmistir. Gram pozitif bakterilere en etkili antibiyotikler vankomisin,
teikoplanin, linezolid ve tigesiklin olmustur. Bu antibiyotiklere ek olarak tetrasiklin de Enterococcus spp.
izolatlarinda etkili bulunmustur. Enterik bakterilerden Escherichia coli izolatlarinda tigesiklin ve sefuroksim etkili
iken, driner enterik E. coli izolatlarinda nitrofurantoin ve meropenemin ampirik tedavide kullanilabilecedi tespit
edilmistir. Proteus mirabilis’e karsi en etkili antibiyotiklerin meropenem ve amikasin oldugu gérilmistir.
Enterik ve dlriner enterik bakteriler igerisinde Klebsiella pneumoniae izolatlarinda ampirik tedavide tercih
edilecek higbir antibiyotik segeneginin kalmadigi tespit edilmistir. Acinetobacter baumannii izolatlarinda en
etkili antibiyotigin tigesiklin, Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda ise en etkili antibiyotigin tobramisin
oldugu belirlenmistir.

Sonug: Gram negatif ve gram pozitif bakteriler icin ampirik tedavi secenekleri olduk¢a sinirlidir ve kiimilatif
antibiyotik raporlarinin yakindan izlenmesinin antibiyotik direng oranlarini iyilestirip azaltacagina inaniyoruz.

Anahtar kelimeler: Kiimilatif antibiyogram, enterik bakteriler, nonfermentatif bakteriler
ABSTRACT

Objective: Broad-spectrum antibiotics used in empirical treatment lead to an increase in multidrug-resistant
bacteria in intensive care units and hospital wards. Cumulative antibiotic susceptibility reports can guide the
Alindigi tarih / Received: correct selection of empirical therapy and development of antibiotic resistance policies. In this study, we aimed
31.05.2021 / 31.May.2021 to prepare a one-year inpatient cumulative antibiotic susceptibility report for our hospital.

e -viay. Method: Identification of bacteria and antibiotic susceptibility tests were performed with the automated VITEK
Kabul tarihi / Accepted: 2 (bioMeérieux, France) system and antibiogram results were evaluated according to the recommendations of
27.07.2021 / 27.July.2021 The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2021). The cumulative antibiotic
susceptibility report has been prepared according to the criteria in the Analysis and Presentation of Cumulative
Antimicrobial Susceptibility Test Data (CLSI 2014, M39-A4).

Results: In this study, 1490 isolates were analysed. Vancomycin, teicoplanin, linezolid, and tigecycline were
effective against gram positive agents. While tigecycline and cefuroxime were effective against enteric
Escherichia coli isolates, nitrofurantoin and meropenem can be used in empirical treatment in urinary enterics.
It has been observed that the most effective antibiotics against Proteus mirabilis were meropenem and
ORCiD Kayitlari amikacin. It was found that among the enteric and urinary enteric bacteria, there was no antibiotic option to
be preferred in empirical treatment against Klebsiella pneumoniae isolates. Tigecycline was the most effective
antibiotic against Acinetobacter baumannii isolates, whereas tobramycin was the most effective antibiotic
. against Pseudomonas aeruginosa isolates.

E. Turkekul Sen 0000-0002-4328-7190 Conclusion: Empirical treatment options for gram-negative and gram-positive bacteria are limited, and we

C. Demir 0000-0002-5569-886X believe that close monitoring of cumulative antibiotic reports will improve and reduce antibiotic resistance
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GiRiS

Dinya ¢apinda antimikrobiyal direncin artmakta
oldugu bu donemde, antibiyotiklerin akilci kullanimi
ve antimikrobiyal direng silirveyansi her gecen gin
daha da 6nem kazanmaktadir®,

Antibiyotik direng oranlari zamana baglh ve bdlgesel
olarak degisiklik gosterir. Klinikte siklikla izole edilen
mikroorganizmalara yénelik ampirik tedavinin belir-
lenebilmesi, mortalite ve morbiditenin azaltilabilme-
si i¢in birgok klinik mikrobiyoloji laboratuvari dizenli
olarak kiimulatif antimikrobiyal duyarlilik testi verile-
rini yayinlamaktadir®,

Kumaulatif antibiyogram sonuglari, hastaya ait kaltir
sonuglarinin ¢ikmadigl dénemde uygunsuz ve etkili
olmayan antibiyotik kullaniminin 6niline gegerken
ayni zamanda genis spektrumlu antibiyotiklerin
gereksiz kullanimini da énler. Buna ek olarak kurum-
lar arasinda antimikrobiyal direng oranlarinin karsi-
lastirilabilmesine olanak saglar. Kimdlatif antimikro-
biyal duyarllik testlerine ait raporlar, kurum iginde
zamanla gelisen direng egilimlerinin izlenmesi ve
antibiyotik kullanimina iliskin diizenlemelerin yapil-
masinda da yol gostericidir. Kiimilatif antibiyogram
verilerinin analizi ve raporlandiriimasi uygun ampirik
tedavi se¢ciminde ve antibiyotik direncinin 6nlenme-
sinde 6nemli yer tutmaktadir. Her hastanenin diizen-
li olarak kendi verilerini degerlendirmesinin, ampirik
tedaviye baslamada, kultir ve antibiyogram sonu-
cuyla tedaviyi diizenlemede ve antibiyotik direncini
6nlemede kilit rol aldigi bildirilmektedirt®),

Bu calismanin amaci, hastanemizde yatmakta olan
hastalarin mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmis
olan gesitli klinik 6rneklerinden izole edilen bakteri-
lerin kamdlatif antimikrobiyal duyarlilk verilerini
degerlendirmek ve bu veriler ile hastanemize ait
antibiyotik yonetimi politikalarina ve klinisyenlerin
ampirik tedavi se¢imine katkida bulunmaktir.

GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafin-

dan (04.12.2020 tarih ve 2011-KAEK-2 kod no) onay-
lanmistir.

Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Saghk
Uygulama ve Arastirma Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na 01.01.2020-31.12.2020 tarihleri
arasinda cesitli servis ve yogun bakim Unitelerinden
gbnderilen 14.427 6rnegin 2.961 (%20.5)’inde lireme
saptanmistir. Uremesi olan drneklerin 1.490 (%50.3)’1
retrospektif olarak incelenmistir. Bir yillik kiimilatif
antibiyogram verilerinin incelendigi hastanemiz, 640
yatakla hizmet vermektedir ve hastanenin hizmet
ettigi toplam nifus yaklasik yedi ylz bindir.

Bakterilerin tanimlamasi ve antibiyotik duyarlliklari
otomatize VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) sistemi ile
test edilmis ve antibiyogram sonuglari The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2021) 6nerilerine gore degerlendirilmistir?.
Vankomisine Direncli Enterokok (VRE) suslari gradi-
ent test ile dogrulanmistir.

Kumaulatif antibiyotik duyarlilik raporu, “Analysis and
Presentation of Cumulative Antimicrobial
Susceptibility Test Data (CLSI 2014, M39-A4)” rehbe-
rinde ve bunun isiginda hazirlanmis olan KLIMUD-
Tibbi Mikrobiyoloji Uzmanlari igin Antibiyotik
Duyarlilik Verilerinin Analizi ve Sunumu Rehberi’nde
yer alan kriterlere gore hazirlanmistir®®. Rehberler
dogrultusunda, her hastaya ait sadece son dogrulan-
mis test sonucu incelenmis ve arastirmanin yapildig
doénem icinde laboratuvarimizda 30 ve Uzeri sayida
bakteri izolati saptanan tlrler galisma kapsamina
alinmistir. Tekrarlayan Giremelerde sadece ilk izolatlar
rapora dahil edilirken, tarama amacli toplanan 6rnek-
lerden izole edilen suslar ¢calismaya dahil edilmemis-
tir. Calismada, rutin olarak test edilen antibiyotiklere
yer verilmis ve bu antibiyotiklere ait sadece duyarlilik
yuzdeleri bildirilmistir. Rehberin 6nerisi dogrultusun-
da gram negatif izolatlar i¢in gruplandirmalar ente-
rik, Uriner enterik ve nonfermentatif olacak sekilde
Ug gruba ayrilmistir. Buna gore 616 adet enterik ve
Uriner enterik gram negatif bakteri, 394 adet nonfer-
mentatif gram negatif bakteri degerlendirmeye alin-
mistir. KLIMUD/ “Klinik Ornekten Sonug¢ Raporuna
Uygulama Rehberi, Kan Dolasimi Ornekleri’ne®
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gore etken olarak tanimlanmis 273 koagiilaz negatif
stafilokok (KNS) izolatinin da aralarinda oldugu top-
lam 480 adet gram pozitif bakteriye ait antibiyogram
sonucu da degerlendirilmistir.

istatistik analiz: Calismanin istatistiksel analizi “IBM
SPSS Statistics 20” programi kullanilarak yapilmistir.
Tanimlayici istatistikler sayi ve yiizde degerleri olarak
ifade edilmistir. Servis ve yogun bakimdaki érnekler
arasinda incelenen bakteriye gore antibiyotik duyar-
liliklarinda fark olup olmadigi ki-kare testi ile arastiril-
mis ve p degerinin 0.05’ten kiiciik olmasi anlamli
kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya toplam 326 Escherichia coli, 260 Klebsiella
pneumoniae, 30 Proteus mirabilis, 165 Pseudomonas
aeruginosa, 229 Acinetobacter baumannii, 99
Staphylococcus aureus, 46 Enterococcus faecalis, 32
Enterococcus faecium ve etken olarak tanimlanmig
273 koagilaz negatif stafilokok (KNS) izolati dahil
edilmistir.

Bu calismaya dahil edilen gram pozitif bakteriler ara-

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(4):382-92

sinda en sik izole edilen etken KNS'ler (n=273, %55.7)
olurken ikinci en sik izole edilen patojenin S. aureus
(n=99, %20.2) oldugu saptanmistir. Servislerden ve
yogun bakimdan gonderilen klinik 6rneklerden izole
edilen S. aureus izolatlarindaki metisiline direncg-
li S. aureus (MRSA) orani sirasiyla %14.3 ve %27.8
olarak tespit edilmistir. KLIMUD-Tibbi Mikrobiyoloji
Uzmanlari igin Antibiyotik Duyarlilik Verilerinin
Analizi ve Sunumu Rehberi’'ne gére ampirik tedavi
icin kimalatif antibiyotik duyarhlik siniri >%90 olarak
kabul edilmistir®. Bu rehbere gére calismamizda
etken olarak tanimlanan S. aureus’un ampirik tedavi-
sinde kullanilmasi en uygun olan antibiyotikler van-
komisin, linezolid, forfomisin, teikoplanin ve tigesik-
lin olarak saptanmistir. Etken oldugu tespit edilen
KNS izolatlari icin sadece idrar disi 6rnekler incelen-
mis ve bu izolatlarda en yiksek duyarlilik orani van-
komisin, tigesiklin ve linezolid’de goridlmustir.
E. faecalis ve E. faecium suslarinin ampirik tedavisin-
de en uygun antibiyotiklerin ise tigesiklin, vankomi-
sin, linezolid ve tetrasiklin oldugu saptanmis ve bu
izolatlardaki vankomisin direng orani ise E. faecalis'te
%5.3 ve E. faecium’da %10 olarak belirlenmistir
(Tablo 1). Metisiline duyarli ve direngli stafilokoklar-
da diger antibiyotiklere duyarlilik durumlari

Tablo 1. Gram pozitif bakterilere ait kiimiilatif antibiyotik duyarlilk oranlari (%).

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis ** KNS***
(n=99) (n=46) (n=273)

Antibiyotik Servis  Yogun Bakim Servis Servis Servis  Yogun Bakim

(n=63) (n=36) (n=46) (n=32) (n=159) (n=114)
Daptomisin 89.8 93.1 - - 95.7 93.1
Ampisilin -* - 64.5 23.8 - -
Benzil Penisilin 13.8 0 - - - -
Siprofloksasin(#) 84 66.7 63.2 20 45.6 29.3
Klindamisin 69.4 70.6 - - 50.6 33
Eritromisin 71.7 73.3 - - 23.8 15.5
Fusidik Asit 94.5 85.7 - - 22.4 14.7
Gentamisin 93.4 88.2 - - 69 51.8
Gentamisin Yuksek Diizey - - 62.5 25 - -
Linezolid 100 100 95.6 100 99.4 97.2
Teikoplanin 93 100 62.2 86.2 69.5 68.8
Tetrasiklin 90 87.9 91.7 100 80 76.9
Tigesiklin 95.5 94.1 100 100 100 97.6
Trimetoprim/Sulfametoksazol 95.8 83.3 42.9 26.3 76.7 71.4
Vankomisin 100 100 94.7 90 100 100

* Test edilmeyen antibiyotik
** Yogun bakim Uinitesinden izole edilen 6rnek sayisi 30°dan az.

*** Koagiilaz negatif Staphylcoccus; KLIMUD/”Klinik Ornekten Sonug Raporuna Uygulama Rehberi. Kan Dolasimi Grnekleri”ne™® gére etken

olarak tanimlanmis suslar dahil edilmistir.

(#) Stafilokoklarda verilen duyarlilik oranlari | (Duyarl, yiiksek doz) verilerini icermektedir.

384



M. Glirbiiz ve ark., Yatan Hasta Kimiilatif Antibiyotik Duyarlilik Raporu

Tablo 2. Metisilin direncine gére Staphylococcus suslarinda antibiyotik duyarlilik oranlari (%).

Metisilin Duyarli Metisilin Direngli Metisilin Duyarh

Metisilin Direngli

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus KNS KNS
(n=80) (n=19) (n=158) (n=115)

Antibiyotik Servis Yogun Bakim* Servis* Yogun Bakim* Servis  Yogun Bakim Servis  Yogun Bakim

(n=54) (n=26) (n=9) (n=10) (n=91) (n=67) (n=68) (n=47)
Daptomisin 90.9 90.9 80 100 95.1 88.7 96.6 100
Ampisilin Sk - - - - - - -
Benzil Penisilin 16 0 0 0 - - - -
Siprofloksasin(#) 83.3 78.6 100 25 37.8 30 30.8 27.3
Klindamisin 73.6 75 44.4 60 52.2 34.9 48.5 30.4
Eritromisin 76.5 85.7 44.4 44.4 26.9 14 16.9 17.5
Fusidik Asit 95.9 88.2 83.3 75 23.2 20 21.1 0
Gentamisin 94.3 91.7 87.5 80 74.2 56.3 62.1 45.7
Gentamisin Yiksek Dizey - - - - - - - -
Linezolid 100 100 100 100 100 95.2 98.5 100
Teikoplanin 95.8 100 77.8 100 72.3 73.2 67.2 63.9
Tetrasiklin 90.2 91.3 88.9 80 71.1 68.3 91 89.1
Tigesiklin 95.2 100 100 75 100 100 100 90.9
Trimetoprim/Sulfametoksazol 95.7 85.7 100 75 78.7 64.5 69.2 90.9
Vankomisin 100 100 100 100 100 100 100 100
KNS: Koagtilaz negatif Staphylococcus
* Duyarlilik oranlari 30’dan az izolat icin hesaplanmistir.
** Test edilmeyen antibiyotik
(#): Verilen duyarlilik oranlari | (Duyarli, yiiksek doz) verilerini icermektedir.
Tablo 3. Nonfermentatif bakterilere ait kiimiilatif antibiyotik duyarlhilik oranlari (%).

Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii
(n=165) (n=229)
Antibiyotik Servis Yogun Bakim p* Servis Yogun Bakim p
(n=101) (n=64) (n=61) (n=168)

Amikasin 83 67.2 0.0192 42.6 28.1 0.0380
Sefepim(#) 68.9 53.6 0.1874 Aok - -
Seftazidim(#) 63.8 56.7 0.5296 - - -
Siprofloksasin(#) 81.9 62.5 0.0081 21.6 15.6 0.3331
Gentamisin 80 59.4 0.0041 23 16.9 0.2954
imipenem(#) 71.8 38.9 0.0001 18.6 33 0.0008
Levofloksasin(#) 59.5 37.8 0.0217 13.9 1.9 0.0045
Meropenem 63 30.2 0.00004 20 3.6 0.00005
Netilmisin 63.5 37.8 0.4318 26.8 21.6 0.4895
Piperasilin 40.2 29.4 0.2059 - - -
Piperasilin/Tazobaktam(#) 70.2 333 0.0014 - - -
Tetrasiklin Sk - - - - -
Tigesiklin - - - 68.2 81.8 0.1924
Tobramisin 83.9 81.8 0.8445 40 17.1 0.0828
Trimetoprim/Sulfametoksazol - - - 12 12.9 0.9086

KNS: Koagtilaz negatif Staphylococcus

* Duyarlilik oranlari 30’dan az izolat i¢in hesaplanmistir.

** Test edilmeyen antibiyotik

(#): Verilen duyarlilik oranlari | (Duyarli, yiiksek doz) verilerini icermektedir.

karstlastinldiginda MRSA grubunda ampirik tedavi-
de kullanilmasi en uygun antibiyotikler vankomisin,
linezolid, teikoplanin ve tigesiklin olarak saptanmis-
tir. Metisiline duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda
ise bu antibiyotiklere ek olarak daptomisin ve tetra-
siklinin de ampirik tedaviye uygun oldugu bulunmus-
tur (Tablo 2). Calismamizda izole edilen gram pozitif
bakterilerdeki antibiyotik duyarliliklari yogun bakim

Unitesi ve servisler arasinda karsilastirmali olarak
incelenmistir. p<0.05 olan degerlerin anlamh kabul
edildigi istatistiksel analizde sadece KNS grubu bak-
terilerde klindamisin duyarliiginda anlamli bir fark
tespit edilmistir (p=0.004).

Nonfermentatif gram negatif bakteriler arasinda en
sik A. baumannii izole edilmistir (Tablo 1). Ozellikle
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Sekil 1. Nonfermentatif bakterilerde servis ve yogun bakim hastalarindan izole edilen suslar arasindaki duyarlihk oranlarindaki farkin

istatistiksel olarak anlamli tespit edildigi antibiyotikler.

yogun bakim Unitelerinde daha ¢ok gorilmekle bir-
likte en dusiik duyarliik orani A. baumannii izolatla-
rinda saptanmistir. Yogun bakimdan génderilen klinik
orneklerden izole edilen A. baumannii suslarinin kar-
bapenem grubu antibiyotiklere duyarliliklari %5’in
altinda bulunmustur. Servis ve yogun bakim oérnekle-
rinde bu tiire en etkili antibiyotigin tigesiklin (%68.2
ve %81.8) oldugu saptanmistir. P. aeruginosa bu
grupta ikinci en sik izole edilen tiir olmustur. Tim
yatan hastalardan izole edilen P. aeruginosa suslarin-
da en etkili antibiyotigin ise tobramisin (%83.9 ve
%83.1) oldugu belirlenmistir (Tablo 3). A. baumannii
icin amikasin, levofloksasin ve karbapenem grubu
antibiyotiklerin duyarliliginda, P. aeruginosa igin ise
amikasin ve gentamisin, karbapenem grubu antibi-
yotikler, levofloksasin, siprofloksasin ve piperasilin/
tazobaktam duyarliliginda servis ve yogun bakim
suslari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmistir (Sekil 1).
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Bu calismaya dahil edilen enterik (idrar disi) bakteri-
ler incelendiginde K. pneumoniae’nin 2020 yili igeri-
sinde en sik izole edilen gram negatif tir oldugu
tespit edilmistir (Tablo 4). K. pneumoniae bu grup
icerisinde antibiyotik duyarligi en diisik saptanan
etkendir. Yogun bakim Unitelerinde karbapenem
%30’un kadar
Servislerden gonderilen klinik 6rneklerden izole edi-

duyarlilhig altina dismastar.
len K. pneumoniae’ya karsi en etkili antibiyotigin
amikasin oldugu goérulmis, K. pneumoniae tirlerin-
de ampirik tedavide tercih edilecek higbir antibiyotik
seceneginin kalmadigi tespit edilmistir. Calismamizda
servis ve yogun bakimdan izole edilen genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olusturan
K. pneumoniae izolatlarinin orani ise sirasiyla %15.1
ve %18.6 olarak belirlenmistir. Bu raporda yer alan
enterik etkenler icerisinde ikinci siklikta izole edilen
tirise E. coli olmustur. E. coli'nin ampirik tedavisinde
kullanilacak en uygun antibiyotiklerin tigesiklin ve



M. Glirbiiz ve ark., Yatan Hasta Kimiilatif Antibiyotik Duyarlilik Raporu

Tablo 4. Enterik (idrar dis1) bakterilere ait kiimiilatif antibiyotik duyarlilik oranlari (%).

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii Proteus mirabilis ***

(n=165) (n=229) (n=30)

Antibiyotik Servis Yogun Bakim P* Servis  Yogun Bakim p Servis

(n=90) (n=31) (n=53) (n=113) (n=30)
Amikasin 90 83.9 0.3575 67.9 50 0.0304 80
Amoksisilin/Klavulanik Asit 65.6 21.1 0.0003 455 15.1 0.005 57.9
Ampisilin 111 9.5 0.8453 SkE - - 31.8
Sefazolin 7.7 0 0.8456 0 4.2 0.3376 16.7
Sefepim 40.6 27.8 0.3636 45.5 5.9 0.00005 714
Sefoksitin 54.5 29.6 0.0289 36.8 14 0.0038 63
Seftazidim 27.5 22.2 0.671 29.6 5.4 0.0022 SKE
Seftriakson 31.3 18.5 0.2084 51.3 23.8 0.0024 44.4
Sefuroksim 90.9 93.3 0.7662 58.8 40.9 0.089 0
Siprofloksasin 40 30 0.4237 51.5 10 0.00001 44.4
Ertapenem 87 69.6 0.0815 67.7 20.6 0.00001 72.7
Gentamisin 64.8 67.7 0.0895 52.8 43.2 0.2495 51.7
Meropenem 91 80 0.1054 70.6 25.2 0.00001 833
Piperasilin/Tazobaktam 54.3 36.4 0.165 34.5 4.1 0.00003 45.5
Tigesiklin 100 100 0.5478 68.4 17.8 0.00008 0
Trimetoprim/Sulfametoksazol 459 43.8 0.8827 61.9 25.5 0.004 40
* p degeri < 0.05 olmasi anlamli kabul edilmistir.
** Test edilmeyen antibiyotik
*** Yogun bakim linitesinden izole edilen érnek sayisi 30’dan az.
Tablo 5. Uriner enterik bakterilere ait kiimiilatif antibiyotik duyarhlik oranlari (%).

Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae
(n=205) (n=94)
Antibiyotik Servis Yogun Bakim p* Servis Yogun Bakim p
(n=166) (n=39) (n=61) (n=33)

Amikasin 86.7 79.5 0.02483 75.4 333 0.00006
Amoksisilin/Klavulanik Asit 45.2 333 0.1931 315 11.1 0.045
Ampisilin 16.7 15.4 0.8461 S - -
Sefiksim 54.2 62.2 0.3823 39.6 15.4 0.0295
Sefoksitin 55.7 61.2 0.4946 41.4 15.6 0.0123
Seftazidim 32.6 65.6 0.001 36.4 6.7 0.0318
Seftriakson 35.4 30.8 0.5824 35.1 25.8 0.3719
Siprofloksasin 38.8 43.8 0.7116 46.4 9.1 0.0287
Gentamisin 78.8 74.4 0.5485 70.5 30.3 0.0001
Ertapenem 93.9 89.7 0.3626 67.8 323 0.0012
imipenem 94.3 89.5 0.2777 78 40 0.0003
Meropenem 94.5 89.7 0.2695 75.4 46.9 0.0059
Nitrofurantoin 96.1 89.5 0.1042 42.1 46.2 0.7299
Piperasilin/Tazobaktam 60.9 64.7 0.7691 50 15.4 0.0344
Trimetoprim/Sulfametoksazol 46.4 37.5 0.5105 53.6 18.2 0.0448

* p degeri < 0.05 olmasi anlamli kabul edilmistir.
** Test edilmeyen antibiyotik

sefuroksim oldugu gorilmustir. Servis hastalarindan
izole edilen E. coli suslarina karsi karbapenemlerin
hala etkili oldugu tespit edilmistir. E. coli suslarinda
GSBL olusturma orani servis hastalarinda %75.6 iken
yogun bakim hastalarinda %63.1'dir. P. mirabilis,
calismada yer alan ve Uglincl siklikta izole edilen
bakteri olmustur ancak yogun bakim Unitelerinden
izole edilen sus sayisi 30’un altinda kaldigi icin sade-
ce servislerden gonderilen 6rnekler rapora dahil
edilmistir. P. mirabilis’e karsi en etkili antibiyotiklerin

meropenem ve amikasin oldugu gorilmus ve
K. pneumoniae’da oldugu gibi bu bakteri icin de
ampirik tedaviye uygun antibiyotik olmadig tespit
edilmistir (Tablo 4). Servis ve yogun bakim Unitelerin-
den izole edilen enterik bakteriler istatistiksel olarak
incelendiginde E. coli suslarina ait antibiyotik duyar-
liliklar arasindaki fark sadece amoksasilin/klavulanik
asit ve sefoksitinde anlamli bulunmustur.
K. pneumoniae’da ise sefazolin, sefuroksim ve genta-
misin harig duyarlligi incelenen antibiyotiklerin tama-
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Sekil 2. Enterik bakterilerde servis ve yogun bakim hastalarindan izole edilen suslar arasindaki duyarlihk oranlarindaki farkin istatistiksel

olarak anlaml tespit edildigi antibiyotikler.

minda fark anlamli olarak tespit edilmistir (Sekil 2).

Uriner enterik bakterilere ait kiimilatif antibiyotik
duyarhhk oranlari degerlendirildiginde idrar 6rnekle-
rinden en sik izole edilen etkenlerin sirasiyla E. coli ve
K. pneumoniae oldugu goriilmistir (Tablo 5). idrar
kilturlerinden izole edilen etkenler incelendiginde,
antimikrobiyal duyarllik orani K. pneumoniae izolat-
larinda E. coli izolatlarina gore daha diisik bulun-
mustur. Yogun bakim hastalarindan izole edilen
E. col'lerde karbapenem grubu antibiyotiklerde
gorilen duyarhlik orani %89’un lzerinde iken servis
hastalarinda %93’tn Gzerinde bir duyarlilik saptan-
mistir. E. coli suslarinda ampirik tedavi igin en uygun
antibiyotikler ise sirasi ile nitrofurantoin ve merope-
nem olarak bulunmustur. Bu rapora dahil edilen ser-
vis ve yogun bakim hastalari degerlendirildiginde
Uriner sistem orneklerinden izole edilen K. pneumoniae
suslarinda duyarlihgin oldukga diisiik oldugu ve ampi-
rik tedavide kullanilacak uygun bir antibiyotigin
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olmadigi goriilmektedir (Tablo 5). Uriner enterik bak-
terilerdeki GSBL oranlari E. coli ve K. pneumoniae igin
sirasiyla servis hastalarinda %52.4 ve %37.7 yogun
bakim hastalarinda ise %53.8 ve %33.3 olarak bulun-
mustur. Servis ve yogun bakimdan gonderilen hasta
orneklerinden izole edilen uriner enterik bakterilere
ait antibiyotik duyarhlklar istatistiksel olarak deger-
lendirildiginde, E. coli’de sadece seftazidimdeki fark
anlamli bulunmustur (p=0.001). K. pneumoniae’da
ise seftriakson ve nitrofurantoin hari¢ duyarliligi
incelenen antibiyotiklerin tamaminda anlamli bir
fark tespit edilmistir (Sekil 3).

Karbapenem direngli izolatlarda diger antibiyotik-
lere duyarlilik oranlari incelendiginde ise 6zellikle
K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii
izolatlarinda duyarhhgin olduk¢a distk oldugu
ve birgok antibiyotigin ampirik tedavide kulla-
nimlarinin uygun olmadigi tespit edilmistir
(Tablo 6).
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Tablo 6. Karbapenem direngli izolatlarda antibiyotik duyarlilhik oranlari (%).

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Pseudomonas Acinetobacter
(Enterik) (Uriner Enterik) aeruginosa baumannii
(n=98) (n=32) (n=81) (n=210)
Antibiyotik Servis* Yogun Bakim Servis* Yogun Bakim*  Servis Yogun Bakim Servis  Yogun Bakim
(n=15) (n=83) (n=15) (n=17) (n=37) (n=44) (n=48) (n=162)
Amikasin 40 43.9 333 11.8 67.6 54.5 27.1 25.5
Amoksisilin/Klavulanik Asit 0 0 7.1 0 - - - -
Ampisilin Sk - - - - - - -
Gentamisin 26.7 35.8 53.3 11.8 59.5 43.2 6.3 14.4
Levofloksasin(#) - - - - 25.9 16.1 0 0
Netilmisin - - - - 44.4 19.4 11.8 20.2
Nitrofurantoin - - - - - - - -
Piperasilin - - - - 12.9 111 - -
Piperasilin/Tazobaktam(#) 0 0 25 0 25 5.9 - -
Sefazolin 0 0 0 0 - - - -
Sefepim(#) 0 0 - - 18.2 41.2 - -
Sefiksim - - - - - - - -
Sefoksitin 0 0 0 0 - - - -
Seftazidim(#) 0 0 0 0 18.2 47.1 - -
Seftriakson 333 13.1 15.4 235 - - - -
Sefuroksim 30 25 0 66.7 - - - -
Siprofloksasin(#) 45.5 1.8 0 16.7 70.6 48.7 9.5 14.4
Tetrasiklin - - - - - - - -
Tigesiklin 60 9.8 0 0 - - 65 815
Tobramisin - - - - 50 66.7 30.8 14.7
Trimetoprim/Sulfametoksazol 40 25 60 20 - - 0 11.5

* Duyarlilik oranlari 30’dan az izolat icin hesaplanmistir.
** Test edilmeyen antibiyotik

(#) Acinetobacter baumannii’de siprofloksasin igin, Pseudomonas aeruginosa’da sefepim, seftazidim, siprofloksasin, imipenem levofloksasin

ve piperasilin/tazobaktam igin verilen duyarlilik oranlari | (Duyarli, yiiksek doz) verilerini icermektedir.

Escherichia coli (%)

Seftazidim ey 32,6 65,6
Klebsiella pneumoniae (%)

18,2

Trimetoprim/Sulfametoksazol
Piperasilin/Tazobaktam
Meropenem

Imipenem

Ertapenem

Gentamisin

Siprofloksasin

Seftazidim

Sefoksitin

Sefiksim
Amoksisilin/Klavulanik A sit

Amikasin

N3
15,4
I G0
46,9

Yogun Bakim W Servis

90

Sekil 2. Uriner enterik bakterilerde servis ve yogun bakim hastalarindan izole edilen suslar arasindaki duyarlilik oranlarindaki farkin ista-
tistiksel olarak anlamli tespit edildigi antibiyotikler.
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TARTISMA

Kimdlatif antibiyotik duyarhlik raporlari, antimikro-
biyal yonetim programlarinin énemli bir unsurudur.
Klinik 6rneklerden alinan kiltlir sonuglarinin rapor-
lanmasi oncesinde sipheli bakteri enfeksiyonunun
ampirik tedavisinin segiminde kullanilir®,

Hastanelerde, temel olarak uygun ampirik tedavi igin
basvurulabilecek iki ana bilgi kaynagi vardir. Bunlar;
Klinik Uygulama Kilavuzlari ve kiimulatif yerel antibi-
yogram raporlaridir. Klinik uygulama kilavuzlari,
cogunlukla belirli bir enfeksiyon icin hangi antimikro-
biyallerin uygulanabilecegini gdsteren ve uluslararasi
diizeyde Uzerinde uzlasiimis kilavuzlar olmakla birlik-
te, yerel ve bolgesel veriler bu kilavuzlarda yer
almaz*?. Hebert ve ark.®® ampirik tedavilerin daha
dogru bir sekilde uygulanmasi igin yerel antimikrobi-
yal duyarlilik verilerini kullanmanin yararini yaptiklari
bir calismada bildirmislerdir. Buna karsin antimikro-
biyal duyarlilik test sonuglarinin, tedavi sirasinda
gelisen direncin takip edilmesinde cesitli sinirlamala-
ri da vardir. Antimikrobiyal duyarlilik test sonucu,
antimikrobiyal tedaviye rehberlik etmede degerli bir
arag iken onceki enfeksiyon oykisl ve antibiyotik
kullanimi gibi diger hasta faktorlerinin de dikkate
alinmasi gerekmektedir®*,

Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin amaclarindan
biri, hastane kaynakli enfeksiyonlar icin ampirik anti-
mikrobiyal tedavi secimine rehberlik etmek olsa da,
bu alandaki glvenilirligi genis capta
degerlendirilmemistir®. Bantar ve ark.®® yaptiklari
calismada duyarhhk verilerini degerlendirmede kul-
lanilan iki farkli yontemini karsilastirmislardir. Bu
¢alismada ilk olarak laboratuvara gonderilen bitin
ornekleri kapsayan, laboratuvar calismalarina dayali
olarak belirlenen bir grup antibiyogram sonucu ile
ikinci olarak icinde enfeksiyon hastaliklari, dahiliye ve
klinik mikrobiyoloji uzmanlarinin da oldugu ve sonug-
larin klinik temelli olarak degerlendirildigi diger bir
grup antibiyogram sonucu verileri karsilastiriimistir.
Sadece raporlanan antibiyogram sonucu hastanin
klinigi ile birlikte yorumlanmadigi sirece glvenilir
olmaz, nitekim bu c¢alismada da bu bulunmustur.
Yalnizca nozokomiyal enfeksiyonlara neden oldugu
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belirlenen ve uygun sekilde toplanan érneklere klinik
temelli antibiyogram uygulanmistir. Bu calismaya
gore klinik temelli antibiyogram sonuglarina bakildi-
ginda E. coli, Klebsiella spp., P. mirabilis ve MRSA igin
direng oranlarinin laboratuvar bazli antibiyogram
sonuglarina gére anlamli dlgiide daha yiiksek oldugu
ancak P. aeruginosa igin ise durumun tam tersi oldu-
gu bildirilmistir®>,

Hastaneye ait duyarlilik verilerinin toplu olarak deger-
lendirilmesi, hastanen”in belirli servis veya alanlarin-
daki direng gelisim egilimlerini gizleyebilir. Bu durum-
da kilavuzlarda da belirtildigi Gzere kiimlatif antimik-
robiyal duyarlihk testi verileri cesitli parametrelere
gore tabakalandirilabilir®®. Pakyz ve ark." servis dze-
linde yapilan degerlendirmelerin daha dogru sonuglar
verdigini ve her birimi kendi igerisinde degerlendirme-
nin daha isabetli olacagini bildirmislerdir. Bu veriler
1siginda calismamiza ait hasta verileri servis ve yogun
bakim Unitelerindeki hastalardan elde edilenler olmak
Uzere iki gruba ayrilarak degerlendirilmeye alinmistir.
Yeterli 6rnek sayisi tzerinden degerlendirme yapabil-
mek adina servisler ve YBU'leri kendi iclerinde alt
gruplara ayrilmamistir. Yeterli sayida 6rnek ve izolat
olmasi durumunda her bir servis ya da yogun bakim
icin ayri ayri olusturulmus kimulatif antibiyogram
verileri stiphesiz daha degerli olacaktir.

Ulkemizde az sayida yayinlanan kiimilatif antibiyog-
ram raporlarindan bazilari incelendiginde; Kurg ve
ark’nmin®” yaptiklari iki yillik calismada, idrar 6rnekle-
rinde E. coli icin ampirik tedaviye en uygun antibiyo-
tiklerin karbapenem grubu antibiyotikler, amikasin,
sefotetan, piperasilin/tazobaktam, nitrofurantoin ve
fosfomisin oldugu idrar disi 6rneklerde ise amikasin,
seftriakson, sefaperazon-sulbaktam, piperasilin/
tazobaktam ve yine karbapenem grubu antibiyotikler
oldugu saptanmistir. K. pneumoniae icin ise idrar
orneklerinde en yiksek duyarhlik orani amikasin,
gentamisin ve imipenem de saptanmis, idrar disi
orneklerde ampirik tedavi icin sadece imipenemin
uygun oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da bu
calismaya benzer olarak K. pneumoniae izolatlarinda
duyarhhgin genel olarak azaldigi gériilmektedir. Kurg
MA ve ark."” yayinlarinda, antibiyotik duyarlilik
sonuglarindaki yillara gére gelisen degisimi izlemenin
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ve bu degisikligin istatistiksel analizinin yapilmasinin
daha dogru bir yaklasim oldugunu bildirmislerdir. Ancak
bizim ¢alismamizda oldugu gibi bu raporda da yeterli
veri olmadigi icin yillara gére direng oranlarindaki degi-
simi gosterir istatistiksel analiz yapilamamistir.

Bu calismaya dabhil edilen hasta 6rnekleri servis ve
yogun bakim olmak Uzere iki ayri grup halinde ince-
lenmis ve antibiyotik duyarlilik oranlari bu iki grup
arasinda istatistiksel olarak yorumlanmistir. Gram
pozitif bakterilerde sadece KNS grubu bakterilerde
klindamisin duyarliliginda, nonfermentatif bakteri-
lerde ise Ozellikle amikasin, levofloksasin ve karbape-
nem grubu antibiyotiklerin duyarliliginda anlamh bir
fark tespit edilmistir. Enterobacterales grubu etken-
ler degerlendirildiginde ise E. coli'de duyarlilik oran-
larinda servis ve yogun bakim izolatlari arasinda ¢ok
fazla bir fark gézlenmezken K. pneumoniae’da hem
enterik hem de driner enterik bakterilerde duyarlihig
incelenen antibiyotiklerin neredeyse tamaminda
anlamli bir fark tespit edilmistir.

Yirtyen C ve ark.'® 2018 yilinda yayinladiklari ve
yogun bakim hastalarina ait 6rnekleri dahil ettikleri
kiimulatif antibiyogram calismasinda diinyada en sik
izole edilen enterik bakterinin E. coli ve nonfermen-
tatif etkenin P. aeruginosa oldugunu, kendi ¢alisma-
larinda ise ilk sirada izole edilen etkenlerin
A. baumannii ve K. pneumoniae oldugunu bildirmis-
lerdir. A. baumannii’de beta-laktam grubu antibiyo-
tiklerdeki duyarlilik oranini %10’un altinda, kolistine
karsi duyarlilik oranini ise A. baumannii ve
P. aeruginosa’da %98’in Uzerinde bildirmislerdir.
Enterik izolatlarda K. pneumoniae’da kolistin duyarl-
ligini %73-80 arasinda, E. coli'de kolistin ve tigesiklin
ile birlikte karbapenemlere duyarlilik oranlarini%90’in
Uzerinde tespit etmislerdir*®, Bizim ¢alismamizda en
sik izole edilen enterik etken K. pneumoniae iken ilk
sirada yer alan Uriner enterik etken E. coli olarak
tespit edilmistir. A. baumannii ise en sik izole edilen
nonfermentatif bakteri olmustur. A. baumannii'de
karbapenem duyarlihgr %5’in altinda bulunmustur.
A. baumannii ve P. aeruginosa’da en etkili antibiyo-
tiklerin sirasi ile tigesiklin ve tobramisin oldugu tespit
edilmistir. Kolistin duyarhliginin tespiti i¢cin EUCAST
tarafindan onerilen mikrodiliisyon yonteminin calisi-

lamamis olmasi calismanin zayif noktasi olup, bu
antibiyotige iliskin MIK degerleri ve duyarlilik verile-
rine bulgularda yer verilememistir. Calismamiza dahil
edilen enterik bakterilerdeki duyarlilik oranlari ince-
lendiginde ise bu calismadan farkli olarak
K. pneumoniae’da karbapenem duyarliliginin %30’un
altinda oldugu gorilmistir. Enterik etkenler igerisin-
de izole edilen E.coli'de en etkili antibiyotiklerin ise
tigesiklin ve sefuroksim oldugu tespit edilmistir.

Diger bir kiimilatif antibiyogram calismasinda Oksiiz
ve ark’nin® en sik izole ettikleri Gram pozitif bakteri
KNS olmustur. ikinci siklikta izole ettikleri S. aqureus
izolatlarina ait duyarllik sonuglarini metisiline direng-
li ve duyarl olmak tzere iki farkli sekilde vermislerdir.
Her iki grupta da en etkili antibiyotikler vankomisin,
teikoplanin ve linezolid olarak bildirilmistir®. Bizim
¢alismamizda metisiline direngli ve duyarli izolat sayi-
st her bir grup icin <30 olmakla birlikte diger antibi-
yotiklere duyarliik durumlarini degerlendirmek ama-
ciyla yapilan karsilastirmada en etkili buldugumuz
antibiyotikler vankomisin ve linezolid olmustur.
Calismamizda da bu arastirmaya benzer sekilde
KNS’ler en sik izole edilen Gram pozitif bakteriler
olmustur. Oksiiz ve ark.? E. faecalis’e karsi en etkili
antibiyotigin sirasiyla linezolid, vankomisin ve teikop-
lanin oldugunu E. faecium’a karsi ise yalnizca linezo-
lidin ampirik tedavide kullanilabilecegini bildirmisler-
dir. VRE oranini ise E. faecalis ve E. faecium’da sirasiy-
la % 4.7 ve % 22 olarak bulmuslardir. Bizim ¢alisma-
mizda E. faecalis ve E. faecium suslarina karsi en
etkili antibiyotiklerin tigesiklin, vankomisin, linezolid
ve tetrasiklin oldugu bulunmus ve bu izolatlardaki
VRE oraniise E. faecalis’te %5.3 ve E. faecium’da %10

olarak belirlenmistir.

Sonug olarak K. pneumoniae, P. mirabilis ve
A. baumannii tirlerinde basta olmak Uzere pek c¢ok
antibiyotik i¢in duyarlilik oranlarindaki azalma ampi-
rik olarak tedavide kullanilacak antibiyotik se¢cenek-
lerini bir hayli kisitlamaktadir. Hastanemiz verileri
degerlendirildiginde, 6zellikle hastane enfeksiyon
etkenlerinin 6nemli bir diizeyde ¢oklu ila¢ direncine
sahip olmalari nedeniyle kimdlatif antibiyotik duyar-
lihk raporlarinin hastane yodnetimi ve enfeksiyon
kontrol komitesi kanaliyla ilgili kliniklerle paylasimi-

391



nin hastanede yuritllen antibiyotik tedavi politikala-
rinin yonlendirilmesinde kritik Gneme sahip olacagi
distniulmektedir.

Kumaulatif antibiyotik duyarlilik raporlarinin hastane
ozelinde yillik ve birbirini takip eden en az g yillik
verileri icerecek sekilde ulusal ve uluslararasi rehber-
ler 1siginda hazirlanmasi ve ilgili kurum ve kisilerle
paylasiimasi yerel ve ulusal diizeyde yuritilen anti-
mikrobiyal yonetim programlarinin en énemli bilese-
nidir.
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Amag: Anti-niikleer antikorlarin (ANA) varligi sistemik bag dokusu hastaliklarinin 6nemli
gostergelerindendir. Anti-DFS70 otoantikorunun saglikli bireylerde de gériildiigii bilinmektedir ve
hastaliklarla iliskisi heniiz belirlenememistir. Calismamizda, Indirekt immiin Floresan-ANA (IIF-
ANA) ve Immiinoblot yéntemi ile anti-DFS70 antikor pozitifli§i saptanmis hastalarin klinik
yakinma, tanilari ve inflamasyon parametreleri [C-reaktif protein (CRP), Eritrosit Sedimentasyon
Hizi (ESR) ve Romatoid Faktér (RF)] ile arasindaki iliskinin arastirilmasi amagland.

Yéntem: Calismaya, 4-90 yas araliginda 412 (%91.5) kadin, 38 (%8.5) erkek, 450 hasta ddhil
edildi. Hastalarin klinik tanilari ve inflamasyon parametreleri retrospektif olarak degerlendirildi.
Bulgular: Yakinmalar, agri (126/136) ve dékiinti, nefes darlidi, kasinti (10/136) idi. Agri yakinmasi
olan hastalarin 81’inde (%64.3) inflamasyon belirlenemezken, 45’inde (%35.7) saptandi ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001). inflamasyon, bag dokusunun sistemik tutulumu
olan hastalarin 106’sinda (%67.9) negatif, 50’sinde (%32.1) pozitif (p<0.001), irtikerli hastalarin
19’unda (%95) negatif, 1’inde (%5) pozitif bulundu (p<0.001). Kesin tani alan 60 hastanin 10’unun
bagd dokusunun sistemik tutulumu, 10’unun Urtiker, 40inin ise farkl tanilar aldigi saptandi.
Sonug: Calismamizda, DFS70 pozitifliginin kadinlarda daha yiiksek oldugu ve bu paternin pek ¢ok
hastalida eslik edebilecedi sonucuna varildi. Calismamiz agri yakinmasinin nedeninin inflamasyon
parametreleri de elendiginde DFS70 antikoru olabilecedini ve lirtiker ile DFS70 otoantikorlari
arasinda bir iliski olabilecedini de diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Anti-niikleer antikorlar, DFS70, IIF-ANA, immiinoblot, enflamasyon
ABSTRACT

Objective: The presence of anti-nuclear antibodies (ANA) are important indicators of systemic
connective tissue diseases. Anti-DFS70 autoantibody is also known to be found in healthy
individuals and has not yet been identified in relation with diseases. The aim of our study was to
investigate the relationship between clinical complaints, diagnoses and inflammation parameters
[C-reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation rate (ESR) and rheumatoid factor (RF)] of
patients with anti-DFS70 antibody positivity detected by Indirect Inmune Fluorescent-ANA (IIF-
ANA) and Immunoblot method.

Method: A total of 450 patients, 412 (91.5%) women and 38 (8.5%) men, between the ages of
4-90, were included in the study. The clinical diagnoses and inflammation parameters of the
patients were evaluated retrospectively.

Results: Complaints were pain (126/136) and rash, dyspnea, pruritus (10/136). While inflammation
was not detected in 81 (64.3%) of the patients with pain complaints, it was found in 45 (35.7%)
and was found to be statistically significant (p=0.001). Inflammation was found to be negative in
106 (67.9%) patients with systemic involvement of connective tissue, positive in 50 (32.1%)
patients (p<0.001), negative in 19 (95%) and positive in 1 (5%) patients with urticaria (p<0.001).
Ten of the 60 patients with a definitive diagnosis had systemic involvement of the connective
tissue, 10 had urticaria, and 40 had different diagnoses.

Conclusion: It was concluded that DFS70 positivity was higher in women and this pattern may
accompany many diseases. Our study suggests that the cause of pain may be the DFS70 antibody
when inflammation parameters are eliminated, and that there may be a relationship between
urticaria and DFS70 autoantibodies.

Keywords: Anti-nuclear antibodies, DFS70, IIF-ANA, immunoblot, inflammation
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GiRiS

Anti nukleer antikorlar (ANA); hiicre g¢ekirdegindeki
yapilara karsi olusan antikorlardir ve ¢cogunlukla sis-
temik otoimmun hastaliklarin teshisinde kullanilirt*2),
Otoantikorlarin saptanmasi; tani, prognoz ve bazi
durumlarda bu hastaliklarin klinik takibi ve tedavisi-
ne yardimci olurlar®. Yogun ince benekli (DFS70)
olarak tanimlanan bir antintkleer antikor ilk olarak
1994 yilinda, Ochs ve ark.” tarafindan interstisyel
sistitli hastalarda rapor edilmistir. Yogun ince benekli
(DFS70-LEDGF) boyanma modelinde antikor,
70-kDa’luk lens epitelyum kaynakl blylime faktori-
ne (LEDGF) karsi olup, mitotik hiicrelerin kromozo-
munun ve interfazdaki niikleusun yogun ince benekli
boyanma gostermesi ile karakterizedir®®),

Anti-DFS70 antikorlari, gesitli kronik inflamatuar
hastaliklar, kanser, HIV pozitifler, alopesi areatali ve
atopik dermatitli hastalarda pozitif bulunurken,
saglkli bireylerde de degisken oranlarda pozitif
bulundugu bilinmektedir>”. Anti-DFS70 otoantikor-
larinin koruyucu, patojenik veya sensor rollerinden
hangilerine sahip oldugu hala bilinmemektedir.
Niikleer yogun ince benekli boyanma modelinin
gozlenmesi genellikle ANA-iliskili romatizmal hasta-
lig1 olmayan saglikh bireylerde karsilasilan bir olgu-
dur. Tek basina anti-DFS70 antikor pozitifligi ANA
iliskili romatizmal hastaligi olanlarda %1’den daha
az, saghkh bireylerde ise %22’ye kadar
saptanabilmektedir®®,

Akut faz yaniti; enfeksiyon, inflamasyon ve travmaya
karsi ortaya ¢ikan 6zglin olmayan bir sirectir. Temelde
enfeksiyonun viicuda olan zararlarinin kontrol edil-
mesi amaglanir. ESR, CRP, akut faz yanitinin birer
pargasidir ve enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda sik-
likla kullanilan indirekt tani ydntemleridir®9,

inflamasyon biyobelirteclerinden CRP, ESR ve genel-
likle romatizmal hastaliklarin tanisinda kullanilan RF
sonuglari ile birlikte degerlendirilmistir. RF testi ayni
zamanda romatoid artrit, karisik bag dokusu hastali-
g1, Sjégren sendromu, skleroderma, dermatomyozit,
sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi otoimmin
hastaliklar, enfeksiydz mononikleoz gibi bazi viral
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hastaliklar ve bazi akut iltihabi hastaliklarda da pozi-
tif bulundugu icin secilmistir®*'2, ANA, RF ve akut faz
reaktanlari potansiyel otoimminiteyi tanimlamak
icin kullanilan laboratuvar testlerindendir. Bu calis-
mada, DFS70 antikor pozitifligi ile hastalik iliskisini
ortaya koyabilmek igin hastalarin klinik yakinma, 6n
tani ve kesin tanilari ve inflamasyon parametreleri
olan CRP, RF ve ESR degerleri arasindaki iliskinin aras-
tirlmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, insan
Arastirmalari Etik Kurulu tarafindan (12.09.2019 tarih
ve 13-64-19 karar No.) onaylanmistir.

Calismaya Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, ibni Sina
Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji-1 Laboratuvari’na
11.08.2017-12.09.2019 tarihleri arasinda IIF-ANA
testi istemi ile gonderilen ve indirekt immunfloresan
ve Immiinoblot yéntemi ile Anti-DFS70 otoantikor
pozitifligi tespit edilen 450 hasta dahil edilmistir.
DFS70 varliginin saptanmasi icin “Antibodies against
cell nuclei”-1gG (Euroimmun, Liibeck, Almanya) test
kitleri kullanilmis, hasta serumlari 1/100 oraninda
diliie edilerek calisilmistir. Uretici firmanin test pro-
sedurleri dogrultusunda galigilan IIF testinin, deger-
lendirilmesinde floresan mikroskop (Zeiss, Almanya)
kullaniimistir. Yogun ince benekli (Anti-DFS70) patern,
HEp-2 hiicrelerinin niikleoplazmalarinin ve metafaz
safhasindaki hicrelerin kromozomal alanlarinin
yogun, heterojen benekli boyanmasi, beneklerin
buyuklik, parlaklik ve yogunluklarinin farkliliklar gos-
termesi ile tanimlanmistir. Mikroskopik degerlendir-
mede 40x objektifler kullaniimis ve iki bagimsiz
arastirmaci tarafindan degerlendirilmistir. HEp-2
substratlarinda bu paternin taninmasi, diger niikleer
paternlerle karistirilabilecegi icin zordur. Bu nedenle,
anti-DFS70 otoantikorlarinin varligi pozitif bir DFS70
IIF-ANA sonucunun ardindan immiinoblot yontemi
ile dogrulanmistir. immiinoblot testi Euroline ANA
Profile 3 plus DFS70 (IgG) (Euroimmun, Libeck,
Almanya) kiti ile Gretici firma prosedurlerine uyula-
rak calisiimistir. Beraberinde farkli ANA paterni belir-
lenen 6rnekler calisma disi birakilmigtir. Anti-DFS70
antikor pozitifligi saptanan tarihte CRP, RF ve ESR
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Tablo 1. DFS 70 paterni tespit edilen hastalarin yas dagihimlari.

Yas Sayi %

4-20 49 10.9
21-40 180 40

41-60 145 32.2
61-80 73 16.2
81-90 3 0.7
Toplam 450 100

degerleri de taranmistir. Yas ve cinsiyet bilgileri bulu-
nan hastalarin klinik bilgileri retrospektif olarak ince-
lenmistir.

istatistiksel analiz: Kategorik degiskenlerin karsilasti-
rilmasinda ki-kare ve Fisher’s Exact test kullaniimistir.
istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 11.5 (ABD)
ile yapilmistir. Tanimlayici istatistiklerde n (%) olarak
verilmis, p degerinin <0.05 olmasi istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen yas araligr (4-90) (Tablo 1)
olan 450 hastanin 412'si (%91.5) kadin, 38'i (%8.5)
erkektir. Kirk yas uUzerinde otoimmiin hastalik goril-
me sikhigi arttigindan hastalari 40 yas Gzeri, 40 yas ve
alti olarak iki kategoriye ayrilarak yas ve inflamasyon
parametreleri karsilastirildi (Tablo 2). inflamasyon
parametrelerinin 40 ve alti yas hastalarin 184’lUnde
(%80.3) negatif, 45'inde (%19.7) pozitif oldugu
(p<0.001), 40 yas ustiindeki hastalarin 133’linde
(%60.2) negatif, 88’inde (%39.8) pozitif oldugu (p=0.005)
tespit edildi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Yakinmasi olan 136 hastanin 126’si agri, 10 hasta ise
dokunti, nefes darhgi ve kasinti yakinmalari ile bas-
vurdugu belirlendi. Yakinmasi olan 136 hastadan
88’inde (%64.7) inflamasyon bulgusu yokken, 48’inde
(%35.3) inflamasyon bulgusuna rastlandi. Agri yakin-
mas! olan hastalarin 81’inde (% 64.3) inflamasyon
bulgusu negatifken 45’inde (%35.7) inflamasyon bul-
gusu pozitifti ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.001). Diger yakinmalari ise 7 hastada
(%70) inflamasyon bulgusu negatif bulunurken, 3
hastada (%30) inflamasyon bulgusu pozitif olarak
saptandi ve bu farkin istatistiksel olarak anlamlh

Tablo 2. DFS 70 paterni belirlenen hastalarin yakinma, 6n tani,
kesin tanilarina gore enfeksiyon bulgulari.

ESR, CRP, RF

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

YAS 317 (70.5) 133 (29.5) 450 <0.001
<=40 184 (80.3) 45 (19.7) 229 0.005
>40 133 (60.2) 88(39.8) 221

YAKINMA 88 (64.7) 48(35.3) 136 0.001
Agri 81(64.3) 45(35.7) 126 0.206
Diger 7(70.0)  3(30.0) 10

ON TANI 264 (70.6) 110 (29.4) 374
BDST 106 (67.9) 50 (32.1) 156 <0.001
Eklem agrisi 42 (67.7) 20(32.3) 62 0.005
EDB 37(71.2) 15(28.8) 52 0.002
Urtiker 19 (95.0) 1(5.0) 20 <0.001
Diger 60 (71.4) 24 (28.6) 84 <0.001

KESIN TANI 40 (66.7) 20 (33.3) 60
BDST 7 (70) 3 (30) 10 0.317
Urtiker 8 (80.0) 2 (20) 10 0.058
Diger 25(62.5) 15 (37.5) 40 0.086

ESR: Eritrosit sedimentasyon hizi, CRP: C Reaktif Portein,
RF: Romatoid faktér, BDST: Bag dokusunun sistemik tutulumu,
EDB: Eklemin diger bozukluklari

olmadigi goriulda (p=0.206) (Tablo 2).

On tani alan hastalarin 156’si bag dokusunun sistemik
tutulumu (BDST), 62'si eklem agrisi, 52’si eklemin diger
bozukluklari (EDB), 20'si trtiker, 84’0 farkh tanilar aldigi
saptandi. Ug yiiz seksen alti hastadan 264’{inde (%70.6)
inflamasyon bulgusu yokken, 110’'unda (%29.4) infla-
masyon bulgusuna rastlanmistir. inflamasyon bulgulari-
na bakildiginda ise BDST’li hastalarin 106’si (%67.9)
negatif, 50si (%32.1) pozitif (p<0.001) olarak belirlendi.
Eklem agrisinda, 42'si (%67.7) negatif, 20’si (%32.3)
pozitif (p=0.005), EDB’li hastalarin 37’si (%71.2) negatif,
15'i (%28.8) pozitif (p=0.002), Urtikerli hastalarin 19’u
(% 95) negatif, 1'i (%5) pozitif (p<0.001), diger hastala-
rin 60"1 (%70.6) negatif, 24’0 (%28.6) pozitif bulundu
(p<0.001) (Tablo 2).

Kesin tani alan hastalarin 10’'u BDST, 10’u urtiker, 40’1
farkli tanilar (Tablo 3) aldigi gorildi. Altmis hastadan
40"inda (%66.7) inflamasyon bulgusu yokken, 20’sinde
(%33.3) inflamasyon bulgusuna rastlanmistir.
inflamasyon bulgularina bakildiginda ise BDST’li has-
talarin 7’si (%70) negatif, 3'U (%30) pozitif (p=0.317),
Urtikerli hastalarin, 8'i (%80) negatif, 2’si (%20) pozitif
(p=0.058) bulundu. Diger hastalarin 25'i (%62.5) nega-
tif, 15’i (%37.5) pozitif bulundu (Tablo 2).
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Tablo 3. DFS 70 paterni saptanan hastalarin klinik kesin tanilari.

Tani Sayi %
Ailevi Akdeniz atesi (FMF) 2 3.3
Alerijik rinit 2 3.3
Amiloidozis 1 1.7
Anjionorotik 6dem 1 1.7
Ankilozan spondilit 4 6.6
Astim 3 5
Bag dokusunun sistemik tutulumu 10 16.6
Behget hastaligi 2 3.3
Dermatit 1 1.7
Eklem agrisi 4 6.6
Eklemin diger bozukluklari 2 3.3
Fibromiyalji 3 5
Gonartroz 1 1.7
Karaciger hastahgi 1 1.7
Kronik bobrek yetmezligi 1 1.7
Kronik obstriiktif akciger hastalig 1 1.7
Lupus eritematozus 1 1.7
Morphea 1 1.7
Poliartroz 1 1.7
Reynaud sendromu 2 3.3
Romatoid artrit 3 5
Sarkoidoz 1 1.7
Sjogren sendromu 1 1.7
Takayasu arteriti 1 1.7
Urtiker 10 16.6
Toplam 60 100.0
TARTISMA

Calismamizda, anti-DFS70 antikor pozitiflikleri altin
standart test olan IIF-ANA ile belirlenen ve immu-
noblot yontemi ile onaylatilan hastalarin, klinik
yakinma, 6n tani ve kesin tanilari ve inflamasyon
parametreleri olan CRP, RF ve ESR degerleri ile anti-
DFS70 antikor pozitiflikleri arasindaki iliskinin arasti-
rilmasi amaclandi.

DFS70 boyama paterni mitotik hiicrelerin kromozo-
munun ve interfazdaki niikleusun yogun ince benekli
boyanma goéstermesi ile karakterizedir®®. Son
zamanlarda, dusik seviyeli bir DFS paterni tanimlan-
mis ve International Consensus on Antinuclear
Antibody (ANA) Patterns (ICAP) siniflandirma algorit-
masina bir “yalanci DFS” oOruntisi olarak dahil
edildi®®, 1IF-ANA testi ile belirlenen DFS70 paterleri
immiinoblot yontemi ile dogrulandi.

Calismamizda, DFS70 paternindeki ANA pozitifliginin
kadin (n=412) hastalarda, erkek (n=38) hastalara
gore sik goruldigl saptandi. Bu sonug, otoimmiin
hastaliklarin kadinlarda erkeklere gore daha sik
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gorildigind bildiren daha 6nceki galismalarla uyum-
lu bulundu***9, Hastalarin dekatlara gére yas dagili-
mi Tablo 1’de verilmistir. Oranlarin kadin hastalarda
oldukga yiiksek olmasi bu hastalarin otoimmiin has-
talik yoninden taranmasi gerekliligini distindiirmek-
tedir. Buna karsilik, calismamizdaki anti-DFS70 pozitif
erkek sayisinin kesin sonuglara varmak icin yetersiz
oldugu dustnulebilir.

DFS70 paterni en sik 21-40 yas (179 hasta, %39.8) ve
41-60 yas (146 hasta, %32.5) araliginda, en az 81-90
yas (3 hasta, %0.6) araligindaki hastalarda belirlen-
mistir. Otoimm{in hastaliklarin 20—60 yas arasinda
kadinlarda daha fazla goriilmesi bulgularimizla da
uyumludur®®, Watanabe ve ark.® anti-DFS70 anti-
korlarinin 35 yasin altindaki bireylerde 35 yasin (ize-
rindeki bireylere gére anlamli olarak daha sik oldugu-
nu bulmuslardir. Calismamizda, 40 yas alti ve 40 yas
Ustl hastalarda DFS70 antikor pozitifligi agisindan
anlamh bir fark saptanmadi. Calismamizda, ileri yas-
larda DFS70 paterni gorilme sikhginin azaldigi sap-
tandi ve bu bulgu diger calismalarla uyumlu
bulundu®’1?, inflamasyonun 40 yas alti hastalarin
184’linde (%80.3) negatif, 45’'inde (%19.7) pozitif
oldugu (p<0.001) 40 yas Ustl hastalarin 133’linde
(%60.2) negatif, 88’inde (%39.8) pozitif oldugu
(p=0.005) goruldii. Bu sonuglar bize yakinma, 6n
tani, kesin tani yoninden degerlendirilen hastalarin
hastaneye basvuru nedeninin DFS70 antikorunun
neden oldugu semptomlar oldugunu dusiindirda.
Basvuru yapan hastalarin agri yakinmasinin inflamas-
yon kaynakli olmadigi belirlendi.

Takeichi ve ark.?? yaptiklar ¢calismada, DFS70 akti-
vasyonu ve inflamasyon arasinda bir iliski oldugunu
ve DFS70’in keratinositlerden TNF ve IL-8 sitokinleri-
nin salinmasini uyardigini gésterdiler. Proinflamatuar
sitokinlerin Gretimini saglamasi DFS70 antikorlari ile
birlikte bir inflamasyonun da gerektigini distndir-
mektedir. Bulgularimiz DFS70 ve inflamasyon arasin-
da bir iliski olmadigini diisiindtirdii. Saglikh popdlas-
yonda yiksek DFS70 otoantikor prevalansi ve ANA ile
iliskili otoimmin romatizmal hastaliklar arasinda
negatif iliski bildiren calismalar sz konusudur®®.
Ayrica DFS70'in, stres, antioksidan ve diger koruyucu
genleri transkripsiyonel olarak aktive ederek cevre-



R. Aksoy ve E. Us, Anti-DFS70 Antikor Pozitifliginde Retrospektif Bulgularin Arastiriimasi

sel stres faktorlerine karsi hiicresel korumayi tesvik
ettigi varsayllmaktadir®¥. Bulgularimiz bu otoantiko-
run 40 yas altinda koruyucu rolleri olabilecegini de
distndirmektedir.

Calismamizda, hastalarda en sik rastlanan yakinma-
larin agri oldugu gorulmistir (126 hasta, %92.6). Bu
hastalar agri kaynagi olabilecek inflamasyon para-
metresi yoniinden degerlendirildiginde ise hastalarin
81’'inde (%64.3) inflamasyon bulgusu negatifken,
45’inde (%35.7) inflamasyon bulgusu pozitif bulundu
ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p=0.001). Bu sonuglar bize agri kaynaginin DFS70
antikoru olabilecegini dislindiirmektedir. Jeong ve
ark.?? yaptiklari bir calismada, DFS70 antikorunun
fibromiyalji (FM), hastalarinda diger SLE hastalarina
oranla daha fazla bulundugunu gdstermislerdir.
Bilindigi Uzere FM tanisi koymak igin spesifik bir biyo-
belirte¢ yoktur. Calismamizda, fibromiyalji kesin tani
almis 60 hastanin 3’Ginde mevcuttu. Calisma grubu-
muzdaki hastalarin bu yonden degerlendirilmesinin
uygun olacagini disinliyoruz.

Calismamizda 6n tani alan hastalarin 156’si BDST,
62’si eklem agrisi, 52’si EDB, 20’si Urtiker 6n tanisi
almislardi. BDST’li hastalarin inflamasyon paramet-
relerine bakildiginda, 106’si (%67.9) negatif, 50’si
(%32.1) pozitif olarak saptandi ve aradaki fark istatis-
tiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). Hastalarin
62’sinde (%16.6) eklem agrisi oldugu belirlendi.
Eklem agrisi belli bir hastaliga spesifik degildir, infla-
masyonla seyreden cok farkh hastalik gruplarinda
gorulebilmektedir. Calismamizda, inflamasyon para-
metreleri eklem agrisi bulunan hastalarin, 42’sinde
(%67.7) negatif, 20’sinde (%32.3) pozitif olarak sap-
tandi. (p=0.005). Farinotti ve ark.?® yaptiklari ¢alis-
mada, antikorlarin, belirgin doku hasari veya iltihabi
olmayan kosullarda da agri néronlarini etkileyebildi-
gini gostermislerdir. Agri olgusu duyusal, bireysel ve
cevresel bircok 6geden etkilenen subjektif bir duygu-
dur. Psikososyal faktorler, ruh hali ve yas da agr
algisini etkileyebilmektedir. Son arastirmalar, otoan-
tikorlarin da dogrudan agri ile iliskili olabilecegi gos-
termektedir. 1gG aracili agri bozukluklarinin, kramp-
lar, spazmlar, yanma, parestezi, delici agri ve kasinti
gibi ortisen agri semptomlarina sahip oldugu

bilinmektedir®. RA hastalarindan veya artritik fare-
lerden saglikli farelere saflastirilmis antisitriline pro-
tein antikorlari (ACPA) gibi IgG otoantikorlarin intra-
venoz enjeksiyonu, iltihaplanmaya neden olmadan
agriya ve artan isi ve soguga duyarhliga neden olmus-
tur. Bu durum, otoantikorlarin agriya 6zgi bir roli
oldugunu disliindirmistir. Kompleks bolgesel agri
sendromunda (CRPS) dolasimdaki antikor diizeylerini
onemli 6lglide azaltan plazma degisimi, otoantikorla-
rin hastalik semptomlarina neden olmadaki roliini
de desteklemektedir®,
disialoganglioside’a karsi antikorlarla tedavisinde, bir

Noroblastomun

yan etki olarak siddetli agri gelismistir. Bu durum bazi
IgG’lerin agriyi indikleyebilecegini gdstermektedir?®),
Bu sonuglar, eklem agrilarinin DFS70 otoantikoru
kaynakli olabilecegi dislincemizi desteklemektedir.
Yine de DFS70 otoantikorunun agri etiyolojisindeki
rolinin arastiriimasi ve anlasiimasi icin daha fazla
calisma yapilmasina gereksinim vardir.

Urtiker kisa siireli, eritemli, gegici dermal 6dem ve
vazodilatasyona bagli deri kabarikliklarinin gorildi-
gl kasintili bir dermatolojik hastaliktir. ANA'nin etki
mekanizmasi ve alerjik hastaliklarla iliskisi iyi anlasil-
mamistir. Otoimmiin bir temelin, kronik spontan
Urtiker olgularinin yaklasik yarisindan sorumlu oldu-
guna inanilmaktadir. israil'de drtiker tanisi konan
12.778 hastaya iliskin veriler toplanarak yapilan bir
calismada, ANA, Urtikerli kadin ve erkeklerde kontrol
grubundan daha yaygin bulunmustur. Hangi otoanti-
korun pozitif bulundugu ile ilgili bir bilgi verilmemis-
tir. RA, Urtikerli hastalarda en sik gorilen ikinci oto-
immin hastalik olarak bildirilmistir. Genel popiilas-
yonda RA'nin gorilme sikhgr %0.5 ile %1.1 arasinda
bildirilmisken, Urtikerli kadin hastalarin %1.9’unda
bulunmustur. Hastalarin ¢oguna (%82.9) urtiker tani-
sindan sonraki 10 yil icinde RA tanisi konmustur ve
%3.9'u Urtiker tanisindan sonraki ilk 6 ayda tani
almistirt?”, Eriskin kronik Urtikerli hastalarin yaklagik
%40-50’sinde kendi dokularina karsi olusmus otoan-
tikorlarin rol oynadigi bilinmektedir®®. Calismamizda,
Urtikerli 20 hastanin inflamasyon parametrelerine
bakildiginda, 19’unda (%95) negatif, 1'inde (%5)
pozitif oldugu belirlendi ve aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001). DFS70 otoantiko-
ru dermatolojik hastaliklar yoniinden de degerlendi-
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rilmelidir. Bizim sonuglarimiz da Urtiker olusturan
nedenin inflamasyondan bagimsiz olarak DFS70 oto-
antikoru kaynakli olabilecegini diisiindlUrmustar.

Otoimmdinite ile ilgili olarak, son kanitlar bu antiko-
run, sistemik otoimmiin hastaliga ilerlemeyen pozitif
ANA’lI bireylerin ayirt edilmesinde yararli bir biyolo-
jik belirtec olarak ©6nemini gdstermistir®.
Calismamizda, DFS70 otoantikoru bulunan, farkli sis-
temleri ve farkli organlari ilgilendiren pek ¢ok hasta-
lik saptanmistir. Calisma grubumuzdaki hastalarda en
¢ok konulan kesin tani 10 (%16.6) hasta ile Urtiker
olmustur ve bu da bize urtiker ile DFS70 otoantikor-
lari arasinda bir iliski olabilecegini disiindirmekte-

dir.

Bizzaro ve ark.? yaptigi calismada, neoplastik hasta-
lig1 olan hasta grubunda 334 kisiden 6’sinda (%1.8)
DFS70 antikor pozitifligi gosterilmistir. Calismamiza
dahil ettigimiz DFS70 pozitifligi olan hicbir hastada
kanser tanisi saptanmadi. Calismaya aldigimiz 450
hastanin yalnizca 60’ina kesin tani konulmus olmasi
calismanin kisithhgini olusturmaktadir. Hasta dosya-
larinin detayh bir sekilde tutulmasi gerektigini ve bu
hastalarin uzun yillar takip edilmesi gerektigini gos-
termektedir.
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Amag: Candida parapsilosis tiir kompleksi ve Lodderomyces elongisporus izolatlari viriilans, prevalans ve
antifungal duyarlilik profilleri yéniinden farkliliklara sahip olabilmektedir. Bu tiirlerin biyokimyasal yéntemlerle
tanisi zordur. Bu nedenle, uygulanabilirlik, zaman ve maliyet agisindan daha verimli yontemlere gereksinim
duyulmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, C. parapsilosis tiir kompleksine ve L. elongisporus’a ait izolatlarin
ayiriminda MALDI-TOF MS yénteminin tani performansini degerlendirmektir.

Yéntem: Sunulan ¢alismada, C. parapsilosis (n=8), Candida orthopsilosis (n=7), Candida metapsilosis (n=6) ve
L. elongisporus (n=11) tiirlerini iceren toplam 32 referans izolat MALDI-TOF MS yontemi ile identifiye edildi.
Bulgular: Candida parapsilosis tiir kompleksine ve L. elongisporus’a ait 31 (%93.7) izolatin tiir ismi dogru sekilde
tanimlandi. Sekiz (%100) C. parapsilosis, 5 (%83) C. metapsilosis, 5 (%71) C. orthopsilosis ve 6 (%54)
L. elongisporus izolatini igeren toplam 24 (%75) izolatin tir ismi 1.7-2.14 arasinda degisen skor dederleri ile
identifiye edildi. Giivenli tanimlama igin 21.7 skoru referans alindiginda, MALDI-TOF MS yénteminin duyarliligi
ve Ozglilligi sirastyla %54.5-100 ve %96.3—100 olarak belirlendi.

Sonug¢: Candida parapsilosis tiir kompleksi ve L. elongisporus gibi biyokimyasal yontemlerle ayrimi gii¢ olan
tirlerin hizli molekiiler fenotipik tanisinda MALDI-TOF MS’in etkili bir yontem oldugu gésterilmesine karsilik,
daha giivenli skor araliklarinda tir diizeyinde tanimlama igin yontemin optimizasyonu ve daha genis MS
kutiiphanesi gereksinimi oldugu agiktir.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis tiir kompleksi, Lodderomyces elongisporus, molekiiler tani, MALDI-
TOF MS

ABSTRACT

Objective: Candida parapsilosis species complex and Lodderomyces elongisporus may have differences in terms
of their virulence, prevalence, and antifungal susceptibility profiles. These species are difficult to identify with
biochemical methods. Therefore, there is a need for more efficient identification methods in terms of time, cost,
and applicability. This study aims to evaluate the diagnostic performance of the MALDI-TOF MS method in
discriminating between isolates belonging to the C. parapsilosis species complex and L. elongisporus.
Method: In the current study, a total of 32 reference strains, including the C. parapsilosis (n=8), Candida
orthopsilosis (n=7), Candida metapsilosis (n=6), and L. elongisporus (n=11) species were identified using the
MALDI-TOF MS method.

Results: The species names of 31 (93.7%) isolates belonging to the C. parapsilosis species complex and
L.elongisporus were correctly identified. Twenty four isolates including eight (100%) C. parapsilosis, five
(83%) C. metapsilosis, five (71%) C. orthopsilosis, and six (54%) L. elongisporus isolates were identified with
score values ranging from 1.7 to 2.14. According to the secure identification reference score of 2 1.7, the sensitivity
and specificity of the MALDI-TOF MS method were determined as 54.5-100% and 96.3-100%, respectively.
Conclusion: Although the MALDI-TOF MS method has been shown to be effective in the rapid molecular
phenotypic diagnosis of species that were difficult to discriminate using biochemical methods such as
C. parapsilosis species complex and L. elongisporus, there is a clear need to optimize the method and develop
a larger MS library for species-level identification within secure score ranges.

Keywords: Candida parapsilosis species complex, Lodderomyces elongisporus, Molecular Identification, MALDI-
TOF MS
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E. Kaplan ve ark., MALDI-TOF MS Yonteminin Tani Performansi

GiRiS

Candida tirleri invazif mantar hastaliklarinin dnemli
etkenlerindendir®, Kandidemilerin tim dinyadaki
en sik etkeni Candida albicans’dir®. Candida parapsi-
losis ise yogun bakim Unitelerinde ikinci veya tglincu
sirada yer alir®. Ulkemizde kandideminin en sik ikinci
etkeni C. parapsilosis olup, insidansi her gegen glin
artmaktadir®.

Candida parapsilosis tiir kompleksi Gyeleri, C. albicans,
Candida dubliniensis ve Lodderomyces elongisporus
ile ayni taksonomik grup icerisinde siniflandirilir®®,
C. parapsilosis tiir kompleksi C. parapsilosis, Candida
metapsilosis, Candida orthopsilosis turlerini icerir?
ve L. elongisporus tiru ile yakindan iliskilidir®9),
Kriptik turler olmalarina karsilik, L. elongisporus ve
tlr kompleksi igerisindeki turlerin virtlans, prevalans
ve antifungal duyarhlik ozellikleri agisindan farkhhk-
lar dikkat ¢ekmistir. C. parapsilosis, kompleks iceri-
sinde en stk gorilen tir iken, C. metapsilosis ve
C. orthopsilosis tirlerinin prevalansi bolgesel olarak
farklihk gosterebilmektedir®™. Son zamanlarda,
Ortadogut®, ispanya™ ve Japonya'da™ L. elongisporus
ile iliskili enfeksiyonlar bildirilmistir. C. orthopsilosis’in
itrakonazol ve ekinokandin grubu ilaglara en yiksek
minimal inhibisyon konsantrasyonu gosterdigi®,
C. metapsilosis’in ise ekinokandin grubu ilaglara en
duyarli tir oldugu rapor edilmistir®. C. parapsilosis
ile karsilastirildiginda, L. elongisporus’ta antifungal
direnci daha distuk oranlarda bulunmusturt*2-23,
Ayrica, C. parapsilosis pozitif kan izolatlarinin
%9.5’inde C. parapsilosis ve C.orthopsilosis’in
birlikte etken oldugu belirlenmistir®),

Candida parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis
ve L. elongisporus tirlerinde gorilebilen virdlans,
prevalans ve antifungal duyarlilik farkliliklarina karsi-
lik, bu tirlerin ayirici tanisi fenotipik yontemlerle
yapilamamaktadir. C. parapsilosis tiir kompleksi ayri-
minda, siklikla ribozomal DNA’nin ITS (Internal trans-
cribed spacer) bolgesinin sekansi veya sekonder alkol
dehidrojenaz (SADH) geni kapsaminda kesim enzimi
temelli polimorfizm analizleri kullanilmasina karsilik,
klinik tani noktasinda uygulanabilirlik, zaman ve
maliyet agisindan daha verimli yontemlere gereksi-

nim duyulmaktadir.

Son 10 yil igerisinde, matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kitle spektro-
metresi (MALDI-TOF MS) enfeksiyon etkeni maya
mantarlarinin tir tanisinda hizli ve uygulanabilirligi
kolay bir yontem olarak yaygin sekilde kullaniimaya
baslanmistir. MALDI-TOF-MS ydnteminin, biyokimya-
sal yontemlerle tanimlanabilen mantar tirlerinin
yaninda, birbirine yakin turleriiceren tir kompleksi®*®
veya varyete Uyesi izolatlarin ayirrminda®” veya anti-
fungal duyarlilik analizlerinde®2% de kullanim potan-
siyeline sahip oldugu gorilmektedir.

Bu ¢alismada, MALDI-TOF MS yonteminin C. parapsilosis
tir kompleksi ve L. elongisporus izolatlarinin ayirici
tanisindaki etkinligini degerlendirilmesi ve verilerin
literatr esliginde tartisilmasi amaglandi.

GEREC ve YONTEM

izolatlar: Sunulan galismada, L. elongisporus (n=11)
ve C. parapsilosis tiir kompleksi Gyesi C. parapsilosis
(n=8), C. orthopsilosis (n=7) ve C. metapsilosis (n=6)
turlerini temsil eden klinik ve gevresel kokenli toplam
32 referans izolat incelendi. Candida izolatlari CBS-
KNAW Mantar Biyogesitlilik Merkezi (Westerdijk
Mantar Biyogesitlilik Enstitiisl, Utrecht, Hollanda) ve
L. elongisporus izolatlari ise Duke Universitesi
Molekiler Genetik ve Mikrobiyoloji Departmani
(Durham, NC, ABD) koleksiyonundan alindi (Tablo 1).
izolatlar, Sabouraud glikoz agar (SGA; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO)’da 30°C’de 2 giin inkiibe edilerek can-
landirild.

MALDI-TOF MS analizi: Tanimlama igin SGA plaklarin-
da taze kiltirden dretilen koloniler kullanildi. Her bir
izolattan kirdan yardimi ile MALDI hedef plak (MSP
96 BC ground steel target; Bruker Daltonik, Bremen,

Almanya) Uzerindeki noktalara, transfer yapildi ve
ince bir tabaka halinde strlldi. Plaka izerinde eks-
traksiyon, her noktanin 1 pl %70’lik formik asit ¢cozel-
tisi ile kaplanmasi ve 6rnek yikli plakanin 5 dakika
boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmasi ile
yapildi. Sonra, orneklerin her biri 1 uL a-siyano-4-
hidroksi sinnamik asit solisyonu (HCCA matriks;
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Tablo 1. Galismada incelenen Candida parapsilosis kompleks tiirleri ve Lodderomyces elengisporus’a ait kokenlerin 6zellikleri ve MALDI-

TOF MS tani sonuglari.

Tir ismi Sus Ornek Ornek izolasyon Ulke MALDI-TOF Tani
ismi Turi Kokeni MS Tanisi Skorlan

Candida CBS 2915 Klinik insan - Norveg C. parapsilosis 1.703

parapsilosis CBS 604 Klinik insan - Porta Riko C. parapsilosis 1.787

CBS 7248 Klinik Hayvan Subklinik mastit Yeni Zelanda C. parapsilosis 1.937

CBS 8836 Klinik insan Kan ABD C. parapsilosis 2.043

CBS 12541 Cevresel Meyve Ziziphus mauritiana Zimbabve C. parapsilosis 1.877

CBS 1954* Cevresel Meyve - italya C. parapsilosis 2.001

CBS 2216 Cevresel Gida Salamura ABD C. parapsilosis 1.833

CBS 8181 Cevresel Bitki Nothofagus dombeyii Sili C. parapsilosis 2.143

Candida CBS 10741 Klinik insan Tirnak Belgika C. orthopsilosis 1.453

orthopsilosis CBS 10742 Klinik insan Tirnak Belgika C. orthopsilosis 1.715

CBS 10906* Klinik insan Vajinal ABD C. orthopsilosis 1.516

CBS 9894 Cevresel Bocek - Panama C. orthopsilosis 1.785

CBS 10743 Cevresel Bocek - ABD C. orthopsilosis 1.896

CBS 2212 Cevresel Bitki - Endenozya C. orthopsilosis 1.939

CBS 8825 Cevresel Bitki - Avustralya C. orthopsilosis 1.851

Candida CBS 10747 Klinik insan Tirnak Belgika C. parapsilosis 1.852

metapsilosis CBS 10907* Klinik insan - ABD C. metapsilosis 1.813

CBS 2315 Klinik insan Balgam italya C. metapsilosis 1.812

CBS 11127 - - - - C. metapsilosis 1.791

CBS 2916 - - - Norveg C. metapsilosis 1.971

CBS 10746 - - - - C. metapsilosis 1.742

Lodderomyces 7660 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.762

elongisporus 7661 Klinik - - Malezya L. elongisporus 1.655

7663 Klinik - - ABD L. elongisporus 1.821

7665 Klinik - - Veneziiella L. elongisporus 1.609

7666 Klinik - - Venezlella L. elongisporus 1.668

7668 Klinik - - italya L. elongisporus 1.770

7669 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.871

7670 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.701

7672 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.809

7673 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.698

7675 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.565

Bruker) ile kaplandi ve oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Kuruma sonrasi plaka MALDI-TOF kitle
spektrometrisi cihazina (Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) yuklendi. Cihaz kalibrasyonu ve pozitif
kontrol olarak Bruker BTS soltisyonu kullanildi. Kalite
kontrolli ve her bir izolata ait spektrumlarin analizi
icin Bruker Biotyper 3.1 yazilim programi ve kutip-
hanesinden (versiyon 3.1.66) yararlanildi. MALDI
skorlari Ureticinin talimatlarina gore siniflandirildi;
buna gore, 2.3-3 arasi log-skor degeri yiksek dogru-
lukta tiir diizeyinde tani, 2—2.29 arasi skor glvenli
cins ve olasi tlr dizeyinde tani, 1.7-1.99 arasi olasi
cins dlizeyinde tani ve 0-1.69 arasi skor ise guvenilir
olmayan tani seklinde degerlendirildi.

MALDI-TOF MS yonteminin duyarlilik ve 6zgulligu
Blakely ve Salmond’a® gére hesaplandi.
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BULGULAR

Calismada belirlenen MALDI-TOF MS kitle spekt-
rumlari MSP kitlphanesi ile karsilastirildi. MALDI-
TOF MS analizi sonucunda 31 (%93.7) izolatin tur
ismi dogru sekilde saptandi, bir (%3.1) C. metapsilosis
izolati ise yanlis tiir ismi ile tanimlandi (Tablo 1). Skor
degerleri, li¢ (%9.3) izolat igin 22.0, 21 (%65.6) izolat
icin 1.7-2.0 ve yedi (%21.8) izolat igin ise <1.7 olarak
belirlendi (Tablo 1 ve Tablo 2).

Sekiz (%100) C. parapsilosis, bes (%83) C. metapsilosis,
bes (%71) C. orthopsilosis ve alt1 (%54) L. elongisporus
izolatini iceren toplam 24 (%75) izolat 1.7-2.14 ara-
sinda degisen skor degerleri ile identifiye edildi.
Buna karsihk, iki (%28.5) C. orthopsilosis ve bes
(%45.4) L. elongisporus izolatinin tiir ismi dogru ola-
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Tablo 2. MALDI-TOF MS analiz skorlari ve tani performansi.

Tani skorlar*

Tani performansi**

Turler 2.3-3.0 2.0-2.29 1.7-19 <17 Yalanci pozitiflik ~ Duyarliik (%)  Ozgiilliik (%)

Candida parapsilosis (n=8) - 3 5 - - 100 100

Candida metapsilosis (n=6) - - 5 - C. parapsilosis 100 96.3
(n=1)

Candida orthopsilosis (n=7) - - 5 2 - 71.4 100

Lodderomyces elongisporus (n=11) - - 6 5 - 54.3 100

* 2.3-3, yiiksek dogrulukta tiir diizeyinde tani; 2—2.29, giivenli cins ve olasi tiir diizeyinde tani; 1.7-1.99, olasi cins diizeyinde tani; 0-1.69,

glvenilir olmayan tani
** >1.7 skorla tanimlanmis izolatlar temel alindi.

rak belirlenmesine karsilik, glivenli olmayan skor
araliginda belirlendi (skor <1.7) ve bir (%16.6)
C. metapsilosis izolati ise C. parapsilosis olarak yanls
tanimlandi (Tablo 1 ve 2).

Guvenli tanimlama igin 21.7 skoru temel alindiginda,
C. parapsilosis tiir kompleksine ait izolatlarin ayiri-
minda, MALDI-TOF MS yonteminin duyarlilig
C. parapsilosis ve C. metapsilosis igin %100,
C. orthopsilosis ve L. elongisporus igin ise sirasiyla
%71.4 ve %54.5 olarak saptandi. Yontemin 6zgilli-
gl ise C. parapsilosis, C. orthopsilosis, L. elongisporus
icin %100 ve C. metapsilosis igin %96.3 olarak belir-
lendi (Tablo 2).

TARTISMA

Bu calismada, L. elongisporus ve C. parapsilosis tir
kompleksi Gyesi izolatlarin ayriminda MALDI-TOF MS
yonteminin performansi degerlendirildi. Bu amagla,
32 referans C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis
ve L. elongisporus izolati MALDI-TOF MS yontemi ile
incelendi ve %54.5-%100 duyarhlik ve %96.3—%100
ozglllik oranlariile ayiriminin yapilabildigi gosterildi.
Bu durum, molekiler temelli yontemlerin halihazir-
da daha dogru ve giivenilir olduguna isaret etmekte-
dir.

MALDI-TOF MS yontemi, bakteri ve maya mantari
izolatlarinin tir dizeyinde tanimlanmasi igin son yil-
larda birgok klinik mikrobiyoloji laboratuvarinca rutin
olarak kullanilan hizli ve giivenilir bir yontemdir?°),

Klasik maya mantari tani sistemleri ile karsilastirildi-
ginda, MALDI-TOF MS yontemi zaman, uygulama
kolayhg ve performans temelinde 6nemli avantajla-
ra sahiptir. Buna karsilik, MALDI-TOF MS temelli
yanls identifikasyon hemen daima birincil olarak
sinirl referans sus verisine sahip kittuphaneler ile
iliskilendirilmektedir?”. MALDI-TOF MS ydntemi
maya mantarlarinin rutin tanisinda kullanilmasina
karsilik, 6zellikle tir kompleksi izolatlarinin tanisinda
spesifik 6rnek hazirlama protokollerine ve daha
genis MS veri kutiphanelerine gereksinim
duyulabilmektedir(?s29),

Klinik 6neme sahip ve tanisi zor olan kriptik mantar
turlerinin ayiriminda MALDI-TOF MS ydnteminin
uygulanabilirligi bulgularimizla uyumlu olarak diger
calismalarda da rapor edilmistir. Literatirde,
Arastehfar ve ark.", MALDI-TOF MS temelli
C. parapsilosis tir kompleksi izolat tanilarinin, DNA
temelli tani yontemleriyle (rDNA sekanslama ve
genotipleme) uyumlu oldugunu rapor etmislerdir.
De Carolis ve ark/nin ® L. elongisporus ve C. parapsilosis
tlr kompleksi Gyesi toplam 36 izolati inceledigi calis-
masinda, MALDI-TOF MS ydnteminin tum tdrleri
dogru tanimladigi (skor >2.0), ayrica DNA ve kitle
spektrum verileri temelli filogenetik analizlerde izo-
latlarin benzer sekilde kimelendigi bildirilmistir.
Roberto ve ark.t%ise C. parapsilosis tir kompleks
izolatlarinin ekinokandin ilag diren¢ profillerinin
belirlenmesinde, MALDI-TOF MS’nin optimize yon-
temlerle ylksek dogrulukta veri saglayabildigini
belirtmiglerdir.
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Bu calismada, L. elongisporus ve C. parapsilosis tir
kompleksinin hizli tanisinda MALDI-TOF MS yontemi-
nin uygulanabilirligi gésterilmistir. Buna karsilik, krip-
tik tlrlerin glvenli skor araliklarinda tanisi icin
yontem optimizasyonu ve standart MS kuttphane-
sine ek olarak, laboratuvar igi referans sus MS kit-
Uphanesine gereksinim olabilecegi belirlenmistir.
Analiz edilen izolat sayisinin gorece az olmasi bu
¢alismanin bir eksikligi olabilecegi disindldi.
Gelecekte MALDI-TOF MS yonteminin multipleks
tani performansinin degerlendirilmesi kuskusuz ilgi
cekici olacaktir.
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Amag: Konjonktiva mikrobiyotasinda kolonize olan en 6nemli bakteriler Staphylococcus epidermidis, difteroid comaklar,
Corynebacterium spp. ve Cutibacterium acnes’tir. Ozellikle S. epidermidis’in biyofilm olusturmasi kontakt lense bagl
enfeksiyonlarin gelisiminde 6nem tasimaktadir. Bu amagla ¢alismamizda, lens kullanmaya hazirlanan 140 hastanin (90
hidrojel, 50 silikon hidrojel), lens kullanimindan énce ve sonra alinan konjonktiva sirtintiilerinde biyofilm olusturan S.
epidermidis ve diger koagiilaz negatif stafilokok tiirlerinin varligindaki degisimleri incelemeyi amagladik.

Yéntem: izole edilen koagiilaz negatif stafilokoklar standart klinik mikrobiyolojik yéntemlerle, S. epidermidis tiirleri AP/
Staph ile tanimlandiktan sonra slime (retimleri; Kongo kirmizili agar, standart tip ve molekiler ydntemlerle
belirlenmistir.

Bulgular: S. epidermidis, lens kullanim éncesi ve sonrasi konjonktival mikrobiyotada en sik izole edilen tiir olmustur. Lens
kullanim 6ncesi konjonktiva mikrobiyotasinda slime treten S. epidermidis oranlari %45-50 iken, hidrojel kontakt lens
kullanim sonrasi %59, silikon hidrojel kontakt lens kullanim sonrasi ise %70.2 olarak belirlenmistir. Slime tretiminin
arastirilmasi igin, 161 S. epidermidis kékeninin Kongo Kirmizili Agar besiyeri kullanilarak yapilan degerlendirmesinde
82'si (%50.9), standart tiip yontemiyle 61'i (%37.8), molekiiler yontemlerle 91°i (%56.5) pozitif bulunmustur.

Sonug: Calismamizin sonucu, lens kullanim 6ncesi ve sonrasi bakteri oranlarinda anlamli degisimlerin olmadigi ama
ozellikle S. epidermidis gibi bakterilerin, slime (retimiyle kontakt lens faktériinii de kullanarak enfeksiyonlara zemin
hazirlayabilecegini disiindirmektedir. Ayrica; molekiiler yéntemlerin ve Kongo Kirmizili Agar yénteminin, Standart Tiip
yontemine gore daha giivenilir oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kontakt lens, konjonktival mikrobiyota, biyofilm
ABSTRACT

Objective: The most important bacteria of the conjunctival microbiota are Staphylococcus epidermidis, diphteroid rods,
Corynebacterium spp. and Cutibacterium acnes. Especially biofilm formation of S. epidermidis is very important for
contact lens related infections. For this purpose, we aimed to examine the changes in the presence of biofilm-forming
S. epidermidis and other coagulase-negative staphylococci in conjunctival swabs taken before and after lens usage in
140 patients (90 hydrogel, 50 silicone hydrogel) who were prepared to wear lenses.

Methods: Coagulase-negative staphylococci isolated from the conjunctival microbiota identified standard clinical
microbiological methods, after identification of S.epidermidis strains with API Staph; Slime production was determined
by Congo red agar, standard tube and molecular methods.

Results: S.epidermidis was the most frequently isolated species in conjunctival microbiota before and after lens usage.
Before lens usage, slime positive S. epidermidis strains were found as 45-50% but after lens usage it was 59% in
hydrogel contact lens users and 70.2% in silicone hydrogel contact lens users. For the investigation of slime production,
82 (50.9%) of 161 S. epidermidis strains were found positive by using Congo red agar, 61 (37.8%) by standard tube
method and 91 (56.5%) by molecular methods.

Conclusion: The result of our study suggests that there are no significant changes in bacterial ratios before and after lens
use, but bacteria such as S. epidermidis can predispose to infections by using slime production and contact lens factor. Also;
molecular methods and Congo Red Agar method were found to be more reliable than the Standard Tube method.

Keywords: Contact lenses, conjunctival microbiota, biofilm
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GiRiS

Konjonktiva mikrobiyotasi dogumdan itibaren olus-
makta ve gbz ylizeyinin korunmasinda yer alan
savunma mekanizmalari arasinda bu mikrobiyotanin
6nemli rolii oldugu bilinmektedir®. Konjonktiva mik-
robiyotasinda en yogun kolonize olan bakteri
Staphylococcus epidermidis olmakla beraber bunu
Staphylococcus aureus, Corynebacterium spp. ve
anaerop bakterilerden Cutibacterium acnes’in izledi-
gi gosterilmistir®. Son yillarda tibbi alanda gelisen
uygulamalara paralel olarak, gérme bozukluklari igin
gelistirilen kontakt lensler, olduk¢a yaygin kullanim
alanina sahip biyomateryallerdir. Ancak bunlarin,
konjonktiva epitelinde mikrotravmalar olusturarak,
goziin fiziksel savunmasinda zayiflamalara neden
olduklari ve bu durumun basta S. epidermidis olmak
Uzere konjonktivadaki mikrobiyotay: etkileyerek bir
yandan potansiyel patojen bakterilerin goz ylzeyine
tutunmasina, diger yandan normal konjonktival mik-
robiyotanin pargasi olan gerek S. epidermidis’in,
gerekse diger koagiilaz negatif stafilokoklarin (KNS),
korneaya ulasarak enfeksiyona neden olmalarina
zemin olusturdugu da bilinmektedir®. Ozellikle
slime Greten mikroorganizmalarla kolonize olan bu
biyomateryallerin, mikrobiyal keratitlere kaynak
olusturdugu gosterildikten sonra, kontakt lens yiizey-
lerine yapisan ve biyofilm olusturabilen mikroorga-
nizmalarin géz enfeksiyonlarindaki 6nemi daha iyi
kavranmistir®®). Sankaridurg ve ark/nin'”), kontakt
lens kullanimina bagli olarak konjonktiva mikrobiyo-
tasinda biyofilm olusturma 6zelligine sahip
S. epidermidis’in ve C. acnes’in kolonizasyonunda
artis gorilmesine, buna karsin bakteri tlrlerinin
cesitliligi bakimindan bir artis gérilmemesine daya-
nan ¢alisma bulgulari, bu konuyu destekleyen iyi bir
ornektir. S. epidermidis’te, biyofilm olusumundan
icaADBC operonunun {rlin olan polisakkarit yapida
hicrelerarasi adezin (polysaccharide intercellular
adhesin, PIA) sorumlu tutulmaktadir. IcaADBC opero-
nu stafilokoklarda biyofilm olusumunun hiicrelerara-
st adezyon kisminda gorev yapan PIA’'nin olusumun-
da yer alan poli-N-asetil-beta-1-6-glukozamin (PNAG)
oligomerlerini sentezlettirir. IcaA ve icaD genlerinin
gorevi Uridin difosfo (UDP)-N-asetil glukozamini subs-
trat olarak kullanarak seker oligomerleri sentezlettir-

mektir. IcaA tek basina dislik N-asetilglukozamin
transferaz aktivitesi gosterirken, icaD geni varliginda
enzim aktivitesinde belirgin artis gosterilmistir. Bu
nedenle icaA ve icaD genlerinin saptandigi
S. epidermidis kokenlerinin glclG bir biyofilm olus-
turma potansiyeline sahip olduklari kabul
edilmektedir®,

Gorme bozukluklarinda en sik kullanilan kontakt
lensler, hidrofilik monomerlerin polimerizasyonu
veya kopolimerizasyonu ile elde edilen ve genellikle
sentetik yapida olan yumusak kontakt lenslerdir. Bu
lenslerin hidrojel yapida olanlarinda, degisik oranlar-
da su tutma potansiyeli en 6énemli o6zellik olarak
belirtilmekte ve bunun, materyalin oksijen gegirgen-
ligi, elastikligi, 15181 kirma glci ve gerilmeye karsi
dayanikliiginda rol oynadigi bildirilmektedir®. Son
yillarda, silikonun yiksek oksijen gegirme ozelligiyle
hidrojelin ylksek su ve oksijen tasima o6zelliginin
kombine edilmesi ile, silikon ve hidrojel materyalleri-
nin birlestirilmesi sonucu gelistirilen Silikon-Hidrojel
yapida yumusak kontakt lenslerin de yaygin bir kulla-
nim alanina sahip oldugu ifade edilmektedirt*®,

Ulkemizde Tiirkiye istatistik Kurumu (TUIK)’nun 2018
yilinda yaptigi saglik arastirmasina gore, 15 yas ve
Uzeri bireylerin gozliik veya kontakt lens kullanimlari-
nin nifusa oraninin %35.6 oldugunu bildirilmistirY.
Ulkemizde yapilan bir calismada mikrobiyal keratit
tanisi almig hastalarin kiiltiirlerinden etken olarak en
sik S. epidermidis’in (%19.2) izole edildigi belirtilmis,
korneal Ulsere zemin olusturabilecek kontakt lens
kullaniminin %43.1’lik bir oranla en sik karsilagilan
neden oldugu bildirilmistir®2,

Arastirdigimiz kadariyla tilkemizde alaninda ilk oldu-
gunu gordigimiiz bu calismada: (1) Konjonktiva
mikrobiyotasinda icaA ve icaD genlerine sahip
S. epidermidis ve diger KNS’larin dagiliminin belir-
lenmesi, (2) Hidrojel kontakt lens ile silikon hidrojel
kontakt lens kullaniminin bu tiirlerin konjonktivadaki
dagihmina etkisinin arastirilmasi, (3) S. epidermidis
kokenlerinde slime Uretiminin Kongo kirmizili agar
(KKA), standart tip (ST) ve Multipleks Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yontemleriyle arastirilarak elde edi-
len sonuglarin karsilastiriimasi amaglanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (istanbul Universitesi,
Cerrahpasa Tip Fakultesi), Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan (2010-20669) onaylanmistir.

Orneklerin toplanmasi: istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklari
Anabilim Dali Kontakt Lens Birimi’ne basvurmus ve
yumusak kontakt lens kullanmasina karar verilmis,
88’i kadin 52’si erkek, kadinlarin yas ortalamasi 2213,
erkeklerin yas ortalamasi 2543 olan 140 hasta c¢alis-
maya alindi. Bu hastalardan 90’inin hidrojel kontakt
lens, 50’sinin ise silikon hidrojel kontakt lens kullan-
mas! ve sik degisim programina uygun olarak bu
lensleri, 30 giin sonra degistirmeleri planlandi.
Konjonktiva siruntdleri, lenslerin hastaya ilk defa
takilacagi glin, lens takilmadan 6nce, topikal aneste-
zik madde kullanilmadan, kirpiklere ve goz kapaklari-
na degdirilmemeye 6zen gosterilerek, rastgele segi-
len yalnizca tek bir goziin alt konjonktival forniksin-
den Ug¢ ayr steril ekiivyonla alindi ve siriintilerin
alindig1 goz kaydedildi. Aylik sik degisimli lens kulla-
nim programina tabi olan bu hastalar lenslerini ¢ika-
rip atacaklari ve yeni lens alacaklari bir aylik donem
sonunda cagrildi. Kontakt lensleri ¢ikarilan bu hasta-
larin konjonktiva strlntileri, ilk strintilerin alindigi
ayni goziin konjonktival fornikslerinden, Gg ayri ekiv-
yonla tekrar alindi. Lens kullanim 6ncesi ve kullanim
sonrasi donemde konjonktiva sdruntileri alinacak
olan tim hastalarin konjonktivit veya baska bir goz
enfeksiyonu tanisi almamis olmasina ve son 72 saat
icinde antibiyotik kullanmamis olmasina dikkat edildi.

Bakterilerin liretilmesi ve tanimlanmasi: Lens kulla-
nim 6ncesi ve kullanim sonrasi, hasta basinda alinan
konjonktiva striintileri hi¢ bekletilmeden Cerrahpasa
Tip Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarlari’na
getirildi. Surtntllerin alindig eklivyonlardan biri ile
hazirlanan direkt preperatlar Gram boyasi ile boya-
narak degerlendirilmistir. ikinci ekiivyon ile %5 koyun
kanl agara ve cukulatamsi agara ekimler yapildi.
Uciincii ekiivyon ise az sayida bulunabilecek KNS
tirlerinin gogalmasi igin tiyoglikolatli sivi besiyerine
ekildi ve besiyerleri 37°C’de 24-48 saat inkiibe edil-

408

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(4):406-14

di. inkiibasyon siiresi sonunda 6ncelikle tiyoglikolatli
sivi besiyerinden ¢ukulatamsi agara pasajlar alindi ve
bu besiyerleri 37°C’de 24-48 saat inklbe edildi.
Tiyoglikolatli sivi besiyerinden cikolatamsi agara ali-
nan pasajlarda treyen KNS tirlerinin, %5 koyun kanh
agarda ve gikolatamsi agarda treyen KNS tirlerinden
farkl olmadigi gézlendi. Her bir konjonktiva siirlinti-
sinun ekildigi kanli ve cukulatamsi agarlarda, ayrica
tiyoglikolath sivi besiyerinden pasaj alinan gukula-
tamsi agarda Ureyen farkli morfolojideki koloniler
numaralandirildi ve her birinden Gram preparasyon-
lar hazirlandi. Gram pozitif diplokok gortinimiinde
olan bakterilere ait benzer morfolojide goziiken kolo-
nilerden katalaz testi yapildi ve her bir besiyerinden
ayri ayri katalaz pozitif olan en az 10 koloni pasaj
alinarak gogaltildi. Cogaltilan her bir kéken icin lamda
kiimeleyici faktor varligl, DNaz ve tlpte koagllaz
enzimi aktivitesi, 0.04 U basitrasin ve 5 pg’lik novobi-
osin disklerine olan duyarhlik arastirildi. Bagh koag-
laz “clumbing factor” negatif, tiipte koagtilaz enzimi
aktivitesi negatif ve basitrasine direngli olan kdkenler
KNS olarak isimlendirildi. Tum KNS kdkenlerinin tiir
tanimi API Staph (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa)
kiti ile belirlendi. APl Staph kiti ile S. epidermidis
oldugu belirlenen KNS kokenleri triptik soy agar besi-
yerine ekilerek 37°C'de 24-48 saat inkube edildi ve
biyofilm olusumunda &nemli roli olan icaA, icaD
genlerinin arastirilmasi asamasina kadar %10 glise-
rolli brusella sivi besiyerinde -70°C’de saklandi.

Staphylococcus epidermidis kékenlerinde slime
tiretiminin arastirilmasi: S. epidermidis kokenlerinde
slime Uretimi, Freeman ve ark/nin™) tanimladig
Kongo Kirmizili Agar (KKA) ve Christensen ve ark./nin*4
tanimladig1 standart tip yontemiyle (ST) arastirildi.
Deneylerde pozitif kontrol olarak slime Ureten
S. epidermidis standart kokeni ATCC 35984 ve nega-
tif kontrol olarak slime lretmeyen S. epidermidis
standart kokeni ATCC 12228 kullanild.

Kongo Kirmizili Agar (KKA) yéntemi: izole edilen her
bir S. epidermidis kdkeninin 24 saatlik kilturlerinden
KKA besiyerine pasajlar alindi. KKA, laboratuvarimiz-
da Brain Heart Infusion agara (37 g/L, Himedia),
stikroz (50 g/L, Merck) ve Kongo kirmizisi (0.8 g/L,
Merck) ilave edilerek hazirlandi. KKA besiyerinde
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35°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda, pembemsi-
kirmizi, diiz ve merkezi koyu renkli koloni yapan sta-
filokok kokenleri slime negatif, siyah, plrizli, kuru
koloni yapan stafilokok kokenleri ise slime pozitif
olarak degerlendirildi®*®.

Standart Tiip (ST) yéntemi: izole edilen her bir
S. epidermidis kokeninin 24 saatlik kiltirlerinden
%0.25 glukozlu trypticase soy buyyon (TSB) iceren
tiplere ekimler yapilarak, 0.5 McFarland bulanikli-
ginda bir slispansiyon hazirlandi ve 37°C’de 48 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda tiiplerin igerik-
leri bosaltildi ve tiplere 5 ml %25’lik safranin boyasi
konuldu. Tupler dikkatlice ¢alkalanarak boyanin tim
ylzeye temasi saglandi ve iki dakika beklendikten
sonra, iki kez PBS ile yikandi, havada kurutulduktan
sonra ters gevrilerek kurutma kagidi izerinde bekle-
tildi. TUpln i¢ ¢eperinde safranin boyasi sayesinde
pembe boyanan ince film tabakasinin gérilmesi,
slime Uretimi olarak degerlendirildi®*¥.

Staphylococcus epidermidis kékenlerinden DNA izo-
lasyonu: S. epidermidis kdkenlerinin DNA izolasyonu
icin High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Manheim, Almanya) Uretici fir-
manin 6nerileri dogrultusunda kullanildi. DNA izolas-
yonu vyapilacak olan kdkenlerin 18-24 saatlik taze
pasajlarindan alinan koloniler bir ml PBS tamponu ile
homojenize edilerek 1 McFarland bulanikliga gore
ayarlandi, stspansiyonlar 11000 rpm’de bir dakika
santrifiij edildi. Ust sivilar atildiktan sonra kalan pel-
lete, 200 pl Tissue Lysis Buffer ilave edildi. Daha
sonra 40 pl Proteinaz K eklenip vortekslenerek drnek-
ler 55°C’de bir saat inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra sivilara 200 pl Binding Buffer eklenerek karisti-
rildi. Karigim 70°C’de 10 dakika inkube edildi.
inkiibasyondan sonra érneklere 100 pl isopropanol
ilave edildi ve iyice karistirildi. Orneklerin sivi kisimla-
ri, koleksiyon tiiplerinin Gzerine konulan Spin kolon-
lara steril uclar ile otomatik pipet yardimiyla aktaril-
di. Bir dakika siresince 8000xg’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi, spin kolon yeni bir koleksiyon tiipe
aktarildi ve Gzerine 500 pl Inhibitor Removal Buffer
ilave edildi. Bir dk sire ile 8000xg’de santrifiij edildi.
Santriflijden sonra spin kolonlar yeni koleksiyon tiip-
lerine alindi ve Uzerine 500 ul Wash Buffer ilave

edildi. Bir dk siire ile 8000xg’de santrifiij edildi bu
islem iki kere yapildi. Spin kolonlar 10 saniye stire ile
maksimum hizda (13000xg) tekrar santrifij edilerek
kalan etanol reziduvleri uguruldu. Koleksiyon tlpleri
atildi. DNA'y1 toplamak amaciyla spin kolonlar temiz,
steril, DNaz, RNaz icermeyen, 1.5 ml’lik mikrosantri-
fiij tiplerine aktarildi. Onceden 70°C’de isitiimis 200
ul Elution Buffer, spin kolonlara ilave edilerek bir dk
8000xg’de santrifiij edildi bdylece genomun memb-
randan ayrilmasi saglandi. PZR islemi yapilincaya
kadar 6rnekler -20°C’de saklandi.

Multipleks PZR ile icaA ve icaD genlerinin belirlen-
mesi: Calismamizda icaA ve icaD genlerini arastirmak
icin Arciola CR ark./nin®) belirlemis oldugu primerler
kullanildi (Tablo 1).

Tablo 1. Multipleks PZR’nda kullanilan primer dizileri ve bekle-
nen bant biiyiklikleri.

Gen Yonii Dizisi Uriin boyutu

icaA  diz 5’-TCTCTTGCAGGAGCAATCAA-3’ 188 bp
ters 5’-TCAGGCACTAACATCCAGCA-3’

icaD  diz 5’-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 198 bp
ters  5-CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-3

izole edilen DNA’larda icaA ve icaD genlerinin tespiti
tek asamali PZR ile arastirildi. Amplifikasyon, PTC-
200 Peltier Thermal Cycler’da gerceklestirildi (MJ
Research, Inc., MA, ABD). Her bir kdken igin reaksi-
yon hacminin bes pl’si DNA ekstrakti olmak Gzere
toplam hacim 50 pl olacak sekilde icaA ve icaD gen-
leri igin ayri ayri PZR karisimi hazirlandi. Her bir tiip
Gzerine birer damla mineral yag eklendi. Bu islem

Tablo 2. Multipleks PZR ile icaA ve icaD genlerinin amplifikasyo-
nu igin uygulanan Thermal Cycler programi.

Asama Is1 / Siire Tanim
1. Bekleme 94°C /5 dk Denatiirasyon
2. PZR (50 Dong))  94°C/ 1 dk PZR ile Cogaltma
53°C/1dk
72°C /1 dk
3. Bekleme 72°C/5dk Uzamasi tamamlanmamis
Grlnlerin tamamlanmasi
4. Bekleme 4°C/Sonsuz  Yiritme asamasina kadar

saklamak igin
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Sekil 1. Multipleks PZR ile saptanan icaA geninin agaroz jeldeki
gorunimi.

(SM.: Size marker, 2—4 pozitif 6rnekler, 1-3-5 negatif 6rnekler, DNA
ladder: 100 kb)

* jcaA geni icin PZR sonrasi; 188-bp’de bantlar izlendi.

sonrasinda tliplerin kapagl kapatilarak ornekler
Thermal Cycler’a yerlestirildi ve Tablo 2’de belirtilen
PZR programi uygulandi.

Amplifikasyon sonrasi PZR Urlnleri yatay agaroz jel
elektroforezi ile incelendi. Bu amagla her yuritulen
GrGn grubunda elde edilen bantlarin baydklagina
karsilastirmak icin 100 bp’lik (bp: base pair (baz cifti)
size marker (Fermentas®, Litvanya) kullanildi. 100
V’da 20-25 dakika (Minnie.The.Gel.CicleHE 33, Hoefer
Scientific Instruments, San Fransisco, ABD) yurtil-
dikten sonra UV - transliiminator (Model Tuv 20 Owl
Scientific, ABD) altinda incelendi ve arastirilan bant-
lar degerlendirilerek pozitif érneklerin fotograflar
cekildi (Kodak 1D 3.5) (Sekil 1, 2).

istatistik analiz: Sonuclarin istatiksel olarak deger-
lendirilmesinde Mc Nemar testi kullanilmistir. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Kullanilan kontakt lens tlirtine bakilmaksizin, kontakt
lens kullanan toplam 140 hastamizin, lens kullanma-
ya baslamadan dnce alinan konjonktiva stirtintllerin-
den 81 (%57.8) KNS kokeni Uretilmistir. KNS’lardan
S. epidermidis %88.9 oraniyla en sik izole edilen tiir
olmustur. Diger KNS tirleri sirasiyla yedi (%8.65)
(%2.45)
Staphylococcus capitis olarak tanimlanmistir. Buna

Staphylococcus  lugdunensis, iki
karsin kontakt lens kullanim sonrasi toplam 140 has-
tamizin konjonktiva sirintilerinden 109 (%77.8)
KNS koékeni Gretilmistir. Calismada her hasta igin lens
kullanim sonrasi Uretilen KNS tirlerinin lens kullanim

410

Sekil 2. Multipleks PZR ile saptanan icaD geninin agaroz jeldeki
goriinimii

(SM: Size marker, 2-4 pozitif 6rnekler, 1-3-5 negatif rnekler, DNA
ladder: 100 kb)

* jcaD geni igin PZR sonrasi; 198-bp’de bantlar izlendi.

oncesi Uretilen tirlerle benzerligi molekiler yontem-
lerle arastiriimaksizin lens kullanimina bagli olarak
konjonktiva mikrobiyotasinda icaA ve icaD genlerine
sahip S. epidermidis ve diger KNS tirlerinin dagili-
minda bir degisiklik olup olmadigi arastiriimis ve lens
kullanim sonrasi tretilen KNS tirlerinin 89’u (%81.6)
S. epidermidis, 15’'i (%13.76) S. lugdunensis, Ul
(%2.75) Staphylococcus caprae ve ikisi S. capitis ola-
rak tanimlanmistir. Konjonktivit veya bagka bir goz
enfeksiyonu tanisi olmayan bu hastalarda dretilen
KNS’lar konjonktiva mikrobiyotasina ait bakteriler
olarak kabul edilmistir.

Ureyen KNS tiirlerinin hidrojel kontakt lens ve silikon
hidrojel kontakt lens kullanim sonrasi konjonktivada-
ki dagihimlari incelendiginde, hidrojel kontakt lens
kullanan 90 hastanin lens kullanim &ncesi 51’inde
(%56.67), lens kullanim sonrasi ise 67’sinde (%74.4)
KNS Gremistir. Bu stafilokoklarin lens kullanim éncesi
ve kullanim sonrasi tlrlere gore dagihmi Tablo 3’te
gosterilmistir.

Hidrojel kontakt lens kullanmis olan hastalardan
izole edilen toplam KNS tirlerinin dagilimi lens kulla-
nim o6ncesi belirlenen dagihm ile kiyaslandiginda her
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigi belirlenmistir (p>0.05). izole edilen her
bir stafilokok tiirinin gruplar arasinda ayri ayri dagi-
limi1 bakimindan da istatistiksel bir fark bulunmadigi
saptanmistir (p>0.05) (Tablo 3).

Silikon hidrojel kontakt lens kullanan 50 hastanin
lens kullanim 6ncesi 30’unda (%60), kullanim sonrasi
ise 42’sinde (%84) KNS Uremistir. Bu stafilokoklarin
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Tablo 3. Kontakt lens kullanim 6ncesi ve kullanim sonrasi hastalarin konjonktiva siiriintiilerinden izole edilen KNS tiirlerinin dagilimi [n (%)].

Hidrojel kontakt lens kullanan hastalar Silikon hidrojel kontakt lens kullanan hastalar

n=90 n=50
Ureyen KNS tiirleri Kullanim 6ncesi  Kullanim sonrasi Kullanim 6ncesi  Kullanim sonrasi
(n) n (%) n (%) P n (%) n (%) P
Staphylococcus epidermidis (161) 44 (48.8) 52 (57.7) p>0.05 28 (56) 37 (74) p>0.05
Staphylococcus lugdunensis (22) 5(5.6) 10 (11.1) p>0.05 2 (4) 5(10) p>0.05
Staphylococcus caprae (3) (-) 3(3.3) p>0.05 (-) (-) p>0.05
Staphylococcus capitis (4) 2(2.2) 2(2.2) p>0.05 (-) (-) p>0.05
Toplam (190) 51 (56.7) 67 (74.4) 30 (60) 42 (84)

Tablo 4. Kontakt lens kullanim 6ncesi ve kullanim sonrasi hastalarin konjonktiva siriintiilerinde saptanan icaA ve icaD pozitif
Staphylococcus epidermidis kokenlerinin dagilimi [n (%)].

Ureyen toplam
Staphylococcus epidermidis

Kontakt lens tiirii Lens kullanimi icaA(+) icaD(+)

Staphylococcus epidermidis

n (%) n (%)
Hidrojel kontakt lens kullanan hastalarin Lens kullanim 6ncesi 44 (48.8) 20 (45.0)
konjonktiva mikrobiyotasi (n=90) Lens kullanim sonrasi 52 (57.7) 31 (59.0)*
Silikon hidrojel kontakt lens kullanan hastalarin Lens kullanim 6ncesi 28 (56.0) 14 (50.0)
konjonktiva mikrobiyotasi (n=50) Lens kullanim sonrasi 37 (74.0) 26 (70.2)*

*: p<0.05

Tablo 5. Slime retimi tespitinde Kongo Kirmizili agar, standart
tlip ve multipleks PZR yontemleriyle elde edilen sonuglarin kar-
silastirimasi [n (%)].

lens kullanim o6ncesi ve kullanim sonrasi tirlere
gore dagilhmi Tablo 3’te gosterilmistir. Silikon hidro-

jel kontakt lens kullanim sonrasi izole edilen toplam

B o . B . i Yontem Pozitif n(%)
KNS turlerinin dagilimi lens kullanim 6ncesi belirle-
nen dagilim ile kiyaslandiginda her iki grup arasinda Kongo Kirmizili Agar 82(50.9)
. o . . . o Standart Tup 61 (37.8)
istatistiksel bir fark bulunmadigl belirlenmistir Multipleks PZR 91 (56.5)

(p>0.05). izole edilen her bir stafilokok tiiriiniin
gruplar arasinda ayri ayri dagilimi bakimindan da Gerek silikon hidrojel kontakt lens kullanan gerekse
istatistiksel bir fark bulunmadigi saptanmistir

(p>0.05) (Tablo 3).

hidrojel kontakt lens kullanan hastalarin lens kulla-
nim o6ncesi ve sonrasl, konjonktiva sirintilerinden
toplam 161 S. epidermidis kokeni Uretilmistir. Slime

Hidrojel ve silikon hidrojel kontakt lens kullanim
oncesi ve sonrasi konjonktiva mikrobiyotasinda icaA
ve icaD pozitif S. epidermidis kbkenlerinin dagilimlari
Tablo 4’te gosterilmistir. Hidrojel kontakt lens kulla-
nim sonrasi tespit edilen icaA(+) ve icaD(+)
S. epidermidis kdkeni sayisinin, lens kullanim éncesi-
ne gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4). Bunun yani
sira, silikon hidrojel kontakt lens kullanim sonrasi
tespit edilen icaA(+) ve icaD(+) S. epidermidis kokeni
sayisinin, lens kullanim Oncesine gore istatistiksel
olarak anlaml dizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir
(p<0.05) (Tablo 4).

Uretiminin saptanmasinda kullanilan Gg¢ farkl yon-
temle elde edilen sonuglar Tablo 5’de verilmistir.

TARTISMA

Son yillarda gerek gorme giiclinii arttirma, gerekse
estetik gorinim saglamak amaciyla kontakt lens
kullaniminin hizla arttigi gérilmektedir. Ancak kon-
takt lens kullaniminin normal konjonktiva mikrobiyo-
tasindaki KNS’lar gibi bakterileri etkiledigi ve lens
kullanimina bagh olarak mikrobiyotada degisimler
olusturabilecegi, hatta daha da ileri giderek basta
konjonktivit ve bakteriyel keratit olmak Uzere enfek-
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siyonlar gelisebilecegi gosterilmistir-1617),

Konjonktival mikrobiyota dogumdan itibaren gelisen
ve yasam boyu devam eden bir mikroorganizma bir-
likteliginden olusmaktadir. Konjonktiva bazi bireyler-
de yasamin belirli bir ddneminde 6zellikle geng yasta
steril kalabilse de, gevreye, yasa, mevsime, viicut
direncine, kontakt lens kullanimina ve diger faktorle-
re bagh olarak degisiklik gosterebilen bir mikrobiyota
ile kaplanir. KNS’lar konjonktival mikrobiyotadan en
cok izole edilen bakteriler olmakla beraber,
S. epidermidis’in en yogun kolonize olan bakteri
oldugu bilinmektedir®.

Ulusal g¢alismalar incelendiginde; Erdogan ve ark.®
stk degisimli yumusak kontakt lenslerin glinlik kulla-
nimindan sonra hastalarin konjonktiva mikrobiyota-
sindan %30 oraninda S. epidermidis Uretmislerdir.
iskeleli ve ark.® yumusak hidrojel kontakt lens kulla-
nimindan sonra %49.3 oraninda KNS Uretmislerdir.
Uluslararasi galismalar incelendiginde ise Rahim ve
ark.?® yumusak kontakt lens kullanan 100 hastanin
%65’inde lenslerin kontamine oldugunu gostermis-
lerdir. Lens kullanim sonrasi konjonktival mikrobiyo-
tadan %40.6 oraninda S. epidermidis Uretmislerdir.
Willcox ve ark.?? yumusak lenslerde aerop bakteri-
lerden KNS'larin %39.9 ile en sik rastlanan kontami-
nant oldugunu gostermislerdir. Calismamizda hidro-
jel kontakt lens kullanan hastalarda lens kullanim
sonrasi izole edilen mikroorganizmalar basta 52
(%57.7) S. epidermidis olmak Uzere, 10 (%11.1)
S. lugdunensis, g (%3.3) S. caprae ve iki (%2.2)
S. capitis ve silikon hidrojel kontakt lens kullanan
hastalarda 37 (%74.0) S. epidermidis, bes (%1.0)
S. lugdunensis’tir.

Son yillarda giderek artan bir sekilde KNS’lar enfeksi-
yon gelisiminde 6nemli bir klinik etken olarak bildiril-
mektedir. Yapilan hayvan modelli ¢galismalar biyofilm
Ureten S. epidermidis kdkenlerinin biyofilm Gretme-
yen kokenlere gore daha virilan oldugunu
gostermistir?22), S, epidermidis kokenlerinde hicre
ici adezyon molekdillerini kodlayan genlerin varliginin
slime Uretimi ve biyofilm olusumu ile iliskili oldugu
gosterilmistir®®, Slime Gretimi, mikroorganizmalarin
konak hiicreye ve yapay ylizeylere adezyonundan
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sorumludur®?), Slime Ureten kdkenler saglikl kor-
neay! bile enfekte edebilmektedir®. Normal kon-
jonktival mikrobiyotada siklikla bulunan gram pozitif
bakterilerden S. epidermidis’in slime Gretimi en
énemli virtilans faktérudiar®+??), Uluslararasi calisma-
lar incelendiginde; Suzuki ve ark./nin®?” saglikl insan-
larin konjonktival mikrobiyotalarinda
S. epidermidis’lerin slime Uretimini Kongo kirmizili
agar ve PZR ydntemiyle inceledikleri ¢alismalarinda
%60’IniIn icaA genitasidigini belirlemislerdir. Yaptiklari
arastirmanin sonucu olarak, slime lireten
S. epidermidis’lerin okiler enfeksiyonlarda 6nemi
olabilecegini belirtmiglerdir. Catalanotti ve ark.?® ise
bakteriyel bilateral konjonktiviti olan ve yumusak
kontakt lens kullanan 97 hastanin konjonktival stiriin-
tl 6rneklerinde yaptiklari bir calismada, izole edilen
S. epidermidis kokenlerinin %74.1'nin icaA ve icaD
genlerine sahip olduklarini bildirirken, Murugan ve
ark.?® konjonktivitli hastalardan Urettikleri
S. epidermidis’lerde icaA tasima oranini %66.7 bul-
muslardir. Konjonktiva mikrobiyotasinda slime ure-
ten S. epidermidis kdkenlerinin bulunmasi, kontakt
lens kullanacak olan hastalar icin dnemli bir veridir.
Calismamizda hidrojel kontakt lens kullanim &ncesi
slime pozitif S. epidermidis orani %45.0 iken lens
kullanim sonrasi %59.0’a, silikon hidrojel kontakt
lens kullanim dncesi slime pozitif S. epidermidis
orani %50.0 iken lens kullanim sonrasi %70.2’ye yiik-
selmistir. Lens kullanim 6ncesi oranlarimiz Suzuki ve
ark.’nin® saglkl insanlarin konjonktival mikrobiyo-
tasinda %60’lik icaA(+) ve icaD(+) oranlarindan az
olmakla birlikte, lens kullanim Oncesi ve sonrasini
inceleyen  bir ¢alisma  bulunmamaktadir.
Calismamizin 6nemli bir kisitlihgi lens kullanim son-
rasi izole ettigimiz KNS tdrlerinin lens kullanim
Oncesi Uretilen tirlerle benzerliginin molekiler
yontemlerle arastirilmamis olmasidir. Lens kullanim
oncesi ve sonrasi molekdler olarak benzerlik goste-
rilen turlerin miktarlarindaki degisiklikler gosterile-
bilseydi cok daha kapsamli veriler elde edilmis
olurdu.

Slime Uretimini arastirmak amaciyla genellikle kongo
kirmizili agar, standart tlip, mikropleyt ve molekdler
yontemler kullaniimaktadir. Arastirmamizda 161
S.epidermidis kokeninde slime Gretimi kongo kirmizi-
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Il agar yontemi ile %50.9, standart tip yontemi ile
%37.8, PZR yontemi ile de %56.5 olarak tespit edil-
mistir. Calismamizda kullandigimiz kongo kirmizili
besiyeri ile molekiler yontemler arasinda uyumlu
sonuglar elde edilmistir. icaA ve icaD geni tasiyan
butin kokenler kongo kirmizili agarda siyah koloni
olusturmuslardir. Ancak molekiler yontemler ile
diger yontemlerin arasinda tespit ettigimiz fark, bu
genlere sahip her bakteride fenotipik olarak slime
ozelliginin gorulemeyebilecegini gbdstermektedir.
Standart tlp yontemindeki oranin diger yontemlere
oranla daha duslik bulunmasini, degerlendirmenin
gozle yapilisindan dolayi zayif pozitif kokenlerin nega-
tif olarak degerlendirilmesi nedeniyle olabilecegi
kanaatindeyiz. Sonuglar arasindaki uyum ulusal ve
ulusalararasi verilerle desteklenmektedir(142829),

Calismamiz sonucunda; slime Ureten S. epidermidis
kokenlerinin saptanmasinda, Multipleks PZR ve KKA
yonteminin, ST yontemine gore daha glvenilir oldu-
gu anlasilmistir. Mikrobiyal keratit gelismesinde
hazirlayici faktérlerden biri oldugu kabul edilen kon-
takt lens kullaniminin, konjonktiva mikrobiyotasinda
bulunan KNS tirlerinin dagiliminda anlamli bir degi-
sime neden olmadigl ancak gerek hidrojel kontakt
lens gerekse silikon hidrojel kontakt lens kullaniminin
konjonktiva mikrobiyotasinda bulunan icaA ve icaD
pozitif S. epidermidis kdkenlerinin miktarinda istatis-
tiksel olarak anlamh diizeyde artisa neden oldugu
belirlenmistir.
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Amag: Shiga toksin treten E. coli (STEC) suslarini 6nemli bir gida kaynakli patojendir. Cografya,
zaman veya kaynak farkli olsa bile STEC suslari ile dnemli salginlarla karsilasilabilmektedir. Biz de
bu nedenle ¢calismamizda, diinyanin farkli bélgelerinde énemli salginlarda etken olarak saptanan
ve genomik verileri agik veri tabanlarinda bulunan EDL933 ve Sakai gibi STEC kékenlerini
karsilastirarak hangi virulans faktérlerini kullandiklarini ve bu kékenlerin birbirleri ile olan
benzerliklerini in silico olarak karsilastirmayr amagladik.

Yéntem: Calismamiza farkli zamanlarda, diinyanin farkli bélgelerinde 6nemli salginlar yapan yedi
farkli SYEC susu ve inek diskisindan elde edilen bir siiper bulastirici k6kene ait olmak izere toplam
sekiz susun genomik verileri dahil edildi. Kékenlere ait veriler NCBI veri tabanindan indirildi.
Filogeni analizi ve virulans gen analizleri sirasiyla CSl filogeni ve VFanalyzer online programlariyla
yapildi.

Bulgular: Filogeni analizine gére EDL933 susuna en benzer sus, %96.4 benzerlikle TW14588
susuydu. En az benzeyen kéken ise %79.15 benzerlikle Sakai kékeni olarak saptandi. Virulans
genleri analizine gére ise dokuz baslik altinda viriilans faktérlerini meydana getiren 333 gene
varhg belirlendi. ilk STEC susu EDL933’de, tiim viriilans genlerinden %45’inin aktif oldugu
saptandi. Stx genleri disinda tiim kékenlerde Ecp, Elf, Hcp gibi aderans genleri ve clyA gibi toksin
genleri aktifti oldugu gérildi.

Sonug: Calismamizda, salginlarla iliskili STEC k6kenlerinin karsilastirmali genomik analizlerinde,
stx geni disinda farkli viriilans genlerini de kullandigi in silico olarak saptandi. Ozellikle belli
viriilans genleri; kaynadi, zamani ve lokasyonu farkli olsa da kullanmasi gereken genler olarak 6n
plana ¢ikmakta ve patogenezde bu genleri kullanmaktadir.

Anahtar kelimeler: STEC, O157: H7, in silico analiz, viriilans genleri
ABSTRACT

Objective: Shiga toxin-producing E. coli (STEC) strains are important foodborne pathogens.
Significant outbreaks with STEC strains can be encountered, even if the geography, time or resources
were different. The aim of our in silico study was to compare the virulance factors and phylogeny of
STEC strains such as EDL933 and Sakai, which have been identified as an agent in important
outbreaks in different parts of the world and whole genomic data were in open databases.
Method: Genomic NCBI data of eight strains were included in our study, including seven different
STEC strains associated with significant epidemics in different parts of the world, and one super-
shedder strain obtained from cattle feces.

Results: According to phylogeny analysis, the most similar strain to EDL933 strain was TW14588,
with 96.4% similarity. The most distant similarity was Sakai strains with 79.2%. According to the
virulence genes analysis; the presence of 333 genes that constitute virulence factors under nine
headings were detected. In the first STEC origin, EDL933, 45% of all virulence genes were found
to be active. Adherence genes such as Ecp, Elf, Hcp and toxin genes such as clyA were active in all
strains except stx genes.

Conclusion: In our in silico study of comparative genomic analysis of STEC strains which are
associated with outbreaks, it was determined that STEC strains used different virulence genes
besides the stx gene. Indeed, they used certain virulence genes, even their sources, time and
locations were different, in the pathogenesis.

Keywords: STEC, 0157: H7, in silico analysis, virulence gene
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GiRiS

Escherichia coli, insanlar ve hayvanlarin normal flora-
sinda bulunan hem kommensal bir bakteri hem de
intra ve extra intestinal ciddi enfeksiyonlara da
neden olabilen 6nemli patojen bir bakteridir®.
Gastroenteritlere neden olabilen diyarejenik E. coli
(DEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatoje-
nik E. coli (EPEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), ente-
rohemorajik E. coli (EHEC), enteroinvaziv E. coli
(EIEC) ve diffiz aderan E. coli (DAEC) olmak lzere 6
farkh patotipi vardir?. Enterohemorajik E. coli (EHEC)
0157:H7, siddetli-kanh ishallere neden olan gida
kaynakl patojenler arasinda ¢ok dnemli tiirdiir. Bu
kanli ishaller, Shiga toksin kaynakl oldugu igin EHEC
ayrica Shiga toksin Ureten E. coli (STEC) olarak da
adlandiriimaktadir®®, STEC, kromozomal genler tara-
findan kodlanan gok farkli virtilans faktorlerine sahip-
tir ve bunlar genellikle patojenite adalarinda (PAl’ler)
veya plazmidlerinde bulunur. stx geni aracili shiga
toksininin Gretimi, STEC suslarinin endotel hiicre
hasarina yol agan en 6nemli faktorlerden birisidir. stx
genlerinin farkh alt tipleri bulunmaktadir ve bu fark-
lilik hastaligin siddeti agisindan 6nemli bir belirteg
olmakla birlikte, stx’in tim patojeniteden tek basina
sorumlu oldugu anlamina gelmedigi, bircok virtilans
faktorintn isin icine dahil oldugu da bildirilmektedir®.
STEC suslari insanlar ve ¢ok farkh sicakkanli hayvan-
larda saptanabilmektedirler ama 6zellikle gevis geti-
ren hayvanlar, insanlarda goérilen enfeksiyonlar igin
ana rezervuardirlar ve bu nedenle STEC kaynakh
besin zehirlenmelerinin ana kaynagi
sayllmaktadirlar®. ilk defa 1983 yilinda Amerika’nin
Michigan sehrinde meydana gelen salginda dana
kiymalarindan elde edilmis olan Escherichia coli
(EHEC) 0157:H7 EDL933 susu ile bu suslar
taninmistir®,. Daha sonra 1996 yilinda Japonya’nin
Sakai sehrinde beyaz turp filizi tiiketimi sonucunda
oldugu saptanan ve 6zellikle okul ¢agindaki cocuklari
etkileyen E. coli 0157:H7 Sakai susu salginiyla kendi-
ni géstermistir”. Son yillarda tiim genom dizileme
(WGS) gibi yeni ve detayl molekiler tekniklerin
gelismesi, STEC suslarinin epidemiyolojik ozellikleri-
nin belirlenmesine katki saglamistir®. Ayrica bu yén-
temler, farkh virtilans faktorlerinin belirlenmesini
ozellikle  halk

saglayarak, saghgina  katki
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saglamaktadir®. Biz de bu nedenle calismamizda,
diinyanin farkh bolgelerinde 6nemli salginlar yapan
ve tim genom dizileme teknikleri ile dizilenerek
genomik verileri agik veri tabanlarinda bulunan
EDL933 ve Sakai gibi E. coli 0157:H7 suslari karsilas-
tirarak hangi virulans faktorlerini kullandiklarini ve
bu suslarin birbirleri ile olan benzerliklerini in silico
olarak karsilastirmayi amacladik.

GEREC ve YONTEM

Calismamiza, farkli zamanlarda dinyanin farkl bol-
gelerinde 6nemli salginlar yapan yedi farkli E. coli
0157:H7 susu genomik verileridahil edildi. Bususlarin
tiim genom analizlerine ait genomik verileri NCBI veri
tabanindan indirilerek ¢alismamizda kullanildi. Bu
suslarin virlilans 6zelliklerini karsilastirmak amaciyla
inek diskisinda saptanan ve silper yayicl karakter-
de oldugu bildirilen bir sus calismamiza dahil edil-
di. Ayrica calismamiza daahil edilen E. coli 0157
suslarinin segilmesinde bu susun tanimlanmasina
neden olan, salginlari ile siklikla makalelere konu
edilmis, bircok yayinda referans sus olarak kullanilan
ve WGS analizleri tiim olarak tamamlanarak ayrintih
olarak incelenmis suslar calismamizda secgerek ince-
lemeye alinmistir.

Bu suslara ait NCBI erisim numaralari ve sus bilgileri
Tablo 1’de verilmistir. Bu suslarin plazmidleri ¢calisma-
miza dahil edilmemistir. Suglarin birbirleri ile evrimsel
olarak yakinliklari CSI filogeni yazihmi ile (https://
www.genomicepidemiology.org/) gerceklestirildi. CSI
filogeni yazilimi, buylik fasta dosyalari Ustlinde tek
nokta polimorfizmlerini (SNP) otomatik olarak kontrol
ederek tim karsilastirilan dizilerde bunlari incelemek-
tedir ve yazilim genomlardaki SNP’leri filtreleyerek,
bélgelerin dogrulamasini yapmaktadir. Sistem tarafin-
dan olusturulan bu ylksek kaliteli SNP’lerin birlestiril-
mis hizalamalarina dayali otomatik bir filogeni analizi
cikartmaktadir®®, Suslarda bulunan virulans genleri-
nin karsilastirmali analizi VF analyzer programi (http://
www.mgc.ac.cn/VFs/) ile gergeklestirildi. VF analyzer
programi da virllans genlerinin belirlenmesi igin basit
blastlama algoritmasi yerine karsilastirilan referans
genomlara gore tasinan agik okuma bolgelerinin oto-
matik olarak karsilastirmasini saglamaktadir*?,
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Tablo 1. Gahismamiza dahil edilen suglara ait bilgiler ve benzerlik oranlari.

NCBI gen bankasi Salgin nedeni Sus Adi Saptama Benzerlik
erisim numarasi Tarihi orani
NC_002655 Kontamine hamburgerleri iceren bir salginla baglantili olarak Michigan EDL933 1983, Amerika 100
dana kiymalarindan izole edilmis izolat
NC_002695 Beyaz turp filizlerinin tiketimi ile iliskili salginda, ilkokul gocuklarinda Sakai 1996, Japonya 79.15
izole edilmis klinik izolat
CP015023 Elma sarabi gibi asitlenmis gidalarla iliskili salginda izole edilen izolat SRCC 1675 2002, Amerika 95.84
NC_013008 Ispanakla iligkili salginda bir hastadan elde edilen klinik izolat TW14359 2006, Amerika 93.30
NZ_CMO000662 Iceberg Marul ile baglantili Taco John’s restoranlarinda gelisen salginda TW14588 2006, Amerika 96.40
izole edilen klinik izolat
CP043015 iskembe gibi ¢ig tiriinlere temas sonrasi gelisen salginda izole edilen Escherichia coli 2017, ingiltere 93.84
klinik izolat 388808
CP043019 iskembe gibi ¢ig Giriinlere temas sonrasi gelisen salginda izole edilen Escherichia coli 2017, ingiltere 96.15
klinik izolat 397404
CP014314 Super bulastirici sus (inek diskisindan izole edilmis) JEONG-1266 2016, Amerika 93.40

1—CP014314/1-322

1 0.968

0.834-CP015023/1-322

~NC_013008/1-322

0.982;CP043015/1-322
lCP043019/1-322

NC_002695/1-322

Sekil 1. Suslarin tek nokta polimorfizm (SNP) temelli benzerligine gore filogeni agaci.

BULGULAR

Calismamiza dahil edilen suslara ait genomik veriler
analiz edildiginde, dana kiymalarindan 1982’deki
salginda elde edilen EDL933 susuna en benzer susun,
2006'da yine Amerika’da marul kaynakli salginda
hastalardan izole edilen TW14588 susunun oldugu
belirlendi. Benzerlik orani %96.4ti. ingiltere’de 2017
yilinda saptanan suglardan birisi %96.15 oraninda
benzerlik gosterirken, ayni salginda izole edilen diger
sus %93.84 benzerdi. En diisiik benzerligin 1996’da

Japonya’nin Sakai kentindeki salginda gocuklarda
belirlenen Sakai susu oldugu ve benzerligin %79.15
oldugu gorildi. Tum suslara ait benzerlik oranlar
Tablo 1’de verilmistir. 2016’da Amerika’da stiper bulas-
tirici karakterde oldugu saptanan ve inek diskilarindan
elde edilen JEONG-1266 susunun EDL933 susuna ben-
zerliginin %93.4 oldugu bulundu (Sekil 1).

Calismamiza dahil edilen suslara ait virulans genleri-
nin dagilhimi incelendiginde, viriilans genlerinin ade-

rans, (19 6ge - 89 gen), ototransporter (19 6ge - 20
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Tablo 2. Caligmamiza dahil edilen suslara ait virulans genlerinin dagilimi.
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CP014314
JEONG-1266

CP043015 CP043019 CP015023

NZ_CMO000662

TW14359

NC_013008

NC_002695

NC_002655

ilgili

genler

397404 SRCC 1675

388808

TW14588

Sakai

EDL933

24 24 24 25 25 25

26

89

Aderans, (19 6ge-89 gen)

20

Ototransporter (19 6ge-20 gen)

invazyon (2 6ge-4 gen)

33

Demir kullanimi (6 68e-33 gen)

LEE-encoded TTSS efektorleri (7 6ge-7 gen)

Non-LEE encoded TTSS efektorler (55 6ge-55 gen)

Dizenleyici (1 6ge-1 gen)

43 43

51 51 42 42

51

104
20

Sekresyon sistemi (5 6ge-104 gen)

Toksin (10 6ge-20 gen)

stx1A
stx1B

+

Stx2A
stx2B

128 129 131

38

127
38

129
39

143
43

147

44

150
45

333

Taginan virtlans gen (Orf Sayisi)

39

39

Tasinan virulans gen (Orf Sayisi) (%)
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gen), invazyon (2 6ge - 4 gen), demir kullanimi (6 6ge
- 33 gen), LEE-encoded TTSS efektorleri (7 6ge - 7
gen), non-LEE encoded TTSS efektorler (55 68e - 55
gen), dlizenleyici (1 6ge - 1 gen), sekresyon sistemi (5
O0ge - 104 gen) ve toksin (10 6ge - 20 gen) olmak
Uzere dokuz baslik altinda oldugu saptandi. Bu 9 bas-
lik altindaki virtlans faktorlerini meydana getiren
333 virllans genini liretebilen acik okuma gergevesi
(orf) varligi belirlendi. Toksin viriilans faktorlerinden
birisi olan Stx geni 6zellikleri incelendiginde, 4 susun
stxla, 1b, 2a ve 2b Uretimini yapabildikleri diger 4
susun ise yalnizca stx2a ve 2b Uretebilecek orf iger-
dikleri saptandi. Diger virllans faktorleri incelendi-
ginde, virlans genini tretebilen acik okuma cerceve-
si (orf) icermeleri agisindan en duslk seviyede
2017’de ingiltere’de salgin olusturan suslarin oldugu
belirlendi. Tim orf bolgelerinin ortalama %38’inin bu
suslarda bulundugu goriildi. EDL933 susunda ise
tim virtlans genleri olusturan orf bdlgelerinin
%45’inin bulundugu saptandi. Tim suslarda Aderans
ile ilgili olarak EaeH geni, genel pili geni (Ecp), lami-
nin baglayici fimbria geni (Elf) ve hemorrhagic E. coli
pilus (Hep) genleri tasiyordu. Bakteriyel membranla-
rindan direkt gecisle ilgili olan ototransporter genle-
rinden EhaA, AIDA-I type geni tim suslarda tasin-
maktaydi. Toksin virlilans faktorlerine stx disinda
bakildiginda, hemolysin/cytolysin A (hlyE/clyA) geni-
nin tim suslarda tasindigi saptandi.

TARTISMA

Escherichia coli 0157:H7 veya Shiga toksin lreten
E. coli (STEC) suslari, 6nemli bir gida kaynakl pato-
jendir ve 1983’te tanimlandigindan beri 6nemli bir
halk sagligi sorunu olusturmaktadir®?. E. coli
0157:H7 ile iliskili halk saghgi risklerini degerlen-
dirmek icin, suslar arasindaki fenotipik ve genoti-
pik farkhliklari anlamak ¢ok énemlidir*®), Son yil-
larda tim genom dizileme (WGS) gibi yeni ve
detayli molekiler tekniklerin gelismesi, STEC sus-
larinin epidemiyolojik ozelliklerinin belirlenebil-
mesine ciddi katki saglamistir®.

Wu ve ark.®? 2008 yilinda E. coli 0157:H7 suslar
Ustlinde mikroarray yontemi ile yaptiklari calismada,
%80 ve lizerindeki benzerlikleri baz almislardir ve bu
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suslari benzer kabul etmislerdir. Calismamizda, Sakai
susu disinda benzerliklerin %80 ve Ustiinde oldugunu
gorduk. Sakai EDL 933’e benzerligin bir miktar daha
distk saptanmasi benzerlik analizine plazmidlerin
dahil edilmemis olmasindan kaynaklanabilecegi
dustnuldi. Elhadidy ve ark.®, insan ve gida kaynak-
Il suslarda SNP benzerliklerini karsilastirdiklarinda,
insanlarda saptanan suslarin gida kaynakli suslara
%92 oraninda benzer oldugunu belirlemislerdir. Her
ne kadar karsilastirilan suslar ¢alismamiza timiyle
benzer olmamasina karsin, calismamizda da inceledi-
gimiz suglardaki benzerlik oranlarinin klinik izolatlar-
da %90 ve Uzerinde oldugu ve literatiirle uyumlu
oldugu gorilmektedir.

Escherichia coli 0157:H7 suslarinin viriilans genleri
Gzerine yapilan c¢alismalar incelendiginde, calismala-
rin oncelikle stx genlerine odaklandigi ve bu suslar-
daki stx geni ve alt gruplarinin tayin edilmeye calisti-
g1 gorulmektedir®®, Teng ve ark.“® 2016 yilinda
inek digskisinda saptadiklari stiiper bulastirict 0157:H7
susunun belirlenen ilk sus olan EDL933 susuna virl-
lans genleri agisindan %80 ve (lizeri benzerlik goster-
digini belirlemislerdir. Biz de calismamizda, inceledi-
gimiz calismalarin %80 ve Uzerinde benzer viriilans
genlerini tasidiklarini saptadik.

Rossez ve ark.t” 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada,
E. coli genel pili (Ecp) suslarinin genlerinin oligosak-
karitlere baglanmasi icin gerekli oldugunu bildirmis-
lerdir. Ispanak gibi sebzelerde 6zellikle Ecp geni pro-
teinlerinin baglanabilecegi hedeflerinin daha fazla
eksprese oldugunu belirlemislerdir 7. Biz de galis-
mamizdaki tim suslarda bu pilusa ait genlerin tasin-
digini gordik. Samadder ve ark.®® 2009 yilinda,
E. coli laminin-baglayici fimbriae (EIlf) genlerinin
insan epitel hicrelerine, inek ve domuz dokularina
STEC suslarinin baglanabilmesi icin gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da inceledigimiz
tim O157:H7 suslarinda Elf genlerinin tasindigini
gordik. Ledesma ve ark.*® 2010 yilinda yaptiklar
calismada, hemorajik E. coli pilus (HCP) genlerinin
ozellikle HcpA’nin; IL-8 ve TNF-alfa gibi proinflamatu-
var sitokinlerin salinimina neden oldugunu goster-
mislerdir. E. coli 0157:H7 suslarinin, kanli ishal
semptomlarina neden olabilmesi i¢in bu gen ve

proteinlerinin olmasi gerektigini bildirmislerdir.
Tam suslarimizda bu genlerin orf bolgelerine sahip
olmasi bu suslarin bu geni tasidiklari igin kullanabi-
lecek yetenekleri oldugunu bize disindirmustar.
Wells ve ark.?® 2008 yilinda yaptiklari calismada, E.
coli 0157:H7 suslarinin bakteriyel membranlarin-
dan direkt gecisle ilgili olan ototransporter genle-
rinden EhaA, AIDA-I type geninin bu suslarda ayrica
adezyon, kolonizasyon ve biyofilm olusumuna katki-
da sagladigini bildirmislerdir. Biz de g¢alismamizda,
tim suslarin da bu genin tasindigini ve ilgili orflarin
oldugunu gozlemledik.

Roderer ve ark.?? vyaptiklari calismada, Hemolysin/
cytolysin A (hlyE/clyA) geninin 6nemli bir por olusturan
toksin oldugunu bildirmislerdir. Hunt ve ark.?? da bu
toksinin ozellikle eritrosit ve memeli hiicrelerinde por
agmak icin kullandiklarini agiklamislardir. Bizim suslari-
mizin da bu toksini diger stx genleri yaninda tasiniyor
olmasi bu bilgilerle benzerlik gostermektedir.

Sonug olarak, calismamizda STEC (Escherichia coli
0157:H7) suslarinin karsilastirmali genomik analizle-
rinde, stx geni disinda farkli virGlans genlerini de
tasidiklari saptandi. Ozellikle belli viriilans genleri;
kaynagi, zamani ve lokasyonu farkli olsa da tasidiklari
genler olarak 6n plana ¢ikmakta ve patogenezde bu
genleri kullanabilecek sekilde genomlarinda tasimak-
tadirlar. Tim genom dizileme (WGS) gibi yeni mole-
kiler teknikler ©zelikle tim dinyada bu suslarin
surveyansi icin kullanilabilecek yéntemlerdir ve epi-
demiyolojisinin daha net anlasiimasini saglayacaktir.
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Amag: invazif kandidozda erken tani cok énemlidir ve mortalite oranini diisiirmek icin kisa siirede
ve glivenilir sonug veren yéntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada, Candida tiirlerinin
daha hizli tanimlanabilmesi igin lizis filtrasyon sonrasi MALDI-TOF MS yénteminin uygunlugu
arastirilmistir.

Yéntem: Bu calismada, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen kan kiiltiirlerinden izole edilen 100 Candida kékeni, Dalmau plak, MALDI-TOF MS ve
lizis filtrasyon sonrasi MALDI-TOF MS yéntemleriyle arastirildi ve elde edilen sonuglar
karsilastirildi.

Bulgular: Calismamizda konvansiyonel ve MALDI-TOF MS tanimlama yéntemlerine gére; 37
Candida albicans, 23 Candida parapsilosis, 17 Candida tropicalis, dokuz Candida glabrata, alt
Candida kefyr, li¢ Candida guilliermondii, (¢ Candida dubliniensis, ¢ Candida krusei olarak
identifiye edilmistir. Lizis filtrasyon sonrasi MALDI-TOF MS yénteminde ise identifikasyon
sonuglari; 26 C. albicans, dokuz C. parapsilosis, 13 C. tropicalis, dokuz C. glabrata, iki C. kefyr, li¢
C. dubliniensis, iki C. krusei olarak belirlenmistir. MALDI-TOF MS yéntemi ve Dalmau plak ile lizis
filtrasyon sonrasi MALDI-TOF MS yéntemi 64 kékende uyumlu bulunmustur. Uyumsuzlugun yanlis
tanimlamadan degil, spektrum yetersizliginden kaynaklandigi gézlemlenmistir.

Sonug: “Spektrum yetersizligi” olarak tanimlanmayan suslar veri tabaninda yer alan tiirlerden
olusmaktadir. Altmis dért Candida tiiriiniin standart yontemlerle %100 uyumlu olacak sekilde
tanimlama yaptidi ve bu yéntemin subkiiltiir gerektiren MALDI-TOF MS y6ntemine gdre en az 48
saat, Dalmau plak yéntemine gére de en az 72 saat avantaj sagladigi gérilmiistiir.

Anahtar kelimeler: MALDI-TOF, kiitle spektrometrisi, filtrasyon, Candida spp
ABSTRACT

Objective: The early diagnosis of candidosis is very important in fungal infections and to reduce
mortality rates, short-term and reliable methods are needed. In this study, the appropriateness of
MALDI-TOF MS method after lysis filtration was investigated for the faster identification of Candida
spp.

Method: 100 Candida isolated from positive blood cultures sent to Ege University, School of
Medicine, Medical Microbiology laboratory, were studied with Dalmau plaque, MALDI-TOF MS
and after lysis filtration methods. The results were compared with those obtained from the
classical MALDI-TOF MS method.

Results: According to conventional and MALDI-TOF MS identification methods; 37 Candida
albicans, 23 Candida parapsilosis, 17 Candida tropicalis, nine Candida glabrata, six Candida kefyr,
three Candida guilliermondii, three Candida dubliniensis and three Candida krusei were identified.
After lysis filtration method; 26 C. albicans, nine C. parapsilosis, 13 C. tropicalis, nine C. glabrata,
two C. kefyr, three C. dubliniensis, two C. krusei. MALDI-TOF MS method and Dalmau plaque and
after lysis filtration method were found to be compatible in 64 strains. Incompatibility was not
due to incorrect identification, but spectrum deficiency.

Conclusion: The strains, which are not identified as “spectrum deficiency” consist of the species
in the database. Sixty-four Candida species were found to be 100% compatible with the standard
methods and this method was found to be advantageous for at least 48 hours compared to
MALDI-TOF MS method which required subculture and for at least 72 hours compared to Dalmau
plaque method.

Keywords: MALDI-TOF, mass spectrometry, filtration, Candida spp
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GiRiS

Mantarlar, bagisikligi normal kisilerde yuzeyel enfek-
siyonlar olustururken, bagisik sistemi baskilanmis
hastalarda yasami tehdit eden, morbidite ve mortali-
tesi yuksek ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir®.
Fungemi, 6zellikle de kandidemi bagisik baskili hasta-
larda en sik gorilen mantar enfeksiyonudur.

Kandidemilerin tanisinda altin standart yontem kan
kaltlridar. Kaltir sonucunda lreyen etkenin tir
diizeyinde tanimlanmasi, olasi direncin 6ngorilmesi-
ne ve uygun tedavinin planlanmasina olanak ver-
mektedir. Ancak kan kiltiirinde mantarlarin Giremesi
zaman alici olup en erken 2-4 giin arasinda degis-
mekte, Greyen etkenin tiir diizeyinde tanimlanmasi
da mevcut yontemlerle 48-72 saatte gerceklesebil-
mektedir. Yapilan arastirmalarda kandidemili hasta-
larda tanidaki gecikmelerin mortalite ile iliskili oldu-
gu, antifungal tedaviye baslamadaki gecikmelerin
mortalite oranini artirdigi bildirilmigtir@.

Bu calismada, kan kiiltirinde lreyen Candida’larin
erken dénemde lizis filtrasyon sonrasi MALDI-TOF
MS (LF-MS) ile tiir diizeyinde tanimlanmasi amaglan-
mistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Etik
Kurulu tarafindan (26.08.2021 tarih ve 21-8T/33 No.)
onaylanmistir. Ege Universitesi, Tip Fakltesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda kan
kiltirinde Greme sinyali veren kan kultar siselerin-
den yapilan Gram boyali preparatlarda maya hiicresi
gorilen, randomize 100 6rnek g¢alismaya alindi. Bu
siselerden tir tanimlamasi igin, rutin uygulamada
yapilan Dalmau plak ve MALDI-TOF MS yontemine
paralel olarak LF-MS yontemi uygulandi. Rutinde
uygulanan tani yontemlerinin kontroli amaci ile
Candida albicans ATCC 90028 ve C. albicans
ATCC 10231 kokenleri kullanildi.

Gram boyama: Ureme sinyali veren siselerden Gram
boyama i¢in preparat hazirlandi, Previ-Color
(bioMérieux, Fransa) Gram boyama cihazi ile Gram
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boyama yapildi ve X100 biylitme ile 1sik mikrosko-
bunda degerlendirildi. Gram boyali direkt mikrosko-
bik bakida maya hucrelerinin varhginin tir tanimla-
masina katki saglayip saglamadigini degerlendirmek
amaclyla, Tablo 1’de tanimlandigi gibi kalitatif deger-
lendirme yapildi.

Dalmau plak yéntemi: Sabouraud dekstroz agar besi-

yerinde Ureyen maya kolonisi, igne 6ze yardimi ile
alindi. Misir unu/tween-80 agar besiyeri Uzerine
uzunlamasina 4 paralel gizgi cizildi. Ekim cizgilerinin
Uzerine steril bir lamel yerlestirildi. Ekim plaklari
30°C’de 48-72 saat inklbe edildikten sonra isik mik-
roskobunda X10-X40 biyutmede, iki farkli arastirici
tarafindan ayri ayri degerlendirildi ve mikromorfolojik
ozelliklerine gbre mayalarin tiir tanimlamasi yapildi.

Candida albicans ve Candida dubliniensis turlerinin
benzerligi nedeni ile bu morfolojide gozlenen tiirle-
rin hepsine i1si deneyi yapildi. 35 ve 45°C’de lreyenler
C. albicans, 35°C’de Ureyip, 45'C’de Gremeyenler de
C. dubliniensis olarak tanimlandi.

MALDI-TOF MS yontemi: VITEK MS (Vitek MS server
v.3.2 yazilimi) ile tiim izolatlarin SDA besiyerindeki 24
saatlik taze pasajlari kullanildi. MALDI-TOF MS yonte-
mi i¢in dnceden hazirlanan koloniler 6rnek tablasina

cok az miktarda aktarildi ve Uzerine a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA) matrix damlatilarak
fiksasyonu ve kristalizasyonu saglandi.

Rutin laboratuvar is akisinda mayalarin tanimlamasi
yapilan ve antibiyotik absorban icermeyen kan kultu-
ri siseleri (BacT/Alert FA-FN Plus, Biomerieux, Fransa)
LF-MS yoOntemi icin hemen kullanilamayacak ise
+4°C’de (en fazla 24 saat olmak kosuluyla) saklandi.

MALDI-TOF MS sonuglari Vitek-MS v.3.2 veri tabanin-
da %99.0 glvenilirlikte otomatik olarak hesaplandi.
Tanimlanamayan suslar (glvenilirlik: <%60) icin islem
tekrarlandi®. Ust Uste 2 kez ayni sonug elde edildik-
ten sonra rapor edildi.

LF-MS y6ntemi: Gram boyali preparatta maya hiicre-
leri gorulen ve/veya maya mantari Ureyen kan kilttr
siselerinden, lizis filtrasyon islemi uygulandiktan
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Tablo 1. Gram boyali preparatta maya hiicrelerinin kalitatif
degerlendirilmesi.

Tablo 2. Dalmau, MALDI-TOF MS ve LF-MS ile tanimlanan
Candida tiirleri.

0: Maya hiicresi gorilmedi.

1+: Tim alanlarda 5’ den az maya hiicresi
2+: 2-3 alanda 1-5 maya hticresi

3+: Her alanda 5’den az maya hiicresi

4+: Her alanda 5’'den fazla maya hiicresi

sonra MALDI-TOF MS (Vitek-MS, bioMérieux, Fransa)
ile tir diizeyinde tanimlama islemi yapildi.

Lizis filtrasyon; pozitif kan kulturi sisesinden alinan 2
ml kan kiltiirG sivisina 1 ml lizis solGisyonu (%0.6 Brij
97+ 0.4M CAPS, pH=11.7) eklenip bes saniye vorteks-
lendi. Elde edilen lizat oda i1sisinda iki dakika bekletil-
dikten sonra 2 cm gapinda 0.45 pum por ¢aplh polie-
tersilfon filtreden 40 sn boyunca damlatilarak vakum
aspirasyon cihazi yardimiyla filtre edildi. Kalan pellet
3 ml yikama solisyonu (20 nM Sodyum fosfat +
%0.05 Brij 97+ %0.45 NaCl, pH=7.2) ile Ug¢ kez yikan-
di. Filtrede kalan rezidi pellet polyester baslikli
sirintl cubuguyla (Cleanmo TX743) MALDI-TOF MS
tanimlama tablasina aktarildi. Hlcre duvarini parca-
layarak protein ekstraksiyonunu saglamak amaciyla
Gzerine formik asit ilave edildi. Kuruyuncaya kadar
beklendi. Daha sonra calismada matriks ¢ozeltisi ola-
rak 1uL VITEK MS-CHCA kullanildi ve oda sicakliginda
kurutuldu. Plak cihaz igine vyerlestirilerek islem
baslatildi®.

MALDI-TOF MS sonuglari Vitek-MS v.3.2 veri tabanin-
da %99.0 givenilirlikte otomatik olarak hesaplandi.
Tanimlanamayan suglar  (glvenilirlik:  <%60)
tekrarlandi®. Ust {ste en az 2 kez ayni sonug elde
edildikten sonra rapor edildi.

Kultlr sonrasi rutinde kullanilan Dalmau plak ve
MALDI-TOF MS yontemi ile elde edilen sonuglar,
LF-MS sonuglarti ile karsilastirildi.

BULGULAR

Dalmau Plak ve MALDI-TOF MS Yéntemi ile
identifikasyon Sonuclari: Standart tanimlama yén-
temleri (Dalmau Plak teknigi ve MALDI TOF MS) ile
elde edilen sonuglar birbiri ile %100 uyumlu olup,
100 Candida susunun 37’si C. albicans, 23’'G Candida

Candida turleri Dalmau MALDI LF- LF-MS ile “spektrum

Plak TOF- MS MS yetersizligi”

Candida albicans 37 37 26 11
Candida parapsilosis 23 23 9 14
Candida tropicalis 17 17 13 4
Candida glabrata 9 9 9 0
Candida kefyr 6 6 2 4
Candida dubliniensis 3 3 3 0
Candida guilliermondii 3 3 0 3
Candida krusei 2 2 2 0
Toplam 100 100 64 36

parapsilosis, 17'si Candida tropicalis, dokuzu Candida
glabrata, altisi Candida kefyr, G¢U Candida guillier-
mondii, U¢li Candida dubliniensis ve ikisi Candida
krusei, olarak tanimlanmistir (Tablo 2).

LF- MS ile identifikasyon Sonuclari: LF- MS ile 100
Candida turinin 64’0 %99 glvenilirlik dizeyinde

tanimlanmistir. Bunlarin 26’si C. albicans, dokuzu
C. parapsilosis, 13'U C. tropicalis, dokuzu C. glabrata,
ikisi C. kefyr, ikisi C. krusei, licU C. dubliniensis olarak
gozlenmistir. Candida tirlerinin 36’si bu yontemle
“spektrum yetersizligi” nedeni ile tanimlanamamis-
tir. Bu siselerden ikinci kez calisildiginda da benzer
sonugclar alinmistir (Tablo 2). Spektrum yetersizligi
C. parapsilosis (14/23; %60.8), C. albicans (11/37;
%29.7), C. tropicalis (4/17; %23.5), C. kefyr (4/6;
%66.6) ve C. guilliermondii (3/3; %100) kokenlerinde
gorialmustar.

Gram boyama sonuclarinin LF- MS ile karsilastiriima-

si: Gram boyali preparatlarda goézlenen kalitatif maya
yogunlugu ile LF-MS yénteminin tanimlamasi arasin-
daki iliski Tablo 3’de gosterilmistir.

Spektrum yetersizligi gbzlenen 36 susun Uredigi kan
kaltlr siselerinde, Gram boyamada maya hiicreleri
yogunlugunun disiik oldugu (0-1) gézlenmistir. Gram
boyamada “0” olarak degerlendirilen izolatlarda
identifikasyon sonucu %40; “1” olarak degerlendiri-
lenlerde identifikasyon sonucu %55.3; “2” olarak
degerlendirilenlerde %73.3; “3” olarak degerlendiri-
lenlerde %100 ve “4” olarak degerlendirilenlerde
%90.9 olarak bulunmustur.
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Tablo 3. LF- MS sonuglarinin Previ Color Gram boyama sonuglariyla karsilastiriimasi.

Kalitatif Gram Boyama

Tanimlanan tiirler 0 1 2 3 4 Toplam
Candida albicans LF-MS 3 12 5 4 2 26

SY 1 9 0 0 1 11
Candida parapsilosis LF-MS 1 4 0 4 0 9

SY 3 8 3 0 0 14
Candida tropicalis LF-MS 3 6 1 1 2 13

SY 3 0 1 0 0 4
Candida glabrata LF-MS 1 2 5 0 1 9

SY 0 0 0 0 0 0
Candida kefyr LF-MS 0 2 0 0 0 2

SY 3 1 0 0 0 4
Candida krusei LF-MS 0 0 0 0 2 2

SY 0 0 0 0 0 0
Candida guilliermondii LF-MS 0 0 0 0 0 0

SY 2 1 0 0 0 3
Candida dubliniensis LF-MS 0 0 0 0 3 3

SY 0 0 0 0 0 0
Toplam LF-MS 8 (%40) 26 (%55.3) 11 (%73.3) 9(%100) 10 (%90.9) 64 (%64)

SY 12 19 4 0 1 36
TARTISMA mamaktadir. Son yillarda molekiler temelli testler

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, hasta 6rneklerinde
Ureyen mayalarin tanimlanmasinda kullanilan kon-
vansiyonel yontemler ve gelistirilen cesitli ticari yon-
temlerin avantaj ve dezavantajlari olmakla birlikte,
bu yontemlerle tir dizeyinde tani en erken 48-72
saatte gerceklesmektedir. Bu calismada uygulanan
LF-MS yontemi, basit ve kolaylikla uygulanabilir bir
yontem olup, mevcut tanimlama yontemlerine gore
en az 48 saat avantaj saglamaktadir.

Candida tirlerinin klinik mikrobiyoloji labotaruvarla-
rinda rutin tanimlanmasi siklikla fenotipik 6zellikleri-
ne gore yapilmaktadir. Bunlar germ tiip, misir unu
tween 80 agardaki morfolojik gériinimleri gibi kon-
vansiyonel yontemler ile ticari olarak bulunan gesitli
asimilasyon ve fermentasyon testleridir. Konvansiyonel
yontemler basit ve ucuzdur. Ancak zaman alici olma-
lari, deneyim gerektirmesi ve iyi derecede mikrosko-
bik gbzlem becerisine sahip olunmasi gibi bazi deza-
vantajlara da sahiptir. Ticari testler 6zel bir deneyim
gerektirmemekle birlikte, tanimlama siresini kisalt-
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epidemiyolojik ve arastirma amacl olarak mantarla-
rin tlr dizeyinde tanimlanmasinda kullaniimaktadir.
Dogru sonug verebilen ancak zaman alici, pahah ve
heniiz standardize olmayan bu yontemler de teknik
olarak rutin kullanima uygun degildir®,

Klinik laboratuvarlarinda maya izolatlarini tanimla-
mak igin kullanilan konvansiyonel yontemlerle karsi-
lastinldiginda, MALDI-TOF MS ile ¢ok daha kisa suire-
de, daha az malzeme ile maliyet etkin ve giderek
blylyen veri tabani sayesinde daha dogru tanimla-
malar yapilabilecegi éne sirilmektedir®”. MALDI-
TOF MS yontemi ile konvansiyonel yontemlere gore
daha hizli, ekonomik ve daha giivenilir sonuglar alin-
digini gosteren cesitli ¢alismalar vardir. MALDI-TOF
MS’in ¢cogaltilmis parca uzunluk polimorfizm yéntemi
(AFLP) ile dogrulamasinin yapildigi bir calismada
C. parapsilosis complex (C.parapsilosis, C. orthopsilosis,
C. metapsilosis) ve Lodderomyces elongisporus izo-
latlarinin her iki yontemle de dogru tanimlandigi;
biyokimyasal ydntemlerle birbirinden ayrilamayan ve
direng profillerinde farklilik bulunan Candida
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ortho/meta/parapsilosis, Candida glabrata/ bracarensis/
nivariensis, C. albicans/ dubliniensis gibi genetik ola-
rak yakin iligkili tiirlerin veya fenotipik olarak birbiri-
ne ¢cok benzeyen Candida famata ile Candida guiller-
mondii gibi tirlerin bu yontemle dogru bir sekilde
tanimlandigi bildirilmistir®10),

Kim ve ark.®V, 2014’te yaptiklari calismada Vitek-2 ile
C. famata olarak tanimlanan 26 Candida izolatinin
dogrulamasi icin MALDI-TOF MS ve gen sekans anali-
zini kullanmislardir. Calismada Vitek-2 ‘nin C. famata
olarak tanimladigi kékenlerin gen sekans analizinde
C. guilliermondiiile %100 homoloji gbsterdigi, MALDI-
TOF MS'’in ise calisilan 26 sustan 21’ini dogru tanim-
ladigi, dort izolatin ise tanimlanamadig bildirilmistir.
Pinto ve ark.“?, Bruker sistemi ile yaptiklari arastir-
malarinda ekstraksiyon yapilmadan direkt yayma ile
spektrum olusmadigini ya da kabul edilemez diisiik-
likte spektrumlar olustugunu tespit etmislerdir. van
Herendael ve ark."?, basitlestirilmis ekstraksiyonla
tanimlama yapmayi degerlendirmisler ancak 28 izo-
latin sinir degerinin, glvenilir tanimlama icin mini-
mum cut off degerinin (1.7 cut off) altinda oldugunu
saptamislardir. Bu ¢alismada da LF-MS ile spektrum
yetersizligi sonucu ile bazi izolatlar (%36) tanimlana-
mamistir. Bunun aksine, prosediirlere uyularak yapi-
lan klasik MALDI-TOF MS yonteminde tirler mikem-
mel diizeyde tanimlanmistir.

Van Belkum ve ark.®®, MALDI-TOF MS y&énteminin,
klinik 6rnekler lizerinde dogrudan gergeklestirileme-
yecegini klinik 6rnekte bulunan az sayida mikroorga-
nizmanin, dogru spektrum elde edilmesine izin ver-
meyecegini ileri sirmislerdir. Bununla birlikte, kan
kaltlriinde zenginlestirmeden sonra tanimlamanin
mimkiin hale gelebilecegi, konsantrasyon ve eks-
trasyon igin lizis filtrasyon ya da santriflijle muamele
edilmesi gerektigi bildirilmistir. Bu calismada, Greme
sinyali gosteren siselerden Oncelikli olarak Gram
boyali preparat hazirlanmis ve maya hicresi gorilen-
lerden yogunlastirma amaciyla direkt LF yapilarak
MALDI-TOF MS yontemi uygulanmistir. Her siseden
yapilan Gram boyali preparatlarda maya yogunlugu-
nun farkl olmasi nedeni ile 0 ile +4 arasinda kalitatif
skorlama yapilmistir. Van Belkum ve ark’lan®® tarafin-
dan ileri sirilen maya yogunlugunun tanimlamada

onemli oldugu disincesi bu calismada da gozlenmis-
tir. Gram boyamada skorun “0” oldugu siselerdeki
izolatlarda dogru tanimlama orani %40 iken, maya
yogunlugunun artmasi ile oran %100’lere yikselmis-
tir.

Ege Universitesi, Tip Fakiltesi Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvarinda
kan kiltirinde UGreme sinyali veren siselerin kanl
agar, EMB agar ve SDA besiyerlerindeki subkiltiirle-
rinde maya Ureyen kolonilerden, calismalarda da
onerildigi gibi birden fazla yontemle (Dalmau yénte-
mive MALDI-TOFMS)tiirtanimlamasiyapiimaktadir®.
Kullanimda olan dért farkli MALDI-TOF MS sistemi
vardir. Bunlardan VITEK MS (Vitek MS server v.1.2
yazilimi) ve Bruker sisteminin identifikasyon perfor-
manslarini karsilastiran bir calismada, VITEK MS ve
Bruker sistemlerinin, tibbi 6nemi olan ve sik karsila-
silan mayalarda dogru tanimlama oranlarinin yiksek,
nadir gorilen mayalarda ise VITEK MS yonteminin
tanimlama oraninin daha dusiik ve yanlis tanimlama
oranin da daha yiksek oldugu bildirilmistir*¥, Bu
calismada kullanilan sistem VITEK MS’tir. Calismadaki
tlr cesidi sayisi (sekiz) az olmakla birlikte, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. guilliermondii ve C. dubliniensis
gibi tanimlamada sorun yasanan tirler konvansiyo-
nel ydontemle uyumlu olacak sekilde dogru tanimlan-
mistir.

ilk kez Fothergill A ve ark.” tarafindan pozitif sinyal
veren Vitek MS, BacT / Alert siselerinden bir miktar
alinan kan kdltdrd sivisinin oda sicakliginda 2-4 daki-
ka slreyle lizis tamponu ile inklbe edildikten sonra
elde edilen lizatin filtrelenerek, mikroorganizmalarin
toplanmasi ve Vitek MS ile tanimlanmasi esasina
dayanan, bakteri ve maya tirlerinin hizli bir sekilde
tanimlanmasini amaglayan bir yontem gelistirilmistir.
Vitek MS ile ¢alismaya dahil edilen 259 sisenin 189
(%73)’'unda mikroorganizma tir seviyesinde tanimla-
nirken, 51 (%19.7)'inde tanimlanamamis, altisinda
(%2.3) yanlis tanimlanmigstir. Arastiricilar bu yonte-
min avantajinin; santrifiij gerektirmemesi, 15 dakika-
dan daha kisa bir siirede Vitek MS analizi icin temiz
bir spektrum Gretmesi ve mikroorganizmalari dogru-
dan pozitif kan kiltiir siselerinden tanimlamasi oldu-
gunu ileri sirmdaslerdir. Lizis sonrasi direkt kan kalttr

425



sisesinden mayalarin santrifiij edilmesi ile elde edi-
len, Candida’larin tir tanisinda farkli protokoller ve
farkli esik degerlerin kullanildigi c¢alismalar da
vardirl:1517),

Bu ¢alismada, Dalmau plak yontemi ve MALDI-TOF
MS yoénteminde birbiri ile %100 uyumlu olacak sekil-
de tanimlanan tirlerin 64’tinde LF-MS ile %99 glve-
nilirlikte tanimlama gerceklesmistir. Kalan 36 kdken
“spektrum yetersizligi” nedeniyle tanimlanamamistir
(Tablo 2). Fothergill A ve ark/nin® calismalarinda
belirtilen tiir diizeyinde tanimlama basarisi bu ¢alis-
ma ile benzer olup; bu ¢alismada da “tanimlanama-
yan” tlrler bulunmaktadir. “Spektrum yetersizligi”
olarak tanimlama disi kalan suslar, aslinda veri taba-
ninda yer alan tirlerden olusmaktadir. Bu degisken,
analiz disi birakildiginda tanimlama yapilan 64
Candida turiuniin standart yontemlerle %100 uyumlu
olacak sekilde tanimlama yaptigi ve bu ydntemin
subkiltiir gerektiren MALDI-TOF MS yontemine gore
en az 48 saat, Dalmau yontemine gore de en az 72
saat avantaj sagladigi gorilmastdar.

Lizis filtrasyon sonrasi MALDI-TOF MS ydntemi 100
izolata uygulanmis, 36’s1 spektrum yetersizliginden
kaynaklanan identifikasyon problemi nedeniyle hig
tanimlanamamustir (Tablo 2). Ancak bu tirler subkl-
tdr sonrasi yapilan MALDI-TOF MS ile tanimlanan ve
veri tabanindaki spektrumda yer alan tirlerdir. Ayrica
bu sorun galismada saptanan sekiz tiirden altisinda
gozlendigi icin, turlerle iliskilendirilemeyecek bir
durumdur. Elde edilen veriler, Gram boyama ile elde
edilen kalitatif maya yogunlugu sonuglari ile birlikte
degerlendirildiginde (Tablo 3), tanimlamadaki soru-
nun maya yogunlugu ile iliskili olabilecegi diisunul-
miistir ve tanimlanan 64 izolatta elde edilen sonug-
lar konvansiyonel yontemle %100 uyumlu bulunmus-
tur.

Kan kiltiri siselerinde pozitif sinyal sonrasi Gram
boyall preparatta her sahada maya hticresinin goril-
mesi durumunda, LF-MS yonteminin kullanilabilece-
gi dustnalmustir. Ancak maya yogunlugu az ise,
LF-MS yonteminin basarisiz olabilecegi akilda tutul-
mali ve uygulanmamalidir. MALDI-TOF MS yontemin-
de tanimlamanin dogru yapilabilmesi, yeterli spekt-
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rumun elde edilebilmesi igin teknik prosedir ve
gerekliliklerin dogru uygulanmasinin yaninda maya
hicre yogunlugunun da 6nemli oldugu sonucuna
varilmistir.

Bu c¢alismadaki veriler, tir cesitliliginin ve galisilan
ornek sayisinin az olmasi nedeni ile daha genis bir
yorum yapmayi engellemektedir. Spektrum yetersiz-
liginden kaynaklanan tanimlama probleminin ¢ozil-
mesine yonelik, daha fazla turi kapsayacak sekilde
daha yiksek sayida 6rnek iceren calismalara ihtiyag
vardir.
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YAZARLARA BILG]

Metin Cegsitleri

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, Turk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’nin yayin organi olup ilgili alanlardaki 6zgin
aragtirma, derleme, olgu sunumu, bilimsel haberler,
bilimsel kitap ve dergi tanitim yazilari ile okuyucu
mektuplarini yayimlayan hakemli bir dergidir.

Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik olmak Uzere Ug
ayda bir gikar ve dort sayida bir cilt tamamlanir.

Yazilar Turkge olarak yollanmalidir.
Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.

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

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

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

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

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

Basvuru

Sadece on-line basvurular kabul edilir.

Basvurularda, tim yazarlarin adlari ve adresleri, agik
olarak yazilmalidir. Tim yazarlarin ORCID numaralari
bagvuru esnasinda on-line olarak ilgili alana
eklenmelidir. ORCID ID kaydi igin https://orcid.org
adresini  kullaniniz. Ayrica, yazinin tim vyazarlar
tarafindan onaylandigini ve daha o6nce higbir yerde
yayimlanmadigini  ve teklif hakkinin dergiye
birakilacagini belirten ve tim vyazarlar tarafindan
imzalanmis web sayfasindaki belgenin (Copyright-Telif)
on-line olarak sisteme ylklenmesi veya posta ile
asagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.

insanlar (zerinde yapilan klinik arastirmalarla ilgili
olarak etik kurullarin onaylarinin ve goéndillilerden
alinmis yazili onam formlarinin da on-line olarak
sisteme ylklenmesi ve posta ile asagidaki adrese
gonderilmesi zorunludur.

Prof. Dr. Cagri Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Kinikli Kampust / Denizli

Tel: 0258 296 2491

E-posta: tmcdeditor@gmail.com

Metin ¢esitlerinde on-line olarak yoénlendirme
bulunmaktadir.

Ozgiin Arastirma: Gerekli ve uygun sayida sekil/tablo/
fotograf/resim/grafik; en ¢cok 250 sézciik iceren Turkge
ve ingilizce 6zetler; Tiirkge ve ingilizce 3 anahtar s6zciik
ve ana metinden olusmalidir.

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

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

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

Metin yazimi esnasinda uyulacak kurallar

Yazinin Turkge basligl kisa, agik ve igerigi tam yansitir
olmalidir.

Yabanci dilde bashk Tirkge baslik ile birebir

uyusmahdir.
On-line ilgili formlarda tiim asamalar doldurulmahdir

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

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

Ozet bélimiinde kisaltmalardan mimkiin oldugunca
kaginiimali ve kaynak, sekil, tablo ve atif yer almamalidir.

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

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

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

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

Boyama yontemi olan Gram biyik harfle yazilmahdir.
Bakteri tanimlamasinda ise kiigik harf kullanilmahdir.
Ornegin gram negatif kok yazilmalidir. Negatif / pozitif
kelimeleri agik olarak yazilmali; (-) veya (+) kisaltmalari
kullanilmamalidir.



Bir tesekkdir yazisi varsa Kaynaklar’dan énce olmalidir.

Calismakazanilmigbirbursveyaprojeiletamamlanmigsa
belirtilmelidir.

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

Kaynaklar metin iginde gegis sirasina gore siralanmali
ve metin iginde climle sonuna konacak parantez igine,
st simge olarak yazilmalidir. Ornegin; ......ccccovevenee.
gosterilmistir®™>e. . ... Kaynak yazimi sirasinda bosluk
birakmayiniz.

Metinde kaynaklar Gst simge olarak bulunmaldir.

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

Henlz yayinlanmamis veriler ve calismalar Kaynaklar
boliminde yer almamahdir.

Dergimiz, baska calismalarda bildirilen kaynaklarin
aktarma seklinde kullanilmasini kabul etmemektedir.
Yazarlar tarafindan dogrulanmayan kaynaklara bagh
olarak galisma degerlendirme disi birakilabilir.

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

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

Dergide kaynaklar yazilirken temel olarak Tiirk¢e'ye
uyarlanmis Vancouver yazim stili (Ornekler asagidadir)
esas alinmali; noktalamalar, kelime ve harf araliklari,
blyluk harfler, dergi ve cilt numarasi buna goére
dizenlenmelidir.

Ornekler
A. Makaleler

Kaynak yazimlarinda italik, bosluk, noktalama isaretleri
kullanimina kesinlikle dikkat ediniz.

Standart Dergi Makalesi: Standart Dergi Makalesi:
Courvalin P, Davies J. Mechanisms of resistance to
aminoglycosides. Am J Med. 1977;62(6):868-72.

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

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

B. Kitaplar

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

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

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

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

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

Sireli _resmi vayin: TC Saghk Bakanligi. Bulasici
hastaliklar siirveyans ve kontrol esaslari yonetmeligi.
Resmi Gazete. 30.05.2007(26537).

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

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

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

C. Sanal Ortam

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

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler Arap rakamlari
ile numaralandirilmal ve yazi iginde gectigi yerler
belirtilmelidir.

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

Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kisimda mutlaka
aciklanmalidir.

Tablolarda metnin tekrari olmamalidir

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

Fotograflar taninmayi engelleyecek sekilde olmal ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

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

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








