TMC 2020
25-27 Aralik 2020

Cevrim ici Mikrobiyoloji Sempozyumu

Tam Metin Bildiri Kitabi

www.tmcvirtual2020.org

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) |



Il TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



SEMPOZYUM DUZENLEME KURULU

Sempozyum Baskani
Barnis OTLU

Sempozyum Sekreteri
Mustafa OZYURT

Sempozyum Saymani
Serap SUZUK YILDIZ

Uyeler

F. Yice AYHAN
Osman Sezer CIRIT
Candan CICEK
Nilay COPLU
GuUl ERDEM
M.Selda ERENSOY
Cagri ERGIN
Alper ERGIN
Ozgen ESER
Guilsen HASCELIK
Z.Ceren KARAHAN
Ayse KALKANCI
A.Esra KARAKOC
Ozgiir KURT
Aydan OzKUTUK
Fadile YILDIZ ZEYREK

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) ]|



1Y TMC 2020 GCevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



TAM METIN
SEMPOZYUM
KONUSMALARI

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) 1



2 TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



Tiirkiye’de Salginin Tanisal Stratejisinde Yapilanlar, Yapilmasi
Gerekenler

Alper Akgali

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Canakkale

>« aakcali@com.edu.tr

Tuim dinyayr yogun sekilde etkilemis olan SARS-CoV-2
virisi kaynakli salgin sebebi ile laboratuar testlerinin
dogru ve etkili kullanimi giindeme gelmistir. Salginin
pandemi sekline gelmesi sebebi ile testlerin kullanimi
degerlendirilirken herkesi test edebilir miyiz, semptomu
olmayanlari test etmeli miyiz, PCR testiile topluluk taramasi
yapabilir miyiz, hi¢ bir test mikemmel degildir dyleyse
yanlis pozitifler sorun mudur gibi sorular yanit
beklemektedir.

Ulkemizde salginin baslanici itibari ile hizla laboratuvar
altyapi kapasitesi artirilmig, PCR yontemi ile her ilde test
yapan merkezlere islerlik kazandiriimistir. Baslangigta
semptomu ve epidemiyolojik iliskisi olanlarin test edilmesi
saglanmistir. Sonrasinda riskli ve takibi 6nemli gorilen bazi
alanlarda tarama amagli test politikasi da yururlige
girmistir.

Ulkemizdeki giincel test sisteminde Aralik 2020 itibariyle
klinigi olanlar, klinigi olan temasllar, izolasyonu erken
bitirmek i¢cin PCR testi ile kontrol, askeralma, yasli
bakimevleri, ceza ve tutukevi taramalari ve saglik galisani
taramalari, otopsi dncesi PCR testleri gcalisiimaktadir. Bunun
yaninda 6zel sirketler, organize sanayi bolgeleri gibi
alanlarda kisisel kaynaklarla tarama amacgh testler de
gahisilmaktadir. Klinigi olmayan temaslhlara da test
yapilabilmesi gindemdedir, ancak bu kisilerde negatif
sonug geldiginde ne yapilacagi netlesmemistir, bu bireylerin
bir bagka glindeki testinin pozitif ¢ikma olasiligi elbet
akilda tutulmalidir, ayrica negatif sonug kisinin bireysel
izolasyon kurallarini gevsetmesine de sebep olabilecektir.

Diinya Saghk Orgiitli, covid-19 tanisi ve izleminde kesin
vaka olarak niikleik asit amplifikasyon (NAA) yontemleri ile
klinik numunede virlise 6zgil RNA'nin saptanmasini sart
kosmaktadir. Ancak tekrarlayan NAA testi negatif sonuglari
elde edilen bunun yaninda klinigi uyan kisilerde antikor
testlerinde serokonversiyonun goésterilmesinin de kesin/
dogrulanmis vaka olarak kabul edilecegi DSO tarafindan
bildirilmektedir.

Pandemi durumunda kimlere testin uygulanacagi
kaynaklarin sinirh olmasi sebebi ile tartisma konusu
olmaktadir. Yayilimin engellenmesi igcin mimkiin oldugu
kadar test yapilmasi 6nerilmis olmakla birlikte laboratuvar
kapasiteleri buna yeterli olmadigi gibi, bir toplumda
herkesin test edilmesi mimkiin gériinmemektedir. Bunun
yaninda higbir testin mikemmel olamayacagi disinilirse
tarama ve toplu testlerde yanls pozitif ve yanhs negatif

sonuglarin elde edilecegi zaten beklenmelidir. Yi G. ve ark.
nin yaptig modellemede yanlis negatif sonuglarin hastalik
prevalansiile biyik oranda degismekle birlikte, prevalansin
%10 oldugu 10000 kisilik bir toplulukta bir anda yapilacak
taramada kullanilan kitin duyarhligi %90 oldugunda
ortalama 100 yanlis negatiflik elde edilecektir. Bunun
yaninda kitin 6zgulligi %90 oldugunda ayni toplulukta
1000 civarinda yanhs pozitiflik saptanacaktir. Bu rakamlar
genis taramalardaki sonuglarin dikkatle degerlendirilmesi
gerektigini gbstermektedir.

Kullanilan kitlerin duyarlik ve 6zgullik sorunlari disinda
Uretim hatlarinda kontaminasyon sorunu da giindeme
gelmektedir. Wang ve ark. ile Huggett ve ark. Uretici
kaynaklh kontaminasyonlara dikkat ceken bildirilerde
bulunmuslar ve kullanicilarin beklenmedik sonuglari
dikkatle degerlendirmelerini nermislerdir.

Pandemi siirecinde sahadaki ihtiyaca hizla cevap vermek
icin SARS-CoV-2 niikleik asit testlerinin Amerika’da
kullanimina Gida ve ilag Dairesi (FDA) dosya incelemesi ile
hizli kullanim izni vermisti. Kasim 2020 tarihinde bu izni
verdigi Ureticilere gonderdigi paneller ile kitlerin alt
saptama limitlerinin hesaplanmasini saglamis ve web
listesinde bu veriyi ilan etmistir. Bu sonuglara gore alt
sapama limiti (LOD) en distik olan kit 180 birim LOD iken
en ylksek kit 60000 birim LOD gorlinmektedir. Sistem
icerisinde 3333 kat analitik duyarhhk farki olan kit mevcut
olmasi sasirticidir.

Ulkemizde salgin déneminde hizla cevap verilerek, ulusal
gapli bir dis kalite kontrol programi Mayis 2020 son
haftasi itibariyle yuratilmeye baslanmistir. Halk sagligi
genel muadarligli ve Molekiler Tanida Kalite Kontrol
(MOTAKK) isbirligi ile ilk baglangigta her hafta olmak
Gzere yUritilmls programda llke capindaki tim yetkili
laboratuvarlar hedeflenmistir. On haftalik ilk donemin
degerlendirmesinde sonug¢ gonderen laboratuvarlar
arasinda dogru raporlama orani %90.95 olarak
bildirilmistir. Kalite kontrol programi Aralik 2020 itibariyle
aylik olarak devam ettirilmektedir.

Laboratuvar kapasitesinin artirilmasi ve test raporlama
surelerinin azaltilmasi igin, ekstraksiyon basamaginin
uygulanmayacagi protokoller de denenmektedir. Smyrlaki |
ve ark. larinin galismasinda oldugu gibi uygun kosullar
saglanarak direkt PCR olarak adlandirilan protokoller
olusturulabilmektedir. Ulkemizde de érneklerden dogrudan
PCR testleri politikasi benimsenmis durumdadir.
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Test kapasitesinin Ulke genelinde genisletilmesi
planlamalarinda Saglik Bakanligi, 14.08.2020 tarihinde
95966346-449-E.851 sayili yazisi ile Genetik Hastaliklar
Tani/Degerlendirme Merkezleri’'ne, 28.10.2020 tarihinde
95966346-449-E.1155 sayili yazisi ile de ek olarak Tibbi
Biyokimya laboratuvarlarinda da SARS-CoV-2 pcr testlerinin
yapilmasi iznini vermistir.

internet lizerinden gérdiigiimiiz iizere bazi 6zel hastaneler
kisinin evinde kendi alacagl ornekleri kargolamasi ile
testleri c¢alisabileceklerini duyurmus, ayrica yogun
kullanilan internet satis kanallarinda da
immunokromatografik temelli antikor saptama kitlerinin
pazarlandigi gorulmustir. Bu tip kullanimlar ile sonuglarin
dogrulugu ve saglikli degerlendirilmesi tartismalidir.

Salginda etkili bir PCR test altyapisinin kurulmasi ve devam
ettirilmesi gereklidir. Artan test sayilari sebebi ile
laboratuvarlar sonuglari gininde raporlayamaz hale
gelebilmektedir. Kapasite artirrminda insan kaynakli is gtict
eksikleri ve hatalarin azaltilabilmesi icin 6rnek ve pcr
mikslerinin dagitiminin otomatik robotik sistemle yapildigi
cihaz yatirnmlari onceliklenmelidir. Bunun disinda kit
bagimsiz tamamen agik sistem olan bastan sona testlerin
el degmeden tamamlandigi real-time PCR platformlari da
yuiksek kapasitenin gerektigi alanlarda tercih edilebilir. Agik
platform cihazlarda 96 kuyucuklu sistemlerin yaninda 384
kuyucuklu cihazlara yatirrmin tercih edilmesi hem pcr
kimyasallarinin sarfinin azaltilmasina hem de bir cihazdan
hizlica sonug Uretilmesine katki saglayabilecektir.

Bu pandemide ayrica PCR sonuglarinda Cq (Ct) degerlerinin
kullanimi hakkinda yogun bir caba gozlenmektedir. Rhoads
D. ve ark/nmin CAP (College of American Pathologists)
mikrobiyoloji komitesi gorlslinde gordigimiiz Uzere,
analizlerde elde edilecek Cq/Ct degerleri pek ¢ok faktore
baghdir. CAP tarafindan yuritilen kalite kontrol
galismalarinda ayni drneklerin ayni Ureticinin kitleriyle
calisilmasinda dahi laboratuvarlar arasi 12 birim Ct/Cq
raporlama farkhligi gérildigi bildiriimektedir. Ulkemizde
son donemlerde virise ait iki farkli gen boélgesinin tek renk
sonda (prob) ile degerlendirilmesi géz onine alinirsa
Ulkemizdeki Ct/Cq yorumlamalarinin ¢ok daha biylk
farklara yol agabilmesi mimkuinddr.

Bundan sonrasinda yapilmasi gerekenler oOneri olarak
asagidaki bagliklarda siralanabilir;

1. Etkili laboratuvar agi iletisimi ve koordinasyonu
2. Akilcr kapasite kullanimi

3. Akilci kapasite artirimi

4. Vaka testini 6nceleyen saha uygulamalari

5

Numune alim merkezlerini gogaltip-yaymak

6. PCR testi disindaki testlerin uygun zamanda ve amagla
kullanimi

7. Mutasyon izlemi igin ulusal gok merkezli planlama

8. Bolgesel prevalansin seffaf paylasimi — test stratejisi
kararinda kullanimi

9. Kullanilan kitlerin saha performanslarinin izlemi —
iyilestirici faaliyetlerin ylrutilmesi

10. Yetkili laboratuvarlarin izlenmesi - desteklenmesi

11. Testlerin degerlendirilmesinin Tibbi Mikrobiyoloji
uzmani yetkiniligi oldugunun netlestirilmesi

12. Kimyasal ve plastik sarf malzemelerinin ulusal Gretimini
tesvik edici stratejilerin gelistirilmesi

KLIMUD bu siirecte yogun egitim faaliyetleri yiriitmiis ve
Ulkemizdeki uzman ve teknik personelin bilgi dizeyinin
artirilmasi ve uygulamalarda ortak sonuglarin elde edilmesi
icin dlzenli bilgilendirmelerde bulunmustur.

Sonug olarak, tanida kullanilacak yontemlerin dogru grupta
kullanimi en 6nemli basamaktir. Yeterli duyarlikta kit
sec¢imi ve uygun kalite kontrol izlemlerinin yapilarak takip
edilmesi ve laboratuarlarin kisa slirede sonug verebilir
olmasi icin diizenlemelerin yapilmasi gereklidir. Sahadaki
tani kapasitesinin izlenmesi ve mutlaka tim imkanlarla
desteklenmesi de ¢ok dnemlidir.

Anahtar kelimeler: COViD-19 pandemisi, tanisal testler
Kaynaklar

1. https://www.who.int/publications/i/item/diagnostic-testing-
for-sars-cov-2

2. Yi G, He W, Lin DKJ, Yu CM. COVID-19: Should we test
everyone? arXiv.org > stat > arXiv:2004.01252

3. Wang CYT, Buckley C, Bletchly C, Harris P, Whiley D.
Contamination of SARS-CoV-2 RT-PCR probes at the
oligonucleotide manufacturer. Pathology. 2020;52(7):814-6.
https://doi.org/10.1016/j.pathol.2020.08.002

4. Huggett JF, Benes V, Bustin SA, et al. Cautionary note on

contamination of reagents used for molecular detection of

SARS-CoV-2. Clin Chem. 2020;66(11):1369-72. https://doi.

org/10.1093/clinchem/hvaa214

www.motakk.org

6. Smyrlaki I, Ekman M, Lentini A, et al. Massive and rapid
COVID-19 testing is feasible by extraction-free SARS-CoV-2
RT-PCR. Nat Commun. 2020;11(1):4812. https://doi.
org/10.1038/s41467-020-18611-5

7. Rhoads D, Peaper DR, She RC, et al. College of American
Pathologists (CAP) Microbiology Committee Perspective:
Caution must be used in interpreting the Cycle Threshold (Ct)
value. Clin Infect Dis. 2020:ciaa1199. https://doi.org/10.1093/
cid/ciaal199
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insanlardaki SARS COV-2 Viriis Enfeksiyonunu Taklit Eden En iyi
Hayvan Modeli

Osman Yilmaz?, Canberk Yilmaz?

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlari Merkezi, zmir
2Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, [zmir

P osman.yilmaz@deu.edu.tr

COVID-19, koronaviris ailesinin bir Gyesi olan SARS-CoV-
2’nin neden oldugu bilinen ilk pandemidir¥). Coronavirusler
(CoV’ler), Coronaviridae ailesine aittir. Pandeminin nedeni
olan virlisii yarasa kaynakli oldugu bildirilmistir. Ancak
henliz virlisiin yarasadan hangi ara konakgl hayvan ile
insana gectigini tespit edilememistir. Yarasalar ve kuslar
koronovirusler icin baslica rezervuarlardir®,

Koronoviruslerin  siniflandiriimasinda  filogenetik iliski,
dizi analizi ve serolojik inceleme sonucunda alfa, beta,
gama ve delta CoV’den (a-, B-, y- ve 6-CoV) olmak lizere
4 alt grubu vardir®. SARS-CoV-2 virtsi zarfli bir RNA
virlisidir. Koronavirisler, dar konakgi arahigi olan vahsi
hayvanlarinda bulunan bir virtstir. Coronovirlslerin,
alphacoronavirus (yarasalarda), betacoronavirus (yarasa,
murin, insan koronavirlsii (SARS CoV-1, MERS ve SARS
CoV-2)) alt gruplari sadece memelilerde enfeksiyon
yaparken, gammacoronavirus ve deltacoronavirus alt
gruplari memeli ve kuslarda hastalik yapmaktadir®. Tablo
1’de Coronovirislerin alt gruplari ve konakgilari verilmistir.

SARS-CoV-2 Preklinik Aragtirmalarinda Uygun Hayvan
Modelleri
insan  koronavirisleri

(HCoV’ler), solunum  yolu

patojenleridir®. insanlarda son yirmi yilda tekrarlayan
siddetli hayvan koronavirisleri ile enfekte olmaktadir. Bu
virls ailesinin salginlarina karsi korunma ve tedavi igin
asllar ve antiviraller gelistirmeye acil ihtiyag vardir. Su
anda, SARS-CoV-2'ye karsi birkag potansiyel asi ve antiviral
vardir ve bunlarin bazilari su anda klinik calismalarda
degerlendirilmektedir®.

Son 20 yilda kendi konakgisi digsina ¢ikan SARS ve MERS
koronovirisler ¢ok ciddi salginlara neden olmustur.
SARS CoV-1 virlslinde arakonakgi misk kedisi, MERS CoV
virslinde deve ve SARS-CoV-2 virlsilinde kesin olmamakla
birlikte pangolin® veya vyilan ara konakgilari olarak
gostermektedir. Farkli virtslerin rezervuari konumundaki
yarasalardan insanlara gegis yapmasl igin baska bir ara
konakgl memeliye gecmesi gerekir. insanlarin dnemli viral
hastaliklarinin ¢ogu, evcil veya vahsi hayvan rezervuar
hayvanlardan bulagmaktadir. Sekil 1'de Koronoviris
rezervuari ve arakonakgilari verilmistir. Mevcut bilgilerimize
gore, SARS-CoV-2’nin hayvandan insana dogal bulasma
veya hayvandan hayvana sirekli bulasma olduguna dair
glgli bir kanit yoktur. Virlis bir hayvan rezervuarindan,
olasilikla yarasalardan veya pangolinlerden gegis yaptig
dustnilmektedir®,

Tablo 1. Coronoviriislerin Konakgi ve Alt Gruplari®.

Konakgis Alfa Beta Gama Delta
Insan Insan CoV-229E, Insan Coy OC43,
Insan CoV-NL63 Insan CoY- HKU1L
Yarasa kdkenli SARS-CoV-2,
(insanlarda SARS-CoV.
salginlar) Orta Dogu Solunum
Sendromu ile ilgili CoV
Kedi CoV
Kapek Kdpek enterik CoV. Képek solunum Col.
Domuzlar Domuz epidemik diyare. | Domuz hemagliitinasyon, Domuz
Domuz solunum CoV, ensefalomivelit virisi Call
Bulagic1 gastroenterit HKU15
viriisi
Gevig getirenler Sagar CoY,
Antilop Co/,
Ziirafa Cg\.
Tek tirnaklilarda At CoV.
Yarasa Cegitli varasa CoY'leri Ug yarasa CoY.
Kug Tiirkiye Cq\, Dokuz kug
- QHE "'Ei
brongit viriisi
Kemirgenler Mugine CoV, Sigan Coy
Diger Kirpi Coy HKU31, Beluga balinasi
Pangolin CoV CoV-SW1

) Hosie MJ et al. SARS-Coronavirus (CoV)-2 and cats, European Advisory Board on Cat Diseases
(ABCD) kaynadindan alinmstir.
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Sekil 1. Koronoviriis rezervuari ve arakonakgilar®,

@ Abdel-Moneim AS et al. Evidence for SARS-CoV-2 infection of animal hosts. Pathogens 2020;9(7):529.
https.//doi.org/10.3390/pathogens9070529 kaynadindan alinmistir.

Son yirmi yilda SARS-CoV ve MERS-CoV virisleri insanlari
enfekte etmek igin kendi tlr engelini asarak insanlara
bulasmis ve insanda siddetli solunum yolu hastaligina
neden olmustur. COVID 19 salginina neden olan SARS-
CoV-2 virlslide genetik olarak %94 SARS CoV 1’e benzerken
%4 oraninda genomunda mutasyona ugramistir. SARS-
CoV ve MERS-CoV’nin viral S proteininin konakglya giris
reseptor baglanma alani, insan anjiyotensin donustiriici
enzim 2 (hACE2) aracihgl ile olmaktadir”. SARS-CoV-2
virisiini ile enfekte olan insanlarin bazilari hastaligi
asemptomatik olarak atlatirken bazilari siddetli pnémoniya
da 6limle sonuglanabilmektedir. SARS-CoV-2 virlis hayvan
modellerinde insanlardaki hastaligin hangi belirtilerini
taklit eden hayvan ideal hayvan modelidir sorusunu cevap
aramaktadir. Uygun hayvan modeli bulunursa, virise karsi
asl ve ilag galismalarini ylritmek daha da kolaylasacaktir.

SARS-CoV-2 virlsiniin, hayvan modelinde basarili bir
enfeksiyon olusturmasiigin virlisiin konakgi hiicreye girmesi
ve virlistin hiicre igi replikasyonu gibi iki temel adim basarih
olarak tamamlamasi gerekir. Virlsiin hicreyi enfekte
etmesi igin, hiicre zarinda spesifik reseptor proteinleri viral
girise aracilik etmesi gerekir. COVID 19 salgininda asi ve ilag
gelistirmede farkli hayvan tirt modelleri kullaniimistir.

SARS-CoV-1 ve MERS-CoV hayvan modelleri olarak fareler,
hamsterlar, yaban gelincigi, maymunlar ve develeri
kullaniimistir.

Shi ve ark.® SARS-CoV-2 virlisiin bulagsma, lreme ve
patogenezini arastirmak icin yaban gelincigi, kediler,
kopekler, domuzlar, tavuklar ve o6rdeklerin burun igine
virls uygulanmistir. Enfekte edilen kedilerin ve gelinciklerin
st solunum vyollarinda virGsiin tutundugu ve Uredigi
tespit edilirken solunum sisteminde hastaligin ciddi klinik
belirtiler gozlenmemistir. Domuz, tavuk ve o6rdeklerde
virisiin bulagmasina izin vermemistir.

Yuan ve ark.” koronaviriis maymun modeli icin farkh
maymun tdrlerini, rhesus makaklari (Macaca mulatta),
cynomolgus makaklari  (Macaca fascicularis), yesil
maymunlari (Chlorocebus sabaeus), marmosetler (Callithrix
jacchus), sincap maymunlari (saimiri) ve biyikli tamarinleri
(Saguinus mystic) koronovirls ¢alismalarinda kullaniimistir.
Maymunlara intranazal ve intratrakeal uygulan SARS-CoV-2
ile enfekte olmus sinomolgus makaklarinin hafif klinik
belirtiler gostermistir. Rhesus makaklarinin, sinomolgus
makaklari ve marmosetlere kiyasla SARS-CoV2 bulagsmasina
daha duyarl oldugu gosterilmistir. Rockx B et al.!”) rhesus
makaklarinda inaktive bir asinin etkinligini test etmek igin
kullanmislardir. Bu galismada, inaktive edilmis SARS-CoV-2
ile asilama, makaklarda viral proteini ve niikleoproteine
karsi antikorlar Urettigi gosterilmistir. SARS CoV-2 immiinize
edilen maymunlarin  SARS-CoV-2 virlisi ile enfekte
edilemedigi ve maymunlarda farenks ve akcigerlerde
virlis saptanmamistir. Sonug olarak fare ve insan olmayan
primatlar ve fareler, asi ve antiviral etkinligi degerlendirmek
icin en uygun modeli olabilecegi belirtilmigtir©,

SARS CoV 2 fare modeli, diisiik maliyeti, kolay nakilleri, kiigtik
boyutu, kolay kullanimi ve yliksek tekrar edilebilir sonuglar
alinmasi nedeniyle birgok farkli virlis calismalarinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Normal fareler SARS CoV-2 viriistine
direnglidir. SARS CoV 2 virlislin yuksek patojenitesinedeniyle
yuksek biyoglivenlik diizeydeki bir laboratuvarda ¢alismak
uygundur. Bu ylzden model hayvanin kiiglik olmasi bir
avantajdir. SARS-CoV veya MERS-CoV virlistinlin tiire 6zgi
direnci kirmak icin farede bir insan reseptor genini transfer
ederek daha duyarli hale getirilmistir®, SARS-CoV-2
virlisii, insanlari enfekte ederken hedef hiicrelerine girmek
icin bir reseptdr anjiyotensin dénusturiici enzim (ACE 2)
kullanir. Bunu artirmak igin normal fareler yerine ACE 2
reseptord bulunan transgenik fareler kullaniimasi fareleri
virise daha duyarli hale getirmistir. Bu nedenle trangenik
fareler modeli, COVID 19 viriisiine karsi antiviral terapdtik
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Sekil 2. Koronoviriislerin arakonakgi ve hayvan modelleri”.

7 Yuan L et al. Animal models for emerging coronavirus: progress and new insights, Emerg Microb Infect.

2020;9(1):949-61. kaynagindan alinmistir.

ajanlarin ve asilarin test edilmesinde kullanilabilir.

Yuan L et al.”), gelincik (ferret) model hayvan olarak,
influenza virtsu (IFV), respiratuvar sinsitiyal virls (RSV),
adenoviris ve koronavirlis dahil olmak Uzere solunum
patojenlerinin  g¢alismalarinda model hayvan olarak
kullaniimistir. SARS-CoV-2 gelincik hayvan modelinde Ust
solunum yollarinda viral yogunluga ulastigi, ates, hapsirma,
pnomoni ve olimler gozlenmistir. Baska bir g¢alismada
gelinciklerde virls ile bulagsmanin hem direk hem de indirek
olabildigi gosterilmistir. Gelinciklerde SARS-CoV-2 virlsd,
akcigerlerde akut bronsite, burun, trakea, akcigerler ve
bagirsakta virus tespit edildi*?. Gelincik ve kedilerin SARS-
CoV-2'ye oldukga duyarhdir; képekler disik duyarhhk;
domuzlar, tavuklar ve ordekler virlise duyarli olmadig
gostermistir.

SARS-CoV-2 virlisii, yaban gelincigi ve hamsterlarda hafif
ve siddetli akciger histopatolojik degisikler yapar. Bu viral
salgininda hastalik semptomun siddeti viral suslara bagl
olabilir”. SARS-CoV-2 viriisti, maske kullanan hamsterlerde
yapilan arastirmalar, maskelerin bulasma riskini azaltbgini
gosterilmisti. Hamsterler dogal olarak SARS-CoV-2'ye
duyarhdir ve yiiz maskelerinin yaygin kullaniminin éltimcul
koronavirlisiin bulagmasini azalthgini ortaya koyulmustur.

SARS-CoV-2 virlistiniin ideal hayvan modeli, insandaki
bulasma, yerlesim yeri, hastalik belirtileri en iyi taklit
eden modeldir. SARS-CoV ve MERS-CoV preklinik
arastirmalarinda tek bir hayvan tiirli tiim koronavirisler igin
hayvan model olusturmayacagini géstermistir®, Aragtirma
amag ve hedefleri dogrultusunda uygun model se¢mek
daha iyi sonug vermektedir. Hastaligin klinik belirtileri, viral
replikasyonu ve organ ve doku patolojisi hayvanin tirtine

bagli olarak degismektedir. Bununla beraber virisin
geng hayvanlarda siirh klinik belirtileri olusturur iken,
yash hayvanlarda daha belirgin degisiklikler gdstermistir.
Dolayisi yaslanmayla bagisiklik azalmasi ile virtis daha etkin
enfeksiyon olusturabilir bu durumun asi ve ilag etkinlik
calismalarinda goz 6niinde tutulmalidir®®),

Sonug

COVD-19 pandemisine sebep olan SARS-CoV-2 virlsiine
preklinik arastirmalarinda ¢alismanin niteligine ve
hedeflerine gore transgenik fare (ACE-2), insan olmayan
primatlar ideal hayvan modeli olarak kabul edilirken,
hamster, yaban gelincigi ve kediler hayvan modelleri
olarak tercih edilebilir. Fakat kopekler, domuzlar ve kiimes
hayvanlari SARD-CoV-2 direngli oldugunu gostermistir.
SARS-CoV-2 asilari  ve antiviraller gelistiriimesinde
transgenik farelerde ve insan olmayan primat kullanimini
azaltmak icin kritik bir yerde olup diger modellerden
ondedir.
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COVID-19 Pandemisinde DAS Uygulamalari: Egrisi-Dogrusu

Duygu Pergin Renders?, Dilek Yesim Metin?

IKiitahya Saghk Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kiitahya
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Saglik galisanlarinin enfeksiyon hastaliklarindan
korunmasinda el hijyeni ile kisisel koruyucu ekipmanlarin
dogru ve yerinde kullanilmasi énemlidir, burada yapilan
yanlis uygulamalar ¢apraz kontaminasyona neden olarak
yarardan ¢ok zarar olusturmakta, enfeksiyonun yayilmasina
neden olmaktadir. Yasanilan pandemi ile beraber rutin
kullanima giren hatta zorunlu hale gelen maske kullanimi
saglik calisanlarinda en 6nemli koruyucu bariyerlerden
biridir. Tibbi maskelerin TS EN 14683+AC standartlarina
uygun olarak Uretilmesi ve CE belgesinin olmasi
gerekmektedir. Bunlar biyolojik sivilarin sigramalarindan
kisiyi korur. Bu ozelligi nedeni ile okstirme, hapsirma ile
sacilan ve igcinde mikroorganizma da bulundurabilecek
biyuk partikaller icin mekanik bariyer 6zelligi gosterir.

Respiratuvarlar, partikil filtreli respiratorler “Filtering
FacePiece” olarak da adlandirilir ve “Filtering FacePiece”
sozciklerinden tlretilen FFP ve buna eklenen sayilarla
(FFP1, FFP2 ya da FFP3) Ug¢ kategoriye ayrilir. Avrupa
Birligi tarafindan benimsenen bu kategorizasyon filtrelerin
aerosol bulagma riskini kag kat azalthgi ile iliskilidir. EN149
ve EN 143 standartlarinin gerekliliklerine uygun olarak
Uretilmelilerdir.

Solunum maskeleri tek kullanimlik olarak dretilirler.
Bunlarin herhangi bir sterilizasyon ve dezenfeksiyon
yontemi ile yeniden kullanimi s6z konusu degildir. Ancak
kullanim  siresini uzatacak o©nlemler Dezenfeksiyon
Antisepsi Sterilizasyon Dernegi ve European Centre for
Disease Prevention and Control tarafindan énerilmektedir.
Virlisiin bulagma yollarindan birinin damlaciklarin ¢oktigu
ylizeylere temas sonucu oldugu ileri sirtilmektedir. Ancak
ylzeylerde bulunan viriisiin kisiye bulasma ve enfeksiyon
olusturmasi el hijyeni uygulandigi siirece ¢ok da kolay
degildir. Almanya’da yapilan bir galismada virlsln cansiz
ylzeylerde ¢ok uzun sire canh kalamadigi gosterilmistir.
Ayrica virUs zarfli bir viriis olup deterjan ve dezenfektanlarin
¢oguna duyarlidir. Bu nedenle sik dokunulan ytizeylerin

etkili bir temizlik sonrasi ylizey dezenfektanlari ile
dekontamine edilmesi ylizeylerden bulagsmayi azaltacaktir.
Sodyum hipoklorid (1000 ppm), %70’lik alkol, kuaterner
amonyum bilesikleri siklikla kullanilan bilesiklerdir.

Ortam havasinin ve yizeylerin dezenfeksiyonu igin UVC
lambalar ve gesitli kimyasal gazlarla foglama uygulamalari
da gindeme gelmistir. Her iki uygulama on temizlik
olmaksizin yapilmamahdir. UVC lambalarin kullanilan dalga
boyu, istenilen ortamda yerlestirildigi mesafeler dnemlidir.
Canlidokularazararlidir. Ortam dezenfeksiyonuigin kimyasal
gazlarin kullanilmasi da canli dokulara zarar verebilmesi,
yarar ve zararina iliskin kanit degeri barindirmamasi nedeni
ile su anki bilgilerimize gére 6nerilmemektedir.

Anahtar kelimeler: Covid 19, korunma, KKE, dezenfeksiyon,
uvc

Kaynaklar

1. Turk Standartlar Enstitisi, TS EN 14683°+AC; Eylul 2019
ICS 11.140 TS EN 14683:2019 yerine, Tibbi yiz maskeleri —
Gereklilikler ve deney yontemleri.

2. Tiirk Standart, TS EN 149 +A1; Temmuz 2010; Solunumla ilgili
Koruyucu Cihazlar - Pargaciklara Karsi Koruma Amach Filtreli
Yarim Maskeler - Ozellikler, Deneyler Ve isaretleme. 2010.

3. https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/prevent-
getting-sick/cloth-face-cover-guidance.html

4. https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/prevent-getting-
sick/how-to-wear-cloth-face-coverings.html

5. Block MS, Rowan BG. Hypochlorous acid: A review. J Oral
MaxillofacSurg.2020;78(9):1461-6. https://doi.org/10.1016/].
joms.2020.06.029

6. https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.05.28.2011
4041v1

7. https://www.das.org.tr/index.php/das-duyurular/153-covid-
19-ve-uv-c-hakkinda-das-dernegi-gorusu

8. https://www.das.org.tr/index.php/das-duyurular/150-halka-
acik-alanlarda-dezenfeksiyon-konusunda-das-dernegi-gorusu

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) 9



Tuberkiilozun Tani, Tedavi ve Takibinde Pandeminin Etkisi

Suha Ozkan

Ankara Yenimahalle Camlica Aile Sagldr Merkezi, Ankara

P+ suozkan@gmail.com

Diinyada ilk olarak Aralik 2019’da Cin’in Wuhan kentinden
bildirilen ve hizla yayilmaya baslayan COVID-19 igin Dlnya
Saglik Orgiitii (DSO) tiim Ulkelere acil uyarilarda bulunmus
ve bunu pandemi olarak ilan etmistir. Ulkeler pandemiye
onlem ve hazirlik olarak bazi kararlar almis ve uygulamaya
baslamistir.

DSO, COVID-19 pandemisi ve buna karsi ilkelerin uygula-
malarinin halen tim dinyada ydritilmeye devam eden
oldirici ve kronik hastaliklara karsi programlari olumsuz
etkileyebilecegini dngoérmustir. Tuberkiloz (TB) kontrol
programlarini ne Olglide etkileyecegini hesaplamak igin
modelleme ¢alismalari yaptirmistir. Bazi arastirmacilar da
benzer sekilde pandeminin olasi etkilerini hesaplamistir.
2020 yili Mayis ayinda DSO, modelleme calismalari sonug-
larindan hareketle pandeminin yikici etkisiyle tiiberkiiloz-
dan milyonlarca kisinin daha 6lebilecegini duyurmustur.
TB vaka tespitinde ciddi bir aksamanin ilave 400.000 can
kaybina neden olacagi, pandemi sartlarinda olunsa da 6l-
dardcl diger hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisine devam
edilmesi gerektigini duyurmustur®,

Modelleme ¢alismasinda, Hindistan’da pandemi nedeniyle
stki kapanma uygulamasini takip eden donemde TB vaka
bildirimlerinde %75, Endonezya’da vaka raporlamasinda
%68 azalma oldugu bulunmugtur®. Olasi nedenler; vaka-
larin ulusal sisteme bildirilmesinde gecikme, saglk hizmet-
lerine basvurunun azalmasi, saglik personelinin yer degis-
tirilmesi ve TB igin test-tani islemlerinin azalmasi olarak
degerlendirilmistir. Sekil I'deki grafikte bulunan logaritmik
egrilerden hareketle;

e Eger kiiresel TB vaka tespiti 3 aylk siirede pandemi 6n-
cesine gore ortalama %25 azalirsa, 2020 yilinda élimler-
de %13 ek artisla, ilave olarak 190.000 TB 6lim tahmin
edilmektedir. Bu oldugunda 1,66 milyon TB 6limiine yol
acarak, Stop TB stratejisinin hedeflerine dogru ilerleme-
de ciddi gerileme anlamina gelmektedir.

e Eger vaka tespiti 3 aylik stire icinde %50 diserse, 6lim-
lerde %26 artigla 1.85 milyon TB 6limu tahmin edil-
mektedir. Oliimlerde ek artis 400.000 olabilecektir. Bu
olum sayisi kiresel olarak 2012 seviyesine geri ddnme
anlamindadir.

Sonugta, pandemiye karsi gelistirilen politikalar, 6zellikle
kisitlama ve kapanmalar ile saghkta onceliklerin, persone-
lin dagihminin degismesi TB kontrol programlarini olumsuz
etkilemektedir.

StopTB ortakliginin Imperial College London epidemiyolog-
lariyla birlikte yaptigi, 2019 Lancet TB Komisyonu igin ya-

pilan galismaya dayanan bir baska modelleme arastirmasi
asagidaki sorulara cevap aramistir®):

e Yiksek yuklu tlkelerde, kisa vadeli kapanmalarin 6nu-
mizdeki 5 yil iginde TB vakasi ve 6liim orani Gzerindeki
potansiyel etkisi nedir?

e Kapanmanin ardindan tlkeler, TB yukina tekrar kontrol
altina almak igin TB kontrol uygulamalarinin eski haline
getirilmesini en iyi nasil hizlandirabilir?

Bu calismada yiksek yukli tlke olarak Hindistan, Kenya
ve Ukrayna segcildi. Bu Ulkelerden elde edilen tahminler
COVID-19'un TB Uzerindeki etkisinde kiiresel tahminler
olusturmak i¢in uyarlandi. Siki COVID-19 uygulamalari
sadece aylar sirebilirken, TB tanisi ve tedavisi Uzerinde,
yuksek yikli ortamlarda kalici bir etkiye sahip olacaktr.
Kiresel olarak, 3 aylik bir kapanma ve uzatilmis 10 ayhk
restorasyon, 2020 ile 2025 arasinda 6,3 milyon TB vakasina
ve bu sire iginde ilave 1,4 milyon TB 6liimine yol agabilir.
COVID-19, kirresel TB vakasi ve 6liimlerinde en az 5 ile 8 yil-
lik gerileme nedeni olabilecektir. Uzun vadeli sonuglar, kisa
vadeli toparlanma hizindan biyulk 6lglide etkilenebilir. TB
kontrol uygulamalarinin eski haline donmesi igin; ek kay-
nak ve finans gereksinimi, dijital teknoloji gibi yeni yontem-
lerin kullanilmasi, normallesme sonrasi temasl muayenesi
ve aktif vaka bulma ¢alismalarinin hizlandirilmasi, farkinda-
ligin stirdtrllmesi gibi hususlar vurgulanmistir.

DSO’niin alti bélgesinde 100 iilkeyle yapilan bir ¢alismada
Ulkelere TB kontrol hizmetlerinin ne diizeyde etkilendikleri
sorulmusg®. 79 llkede ilaca duyarli, 61 tlkede ilaca direngli
TB hastalarinda ayaktan basvuru azalmis. 64 ulkede hasta-
larin ilaglari en az bir ay yetecek kadar evlerinde kullanma-
lari igin veriliyormus, 38 Ulkede ilaglar evlerine goturala-
yormus. 24 tlkede molekdiler tani araglari hem TB hem de
COVID-19 igin kullaniliyor, 42 tlkede TB galisanlari COVID-
19’a kaydirilmig, 33 tlkede pandemi miidahalelerine TB igin
tahsisli kaynaklar kullaniimis. Ayaktan ve yatarak TB tedavi
tesislerinde azalmalar bildirilmis. Ayrica bazi tlkelerde tani
ve tedaviyle ilgili malzeme ve ilag sikintilari, gergek zamanh
siirveyans verilerinde eksiklik, TB vaka bildirimlerinde azal-
ma ve tiim bolgelerde rutin TB tani ve tedavi hizmetlerinde
diss bildirilmis.

StopTB ortakhginin 6nderliginde 10 kiiresel TB miicadelesi
yapan kurulug bir arastirma yapmis®. “COVID-19’un TB epi-
demisi Gzerine etkisi: Bir topluluk gortsi” adh arastirmada
anket, 7 farkl dilde Mayis-Temmuz aylari arasinda internet
Gzerinden cevaplanmis. TB hastalari, TB icin gorev yapan
saglik galisanlari, TB program gorevlileri, arastirmacilar ve
TB savunuculari olarak bes farkli gruptan 870 kisi (89 tilke-
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Excess TB deaths (Millions)

Duration of pertubation (months)

" Decrease in case detection (%)

Sekil 1. Kiiresel diizeyde vaka bildirimindeki gegici diisiise bagh
olarak tahmin edilen ek TB 6liimlerinin (HIV-negatif ve HIV-
pozitif bireylerde TB 6liimleri dahil) sayisi.

den) anket sorularini yanitlamis. Sonuglari 6 ana baslikta

Ozetlemigler:

1. Pandemi, TBigin saglik hizmet sunumuna ihtiyag duyan
ve hizmet alan insan sayisinda ¢ok biyik azalmaya ne-
den oldu.

2. COVID-19, TB’li insanlari yoksulluga strukliyor. Sos-
yal izolasyon, TB hizmetlerinin 6niindeki engeller olan
esitsizlikleri artiriyor.

3. Eszamanl COVID-19 ve TB epidemilerine yanit vermek
icin diinyanin her yerindeki saglik sistemleri yeterli do-
nanima sahip degildir.

4. TB konusunda galisanlar, ¢alisma ve arastirmalarinda
onemli kesinti ve COVID-19’a dogru sapmalar goriyor.

5. Pandemi baslangicindan itibaren TB finansmani 6nemli
Olgcude azaldi.

6. Birgok saglik tesisi ve programin COVID-19 miicadele-
sinde hizmet sunmasi, gelecekte TB korunma ve baki-
minda firsat olabilir.

Cin’de yapilan ve COVID-19’un TB kontroliine etkisini ince-
leyen bir arastirmada 2020 yilinin verileri 2017-2019 yilla-
rindakilerle karsilastirlmis®. Salgin, kapanma ve yeniden
acllma olarak ti¢ dénemde TB hasta bildirimlerindeki azal-
malar gosterilmistir. TB hastalarinin %27’si kapanma veya
korku nedeniyle kontrol muayenelerine gitmemislerdir. Ca-
lismada, kapanma nedeniyle hane disinda olan temas azal-
masi olumlu etkiyken, hane igindekilerle olan yogun temas
olumsuz etki olarak degerlendirilmektedir. Salgin sonrasi
bastirilmis talep nedeniyle TB igin saglk tesislerine fazla
basvuru bekleneceginden hazirlik yapilmasi 6neriliyor.

Yine Cin’de yapilan hastane temelli bir anket ¢alismasin-
da, pandemi doneminde TB yatak sayisinda %75, TB pro-
fesyoneli saglk calisanlarinda %28, ayaktan hasta mua-
yenesinde %34, tani konulan TB hastalarinda %25 azalma
bulunmusg®?.

Bes kitadan 16 llkedeki 33 merkezin katilim gosterdigi bir
¢alismada 2020 yilinin ilk dért ay1 2019'daki ayni donem-
le karsilagtinlmistir®, Merkezlerin; %84’Ginde yeni aktif
TB tanisi sayisi, %75’inde ayaktan TB hastasi muayenesi,
%82’sinde TB hastasinin taburculugu, %81’inde yeni latent

TB tanisi konulan kisi sayisi ve %95’inde latent TB muaye-
nesi azalmis.

Paraguay’da pandeminin TB kontroliine etkisi editore mek-
tup olarak yayilanmis®. Mart-Agustos 2019 ile 2020 yilla-
ri karsilastirildiginda solonum yolu sikayeti basvurusunda
%80,8 ve eriskinlerde akciger TB tanili olgularda %42,4
azalma bulunmus. Pandeminin etkileri olarak; tedaviye
uyumu aksatma, TB program ve hizmetlerinde 6nceligin
azalmasi, gelismekte olan Ulkelerde finans ve ilaglara ulas-
mada gliclik ve bu kisilerde damgalanma ve ayrimciligin
artmasi belirtilmistir.

Gliney Kore’de TB hasta bildirimleri lzerinden yapilan
galismada 2020 yili pandemi 6ncesi ve pandemi donemi
haftalik bildirim sayilari 6nceki bes yilin ayni haftalardaki
ortalama bildirim sayilariyla karsilagtirilmis®®. Haftalik TB
bildirimlerinde %24 azalma hesaplanmis. Yayinlanan bir
editore mektupta Japonya’da yeni tani konulan TB hasta
sayisindaki azalmanin nedeninin daha az test yapilmasi-
na bagh oldugu belirtiimektedir®. Pandeminin etkileri
Uzerine Hindistan’da yapilan galismada, hasta sayisinda
azalmaya bagli olarak Eyliil 2020’de yeni bir uygulamaya
gecildigi bildirilmistir®?. Yeni uygulamada; TB ve COVID-
19 taramalarinin eszamanli yirGtilmesi, aktif TB olgusu
bulma calismalarinda yogunlasma, yayma ile birlikte hizli
molekiiler test yapilmasi, evlerden 6rnek alma ve ilag da-
gitma, DGT‘de modifikasyon; dijital teknoloji kullanimi,
¢agri merkezleri veya aile bireyleri takibiyle uyum izlenmesi
bulunmaktadir.

DSO Avrupa Ofisi, pandemide, Avrupa iilkelerinde TB kont-
rolii uygulamalarinda yasanan deneyimi paylagmistir®.
Hastaneler ve cezaevleri gibi toplu yasam yerlerinde has-
talik bulagsma riskindeki artisi, bazi tlkelerdeki saglik tesis-
lerinin COVID-19'a tahsis edilmesini, calisanlardaki is yuku
artisini, yeni TB vakasi tespitindeki azalmayi, tedavi takibi
ve dogrudan gozetimli tedavideki aksamalari, laboratuvar
hizmetleri, egitimler ve hastalara verilen desteklerdeki
azalmalari vurgulamaktadir. DSO, bu uyarilari araliklarla
yapmakta olup Ekim ayinda, COVID-19 pandemisinin TB'ye
karsi kiresel ilerlemeyi tersine gevirecek bir tehdit olarak
algilanmasi gerektigi uyarisinda bulunmustur®,

COVID-19 Pandemisinin Tiirkiye Tiiberkiiloz Kontrol Calis-
malarina Etkisi

Turkiye'de basarili bir TB kontrol programi yiiritilmektedir.
2005 yilinda 20.535 olan toplam olgu sayisi, 2019 yilinda
11.401 olarak bildirilmektedir®, Yillar icinde ntfusun art-

Tablo 1. Tirkiye’de son 5 yilda TB olgu sayilari ve hizlari.

Toplam Lo Mleyar
+

vil Niifus Toplam Oib1HiE) Yeni+Niiks Ir{ﬂd_ans

Olgu Sayisi| = " Olgu Sayisi| (Yiizbinde)

(Yiizbinde)

2015 | 78.741.083 | 12772 16,2 12.550 15,9
2016 | 79.814.871 12.417 15,6 12.186 15,3
2017 | 80.810.525 | 12.046 14,9 11.821 14,6
2018 | 82.003.882 | 11.786 14,4 11.576 14,1
2019 | 83.154.997 | 11.401 18,7 11.247 13,5

*S.B. HSGM TUberkUIoz Daire Baskanhgi

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) 11



masina ragmen hasta sayisi diismus, toplam olgu hizi yiz
binde 29,8’den 13,7’e gerilemistir. Son bes yildaki olgu sa-
yilari ve hizlari gosteren Tablo 1’de her yil hasta sayisinin
%2-3 azaldig1 gorilmektedir.

Ug ilimizin 2020 ile 2019 yillarinin ilk 10 ayindaki ¢alisma-
larini aylik raporlarindan karsilastirdigimizda; dispanserler-
deki muayene sayisinda %36, temash muayenesinde %47,
tedaviye alinan TB hasta sayisinda %31 ve ilagla korumaya
alinan kisi sayisinda %39’a varan oranlarda azalma oldugu
gorulmustir.

Tuberkiloz Dairesi Bagkanlgi tarafindan Aralik 2020’de bir
ulusal kongrede pandeminin verem savasina etkisiyle ilgili
bazi bilgiler ham veri olarak sunulmustur. Verem Savas Dis-
panserleri aylik ¢calisma raporlarindan 2020 yili Mart-Ekim
arasindaki 8 aylik donem, 2019 yilinin ayni donemiyle kar-
silastinlmistir. Dispanserlerde yapilan muayene sayisinda
%42, korumaya alinan kisi sayisinda %39, yapilan temasli
muayene sayisinda %39, bakteriyolojik inceleme olarak
direkt baki sayisinda %43 azalmanin oldugu gorilmastir.
Her ay kaydedilen tuberkilozlu hasta sayisindaki azahslarin
ortalamasi ise %25,9 bulunmustur. Biz bunun, tlkemizde
verem savasinin gelecegi igin ciddi bir sorun olabilecegini
diisiintyoruz

Sonug olarak:

e COVID-19 pandemisi saglikla ilgili tiim diger hastaliklar
ve saglk hizmet sunuculariyla birlikte TB kontroll calis-
malarini da etkilemistir.

e Kapanma, kisitlamalar, saghk kuruluslarinin 6nceliginin
degismesi, temas azaltici uygulamalar, saglik kurulusla-
rinda bulasma korkusu, ulasim giiglikleri, sosyoekono-
mik sebepler, damgalanma vb. nedenlerle basvuru ve
tani alan hasta sayisi azalmistir.

e Temasli muayenelerinde ve ilagla koruma tedauvisi veri-
lenlerde ciddi azalmalar mevcuttur.

e Her yil diizenli yapilan risk grubu taramalari durdurul-
mustur.

e Egitimler ve izleme-degerlendirme calismalari yeterli
yapilamamigstir.

e VSD’lerden COVID-19 ile ilgili gbrevlendirmeler yapilmig-
tir. Personel kaydiriimasi nedeniyle artan is ytikii yorgun-
luga ve motivasyon azalmasina neden olmaktadir.

e laglar ve tani icin lojistik destek kesintisiz siirmistr.
Hastalara ilaglari ulagtirilmaktadir.

e TB, solunum yoluyla bulasan hastalik oldugundan kisi-
sel koruyucu ekipman ve infeksiyon kontrol deneyimi
olarak VSD’ler COVID-19’a pek ¢ok kurulustan daha ha-
zirlikhdir.

e Aile, Calisma ve Sosyal Hizmetler Bakanliginin tiiberka-
loz hastalarina yonelik diizenli nakdi yardim programin-
da aksama yaganmamistir.

e Tedavideki hastalarin dizenli ilag kullanmalari igin
VSD’lerde DGT uygulanamadiginda VGT (video goze-
timli tedavi, TeleDGT) yayginlasmistir.

e Sahadan merkeze veri akisi normal sekilde devam et-
mektedir.

e GOgus hastaneleri ve TB hasta yatak sayilari pandemi
oncesinde azalmaya baglamisti. Pandemiyle birlikte
bazi hastanelerde TB hasta odasi ve yataginda sikintilar
gorulmusgtar.

e Pandeminin kontrol altina alinmasi sonrasinda 6zellikle

risk gruplarina yonelik aktif vaka bulma galismalari ya-
piimahdir.

e TB programlarinda galisan saglk personeli tekrar go-
revlerine donmeli, 6zlik haklari iyilestirilmelidir.

e Maske, mesafe, temizlik, evde kal, karantina, kapanma
derken TB hastasiyla temas olasiliginin azalmasi nasil
etkileyecek, bilinemiyor.

e TB’de yapilan miidahalelerin etkisi geg gorileceginden
ileride mutlaka arastirilmalidir.

Anahtar kelimeler: Tiberkiloz, COVID-19, pandemi, hasta
azalmasi, tehdit
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insana 6zgii bir patojen olan Mycobacterium tuberculosis,
binlerce yildan beridir insanlik icin 6Gnemli bir saglik sorunu
olmaya devam etmektedir. Tuberkiloz, diinyada o6lime
neden olan bulasici hastaliklarin en Ust siralarda yer aliyor-
du. Ancak bu yil, yeni bir patojen olan Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARSCoV-2)'nin
neden oldugu COVID-19, 6lime neden olan bulasici hasta-
liklar listesinin en Ust sirasina yerlesti®®.

COVID-19 salgini ve buna karsi alinan 6nlemler, stiphesiz
diinya ¢apinda saglik hizmetleri Gzerinde ¢ok boyutlu dra-
matik bir etkiye sahipti ve birgok kronik ve bulasici (6zellik-
le tiberkiloz (TB), insan immun yetmezlik virtsa (HIV) /
edinilmis immin yetmezlik sendromu (AIDS) ve sitma gibi)
2 hastaliga yonelik kontrol programini ciddi sekilde
etkilemistir® 4, Tuberkiiloz gibi bulasici hastaliklara dogru-
dan etkisi, 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Ancak Ulusal TB Programlarini
olumsuz yonde etkilemesi nedeniyle yakin gelecekte TB
dlumlerinde artisa yol a¢masi ¢ok muhtemeldir © 9,
Ongériilen bu artis biiyiik 6lgiide, yeni TB vakalarinin tani
ve tedavisindeki gecikmeden kaynaklanacaktir 78,
Pandemi ilerledik¢e ko-enfekte hastalarin sayisinin artmasi
beklenmektedir.

Covid-19’la miicadele sirasinda TB ile mlcadeleye yonelik
ulusal programlar dahil olmak Gzere saglik hizmetlerinin de
kesintisiz olarak siirdiiriilmesi gerekmektedir. DSO Kiiresel
TB Programi, DSO bélge ve iilke ofisleriyle birlikte ulusal
saglk otoritelerine Covid-19 ve TB ile miicadelelerinde
yardimci olmak igin bir bilgi notu yayinladi. Buna gére;

Onleme: DSO yodnergelerine gore toplu ortamlarda ve sag-
lik tesislerinde TB ve COVID-19 bulagmasini sinirlandirmak
icin onlemler alinmalidir. (6rnegin, temel enfeksiyon 6nle-
me ve kontroli, 6ksuriik gorgu kurallari, hasta triyaji).

Teshis: TB ve COVID-9 igin tanida kullanilan testler farklidir.
Benzer solunum semptomlari olan bireyler igin hem TB
hem de COVID-19'la ilgili teshis testleri mevcut olmalidir.
Diinya Saglik Orgiiti ve uluslararasi ortaklarin destegi ile
Ulkelerde TB laboratuvar aglari kurulmustur. Bu TB labora-
tuvar aglari ve numune tasima mekanizmalari COVID 19
teshisi ve kontroli icin de kullaniimalidir.

Tedavi ve bakim: Bulagmayi azaltmak igin tiiberkiloz has-
talarinin (hastaneye yatmayi gerektirmedikce) hastanede
tedavi yerine insan merkezli ayaktan tedavi ve toplum
temelli bakim tercih edilmelidir. Ayrica gelismis iletigsim,
danisma, bakim ve bilgi yonetimi yoluyla hastalari ve prog-

ramlari desteklemek igin dijital saghk teknolojilerinin kulla-
nimi artirilmalidir®),

Pekala, COVID-19 kiiresel olarak bu kadar 6ne gikmisken,
Tiiberkiiloz saghk sorunu olmaktan gikti mi?

Tuberkiloz, kiresel acil bir saghk sorunu olmaya devam
ediyor. Pandemi nedeniyle kaynaklarin bayik boélimi
COVID-19 yonetimine yonlendirildigi géz oniine alindigin-
da, Tuberkiloz gibi toplum sagligini ilgilendiren bir hastali-
gin kontrolline verilen destek ve 6nem azaltilmamahdir.

Tuberklloz’a gereken 6nem ve ilgi gosterilmez ise «Tuberkiiloz
Kontrol Programi» kapsaminda bugtne kadar ki kazanimlar ve
gerceklesen hedefler tehlikeye atilmis olacaktir®®,

Hem tlberkiiloz hem de COVID-19, insanlar arasinda yakin
temas yoluyla yayilir. Tiberkiloz basili, tiiberkiloz hastasi-
nin 6ksirmesi, hapsirmasi, ylksek sesle (bagirarak) konus-
masi veya sarki soylemesiyle cevreye sacilan damlaciklarin
solunmasi sonucunda kisileri enfekte eder. Havalandirma
ve dogrudan glines 1518ina maruz kalma ile konsantrasyon-
lari azalr.

SARSCoV-2, 6ncelikle COVID-19 hastasinin dksirmesi, hap-
sirmasi, yiksek sesle konusmasi (bagirarak) veya sarki
soylemesi ile gevreye sagilan damlaciklarin dogrudan
solunmasi ve Uretilen damlaciklarin nesnelere ve ylzeylere
yapismasi sonrasi o ylzeylere dokunmak suretiyle elimizi
gbz, burun veya agiza gotiirilmesi sonucu kisileri enfekte
eder. COVID-19’un kontroliinde solunum 6nlemlerine ek
olarak ellerin yikanmasi da 6nemlidir.

Hastaya COVID-19 teshisinin konulmasi, altta yatan
Tiberkiilozu dislamaz. Ozellikle Tiberkilozun endemik
oldugu bolgelerde bu hususta daha dikkatli olunmahdir.

Personeli enfekte etme riskini en aza indirmek i¢in COVID-
19 salgini sirasinda asagidaki ek, gegici onlemler dikkate
alinmalidirto:

1. Yerel kosullara bagl olarak, tiiberkiloz takibi igin ziya-
retleri azaltmakla ilgili dizenlemeler yapilmaldir, 6rn.
diger klinik ve polikliniklere gelen hastalarla miimkin
oldugunca karsilasmayacagi belirli glin ve saatlerde
randevulari olusturmak, tedavi destegini strdirmek
icin yenilikgi iletisim teknolojileri kullanmak, takip tes-
tinin zamanlarini belirlemek ve sinirlandirmak.

2. Personelin, hastalarin ve diger kisilerin hem COVID-19
hem de TB’ye maruz kalmasini énlemek igin, balgam
ornekleri ve bronkoalveolar lavaj sivisi alirken, tasir-
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2019 ve 2020 Yillari Mart-Kasim Arasi Aylara Ait
Tuberkuloz Calisilan Hasta ve Pozitif Sayilar
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Ankete Katilan Laboratuvarlardan Elde Edilen
Verilerden Hazirlanan 2019 ve 2020 Yilli Hasta Sayilari
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Grafik 3.

ken, ayrica laboratuvarda alim ve tasima kabini agar-
ken 6zel énlemler alinmahdir 3, Evde balgam érnegi
toplamasi igin 6zel talimatlarla tesvik edilmelidir (6rne-
gin, ev disinda ve baskalarindan uzakta agik alanda
yapilimalhdir)®4.

3. Tiberkiiloz testi yapilirken, biyogiivenlik kabinlerinin
kullanilmasi, kigisel koruyucu donanimin kullaniimasi,
enfeksiyon 6nleme ve kontrol énlemlerinin uygulan-
masi ve sorumlular tarafindan takip edilmesi 6nemli-
dir. (el yikama, eldiven kullanimi, gozliik veya koruyucu
kalkan, su gegirmez onliikler, maske kullanimi, yiizeyle-
rin dizenli olarak dekontaminasyonu ve laboratuvar
personelinin galisma saatlerinin ayarlanmasi gibi).

4. Havalandiriimasi yeterli ¢alisma ortami ve glvenli ula-
sim saglanmali. Numunelerin test sahasina tasinmasin-
dan sorumlu personel ile cihaz kullanicilari COVID-19

2020 yili Mart-Kasim Arasi Aylara Ait Covid 19 Hasta Sayisi
ve Covid 19'dan Olen Hasta Sayilari (16)
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2019 ve 2020 Yil Mart-Kasim /:\ram Aylara Ait TULSA’ya
Kaydedilen Pozitif Ornek Sayilari
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2019 ve 2020 Mart-Kasim Arasi Aylara Ait UTRL Verileri
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numunelerini tasirken ve islerken gereksinimleri dona-
nima sahip olmahdir.

Avrupa’daki Tuberkiiloz referans laboratuvarlarinin pande-
mide yasadigi zorluklari daha iyi anlamak ve destek olabil-
mek i¢in Avrupa Tlberkiloz Referans Laboratuvari Agi
(ERLTBNet-2) bes bolimden olusan bir anket
dizenlemig®;

e Laboratuvar Bilgisi

Operasyonel Etki

is Yiikii

Acil Durum Plani

COVID-19 Yonetimine Dogrudan Katilim

Anketin kapsadigi dort ay icinde bildirilen sorunlar soyleydi;
e Laboratuvarlarin % 30 ila 40’da, fiziksel mesafe veya



uzaktan ¢alisma gibi yeni gereksinimlere uyum sagla-
mayla ilgili sorunlar bildirdi

e Malzemelerin ve reaktiflerin tedarik edilmesiyle ilgili
sorunlar Nisan 2020'de zirveye ulasti.

e Mart ve Nisan aylarinda, COVID-19 ile ilgili hastalik veya
izolasyon, sokaga ¢ikma kisitlamalari ve COVID-19 labo-
ratuvarlarinin konuglandiriimasi, Tuberkiloz Laboratu-
varlarin yaklasik % 30’unun operasyonlarini etkiledi.

e Viroloji laboratuvar hizmetlerine tahsis edilen Tuber-
kiiloz Laboratuvar personelinin yeniden Tiberkiiloz
Laboratuvarina vyerlestiriimesi veya tedariki ile ilgili
sorunlar Haziran 2020’de hala devam etmekteydi.

e Nisan ayinda; Avrupa’da neredeyse tiim Ulusal Refe-
rans Laboratuvarlarinda, ilag Duyarlilik Testi (iDT) dahil
olmak uzere, hem birincil hem de referans faaliyetler-
de, is yukinde keskin bir azalma yasandi. {Gelen 6rnek
sayisinin% 25’ten fazla azalmasi (sirasiyla birincil ve
referans hizmetlerinde % 59,3’U ve % 41,4’0)}

o ki laboratuvarda, birincil ve referans hizmet is yiikii
Haziran ayina kadar normal seviyelere dondi ve / veya
asti, ancak laboratuvarlarin yarisindan fazlasinda
durum tam olarak stabilize olmamisti.

e Acil durum planlari yalnizca alti laboratuvarda etkinles-
tirilmistir (% 19.4).

e Daha az sayidaki laboratuvar (<% 10), kisisel koruyucu
ekipman, laboratuvar alani kisitlamalari ve zihinsel
saglik sorunlari dahil olmak Uzere personelin genel
refahi konusunda sorunlar bildirdi.

e Enciddi sekilde kesintiye ugrayan, egitim, arastirma ve
gelistirme (Ar-Ge) faaliyetleriydi. (23 laboratuvarin 15'i
tarafindan rapor edildi)®*.

Avrupa’da Tiiberkiiloz gergekten %25-50 azaldi mi? Eger

azalmadi ise hastalar ve tiiberkiiloz hasta 6rneklerine ne

oldu? Azalmanin nedeni nedir?

1. Hastalarin sokaga ¢ikma kisitlamalari ve Covid-19 kor-
kusu nedeniyle saghk kuruluslarina gidememesi

2. Bauz tlberkiloz laboratuvarlarinin Covid laboratuvari-
na doénlstirilmus olmasi

3. Saghk kurulusu ve Laboratuvar galisanlarinin Covid
merkezlerinde gorevlendirilmis olmalari

4. Tuberkiloz laboratuvarlarinda kullanilan PCR cihazlari-
nin Covid laboratuvarlarina gonderilmis olmasi

5. Saglik kurulusuna ulasanlarin orneklerinin galisilacag
laboratuvar sorunu olusmasi.

DSO tarafindan yapilan modelleme calismasina gére;
COVID-19 salgininin, 3 ay boyunca Tuberkiloz tespitinde
kiiresel olarak %25’lik bir azalmaya yol agmasi durumunda,
Tiberkiloz 6lumlerinde %13’lik bir artisin olabilecegi,
2020’de kiresel 6lim oraninin 1.66 (1.3 — 2.1) milyon ola-
bilecegi ve bunun da 2015 yil Taberkiiloz 6lim hizina yakin
olabilecegi belirtilmistir.

DSO, 12 Mayis 2020’de yayinladig! bilgi notunda; tiye dev-
letlere, COVID-19 salgini sirasinda Tiberkiloz hastalarinin
temel hizmetlerinin kesintisiz strdurilmesi icin ¢agrida
bulunmustur.

Tiirkiye’de durum

Ulkemizdeki pandemi slirecinde tiberkilloz
Laboratuvarlarinin durumu ile ilgili bilgi edinmek igin
TULSA (zerinden 7 soruluk kisa bir anket dizenledik.

Anket;

e Tiiberkiiloz Laboratuvar Bilgileri

e Laboratuvar Tipi

e Laboratuvar Diizeyi

e Pandemi Siirecinde Tiiberkiiloz Laboratuvarinin

Ustlendigi Gorevler

Pandemi Siirecinde Tiiberkiiloz Laboratuvarinin

e Yasadigi Sorunlar

e Laboratuvarin 2019 ve 2020 Yilina Ait Hasta ve Pozitif
Hasta Sayisi

e Covid 19 Pandemisinde Deneyimleriniz ve
Onerileriniz

Ankete, 13 laboratuvar katihm gostermistir. Katihm sagla-
yan laboratuvarlarin, 7 tanesi Diizey-3, 6 tanesi ise Diizey-2
laboratuvardan olusuyordu. iki laboratuvar, hem TB hem
de Covid laboratuvari olarak hizmet verirken 11 laboratu-
var ise Tlberkiloz laboratuvari olarak hizmetine devam
etmistir.

Pandemi Sirecinde Tuberkiloz Laboratuvarinin Yasadigi
Sorunlar;

1. Malzeme temininde Sorun:

Tiberkiiloz érneklerinin tasinmasinda kullanilan Ornek
Tasima kutularinin Covid-19 6rneklerinin taginmasinda da
kullanilmasi nedeniyle tasima kutularinin temininde yasa-
nan sorunlar, tiiberktiloz 6rneklerinin kultiire alinmasinda
kullanilan besiyeri temininde yasanan sorunlar ve temin
edilen besiyerlerinin kalitesi ile ilgili sorunlar, kaliteli kisisel
koruyucu donanim temini ve kit temini gibi sorunlarla karsi
karsiya kalinmistir.

2. Orneklerin Transferinde Sorun:

Tuberkiiloz 6rneklerinin galisacak laboratuvara ulastiriima-
sinda ve Uremis kultir orneklerinin laboratuvarlardan
Ulusal Tuberkiloz Referans Laboratuvarina ulastirilmasin-
da uygun olmayan 6rnek tagima kutularinin kullaniimasi ve
Dispanser personelinin Covid-19 galigmalarinda gorevlen-
dirilmesi nedeniyle yetkin olmayan personellerin alip gén-
derdigi hasta 6rneklerinin uygunsuz olmasi kalitesiz sonug-
larin olusmasina neden olmusgtur.

3. Personel Sorunu:

Tlberkiloz o6rneklerinin  alinmasinda, tasinmasinda
Grafiklerin tiiminden gikarilacak sonug, pandemi ile birlik-
te tiiberkiloz hasta sayisinda ciddi bir dislisiin oldugunu
goriyoruz. Ayrica grafik-3 ve grafik-4' karsilastirdigimizda,
Covid-19 hasta sayisi ve 6lim oraninda artis gorilen aylar-
da tlberkiloz test sayisi ve pozitif 6rnek sayisinda ki diists
dikkatleri gekmektedir.

Pandemi Siirecinde Tiberkiiloz Laboratuvarlari igin Ne

Yapilmal?

e Biyoglvenlik risklerinin azaltilmasi (Tuberkiiloz tani
laboratuarlarinin, birincil 6rnekleri islerken, potansiyel
COVID-19 maruziyeti)

e Tiiberkiloz laboratuvarlarinin kapasitesini korumak ve
galismalarinin dizgiin stirdirilebilmesi icin deneyimli
personelin devamhhliginin saglanmasi

e Tuberkiloz laboratuvarlarina ait donanimlarin korun-
masl

e COVID-19 pandemisinin Tuberkiiloz tani kapasitesi Uze-
rindeki orta ve uzun vadeli olumsuz etkilerini en aza
indirilmesi ve bunun igin daha fazla arastirma yapilmasi
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Laboratuvarlarin acil eylem planlarinin hazir olmasi
Caligmalarin surdurilebilirligi agisindan ulusal saglik
yetkililerinin ve uluslararasi kuruluglarin destegi 6nem
arz etmektedir.

Pandeminin kazanimlari

Bulasici hastaliklarin daha ciddiye alinmasi, enfeksi-
yonlarin kontroli ve ortadan kaldirilmasinda, tim
diinyanin isbirligi icinde galismasinin gerekliliginin far-
kina varilmasi

Toplumlarin bulasici hastaliklar konusunda farkindaligi-
nin olugsmasi

Saghk profesyonelleri (Halk Saghgi Uzmanlari, Mikrobi-
yoloji Uzmanlari, Enfeksiyon Uzmanlari, G6giis Hasta-
liklari Uzmanlari vs), Sivil toplum &rgiitleri, Uretici fir-
malar ile Politikacilarin birlikte ¢alisabilme ve bilgi
paylasimini yapabilmesi

Sonug olarak, tiiberkiloz laboratuvar kapasitesini korumak
ve COVID-19 salgini nedeniyle pandeminin ilk aylarinda
ciddi sekilde kesintiye ugrayan laboratuvar hizmetlerinin
Gzerindeki olumsuz etkilerin giderilmesi ve laboratuvar
hizmetinin stirdlrilebilmesi igin destege ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Pandemi, tliberkiiloz laboratuvarlari,
etkileri, Turkiye
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Karbapenem Antibiyotiklere Duyarliligin Saptanmasinda
Otomatize Sistemlerin Kullanimi Kolaylik ve Sinirlamalari
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Karbapenem grubu antibiyotikler, 1985 yilinda imipene-
min onay almasindan sonra hayatimiza girmislerdir, bugiin
coklu ilag direncine (CiD) sahip mikroorganizmalarin olus-
turdugu enfeksiyonlarin tedavisinde son segenek olarak
kullanilmaktadirlar. Ancak 1990 yilinda ilk kez Japonya’da
IMP tipi karbapenemazin Pseudomonas aeruginosa’da tes-
pitiyle birlikte karbapenemaz ¢agi acilmistir, Giniimiizde
karbapenem direnci mikroorganizmalar Diinya Saglik Orgii-
tiine (DSO) ve ABD Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)'ne gére
acil ve 6ncelikli miidahale edilmesi gereken CiD patojenler
listesinde en st sirada yer almaktadirlar®?. Yapilan pro-
jeksiyonlarda CiD patojenlerle miicadelede kiiresel boyut-
ta yetersiz kalinirsa 2050 yilinda CiD’lerle her yil 10 milyon
insanin 6lebilecegi tahmin edilmektedir?. Antimikrobiyal
ilaglara direngli mikroorganizmalar ile kiresel bir savag
yuratiilmek zorundadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarla-
ri bu savasta 6n cephede yer almaktadirlar. Bu savasi siir-
darirken elimizi gliglendirilen en dnemli silahlardan biride
bugiin lkemizde ve diinyadaki bir¢ok lilkede mikroorga-
nizmalarin tanimlanmasinda (ID) ve antibiyotik duyarlilik
testlerinin (ADT) yapilmasinda kullanilan otomatize sis-
temlerdir. Otomatize sistemler hayatimiza 40 yil 6nce Vitek
sisteminin NASA igin gelistiriimesiyle girmistir. Bugiin FDA
tarafindan onayh Vitek 2 (bioMérieux, Marcy I'Etoile,FR),
Phoenix (BD, Sparks, MD), MicroScan WalkAway (Beckman
Coulter,CA), Sensititre ARIS 2X (Thermo Scientific, Lenexa,
KS) sistemleri mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanil-
maktadir. Bu sistemler beraberlerindeki uzman yazilimlari
[Vitek 2-Advanced Expert System (AES), Observa, Phoenix-
BDXpert, BD EpiCenter, Microscan- LabPro, Sensititre ARIS
2X- SWIN) ile kullanicilara guvenilir raporlar sunarlar. Genel
olarak bu uzman yazilimlar kural tabanli galigirken, Vitek
2’nin AES’i yorumlayici okuma yaparak elde ettigi sonuglari
veri tabani ile karsilagtirarak sonug Gretmektedir®.

Karbapenem antibiyotikler otomatize sistemlerde Uretici-
nin bolge ve Ulke ihtiyaglarina gore belirledigi farkh kart/
panel icerikleri ile karsimiza gikarlar. Bunlar arasinda kartin
ertapenem, meropenem, imipenem, doripenem ‘den han-
gisini icerdigi, ka¢ kuyucukta okuma yaptigi, degerlendire-
bilecegi dilisyon araligi ve hangi rehbere goére (EUCAST /
CLSI / FDA) ADT sonuglarini degerlendirdigi sayilabilir.

Otomatize Sistemlerin Karbapenem Duyarliligini
Saptamada Bize Katkilari

Hizli sonug verme

Bu sistemlerle karbapenem duyarlilik sonuglari minimum
2.5 saat ortalama 4-6 saat’de verilebilir. Karbepenemler
genelde ciddi MDR enfeksiyonlarda, yogun bakimlarda ve

sepsiste kullanilirlar. Sepsiste kaybedilen her saat yasama
sansi %7.6 dismektedir®.

Kantitatif sonug liretme

Sistemler kullandiklari uzman yazilimlar sayesinde kantita-
tif sonug (MIK veya Breakpoint) verirler. Karbapenem di-
rengli mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlarin morta-
litesi %50’nin Uzerindedir. Yapilan yayinlarda meropenem
MiK > 4 pg/ml ise mortalite oraninin yiikseldigi ve mero-
penem MiK < 8 pg/ml ise tedavi yanitinin daha iyi oldugu
bildirilmektedir®.

Tekrarlanabilir, standart sonuglar

Bu sistemlerde biitiin ADT prosediirii standardize edilmis-
tir. Teknik personele ve malzemeye bagh hatalar minimize
edilmistir. Yiksek ornek ylkine karsin tekrarlanabilirligi
yuiksek sonuglar ile birlikte ¢ok sayida hastaya ait 6rnekten
ADT yapma imkani sunarlar. Uzman sistem yorumlariyla
kullanicilarin dikkatini geker ve raporlama hatalarini 6nler-
ler.

Hastane informasyon sistemi (HIS) entegrasyonu
Sistemler HIS baglanarak ADT raporlarinin hatasiz aktarimi-
na olanak saglarlar. Bu beraberinde epidemiyolojik verilerin
saklanmasi ve analiz imkanini sunarken enfeksiyon kontrol
ve sirveyans verilerine, kimlatif antibiyogram ile tedavi-
nin ADT sonuglarina gore de-eskalasyonuna ve kurumlarin
antibiyotik direnci ile miicadelesine aktif katkida bulunarak
antimikrobiyal yonetimde kilit rol oynarlar.

Karbapenem direncini tespite yonelik liretilen yeni
paneller

BD firmasinin kullanimda olan Phoenix CPO detect pane-
liyle karbapenem direncinin tespiti ve kokenlerin sahip
oldugu karbapenemazin Enterobacterales, A. baumannii
ve P. aeruginosa i¢in Ambler siniflandirmasinin (A, B ve D)
yapilmasi mimkindir. Ayrica panellerle karbapenem di-
rencli mikororganizmlarin tedavisinde kullanilan yeni nesil
beta laktam inhibitér kombinasyonlarindan seftazidim avi-
baktam ve seftolozan tazobaktam duyarlihgi tespit etmek
mimkiindir. Yapilan galismalarda karbapenem saptamada
duyarhhk %89.4-100 ve 6zgillik %55.3-100 oldugu, karba-
penemaz siniflandirmada ise A grubunda duyarlilik %43.3-
100, B grubunda duyarlilik %71.8-100, D grubunda duyar-
lhk %82-100 olarak tespit edilmistir®. Bizim ¢alismamizda
ise 136 Klebisella pneumoniae (16 S, 120 R) duyarlilik 98.2
ve Ozgullik %93.75 olarak bulunmustur. B grubu karba-
penemazlari ayirmada duyarlilik %82.2 ve D grubunda ise
duyarlihk %93.9 belirlenmistir. A grubu yeterli koken olma-
dig1 icin yorum yapilamamustir. iki karbapenemazin birlikte
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oldugu (n=15) kokenlerde sistemin birini dogru olarak ta-
nimladigl bulunmusgtur.

Sonug olarak otomatize sistemler karbapenemlere du-
yarlilikta bize; Laboratuvar is ylkunl azaltarak, teknik ve
malzemeden kaynakli hata riskini minimize ederek, hizl
ve kantitatif, ayni anda birden ¢ok karbapenem duyarlilik
sonucunun yer aldigi, standart, én yorumlamalari uzman
sistemlerle yapilmis, HIS’e aktarilabilen oldukga glivenilir
raporlar sunarlar.

Otomatize Sistemlerin Karbapenem Duyarhiligini Sapta-
mada Sinirlamalan

Karbapenem duyarhligini saptamada sistemlerin perfor-
mansini; test edilen bakteri tirl, karbapenem direncine
sebep olan direng mekanizmasi, kartlar/panellerde kul-
lanilan antibiyotik tiirt, sayisi, karbapenem direncinde
surekli glincellenen rehberlere uyum, uzman sistemlerin
performansi ve analitik sirecte yapilan hatalar dogrudan
etkilemektedir.

Test edilen bakteri tiirii

Karbapenem direnci, fermenter (Karbapenem direngli
Enterobacterales) ve nonfermenterler Acinetobacter ba-
umanii ve P. aeruginosa) olmak Uzere iki gruptaki bakte-
rilerde karsimiza gikar. Gegmis yillarda otomatize sistem-
lerin nonfermenterdeki ADT sonuglarinda cesitli sikintilar
varken, giinimiizde ozellikle karbapenemler igin glivenle
kullanilabilecegini sdylemek mimkuindur. Ancak Enterobac-
terales ailesinde bakteri trl sistemlerin performansini
dogrudan etkilemektedir. Klebsiella pneumoniae’de sis-
temler karbapenem duyarliligini saptamada daha ba-
sariliyken, Escherichia coli’de kismen basarisizdirlar ancak
en problemli olduklari turler arasinda Enterobacter spp.
basta olmak uzere diger Enterobacterales tirlerini saymak
mumkindr20),

Karbapenem direncine sebep olan direng mekanizmasi
Karbapenem direnci bakterilerde karbapenamaz uretimi
ve diger mekanizmalarla (Effluks pompa degisimleri, porin
mutasyonlari ve AmpC ve ESBL gibi diger beta laktamaz en-
zimleriyle) olusabilir. Karbapenemaz Uretiminde 5 blyukler
diye adlandirilan KPC (A grubu), NDM, IMP, VIM (B grubu
metallobetalaktamazlar) ve OXA-48 benzeri (D grubu) kar-
simiza ¢ikmaktadir®. Otomatize sistemler karbapenem
duyarlihgini dogru saptamada 6zellikle KPC tipi karbapene-
maz Ureten kdkenler, IMP tipi basta olmak Gzere bazi me-
tallobetalaktamazlar ve daha az olmakla birlikte OXA-48
turlerinde problem yasarlar. Sistemlerin en sikintih sonug
verdikleri grup ise karbapenemaz lGretmeyen karbapenem
direngli Enterobacter ve E. coli turlerinde AmpC (CMY-2)
betalaktamaz tireten kokenlerdir*+12,

Kartlar/panellerde kullanilan antibiyotik tiirii, sayisi

Karbapenem direnci saptamada meropenem karbapene-
maz duyarlilik ve 6zglllik dengesi en iyi antibiyotiktir. Erta-
penem duyarlilik agisindan mikemmel, 6zgullGga distik bir
ajandir. Ozellikle Enterobacter spp.de porin mutasyonlari,
ESBL ve AmpC tipi B-laktamaz varliginda etkilenir. Otoma-
tize sistemlerde tercih edilecek kartlarda li¢ karbapenemin
[meropenem (MEM), imipenem (IMP) ve ertapenem (ETP)]
birlikte olmasi istenir. Ancak ikili kombinasyon kullaniimasi
gerekiyorsa kartta IMP ve MEM olmasi tercih edilmelidir.
Ozellikle CTX-M ve AmpC endemik bélgelerde (KPC sapta-

mada ¢ok iyi performansi olmasina ragmen) ertapenem
tek basina oldugu kartlar kullanilmamalidir. Bazi yayinlar-
dada tek basina IMP olan kartlarda da yanhs sonuglar elde
edilebilecegi bildirilmektedir®34),

Karbapenem direncinde siirekli giincellenen rehberlere
uyum

Antibiyotik duyarhhk testlerinin degerlendirilmesinde kul-
lanilan rehberler (EUCAST, CLSI ve FDA) her yil glincellenir.
Ancak otomatize sistemler glincellemelere adaptasyonda
zaman kaybederler. Bu stireler Uretici firmadan firmaya de-
gismekle birlikte 6-8 ay siirmektedir. Bu adaptasyon sire-
cinde Ureticilerin hizlarini belirleyen en blylk engel FDA’in
ADT guincellemelerini 2017 yilina kadar kabul etmekte ve
onaylamakta yavas kalmasidir. Ancak 2017 yilindan sonra
yasalarla bu siire 6 ay ile sinirlandirilmistir. Bu dretici fir-
malarin elini gliglendirse de glinimiizde en biyik problem
sahadaki laboratuvarlarda galisan cihazlarin geg glincellen-
mesidir. Yapilan bir yayinda ABD’de de %23 laboratuvarda
galisan sistemlerin 2010 Oncesi CLSI kurallariyla gahstigi
bildirilmigtir1),

Uzman sistemlerin performansi

Otomatize sistemlerin sahip olduklari uzman sistem yazi-
limlari karbapenem duyarlihg saptamadaki basarilarini
dogrudan etkiler. Genel olarak uzman sistemler karbape-
nemaz Ureticilerini saptamada daha basarilidirlar. Daha ¢ok
karbapenemaz disi mekanizmalarla olusan direngte sikinti-
hdirlar. Ozellikle kékenler ESBL ve AmpC beta laktamazlar
Uretiyorlarsa, uzman sistemler bunlari karbapenem Uretici-
si olarak raporlamakta (yalanci pozitif) ya da tam tersi bun-
larla birlikte olan karbapenem direncini (yalanci negatif)
saptayamamaktadirlar. Vitek 2 AES performansinin diger
uzman sistemlerden karbapenem direnci saptamada daha
ylksek oldugu bildirilmektedir”.

Analitik siireglerde yapilan hatalar

Analitik slrecte yapilan hatalarin tamami otomatize sis-
temlerin ADT ve ID sonuglarini dogrudan etkilemektedir.
Burada en énemli problem inokulum hatalaridir®. Yetersiz
ya da fazla hazirlanan inokulumlar tutarsiz sonuglara ne-
den olur. Sistemlerin hizli sonug vermeye odakli kisa streli
inkiibasyon yapmalari, yavas treme egilimi olan mikroor-
ganizmalarda yanlis sonuglara sebep olmaktadir. Kartlarin
diltisyon araliklarinin karbapenem duyarliligini saptamada
yetersiz kalmasi, imipenem antibiyotiginin degradasyon
problemleri ve yeni karbapenem antibiyotik kombinasyon-
larin hentiz sistemlerinde olmamasi (meropenem/vabor-
baktam, imipenem/relebaktam vb) diger sinirlanmalarini
olusturmaktadir.

Otomatize Sistemlerde Karbapenem Duyarhliginda Akil
Notlari

Karbapenem duyarhhgini saptamada otomatize sistemleri
kullanirken sinirlamalari konusunda bazi noktalari iyi bil-
mekte fayda vardir;

e Karbapenem direnci K. pneumoniae’da karbapenemaz
Uretimiyle, E. colive Enterebacter spp. ve Pseudomonas spp.
non-karbapenemaz mekanizmalarlave A. baumannii'de
D grubu karbapenamazlarla (OXA-23 ) olusmaktadir.

e KPCendemik bolgede yasiyorsaniz mutlak sonuglarinizi
bir fenotipik karbapenem testi ile dogrulamalisiniz.
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Karbapenem direngli Enterobacter tiirlerinde sonuglari-
nizi bir fenotipik karbapenem testi ile dogrulamalisiniz.

Pseudomonas tirlerinin mukoid kolonilerinde inoku-
lum ayarlarken dikkat etmelisiniz.

Kartlarinizin ve sisteminizi EUCAST/CLSI ‘a gore surekli
gincel tutmalsiniz.

Kartlarin igerdigi karbapenem antibiyotik segimlerinde
boélgenizin karbapenem direng oranlarini ve karbape-
nem direncinde baskin olan mekanizmalari iyi bilmeli-
siniz;

Ulkemizde invazif drneklerden (kan, BOS) izole edilen
Acinetobacter tiirlerinde %90, K. pneumoniae’de %39,
P. aeruginosa’da %38 ve E. coli’de %3 karbapenem di-
renci oldugunu(17)

Ulkemizin OXA-48 benzeri (D grubu) karbapenamazla-
rin dogdugu topraklar oldugunu

Cografyamizda hakimiyetlerini halen koruduklarini

OXA-48'de otomatize sistemlerin A, B, C’'ye gbre per-
formanslarinin daha iyi oldugunu

D grubununun karbepenem direncini saptamada yay-
gin kullanilan fenotipik testlerde sinirlamalarinin oldu-
gunu (Carba NP, MALDI-TOF vb)

NDM’lerin (B grubu) lilkemizde saptanma oranlarinin
hizla arttigini

Simdilik KPC (A grubu) ve diger Metallo-
Betalaktamazlarin (IMP, VIM) daha az goéruldugini
akilda tutmalisiniz.

Sonug olarak otomatize sistemlere karbapenem duyarliligi-
ni saptamada bize hizli, kantitatif, tekrarlanabilir sonuglar
sunduklari, laboratuvarda is ylikiim{zi azalttklari igin 6zel-
likle duyarh (hassas) sonug verdiklerinde giivenelim. Ancak
direngli sonug verdiklerinde aciklarini ve kisitlamalarini
aklimizda tutarak kullanalim. Kisith kaldiklari durumlarda;
karbapenem direncini saptamada giivenilir bir fenotipik
test ile sonuglarimizi dogrulayahm.

Anahtar kelimeler: Otomatize sistemler, Vitek 2, Phoenix,
karbapenem, direng
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Tip tarihine 2019 yilinin Aralik ayinda giren yeni pnémoni,
11 Subat 2020 tarihinde Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tara-
findan “coronavirus disease 2019” (COVID-19) olarak isim-
lendirilmistir. Uluslararasi virlis siniflandirma komisyonu
bu hastalik etkenini de “severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2” (SARS-CoV-2) olarak isimlendirmistir. Konak
hicreye girmek igin esas olarak “angiotensin converting
enzyme 2” (ACE2) reseptoriini kullanan virsiin neden
oldugu hastaligin ¢oklu sistem hastaligi oldugu ve karmasik
bir patogeneze sahip oldugu anlasiimistir. Ozellikle agir
semptomlarla seyreden klinik hastalik tablosunda lenfope-
ni, T hiicre aktivasyonu ve ayni zamanda T hiicre fonksiyon
bozuklugu gorilmekte, notrofiller basta olmak lizere tim
granilositlerde artis sonucunda asiri sitokin Uretimi ve
antikor cevabi gelismektedir. Sitokin firtinasi olarak tanim-
lanan tabloda kontrolsiiz bir bagisik cevabin gelistigi gorul-
mektedir.

Agir COVID-19 olgularinda, 6zellikle yogun bakimda takip
edilen hastalarda tim firsatgi enfeksiyonlara yatkinhk
gorilmektedir. Firsatgi mantar enfeksiyonlarinin gériilme
sebebi yine COVID-19 patogenezi ile iliskilidir. Pro-
inflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-2, IL-6, tUmor nekroz-
alfa artigi, ayni zamanda anti-inflamatuvar sitokinler olan
IL-4, IL-10 artisi, CD4 T lenfosit kaynakli interferon-gamma
diisukligu, sayica azalmig CD4 ve CD8 hiicreler nedeniyle
tim hiicresel cevap zayiflamaktadir.

Mantarlara karsi bagisik cevabin temel basliklari dogal
bagisiklik ve lizozim, antimikrobiyal peptidler gibi non-
spesifik dogal direng faktorleri, makrofaj, nétrofil, dendri-
tik hicrelerden olusan dogal bagisikligin hiicresel pargasi
ile kazanilmig bagisikhgin en temel elemani olan T hiicrele-
ridir.

invaziv mantar enfeksiyonlari endojen olarak hastanin nor-
mal florasindan kaynaklanan veya daha az olarak ekzojen
yoldan bulasan enfeksiyonlardir. COVID-19 hastalarinda
gorilen firsatgl mantar enfeksiyonlari basta invaziv asper-
gilloz olmak Uzere, tim kif enfeksiyonlari, Candida ve
Candida disindaki tiim mayalar ile olusan invaziv enfeksi-
yonlar ve belki de dogada bulunan tiim firsatgi potansiyele
sahip mantarlarin etken olabilecegi enfeksiyonlardir.
Candida cinsi disinda kalan mayalar diger mantarlara gore
¢ok nadir goriilmektedir. Candida cinsi disinda kalan cinsler
Trichosporon, Cryptococcus, Malassezia, Saprochaete,
Kodamaea, Rhodotorula, Saccharomyces, Pseudozyma,
Sporobolomyces, Exophiala, Lacazia, Emmonsia,
Wickerhamomyces (Pichia) cinsindeki mayalardir. COVID-
19 hastalarinda bu maya mantarlar ile gelisen firsatgl
mantar enfeksiyonlari konusunda ¢ok sayida bildirim

bulunmamaktadir. Henlz az sayida olgu bildirimi yapilmis-
tir. Bu gline kadar Candida disi maya enfeksiyonu olarak iki
adet kriptokokoz olgusu ve iki olguyu iceren probiyotik
iliskili Saccharomyces cerevisiae fungemisi bildirimi yapil-
mistir.

ilk olgu Brezilya’dan bildirilmistir. 18 Mayis 2020 tarihinde,
75-yasinda erkek hasta ani baslayan kuru oksurik sikayeti
ile saglik kurumuna basvurmustur. Hastanin ates ve baska
bir bulgusu bulunmamaktadir. Hipertansiyon 6ykusu olan
hastaya 3 yil once boébrek transplantasyonu yapilmistir.
Bobrek nakli nedeniyle 4 mg takrolimus ve 5 mg prednizon
ile immunsupresif tedavi almakta olan hastada, 2 yil 6nce
siroz gelismistir. Basvurusunda cekilen akciger tomografi-
sinde cift tarafli buzlu cam opasiteleri ve konsolidasyon
gorilen hastanin, nazofarengeyal stirlintl 6rnegi COVID-19
pozitif bulunmustur. Hastada solunum sikintisi gelismesi
sebebiyle yogun bakima alinmis, burada asit sivisi gelismis
ve asit sivisinda da COVID-19 PCR pozitif bulunmustur.
Yatisinin 12.gilinde sepsis ve septik sok gelisen hastadan
kan kaltird alinmistir. Alinan ardisik iki kan kdltirinde
pozitif Greme sinyali alinmistir. Kiiltiirde Greyen mikroorga-
nizma bir maya olarak tanimlanmistir. Tir tanimi devam
ederken hasta yatiginin 18. giiniinde kaybedilmistir. Kan
klltGrinde treyen maya Cryptococcus neoformans olarak
tanimlanmistir. Ayni giin alinan trakeal aspirat kaltdrleri
bakteri, mantar ve Mycobacteria agisindan negatif bulun-
mustur. Hasta COVID-19 zemininde gelisen kriptokokkoz
olarak tanimlanmistir. Makrofajlar ACE2 reseptori tasidigl
icin virlisi her organa ve dokuya gotirebildigi ve bu
nedenle asit sivisinda izole edildigi yorumlanmistir. Bu has-
tanin kriptokokoz igin risk faktorleri; lenfopeni, T hiicre
bozuklugu ve T hiicrelerin sayica azalmasi, 6zellikle CD4
pozitif T hiicre distikligu olarak siralanmistir. Organ nakli
ahcilari, siroz hastalarinin risk grubunda oldugu belirtilmis-
tir. SARS-CoV-2'nin kendi basina ve neden oldugu bagisik
sistem bozuklugu nedeniyle yaygin kriptokokkoz yapabile-
cegi belirtilmistir.

ikinci kriptokokoz olgusu tersten COVID-19 ile iliskilidir. HIV
pozitif ve santral sinir sistemi kriptokokkozu olan hastada
gelisen hastane kaynakli SARS-CoV-2 pndmonisi bildirilmis-
tir. Peru’da Lima sehrinde 38-yasinda bir erkek hasta 13
Subat 2020 tarihinde ataksi, dismetri ve bas agrisi ile saglik
kurumuna bagvurmustur. Peru’daki ilk SARS-CoV-2 olgusu
6 Mart 2020 tarihinde bildirilmistir. Dolayisiyla bu olgu
saglik kurumuna basvurdugu donemde heniiz tlkede SARS-
CoV-2 bulunmamaktadir. Hasta HIV tedavisi amaciyla, Anti
Retroviral Tedavi; tenofovir-DF/ emtricitabine+atazanavir/
ritonavir almaktadir. Basvuruda beyin magnetik rezonans
(MRI) incelemesi obstriktif hidrosefali ve 4. ventrikilde
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noddl varligini gostermistir. Hastanin alinan BOS 6rneginde
“Lateral Flow Device” (LFD) ile Cryptococcus neoformans
antijeni pozitif bulunmustur. Intraventrikiler kriptokokko-
ma tanisi alan HIV pozitif hastaya amfoterisin B deoksikolat
ve flukonazol ile tedavi baslanmis ve ventrikiloperitoneal
sant uygulanmasi igin hasta saghk kurumunda takip edil-
mistir. Hasta yattigi donemde sadece saglk personeli ile
temas etmis ve hastane disina gikmamistir. 22 Mart 2020°de
halsizlik, bogaz agrisi, 6ksirik baslamistir. Yedinci giinde
ates, dispne, diyare, lenfopeni, trombositopeni eklenmis,
C-reaktif protein, Ure, fibrinojen, laktat dehidrogenaz ve
D-dimer duizeyleri artmistir. Akciger grafisinde ve tomogra-
fide bilateral buzlu cam opasiteleri ve yama seklinde infilt-
rasyonlar goriilmis, 31 Mart’ta SARS-CoV2 PCR testleri
pozitif bulunarak SARS-CoV2 pndémonisi tanisi konmustur.
Solunum fonksiyonlari kotllesen hastaya yliksek doz korti-
kosteroid eklenmistir. Ancak, o dénemde hastanede uygun
solunum cihazi bulunmadigi igin hasta mekanik ventilasyo-
na alinamamis ve 4 Nisan 2020’de kaybedilmistir.

Probiyotik iliskili Saccharomyces cerevisiae fungemisi geli-
sen iki hasta bildirilmistir. Yunanistan’in Selanik sehirlerin-
den yapilan bildirimde, 76 ve 73 yasinda iki erkek hasta
bulunmaktadir. ilkinde Hipertansiyon ve diyabet, ikincisin-
de hipertansiyon ve eski sigara kullanimi 6ykisi olan has-
talar ategs, dispne, hipoksi ve 6ksuriik sikayetleri ile dogru-
dan yogun bakim Unitesine yatiriimistir. Burada yapilan
SARS-CoV-2 RT-PCR testleri pozitif bulunmustur. Her iki
hastada da YBU vyatislari sirasinda alinan kan kiltirleri ve
derin trakeal aspirat 6rneklerinden Staphylococcus homi-
nis, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa izole edilmistir. Her iki hastanin
da bébrek fonksiyonlari bozulmug ve hemodiyaliz uygulan-
mistir. Antimikrobiyaller ve COVID-19 nefrotoksisiteden
sorumlu kabul edilmistir. Her ikisinde de diyare baglamistir.
Kurum protokolii olarak diyareli hastaya «Ultra-Levure»
(Saccharomyces cerevisiae (boulardii) iceren probiyotik
bilesikten 250-500 mg/giin baslanmistir. ilk hastanin
YBU’deki 35.ci giiniinde ates gelismis ve (38-38.5°C) kan
kiltirinde Saccharomyces cerevisiae tiremistir. ikinci has-
tanin da YBU’deki 15. giinde ates ve kan kiiltiiriinde Sacc-
haromyces cerevisiae (remesi olmustur. Tir tanimi ve
duyarlilik testine gére 6nce anidulafungin sonra flukonazol
baslanmistir. Ribozomal DNA’nin «Internal transcribed
spacer 1 (ITS1)» dizi analizi sonucu (Gen Bank Accession
Numbers: MT527544 and MT522376) «Ultra-Levure»
kokeni ve klinik kokenlerin “es” oldugunu gostermistir.
Duyarlilik testi ATB™ Fungus 3 (bioMérieux SA, Marcy I’
Etoile, France) ile yapilmistir. ilk izolat MiK degerleri; flusi-
tozin 4, AmB 1.0, itrakonazol 0.5, flukonazole 4, vorikona-
zole 0.125, posakonazole 0.032, anidulafungin 0.047 ug/
mL bulunmustur. ikinci izolat MiK degerleri; flusitozin 4,
AmB 0.5, itrakonazol 0.5, flukonazole 4, vorikonazole

0.125, posakonazole 0.064, anidulafungin 0.002 pg/mL
bulunmustur. Yazarlar tartismada 4-6 yatakli YBU’lerinde
son dort yildir 320 olguyu takip ettiklerini, en az yarisina
profilaktik Saccharomyces verildigini ve bu iki olgunun ilk
fungemi olgulari oldugunu bildirmis, olgulari COVID-19 ile
iliskilendirilmistir. Her iki olgu da YBU’den taburcu edilmis,
bir olgu tamamen iyilesmis, ikinci olgu trakeostomi komp-
likasyonu nedeniyle bir siire daha baska bir merkezde takip
edilmistir.

Bu az sayidaki olgudan elde edilen deneyime gore; SARS-
CoV-2 kaynakli COVID-19 enfeksiyonu ile birlikte tim firsat-
¢l maya enfeksiyonlarinin gorilebildigi, endojen yoldan
translokasyon ile dolasima gegerek invaziv enfeksiyon yap-
tiklar, ekzojen bulas bildirilmedigi ve COVID-19 iliskili
immuno-patogenezin firsatgl enfeksiyon gelisiminde kolay-
lastirici oldugu degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, firsatgi enfeksiyonlar,
Candida disi mayalar, Cryptococcus, Saccharomyces
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Vektor kaynakl hastaliklar, diinya gapindaki tim bulasici
hastaliklarin yaklasik % 17’sinden sorumlu olup 6zellikle az
gelismis Ulkelerde yilda 700.000°den fazla 6lime neden
oldugu bildirilmistir» Kiresel 1sinma, insektisitlere karsi
gelisen direng ve mevcut kontrol yéntemlerinin yetersizligi
nedeniyle vektor kaynakh  hastaliklarda artis
gozlenmektedir®®-Bu nedenle vektor kaynakl hastaliklarin
kontroliinde yeni bir kontrol stratejisi gelistiriimesine
ihtiya¢ duyulmaktadir®.

Patojenlerin vektordeki gelisiminin ¢ok sayida konakgi
faktore (agonist) bagh oldugu ve bunlarin inhibisyonu veya
inaktivasyonu ile enfeksiyonun baskilanmasinin miimkiin
olabilecegi bildirilmistir®®-Son yillarda bu amagla yeni bir
genom miihendisligi olan Gen Drive sistemleri Ulzerinde
durulmaktadir”. Gene Drive sistemlerinde modifiye
edilmis genlerin yavrularin tamamina aktariimasi Uzerine
odaklanildigi belirtilmistir. Gene drive tasariminda iki
yaklasim UGzerinde galisilmaktadir. Bunlardan birincisi,
patojenler icin vektor yeterliligini azaltmaya yonelik gen
modifikasyonlari ile bulasin engellenmesini hedefleyen
“populasyon degisimi” yaklagimidir. Digerinin ise vektorin
hayatta kalmasindan veya fertilitesinden sorumlu genlerin
modifikasyonu ile vektor poptllasyonunun azaltiimasi
hedefleyen “popilasyon bastirma” vyaklasimi oldugu
bildirilmigstir®.

Yakin zamanda gelistirilen Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats (CRISPR )/ Cas9 tabanli genom
diizenleme yontemi ve gen drive sistemlerinin birlikte
kullanilmasinin vektor kaynakl hastaliklarin kontroliinde
yeni ve umut verici bir ara¢ olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir®.

CRISPR / Cas9 sistemi, rehber RNA ve cas9 enzim olmak
Uzere baslica iki temel bilesenden olusmaktadir. Rehber
RNA (yaklagitk 20 baz buyukliginde), DNA dizisinde
hedeflenen bdlgeye baglanmasi igin tamamlayici RNA
bazlarini igcerecek sekilde tasarlanmistir. Cas9 enzimi ise
rehber RNA araciligi ile DNA’yi hedeflenen bdlgeden
kesmektedir. Bu asamada DNA onarim mekanizmasi
kullanilarak hedef gen bdélgesinde istenilen gen
modifikasyonlari yapilabilmektedir®.

CRISPR/ Cas9 sistemi ile vektor genomlarinda istenen
degisiklikler ~ yapilarak  vektéor  mikrobiyomunun
manipllasyonu ve anti-parazitik bagisiklik efektor
mekanizmalarinin tetiklenmesi amaglanmaktadir @,

Dong® ve arkadaslarinin CRISPR / Cas9 genom diizenleme

yoluyla yaptigi c¢alismada, Plasmodium ookinetlerinin
vektor bagirsak epitel hiicrelerine invazyonunda énemli rol
oynayan Fibrinogen-related protein 1 (FREP1) geninin
inaktivasyonu hedeflenmistir. Bu gen modifikasyonunun
sivrisinegin Plasmodium’a olan duyarliligi ve sivrisinek
Uzerindeki etkisi incelenmistir. Calismanin sonunda FREP1
mutantlarinin kontrol gruplarina oranla daha disik oranda
kan ile beslenme egiliminde oldugu, fertilite ve yumurta
¢ikim oranlarinda azalma, gecikmis larva gelisimi ve kan
emdikten sonra émurlerinin kisaldig1 gorilmustir.

CRISPR / Cas9 tabanli gen drive yontemi ile “populasyon
bastirma’ yaklagiminin kullanildigi bagka ¢alismada,
P. falciparum ookinet protein Kitinaz 1 ve sirkums-
porozoit proteinine karsi tek zincirli antikorlari kodlayan
iki antipatojen efektdr transgeninin, A. stephensi’ n goz
pigmentasyon gen lokusuna basarili bir sekilde aktarildigi
bildirilmistir. Efektor genlerin, kanla beslendikten sonra
transkripsiyonel olarak uyarilabildigi ve transgenik soylarin
vahsi tipli sivrisineklere gaprazlamasi sonucu transgenlerin
yavrularin % 99.5’ine aktarildigi gdsterilmistir®.

CRISPR / Cas9 genom dizenleme yontemi kullanilarak
Malaria ve Leishmaniasis vektorlerinin farkli gen bolgele-

rinin hedeflendigi pek ¢ok benzer ¢alisma bulunmaktadir
(2, 10-13)

Crispr/Cas9-Gene drive sistemlerinin birlikte kullanilmasiy-
la olusabilecek bir takim sorunlar tizerinde durulmaktadir.
Bunlardan birinin, hedeflenen gen bolgesi ya da Cas9 siste-
minden kaynakli transgenik canlilarin genel yasam beceri-
lerinde azalma ihtimali oldugu bildirilmistir. Bu sorunun,
daha spesifik olarak diizenlenmis Cas9 veya rehber RNA
kullanilarak ¢oziilebilecegi belirtilmistir. Ayrica DNA'nin gift
zincir ayrilmalarinin homolog olmayan uglarin birlesmesi
seklinde onarilmasiyla Gene Drive teknigine direngli allel-
lerin olugsmasi ihtimalinden bahsedilmistir. Ayni anda bir-
den fazla rehber RNA kullaniminin, tek DNA zincirini kesen
endonikleaz sistemlerinin gelistiriimesinin ve Homolog
olmayan uglarin birlesmesi yolunu baskilayan yontemlerin
kullanilmasinin gene drive direng allelelerinin olusmasini
engelleyebilicegi bildirilmistir. Karsilasilan teknik zorluklara
ek olarak, CRISPR/ Cas9 -Gene Drive deneylerinin hedef
disi mutasyonlarla geri dontusimi olmayan ekolojik degi-
simlere neden olma ihtimaliyle ekolojik ve etik kaygi olus-
turdugu lzerinde durulmustur®®,

Gen drive sistemlerinin ekosistem Uizerindeki geri dontsi-
mi olmayan sorunlara neden olabilecegini diislinen bir
arastirma grubu ‘Kene Karsiti Fareler” projeleri ile kene
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kaynakh hastaliklarda rezervuar olan beyaz ayakli farelerin
(Peromyscus leucopus) CRISPR yontemiyle kaltsal olarak
asilanarak kene kaynakli hastaliklari gen drive yontemi
kullanmadan onlemeyi amagladiklarini bildirmislerdir.
Projede hastalik etkeni ile asilanan direngli farelerden elde
edilen B hiicrelerden rekombinant antikorlarin Gretilmesi
ve en koruyucu oOzellikteki antikorlari kodlayan allel genle-
rinin CRISPR/cas9 yontemiyle yerel fare populasyonuna
dahil edilerek cisgenik canlilarin elde edilmesi hedeflen-
mistir. Boylece ekosistemlerin hala ¢oziilemeyen karmasik-
ligina gen drive sisteminin karmasikhgl eklemeden belirli
bir degisikenin etkilerinin tek basina test edilebilme imkani
olabilecegi bildirilmistir*>,

Koo ve ark./nin*® kene kaynakli hastaliklarin tanisi Gzerine
yaptigi ¢alismada, CRISPR / deaktif (d)Cas9 yontemi ve
silicon microring resonator (SMR) biyosensére dayali bir
izotermal tani yaklasimini birlestirerek yeni bir tani araci
elde edilmesi amaglanmis ve 3 Scrub Typhus (ST) ve 3
Severe Fever with Thrombocytopenia syndrome (SFTS)
hastasinda test edilmistir. CRISPR / dCas sisteminde kulla-
nilan deaktive enzimin hedef DNA veya cDNA'yi tanidig
ancak hedef dizileri kesemedigi igin biosensor ylizeyindeki
kirilma indisi degisikligini artirarak 20 dakika icinde numu-
nenin okunmasina imkan sundugu ve tanida pratik ve fay-
dali olabilecegi bildirilmigtirt),

CRISPR / Cas9 genom diizenleme yénteminin etik ve ekolo-
jik agidan sorunsuz bir sekilde nasil kullanilabilecegine dair
tartismalar ve galismalar devam etmektedir. Ayrica; plaz-
mitlerin, vektor veri tabanlarinda kullanilabilir hale getir-
menin, test edilen rehber RNA verimliligi hakkinda gergek
zamanl bilgi paylasiminin ve dizenli olarak CRISPR / Cas9
‘a 0zgl konferanslar dizenlemenin, bu tir g¢alismalarin
yayginhigini artiracagi bildirilmistir®®,
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Yeni Bir Arag: CRISPR/Cas9
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Parazitik helmintler, diinya ¢apinda 1.5 milyar insani etki-
lemekte ve her yil Afrika, Asya ve Giney Amerika’da or-
talama 150,000 kisi ortaya ¢ikan komplikasyonlar sonucu
hayatini kaybetmektedir®. Glinimuzde, paraziter helmint-
lerin neden oldugu hastaliklara karsi insanlar igin kullanila-
bilir bir asi bulunmamaktadir. Bunun yani sira, tedavi igin
sinirli anti-helmintik ilag segenegi bulunmasi, uzun vadede
ilag direnci gelisme riskini artirmaktadir?. Bu nedenle, yeni
ilag veya agi miidahale hedeflerinin belirlenmesi, bu enfek-
siyonlarin kontrol altina alinmasi konusunda kritik 6nem
tagimaktadir®. CRISPR/Cas9 sistemi, bir genomik mida-
hale yontemi olup, hedefli mutasyonlara neden olarak
ozellikle genomlarda kilit rol oynayan genlerin islevini ta-
nimlamak agisindan yeni ve giigll bir molekiler arag olarak
kullanilmaktadir. Dlzenli araliklarla kiimelenmis kisa pa-
lindromik tekrar kiimeleri (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeat - CRISPR), kisa tekrarh baz dizileri
iceren bakteri ve arke gibi prokaryot canlilarin genomunda
bulunan DNA dizi aileleridir. Cas9, arkelerde ve bazi bak-
terilerde bulunan bir endoniikleaz olup, faj ve plazmidlere
karsi nukleik asit tabanli bagisiklikta rol almaktadir®. Bu-
gline kadar CRISPR/Cas9 sistemi basariyla uygulanan hel-
mintler; serbest yasayan nematodlardan Caenorhabditis
elegans®, Pristionchus pacificus®, Auanema rhodensis ve
A. freiburgensis"”, parazitik nemotodlardan Strongyloides
stercoralis, Brugia malayi ve Strongyloides ratti®'%, para-
zitik trematodlardan ise Opisthorchis viverrini ve Schistoso-
ma mansoni**** olarak siralanabilir.

Literatiirde, S. stercoralis Uzerinde CRISPR/Cas tek-
nolojisi uygulanarak gerceklestirilen tek bir c¢alisma
bulunmaktadir®. Bu ¢alismada, hareket ile iliskili gen unc-
22 hedeflenmis olup, bu gen memelilerde gizgili kaslarda
kasilmayi saglayan titin proteinine homolog bir protein
kodlamaktadir. Serbest yasayan eriskin disiler, kalip DNA ile
birlikte Cas9 ve rehber RNA (sgRNA) kodlayan plazmid ile
gonodal olarak mikroenjeksiyon yoluyla transfekte edilmis-
tir. Mutant bireyler ile wild-type (WT) parazitlerin yizme
mesafesi ve ortalama hizlan karsilastirildiginda, mutant
parazitlerin hareket kapasitesinde anlamli bir azalma tespit
edilmistir. Ayrica, yapilan genetik manipiilasyonun parazit-
lerin konak pasaji sonrasi diger nesillerde de devam ettigi
gosterilmistir®, Trematodlarda yapilan ¢alismalara O. viver-
rini ile yapilan ¢calisma énculik etmektedir®, Hedeflenen
gen Ov-grn-1 (granlin blyume faktori) olarak belirlenmis
ve elektroporasyon yoluyla transfekte edilen nakavt/knoc-
kout O. viverrini eriskin solucanlari elde edilmistir. Nakavt/
knockout O. viverrini parazitleri ile enfekte edilen fareler-
de, WT parazitlerle enfekte edilmis farelere gore daha ha-

fif semptomlar gorllmustir. Ayrica, granilin Gretemeyen
parazitli hayvanlarin karacigerinde kanserle iliskili daha az
degisiklik oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular ile granilinin
enfeksiyonun ilerlemesi ve kanser gelisimini indiiklemede
rolt oldugu dogrulanmistir®™, Trematodlarda yapilan calis-
malar agirhkl olarak S. mansoni tizerinde gergeklestirilmis-
tir. Sistozomiyaz, insanlarda morbidite ve mortalite agisin-
dan en virulan helmint enfeksiyonlarindan biridir. CRISPR/
Cas9 teknigi kullanilarak yapilan ilk galisma, S. mansoni
yumurtalarinda omega-1 riboniikleazi (w1) kodlayan geni
hedefleyerek gerceklestirilmistir®?., Bu enzim, immiin yani-
tin Th2 yoniinde gelismesini ve granilom olusumu indik-
lemekte ve sonucunda siddetli doku hasari ve hepatointes-
tinal sistozomiyaz klinigine yol agmaktadir. Enfekte fare ka-
racigerinden izole edilen S. mansoni yumurtalari, sgRNA ve
Cas9 ile kalip DNA saglanarak ve saglanmayarak lentiviris
ile hicrelere ayri ayri verilmistir. w1 geni diizenlenmis yu-
murtalar ile enfekte fareler, WT yumurtalarla enfekte edi-
lenlere kiyasla 6nemli 6lglide azalmis patoloji sergilemistir.
Programlanan mutagenez sonucu, w1 mutant yumurtalar-
da, Th2 sitokin yanitini olugturma ve in vivo pulmoner gra-
nilom olusumunu tetikleme kapasitesinde azalma tespit
edilmistir. Fonksiyon kaybi yasamalarina ragmen yumurta-
larin canli kalmasi ise kritik 6nem tagimaktadir. Calisma ilk
defa, CRISPR/Cas9 kullanilarak Schistosoma’da islevsel ge-
nom tekniklerinin uygulanabilirligini gdstermistir®?. Yapilan
bir diger calismada, asetilkolinesterazi kodlayan gen (AChE)
hedeflenerek S. mansoni yumurtalari CRISPR/Cas9 teknigi
ile manipile edilmistir. Manipiile edilmis yumurtalarda
gozlenen azalmis AChE aktivitesi, bu yumurtalar ile enfek-
te edilen farelerde akciger sirkumoral granilom boyutu-
nun da azalmasiyla sonuglanmistir. Bu ¢alismayla CRISPR/
Cas9 genom dizenleme sisteminin, yeni anti-helmintik
midahale hedeflerini belirleme ve test etme acisindan
énemli bir platform sagladigi gérilmektedir®™). Giincel
bir ¢alismada ise CRISPR/Cas9 yéntemiyle, S. mansoni’de
ilag direnciyle iligkili SULT-OR geni hedeflenerek nakavt/
knockout bireyler elde edilmistir®™. Eriskin solucanlara,
sporokistlere ve yumurtalara elektroporasyon yontemiyle
Cas9/sgRNA kompleksi verilerek, farkli yasam formlarinda
degisken gen mutasyon verimliligi oldugu belirlenmistir.
SULT-OR modifikasyon etkinlikleri; eriskin solucanlarda
%0,3 -%2, sporokistlerde % 0,1 -%0,2 araliklarinda iken
yumurtalarda higbir mutagenez aracih degisiklik tespit
edilmemistir. Bu durum farkl genler igin kullanilan farkh
protokollerin (w1, AChE ve SULT-OR vb.) degisken CRISPR/
Cas9 diizenleme verimliligiyle sonuglanabilecegi seklinde
yorumlanmigtir4),
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Sonug olarak, CRISPR/Cas9 sisteminin parazitik helmintle-
re basarili bir sekilde uyarlanmis olmasi, bu solucanlarin
neden oldugu hastaliklari 6nlemek ve biyolojilerini derin-
lemesine galigsarak, yeni ilag hedeflerini veya asi adaylarini
belirlemek igin CRISPR/Cas9 sisteminin gligli bir genetik
arag olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Helmint, CRISPR/Cas9, Schistosoma
mansoni
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Sendrom Temelli Hizli Niikleik Asit Testlerinin
Mikrobiyolojik Tani Laboratuvarinda Akilci Kullanimi

Melda Ozdamar

Anadolu Saglik Merkezi, Kocaeli

«J melda.ozdamar@anadolusaglik.org

Klinisyenlerin ihtiyaci olan, hizli ve dogru tanida beklen-
meyen etkenlerin tespiti ve etkili tedavi segimi ¢cok 6nem-
lidir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinin antibiyotik yonetim
ekibi’ne (AMS) katkisi ile morbidite ve mortalitenin azaltil-
masi ve artmis hasta memnuniyeti saglamak temel hedef-
lerimizdendir.

Saglik kurumlarinin 6ncelik ve beklentileri ise daha iyi test
yonetimi ile hasta odakh ve kaliteli hizmet verebilmek, azal-
mis hasta yatis slresi, akilci antibiyotik yonetimi ve enfek-
siyon kontroli olmaktadir. Daha iyi ve etkin test yonetimi
ile ilag direnci artigini diistirmeye yonelik eylemlere katki
artmaktadir.

Bu dénguide mikrobiyoloji laboratuvarlarinin ihtiyaglari ise;
hizli ve kapsamli sonuglar gelistirilmis is akisi ile, laboratu-
vara glvenin ylksek oldugu, maliyet etkin, ylksek duyarli-
likta ve 6zglllukte testlerin kullanilabilmesidir. Genis test
menlsl ve yéntem ve tekniklerin kolay kullanilmasi arzu
edilen hedeflerdir.

Bu amaglarla sendrom temelli hizli nlikleik asit testleri mik-
robiyolojik tani laboratuvarinda hizla yer almaktadir. Send-
romik test zamaninda, kapsaml ve hizli testler olabilme
ozelligini igermelidir. Sendrom, birbirleriyle ve siklikla belirli
bir hastalik ile iliskili olan semptom ve belirti dizisidir. Belirti
ve bulgular genellikle 6zgll olmamasina ragmen, cogunluk-
la bunlarin bilesimi ile teshisleri ortaya konulur. Sendromik
panel testler, 2011 yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) onayi alarak kisa zamanda klinik laboratuvarlarimiz-
da devrim yaratti. Klinik olarak 6nemli bir zaman diliminde,
tani konulmasi zor ve bir semptoma sebep olan muhtemel
patojenlerden etken olanlarin hizla saptayan genis bir test
grubudur. Ozel hasta gruplarinda ve klinik tablolarda kulla-
nim kolayhgi olabilen testlerdir.

Sendromik testlerde, multipleks polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) teknolojisi ile hedeflenen niikleik asitler izole edi-
lir, gogaltilir ve tespit edilir. Kapsamli, hizli, yiksek 6zgulliik
ve duyarlilikta, kolay kullanilabilir ve erisilebilir kapal sis-
temlerdir. En yliksek olasilikta dogru teshis icin 6zel hasta
gruplarina yonelik ¢6ziim odakl panel testler hazirlanmis-
tir. Bu testlerin en 6nemli farki da 7/24 yiksek duyarlilikta
testler olarak galisiimasidir.

Geleneksel mikrobiyolojik tani yontemleri, testler arasinda
se¢im yapilmasina neden olur. Ozellikle kiiltiirde iretile-
meyen, ge¢ ya da gli¢ Uretilebilen ve diger konvansiyonel
tani yontemleriyle saptanmasi zor olan mikroorganizmala-

rin hizli tespiti sendrom temelli hizli niikleik asit testleri ile
saglanabilmektedir. Entegre sistemlerle gesitli bakteri, vi-
ris, maya ve parazitler yaninda antimikrobiyal direng gen-
lerinin es zamanli tespiti saglayan paneller mevcuttur.

Sendrom Temelli Hizli Niikleik Asit Test Panelleri

Onemli saglik sorunlariyla iliskilendirilmis cesitli patojenler
icin sendromik yaklagsimla cgesitli ¢alisma panelleri olus-
turulmustur. En sik kullanilanlar; solunum panelleri, alt
solunum yolu enfeksiyonlari panelleri, menenjit/ensefalit
panelleri, gastrointestinal paneller, kan kiltiiri tanimlama
panelleridir. Bu panellerde 14-30 gibi degisen sayida farkli
etken tanimlanabilmekte ve ek olarak bazilarinda ise gesitli
antimikrobiyal direng genleri de test kapsamindadir.

Daha az oranda kullanilan; cinsel yolla bulasan hastaliklar
paneli, ates ile seyreden dokintiili gocuk hastaliklari pane-
li, g6z enfeksiyonlari paneli, bagisiklik sistemi baskilanmig
hasta enfeksiyonlari paneli, tropikal hastaliklar ve hepatit
panelleri sayilabilir. Testlerin ¢alisma sireleri yaklasik 60-
130 dakikadir.

Gastrointestinal Enfeksiyon Panelleri

Akut gastroenterit, son 14 gin iginde baslayan giin iginde
¢ veya daha fazla yumusak, sulu veya kanh diskilama ile
tanimlanan bir hastaliktir. CDC FoodNet 2019 yili 6n ra-
poruna gore Amerika Birlesik Devletleri'nde gida kaynakh
enfeksiyonlar nedeniyle 25,866 vakanin 6164 tanesin-
de hastaneye yatis ve 122 tanesinde 6lim gerceklestigi
bildirilmistir¥, Genellikle kendini sinirlayan hastaliklardir
ancak bulanti, kusma, karin agrisi, tenesmus, ates ile ken-
dini gosteren, dehidratasyon ve sepsise kadar gidebilen
klinik tablolara da yol acabilir. inflamatuvar etkenlerin yani
sira kimyasal ve toksik maddeler de benzer tabloya neden
olabilir. Bu olgulara sendromik yaklasim ve taninin algorit-
malar ile yonetilmesi énemlidir?.

Standart diski 6rnegi alinmasindaki zorluklar ve 6rnek
transferi, saklanmasi igin 6zel kosullarin gerekliligi, olasi
etkenler igin farkh test ve farkli kultur islemlerinin istem
dahilinde gerekliligi sebebi ile akut gastroenterit epizod-
larinin %80’inde patojen tanimlanmamistir®. Tablo 1'de
Ozetlendigi Uzere etkenler farkli mikroorganizma gruplari
olarak oldukga fazla sayidadir®.

Semptomlar benzerdir ancak etkene yonelik 6zgul degildir.
Akut gastroenteritte sadece oyku ve klinik 6zelliklerle
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Tablo 1. Gastroenterit etkenleri.

e Salmonella spp.

e Shigella spp.

e Compylobacter spp.

¢ ETC, EPEC, EIEC, EHEC, EAEC, Enteroadeziv E.coli
e Clostridium difficile

e Vibrio cholerae

e Staphylococcus aureus

e Bacillus cereus

e Clostridium perfringens
e Yersinia enterocolitica

e Plesiomonas shigelloides
e Visrio parahaemolyticus
e Aeromonas spp.

e Edwardsiella tarda

etkenlerin bilinmesi her zaman mimkiin olmadigindan ta-
nida laboratuvar testlerine ihtiyag vardir. Bakteriyel, viral
ve paraziter etkenlerin molekiiler yontemlerle tespit edil-
mesi deneyiminin paylasilmasi ve etkenlerin epidemiyolo-
jisi ile ilgili glincel veri elde edilmesi, salginlar ve bagisikli-
81 baskilanmis 6zel hastalar gibi olgu gruplarinda oldukga
onemlidir.

Bu amagla gelistirilmis, farkl firmalarda farkl paneller olus-
turulmustur. Tablo 2’de érnek verilmistir®.

Sendromik panel testler ile birden fazla etken saptanma-
st durumunda ko-enfeksiyonlarin 6nemini anlamak zor
olabilir. Calismalarda degisen oranlarda (%17.9-30) ko-
enfeksiyon bildirilmistir®®. Bu yaklasimla avantajlar yanin-
da bazi dezavantajlardan da bahsedilebilir. Bir ¢ok ishal et-
keni asemptomatik olarak veya semptomlar gegtikten son-
ra da uzun sureler diskida saptanabilir. Yalanci pozitiflik mi,
kolonizasyon mu veya canli mikroorganizma mi oldugunun
degerlendirilmesi icin diger bulgu ve laboratuvar testlerine
basvurullmasi uygundur. Ornek olarak ¢ocuklarda Norovi-
rus ve Salmonella spp. enfeksiyonlari gibi. Ktltlr veya mo-
nopleks PCR ile dogrulanmasi gerekebilir. Cryptosporidium
parvum veya Giardia lamblia asemptomatik enfeksiyonu
nadirdir. Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis
ve Isospora belli icin modifiye asit-fast boyama, DFA tercih
edilir ama laboratuvarlarin deneyimi burada 6nem kazanir.
inflamatuvar bagirsak hastaligi oldugu bilinen bir hastanin
diskisinda E. histolytica saptanmasi 6nemlidir, sendro-
mik molekiler testlerde yalanci pozitiflik bildiren yayinlar
vardir®. Modifiye trikrom boyama ise her laboratuvarda
rutin uygulanmamaktadir. Bagirsak biyopsi orneklerinde
E. histolytica agisindan molekdler testlerden faydalanilabi-
lir. Bazi panellerde olmayan etkenler de ishale yol agabilir,
mesela Aeromonas spp, Dientamoeba fragilis gibi. Cogu
panelde bu etkenler yoktur.

Clostridioides difficile tanisinda nikleik asit amplifikasyon

¢ Rotavirus

e Calicivirus (Norovirus, Sapovirus)
e Adenovirus

e Astrovirus

¢ Togavirus

e Picobirnavirus

e Sitomegalovirus

e Entamoeba histolytica

e Giardia intestinalis

e Cryptosporidium spp.

e Cyclospora cayetanensis

e [sospora belli

e Balantidium coli

e Enterocytozoon bieneusi

e Encephalitozoon spp.

e Ascaris lumbricoides

e Enterobius vermicularis

® Ancylostoma duodenale

e Necator americanus

e Strongyloides stercoralis

e Trichuris trichiura

® Hymenolepis nana ve Hymenolepis diminuta
¢ Toenia soginoto ve Tenia solium
e Diphyllobothrium latum

* Fasciolopsis buski

* Metagonimus yokogawai

® Heterophyes heterophyes

testleri sadece akut hastalik evresinde kullaniimahdir. Eris-
kinlerde nadiren normal florada bulunur ama yenidoganla-
rin yaklasik %50’sinde ilk aylarda ve 2 yasina kadar koloni-
zasyon gorlebilir. Ek 6rnek ve ek test gerekebilir.

Amerika Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi (IDSA) Kilavuzu’nda
(2017) akut enfeksiydz gastroenterit tanisi ve yonetimi igin
hizli molekdler test panellerini hastalik tanisindan gok, halk
saghgi alaninda salginlarin tespit edilmesi icin tanimlandig
belirtilmistir. Bu testlerin klinik kullanimi ile ilgili gelismis
algoritmalar henlz bulunmamakla birlikte, antimikrobiyal
yonetim programlarina katkilari ve yerleri bir ¢ok farkh
Ulkeden yapilan ¢alismalar ile kilavuzlarda tanimlanmaya
baslanmis ve yayinlarla paylasiimaktadir. Slrveyans agi-
sindan antibiyotik duyarlilik sonucu degerlendirilmesi igin
kaltlr yapilmaya devam edilmektedir.

Ozet olarak gastrointestinal enfeksiyon panelleri; epide-
miyolojik veriler ile ampirik antibiyotik kullanimina ve
antibiyotik yonetim ekiplerine yol gosterici olmaktadir.
Etkene yonelik belki “refleks kultiir testi” (Salmonella
spp., Shigella spp., Campylobacter spp. ve Escherichia
coli 0157:H7) duslinilebilir. Tibbi Mikrobiyoloji uzmani
konsultasyonu “s6zli ve/veya yazili” gergeklestirmemiz
gereken hedeflerimiz arasinda olmalidir. Basamakli veya
maskelemeli sendromik testlerin olusturulmasi ve rapor-
lanmasi uygulanabilir. Rolatif olarak pahal testler igin
saglik merkezlerine 6zgl algoritmalar olusuyor ve devami
gelmesi gerektigi izlenmektedir.

Sepsis Panelleri

Sepsis tanisinda FDA onayh kullanilabilecek testler bulun-
maktadir. BioFire FilmArray BCID Panel, GenMark ePlex
BCID-GP ve GN ve FP Panel, Luminex Verigene Gram Positi-
ve- Negative Blood Culture Test (BC-GP), Accelerate Pheno
(fenotipik duyarlilik testi galisiyor) gibi ticari hazir paneller
asagidaki sekilde Tablo 3 érnek verilebilir?,
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Tablo 2. FDA onayh multipleks gastrointestinal paneller.

Parametre Verigene EP

Luminex GPP BioFire GIP

Analiz platformu Verigene system

Magpix veya Luminex 100/200 FilmArray system veya FilmArray
system Torch

Uygun ornek tipi
digki

Cary-Blair besiyerinde

Taze digki veya Cary-Blair Cary-Blair besiyerinde
besiyerinde digki digki

Hedef sayisi 9

14 22

Etken patojenler

Bakteri
Campylobacter spp.
Salmonella spp.
Shigella spp./enteroinvasif E. coli
Vibrio spp.
Vibrio cholerae
Yersinia enterocolitica
Escherichia coli 0157
Enterotoksijenik E. coli
Enteropatojenik E. coli
Enteroaggregatif E. coli
Plesiomonas shigelloides
Shiga toksin Ureten E. coli (stx1-stx2) v
Clostridiodes difficile (toxin A/B)

AN NS

NS SN SSS

ANAN

Virusler 4
Norovirus GI/GlII 4
Rotavirus A
Astrovirus
Adenovirus 40/41
Sapovirus

AN
SAOSSKSYN | SSNSNSNSSASNSNASNSNANS

Parazitler
Cryptosporidium tirleri
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia
Cyclospora cayetanensis 1-32
Ornek kapasitesi <2
Sonug siresi (saat)

NSNS

24 1-
~5

1
e

Accelerate PhenoTest BC disinda bu sistemler ile henlz an-
tibiyotik duyarlilik sonucu alinamadigi igin konvansiyonel
kan kilturlerinin yerini almiyorlar aslinda, hizli bir tamam-
layici test olarak kullanilabilirler. Sendromik paneller ile
tedavi gerektirmeyen etkenler de saptanabilecegi biliniyor.
Ayrica sadece panelde bulunan direng genleri tespiti 6zel-
likle gram negatifler bakteriler igin kisith kalmakta, farkli di-
reng mekanizmalarinin tespiti icin Greyen bakterilerin ileri
arastirmalar igin de 6nemini korumaktadir. Canli olmayan,
DNA tespitine bagl olabilen hatali pozitiflik Proteus spp ve
Escherichia coli bakterileri icin bildirilmistir®.

Ulkemizde oldugu gibi saglk sigortasi sistemlerinin hep-
sinde tam bir geri 6deme mimkiin olmuyor. Kan kalttra
icin pahali sistemler ancak pozitif sinyal veren segilmis
kritik hastalarda goz ardi edilebilecek uzun vadede fayda-
larinin ortaya konmasina ihtiyag oldugu biliniyor®, Sepsis
panelleri kullaniminin en olumlu etkisinin ampirik teda-
viye yanit vermeyecek coklu ilaca direngli gram negatif
bakteriler veya VRE enfeksiyonu gibi hizli ve etkin tedavi
gerektiren olgularda oldugu bildirilmistir®®, Antibiyotik

tedavisinin hizla eskalasyonu ile birlikte mortalite, hasta-
nede yatis sliresi ve maliyeti azaltigini gosteren galismalar
mevcuttur?,

Tablo 3’te belirtilen sistemlerde kan kiltiri pozitif sinyal
verdikten sonra bu testler ¢alisiimaktadir. T2 Biosistemleri
(Lexington, MA) ise, T2Candida and T2 Bacteria panelleri
ile direkt kandan etkenleri saptamaktadir, ama gelistiriime-
si gerekiyor. “Microbial cell-free DNA test”lerin simdillik
hasta yonetimine katkisi ¢ok az ancak yakin bir zamanda
teknolojinin hizla gelismesi ile degisebilmesi olasidir.

Sepsis panellerinin kullaniminda hangi hastalar test edil-
meli, hangi endikasyonlar ile ne siklikta yapilmali sorulari-
nin cevabini veren kilavuz ve standart algoritmalar heniz
bulunmamaktadir. Pozitif kan kiltiry siselerinden galisil-
masi ve alinacak kan miktarinin ticari firma setlerinde farkli
olmasi gibi sebeplerle verilerin birikmesi ve metaanalizle-
rin hazirlanmasina ihtiya¢ vardir. Antimikrobiyal yénetim
ekibi ile birlikte, cok siki iletisim ile sepsis yonetiminde bu
testlerin kullanimina karar verilmelidir.
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Tablo 3. FDA onayli multipleks PCR kan kiiltiirii panelleri 6rnekleri.

Testler

Sonug¢ zamani

islem hacmi

Hedef etkenler

Antimikrobiyal direng

BioFire FilmArray
BCID

Panel

1 saat

1 test moduli

instrument (v2.0)
2—12 test modlu

(Torch cihazi)

Bakteri

Enterococcus spp.

Listeria
monocytogenes
Staphylococcus spp.

Staphylococcus
aureus
Streptococcus spp.

Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus
pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Haemophilus influenzae
Neisseria
meningitidis
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae
Enterobacter cloacae
complex
Escherichia coli
Klebsiella oxytoca

Klebsiella
pneumoniae
Proteus spp.

Serratia marcescens
Mantar

Candida albicans

Candida glabrata

Candida krusei

Candida parapsilosis

Candida tropicalis

MRSA

mecA

Vankomisin direnci

vanA

vanB
Karbapenemaz direnci

KPC

GenMark ePlex BCID-
GP

Panel

1.5 saat

3-24 test moduli

Bakteri

Bacillus cereus group
Bacillus subtilis group
Corynebacterium
Cutibacterium acnes
(Propionibacterium
acnes)
Enterococcus spp.
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Lactobacillus spp.
Listeria spp.
L monocytogenes
Micrococcus
Staphylococcus spp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
lugdunensis
Streptococcus spp.
Streptococcus agalactiae
Streptococcus anginosus
group
Streptococcus
pneumoniae

MRSA

mecA
VRE

vanA
vanB
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Tablo 3. (devam)

GenMark ePlex BCID-
FP

Panel

1.5 saat

3-24 test modullt

Streptococcus pyogenes
Digerleri
Pan gram-negative
Pan Candida

Mantar

Candida albicans
Candida auris
Candida dubliniensis
Candida famata
Candida glabrata

Candida
guilliermondii
Candida kefyr

Candida krusei
Candida lusitaniae
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Cryptococcus gattii
Cryptococcus
neoformans
Fusarium
Rhodotorula

Luminex Verigene
Gram-
Positive Blood Culture

Test (BC-GP)

2 saat

1 test modulil

(v1.0)
6 test modull
(v2.0)

Bakteri

S aureus
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
lugdunensis

S agalactiae
S pneumoniae

S pyogenes

MRSA

mecA
VRE

vanA
vanB

Accelerate Pheno

2 saat tanimlama

7 saat fenotipik
Antimikrobiyal
duyarlihk

1 test

Bakteri
E faecium
E faecalis

Koagulaz-negatif
Staphylococcus
Spp.

S aureus

S lugdunensis

Streptococcus spp.

E coli

Klebsiella spp.

Enterobacter spp.

Proteus spp.

Citrobacter spp.

S marcescens

P aeruginosa

A baumannii
Mantar

C albicans

C glabrata

Fenotipik duyarlilik
sonuglari
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Menenijit ve Ensefalit Panelleri

Menenjit ve ensefalit tanisinda sendrom temelli hizli nik-
leik asit testleri, uygun merkezlerde ve uygun hasta grup-
larinda klinik bulgularla birlikte degerlendirilerek kullanimi
icin gliclU testlerdir. Ancak sendromik testlerin sadece pozi-
tif veya negatif sonuglarina gére bir mikroorganizmanin et-
ken ya da etken olmadigini diisinmenin dogru olmadigini
g6z ardi etmemelidir.

Direkt mikroskopik inceleme ydntemlerinden gini mirek-
kebi, gram boyama, aside direngli boyama, hiicre sayimi
yontemleri, konvansiyonel kiltiir yontemleri, BOS biyokim-
yasal analizi ve/veya pnomokok ve kriptokok antijen testle-
rinin yerine gore 6nemi tanida kullandigimiz testlerdir. Bazi
etkenlerde monopleks PCR testlerinin yeri hala énemini
korumaktadir.

Vetter ve ark/nin isvigre’de yaptiklari galismada yerel al-
goritmalarin etkin ve faydali olabilecegini bildirdikleri gibi
hastanin klinik bilgisi sendromik test yaklasimda son de-
rece 6nemlidir®®, Hastanin yenidogan, eriskin veya ileri
yasta olmasi, bagisiklik sistemini baskilayan tedavi almasi,
nétropenik durumu, AIDS hastaligi varhgi, dokintd, cillte
petesi/purpura lezyonlarinin (N. meningitidis, S. pneumoniae)
bulunmasina gore hizli NAAT testlerinin kullanimi deger-
lendirlimelidir.

Bu amagla Biofire Film Array menenjit-ensefalit (FA-ME)
paneli 2015’ten beri FDA onayli en yaygin kullanilan ticari
panellerdir. Jennifer Dien Bard ve ark.’nin hazirladigi yayin-
da bu testlerin en belirgin katkisinin herpes simplex virus
(HSV) test sonuglanma zamaninin hizlanmasi ile azalmig
asiklovir kullanimi oldugunu bildirdiler®. Enterovirus veya
parechovirus gibi etkenlerle aseptik menenyjit tanisi kondu-
gunda antibiyotik kullaniminin azalmasi ve olasi hastaneye
kabul ihtiyacini ortadan kaldirmasi, yatis gerektiren hasta-
larda da hastanede yatis siiresini kisalttigi ve dolayli maliyet
azalmasi saglamasi da diger olumlu etkiler olarak bildirildi.
Sendromik panel ile HSV-1 negatif olgularda, monopleks
dogrulama dnerilmektedir. Kronik kriptokokkal menenjitde
antifungal tedaviye bagl olarak yalanci negatiflik etkene
yonelik olasi bir dezavantajdir.

Human herpes virus 6 (HHV-6) pozitif saptanan hastalarda
reaktivasyonu mu, kromozoma entegre HHV-6'yI mi veya
gercek HHV-6 enfeksiyonu mu oldugunun dogrulanmasi
kolay degildir. Kanda kantitatif test olarak ¢alisan dijital PCR
sistemleri her yerde ulasilabilir olmasa da tekrarlayan or-
nekte test edilmesi; klinik, radyolojik bulgular ve biyokim-
yasal analizlere gore degerlendirmeye ihtiyag vardir. FA-ME
panelinin ventrikiloperitoneal sant enfeksiyonlarinda kul-
lanimi kisithdir, lomber ponksiyon ile alinan 6rneklerden
calisilmasi dnerilmektedir.

Yukarida kisaca en sik kullanilan panellere érnekler verme-
ye calishgim sendrom temelli hizli nikleik asit testlerinin
mikrobiyolojik tani laboratuvarinda akilci kullanimi kaginil-
mazdir. Her bir sendrom igin ortak yerel algoritmalar olus-
masl yakindir ve muhtemeldir. Testler hangi hasta grubuna,
nasil galisilacak yerel olarak belirlenmeli, herkese ve her
zaman uygulanmamalidir. Maliyet etkinlik degerlendirilme-
si hastane yonetimi ve enfeksiyon hastaliklari kurullari ile
birlikte yapilmali; hastalarin yarari goz ardi edilmeden has-

ta odakh bakim hizmeti gergevesinde kullaniimalidir. Hizli
teknolojik gelismeler ile ticari firmalarin saglk sistemlerine
yanitlari da hizh olacaktir. Testler basamaklandirilarak iste-
nebilmeli ve tim bu gelismeler ile maliyetin de azalacagi
disinulmektedir.

Hasta yonetim algoritmalarinda hedefli test yapma plan-
lanmali ve test istek endikasyonlarinin belirlenmesi g¢ok
onemlidir. Bu testlerin yonetimi, akilci kullanimi, klinisyen-
lere test isteminde ve sonuglari yorumlamada danismanlik
verilmesi veya gerektiginde raporlarin yorumlu gikariimasi
klinik mikrobiyologlarin hedefleri arasinda olmalidir. Bu
testler kaliteli ve verimli klinisyen-klinik mikrobiyolog ileti-
simi ile kullanildiginda, antimikrobiyal yénetim programla-
rinda hedeflenen “dolayl’” kazanim ortaya ¢ikmaktadir.

Anahtar kelimeler: sendromik test, hizli niikleik asit testle-
ri (NAAT), mikrobiyolojik tani
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Rektal Siiriintii Orneklerinden Karbapenem Direngli
Enterobacterales ve Vankomisin Direngli Enterekoklarin
Saptanmasinda Multiplex PCR Platformunun Performansinin
Degerlendirilmesi
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Girig

Diinyada ve ilkemizde karbapenem direngli Enterobacterales
(CRE) ve vankomisin direngli Enterokok (VRE) tirleri ciddi bir
saghk sorunudur. Glinimizde CRE ve VRE Dinya Saglk
Orgiitiine (DSO) ve ABD Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)’'ne
gore acil ve dncelikli miidahale edilmesi gereken CiD pato-
jenler listesinde en (st sirada yer almaktadirlar®. DSO’niin
Orta Asya ve Avrupa Antimikrobiyal Direng Siirveyans 2020
yili raporundaki tilkemiz verileri incelendiginde invazif 6rnek-
lerden (kan, BOS) izole edilen Acinetobacter tiirlerinde %90,
Klebsiella pneumoniae’de %39, Pseudomonas aeruginosa’da
%38 ve Eescherichia coli‘de %3 karbapenem direnci ve ente-
rekok tirlerindede %14 vankomisin direnci oldugu
bildirilmektedir®. Bu baglamda bircok saghk kurulusunda
enfeksiyon kontrol 6nleme programlarinin bir pargasi olarak
CRE ve VRE taramalari yapilmaktadir. Erciyes Universitesi Tip
Fakiltesi Hastaneleri Bakteriyoloji birimine haftalik ortala-
ma 350 CRE ve 300 VRE taramasi igin rektal surlintl ornegi
gonderilmektedir. Orneklerde kromojenik agarla tarama
islemi yapildiktan sonra pozitif Greme tespit edilen kbkenle-
rin dogrulama iglemleri konvansiyonel yontemlerle ve oto-
matize sistemlerle ile yapilmaktadir. Rutin uygulamada
ortalama 4-5 giinde sonug verilebilmekte ve emek yogun bir
sure¢ yonetilmektedir. Bu ¢alismada rektal surlintli 6rnekle-
rinden direkt tarama yapabilen BD MAX multipleks PCR
platformunun CRE ve VRE kitlerinin performansinin deger-
lendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

2020 yil subat ayinin ilk haftasinda enfeksiyon kontrol kuru-
lu ile iletisime gegilmis ve CRE ve VRE taramasi yapilmak
lzere gonderilecek olan rastgele 48 hastaya ait rektal sliriin-
tl orneklerinin ¢ift gonderilmesi istenmistir. Laboratuvara
gelen sirintli 6rneginin biriyle geleneksel yontemlerle,
biriyle ise BD MAX sistemi ile VRE ve CRE tarama islemleri es
zamanl olarak yapilmistir. Deneyler sirasinda Chromogenic
VRE ve KPC Agar (RTA, Turkiye), Vankomisin, Teikoplanin,
Meropenem, imipenem, Ertapenem antibiyotik diskleri
(Oxoid,ingiltere), Phoenix M50 (Becton Dickson, ABD) oto-
matize sistemi ve BD MAX Checkpoint CPO assay (Becton
Dickson, ABD), Biogx Vancomycin Resistance OSR (Biogx,
ABD) kitleri kullanilmistir.

Kromojenik KPC agarda yesil renk veren koloniler karbape-
nem direnci siiphesiyle isleme alinmistir. ilk olarak ertape-
nem, imipenem ve meropenem diskleri kullanilarak disk
difflizyon testi yapilmistir. Ayrica kdkenlerin tanimlanma-
sinda biyokimyasal 6zelliklerinden yararlanilmigtir. Disk
diffiizyonla direncli oldugu tespit edilen kokenler otomati-
ze sistemle tanimlanmis ve diger antibiyotik duyarlilik
(ADT) testleri yapilmistir.

Kromejenik VRE agarda pembe renk veren koloniler vanko-
misin direnci siiphesiyle isleme alinmistir. Ardindan vanko-
misin diski kullanilarak diskdifflizyon testi gergeklestirilmis-
tir. Ayrica kokenlerin tanimlanmasina Enterococcosel agar
(BD, ABD) ve PYR testi gibi baz biyokimyasal 6zeliklerinden
yararlanmistir. Disk diffiizyonla direngli oldugu tespit edi-
len kokenler otomatize sistemle tanimlanmis ve diger
antibiyotik duyarhhk testleri yapilmistir. Bitin ADT lerin
degerlendirilmesin EUCAST kriterleri kullaniimistir.

BD MAX multipleks PCR platformunda bitin islemler
(DNA ekstraksiyonu ve PCR) kapali ortamda cihaz tarafin-
dan el degmeden yapilmaktadir. CRE ve VRE kitleri tama-
men kullanima hazir reagent stripler ve PCR kartuslari
halinde kullaniciya sunulmaktadir. Rektal siirlintli gubuklari
kitlerle birlikte gelen 6rnek tampon soliisyonlarina yerles-
tiririlir, vortekslenir ve tiiplerin agzi kapatilir. Ornek tiipleri,
reagent stripleri ve PCR kartuslari sisteme yiklenir ve cihaz
calistiriir. BD MAX Checkpoint CPO assay ile bla,, ., bla,, .,
bla,,, bla,,. .., karbapenemaz genleri, Biogx Vancomycin
Resistance OSR kitleri bla, ,, bla,_ ., bla, ., vankomisin
direng genleri igin tarama yapilir. Ortalama 2.5 saat sonra
cihaz 24 6rnegin sonucunu size raporlamaktadir.

Bulgular

Karbapenem direnci taramasi yapilan 48 ornegin 29’unda
geleneksel kaltir yontemleri ile CRE (28 K. pneumoniae ve
1 E. coli) ve VRE taramasi yapilan 48 6rnegin 19’undaise
vankomisin direngli Enterococcus faecium izole edilmistir.
BD MAX PCR platformunda ¢aligilan 6rneklerden CRE igin
5’inde, VRE igin 3’inde kaltur sonuglariyla uyumsuz sonug-
lar elde edilmistir.

BD MAX Checkpoint CPO assay ile 29 6rnekte karbapene-
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Tablo 1.BD MAX sisteminde pozitif sonug saptanan 6rneklerdeki direng
genlerinin dagilimi.

BD MAX Checkpoint CPO Klebisella pneumoniae Escherichia coli
blaoxa 17 (%58.62) 1 (%3.45)
blaom 1(%3.45)

blakec

blawenm -

blaoxa +blanom 4 (%13.79)

blaca+ blawein 3 (%10.34)

blaoxa + blanom + blamem 3(%10.34)

Biogx i i OSR Ei

blayana 10 (%47.6)

blayans 2 (%9.52)

blavan ciicz 3(14.28)

blayana + blayan c1ic2 6 (%28.57)

*blaOXA ve blaOXA + blaIMP/VIM pozitif saptanan érneklerden birinde CRE ve blaVanB
saptanan érneklerden ikisinde VRE iretilememistir.

maz genlerinden en az biri tespit edilmisken, 19 6rnekte
herhangi bir gen saptanamamustir. iki drnekte (1 bla,,, ,.ve
bla, ..+ b/aw/wm) karbapenemaz geni tespit ediImi5kep,
bu kokenler Kromojenik KPC agarda saptanamamistir. Ug
ornekte ise kromojenik KPC agarla karbapenem saptanma-
sina karsin CRE PCR kitinde karbapenemaz geni saptanma-

mistir.

BD MAX Biogx Vancomycin Resistance OSR kit ile iki 6rnek-
te bla,, . geni tespit edilmesine kargin kromojenik VRE
agarda Ureme olmamistir. Bir hastaya ait 6rnekte ise kro-
mejenik agarda VRE saptanmis ancak PCR ile ¢alisilan gen-
lerden higbiri saptanamamistir.

Bu sonuglara gére kromojenik agarda tespit edilip otoma-
tize sistem ve disk diflizyon testleri ile dogrulanan CRE
olgularini saptamada BD MAX Checkpoint CPO testinin
duyarlihgl %89.5, ozgulligl %88.8, pozitif tahmin degeri
(PTD) %92.8, negatif tahmin degeri (NTD) %84.2 ve testin
dogrulugu %89.3 olarak saptanmistir. VRE olgularini sapta-
mada Biogx Vancomycin Resistance OSR kitinin ise duyarli-
l1§1 %94.7, 6zgullugu% 93.1, PTD %90, NTD %96.4 ve testin
dogrulugu %93.7 olarak saptanmistir.

Karbapenem direngli izolatlardaki gen dagilimi incelendi-
ginde 18 kokenin (%62.07) tek basina, 10 kdkenin (%34.47)
ise diger karbapenemaz genleriyle kombine olarak bla_, .
icerdigi bulunmustur. Hicbir kdkende bla,,. saptanmamis-
tir. Vankomisin direncli izolatlardaki gen dagilimi incelendi-
ginde 10 kokenin (%47.6) tek basina, 6 kokende (%28.57)
ise bla,, ..., ile kombine olarak bla,, . geni saptanmistir.
Vankomisin direnci saptanan 9 E. faecium’da (%42.85)
bla, c1/c; 8€NI saptanmustir. Tablo 1 ‘de BD MAX sistemiyle
pozitif sonug saptanan érneklerdeki direng genlerinin dagi-
lim1 gosterilmistir.

Sonug

Calismamiz sonuglari irdelendiginde ozellikle birkag nokta
dikkat gekicidir. BD MAX Checkpoint CPO testinin duyarlilik
ve Ozgulligl hesaplanirken yalanci negatif sonug verdigi 3
kokenin kaltiir yontemleri ile karbapenem direngli oldugu
saptanmistir. Karbapenem direnci bakterilerde karbapena-
maz Uretimi ve diger mekanizmalarla (Effluks pompa degi-
simleri, porin mutasyonlari ve AmpC ve ESBL gibi diger

betalaktamazenzimleriyle) olusabilir®. BD MAX Checkpoint
CPO testi karbapenemaz tiretiminde 5 buykler diye adlan-
dirllan KPC NDM, IMP, VIM ve OXA-48 genlerini saptamak
Uzere tasarlanmistir. Dolayisiyla BD MAX sisteminin (g
yalanci negatif sonug verdigi karbapenem direngli koken-
lerde non-karbapenemaz mekanizmalarla ile direncin olus-
tugunu ve bu durumunun BD MAX Checkpoint CPO testi-
nin kullaniminda sinirlanma yaratacagini diiglincesindeyiz.
Bu CRE saptama kitinin 6zellikle non-karbapenemaz meka-
nizmalarin baskin oldugu turlerde (Enterobacterspp., E.coli
vb) tek bagina tarama testi olarak kullanilmamasi ve kon-
vansiyonel testlerle dogrulama islemlerinin yapilmasi
gerekmektedir.

BD MAX Biogx Vancomycin Ressitance OSR Kkitiyle iki
kékende bla,_ . tespit edilmesine karsin, konvansiyonel
yontemlerle vankomisin direnci saptanamamistir. vanB’ye
bagli direncin saptanmasinda giinimuzde kullanilan ADT
yontemlerinin (agar veya sivi MiK saptanmasi, otomatize
sistemler) sikintili olabilecegi bildiriimektedir. Gergek van-
komisin direnci olan VanB igeren izolatlar genellikle fenoti-
pik olarak disik vankomisin direncine sahiptirler ve tei-
koplanine duyarlidirlar (MiK 0.06-1 ug/ml). VanB iceren
kokenler daha ¢ok karsimiza genlerinin ifadesinin disik
oldugu ve sinir degerlerin altinda MiK degerleri ile gikarlar
bunlar “diisiik MiK‘li VRE” olarak adlandirilirlar. Bu diisiik-
MIiK VRE’lar vankomisinle uzun temas sonrasinda MiK’lerini
sinir degerin {zerine ¢ikarabilir. Diisiik-MiK VRE izolatlari
sadece molekiler analiz ile saptanabilir. Glinlimizde bu
kékenlerin sikliklarive cografidagilimlari bilinmemektedir®.
BDMAX sistemi ile VanB saptanan kokenler disiik MiK’li
VRE olabilirler. Bu hastalarda vankomisin kullanilirken dik-
katli olunmahdir. Ayrica VanB tasiyicihginin molekiler
testlerle ile dogrudan tespitinde karsilasilan bir baska
sorunda, bagirsakta bulunan anaerobik bakterilerdeki
VanB genleri nedeniyle birgcok yanls pozitif sonuglar elde
edilmesidir®. Molekdler testlerle direkt rektal strtintiler-
den VanB tespit edilen kokenler mutlaka fenotipik testlerle
dogrulanmalidr.

Sonug olarak BD MAX platformunda galisilan VRE ve CRE
saptama kitleri, 24 hastaya ait direkt rektal strintli 6rne-
ginden 2.5 saat gibi kisa strede glivenilir sonug vermeleri
ile 6n plana gikmaktadirlar®®. Bu avantajlari rutin labora-
tuvarda kullanimlarini desteklemektedir. Ancak ozellikle
CRE kitinin belirli karbapenemaz direng genlerini saptaya-
bilmek Uzere tasarlanmis olmasi ve VRE kitince saptanan
VanB direncli kokenlerinde geleneksel yontemlerle dogru-
lanma gereklilikleri kullanimlarini kisitlamaktadir. Ayrica
yapilan maliyet analizlerinde butin molekiiler testlerde
karsimiza ¢ikan yiksek maliyetler bu kitlerin rutin VRE ve
CRE taramalarinda kullanimini sinirlandiracak boyuttadir.

Anahtar kelimeler: BD MAX, Vankomisin, Enterekok,
Karbapenem, Enterobacterales

Kaynaklar

1. CDC. Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019.
Atlanta, GA: U.S. Department of Healthand Human Services,
CDC; 2019. [https://www.cdc.gov/drugresistance/pdf/
threats-report/2019-ar-threats-report-508.pdf] Erisim tarihi:
02/01/2021
https://doi.org/10.15620/cdc:82532

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) 35



36

Central Asian and European Surveillance of Antimicrobial
Resistance Annual Report 2020 [https://www.euro.who.int/
en/health-topics/disease-prevention/antimicrobial
resistance/publications/2020/central-asian-and-european-
surveillance-of-antimicrobial-resistance.-annual-report-2020]
Erisim tarihi: 02/01/2021

Suay-Garcia B, Pérez-Gracia MT. Present and future of
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) infections.
Antibiotics (Basel). 2019;8(3):122.
https://doi.org/10.3390/antibiotics8030122
Martinez-Martinez L, Cantdn Spain R, Stefani S, et al. EUCAST
guidelines for detection of resistance mechanisms and
specific resistances of clinical and/or epidemiological
importance; EUCAST: Vaxjo, Sweden, 2017.

Zhou X, Willems RIL, Friedrich AW, Rossen JWA, Bathoorn E.
Enterococcus faecium: from microbiological insights to
practical recommendations for infection control and

diagnostics. Antimicrob Resist Infect Control. 2020;9(1):130.
https://doi.org/10.1186/s13756-020-00770-1

Dalpke AH, Hofko M, Zimmermann S. Development of a real-
time PCR protocol requiring minimal handling for detection of
vancomycin-resistant enterococci with the fully automated
BD MaxSystem. J ClinMicrobiol. 2016;54(9):2321-9.
https://doi.org/10.1128/JCM.00768-16

Sari AN, Alp Cavus S, Gilay Z. Karbapenemaz dUreten
Enterobacteriaceae Uyelerinin rektal striinti orneklerinden
saptanmasinda BD MAXTM CRE yonteminin etkinligi. Turk
Mikrobiyol Cemiy Derg. 2016;46(3):112-1.
https://doi.org/10.5222/tmcd.2016.112

Girlich D, Oueslati S, Bernabeu S, et al. Evaluation of the BD
MAX check-points CPO assay for the detection of
carbapenemase producers directly from rectal swabs. J Mol
Diagn. 2020;22(2):294-300.
https://doi.org/10.1016/j.jmoldx.2019.10.004

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



SS 003

Ozon Terapi: MDR Gram Negatif Suslarda
Alternatif Bir Silah Olabilir mi?

Selin Ugrakli®, Fatma Esenkaya Tasbent?, Hatice Kiigiikceran?

IHalk Saghgr Miidirligd, Halk Saghdgi Laboratuvari, Konya
2Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya
3Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Aile Hekimligi Anabilim Dali, Konya

£ dr.selinyumakci@gmail.com

Antibiyotikler, 20. ylizyildaki tip alanindaki en blyuk kesif-
lerden olmustur. Ancak kotl antibiyotik kullanim politikala-
ri ve yeni antibiyotiklerin kesfinin gorece sinirli kalmasi ile
mevcut antibiyotiklere karsi hizla direng gelismis ve tedavi-
lerde basarisizliga sebep olmustur®. Antimikrobiyal diren-
ci, antibiyotiklerin tip disi hayvancilik ve tarimsal alanlarda
denetimden uzak yogun kullanimiyla ivme kazanmis, yeni
direng genlerinin ortaya g¢ikmasiyla biyliyen kompleks bir
kiiresel sorun haline gelmistir®3. Ozellikle Gram negatif
bakterilerden Enterobacterales (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella spp.) grubundaki bakterilerde
gelisen ve hizla aktarilan direng genleri sebebiyle pek g¢ok
hayat kurtarici antibiyotik zamanla etkisini yitirmektedir®.
Coklu ilag direnci bulunan bu bakteriler hem toplumsal
hem de nozokomiyal enfeksiyonlarin ilk siralardaki etkenle-
ri olup; morbidite ve mortaliteyi 6nemli oranda
arttirmaktadir®,

Kalabalk yasam, sanitasyon ve hijyenin yetersiz kalmasi,
ticaret ve seyahatlerin artmasi yeni direng genlerinin ve
direngli bakterilerin gelisiminde ve yayillmasinda son dere-
ce etkili olmaktadir®. Patojenlerin sinir tanimadigini
COVID-19 pandemisi ile bltin dinyayla es zamanh olarak
dramatik bir sekilde deneyimlemis bulunmaktayiz. Nitekim
pandeminin ¢ok 6ncesinde, son segenek antibiyotiklerden
kolistinde dirence yol agabilen mcr-1 geninin hayvancilikta
tespitinden kisa bir siire sonra insanlara sigrayip, direncin
kiresel olarak yayilmasi ile ‘tek saghk’ bakis agisi glindeme
gelmistir®®), Bu kapsamda direnci azaltmaya yénelik alina-
cak kuresel ve ulusal tedbirler kadar; yeni/alternatif tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi de 6énem kazanmaktadir®,
Tum dinyada yeni ilag gelistirme ¢abalarina ragmen 1960’1
yillardan bu yana pek az sayida yeni antibiyotik kullanima
kazandinimistir. Yeni Uretilen antibiyotiklere de, indiksi-
yon sonrasi selektif baskilama sonucu direngli olan pato-
jenlerin segilimi ile kisa strede direng gelismektedir. Bu
sebeple son yillarda antibiyotik-disi hedef spesifik tedaviler
post-antibiyotik donem icin mevcut tedavilere destek
amagh gelistiriimeye c¢alisiimaktadir. Alternatif tedaviler ile
antibiyotiklerin kombine edilmesi yoluyla; antibiyotik
direncinin azaltilmasi ve bakterisidal etkinligin arttiriimasi
hedeflenmektedir®.

Calismamizda goklu ilag direnci bulunan klinik izolatlar
tzerinde lokal ozon (02-03 karisimi) tedavisinin in
vitro bakterisidal etkinligini degerlendirmeyi amacla-
dik.

Gereg ve Yontem

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Has-
tanesi Bakteriyoloji Laboratuvari’na enfeksiyon stiphesi ile
gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen ¢oklu anti-
biyotik direnci (MDR) bulunan suslar ¢alismaya dahil edildi.
izolatlarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri
(AST) igin Vitek 2 (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemle-
rinden faydalanildi. Kolistine ait duyarhhgi saptamak tzere
in house olarak ISO-standart sivi mikrodillisyon yontemi
(20776-1)(7) uyarinca ve CLSI (Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute)/EUCAST (European Committee on Antimic-
robial Suscetibility Testing) onerilerine gore ¢alisildi.

Klinik sinir degerler igin EUCAST version 10.0; 2020" ye
gore degerlendirilme yapildi®. Calismaya dahil edilen sus-
lardan Acinetobacter baumannii, asiri direngli (extensive
drug resitance-XDR) 6zellikte olup; sadece kolistin ve tige-
siklin duyarhhgi mevcuttu. Salmonella spp., MDR izolat
olup; test edilen aminoglikozidlerin timiine, seftazidime,
sefepime ve piperasilin-tazobaktama direngliydi.
K. pneumoniae ise stok susu olup kolistin dahil neredeyse
tim antibiyotiklere direncgli, XDR ozellik géstermek-
teydi. K. pneumoniae izolati molekiler yontemlerle 6nce-
den OXA-48 karbapenemaz pozitif; mcr-1 direng geni ise
negatif olarak karakterize edilmisti.

Calisma icin izolatlarin saf kaltirlerinden, 0.5 Mcfarland
(1.5*108 cfu/ml konsantrasyonunda) bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Stspansiyonun 1/10 oraninda seri diltisyonlari
yapilarak 1.5*102 cfu/ml’ye kadar seyreltildi. Her bir dilus-
yondan %5 koyun kanh agara, hem kontrol hem de ozon
uygulamasi igin ekimler yapildi. Kontrol plaklar direkt
37°C’lik etiive kaldirilirken, diger besiyerlerine NEU Aile
Hekimligi, Geleneksel ve Tamamlayici Tip poliklinigi’'nde 40
pg/ml dozda, 10 dakika ve 20 dakika olmak Uzere farkli
surelerde lokal ozon uygulamasina tabi tutuldu. Uygulama
sonrasi plaklar 37°C’lik ettive kaldirildi. 24 saatlik inklbas-
yonun sonunda kontrol besiyerleri ile ozon uygulanmig
besiyerleri tGreyen koloni sayilari agisindan karsilastirildi
(Resim 1, Resim 2, Tablo 1).

Bulgular

Bu calisma ile medikal ozonun (% ozon ve %95 oksijen
karigimi) in vitro antibakteriyel etkinligi degerlendirildi.
Cahsmadaki tiim bakteri tirlerinin ozon gazina son derece
duyarli oldugu bulunmustur. Test ettigimiz suslarda 10
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o
# 5 Kpneumoniae -XDR
% OXA-48 pozitif, mer-1 negatif
Kolistin direngli (mik:16 mg/L) izolat

Kontrol 10 dakika 20 dakika

Resim 1. Klebsiella pneumoniae izolatinin (1.5%10%cfu/ml kon-
santrasyonundaki bakteri siispansiyonundan hazirlanan) 10
dakika ve 20 dakikalik lokal ozon (02-03) uygulamasi sonrasi
koloni sayilarindaki degisimin goriinimii.

dakika gibi kisa silireli maruziyet ile gorulen antibakteriyel
etkinligin; 20 dakikalik uygulama ile artis gosterdigi tespit
edilmistir.

Lokal medikal ozonun kisa uygulama sirelerinde bile kar-
bapenemaz iireten suslar dahil belirgin in vitro bakterisidal
etkinlik gosterdigi saptanmistir (Resim 1).

Sonug

Gram negatif bakteriler arasinda gorilen ¢oklu ilag diren-
ci (MDR) halk saghgi igin biylk bir tehdit olmanin yanin-
da; bu patojenlerle enfekte kisilerde tedaviye yaniti
azaltmaktadir®. Etkili tedavi seceneklerinin kisith olmasi,
kullanimda olan antibiyotiklerin toksik yan etkileri sebe-
biyle kombinasyon tedavilerine ihtiyag artmaktadir®.
Ozon gazi, kesfinden bu yana tibbin pek ¢ok alaninda ve
dezenfeksiyon amacgli basarili bir sekilde kullaniimigtirt®,
Ozon gazinin, glgli oksitadif ozelligi sayesinde bakterisi-
dal etkinlik saglamaktadir®, Calismamizda lokal ozonun
kisa maruziyet sirelerinde bile karbapenemaz ireten
suslar dahil belirgin in vitro antibakteriyel etkinlik goster-
mesi; ozonun kombinasyon tedavilerinin yeni bir alterna-
tif secenegi olma potansiyeli agisindan degerlendirilmesi

Resim 2. Acinetobacter baumannii izolatinin 10 dakika ve 20
dakikalik lokal ozon maruziyeti sonrasi koloni sayilarindaki
diisiis.

gerektigini disindirmektedir. Nitekim ozon gazinin
direngli cilt ve yara yeri enfeksiyonlarinda kullanimi ve
basari ile tedavisini bildiren in vivo ¢alismalar da
mevcuttur®, Gulmen ve ark."*® metisilin direngli Staph-
ylococcus aureus’un etken oldugu mediastinit olgusunu
vankomisin- ozon kombinasyonu ile tedavi etmislerdir.
Belianin ve ark.? izoniazid ve/veya rifamsin direngli
Mycobacterium tuberculosis’e bagli pulmoner enfeksi-
yonla seyreden hastalarda yaptigl ¢alismada mevcut
kemoterapiye ozon eklenmesiyle izoniazid ve rifampisin
direncinde kontrol grubuna goére 6nemli oranda azalma
saptandigini bildirmislerdir. Diabatik ayak tlseri bulunan
hastalarda yapilan bir ¢alismada ise; mevcut tedaviye
lokal ozon terapi eklenmesiyle bakteri kolonizasyonunda
anlaml derecede azalma raporlamiglardir®®,

Verilerimiz dogrultusunda lokal ozon terapisinin uygulama
imkani bulundugu direngli cilt enfeksiyonlarinin tedavisin-
de (diayabetik ayak enf, dekibitis tlser enf. gibi) mevcut
antibiyoterapi ile birlikte kullanilmasi umut vaat edici ola-
bilir.

Ozon, medikal olarak pek ¢ok hastaligin tedavisinde basari
ile kullanilsa da; asiri doza bagli gorilebilecek yan etkileri

Tablo 1. Farkli konsantrasyondaki bakteri slispansiyonlarinin farkh siirelerdeki ozon uygulamasi sonrasi koloni sayilarindaki degisim.

Konsantrasyon (cfu/ml) 1.5*108 1.5*%107 1.5*106 1.5*%10° 1.5*104 1.5*103 1.5%102
Acinetobacter baumannii'

Kontrol (cfu/ml) 10° 10° 9*104 7*104 3*104 2*¥104 1*104
10 dakika (cfu/ml) 1*103 1*103 1*103 0 0 0 0
20 dakika (cfu/ml) 1*103 0 0 0 0 0 0
Salmonella spp.*

Kontrol (cfu/ml) 10° 10° 9%104 8*104 5*104 3*104 2*104
10 dakika (cfu/ml) 3*104 2*%104 1*103 1*103 0 0 0
20 dakika (cfu/ml) 1*103 1*103 0 0 0 0 0
Klebsiella pneumoniae®

Kontrol (cfu/ml) 10° 10° 8*104 5%104 4*104 3*104 1*104
10 dakika (cfu/ml) 1*103 1*103 1*103 1*103 0 0 0
20 dakika (cfu/ml) 1*103 1*103 0 0 0 0 0

" A. baumannii susu XDR olup; sadece kolistin ve tigesikline duyarlidir.

* Salmonella spp. izolari MDR ézellik géstermektedir.

¢ K. pneumoniae stok susu olup; molekiiler olarak OXA-48 karbapenemaz (irettigi dogrulanmistir. Sivi mikrodiliisyon ile kolistin direngli
(MIK:16 mg/L) ancak mcr-1 geni ise negatif oldudu tespit edilmistir.
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en aza indirmek ve yeterli antimikrobiyal etkinligin sapta-
nabilmesi i¢in daha fazla bakteri tiiriini kapsayan ve klinik-
le desteklenen standardize calismalara ihtiyag oldugu
sonucuna varilmistir.
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Giris

Acinetobacter baumannii, solunum yolu, kan dolagimi, idrar
yolu, cerrahi alan enfeksiyonlari basta olmak lizere bir gok
hastaliga neden olan ve son zamanlarda antibiyotik direnci
artmakta olan hastane ile iligkili Gnemli bir patojendir®®.

Coklu ilaca direngli (CID) A. baumannii’nin neden oldugu
saglk hizmeti kaynakli enfeksiyonlarin insidansi son
yillarda énemli 6lgiide artmigtir®. Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezleri, CID A. baumannii’yi halk saghg icin
ciddi bir tehdit olarak siniflandirmistir ve Diinya Saghk
Orgiiti, A. baumannii'yi yeni ilag gelistirme icin en &ncelikli
antibiyotige direncli patojen olarak listelemistir®4,

Son zamanlarda CID A.baumannii’nin neden oldugu kritik
hastalarda ciddi enfeksiyonlarin tedavisi igin kolistin
(polimiksin E) tek basina veya diger antibiyotiklerle
birlikte kurtarma tedavisi olarak giderek daha fazla
kullanilmaktadir®. Bacillus polymyxa alt turi colistinus
tarafindan Uretilen dogal bir madde olan kolistin, katyonik
bir lipopeptiddir®. Dis zarin yirtilmasini saglamak igin lipid
Agrubu lipopolisakkarit (LPS) ile etkilesime girerek ve hiicre
gegirgenligi degisikliklerine, hiicresel icerigin sizmasina ve
hiicre 6limiine yol agarak Gram negatif bakterilere karsi
bakterisidal etkilidir®”, Maalesef bu patojenlerin neden
oldugu ciddi enfeksiyonlari tedavi etmek igin kolistinin
artan kullanimi, son segenek ilaglardan olan bu antibiyotige
karsi direncin artmasina yol agmaktadir®,

Bu calismada ozellikle yogun bakim hastalarinda ciddi
enfeksiyon etkeni olan A.baumannii suslarinin 2018 ve
2020 yillik kiim{latif kolistin sivi mikro dillisyon sonuglari
retrospektif olarak incelenmis olup direng oranlari
tartisiimistir.

Gereg ve Yontem

Calismamizda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde
2018 ve 2020 yillarinda yatarak tedavi edilen hastalardan,
mikrobiyoloji laboratuvarina goénderilen gesitli  klinik
orneklerden izole edilen A. baumannii suglarinin kolitsin
anbitiyotigine  karsi  duyarliigl incelenmistir.  Gelen
orneklerin (numunenin gesidine gore) %5 Koyun Kanl
Agar (KKA) (RTA, Turkiye), Eozin Metilen Blue (EMB) Agar
(RTA, Turkiye), Sabouraud Dextrose Agar ve Cikolatamsi
Agar besiyerlerine subkiltirler yapilmis ve yine numune
cesidine gore 35°C’de 24 ile 120 saat arasinda etlivde
inkiibe edilmistir.

Trakeal aspiratlarin  Gram boyamasi  Bartlett ve

Murray-Washington  Skorlama sistemleri  kullanilarak
degerlendirildi. Skor anlamliysa ve besiyerinde =>10°
CFU/ml saf ya da baskin olarak tGreme olduysa etken
olarak duslinuldi. Balgam oOrneklerinin Gram boyamasi
da Bartlett ve Murray-Washington Skorlama sistemleri
kullanilarak degerlendirilmis olup skorlama anlamliysa ve
besiyerinin ozellikle ikinci alaninda baskin Greme olduysa
etken dislndldi. Kan kaltarleri igin bir set kan kaltiirG
orneginde bile baskin ve kontaminasyonu distindiirmeyen
Gremeleri etken kabul edildi. Yara o6rneklerinin Gram
boyamasi Q (Quality) skorlama sistemi ile degerlendirildi.
Q skoru anlamli olup besiyerinde baskin bir tireme olduysa;
idrar 6rneklerinde saf Gremeler ve iki farkli etken tGremesi
durumunda koloni sayisi >10* CFU/ml; tg¢ farkh bakteri
tremesinde ise koloni sayisi >10° CFU/ml olan bakteri
saptandiysa etken olarak dislnuldi. Beyin omurilik sivisi
icin ise ornek miktari 1 mlden az oldugunda santrif{j
yapilmadan Gram boyama hazirlanip besiyerlerine de
ekimi yapilmistir. Ornek miktari 1mLden fazla oldugunda
Gram boyama ve kultlr islemleri icin 1500xg’de 5-10
dakika santriftij edilip boyama ve kiiltlr igin 2-3’ser damla
dipteki ¢okeltiden inokule edilmistir. Bu kriterlerin disindaki
tremeler etken olarak diisiiniilmemistir.

Etken duginilen koloniler oncelikle MALDI Biotyper
3.1 (BrukerDaltonics, ABD) kutle spektrometrisi
ile A. baumannii olarak >2 tanimlama skoruyla tir
dizeyinde tanimlanmistir. Kolistin duyarllik testi igin
sivi mikrodilisyon yontemi kullanildi. Sonuglar 2018 ve
2020 yilina ait European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)®% énerileri dogrultusunda
yorumlandi.

Caligmaya yatarak tedavi alan hastalarin A.baumanii’nin
etken olarak saptandigi ilk izolatlari dahil edilmistir. Tekrar
Uremeleri, tarama amach gonderilen 6rneklerden izole
edilen suslar ve poliklinik hastalarindan izole edilen suglar
¢alismaya dahil edilmemistir.

Bulgular

Calismaya 2018 yilina ait 50, 2020 yilina ait 152 izolat dahil
edildi. 2018 ve 2020 yilinda izole edilen A. baumannii
suglari erkeklerde daha yiiksek oranda bulundu (sirasi ile
%66 ve %66,4). Her iki yila ait suslarin buylk ¢ogunlugu
erigkinlerden (%76 ve %85.53) ve yogun bakimlardan
(%86 ve %90.13) izole edildi. iki yila ait suslarin biyiik
¢ogunlugu solunum yolu 6rneklerinden izole edildi (%44 ve
%58.55). 2020 yilina ait solunum yolu ve diger drneklerde
Ureyen suslar incelendiginde direngli suslarin buyik
¢ogunlugunun solunum yolu orneklerinden izole edildigi
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Tablo 1. Yillara gore Acinetobacter baumannii suslarinin kolistin
duyarhiik durumu [n(%)].

S R Toplam p

2018 44 (88) 6(12) 50 (100) 0.668
2020 137 (90.13) 15 (9.87) 152 (100) (>0.05)

tespit edildi (%60). Suslarin kolistin duyarliligi yillara gore
karsilastirildiginda 2020 yilinda 2018 yilina gore istatistiki
olarak anlaml olmayan diizeyde de olsa direng oraninin
azaldigi goriildu (Tablo 1). 2018 yilina ait MiK,, ve MiK_,
degeri sirasi ile 1 mg/L ve 4 mg/L; 2020 yilina ait MiK50 ve
MIK,, degeri sirasi 1 mg/L ve 2 mg/L olarak bulundu.

Sonug

Coklu ilaca direngli (CIiD) ve invaziv bir patojen
olabilen A. baumannii, nozokomiyal enfeksiyonlarin
baslica nedenlerinden biri olup yiksek mortalite ile
iliskilendirilmistir®, Klinik dnemi, antibiyotiklere 6zgii ve
¢oklu ilag direncinden sorumlu diren¢ mekanizmalarina
sahip olmasi, mevcut antibiyotik tedavilerine yanit
vermemesi, hastane ortamlarinda uzun siire kalabilmesi
ve kolayca vyayilabilmesinden kaynaklanmaktadiri®,
Dolayisiyla son on yilda A. baumannii en basarili goklu ilaca
direngli nozokomiyal organizmalardan biri haline gelmistir.
Calismamizda da mevcut izolatlarimizin  timiU  yatan
hastalara ait olup 2018 yilinda %43’i, 2020 yilinda %90.1’i
yogun bakim Unitesinde tedavi alan hasta 6rneklerine
aitti. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, yogun bakim
Uinitesi enfeksiyonlarinin %20’sinden CID A. baumannii’'nin
sorumlu oldugunu, tibbi ekipmana bagl olan hastalarda
enfeksiyonlarin %7’sinde etken oldugunu bildirmektedir®,
izole edilen A.baumannii suslarimizin bilyiik cogunlugunun
eriskinlerden olustugu goérilmekle birlikte (2018 yilinda
%76, 2020 yilinda %85.5) her yas grubu igin ciddi bir tehdit
olusturdugu bilinmektedir. Calismamizda suslarin %12
(2018'de)’si ve %14.5 (2020’de)’i cocuk hasta 6rneklerinden
izole edildi. Celebi ve ark.®?, cocuklarda bes yillik
A. baumannii enfeksiyon takiplerinde 95 hastada etkenin
%84.3’Unln hastane kaynakli oldugunu bildirmislerdir.
Ayni calismada A. baumannii suslarinda CID orani %33.6
ve GID A. baumannii enfeksiyon mortalite oranini %50, CiD
olmayan A. baumannii enfeksiyon mortalite oranini da %11
olarak saptamiglardir. A. baumannii enfeksiyonlari gocuklar
icin de mortalite ve morbite agisindan oldukga 6nemlidir.

A. baumannii enfeksiyonlarindaki patogenez, igerdigi
porinler, kapsil, hicre duvari lipopolisakkariti, enzimler,
biyofilm Uretimi, hareketlilik ve demir toplama sistemleri
gibi birgok virllans faktoriinin bir sonucudur. Bu tir
hastalik olusturma faktérleri, organizmanin stresli cevresel
kosullara direnmesine ve ciddi enfeksiyonlarin gelismesine
yardimci  olur®. A, baumanniinin enfeksiyonlarinin
artisina paralel olarak baslica kullanilan antibiyotikler de
etkisiz olmaya baslamis ve hemen hemen tim mevcut
ilaglara direngli suslarin olusumu endise olugturmustur.
A. baumannii direng gelistirmesi sonucu enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan ampisilin-sulbaktam, seftazidim,
florokinolonlar, kotrimoxazol, amikasin ve tetrasiklin
gibi antimikrobiyaller yetersiz kalmaktadir®,
Karbapenemler A. baumannii enfeksiyonlarinda tercih

edilen antibiyotiklerken son yillarda direng oranlari 6nemli
Olglide artmistir. 2018 yili CAESAR raporunda tlkemizde
A. baumannii izolatlarinda karbapenem direncini sirasiyla
%91 olarak bildirmektedir®®, Duman ve Tekerekoglu®?
galismalarinda imipenem ve meropeneme direng oranini
%98 olarak belirlemislerdir. Kolistin, polimiksin grubundan
eski bir antibiyotik olup nefrotoksik ve noérotoksik
ozelliklerinden dolayr kullanimindan vazgecilmistir. CiD
Gram negatif tirlerin ortaya ¢ikmasi ve A. baumannii
enfeksiyonlarinin  tedavisinde etkili olmasi kolistini
yeniden tedavide kullanilir hale getirmistir. Fakat tedavide
kullanilmaya baslanmasini takiben kolistine direngli ve
heterodirencli A. baumannii suslari rapor edilmektedir*?.
Bilim diinyasi direngli bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkili
alternatif kombinasyonlar ve yeni antibiyotik arayisini
surdirmekte ve mevcut antibiyotiklerin direng durumlarini
takip etmektedir. Alti aylik on merkezli bir calismada®®”
2012 yih A. baumannii izolatlarinin kolitsin direnci %1.2
saptanirken, Talan ve ark.nin®® 2015 yili yine yogun
bakim Unitelerinden izole edilen A. baumannii suglarinda
direng orani %27.2 olarak bildirilmektedir. Duman ve
Tekerekoglu®® Ocak 2017- Aralik 2018 tarihli kan kaltir
orneklerinden izole edilen 97 A. baumannii izolatlarinda
kolistin direng oranini %8.2, MiK50 degerini 0.5ug/ml ve
MIK,, degerini de 2ug/ml olarak belirlemislerdir. European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net)
2016 yilinda Avrupa’daki kolistin direncini ortalama %4
olarak bildirmislerdir®, Sivi mikrodiliisyon yoéntemiyle
2018 yilinda g¢ahstigimiz 50 susun %12’ si 2020’de de 152
susun %9.87'si kolistine direngli saptandi. MiK,, ve MiK,,
degerlerisirasiyla 2018 i¢in 1 mg/Lve 4 mg/L, 2020iginde 1
mg/L ve 2 mg/L olarak belirlendi. istatistiksel olarak anlamli
olmazsa da, 2020 yilinda 2018 yilina gbére A.baumannii
suslarinin kolistin direncinde azalma gozlendi. Bu azalma,
Covid19 pandemisi nedeniyle covid19 disindaki nedenlerle
hastanelere basvuran hasta sayisindaki diistise ve dolayisi
ile A. baumannii nedenli enfeksiyonlarda kolistinin
kullaniminin azalmis olmasiyla iliskilendirilebilir. Bununla
birlikte suslarin klonal yakinliklari, tedavinin (monotrapi/
kombinasyon) sekli, direng oranlarinin degismesinde etkili
olabilen faktorlerdendir.

Acinetobacter baumanniiyogun bakim tnitelerdekihastane
kaynakli pnémoni ve kan dolasimi enfeksiyonlarinin yaygin
bir nedenidir®. Bu enfeksiyonlarin en yaygin kaynaklari
alt solunum yolu enfeksiyonu olan hastalar ve damar igi
cihazlardir. A. baumannii’'nin en yaygin kolonizasyon bolgesi
solunum yolu (%80,8) ve ardindan deri kolonizasyonudur
(%12.4)4, Covid19 pandemisinin yasandigi 2020 yilinda
solunum vyolu orneklerinden izole edilen sus oranimiz
%58.55 olup 2018 yili solunum yolu 6rneklerinden istatistiki
olarak anlamli olmayan dlizeyde (p=0.072) fazlaydi.
SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarda bakteriyel enfeksiyon
prevalansitamolarakanlagiimamistir. Covid-19 hastalarinda
bakteriyel ko-enfeksiyon ve ikincil enfeksiyonlari irdeleyen
bir meta analiz galismada solunum yolu ve kan ornekleri
baz alinmistir. COVID-19’lu 3338 hastayl temsil eden Meta-
analizde, hastalarin  %3.5’indebakteriyel ko-enfeksiyon
ve hastalarin %14.3’Unde ikincil bakteriyel enfeksiyon
tanimlanmigtir®,

Sonug olarak A. baumannii’'nin neden oldugu enfeksiyonlar
saglik kurumlari igin oldukga sorunludur. Direngli izolatlarin
hastanelerde kolonizasyonunun onlemesi ve enfeksiyon
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kontrol 6nlemlerinin ciddi diizeyde uygulanmasi gereklidir.
A. baumannii suglari igin son seceneklerden biri olan
kolistinin dogru zamanda dogru endikasyonlarda kullanimi
direng oranini duslrebilir.
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Giris

Acinetobacter turleri saglik hizmeti sistemlerini tehdit
eden c¢oklu ilag direngli bakteriler arasinda yeni tedavi
gelistiriimesi ve direng artisinin  onlenmesinde acil
dncelige sahip patojenlerdendir. Ozellikle yogun bakim
Unitelerinde yuksek mortalite ve morbidite oranlarina sahip
nozokomiyal pndmoni etkeni olarak karsimiza ¢gikmaktadir.
Glnumizde enfeksiyonlarda saptanan Acinetobacter spp.
izolatlarinin gogunu karbapeneme direngli Acinetobacter
baumannii  (Carbapenem resistant A. baumannii-
CRAB) olusturmaktadir. Karbapenem diren¢g oranlari
dinyanin bazi bolgelerinde %901 asmaktadir”, CRAB
enfeksiyonlarinda kullanilabilen kisith sayida antimikrobiyal
ilag farmakokinetik 6zellikleri ve artan direng oranlari
nedeniyle uygun terapotik segenekler olmaktan uzaktir. Bu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan son care ilaglardan
kolistinin toksik yan etkileri ve direng oranlarindaki artig
nedeniyle kullanim alaninin gittikge daralmasi yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

N-asetilsistein (NAC) glivenli yan etki profiline sahip
mukolitik, antioksidan bir bilesiktir FDA tarafindan
onaylanmis NAC formilasyonlari oral, IV ve inhaler
yoldan kullanilabilmektedir. Solunum yolu patolojilerinin
tedavisinde uzun dénemden beri yaygin sekilde kullanimi
mevcuttur. Bu oOzelliklerine ek olarak N-asetilsisteinin
farkli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite ve
biyofilm olusumunun c¢esitli basamaklarina etki ederek
antibiyofilm etkinlik gosterdigini destekleyen birgok
¢alisma mevcuttur ve bu alandaki calismalara karsi ilgi
giderek artmaktadir. Solunum sistemi Uzerinde yapilan
calismalarda inhaler yoldan uygulamayla, oral yoldan daha
yiksek NAC konsantrasyonlarina ulasilabildigi gozlenmistir.
Solunum sistemi patojenleri lizerine yapilan bir ¢alismada
NAC’in 10 mM (1.6 mg/ml) ve 50 mM konsantrasyonlarda
yaygin kullanilan antibiyotik gruplariyla in vitro aktivitesi
incelenmis  karbapenemler  disinda genel olarak
aktivitelerinde olumsuz etkilesim gdzlenmemistir3),

Solunum yolu enfeksiyonlarinda topikal NAC kullanimi,
klinik uygulamada sadece etkinligi nedeniyle degil,
ayni zamanda anatomik hedefe metabolize edilmeden

ulasabilmesi, daha ylksek dozlarda kullanilabilmesi,
biyofilmler {izerine inhibitdr etkilere sahip olmasi gibi
nedenlerle tedavi segenekleri kisitl enfeksiyonlar igin yeni
tedavi algoritmalarinda arastirma oOznesi olarak 6nem
kazanmistir.

Bu bilgiler 1siginda galismada kolistin ve NAC bilesiklerinin
Acinetobacter tirleri lzerindeki in vitro ortamdaki tek
basina ve kombine etkilerini ve olasi sinerjistik etkinin
saptanmasi durumunda yeni bir tedavi secenegi olarak
degerlendirilme potansiyelinin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

T.C. Saghk Bakanlig Ankara il Saghgi Mudirligi Saglk
Bilimleri Universitesi Diskapi Yildirnm Beyazit Egitim
ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Bolumu
laboratuvarina Haziran 2018-Aralik 2019 tarihleri
arasinda cesitli kliniklerden gonderilen alt solunum yolu
orneklerinden rutin mikrobiyolojik incelemeler sonrasinda
elde edilen 116 Acinetobacter spp. izolati ve A. baumannii
ATCC 19606 susu g¢alismamizda kullanilmistir. Tekrarlayan
Uremeleri olan hastalarda ilk saptanan izolat alinarak her
hastadan tek bir izolat ¢aligmaya dahil edilmistir.

izolatlarin tanimlanmasinda konvansiyonel yontemlere
ek olarak BD Phoenix, VITEK MS sistemleri kullaniimistir.
Antimikrobiyal duyarllik tespitinde BD Phoenix gram
negatif bakteri paneli kullaniimistir.

Kolistin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) ve Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ortak onerileri dogrultusunda sivi mikrodiliisyon
(SMD) yontemiyle belirlenmis ve EUCASTv10.0 sinir deger
tablolarina gére duyarlilik degerlendirilmistirt*. MiK , <2
mg/L bulunan izolatlar duyarl, MIK ,, >2 mg/L bulunanlar
ise direngli kabul edilmistir. Plaklar ortam havasinda
35°C‘de, 18-20 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
mikroplak kuyucuklarinda bakteri Gremesinin inhibe
oldugu, ciplak gozle belirlenebilen en disiik konsantrasyon
MiK degeri olarak degerlendirilmistir. Arada atlayan tek
bir kuyucuk oldugunda en yiiksek MiK degeri okunurken,
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Gremeler arasinda birden fazla atlayan kuyucuk oldugunda,
bu izolatlar igin test tekrar uygulanmigtir. SMD y&nteminde
kolistin silfat tozu kullanilmis ve 96 kuyucuklu U tabanli
mikroplaklarda son kolistin konsantrasyonlari 128-0.125
mg/L araliginda degisecek sekilde diltisyonlar yapilmistir.
Bakteri  stspansiyonlari 0.5 MocFarland bulanikliga
ayarlanmis ve plaklardaki son konsantrasyonlar 5x10° cfu/
mlolacak sekilde diltisyon yapilmistir. Plaklarin son siitunlari
Greme kontrolini degerlendirmek igin kullaniimis, her
plakta kolistin duyarli (Escherichia coli ATCC 25922 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve direngli (E. coli
NCTC 13846) kalite kontrol suslari test edilerek yontemin
uygunlugu degerlendirilmistir.

Kolistin-NAC etkilesimini degerlendirmek icin her MiK
araligindan izolatlar temsil edecek sekilde 116 izolattan
16’s1 segilmis, bu izolatlar ve A. baumannii ATCC 19606
susu icin NAC MiK degerleri SMD ile belirlenmistir. MIKNAC
degerlerinin  belirlenmesinde N-Acetyl-L-Cysteine tozu
kullaniimistir. Bilesigin pH degeri oldukga dusiik oldugundan
(pH= 2-3) NaOH ve steril distile su kullanilarak pH degeri
6.5-7 araligina ayarlanmistir. SMD plaklarinda son NAC
konsantrasyonlari 32- 0.06 mg/mL araliginda olacak sekilde
seri dilisyonlar yapilmistir.

Bilegiklerin kombine ve tek basina in vitro etkinliklerini
degerlendirmek icin dama tahtasi yéntemi kullaniimistir.
Her izolat-sus i¢in bir mikroplak Tablo 1’de sematize
edildigi sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan mikroplaklarda
SMD ile tespit edilen MiK , ve MiK_ degerleri, bilesiklerin
sistemik ve topikal uygulanabilecek konsantrasyonlari
dikkate alinarak mikroplaklarin  yatay dlzleminde
kolistinin 128-0.125 mg/L araligindaki seri dilisyon yapilmis
konsantrasyonlari, dikey diizlemde N-asetilsisteinin 16-8-4-
3.2-1.6-0.8 mg/mU’lik konsantasyonlari kombine edilmistir.
Bilegiklerin tek basina etkinligini degerlendirmek igin
yatay ve dikey siralar ayrilmistir. Plaklarin son yatay siralari
kalite kontroli igin ayrilmigtir. Birer kuyucuk ise Greme ve
sterilite kontroll igin kullaniimistir. SMD yontemindeki
rutin inklibasyon sonrasi her yatay sira igin iremenin bittigi
kuyucuklar belirlenmis ve bilesiklerin kombinasyonlarda
denk geldigi MIK degerleri kaydedilmistir. Bilesiklerin
tek basina ve kombinasyonlardaki MiK degerlerine
gore Fraksiyone inhibitér Konsantrasyon (FiK) degerleri
hesaplanmis ve S FiK indeksi=FIK A+FIK B (FIK A=A
antibiyotiginin  kombinasyondaki MIiK degeri / A
antibiyotiginin tek basina MiK degeri; Fik B= B antibiyotiginin

Kolistin MiK Dagilimi
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Sekil 1. Kolistin MiK degerlerinin izolatlara gore dagihm grafigi.

kombinasyondaki MiK degeri / B antibiyotiginin tek basina
MiK degeri) formiiliine gore FiK, hesaplanmistir. FiK; < 0.5
ise sinerjistik; > 0.5 - < 1 ise additif/parsiyel sinerjistik; >
1-<4iseindiferan (etkisiz); > 4 ise antagonistik etki olarak
yorumlanmigtir®,

Bilesiklerin kombine kullanimda in vitro bakterisidal etki
varligini arastirmak icin kolistin MiK degeri en yiksek
bulunan izolat kullanilarak zamana bagh oldirme kinetigi
degerlendirilmistir. Bunun igin bilesiklerin plazma ve
alveolleri kaplayan sivi tabakasinda ulasabilecekleri dozlar
dikkate alinarak son konsantrasyonlar kolistin igin 2 ve 8
mg/L; NAC icin 1.6-3.2-8 mg/ml; bakteri konsantrasyonu
icin 10° cfu/ml olacak sekilde tek basina ve kombine
edilerek bilesikleri icermeyen kontrol tuplyle birlikte
12 adet bakteri-kolistin/NAC suspansiyonu igeren tip
hazirlanmistir.  Bu tlpler 35°C'de, ortam havasinda,
mekanik calkalayici Uzerinde inkibe edilerek 0-4-8-16-
24. saatlerde her tupten 100 pl alinarak 10%den 10° ‘ya
kadar olacak sekilde 1 ml hacimli altisar adet diltisyon tipi
hazirlanmigtir. Bu diliisyonlarin her birinden 100 pl alinarak
triptik soy agar plaklarina ekimler yapilmistir. Plaklarin
24 saatlik inkiibasyonu sonrasi 30-300 arasi koloni igeren
plaklar sayilarak; koloni sayisi x dillisyon orani x10 (1ml’lik
dilisyondan 100 ul ekim yapildigi igin) formiluyle cfu/
ml degeri hesaplanmis ve bu degerin log, cfu/ml karsilig|
zamana bagl oldirme kinetigi grafigine yerlestirilmistir.
Baslangictakine gore bakteri sayisinda 23log,  azalma
bakterisidal etki, kombine-tek basina uygulama arasinda
>2log,  azalma sinerji <2log,  azalma indiferan etki, >2log, |
artma antagonizma olarak yorumlanmistir.

Bulgular

Calismaya dahil edilen izolatlarin gok buylk kismi yogun
bakim Unitelerinden (101, %87.1) ve endotrakeal aspirat
(ETA) 6rneklerinden (89, %76.7) elde edilmistir. BD Phoenix™
ile izolatlarin 64U (%55.2) Acinetobacter baumannii, 52'si
(%44.8) Acinetobacter baumannii/calcoaceticus kompleks
olarak tanimlanmistir.

Zamana Bagh Oldiirme Kinetigi
COL;:128mg/L NAC,jc :32mg/mL

12 ~8—KONTROL
E 10 / NAC-1,6
E 8 —0=NAC3,2
[
) 6 NAC-8
5 4 —8—coL-2
= ) COL-2NAC-1,6
0 - . " —8—C0L-2 NAC:3,2
0 4 8 16 24 —8—C0L-2 NAC-8
—8—KONTROL 5.57 75 2.04 10 1
—e—coL-8
NAC-16 557 | 178 8.6 934 | 981
~8—COL-8 NAC-L6
—O—NAC-3,2 557 | 7o | 750 | 861 | 8w
—8—C0L-8 NAC-3,2
NAC-8 557 | s8s | 638 | 718 | 804
== COL.8 NAC-
=0=(0L-2 5.57 72 759 | 838 | 887 COLENACE
COL-2NAC-16| 557 | 307 | 269 | 369 | 378
——COL2NAC32| 557 | 369 | 295 | 338 | 349
~—COL2NAC8 | 557 | 377 3 295 | 322
—8—coL-8 557 | 463 | 414 | 681 | 873
—8—COL-8NAC-16| 557 2 0 0 0
—8—COL-8NAC-32| 557 2 0 0 0
=8—COL-8NAC8 | 557 23 0 0 0

ZAMAN
Sekil 2. Kolistin-NAC kombinasyonlarinin 117 numarali izolatin
log,, cfu/ml degerlerine etkisinin zamana bagh 6ldiirme kineti-
giyle degerlendirilmesi.
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Tablo 1. Dama tahtasi yontemiyle kolistin-NAC bilesiklerinin kombinasyonunun ve mikroplak diizeninin sematik gésterimi.

CL:128 L:64 CL:32 CL:1& CL:A CL-A L CL: CL:8 CL-0,25 CLA,125 L)
NAC:E | NAC:E | MAC:E | NAC:E | MAC:E | NACE | NACE | NACLE | NAC:e | NAC:E MAC:E | MAC:E
CL:128 CL:64 CL:32 CL:1& CL:R CLA CL:2 CL:l CL:S CL-0,25 CLA,125 L)
MAC:E | NACH MALC:E MAC:R MAC:R MAC:H MALC:R MACH MAC:R NACH MAC:E MACH
CL:128 CL:6d CL:32 CL:16 CL:A LA L2 CL: CL,5 CL0,25 CLAL125 LAl
MAC:4 | NAC:A MALC:4 MAL:4 MAC:4 MAC:A MAL 4 NAC:A NAC:4 NAC:A MALC:4 NAC:4
CL:128 CL:64 CL:32 CL:1& CL:A LA L2 CL: CLs CL0,25 CLAL125 LAl
NACSZ | NACAZ | NACS2 | MACS2 | NAC3E? [ NACAZ | NACSZ | NACH? | Naci2 [ maca2 NAC:32 | NAC:Z
CL:28 CL:64 CL:32 CL:1& CL:K CL-A4 L2 CL: CLs CL:0,25 CLA,125 CLA)
NACLA | NAC:LE | NAC:LS | NACs | Nacls | NACLE | NAC:LS | NAC:LE | Nacis | Nacae | Nacis | Nac:Le
CL:128 L:64 CL:32 CL:1& CL:A CL-A L CL: CL:8 CL-0,25 CLA,125 L)
MACOE | MACOE | MACOE | MACOSH | NACOSE | NACDR | NAC:OR | MACOE | MACos | NACOE | NACo® | MaCos
CL:28 CL:64 CL:32 CL:1& CL:R ] CL:2 CL: CL:S CL:0,25 CLA,123 CLA)
MACA | NAC:HD MAL:0 MALC:D MACD MACH) MAL D NACH) MAC:D NACH) WAL AL
K
KALITE KONTROL SUSU @ Escherichia coli MCTC 13846
CL:28 CL:64 CL:32 CL:1& CL:K CL4 L2 CL: CLs CL:0,25 CLA0,125 e

Tablo 2. izolatlar ve ATCC susunun dama tahtasi yontemiyle saptanan FiK indeksi degerleri ve kolistin-NAC kombinasyonlarina ait etkilesim

tipleri.
g Kolistin-NAC Kombinasyonlarna Ait FIK Degerleri
= E MIK degeri NAC konsantrasyonu (mgmL)
EE cor Nac 0,8 1.6 32 1 3 16
15 0,125 a2 1.01 1,02 0,53 0,56 0,62 0,75
49 0,25 az 1,02 1,05 1.1 0,62 0,75 1
83 0,25 =31 1.01 1,02 1.05 1,09 1 1.2
o3 0,25 az 1,02 1,05 1.1 0,62 0,75 1
80 0,8 =31 0,51 0,52 0,53 0,56 0,57 0.5
2 05 32 0,52 0,55 0.6 0,62 0.75 0.75
ATCC -
To00s 0,5 =32 1.01 1,02 1.05 1,06 0,62 0,75
121 1 4 07 0g 105 125 - -
%0 1 =31 0,51 0,52 0,53 0,51 0,57 0.3
&7 1 32 102 105 11 112 0.75 0.75
63 1 a2 1,02 1,05 1.1 1,12 75 1
72 2 32 0,13 0,15 0,11 0,12 0,18 -
67 2 a2 1,02 0,53 0.6 0,62 03 0,62
9 3z =32 0,51 0,15 0,11 0,09 0,15 0,28
o6 64 a2 0,52 03 0,16 0,15 0,26 0,51
52 64 =31 1.01 0,52 0,17 0,09 0,15 0,25
117 128 3z 0,52 0,06 0,10 0,12 0,25 -
3 Fix= 0.5 sinesi
0 0.5 < FiK <1 aditifparsiyel sinerji
0 1 <FiK= 4 indiforan/etkisiz olarak katezorize edilmistir
Ureme saptammazyan kombinasyonlar “ - 7 ils beliriibmighir.
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SMD calismasi sonuglarina gore 5 (%4.31) izolat kolistine
direngli, 111 (%95.68) izolat ise kolistin duyarli olarak
degerlendirilmistir. A. baumannii ATCC 19606 igin kolistin
MiK degeri 0.5 mg/L olarak bulunmustur. izolatlarin MiK50
degeri0.5 mg/L, MiKgudegeri ise 1 mg/Lolarak saptanmustir.
Izolatlarin MIK degerlerinin sayive ylizdelerine gére dagilimi
Sekil 1’de gdsterilmistir. izolatlarin genel antimikrobiyal
duyarlilik profiline bakildiginda en buylk ytzdeyi XDR
izolatlar (95, %81.8) olustururken ve ikinci sirada MDR
izolatlar (13, %11.2) yer almistir. Kolistin direngli izolatlarin
hepsi ayni zamanda pandirengli olarak bulunmustur. Bu
izolatlarin hepsi yogun bakim Unitelerinden gonderilen ETA
orneklerinden elde edilmistir. Bunlardan tigl A. baumannii,
ikisi ise Acinetobacter baumannii/calcoaceticus kompleks
olarak tanimlanmistir.

Dama tahtasi yontemiyle degerlendirilen kolistin-NAC
kombinasyonlarinin etkilesimlerine bakildiginda kolistin
duyarl izolatlarda, o6zellikle kolistin MiK degeri diisiik
olanlarda, dusik NAC konsantrasyonlarinda indeferan
etki gozlenirken NAC konsantrasyonu >4 mg/ml Ustiinde
aditif/parsiyel sinerjistik etki baskin hale gelmistir. Kolistin
MIK degerleri yiiksek direngli izolatlarda ise 0.8 mg/
ml'de aditif/parsiyel sinerjistik etki hakimken 1.6 mg/ml
ve Ustl konsantrasyonlarda sinerji gorilmistir. Kolistin
MIK degerlerindeki diisiis NAC konsantrasyonu artisiyla
paralellik gdstermistir. MiK degerleri 32-64 mg/L arasinda
degisen izolatlarda kombinasyonlarda saptanan en dislk
kolistin MiK degerleri 0.5-1 mg/L araliginda degisirken,
MiK, degeri 32 mg/ml, MK degeri 128 mg/L olan 117
nolu izolatta kolistin MIK degerinin <0.125 mg/L kadar
disebildigi gozlenmistir.

MiKCOL degeri 128 mg/L bulunan 117 numaral izolat igin
zamana bagh oldirme kinetigi ¢alismasinda baslangigtaki
log,cfu/ml  degerindeki saatlere gére degisimine
bakildiginda; 8 mg/L kolistinle kombine edilen tim NAC
konsantrasyonlarinda 4.saatte bakterisidal etki gézlenmis,
bu kombinasyonlarda 8.saatte Greme saptanmadigindan
bakteriyel eradikasyon olarak degerlendirilmistir. Tek

basina ve kombine uygulama arasindaki farka bakildiginda
2 mg/L kolistin igeren kolistin-NAC kombinasyonlarindaysa
sinerji saptanmistir.

Sonug

Cahsmamizin sonuglari ¢oklu ilag direngli Acinetobacter
tlrleriyle iligkili enfeksiyonlarinin tedavisinde kolistin-
NAC kombinasyonunun yeni bir secenek olabilecegini
gostermistir.  Bilesiklerin  kombine kullanimda in vivo
etkinliklerinin, yan etki profilinin, tedavide kullanilabilecek
etkin dozlarin belirlenmesi igin yapilacak in vivo deneyler
ve klinik ¢calismalarla bu bulgularin desteklenmesi gerektigi
disinulmugtir.

Anahtar kelimeler: Kolistin, N-Asetilsistein, sinerji, dama
tahtasi, zamana bagli 6ldirme
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Giris

Campylobacter spp.’nin neden oldugu insan enfeksiyonlari
tiim diinyada yaygin olarak gorilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) verilerine gére Campylobacter enfeksiyonlari,
ishalle seyreden doért global hastaliktan biridir ve
gastroenteritin en yaygin bakteriyel nedeni olarak kabul
edilmektedir®. Cogu Campylobacter enfeksiyonunda
antibiyotik kullanilmasa da immiin sistemi baskilanmig
hastalarda, bakteriyemi durumunda, siddetli ve uzun siiren
olgularda tedavi gerekebilir. Bu durumlarda oncelikle tercih
edilen makrolid grubunun, baska insan enfeksiyonlarinda,
gida endstrisinde ve veterinerlikte yaygin kullanimiyla bu
antibiyotige direng oranlari artmaktadir>?. Campylobacter
spp.’de makrolid direnci mekanizmalari; ribozomal hedef
degisikligi, aktif ilag pompalari, membran gegirgenligindeki
degisikliktir®®). Calismamizda, klinik 6rneklerden izole dilen
Campylobacter spp. izolatlarinda eritromisin direncinden
sorumlu mekanizmalardan, 23S rRNA gen bolgesindeki
mutasyonlari, L4 ve L22 ribozomal proteinlerindeki aminoasit
degisimlerini, ermBvarligini arastirmayi ve efluks pompasinin
direngteki roliini belirlemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

Hastanemizde 2017-2018 yillari arasinda izole edilen ve
disk diflizyon (DD) yontemiyle eritromisine direngli bulunan
yedi Campylobacter spp. izolati ¢alismaya dahil edildi.
izolatlarin eritromisin minimum inhibitér konstantrasyon
(MiK) degerleri, ‘Resistance-nodulation-cell division” (RND)
tipi aktif pompa inhibitori olan phenyalanin-arginin
B-naphthylamide dihydrochloride (PABN) varliginda (25
pg/mL) ve yoklugunda, sivi mikrodilisyon yontemi ile
EUCAST v.10.0’a gore belirlendi. PABN varliginda eritromisin
MIK degerlerindeki degisimler kaydedildi. Staphylococcus
aureus ATCC 29213 ve Campylobacter jejuni ATCC 33560
ve efluks pompasini asiri eksprese ettigi bilinen Escherichia
coli AG102 suglari kalite kontrol izolatlari olarak kullanildi.

Calismaya alinan yedi Campylobacter spp. izolatinda
eritromisin direncine neden olabilecek diger mekanizmalari
arastirmak igin ‘Single cell lysing buffer’(SCLB) protokoli ile
total hiicre DNA’lari elde edildi. 23S ribozomal DNA V.
bdlgesi, L4 ve L22 proteinlerini kodlayan genler Gibreel ve
arkadaslarinin, ermB gen bélgesi ise Zhang ve ark.nin®
yaptigl calismalarda bahsedilen primerler kullanilarak
cogaltildi®)., Polimeraz zincir reaksiyonu ile dogru
blylklukte amplikon uzuluguna sahip bant gorilen
Grunlerin, tanimlanma laboratuvarina (Eurofins Genomics,
Almanya) gonderilerek DNA dizilemeleri yapildi. Dizileme

analizi GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
adresi lzerinden, eritromisine duyarl oldugu ve mutasyon
saptanmadigi bilinen C. jejuni NCTC 11168 susu referans
alinarak yapildi.

Bulgular

Sivi mikrodiliisyon testinde alti izolatin eritromisin MiK
degeri 264 mg/L; bir Campylobacter coli izolatinin ise 2
mg/L olarak saptanmistir. Bu izolatlarin DD testindeki zon
caplari incelendiginde, eritromisin MiK degerleri 264 mg/L
olan izolatlarin 6 mm, MiK degeri 2 mg/L olan izolatin 22
mm zon ¢api oldugu gorulmuistiir. Bu sonug, EUCAST’In
C. coli'de eritromisin igin belirttig§i 24 mm olan klinik sinir
degere yakin sonug veren bu gibi izolatlarda dikkatli
olunmasi gerektigine isaret etmektedir.

Aktif pompa inhibitori varliginda yapilan SMD testinde
PABN, yedi izolatin hepsinin eritromisin MiK degerlerinde
en az 4 kathk distse yol agarak, izolatlarimizin eritromisin
direncinde efluksun etkin roli oldugunu agikga gostermistir
(Tablo 1). Bir izolatta eritromisin MiK’i, PABN varliginda
duyarh kategorisine ge¢mis, ancak ¢ogu izolatin (SSC 69,
SSC 77, SSC 89, SSC 111, SSC 126) MiK degerlerindeki
duslis, eritromisine duyarli kategoriye girmesine
yetmemistir. Bu durum izolatlardaki eritromisin direncine
baska mekanizmalarin da eslik ettigini dusindirmustar.
Efluks pompasinin, Campylobacter tiirlerinde disiik diizey
makrolid direnci ile iliskili oldugu, fakat eslik eden 23S
rRNA mutasyonlari ile yiiksek diizey makrolid direncinin de
gorilebilecegi bildirilmistir:#),

Sivi mikrodiliisyon testinde MIiK’i =64 mg/L bulunan alt
izolatin hepsinin 23S rRNA bolgesinde A2075G mutasyonu
saptandi (Tablo 1). Bu mutasyona, MiK degeri 2 mg/L bulunan
C. coli izolatinda rastlanmadi. Bu bulgu, A2075G mutasyonun
eritromisine direngli Campylobacter izolatlarinda en sik
rastlanan ve ylksek diizey direngle iliskilendirilen mekanizma
oldugu bilgisini destekle-mektedir®?. Yapilan calismalarda
A2074C ve A2074G mutasyonlari da eritromisin direngiyle
iliskilendirilse de g¢alismamizda bu mutasyonlara
rastlanmamigtir®®, Calismamizda, SSC 36, SSC 77, SSC 111’de
A2075G mutasyonu ile birlikte, SSC 97’de de tek basina olmak
lizere dort izolatta C2113T mutasyonu gozlenmistir (Tablo 1).
Saptanan bu mutasyonun, eritromisine duyarli suslarda da
gorilmesi, yuksek diizey eritromisin direnciyle iliskili olmadigi
distndUrmistar.

Dort izolatta L22 proteininde, 165V, A74G, S109A; bir
izolatta L4 proteininde V121A ve T177S alterasyonlari
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Tablo 1. Campylobacter izolatlarinin, eritromisine direng igin arastirilan gen bélgelerinde saptanan niikleotit/aminoasit degisiklikleri.

Niikleotit/aminoasit degisiklikleri

Kdkenler Eritromisin MiK (mg/L)? 23S rRNA (niikleotit) L4 (aminoasit) L22 (aminoasit)

SSC 36 C. coli 64 (2) A2075G, C2113T - 165V, A74G, S109A
SSC 69 C. jejuni 128 (32) A2075G - -

SSC 77 C. coli 128 (32) A2075G, C2113T - 165V, A74G, S109A
SSC 89 C. jejuni 64 (8) A2075G - -

SSC 97 C. coli 2 (<0.25) C2113T - 165V, A74G, S109A
SSC 111 C. jejuni 128 (8) A2075G, C2113T - 165V, A74G, S109A
SSC 126 C. jejuni 128 (32) A2075G V121A, T177S -

ATCC 33560  C. jejuni 1(0.125) - TE® 165V, S109A
NCTC 11168  C. jejuni 1(0.125) - - -

“ Parantez icindeki degerler, 25 ug/mL PABN varhidindaki eritromisin MIK degerleridir.

b TE: Test edilmed.

ATCC 33560: Duyarlilik testlerinde kalite kontrol kbkeni olarak kullanilmistir.
NCTC 11168: Eritromisine direng i¢in arastirilacak gen bélgelerinde mutasyon olmadigi bilinen “wild type” sustur.

bulundu. 165V ve S109A degisimleri, eritromisine duyarh C.
jejuni ATCC susunda da saptandi. SSC 97 ve C. jejuni ATCC
33560 gibi duyarli suslarda da bu aminoasit degisikliklerinin
gorilmesi, direngli izolatlardaki mekanizmayi agiklamada
bu degisimlerin yeterli olmayacagini distindirmektedir.
Literatiirdeki galismalarda eritromisine direngli ve duyarh
izolatlarda, L4 ve L22 ribozomal proteinlerinde birgok
aminoasit degisikligine rastlanmis, bu mekanizma
Campylobacter’de dusiuk dizey makrolid direnciyle
iligkilendirilmigtir>2,

Campylobacter’lerde ermB geni tasidigi belirlenen ilk susun,
2014 yilinda, Cin’de bir domuzdan izole edilen C. coli ZC113
susu oldugu rapor edilmistir®®., Direngten sorumlu diger
mekanizmalarin saptanamadigi izolatlarda da bulunup
yuksek diizey makrolid direncine neden olabilecegi belirtilse
de c¢alismamizda yedi izolatin higbirinde kazanilmis
eritromisin direng geni, ermB, saptanmamistir.

Sonug

Calismamizda, gastroenteritin en sik bakteriyel nedeni
olarak kabul edilen Campylobacter spp. tedavisinde ilk
tercih haline gelen makrolidlerin direng mekanizmalari
arastirilmistir. izolatlarimizda eritromisin direncinden,
basta 23S rRNA gen bolgesindeki A2075G mutasyonu
olmak tizere RND tipi bir aktif pompanin sorumlu oldugunu
gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Campylobacter, makrolid, direng
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Giris

B-Laktam antibiyotikler etkinlik, gtvenilirlik ve genis etki
spektrumu sebebiyle enfeksiyonlarda en sik kullanilan
antibiyotikler arasindadir. Azetidinon molekiliine bagl
farkh yapisal elemanlara gore penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler ve aztreonam olmak lizere dort ana gruba
ayrilan B-laktamlar; bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan
¢apraz baglanmasini  katalize eden transpeptidaz-
transglikozilaz enzim aktivitesine sahip penisilin baglayici
proteinlere (PBP) baglanarak etkinlik gostermektedir.
B-laktam halkasi agil-D-Ala-D-Ala‘nin yapisal analogudur.
B-laktam grubu antibiyotikler ve D-Ala-D-Ala arasindaki
yapisal benzerlik antibiyotigin PBP’nin aktif bdlgesine
baglanmasini saglar ve transpeptidasyon reaksiyonunu
inhibe ederek bakteri hiicresinin lizis ve 6limiine yol agar.
B-laktamazlar, B-laktam antibiyotiklerin siklik amid bagini
hidrolize ederek halkayr agan ve penisiloik asit tlrevine
donustiren enzimlerdir. Klasik B-laktamaz inhibitorleri olan
klavulanik asit ve sulbaktam yalnizca sinif A B-laktamazlari
inhibe edebilmektedir. Yeni B-laktamaz inhibitorleri olan
vaborbaktam ve relebaktam ise sinif A B-laktamazlara ek
olarak bazi sinif C B-laktamazlari da inhibe edebilmektedir.
Sentetik non-B-laktam bir B-laktamaz inhibitori olan
avibaktam hem sinif A hem sinif C hem de bazi sinif D
B-laktamazlari inhibe edebilmektedir.

Gereg ve Yontem

Ocak 2016- Agustos 2018 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Hastanesi’nde kan dolasimi enfeksiyonlarindan
izole edilmis 167 adet karbapenem grubu antibiyotiklere
direngli K.pneumoniae izolati ¢alismaya dahil edilmistir.
izolatlarin  seftazidim-avibaktam  duyarhliklari  sivi
mikrodilisyon yontemi (BMD), gradyent test yontemi
(E-test, bioMérieux, Fransa) ve BMD temelli seftazidim-
avibaktam duyarliligini saptayan ticari test kiti (Sensititre,
ThermoFisher Scientific, ABD) ile galisiimistir. Gradyent
test ve Sensititre testi ile saptanan seftazidim-avibaktam
duyarhhk sonuglari, altin standart yontem olan BMD
ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuglar EUCAST kilavuzunda belirlenmis olan duyarlilik
sinir degerlerine gore degerlendirilmistir.

Bulgular
Cahsmada sivi mikrodilisyon yontemi ile seftazidim-

avibaktam icin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
araligl, MiK_ ve MIK, degerleri sirasiyla <0.06 - >128

pg/ml, 1 pg/ml ve >128 pg/ml olarak belirlenmistir. Sivi
mikrodiliisyon ve gradyent testi sonuglarina gore, 169
karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae izolatinin
%20.1’'i  (n=34) seftazidim-avibaktama direngli olarak
saptanmistir. Sensititre testi ile sonuglarina gore, testin
uygulandigl 162 karbapenem direngli K. pneumoniae
izolatinin %21.6" i (n=35) seftazidim-avibaktama direngli
olarak saptanmistir.  Seftazidim-avibaktam gradyent
testinin, altin standart yontem olan BMD’a gore duyarlhg
%93.9, 6zgulligu %100 olarak saptanmistir. Sensititre
testinin, altin standart yontem olan BMD yontemine gore
duyarlihg %96.9, 6zgllligl %97.6 olarak saptanmistir.

Sonug

Calismada sivi mikrodillisyon ve gradient test yontemleri
ile %20.1 seftazidim-avibaktam direnci saptanmistir. Altin
standartydntem olan sivimikrodiliisyonile karsilastirildiginda
gerek gradient test gerek Sensititre kitiyle elde edilen
sonuglarin hem duyarlilik hem ozgilltkleri ylksek olarak
saptanmistir. Bu calismada elde edilen sonuglara benzer
sekilde karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda
seftazidim-avibaktam direncinin tespit edildigi ¢alismalar
mevcuttur.Dolayisiylarutinmikrobiyolojilaboratuvarlarinda
seftazidim-avibaktam duyarhliklarinin galisilmasi tedaviye
yon vermesi agisindan oldukga énemlidir.

Ulkemizde en sik OXA-48 karbapenemazlar gériilmekle
birlikte, basta NDM olmak lizere seftazidim-avibaktama
direngli metallo-B-laktamazlar da saptanmaktadir. Bunun
yani sira, son yillarda saptanan OXA-48 varyantlarinda da
seftazidim-avibaktam direnci tespit edilmistir. Dolayisiyla,
seftazidim-avibaktam direnci saptanan K. pneumoniae
izolatlarinda  karbapenemaz  genlerinin  molekdler
yontemlerle arastirlmasinin ve OXA-48 geni tespit
edilen izolatlarda OXA-48 genindeki olasi degisikliklerin
arastirilmasinin gerekli oldugu disinulmagtr.

Anahtar kelimeler: Klebsiella pneumoniae, karbapenem
direnci, seftazidim-avibaktam
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Giris

Antibiyotik direnci, her gegen giin artan ve tim dinyayi
tehdit eden dnemli bir sorundur®®. 2050 yilinda, antibi-
yotik direnci sebebiyle yilda on milyondan fazla 6lim ve
100 milyar dolardan fazla maddi kayip beklenmektedir®.
COVID-19 pandemisi de 2020 yilinin basindan bu zamana
kadar hiz kazanarak devam eden biiyiik toplumsal ve saglk
sorunlarina sebep olmugtur®. Suan, COVID-19 sebebiy-
le 79.2 milyondan fazla insan enfekte olmus, bunlarinda
1.7 milyondan fazlasinin yasamini yitirdigi bilinmektedir®.
Sekonder bakteriyel enfeksiyon (SBE) ile beraber hastaligi
gecirenlerde artmis 6lim ve sekel oranlari bildirilmistir®.
Ayrica, viral faktorlerin immin yaniti bozarak hiicre ve
doku yikimini arttirmasi sebebiyle bakteriyel enfeksiyonla-
rin ortaya ¢ikmasi konusunda yatkinliga sebep oldugu da
bilinmektedir®”),

COVID-19 hastalarinda hastaneye yatirilma ihtiyaci duyan
hastalar ¢cogunlukla 60 yasindan biiyiik hastalardir®. Onceki
galismalarda hastaneye yatan hastalarin 6zellikle sekonder
bakteriyel enfeksiyona ve hastaligin 6lim, morbitide gibi
sonuglarina daha duyarl oldugu gésterilmistir®. Sekonder
bakteriyel enfeksiyonlarin COVID-19 hastalari arasinda %7
ile %15 arasinda goraldugu bildirilmigtiro-12),

SBE’ler, Wuhan’dan yapilan bir ¢alismada COVID-19 has-
talarinin %15’inde gorilmesine ragmen o6len hastalarin
%50’sinde gorilmustir®. Bu durum sebebiyle genis
spektrumlu ampirik antibiyotik kullanimi olasi bakteriyel
enfeksiyonlari 6nlemek ve tedavi etmek amaciyla sikca
uygulanmigtir®415) Ayrica, kisisel koruyucu ekipman (KKE)
kullanimi ve saglik calisanlarinin el hijyeni aligkanliklarinin
6nemli 6lctide degistigi bildirilmektedir*®. Bununla birlik-
te, personel ve KKE eksiklikleri olmasi durumunda bakte-
riyel etkenlerin bulaginda artma olabilecegi gibi pandemi
oncesine gore daha fazla kullanilan ekipmanlarin ve artan
el yikama aliskanliklarinin iyi yénde degismesinin bulasi
azaltma ihtimali de arastirilmahdir. Bu durumu arastirmak
ve antibiyotik uygulamalari igin etkenlerin direng profil-
lerinin ve etiyolojilerinin incelenmesi, gelismekte olan
Ulkeler igin de pandemi doneminde oOzellikle nem arz
etmektedir®”),

Bu ¢alismada; COVID-19 hastalarindaki sekonder enfeksi-
yon etkenleri, etkenlerin antibiyotik direng durumlari ve
pandemi oncesine gore diren¢ durumlarinin degisiminin
karsilastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, Ege Universitesi (EU) Hastanesi’nde yapilimistir
ve veriler 15 Aralik 2019 ile 15 Haziran 2020 arasini kap-
samaktadir. 15 Aralik 2019 ile 15 Mart 2020 arasi pande-
mi Oncesi donem, 15 Mart 2020 ile 15 Haziran 2020 arasi
Turkiye’de pandeminin ilk Gg¢ ayi olarak degerlendirilmeli-
dir.

Hastalardan alinarak EU hastanesine yollanan kan, solunum
yolu, idrar yolu 6rnekleri ve diger (gastrointestinal system
ornekleri, doku vb) drneklerin kiltir sonuglari, antibiyotik
duyarlihk sonuglari mikrobiyoloji veri tabanindan alinarak
geriye doniik olarak incelenmistir. Calisma, Ege Universitesi
Tibbi Aragtirmalar Etik Kurulu (No:20 — 9T / 75) ve Turkiye
Cumbhuriyeti Saghk Bakanlig tarafindan onaylanmistir.

Bulgular

Toplamda 3532 hastadan alinan 4859 kiiltlirde Ureme
gosteren 6rnek aragtirma kapsaminda incelendi. Pandemi
oncesi doneme ait 3034 ornek 2143 hastadan, pandemi
sirasindaki dénemde 1304 hastadan 1702 6rnek ve toplam
1447 COVID-19 hastasindan 85’inde 123 adet bakteriyel
enfeksiyon etkeni tespit edildi.

Pandemiden é&nce: Orneklerin ¢ogu idrar yolu (1472,
%48.52) ve solunum yolu (balgam, bronkoalveoler lavaj vb)
(540, %17.32) ornekleriydi. Escherichia coli (766, %23.55),
Klebsiella pneumoniae (324, %11.56), Pseudomonas aerug-
inosa (254, %8.37) tum bakteriyel etkenler arasinda en sik
gorilen gruplar olarak belirlenmistir. Genis spektrumlu
beta laktamaz (GSBL) Urreten Enterobacterales diger ¢oklu
ilag direnci (CiD) olan etkenler arasinda en cok (630, %20
.76) gortilen etken grubu olarak gézlenmistir.

Pandemi sirasinda: Etkenler en ¢ok idrar (796, %46.77) ve
kandan (276, 16.22%) izole edildi. En sik gorilen etken-
ler E. coli (447, %26.26), K. pneumoniae (197, %11.57), P.
aeruginosa (136, %7.99) oldu (Tablo 1). GSBL Ureten En-
terobacterales (353, %20.74) en sik CiD gdsteren bakteri
grubu olarak ve karbapenemaz lireten Enterobacterales en
sik ikinci CID direncine sahip bakteri grubu olarak belirlendi
(62, 3.64%). COVID-19 hastalari bu grup disinda tutularak
ayrica incelenmistir.

COVID-19 Hastalari: Toplam 1447 COVID-19 hastasinin
(ayaktan ve yatan) 85’inde 123 bakteriyel enfeksiyon etke-
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ni tespit edilmistir. 52 (%3.59) hastada sekonder bakteriyel
enfeksiyon ve 38 hastada (%2.62) hastada da bakteriyel
koenfeksiyon varligi gozlenmis, 5 hastada koenfeksiyon
varliginda sekonder enfeksiyon gelisimi kaydedilmistir. 24
hastadan (%28.24) birden ¢ok etken izole edilmis 61 has-
tada (%71.76) tek bakteriyel patojen izole edilebilmistir.
Etkenlerin ¢ogu idrar (56, %43.90) ve alt solunum yolu 6r-
neklerinden (48, %39.02) izole edilmis olup, en sik etken-
ler E. coli (22, %17.89), K. pneumoniae (15, %12.2) ve
Acinetobacter baumannii (12, %9.76)’dir. Toplam 123
etkenin 78’i (%63.41) hastanin hastaneye yatisindan 2 glin
sonra alinmis olup hastane enfeksiyonu olarak nitelendiril-
mistir.

En ¢ok izole edilen etken olan E. coli'nin %81.81(18) tanesi
idrar orneklerinden tespit edilmistir. Bununla beraber,
A. baumannii alt solunum yolu enfeksiyonlarinda en sik
gorilen enfeksiyon etkeni (10, %21.78) olarak ortaya ¢ik-
mistir (Tablo 2). izole edilen A. baumannii suslarinin hepsi
karbapenem direnglidir.

Daha onceki “severe acute respiratory syndrome” (SARS)
ve “middle east respiratory syndrome” (MERS) epidemile-
rinden, invaziv mekanik ventilasyon tedavisi alan hastalarin
sekonder enfeksiyonlara daha yatkin oldugu ve sagkalimin
bu durumda azaldigi bilinmektedir®®. Bizim calismamizda
tim COVID-19 hastalari igerisinde (yatan ve ayaktan bas-
vuran) bakteriyel koenfeksiyonlar ve sekonder bakteriyel
enfeksiyonlar sirasiyla %2.62 ve %3.59 oraninda tespit edil-
mistir. Tum hastalar igerisindeki dislk bakteriyel koenfek-
siyon ve sekonder bakteriyel enfeksiyon birlikteligi dusu-
nlldiginde genis spektrumlu antibiyotiklerin kullaniminda
dikkatli olunmasinin gerekliligi akildan ¢ikarilmamalidir.

Pandemi doéneminde hastalarda %40.55’lik bir azalma
meydana gelirken kiltur pozitif drneklerde de %43.9’luk
bir azalma meydana gelmistir. Cerrahi islemlerin, hasta-
neye yatislarin kisitlanmasi ve pandeminin ilk doneminde
hastanede yogunlugun minimuma indirilmesi sebebiyle
bu distsler normal olarak karsilanabilir. Bununla beraber,
hastanemizde Staphylococcus aureus igerisinde metisi-
lin direngli olanlarin oraninin pandemi 6ncesinde %27.46
iken COVID-19 grubunda %18.18’e dustligu belirtilmistir.
Cerrahi islemlerin kisitlanmasi sebebiyle ve COVID-19 has-
talarindan doku 6rneklerinin alinmasinin daha az olmasi
ile bu durum agiklanabilir. Ayrica, ¢alismamizda COVID-
19 grubunda A. baumannii oranlarinda pandemi oncesi
(p=0.002) ve pandemi grubuna (p=0.001) gore iki kattan
fazla bir artis gbzlemlenmistir. A. baumannii’lerin gogunun
(10, %83.33) solunum yolundan izole edilmesi ve solunum
yolu bakteriyel enfeksiyonlarinin COVID-19 grubunda be-
lirgin artisi (p=0.001) sebebiyle bu degisimin gerceklestigi
degerlendirilebilir. Ayrica, New Jersey’den yapilan bir ¢alis-
mada, karbapenem direngli A. baumannii sayilarinin 6zel-
likle COVID-19 hastalarinda diger gruplardan sik gorildugi
ve ¢cogunun yogun bakimda tedavi goren hastalardan izole
edildigi belirtilmistir®®),

Sonug

Antibiyotik direnci, COVID-19 gibi devam eden, yavas iler-
liyor olsa da daha az 6nemli olmayan bir sekilde 6nemini
surdirmektedir. Bu kapsamda akilci antibiyotik kullanimi
konusunda ¢alismalarin devam etmesi ve daha da gelisti-

rilmesi 6nemlidir. Bununla beraber, COVID-19’un hastane
temizlik sartlarinda, ¢alisan davraniglarinda yarattigi degi-
sim ve direngli suslarin hastalar arasindaki yayilimina etkisi
halen tam olarak belirlenebilmis degildir. Sonraki ¢alisma-
larda etkenler ve klinik bilgilerin (kataterizasyon, girisim vb)
beraber incelenmesi ile bu durum netlik kazanabilecektir.

Anahtar kelimeler: COVID-19; antibiyotik direnci; sekonder
bakteriyel enfeksiyon; bakteriyel koenfeksiyon

Kaynaklar

1. Nieuwlaat R, Mbuagbaw L, Mertz D, et al. Coronavirus disease
2019 and antimicrobial resistance: Parallel and interacting
health emergencies. Clin Infect Dis. 2020;ciaa773. https://doi.
org/10.1093/cid/ciaa773

2. O’Neill J. Antimicrobial resistance: Tackling a crisis for the
health and wealth of nations The Review on Antimicrobial
Resistance Chaired. 2014. http://www.jpiamr.eu/wp-content/
uploads/2014/12/AMR-Review-Paper-Tackling-a-crisis-for-
the-health-and-wealth-of-nations_1-2.pdf  (Erisim tarihi:
Ocak.2021)

3. Sher L. The impact of the COVID-19 pandemic on suicide
rates. QJM. 2020;113(10):707-712.
https://doi.org/10.1093/gjmed/hcaa202

4. WHO. COVID-19 Weekly Epidemiological Update. 2020;1:4.
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/
situation-reports/20201012-weekly-epi-update-9.pdf (Erisim
tarihi: Ocak.2021)

5. ZhangH, Zhang Y, Wu J, et al. Risks and features of secondary
infections in severe and critical ill COVID-19 patients. Emerg
Microbes Infect. 2020;9(1):1958-64.
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1812437

6. Morris DE, Cleary DW, Clarke SC. Secondary bacterial
infections associated with influenza pandemics. Front
Microbiol. 2017;8:1041
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01041

7. Liderot K, Ahl M, Ozenci V. Secondary bacterial infections
in patients with seasonal influenza a and pandemic HIN1.
Biomed Res Int. 2013;2013: 376219
https://doi.org/10.1155/2013/376219

8. LiX, XuS,YuM, et al. Risk factors for severity and mortality in
adult COVID-19 inpatients in Wuhan. J Allergy Clin Immunol.
2020;146(1):110-8.
https://doi.org/10.1016/j.jaci.2020.04.006

9. ZhangH, Zhang Y, Wu J, et al. Risks and features of secondary
infections in severe and critical ill COVID-19 patients. Emerg
Microbes Infect. 2020;9(1):1958-64.
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1812437

10. LiJ, WangJ, Yang Y, et al. Etiology and antimicrobial resistance
of secondary bacterial infections in patients hospitalized
with COVID-19 in Wuhan, China: a retrospective analysis.
2020;9(1):153
https://doi.org/10.1186/s13756-020-00819-1

11. Huang C, Wang Y, Li X, et al. Clinical features of patients
infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China. Lancet.
2020;395(10223):497-506.
https://doi.org/10.1016/5S0140-6736(20)30183-5

12. Zhou F, Yu T, Du R, et al. Clinical course and risk factors for
mortality of adult inpatients with COVID-19 in Wuhan, China:
a retrospective cohort study. Lancet. 2020;395(10229):1054-
62.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30566-3

13. Yang X, Yu Y, Xu J, et al. Clinical course and outcomes of
critically ill patients with SARS-CoV-2 pneumonia in Wuhan,
China: a single-centered, retrospective, observational study.
Lancet Respir Med. 2020;8(5):475-81.
https://doi.org/10.1016/52213-2600(20)30079-5

14. Rothe K, Feihl S, Schneider J, et al. Rates of bacterial co-

52 TMC 2020 GCevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



infections and antimicrobial use in COVID-19 patients: a
retrospective cohort study in light of antibiotic stewardship.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2020:1-11.
https://doi.org/10.1007/s10096-020-04063-8

15. Sivapalan P, Sivapalan P, Ulrik CS, et al. Proactive prophylaxis
with azithromycin and hydroxychloroquine in hospitalised
patients with COVID-19 (ProPAC-COVID): A structured
summary of a study protocol for a randomised controlled
trial. Trials. 2020;21(1):513.
https://doi.org/10.1186/s13063-020-04409-9

16. Metin N, Turan G, UtluZ. Changes in dermatological complaints
among healthcare professionals during the COVID-19
outbreak in Turkey. Acta Dermatovenerologica Alp Pannonica
Adriat. 2020;29(3):115-22.
https://doi.org/10.15570/actaapa.2020.25

17. Morens DM, Taubenberger JK, Fauci AS. Predominant role

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)

19.

of bacterial pneumonia as a cause of death in pandemic
influenza: Implications for pandemic influenza preparedness.
J Infect Dis. 2008;198(7):962-70.
https://doi.org/10.1086/591708

. Yap FHY, Gomersall CD, Fung KSC, et al. Increase in methicillin-

resistant Staphylococcus aureus acquisition rate and change in
pathogen pattern associated with an outbreak of severe acute
respiratory syndrome. Clin Infect Dis. 2004;39(4):511-6.
https://doi.org/10.1086/422641

Perez S, Innes GK, Walters MS, et al. Increase in hospital-
acquired carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii
infection and colonization in an acute care hospital during
a surge in COVID-19 admissions - New Jersey, February-July
2020. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2020;69(48):1827-31.
https://doi.org/10.15585/mmwr.mm6948e1l

53



SS 015

COVID-19 Hastalik Siirecinde Olusan Antikorlarin Belirlenmesinde
Kullanilan Yedi Platformun Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

Ayse istanbullu Tosun, Filiz Yarimcan

istanbul Medipol Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

£ filizyarimcan@hotmail.com

Giris

COVID-19’un laboratuvar tanisi Polimeraz Zincir Reaksi-
yonu (PCR) ile SARS-CoV-2’ye ait genlerin tespiti seklinde
yapilmaktadir. Bununla birlikte, SARS-CoV-2’ye ait prote-
inlere karsi gelistirilen antikorlari tespit etmeye yonelik
pek ¢ok serolojik kit de gelistirildi. Salginin baslangicinda,
daha serolojik yanitin nasil oldugu konusunda bilgi yokken,
hastaliga tani koymak amaciyla gelistirilen bu kitlerin, akut
fazda antikor gelismediginin gorilmesiyle tanida kullanil-
mayacaklari anlasilmis olsa da, tipik klinik ve radyolojik
bulgularin oldugu, ancak PCR testinin negatif bulundugu
olgularin tanisinda oldukga fayda saglayan testlerdir. Ayri-
ca, seroprevelans g¢alismalarinda ve asemptomatik olarak
hastaligl geciren bireylerin belirlenmesinde bu testler kul-
lanilmaktadir. Asi uygulamalarina baslamadan 6nce ve asi-
nin etkinliginin tespitinde de serolojik testlerin dnemi daha
iyi anlasilacaktr.

Piyasada bulunan SARS-CoV-2 serolojik testleri pek ¢ok agi-
dan farkhhk tasir. Bazi kitler nikleokapsid proteinine karsi
olusan antikorlari tespit etmek lzere gelistirilmisken, bazi-
lari spike proteinine karsi, bazilari da her ikisine karsi gelis-
tirilmistir. Nispeten ucuz ve kolay Uretilen kaset testlerden,
rutin laboratuvarlarda yerini almis otoanalizorlerde kulla-
nima uygun olacak sekilde degisik teknolojiler kullanilarak
gelistirilmistir.

COVID-19'da olusan immunolojik yanitta, antikorlar belirti-
lerin baslangicindan yaklasik 10 giin sonra ortaya g¢ikmak-
tadir. IgM ve IgG serokonversiyonu genellikle ayni anda
gerceklesmektedir®. SARS-CoV-2’ye karsi gelisen antikor-
lar, mevsimlik diger koronaviruslerde oldugu gibi, zamanla
kaybolmaktadir. IgM tipi antikorlar belirtilerin baslangicin-
dan yaklasik bir ay, 1gG tipi antikorlar da yaklasik olarak
iki ay sonra pik yapar ve diismeye baslar, birkag ay icinde
de kaybolur®, Bu sekildeki immun yanitta ‘IgM tipi anti-
kor akut enfeksiyon, IgG tipi antikor gegirilmis enfeksiyon’
seklinde klasik yorum yapilamayacagi i¢in bakilan antikor
tipinin bir 6nem tasimadigi anlagilmaktadir. Bununla birlik-
te, bu kitler gelistirilirken hastaliktaki imman yanit bilinme-
diginden IgM, IgA, 1gG ve total antikor tespit eden kitler
bulunmaktadir.

Bu calismada amacimiz, yedi tane platformun Urettigi anti-
SARS-CoV-2 seroloji kitlerinin analitik performansini deger-
lendirmektir.

Gereg ve Yontem

Piyasada anti-SARS-CoV-2 antikorlarini insan serumunda

tespit etmeyi amaglayan kit Greten yedi platform galismaya
dahil edildi.

Abbott Architect anti-SARS-CoV-2 IgG kiti ile niikleokapsit
proteinine karsi olusan IgG tipindeki antikorlar chemilumi-
niscent magnetic microparticle immunoassay (CMIA) y6n-
temiyle belirlemektedir.

Roche Elecsys SARS-CoV-2 kitiyle niikleokapsit proteinine
karsi olusan total antikorlar electrochemiluminescent (EC-
LIA) yontemiyle tespit edilmektedir.

SNIBE MAGLUMI SARS-CoV-2 IgM/IgG kitiyle hem niikleo-
kapsit hem spike proteinine karsi IgM antikorlari igin im-
munocapture chemiluminescent immunoassay (CLIA), IgG
antikorlari igin indirekt CLIA yontemiyle tespit etmektedir.

AFIAS COVID-19 Ab kiti ve GeTein SARS CoV-2 kiti benzer
sekilde kart testlerin cihazda okunmasi esasina galismak-
tadir. Kaset testte kontrol gizgisinde olusan floresan 1sima
ile test cizgisindeki floresan isima miktarlari oranlanarak
bir endeks deger elde edilip sonug raporlanmaktadir. Bu
teknoloji de Floresan Immunoassay (FIA) olarak adlandi-
rilmaktadir. AFIAS’ta niikleokapsit proteinine karsi olusan
antikorlar, GeTein’de niikleokapsid ve spike proteinine karsi
olusan antikorlar tespit edilmektedir.

Lifotronic SARS-CoV-2 1gM/1gG kiti de niikleokapsit prote-
inine karsi olusa I1gM ve 1gG tipi antikorlari ayri ayri ECLIA
yontemiyle test etmektedir.

BioMerieux VIDAS SARS-CoV-2 kiti spike proteinine karsi
olusan IgM ve IgG igin ayri ayri kitlerde Enzyme Linked Flu-
orescent Assay (ELFA) teknolojisiyle calismaktadir.

Tum bu kitler, Greticinin tavsiye ettigi sekilde, kendi cihaz-
larinda galigildi.

Kit performans ol¢timlerinin yapilmasi igin SARS-CoV-2 an-
tikorlari igin pozitif ve negatif olan serumlardan ‘pozitif’ ve
‘negatif’ gruplar olusturuldu. Her iki grupta da 13 kadin
ve 17 erkek saglk galisaninin serumundan olusmaktaydi.
Negatif grupta yas ortalamasi 37.2+10.2 yil (8 ile 63 yas
arasi), pozitif grupta 32.9+10.2 yil (10-47 yas arasi) olarak
tespit edildi. Pozitif grubu olusturan kisilerin 19’u COVID-
19 gegirdigini, PCR pozitif sonug ile biliyordu. Geride kalan
11 kisiden tigl her ne kadar PCR pozitif sonug elde edilme-
mis de olsa, tipik klinik ve radyolojik bulgular ile COVID-19
tanisi almigt, diger Ug hasta hastaligi gecirdigini bilen bir
doktor hanimin esi ve iki ogluydu, diger bes kisi de hastalig
asemptomatik gegirmis saglik calisaniydi.
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Tablo 1. Calismaya dahil edilen yedi platformun kitleriyle elde edilen analitik performans degerleri.

Kit Duyarhlik Ozgiilliik Pozitif prediktif Negatif prediktif deger Testin giicii
(%) (%) deger (%) (%) (%)
Abbott IgG 86.67 100.00 100.00 99.30 99.33
Roche Total 93.33 100.00 100.00 99.65 99.67
SNIBE IgM 26.67 96.67 29.63 96.16 93.17
SNIBE 1gG 63.33 100.00 100.00 99.11 98.17
Afias IgM 0.00 100.00 - 95.00 95.00
Afias 1gG 96.67 100.00 100.00 99.82 99.83
Lifotronic IgM 43.33 96.67 40.63 97.01 94.00
Lifotronic 1gG 76.67 100.00 54.76 98.75 95.67
Getein IgM 60.00 96.67 38.71 96.84 93.83
Getein I1gG 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
VIDAS IgM 60.00 100.00 100.00 96.94 97.00
VIDAS 1gG 96.67 100.00 100.00 99.82 99.83

Pozitif ve negatif gruplari olusturan serumlar, ¢alismaya
dahil edilen tim kitler ile galisildi. Performans hesaplari
yapilirken, pozitif kanlarin hem IgG hem IgM igerdikleri var-
sayildi. Asagidaki formiiller Excel tablosuna girildi ve her kit
icin elde edilen sonuglar girilerek kit performans paramet-
releri hesaplandi.

Duyarlilik=Pozitif gruptan test ile pozitif bulunan 6rnek
sayisi/30

Ozgiillik=Negatif gruptan test ile negatif bulunan érnek
sayisi/30

Pozitif  Prediktif Deger (PPD)=DuyarlilikxPrevalans/
[DuyrhhkxPrevelans+(1-6zgullik)x(1-prevelans)]

Negatif Prediktif Deger (NPD)=0Ozgiilliikx(1-Prevelans)/
[(1-duyarhlk)xPrevelans+6zglllikx(1-Prevelans)

Testin Giici=DuyarlilikxPrevelans+Ozgiilliikx(1-Prevelans)

Hastalik prevelansi, FDA’'in de kullandigi, %5 olarak kabul
edilerek hesaplar yapildi.

istatistiksel anlamlilik degerlendirilmesi igin %95 giivenilirlik
araligi da Excel’in istatistik modiilii kullanilarak hesaplandi.

Bulgular

Elde edilen performans degerlerinin sonuglari Tablo’da
Ozetlenmistir. Abbott ARCHITECT sisteminde anti-SARS-
CoV-2 IgG kitinin duyarliigr %87.7 (%95CI %69.3-%96.2),
Ozgullugl %100 (%95CI %88.4-%100) olarak tespit edildi.
Roche, Elecsys Anti-SARS-CoV-2 kitinin duyarliigi %93.3
(%95C1 %77.9-%99.2),0zglillik %100 (%95CI %88.4-
%100)'di. SNIBE MAGLUMI SARS-CoV-2 IgM/IgG kitinin
IgM igin duyarliligr %26.7 (%95Cl %12.3-%45.9), 6zgullugi
%96.7 (%95CI %69.3-%96.2), I1gG icin bu oranlar sirasiyla
%63.3 (%95CI %69.3-%96.2) ve %100(%95CI %82.8-
%99.9)’dii. AFIAS'ta IgM igin duyarhhk %0, 6zgillik %100
(%95CI %88.4-%100); 1gG icin duyarlilk %96.7 (%95Cl
%82.8-%99.9), 6zgullik %100 (%95CI %88.4-%100) olarak
tespit edildi. Lifotronic anti-SARS-CoV-2 IgM igin duyarlilik
ve 0zgulliik sirasiyla %43.3 (%95CI| %25.7-%62.6), ve %96.7
(%95CI %82.9-%99.9); 1gG icin %76.7 (%95C| %57.7-%90.0)
ve %100 (%95CI %88.4-%100) olarak hesaplandi. GeTein
sisteminde duyarlilk IgM i¢in %60.0 (%95CI %40.6-%77.3),
IgG icin %100 (%95C! %88.4-%100); 6zgillik de IgM icin
%96.7 (%95C| %82.7-%99.9), IgG icin %100 (%95CI %88.4-
%100) bulundu. BioMérieux platformunun sundugu VIDAS
Anti SARS-CoV-2 IgM kitinin duyarliligi %60 (%95CI %40.6-

%77.3), 0zglllugl %100 (%95CI %88.4-%100); VIDAS Anti-
SARS-CoV-2 IgG kitinin duyarligl %96.7 (%95Cl %82.8-%99.9),
0zglllugl %100 (%95CI %88.4-%100) olarak hesaplandi.

Sonug

Cahsilan tim kitlerde 1gG igin 6zgilliik %100 bulundu yani
anti-SARS-CoV-2 IgG igin higbir yalanci pozitif sonug elde
edilmedi. Ozgillik agisindan degerlendirildiginde, tim
platformlar IgM igin de iyi performans gosterdi, SNIBE,
Lifotronic ve GeTein sistemlerde, her platformda farkli bir
hasta 6rneginde olmak lizere birer yalanci pozitif sonug
elde edildi. Pozitif 6rnekleri yakalama giicu olarak da ifa-
de edilebilecek duyarlilik degerleri 1gG igin %63.3 (SNIBE)
ile %100 (GeTein) arasinda tespit edildi. IgM kitlerinde
duyarlilik degerleri ¢ok duisuk tespit edildi [0% (AFIAS) ile
%43.3 (Lifotronic)]. AFIAS sistemiyle IgM ve IgG sonuglari
bir hasta i¢in ayni anda sonuglandigi igin, IgM’in ¢alismi-
yor olmasi 6rnegin antikor igerip icermedigini degerlen-
dirmek agisindan bir sorun yaratmadi. AFIAS ile sadece bir
pozitif hasta kagirilmis oldu. IgM kitleri icin tespit edilen
disik duyarlilik degerlerinin nedeni bazi hastalarda has-
taligin bu asamasinda bu antikorlarin negatiflesmis olma-
si olabilir. Pozitif gruptaki hastalarin dokuzunda tim plat-
formlarda IgM negatif bulundu. IgG’leri tim 6rneklerde
pozitif bulan bir platform vardi (GeTein), bu ylzden 1gG
acisindan performans degerlendirme sonuglari gergek
durumu yansitmaktaydi.

Sonug olarak, performans olarak test edilen tim kitler
benzer ve rutin laboratuvarda kullanilabilir kabul edilecek
sonuglar verdi.

Anahtar kelimeler: Duyarlilik, 6zgullik, serolojik test, COVID-19
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Giris

Antibiyotik direnci, her gegen giin artan ve tim dinyayi
tehdit eden 6nemli bir sorundur®. 2050 yilinda, antibiyotik
direnci sebebiyle yilda on milyondan fazla 6lim ve 100
milyar dolardan fazla maddi kayip beklenmektedir®?.
COVID-19 pandemisi de 2020 yilinin bagindan bu zamana
kadar hiz kazanarak devam eden biiyiik toplumsal ve saglk
sorunlarina sebep olmustur®. Suan, COVID-19 sebebiyle
79.2 milyondan fazla insan enfekte olmus, bunlarinda 1.7
milyondan fazlasinin yasamini vyitirdigi bilinmektedir®.
Sekonder bakteriyel enfeksiyon (SBE) ile beraber hastaligi
gecirenlerde artmis 6lim ve sekel oranlari bildirilmistir®.
Ayrica, viral faktorlerin immiin yaniti bozarak hiicre ve doku
yikimini arttirmasi sebebiyle bakteriyel enfeksiyonlarin
ortaya ¢ikmasi konusunda yatkinliga sebep oldugu da
bilinmektedir®”),

COVID-19 hastalarinda hastaneye yatirilma ihtiyaci duyan
hastalar ¢cogunlukla 60 yasindan biiyiik hastalardir®. Onceki
galismalarda hastaneye yatan hastalarin 6zellikle sekonder
bakteriyel enfeksiyona ve hastaligin 6lim, morbitide gibi
sonuglarina daha duyarl oldugu gdsterilmistir®. Sekonder
bakteriyel enfeksiyonlarin COVID-19 hastalari arasinda %7
ile %15 arasinda gorildiga bildirilmigtir®-12,

SBE’ler, Wuhan’dan vyapilan bir g¢alismada COVID-19
hastalarinin %15’inde gorilmesine ragmen 6len hastalarin
%50’sinde  gorilmustir®. Bu durum sebebiyle genis
spektrumlu ampirik antibiyotik kullanimi olasi bakteriyel
enfeksiyonlari 6nlemek ve tedavi etmek amaciyla sikca
uygulanmistir®415)_ Ayrica, kisisel koruyucu ekipman (KKE)
kullanimi ve saglik galisanlarinin el hijyeni aliskanliklarinin
6nemli 6lctide degistigi bildirilmektedir®®., Bununla birlikte,
personel ve KKE eksiklikleri olmasi durumunda bakteriyel
etkenlerin bulasinda artma olabilecegi gibi pandemi
oncesine gore daha fazla kullanilan ekipmanlarin ve artan
el yikama aliskanliklarinin iyi yonde degismesinin bulasi
azaltmaihtimalide arastirilmahdir. Budurumuarastirmakve
antibiyotik uygulamalari igin etkenlerin direng profillerinin
ve etiyolojilerinin incelenmesi, gelismekte olan Ulkeler igin
de pandemi déneminde 6zellikle 6nem arz etmektedir®”.

Bucalismada; COVID-19 hastalarindaki sekonder enfeksiyon
etkenleri, etkenlerin antibiyotik direng durumlari ve

pandemi dncesine gore direng durumlarinin degisiminin
karsilastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, Ege Universitesi (EU) Hastanesi’nde yapilmistir
ve veriler 15 Aralik 2019 ile 15 Haziran 2020 arasini
kapsamaktadir. 15 Aralk 2019 ile 15 Mart 2020 arasl
pandemi Oncesi donem, 15 Mart 2020 ile 15 Haziran
2020 arasi Turkiye’de pandeminin ilk G¢ ayr olarak
degerlendirilmelidir.

Hastalardan alinarak EU hastanesine yollanan kan, solunum
yolu, idrar yolu ornekleri ve diger (gastrointestinal system
ornekleri, doku vb) érneklerin kiltiir sonuglari, antibiyotik
duyarhhk sonuglari mikrobiyoloji veri tabanindan alinarak
geriye doniik olarak incelenmistir. Calisma, Ege Universitesi
Tibbi Aragtirmalar Etik Kurulu (No:20 — 9T / 75) ve Turkiye
Cumbhuriyeti Saghk Bakanligi tarafindan onaylanmstir.

Bulgular

Toplamda 3532 hastadan alinan 4859 kiiltiirde Ureme
gosteren ornek aragstirma kapsaminda incelendi. Pandemi
oncesi doneme ait 3034 6rnek 2143 hastadan, pandemi
sirasindaki donemde 1304 hastadan 1702 6rnek ve toplam
1447 COVID-19 hastasindan 85’inde 123 adet bakteriyel
enfeksiyon etkeni tespit edildi.

Pandemiden é&nce: Orneklerin ¢ogu idrar yolu (1472,
%48.52) ve solunum yolu (balgam, bronkoalveoler lavaj vb)
(540, %17.32) 6rnekleriydi. Escherichia coli (766, %23.55),
Klebsiella pneumoniae (324, %11.56), Pseudomonas
aeruginosa (254, %8.37) tim bakteriyel etkenler arasinda
en sik gorilen gruplar olarak belirlenmistir. Genis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) ureten Enterobacterales
diger coklu ilag direnci (CID) olan etkenler arasinda en ¢ok
(630, %20.76) gorilen etken grubu olarak gézlenmistir.

Pandemi Sirasinda: Etkenler en ¢ok idrar (796, %46.77) ve
kandan (276, 16.22%) izole edildi. En sik gorilen etkenler
E. coli (447, %26.26), K. pneumoniae (197, %11.57),
P. aeruginosa (136, %7.99) oldu (Tablo 1). GSBL Ureten
Enterobacterales (353, %20.74) en sik CiD gésteren bakteri
grubu olarak ve karbapenemaz lreten Enterobacterales en

56 TMC 2020 GCevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)


mailto:mustafa13karatas@gmail.com

Tablo 1. izole edilen bakterilerin gruplara gore dagilim.

izole Edilen Etkenler Pandemiden Once

Pandemi Sirasinda COVID-19 Hastalari

n, (%) n, (%) n, (%)
Escherichia coli 766 25.25 447 26.26* 22 17.89*
Klebsiella pneumoniae 324 10.68 197 11.57 15 12.20
Acinetobacter baumanii 106 3.49%** 53 3.11%** 12 9.76%**
Corynebacterium striatum 84 2.77 39 2.29 5 4.07
Enterococcus faecium 174 5.74 115 6.76 8 6.50
Enterococcus faecalis 201 6.62 122 7.17 9 7.32
Pseudomonas aeruginosa 254 8.37 136 7.99 8 6.50
Staphylococcus aureus 193 6.36 112 6.58 11 8.94
Proteus mirabilis 79 2.60 37 2.17 3 2.44
Other 853 28.11 444 26.09 30 24.39
Toplam 3034 100.00 1702 100.00 123 100.00
Tablo 2. COVID-19 hastalarindan izole edilen etkenlerin etiyolojileri.
idrar yolu Alt solunum yolu Kan dolagimi Diger Toplam
enfeksiyonlan enfeksiyonlar enfeksiyonlar
Klebsiella pneumoniae 9 4 2 15
Enterococcus faecalis 8 1 9
Escherichia coli 18 1 3 22
Acinetobacter baumannii 2 10 12
Enterococcus faecium 8 8
Staphylococcus aureus 1 7 1 2 11
Pseudomonas aeruginosa 2 5 1 8
Corynebacterium striatum 5 5
Diger 8 16 5 4 33
Toplam 56 48 12 7 123

sik ikinci CID direncine sahip bakteri grubu olarak belirlendi
(62, 3.64%). COVID-19 hastalari bu grup disinda tutularak
ayrica incelenmistir.

COVID-19 Hastalari: Toplam 1447 COVID-19 hastasinin
(ayaktan ve yatan) 85’inde 123 bakteriyel enfeksiyon
etkeni tespit edilmistir 52 (%3.59) hastada sekonder
bakteriyel enfeksiyon ve 38 hastada (%2.62) hastada
da bakteriyel koenfeksiyon varligi goézlenmis, 5 hastada
koenfeksiyon varliginda sekonder enfeksiyon gelisimi
kaydedilmistir. 24 hastadan (%28.24) birden ¢ok etken
izole edilmis 61 hastada (%71.76) tek bakteriyel patojen
izole edilebilmistir. Etkenlerin ¢ogu idrar (56, %43.90) ve
alt solunum yolu 6rneklerinden (48, %39.02) izole edilmis
olup, en sik etkenler E. coli (22, %17.89), K. pneumoniae
(15, %12.2) ve Acinetobacter baumannii (12, %9.76)dir.
Toplam 123 etkenin 78’i (%63.41) hastanin hastaneye
yatisindan 2 gilin sonra alinmis olup hastane enfeksiyonu
olarak nitelendirilmistir.

En ¢ok izole edilen etken olan E. coli’'nin %81.81(18) tanesi
idrar Orneklerinden tespit edilmistir. Bununla beraber,
A. baumannii alt solunum yolu enfeksiyonlarinda en sik
gorilen enfeksiyon etkeni (10, %21.78) olarak ortaya
cikmistir (Tablo 2). izole edilen A. baumannii suslarinin
hepsi karbapenem direnglidir.

onceki “severe acute syndrome”

Daha respiratory

(SARS) ve “middle east respiratory syndrome” (MERS)
epidemilerinden, invaziv mekanik ventilasyon tedavisi alan
hastalarin sekonder enfeksiyonlara daha yatkin oldugu ve
sagkalimin bu durumda azaldigi bilinmektedir®®. Bizim
calismamizda tim COVID-19 hastalari igerisinde (yatan ve
ayaktan basvuran) bakteriyel koenfeksiyonlar ve sekonder
bakteriyel enfeksiyonlar sirasiyla %2.62 ve %3.59 oraninda
tespit edilmistir. TUm hastalar icerisindeki diisiik bakteriyel
koenfeksiyon ve sekonder bakteriyel enfeksiyon birlikteligi
disunuldiginde genis spektrumlu  antibiyotiklerin
kullaniminda dikkatli olunmasinin gerekliligi akildan
cikarilmamalidir.

Pandemi doneminde hastalarda %40.55’lik bir azalma
meydana gelirken kultiir pozitif 6rneklerde de %43.9'luk
bir azalma meydana gelmistir. Cerrahiislemlerin, hastaneye
yatislarin  kisitlanmasi ve pandeminin ilk déneminde
hastanede yogunlugun minimuma indirilmesi sebebiyle
bu dlstsler normal olarak karsilanabilir. Bununla beraber,
hastanemizde Staphylococcus aureus igerisinde metisilin
direngli olanlarin oraninin pandemi Oncesinde %27.46
iken COVID-19 grubunda %18.18’e dustugu belirtilmistir.
Cerrahi islemlerin kisitlanmasi sebebiyle ve COVID-19
hastalarindan doku 6rneklerinin alinmasinin daha az
olmasi ile bu durum agiklanabilir. Ayrica, galismamizda
COVID-19 grubunda A. baumannii oranlarinda pandemi
oncesi (p=0.002) ve pandemi grubuna (p=0.001) gore iki
kattan fazla bir artis gbzlemlenmistir. A. baumannii’lerin

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) 57



¢ogunun (10, %83.33) solunum yolundan izole edilmesi
ve solunum yolu bakteriyel enfeksiyonlarinin COVID-19
grubunda belirgin artisi (p=0.001) sebebiyle bu degisimin
gerceklestigi degerlendirilebilir. Ayrica, New Jersey’den
yapilan bir galismada, karbapenem direngli A. baumannii
sayilarinin 6zellikle COVID-19 hastalarinda diger gruplardan
stk goruldigli ve ¢ogunun yogun bakimda tedavi goren
hastalardan izole edildigi belirtilmigtir®®.

Sonug

Antibiyotik direnci, COVID-19 gibi devam eden, yavas
ilerliyor olsa da daha az 6nemli olmayan bir sekilde
onemini siirdirmektedir. Bu kapsamda akilci antibiyotik
kullanimi konusunda ¢alismalarin devam etmesi ve daha
da gelistirilmesi 6nemlidir. Bununla beraber, COVID-19’un
hastane temizlik sartlarinda, ¢alisan davraniglarinda
yarathigl degisim ve direngli suslarin hastalar arasindaki
yayiimina etkisi halen tam olarak belirlenebilmis
degildir. Sonraki galismalarda etkenler ve klinik bilgilerin
(kataterizasyon, girisim vb) beraber incelenmesi ile bu
durum netlik kazanabilecektir.

Anahtar kelimeler: COVID-19; antibiyotik direnci; sekonder
bakteriyel enfeksiyon; bakteriyel koenfeksiyon

Kaynaklar

1. Nieuwlaat R, Mbuagbaw L, Mertz D, et al. Coronavirus disease
2019 and antimicrobial resistance: Parallel and interacting
health emergencies. Clin Infect Dis. 2020;ciaa773. https://doi.
org/10.1093/cid/ciaa773

2. O’Neill J. Antimicrobial resistance: Tackling a crisis for the
health and wealth of nations The Review on Antimicrobial
Resistance Chaired. 2014. http://www.jpiamr.eu/wp-content/
uploads/2014/12/AMR-Review-Paper-Tackling-a-crisis-for-
the-health-and-wealth-of-nations_1-2.pdf  (Erisim tarihi:
Ocak.2021)

3. Sher L. The impact of the COVID-19 pandemic on suicide
rates. QJM. 2020;113(10):707-712.
https://doi.org/10.1093/gjmed/hcaa202

4. WHO. COVID-19 Weekly Epidemiological Update. 2020;1:4.
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/
situation-reports/20201012-weekly-epi-update-9.pdf (Erisim
tarihi: Ocak.2021)

5. Zhang H, Zhang Y, Wu J, et al. Risks and features of secondary
infections in severe and critical ill COVID-19 patients. Emerg
Microbes Infect. 2020;9(1):1958-64.
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1812437

6. Morris DE, Cleary DW, Clarke SC. Secondary bacterial
infections associated with influenza pandemics. Front
Microbiol. 2017;8:1041
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01041

7. Liderot K, Ahl M, Ozenci V. Secondary bacterial infections
in patients with seasonal influenza a and pandemic HIN1.
Biomed Res Int. 2013;2013: 376219
https://doi.org/10.1155/2013/376219

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Li X, Xu S, Yu M, et al. Risk factors for severity and mortality in
adult COVID-19 inpatients in Wuhan. J Allergy Clin Immunol.
2020;146(1):110-8.
https://doi.org/10.1016/j.jaci.2020.04.006

Zhang H, Zhang Y, Wu J, et al. Risks and features of secondary
infections in severe and critical ill COVID-19 patients. Emerg
Microbes Infect. 2020;9(1):1958-64.
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1812437

LiJ, WangJ, Yang Y, et al. Etiology and antimicrobial resistance
of secondary bacterial infections in patients hospitalized
with COVID-19 in Wuhan, China: a retrospective analysis.
2020;9(1):153

https://doi.org/10.1186/s13756-020-00819-1

Huang C, Wang Y, Li X, et al. Clinical features of patients
infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China. Lancet.
2020;395(10223):497-506.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30183-5

Zhou F, Yu T, Du R, et al. Clinical course and risk factors for
mortality of adult inpatients with COVID-19 in Wuhan, China:
a retrospective cohort study. Lancet. 2020;395(10229):1054-
62.

https://doi.org/10.1016/5S0140-6736(20)30566-3

Yang X, Yu Y, Xu J, et al. Clinical course and outcomes of
critically ill patients with SARS-CoV-2 pneumonia in Wuhan,
China: a single-centered, retrospective, observational study.
Lancet Respir Med. 2020;8(5):475-81.
https://doi.org/10.1016/52213-2600(20)30079-5

Rothe K, Feihl S, Schneider J, et al. Rates of bacterial co-
infections and antimicrobial use in COVID-19 patients: a
retrospective cohort study in light of antibiotic stewardship.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2020:1-11.
https://doi.org/10.1007/s10096-020-04063-8

Sivapalan P, Sivapalan P, Ulrik CS, et al. Proactive prophylaxis
with azithromycin and hydroxychloroquine in hospitalised
patients with COVID-19 (ProPAC-COVID): A structured
summary of a study protocol for a randomised controlled
trial. Trials. 2020;21(1):513.
https://doi.org/10.1186/s13063-020-04409-9

Metin N, Turan G, Utlu Z. Changes in dermatological complaints
among healthcare professionals during the COVID-19
outbreak in Turkey. Acta Dermatovenerologica Alp Pannonica
Adriat. 2020;29(3):115-22.
https://doi.org/10.15570/actaapa.2020.25

Morens DM, Taubenberger JK, Fauci AS. Predominant role
of bacterial pneumonia as a cause of death in pandemic
influenza: Implications for pandemic influenza preparedness.
J Infect Dis. 2008;198(7):962-70.
https://doi.org/10.1086/591708

Yap FHY, Gomersall CD, Fung KSC, et al. Increase in methicillin-
resistant Staphylococcus aureus acquisition rate and change in
pathogen pattern associated with an outbreak of severe acute
respiratory syndrome. Clin Infect Dis. 2004;39(4):511-6.
https://doi.org/10.1086/422641

Perez S, Innes GK, Walters MS, et al. Increase in hospital-
acquired carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii
infection and colonization in an acute care hospital during
a surge in COVID-19 admissions - New Jersey, February—July
2020. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2020;69(48):1827-31.
https://doi.org/10.15585/mmwr.mm6948e1

58 TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



SS 017

Kolistinin Klebsiella pneumoniae izolatlarinda Etkinliginin
Belirlenmesinde Vitek-2 Sistemi ile Sivi Mikrodillisyon Yonteminin
Karsilastirilmasi
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Giris

Cok ilaca direngli gram-negatif bakterilerin ortaya cikisi
ile kolistin, karbapenem direngli Gram negatif etkenlerin
tedavisi igin tigesiklin ile birlikte tek tedavi alternatifi olarak
artan oranda kullaniimaktadir. Kolistin kullaniminin artmasi
nedeniyle de diinya ¢apinda kolistin direncini rastlanilan
sorunlardan biri hline gelmistir®.

Kolistin i¢in antimikrobiyal duyarllik testleri birgok nedenle
teknik olarak sorun olusturmaktadir. Bunun ana nedeni,
biyuk molekil agirligina sahip olan kolistinin  agara
difizyonunun zor olmasi, bu durumun disk diflizyon ve
gradiyent test yontemlerinin performansini digiirmesidir.
Yapilan calismalarda, yari-otomatize sistemlerin perfor-
manslariinda kolistin direncini saptamada yeterli olmadigi
gosterilmistir?. 2017 yilinda “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)” ve “European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” ortak ¢alisma
grubu, kolistin duyarliliginin belirlenmesinde polistren
mikroplakve kolistin stilfat tuzu kullanimini, referans yontem
olarak ise “International Organization for Standardization
(ISO)” standart sivi mikrodillisyon yontemine (SMD)
(20776-1) gore calisiimasini dnermistir®),

Cahsmamizda kolistinin  gram-negatif bakterilere in
vitro etkinliginin belirlenmesinde Vitek-2 (BioMérieux,
Marcyl’Etoile, Fransa) sistemi ve mikrodilisyon temeline
dayanan Sensititre (Thermo Fisher Scientific, Birlesik Krallik)
hazir ticari sisteminin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu c¢alismaya, 2019 vyillinda cgesitli klinik o6rneklerden

[solunum yolu 6rnegi (n= 16), kan (n=11), cilt ve yumusak
doku (n= 10) ve idrar (n= 7), ] izole edilen farkh hastalara
ait ¢ok ilaca direngli 44 Klebsiella pneumoniae izolati dahil
edildi.

izolatlarin tanimlama ve antibiyotik duyarhlik testleri
“matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight, mass spectrometry (MALDI-TOF MS)” ve Vitek-2
(BioMérieux, Marcyl’Etoile, Fransa) sistemi ile yapildi.
Calismada, ayrica mikrodiliisyon temeline dayanan 0.0625-
128 mg/L konsantrasyon araliginda dehidrate kolistin
ve Ureme kontrol kuyucugu iceren mikroplaklar halinde
kullanima hazir olarak tretilmis Sensititre (Thermo Fisher
Scientific, Birlesik Krallik) marka kit kullanildi.

Her iki sistemin birbiri ile kategorik uyumu (KU) [ortlisen
(S,R) kategorik sonug sayisi]; blytik hata (BH) (mikrodiltisyon
yontemi ile duyarli olup, otomatize antibiyotik duyarlhk
sistemiileyanlisdirenclisaptanansonuglar) ve gok biiylk hata
(GBH) (mikrodiliisyon yontemi ile direngli olup, otomatize
antibiyotik duyarhlik sistemi ile yanhs duyarli saptanan
sonuglar) oranlari hesaplandi. Sonuglar, ISO kriterlerine gére
degerlendirildi (KU >%90; BH ve CBH <%3)1.

Bulgular

iki Klebsiella pneumoniae izolat Sensititrede kolistin
duyarli bulunurken, Vitek-2 sisteminde direngli olarak
bulunmustur. BH orani %4.5 olarak saptanirken, CBH
saptanmamigtir. Sensititre ve Vitek-2 sisteminin KU orani
%95.4 bulunmustur. Calismanin sonuglari Tablo 1’de
Ozetlenmistir.

Tablo 1. izolatlarin Sensititre sivi mikrodiliisyon yontemi ile saptanan kolistin MiK degerleri ve Vitek-2 yontemi ile saptanan kolistin MiK

degerlerine gore kargilagtiriimasi.

Vitek-2 sistemi ile kolistin MiK (mg/L) degerlerine gére
izolat sayilari (n= 44)

<=0.5 2 4 8 >=16 >=32
Sensititre sivi mikrodiliisyon yéntemi ile kolistin MiK (mg/L) degerlerine gére 0.5 15 1 1 1 1
izolat sayilari (n= 44) 2 1
4 2 4
8 2 1
16 8
32 6
>=64 3
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Sonug

Mevcut sorunlar ve kolistin duyarlihiginin hizh, dogru ve
tekrarlanabilirligi yliksek bir yontemle galisilarak optimum
tedavinin mimkin olan en kisa sirede baglanmasi
gerekliligi, uygulamasi kolay, ek ekipman ve tecribe
gerektirmeyen kullanima hazir ticari SMD temelli testlerin
bircok laboratuvar tarafindan giderek artan oranlarda
kullanimina neden olmustur®),

Calismamizda Sensititre sivi mikrodillisyon ydntemi ile
Vitek-2 otomatize sistemi arasindaki kategorik uyum kabul
edilebilir sinirlar igindeyken (%95.4), buyik hata orani
kabul edilebilir sinirlarin Gzerinde (%4.5) saptanmistir.
Vitek-2 sistemi ile biyik hata oraninin kabul edilebilir
sinirlarin Uzerinde bulunmus olmasi nedeniyle, 6zellikle
kolistinin klinik olarak endike oldugu ve bagka tedavi
seceneginin kalmadigi durumlarda kolistin igin referans sivi
mikrodillisyon yonteminin kullaniimasi gerektigi sonucuna
varilmistir.

Anahtar kelimeler: Kolistin, sivi mikrodillisyon yontemi,
otomatize antibiyotik duyarlilik sistemi
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Test Yontemi

Kiibra Yildinm?*2, Ece Simsek!?, Serhat Bozkurt?, Orhan Kogak?, Ozlem Koyuncu Ozyurt?,
Ahmet Yilmaz Coban'?
1Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve Diyetetik Bélimii, Antalya

2Verem Calismalari Uygulama ve Arastirma Merkezi (AKVUAM), Antalya
3Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya

e kubrayildirim@akdeniz.edu.tr

Giris

Acinetobacter baumannii, zorunlu aerop, pleomorfik,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketsiz gram negatif
basildir. Saprofit olarak dogada ve hastane ortaminda
bulunur ve mekanik solunum cihazlari gibi nemli yizey-
lerde, deri gibi kuru ylzeylerde yasayabilir. Saglikh birey-
lerin ¢ok az bir kisminda normal orofarengeal floranin bir
elemani olarak, ayrica viicudun farkli bélgelerinde bulu-
nabilir ve degisik agirlikta seyreden enfeksiyonlara yol
acabilir®. A. baumannii kompleksi, bakteriyemi, pnémo-
ni, menenjit ve lriner sistem enfeksiyonlari gibi siklikla
hastanede kazanilan enfeksiyonlarla iliskili olarak karsimi-
za gtkmaktadir®,

Diger birgok firsatgi gram negatif basilde oldugu gibi, artan
antibiyotik direnci, Acinetobacter spp. tirleri ile olusan
hastane enfeksiyonlarinin tedavisini de engellemektedir.
A. baumannii antibiyotiklere en sik direng gelistiren tir-
dir. A. baumannii kaynakli enfeksiyonlarinin tedavisi 6nce-
likle in-vitro antibiyotik duyarlilik testlerine gore yapilmali-
dir. Minimum inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) saptan-
masinda sivi mikrodiliisyon test yontemi (SMD) ve agar
dillisyon test yontemleri uygulanmasi ve elde edilen deger-
lerin bunlarin daha 6nceden saptanmis sinir degerleri ile
karsilastiriimasi altin standarttir®. Ozellikle endise konusu
olan, A. baumannii kompleksinin, Beta laktamlar, floroki-
nolonlar, tetrasiklinler ve aminoglikozitler de dahil olmak
lizere mevcut antibiyotiklere g¢oklu direng (MDR) goster-
mesidir.

Bu amagla ¢alismamizda A. baumanii izolatlarinda kolistin
direncinin hizli ve dogru olarak belirlenebilmesi amaciyla
SMD temel alinarak, canh bakterilerin gorsel olarak tanim-
lanmasini saglayan kolorimetrik bir duyarhlk test yéntemi
gelistirilmesi amaglanmistir.

Tablo 1. SMD ve RMY ile elde edilen MiK sonuglarinin karsilastiriimasi.

Gereg ve Yontem

Calismaya alinan 50 adet A. baumanii izolati igin tiir dlze-
yinde identifikasyon MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics,
Almanya) sistemiyle yapilmistir. Kolistin MiK degerleri SMD
yontemi ile tespit edilmis olup, EUCAST kriterlerine gore
minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) <2 pg/ml ise
duyarli ve >2 ug/ml ise direngli olarak belirlenmistir®.

Tiim izolatlarin kolistin MiK degerleri rezasurin mikroplak
yontemi (RMY) ile de test edilmistir. Kolistin 16-0.5 pg/ml
konsantrasyonlarinda test edilmistir. Tum plaklar SMD yon-
temindeki gibi hazirlanmistir. McFarland no 0.5 bulanikh-
ginda hazirlanan bakteri izolatlarinin 1:100 dilisyonundan
50 pl plaklara eklenmis, 5 saatlik inkiibasyon sonrasinda
%0.02’lik taze rezasurin sollisyonundan tiim kuyucuklara
30 pl olarak ilave edilmistir. Plaklar 1 saat daha inkiibasyo-
na birakilarak, antibiyotiksiz kontrol kuyucugunda rengin
maviden kirmiziya déniismesiyle test sonuglandiriimistir.
MIK degeri rengin kirmiziya dénmedigi son konsantrasyon
olarak belirlenmistir®®.

Bulgular

Calismada test edilen izolatlarin MiK sonuglari Tablo 1’de
sunulmustur. SMD ydntemiyle 3 kolistin direngli izolatin
MiK degeri >16 ug/ml olarak bulunurken, RMY ile bu izo-
latlarin birinin MiK degeri >16 pg/ml, diger iki izolatin ise
16 pg/ml olarak saptanmistir. Kolistin direngli diger 3 izolat
icin MiK degerleri hem SMD yéntemi ve hem de RMY ile 16
ug/ml saptanmistir. Bir direngli izolatin MiK degeri her iki
yéntemle de 4 pg/ml bulunmustur. Duyarli 7 izolatin MiK
degerleri her iki yontemde de 2 pug/ml olarak bulunmustur.
Alti izolatin MiK degerleri SMD ydnteminde 1 pg/ml bulu-
nurken, RMY ile 2 izolatin MiK degeri 1 pg/ml ve kalan 4
izolatin ise 0.5 pug/ml olarak saptanmistir. Kalan duyarli 30
izolatin MiK degerleri her iki yontemle de 0.5 pg/ml ola-

Yontem MIK

>16 pg/ml 16 pg/ml 4 pg/ml 2 pug/ml 1 pg/ml <0.5 pg/ml Toplam izolat
SMD 3 3 1 7 6 30 50
RTY 1 5 1 7 2 34 50
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rak bulunmustur. RMY ile galisilan tim izolatlar SMD y6n-
temiyle karsilastirildiginda her iki yontemde de toplamda 7
izolat direncli kalan 43 izolat duyarli olarak saptanmistir.
Sonuglar FDA tarafindan baz alinan kriterlere gore karsilas-
tirilmis ve kategorik uyum %100 olarak saptanmigtir?).

Sonug

Cok ilaca direngli A. baumannii enfeksiyonu tedavisinde
kolistin son care antibiyotik olarak kullanilmaktadir®™. Bu
nedenle ayni giin igerisinde klinisyene duyarllk sonucunu
bildirmek tedavinin erken baslamasini saglayacaktir. Sonug
olarak RMY kolistin direncinin erken tespiti i¢cin umut vaat
etmekte olup, rutin laboratuvarlarda kullanilmadan 6nce
¢ok merkezli ileri galismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumanii, hizli antibiyo-
tik duyarlilik testi, resazurin, kolistin

Kaynaklar

1. Gordon NC, Wareham DW. Multidrug-resistant Acinetobacter
baumannii: mechanisms of virulence and resistance. Int J of
Antimicrob Agents. 2010;35(3):219- 26.
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2009.10.024

Boucher HW, Talbot GH, Bradley JS, et al. Bad Bugs, No Drugs:
No ESKAPE! An Update from the Infectious Diseases Society
of America. Clin Infect Dis. 2009;48(1):1-12.
https://doi.org/10.1086/595011

Kahlmeter G, Brown DF, Goldstein FW, et al. European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
technical notes on antimicrobial susceptibility testing. Clin
Microbiol Infect. 2006;12(6):501-3.
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2006.01454.x

EUCAST. The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of
MICs and zone diameters. Version 9.0, 2019.

Coban AY. Rapid determination of methicillin resistance
among Staphylococcus aureus clinical isolates by colorimetric
methods. J Clin Microbiol. 2012;50(7):2191-3.
https://doi.org/10.1128/JCM.00471-12

Coban AY, Uzun M, Akgunes A, Durupinar B. Comparative
evaluation of the microplate nitrate reductase assay and the
rezasurin microtitre assay for the rapid detection of multidrug
resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates. Mem
Ins Oswaldo Cruz. 2012;107(5):578-81.
https://doi.org/10.1590/s0074-02762012000500002

Gida ve ilag idaresi. 2009. Endiistri ve FDA icin rehberlik. Sinif
Il 6zel kontroller rehber dokiimani: antimikrobiyal duyarlilik
test (AST) sistemleri. Cihazlar ve Radyolojik Saglik, Gida ve ilag
idaresi, ABD Saglik ve insan Hizmetleri Bakanlig, Silver Spring,
ABD.

62 TMC 2020 GCevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



SS 023

Tiiberkiiloz Tanisinda Molekiiler Testler Hayat Kurtarici Olabilir:
Merkezi Laboratuvar Deneyimi

Ulkii Oral Zeytinli

Istanbul Kamu Hastaneleri Hizmetleri 2. Baskanlik Merkezi Laboratuvar, istanbul

e zy.ulku@hotmail.com

Giris

Calismamizin amaci; Merkezi Laboratuvarda 2020 yilinda
test edilmis olan, mikobakteri kiltir ve/veya PCR test
istenilen BOS 6rneklerinin Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid,
Sunnyvale, CA, ABD) sonucu retrospektif olarak
degerlendirmektir. istanbul Kamu Hastaneleri Hizmetleri 2.
Baskanlik Merkezi Laboratuvar Hizmet Bolgesi Anadolu
yakasinda bulunan 9’u Egitim ve Arastirma Hastanesi
olmak lizere toplam 14 hastaneden olusmaktadir. Hastane
laboratuvarlarinda acil testler ¢alisiimakta, idrar harici tim
drneklerin kiltir ekimleri yapilmaktadir. idrar kiltir
ekimleri, MALDI-TOF identifikasyon ve 11 hastanenin
antibiyogramlari, (3 blylk Egitim Arastirma hastanesi’'nde
antibiyogramlar yapilmaktadir.) tlberkiiloz, IFA, PCR,
manuel seroloji, hemogram,sedimantasyon, ELISA, seroloji
ve allerji testleri Merkezi Laboratuvarda galisiimaktadir.

Gereg ve Yontem

1 Ocak 2020- 10 Aralk 2020 tarihleri arasinda Merkezi
Laboratuvarda test edilmis olan mikobakteri kultir ve/
veya PCR istenilen 658 BOS &rnegi Xpert MTB/RIF Ultra
(Cepheid, Sunnyvale, CA, ABD) test sonucu retrospektif
olarak degerlendirilmistir.

Bulgular

Onbir aylik stiregte toplam 658 BOS 6rneginde Xpert MTB/
RIF ultra testi calisiimistir. Test edilen 658 BOS orneginin
6’sinda Mycobacterium tuberculosis complex (MTB) DNA
pozitif bulunmustur. MTB DNA pozitif 6 BOS 6rneginin 2
hastaya ait oldugu ve rifampisin direncinin negatif oldugu
tespit edilmistir. ilk hasta; 59 yasinda kadin hasta (Y.K.), 28
Mayis 2020 tarihinde menenijit, septisemi, toksoplazmozis
on tanilari ile hastaneye yatirilmistir. 6 Haziran, 22 Haziran
ve 3 Temmuz 2020 tarihlerinde alinan ve mikobakteri
kilttr ve PCR istenilen BOS 6rnekleri, Xpert MTB/RIF ultra
sistemi ile test edilmis ve MTB DNA pozitif RIF direnci
negatif bulunmus, sonuglar ortalama 2 saat 50 dakika
icinde doktoruna bildirilmistir. Hastanin kan kilttriinde 11
Temmuz 2020 Acinetobacter baumanii Giremesi olmustur.
Hastanin ARB sonuglari negatif, mikobakteri kiltlr testleri

sonuglanmadan hastanin exitus oldugu bilgisine ulagiimistir.
ikinci hasta 12 yas erkek cocuk, (H.N.), 5 Ekim 2020
tarihinde bronkopnémoni 6n tanisi ile hastaneye
yatirilmistir. 7 Ekim, 9 Ekim ve 26 Ekim 2020 tarihlerinde
alinan ve mikobakteri kilttr ve PCR istenilen BOS 6rnekleri,
Xpert MTB/RIF ultra sistemi ile test edilmis ve MTB-DNA
pozitif RIF direnci negatif bulunmus, sonuglar ortalama 2
saat 27 dakika icinde doktoruna bildirilmistir. 7 Ekim 2020
tarihinde klinisyene pozitif Xpert sonucu iletilmis, tedavi
planlanan steroid acilen durdurulmustur. 9 Ekim 2020
tarihinde 2. BOS 6rneginin Xpert testi sonucu da pozitif
olunca tlberkiiloz tedavisi planlanmistir. Hastanin
mikobakteri kilttr-identifikasyon 2 Kasim 2020 (26. gin),
antibiyogram 29 Kasim 2020 (53. gin) tarihlerinde
sonuclanmistir. Hastanin genel durumu iyi, tedavisi basari
ile devam etmektedir.

Sonug

Tuberkiloz tanisi 6rnegin verilis seklinden laboratuvar
uzmaninin onayina kadar olan tim siireglerden
etkilenmektedir. Konvansiyonel yontemler malesef zaman
alici molekiler yontemler ise ‘hizli ve maliyetli’ olarak
degerlendirilmektedir. Fakat maliyet degerlendirilmesinde;
hastaya en erken ve en dogru taniyi koyabilme, hastanede
yatis sdresi, uygulanan ilag tedavileri degerlendirilirse,
Kisacasl ‘insan hayati “ distndlirse; molekiler yontemlerin
ozellikle BOS ornekleri gibi kiymetli 6rneklerde kullaniimasi
cok buyuk gerekliliktir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Xpert
MTB/RIF, istanbul
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istanbul Bélgesi’nde SARS-CoV-2 Viriisii
Tam Boy Genom Dizileme On Sonuglari
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Seda Salman Yilmaz3, Kenan Midilli*
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Giris

ilk olarak Aralik 2019'da, Cin’in Wuhan sehrinde tespitin-
den bu yana, koronavirus hastaligi 2019 (COVID-19) etkeni
olan agir solunum sendromu koronavirtsi 2 (SARS-CoV-2),
kisa zamanda Diinya ¢apinda yayilarak pandemiye sebep
olmustur®. Coronaviridae ailesinin Betacoronaviriis sini-
finda yer alan SARS-CoV-2 pozitif polariteli ve tek zincirli bir
RNA virstdir®, Zoonotik bir viris olan SARS-CoV-2, gene-
tik olarak yarasa koronavirlsline yliksek olarak benzerlik
gostermektedir (%96)>%. RNA virtsleri polimeraz dizelt-
me aktivitesine sahip olmamalari nedeniyle goérece olarak
mutasyona daha yatkindir, SARS-CoV-2 bu gline kadar bek-
lenildiginden daha disiik oranda mutasyona ugramis olsa
da, tam boy genomik yapisinin ortaya konarak virilans,
bulastiricilik ve patojeniteyle yakindan iliskili mutasyonla-
rin saptanmasi ve virisiin epidemiyolojik hareketlerinin
izlenmesi 6Gnemlidir®>®),

Bu calismanin amaci, istanbul’da viriisiin tam genom anali-
zi yapilarak yayilim aglarinin ortaya konmasi ve viriis geno-
munda meydana gelecek olasi degisikliklerin izlenmesidir.

Gereg ve Yontem

Calismaya istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
COVID-19 Tani Laboratuvari’'na SARS-CoV-2 varligi arastiril-
mak Uzere gonderilmis ve degisik zaman dilimlerine ait,
gercek zamanh revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksi-
yonu (RT-PCR) ile SARS-CoV-2 RNA pozitif saptanan 84
solunum yolu 6rnegi dahil edildi. Coklu PCR ile SARS-CoV-2
genomu cogaltilarak amplikon dizileme yontemine dayali
yeni kusak dizileme (YKD) teknigi kullanildi. Kutiphane
hazirlamada RNA o&rneklerinden ters transkripsiyon ile
cDNA hazirlanmasini takiben COVID-19 genomu 343 amp-
likonu iceren ¢oklu PCR yontemi ile CleanPlex” Research
NGS Panel (Paragon Genomics, Inc., Amerika Birlesik
Devletleri) kullanilarak ¢ogaltildi. Elde edilen amplikonlarin
konsantrasyonlari Qubit (Thermo Fisher Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri) cihazi kullanilarak fluorometrik olarak
Olguldli. Daha sonra PCR orneklerinin fragmentasyon ve
tagmentasyon islemleri Nextera™ DNA Flex Library Prep
(Hlumina, Amerika Birlesik Devletleri) kiti ile gerceklestiril-
di. Kutiiphanenin final konsantarasyonu her bir érnek igin
100 pM konsantrasyonda olacak sekilde 6rneklerden olus-
turulan 20 ul'lik havuza %5 PhiX DNA eklenerek yeni kusak

dizileme islemi Illumina MiniSeq cihazi “high-output”
sekans kiti kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen dizilerin
biyoinformatik analizleri lllumina SARS-Cov-2 NGS Data
Toolkit, Linux altinda Spade paketi, online olarak https://
www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/ ile
https://clades.nextstrain.org/ vyazilimlari kullanilarak
yapildi7:#),

Bulgular

Dizilenen 84 6rnegin Clade analizinde, bu 6rneklerin biyik
¢ogunlugunun Mart’tan itibaren Avrupa’da yayilan ve sal-
gini domine eden 20A’ grubunda yer aldigi (44/84), geri
kalan kisminin ¢ogunun (37/84) 20A’dan evrilen 20B gru-
bunda yer aldigi, az bir kisminin da (3/84) salginin orijinal
kokenine yakin olan 19A grubunda yer aldigi goralda.
Mutasyon analizlerinde D614G mutasyonu 37 ornekte
(%44) saptanirken kokenlerin yarisindan fazlasinda
(%55.95, 47/84) yayinlanan primer bolgerine ait mutas-
yonlarin bulunmasi dikkat ¢ekici idi (Sekil 1).
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Sekil 1. Calismaya dahil edilen 84 SARS-CoV-2 pozitif 6rnegin

filogenetik agaci.
Sonug

Sonug olarak bolgemizde farkli viral kokenlerin dolasimda
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oldugu gosterilmis olup, patojeniteye etki eden mutasyon-
larin ve farkl veri tabanlarinda yayinlanan primer bolgele-
rindeki degisimlerin saptanmasi, klinik seyir ve tani kitleri-
nin performanslarinin degerlendirilmesi agisindan onemli

bulunmustur. 4
Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, RT-PCR, yeni kusak dizile-

me, biyoinformatik 5.
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COVID-19 Hastalig iliskili Rino-Orbital Mukormikoz: Vaka Serisi
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Girig

COVID-19, Severe Acute Respiratory Syndrome virus-2
(SARS-CoV-2)’nin etken oldugu bir solunum yolu hastaligi-
dir. Aralik 2019’da, Cin’de ilk kez tanimlanmis ve kisa siirede
tiim diinyaya yayilmistir®. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
pandemi ilan edilmis ve ilk tanimlandigl glinden itibaren
yaklasik 10 ayda yaklasik 37 milyon kisi enfekte olmus ve
bir milyondan fazla kisi hayatini kaybetmistir>®), Hastalik
klinigi asemptomatik olarak seyredebildigi gibi, solunum
yetmezligine kadar giden agir tablolar gelisebilmektedir.
Semptom tespit edilen vakalarda en sik solunum semp-
tomlari, ates, oksiriik ve dispne tanimlanmistir. Daha ciddi
vakalarda, pnémoni, agir akut solunum yolu enfeksiyonu,
bébrek yetmezligi ve hatta dlim gelisebilir®.

En belirgin laboratuvar bulgulari lenfopeni, nétrofil-lenfosit
oraninda artma, Laktat Dehidrogenaz (LDH) enzim arti-
sl, karaciger fonksiyon testlerinde bozulma, fibrinojen
ve D-dimer artigidir. Hastalarin her iki akcigerinde infilt-
rasyon sik gorilmektedir®. Klinik aniden bozulabilmekte
ve oksijenizasyon yetersiz olmaktadir. Akut Respiratuar
Distress Sendromu (ARDS) olarak bilinen tabloya hiz-
Ii ilerleme olmakta ve hastalar solunum yetmezliginden
kaybedilmektedir. Tedaviye ragmen devam eden direngli
ates, devamli ylksek seyreden ya da artmaya devam eden
C-reaktif protein (CRP) ve ferritin degerleri, D-dimer ylk-
sekligi, lenfopeni ve trombositopeni seklinde sitopeniler,
karaciger fonksiyon testlerinde bozulma, hipofibrinojene-
mi veya trigliserid degerlerinde yiikselme gibi bulgularinin
varligi hastalik seyrine Makrofaj Aktivasyon Sendromu
(MAS) tablosu veya sitokin firtinasinin eslik ettigine isa-
ret eder®. Tedavisinde immunsupresif ajanlar olan tocili-
zumab, anakinra gibi monoklonal antikorlar ve steroidler
kullanilmaktadir(”:#),

COVID-19 hastaliginda olusan immiin disregilasyon, alve-
ol hasari, uzun sireli hastanede ve yogun bakimda yatma,
immunsupresif tedaviler alma sonucunda invaziv mantar
enfeksiyonlari gelismektedir®. Bunun yaninda diyabetes
mellitus (DM), mukormikoz igin risk faktériidir ve steroid
kullanimi kan glukoz diizeylerinin yliksek seyretmesine ne-
den olmaktadir. Mukormikozun tanisi ve tedavisi oldukca
gl¢ ve zahmetlidir. Mortalite oranlar ylksektir. Viral solu-
num yolu enfeksiyonlarina sekonder olarak artmis insidans
ile gorilebilir®®, Burada COVID-19 tanisi ile tedavi almis
ve mukormikoz gelismis alti vaka sunmaktayiz. Vakalari-
mizin 6zellikleri ve aldiklari immunsupresif tedaviler Tablo
1’de verildi.

Gereg ve Yontem

Hastalarin nazal strtintilerinden SARS Cov-2 Real time PCR

(Bioeksen, Turkiye) galisild.

Mikolojik inceleme: Hastalarimizdan alinan 6rnekler, Kay-
seri Sehir Hastanesi Mikoloji laboratuvarinda galisildi. Doku
parcalari steril ortamda sikloheksimitsiz Sabouraud deks-
troz agara (SDA; Oxoid, Birlesik Krallik) ekim yapildi ve 37°C
ve 25°C inkiibasyona birakildi. Direk mikroskobik inceleme
icin 6rnegin kalinhgi ve inceligine gére doku pargalarina
%15 ve %30 potasyum hidroksit ile muamele edildi. Sun-
mus oldugumuz tiim hasta orneklerinin mikroskobik ince-
lemesinde dallanan ve dallanmayan septasiz genis hiyalen
hifler gérildi (Resim 1). Ayrica g ile bes giin arasinda tim
petrileri doduran, koloni rengi beyazdan-gri renge donen
mantar Uremeleri saptandi (Resim 2). Kltlrler laktofenol
pamuk mavisi ile degerlendirildi (Resim 3).

Resim 1. Dallanan ve dallanmayan septasiz genis hifler.

Olgu 1: Elli yedi yasinda erkek hasta, bilinen talasemi minor
ve DM hastaligi ile takipliymis. COVID-19 tanisi ile servise
yatirilmis. Antiviral tedaviye ek olarak, ARDS olmasi nede-
ni ile deksametazon (16 mg/gin, parenteral) baslanmis.
MAS ile uyumlu bulgulari olmasi Gizerine tocilizumab (100
mg, parenteral) verilmis. Hastanin tedavisinin 14. giiniinde
ylzlinin sag yarisinda agri olmasi nedeniyle yapilan mua-
yenede hassasiyet mevcut idi. Endoskopik sinlis muayene-
sinde ise maksiller siniis mukozasinda nekrotik ve kanamali
alanlar saptandi. Paranazal sinis bilgisayarl tomografi (BT)
gorintilemesinde, sag maksiller bolgede mukozal kalin-
lagsma izlendi. Hastaya liposomal amfoterisin B (5 mg/kg/
gln, parenteral) baslandi. Hasta acil cerrahi debridman igin
operasyona alindi. intraoperatif doku 6rneginde Mucor
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Resim 2. Petriyi dolduran, gri-beyaz koloni renkli, mantar iire-
meleri.

spp. Uremesi bildirildi. Operasyon sonrasi komplikasyon
gelismeyen ve parenteral antifungal tedavisi dort haftaya
tamamlanan hasta, oral posakonazol tedavisi ile taburcu
edildi.

Olgu 2: Yetmis bir yasinda, DM ve kronik bobrek yetmezligi
tanilari ile tedavi alan hasta, COVID-19 tanisi ile hastane-
ye yatirilmig. Antiviral tedavinin yani sira, sekonder bak-
teriyel pnémoni gelisimi nedeniyle meropenem (1 gr/glin
parenteral), ARDS nedeni ile de deksametazon (6 mg/giin,
parenteral) verilmis. Klinigi diizelmesi izerine de taburcu
edilmis. Dort glin sonra, nefes darligi sikayeti ile tekrar bas-
vuran hastada COVID-19 progresyonu saptanmis ve tekrar
klinige yatirilmis. Hastanin sag goziinde sislik sikayeti olma-
st ve maksiller bolgede hassasiyeti olmasi Uzerine gekilen

Resim 3. Laktofenol pamuk mauvisi ile boyama.

paranazal sints BT'de, sag maksiller sinuste total havalan-
ma kaybina neden olan, kemik duvarda yer yer destriiksi-
yona sebep olan yumusak doku izlendi. Endoskopik muaye-
nede sinis igerisinde piy goruldi. Hastaya meropenem (3
gr/gun, parenteral), liposomal amfoterisin B (5 mg/kg/gtin,
parenteral), posakonazol (200 mg/gun, oral) baslandi. Ope-
rasyona alinarak nekrotik dokular ve pily temizlendi. Doku
kiltlrl Mucor spp. Uredi. Antifungal tedaviyi dort hafta al-
diktan sonra posakonazol oral tedavisi ile taburcu edildi.

Tablo 1. COVID-19 tanisi ile tedavi alan ve kiif enfeksiyonu gelisen hastalar.

Yas  Cinsiyet SARS-CoV-2 Toraks Alt Entiibasyon Yiiksek Doz Steroid/Doz immunsupresif Tani
PCR BT Hastalik Steroid tedavi
1 57 E Pozitif COVID-19 ile DM - Deksametazon Tocilizumab Rino-orbital
uyumlu Talasemi 16 mg/gin 100 mg Mukormikoz
Tasiyici

Olgu2 71 E Pozitif COVID-19 ile DM - Deksametazon - Rino-orbital
uyumlu KBY 16 mg/gin Mukormikoz

Olgu3 88 E Negatif COVID-19 ile HT - Metilprednisolon - Rino-orbital
uyumlu KAH 40 mg/gin Mukormikoz

Olgud 74 K Pozitif COVID-19 ile DM - Deksametazon - Rino-orbital
uyumlu Hipotiroidi 16 mg/gin Mukormikoz

Olgu5 74 E Negatif COVID-19 ile HT - Deksametazon Etanercept Rino-orbital
uyumlu KAH 16 mg/giin 50 mg Mukormikoz

Olgue 73 E Pozitif COVID-19 ile DM Metilprednisolon Deksametazon - Rino-orbital
uyumlu HT 1000 mg 8 mg/giin Mukormikoz
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Olgu 3: Seksen sekiz yasinda, bilinen hipertansiyon (HT) ve
koroner arter hastaligi (KAH) olan hastada, COVID-19 tanisi
ile 14 glndir antiviral ve deksametazon tedavisi almakta
iken ortaya c¢ikan sol yanakta sislik sikayeti oldu. Yapilan
muayenesinde sol nazal kavitede hemorajik krutlar ve na-
zal kavitede beyaz renkli mantar hifleri izlendi. Liposomal
amfoterisin B (5 mg/kg/glin, parenteral), posakonazol (200
mg/giin, oral) baslandi. Hasta mukormikoz 6n tanisi ile
operasyona alindi ve debridman yapildi. intraoperatif ali-
nan doku kiltirinde Mucor spp. Uredi. Operasyon sonrasi
takiplerinde kardiyak arrest olan hasta, tedavinin altinci
giniinde kaybedildi.

Olgu 4: Yetmis dort yasinda, DM ve hipotiroidi tanilari ile
takipli kadin hasta, COVID-19 nedeni ile 14 glin antiviral
tedavi ve metilprednisolon (40 mg/gin, parenteral) teda-
vi aldiktan sonra taburcu edilmis. Sag yanakta sislik olmasi
Gzerine tekrar basvurmus. Paranazal sints BT'de sag mak-
siller sinlisi dolduran opasite izlendi. Hasta mukormikoz 6n
tanisi ile operasyona alindi. intraoperatif alinan doku kiil-
tlrtinde Mucor spp. Uredi. Liposomal amfoterisin B (5 mg/
kg/glin, parenteral) baslandi. Tedavinin 11. giiniinde hasta
kaybedildi.

Olgu 5: Yetmis dort yasinda, HT ve KAH tanilari ile takip-
li erkek hasta, COVID-19 tanisi ile klinige yatirilmis. ARDS
olmasi nedeni ile deksametazon (12 mg/giin, parenteral)
almakta olan hastaya, MAS gelismesi lizerine etanercept
(50 mg, subkutan) uygulanmis. Tedavinin 18. glintinde sol
g6z kapaginda diisme ve goz hareketlerinde kisithlik olan
hastanin endoskopik siniis muayenesinde nekrotik alanlara
rastlandi. Hasta acil debridman igin operasyona alindi ve
liposomal amfoterisin B (5 mg/kg/glin, parenteral), posa-
konazol (200 mg/giin, oral) baslandi. intraoperatif alinan
doku kiltiriinde Mucor spp. iredi. Mevcut hali ile tedavisi,
yogun bakim Unitesinde devam etmektedir.

Olgu 6: Yetmis Ui¢ yaginda, DM ve HT tanilari ile takipli has-
ta COVID-19 nedeni ile antiviral tedavi almis. Retrobulber
norit tanisi ile tekrar yatirilmis ve pulse steroid (1000 mg
parenteral) verilmis. Tedaviden 10 giin sonra hasta ekzof-
talmus nedeni ile tekrar bagvurmus. Paranazal sinlis BT'de
ethmoid sinlste kalinlasma izlenmis. Hasta mukormikoz
tanisi ile operasyona alindi ve liposomal amfoterisin B (5
mg/kg/glin, parenteral), posakonazol (200 mg/gln, oral)
baslandi. intraoperatif alinan doku kiiltiiriinde Mucor spp.
Uredi. Hasta tedavinin altinci gliniinde kaybedildi.

Sonug
COVID-19 hastaliginin tedavisinde her an her sey degisebil-

mektedir ve henliz standardize edilmis bir tedavi protokoli
olusturulamamistir. Yukarda sunmus oldugumuz alt1 rino-

orbital mukormikozlu hastanin COVID-19 tedavisi esna-
sinda, degisen oranlarda steroid ve immunsupresif ilaglar
kullaniimistir. Bu hastalarda anjiyoinvazif karakterde olan
mukormikoz enfeksiyonu sikliginin artmasi, mevcut alt has-
taliklarin yani sira kullanilan steriod ve imminsiipresyon
ilaglara bagli olabilir. Bu nedenle bu hastalarda steroid ve
benzeri ilaglarin kullanimina dikkat etmek ve olusabilecek
sekonder fungal enfeksiyonlari unutmamak gerekmekte-
dir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, mukormikoz, immunsupres-
yon, diabetes mellitus
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Giris

Pseudomonas aeruginosa, idrar yolu enfeksiyonlari, pno-
moni ve bakteriyemi dahil olmak tizere yiiksek morbidite
ve mortaliteye sahip nozokomiyal enfeksiyonlarin onde
gelen etkenidir®. Bakterinin antimikrobiyallere karsi hem
dogal hem de kazanilmis direnci enfeksiyonlarinin tedavisi-
ni guclestirmektedir?,

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye tutunarak kendi tret-
tikleri organik bir ekzopolisakkarid matriks icine gomulu
halde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk-
tur. P. aeruginosa’nin aljinat, Psl ve Pel olmak Uzere biyo-
film olusumunda rol oynadig bildirilen t¢ ekzopolisakkariti
vardir®. Biyofilm olusumu, klinik ortamlarda
P. aeruginosa’nin hem akut hem de kronik enfeksiyonla-
rinin patogenezine katkida bulunur®. Biyofilmde bulunan
bakteriler, planktonik formlarina kiyasla antimikrobiyal
ajanlara ¢ok daha direnglidir ve konakgl immiin yanit tara-
findan ortadan kaldirilmasi zor olan uzun sireli veya kronik
enfeksiyonlara yol acar®. Biyofilm tretimi ile iliskili antimik-
robiyal direng, biyofilm ile iligkili enfeksiyonlar durumunda
klinik uygulamada ciddi bir tehdit olusturmaktadir®”, Bu tur
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler, plank-
tonik formlardan cok biyofilmlere yénelik secilmelidir®.
Calismamizda P. aeruginosa izolatlarinin biyofilm tGretimini
ve antibiyotik direng profilini inceledik.

Gereg ve Yontem

Calismaya, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda 2020
yilinda gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 86 P. aerugino-
sa izolat dahil edildi. Her hastaya ait tek bir izolat ¢alismaya
alindi. P. aeruginosa izolatlarinin tanimlama ve seftazidim,
sefepim, imipenem, meropenem, amikasin, gentamisin,
siprofloksasin ve levofloksasin igin duyarlilik testleri Mic-
roscanWalkaway 96 Plus (BeckmanCoulter, ABD) otoma-
tize sistem ile yapildi. Sonuglar EUCAST 2019 klinik sinir
degerler tablosuna gore degerlendirildi®®.

izolatlarin biyofilm olusumu, daha &nce Freeman ve
ark/nmint tarif ettigi yontem kullanilarak Kongo Kirmizi-
st Agar (KKA) besiyerinde degerlendirildi. Kongo Kirmizisi
Agar (CRA) besiyeri; beyin kalp infliizyon buyyonu (Conda,
ispanya) (37 g/L), siikroz (Isolab, Tiirkiye) (50 g/L), agar (10
g/L) ve Kongo kirmizisi boyasi (CDH, Hindistan) (0.8 g/L) ile
hazirlandi. Kongo kirmizisi boyasi konsantre bir sekilde ayri
olarak hazirlandi ve her iki karisim otoklavda 121°C’de 15
dk steril edildi. Besiyeri 55°C’ye sogutulduktan sonra Kon-
go kirmizisi boyasi soliisyonu eklendi. Steril plastik petri-
lere dokulen besiyeri taze olarak kullanildi. KKA besiyeri-

ne ekimleri yapilan izolatlar normal atmosferik kosullarda
37°C’de 1 gece inkibe edildi ve ertesi gin plaklar incelen-
di. KKA besiyerinde siyah koloni olusturan izolatlar biyofilm
retimi pozitif ve seffaf/kirmizi koloni olusturan izolatlar bi-
yofilm tretimi negatif olarak degerlendirildi®?. Pozitif kont-
rol olarak Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, negatif
kontrol olarak S. epidermidis ATCC 12228 suslari kullanildi.

Calismada istatistiksel yontem olarak ki-kare testi kullanildi
ve p degeri <0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismamiza dahil ettigimiz 86 P. aeruginosa izolatinin
38’i alt solunum yolu, 21’i idrar, 17’si yara yeri, 9’u kan
ve 1'i beyin omurilik sivisi 6rneklerinden izole edilmis-
tir. izolatlar arasinda en yiiksek antibiyotik diren¢ orani
%39,5 ile imipeneme idi. Levofloksasine %30, seftazidime
%22, sefepime %21, meropeneme %17 ve amikasine %7
direng belirlendi. Ayrica amikasine ve meropeneme orta
duyarliizolatlarin orani sirasiyla %20 ve %23’ti (Tablo
1). P. aeruginosa izolatlarinin %10.5’inde goklu ilag direnci
(MDR) tespit edildi.

KKA ydntemiyle izolatlarin 9’unun (%10.5) biyofilm Uret-
tigi tespit edildi. KKA besiyerinde biyofilm Uretimi pozitif
ve negatif P. aeruginosa izolatlari Sekil 1’de gosterilmistir.
Biyofilm tireten 9 izolattan 3’ (%33) imipeneme, 2’si (%22)
seftazidime, 2'si (%22) sefepime, 2’si (%22) levofloksasine
ve 1'i (%11) meropeneme direngli olarak bulundu. Amika-
sine direngli izolat bulunmadi. MDR tespit edilen izolatlar-
dan 1’'inde (%11) biyofilm Gretimi gozlendi. Biyofilm Ureti-
mi gozlenmeyen 77 izolatin antibiyotik direnci; imipenem
%40, levofloksasin %31, seftazidim %22, sefepim %21 ve
meropenem %18 olarak bulundu. Biyofilm Ureten ve iret-
meyen izolatlar arasinda antibiyotik direnci agisindan ista-
tistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin antibiyotik direng
profili.

Antibiyotik Duyarh intermediate  Direngli Toplam
n (%) n (%) n (%) n
imipenem 52 (60.5) 0(0) 34 (39.5) 86
Meropenem 51 (60) 20 (23) 15 (17) 86
Seftazidim 67 (78) 0(0) 19 (22) 86
Sefepim 68 (79) 0(0) 18 (21) 86
Amikasin 63 (73) 17 (20) 6(7) 86
Levofloksasin 60 (70) 0(0) 26 (30) 86
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Sekil 1. Kongo kirmizisi agar besiyerinde biyofilm iiretimi pozitif
ve negatif Pseudomonas aeruginosa izolatlari.

Sonug

Pseudomonas aeruginosa, bagisikhg baskilanmis ve yogun
bakim Unitelerinde yatan hastalarinda karsilasilan enfeksi-
yonlar igin ciddi bir endise kaynagidir*?. Bakterinin pek cok
antimikrobiyal ajana hizl direng gelistirme yetenegi enfek-
siyonun tedavisini guglestirmektedir.

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin yurt icinde ve di-
sinda antimikrobiyal duyarlliklari igin yapilan ¢alismalar
incelendiginde, direng oranlarinin yillara ve bélgelere gore
degisik dagilimlar gosterdigi dikkati cekmektedir®?, Calis-
mamizda izolatlar en ylksek oranda imipeneme (%39.5)
ve en dlslk oranda amikasine (%7) direng gostermistir.
Ulkemizde yapilan bir calismada benzer sekilde en yiiksek
direng orani imipeneme (%43.4) ve en diisiik direng orani
amikasine (%14.5) tespit edilmistir®), Kése ve ark.* yap-
tiklari ¢alismada P. aeruginosa izolatlarinin meropenem
duyarhhgini %53 olarak bulmuslardir. Calismamizda mero-
peneme izolatlarin %17’ si direncliyken %23’l orta duyarl
olarak tespit edilmistir. Karbapenemlere yiiksek direng
oranlari bu antibiyotiklerin P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisinde siklikla kullaniimasi nedeniyle olabilir.

GCalismamizda anti-pseudomonal sefalosporinler olan
seftazidim ve sefepime sirasiyla %22 ve %21 oraninda
direng tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan farkli ¢alisma-
larda seftazidime direng oranlari %15 ile %77 arasinda
degismektedir*519),

Galismamizda izolatlarin %10.5 i KKA yontemiyle biyofilm
Uretti. Bakterinin biyofilm Uretimi tespitinde Kongo kirmi-
zI agar metodu, standart cam tlip yontemi ve mikroplak
yontemi gibi gesitli yontemler kullaniimaktadir. Yapilan ¢a-
lismalar bu yontemler arasinda etkinlik farki oldugunu gos-
termektedir. Samed ve ark.*” P. geruginosa izolatlarinda
biyofilm Gretimini KKA ile %14 bulurken standart cam tup
yontemi ile %30 ve mikroplak yontemi ile %60 oraninda
tespit etmislerdir. Baska bir calismada, P. aeruginosa izolat-
larinda biyofilm Gretimini KKA ile %44 bulurken mikroplak
yontemi ile % 94 oraninda tespit edilmistir®.

Biyofilm Uretimi P. aeruginosa’nin patogenezinde anahtar
bir role sahiptir ¢linkl biyofilm antibiyotiklerin bakterilere
penetrasyonunu azaltir ve ylzeylerden gikarilmasi gigtir.
Biyofilm Uretimi ile iliskili antimikrobiyal direng, biyofilm

ile iliskili enfeksiyonlar durumunda klinik uygulamada cid-
di sorun olugturmaktadir. Calismamizda P. aeruginosa izo-
latlarinda biyofilm Gretimi ile antibiyotik direnci arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski gézlemlemedik (p>0.05).
Abdulhagq ve ark.”) MDR olarak tespit ettikleri izolatlarin ta-
maminin biyofilm Urettigini tespit etmislerdir. Bir baska ¢a-
lismada P. aeruginosa’da imipenem/silastatin ve seftazidim
direnci ile biyofilm olusumu arasinda anlaml bir pozitif ko-
relasyon gésterilmistir®®. Coban ve ark."? ise, calismamizla
benzer sekilde P. aeruginosa izolatlarinda biyofilm treten
grup ile Uretmeyenler arasinda antibiyotik duyarliliklarinin
karsilastiriimasi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit etmemislerdir.

Calismamizda P. aeruginosa izolatlarinda biyofilm Gretimi
ve antibiyotik direnci arastirildi. P. aeruginosa izolatlarinda
biyofilm Uretimi ile antibiyotik direnci arasinda anlamli bir
iliski gbzlenmedi (p >0.05). Calismamizda P. aeruginosa izo-
latlarinda biyofilm Gretiminin disitk oranda (%10.5) tespit
edilmesi fenotipik yontemin kisitliligindan olabilir.

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda biyofilm tretiminin
antibiyotik direncine etkisini daha iyi degerlendirebilmek
icin farkh fenotipik ve genotipik yontemlerle yapilan ¢alisg-
malara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, biyofilm,
antibiyotik direnci
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Giris

Staphylococcus aureus, lokalize deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarindan invaziv enfeksiyonlara kadar, genis
klinik sendrom yelpazesine sahip dinamik bir patojendir®®.
S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisin siklikla
kullanilmaktadir. Glinimizde vankomisine duyarhhgi
azalmis S. aureus izolatlarin sayisi giderek artmaktadir®.
S. aureus’ta vankomisine azalmis duyarliik mekanizmalari
vanA operonunun edinimini igeren vankomisin direncinde
goérilen mekanizmadan farklidir®. hVISA/ VISA izolatlarin
ortaya ¢ikmasina, hiicre duvar dongisinin azalmasi,
azalmis otolitik aktivite ve bazen hicre duvar sentezinin
aktive olmasi sonucu hiicre duvarinin kalinlasarak bolinme
septumundaki vankomisin baglanma bolgesine, vankomisin
erisiminin azalmasinin neden oldugu dustnilmektedir®.
hVISA/ VISA fenotipinin molekiler mekanizmalariyla ilgili
birka¢ gen bolgesi sorumlu tutulmaktadir. GraRS ve walkR
gibi duzenleyici sistemleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlarin azalmis glikopeptit duyarliligina neden oldugu
gosterilmistir. WalkR operonunun edinilmis mutasyonlarinin,
artmis kapsul sentezine, hlcre duvari kalinliginda artislara ve
azalmis otolize yol actigl gdsterilmistir®,

Hem (lkemizde hem de yurt disinda yapilan arastirmalara
baktigimizda vankomisine azalmis duyarlihk c¢alismalarinin
metisilin direngli S. aureus (MRSA) izolatlarina odaklandigini
gormekteyiz®. Ancak vankomisine azalmis duyarlilik
metisilin duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda da ortaya
cikabilmektedir®. Yurt disinda bazi arastirmalar glikopeptitlere
duyarliligiazalmig MSSA izolatlarinin artan mortalite ile iliskisini
ortaya koymus bazilari ise mortalite artisindan bagimsiz
komplike enfeksiyonda artisla iliskilendirmistir”®. Ulkemizde
glikopeptitlere duyarliligi azalmis MSSA izolatlarlariyla ilgili bir
arastirma boslugu oldugunu gozlemledik.

Tedavi stratejilerinin gézden gegirilmesi, klinik yansimalarin
incelenmesi ve gercek prevelanslarin belirlenebilmesi
icin  MSSA izolatlarinin da glikopeptitlere azalmis
duyarhhk agisindan arastiriimasi gerektigini distnuyoruz.
Calismamizda hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda
hVISA fenotipinde 2 MSSA izolati tespit ettik ve bu veriyi
literattire kazandirmayi amagladik.

Gereg ve Yontem

Calismamiza, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda
2009-2013 wyillari arasi ve 2020 vyilinda gesitli klinik

orneklerden izole edilen 50 adet MSSA izolati dahil edildi.
izolatlarin medtisilin duyarliliklari 30 pg sefoksitin diski
kullanilarak disk diflizyon testi yontemi ile belirlendi.
Vankomisinveteikoplaninduyarhliklariise sivimikrodiltisyon
yontemi ile cahsildi. Sonuglar European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 2019 klinik
sinir degerler tablosuna gore degerlendirildi®.

MSSA izolatlarinin  glikopeptitlere azalmis  duyarhlihk
taramasi i¢cin EUCAST 6nerileri dogrultusunda 5 mg/L
teikoplanin iceren Mueller Hinton plagi kullanildi. Bu islem
icin bakterilerin 2.0 McFarland bulaniklikta stispansiyonlari
hazirlandi. Bu inokulumdan 10 pl agar ylizeyine bir nokta
seklinde aktarildi ve plak normal atmosferde 35°C’de 48 saat
inkiibe edildi. 48 saat sonunda plaklarda tGreme gorilmesi
azalmis glikopeptid duyarliligi siiphesini uyandirdi. Calismada
pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 700698 (Mu3) (hVISA)
ve S. aureus ATCC 700699 (Mu50) (VISA) suslari, negatif
kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu kullanildi.

Teikoplanin tarama agar yontemi ile hVISA siipheli tespit
edilen S. aureus izolatlarina hVISA varligini dogrulamak
icin Wootton ve ark.nin® uyguladigi sekliyle PAP-AUC
yontemi uygulandi. izolatlarin 0.5 McFarland’a esdeger
bulaniklikta suspansiyonlari hazirlandi  (1'5x10® KOB/
ml). Bu silispansiyon steril distile su iginde sulandirilarak
10° ve 10%lik konsantrasyonlar elde edildi. Her izolat igin
hazirlanan bu 3 sulandirimdan 100 pl alinarak 0, 0.5, 1,
2, 2.5, 4 ve 8 mg/L vankomisin iceren beyin-kalp inflizyon
(BKi) agara ekilerek normal atmosferik kosullarda 35°C’de
48 saat inklbe edildi. 48 saat inklibasyon sonrasinda
plaklar Greme acisindan degerlendirildi. Plaklarda her bir
antibiyotik konsantrasyonu igin tireme tespit edilen koloni
sayisinin logaritmasi géz 6niinde bulundurularak grafikler
cizildi. Bu islem hVISA kontrol kdkeni Mu3 (ATCC 700698)
icinde uygulandi. Grafikle her sugigin elde edilen egrialtinda
kalan alan Microsoft 36 Excel 2016 MSO (Microsoft Office
Professional Plus 2016, ABD) programi ile hesaplandi. Daha
sonra her bir susun egri altinda kalan alan (AUC) degeri,
Mu3 kontrol susunun AUC degerine oranlandi. Bu oran
<0.90 ise VSSA, 0.90-1.3 ise hVISA, >1.3 ise VISA olarak
kabul edildi.

Bulgular
izolatlarin tamami sivimikrodiliisyon ydntemiile vankomisin

ve teikoplanin duyarli olarak bulundu (MIK degeri <2 ug/
ml). Teikoplanin tarama agar yontemi ile 48 saat sonunda 7
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MSSA izolati (7/50) glikopeptitlere duyarlihigi azalmis olarak
tespit edildi. Bu 7 izolata yapilan PAP-AUC sonucunda 2 MSSA
izolati heterojen vankomisin-intermediate S. aureus (hVISA)
olarak degerlendirildi. Bu 2 izolat 2020 yilina ait yara kaltir(
orneklerinden izole edilmisti. Pozitif kontrol susu Mu3 ve 2
izolata ait PAP-AUC grafigi Sekil 1’de gosterilmistir.

9

8

4 Mu3
3 hVISA-1
2 hVISA-2
1
0

0.5 1 2 2.5 4 8

Vankomisin Konsantrasyonu (pug/ml)

Sekil 1. Pozitif kontrol susu Mu3 ve 2 izolata ait PAP-AUC grafigi.

Sonug

MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk secenek olan
vankomisinin  rutin laboratuvar testleri ile tespit
edilemeyen direngli alt populasyonlarinin  varligi ve
antibiyotik  duyarlilik  testleriyle duyarli kategoride
olmasina ragmen MIK degerlerinde yiikselme olmasi gibi
sorunlar tedavi basarisini etkilemektedir. Daha yulksek
vankomisin MiK’i olan S. aureus izolatlarinin neden oldugu
enfeksiyonlarin, duyarli aralikta olsa dahi, artmis mortalite,
artmig relaps orani, uzun sireli hastanede yatis gibi gesitli
kéti klinik sonuglarla iligkili oldugu gésterilmistir®? . Bu
nedenlerle S. aureus izolatlarinda hVISA/VISA fenotipinin
belirlenebilmesi oldukga dnemlidir.

Hem yurt disinda hem de lkemizde glikopeptitlere
duyarhhgi azalmig S. aureus izolatlari igin yapilan ¢alismalar
MRSA izolatlarina odaklanmistir. Yurt disinda yapilan
bir meta-analiz galismasinda, MRSA izolatlarinda hVISA
prevelansi % 6.05 ve VISA prevelansi %3.01 olarak tespit
edilmistir®. Ulkemizde ise MRSA izolatlarinda hVISA
prevelansi cgesitli c¢alismalarda %0.9-21.3 gibi degisen
oranlarda bulunmugturt*13),

Vankomisine duyarliligi azalmis MSSA izolatlariyla ilgili ise
yurtdisinda sinirli sayida galisma tespit ettik. Cinde Hu ve ark.
() MSSA izolatlarinda hVISA fenotipini %4 olarak bildirmigler
ve hVISA prevelansinin yillar iginde arttigini tespit etmislerdir.
Literatlirde, Ulkemizden vankomisine duyarliligi azalmig
MSSA izolatlarinin bildirildigi bir calismaya rastlamadik.
Calismamizda 2 (%4) MSSA izolatini hVISA olarak tespit ettik.
Ayrica Hu ve ark.® calismasina benzer sekilde 2 izolatin da
2020 yilina ait 6rneklerden izole edilmesi dikkat cekicidir.
Bu verilerle calismamiz S. aureus izolatlarinda vankomisine
azalmig duyarlihk arastirmalarinin MSSA izolatlarinda da
yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Calismamizda 2 MSSA izolati (%4) hVISA olarak tespit edildi.
Calismamizulasabildigimiz kadariyla Glkemizde tespit edilen
hVISA fenotipinde MSSA izolatinin bildirildigi ilk ¢alismadir.

Glikopeptitlere duyarhligi azalmis S. aureus izolatlarinin
neden oldugu enfeksiyonlarin klinik sonuglarinin daha
iyi degerlendirilebilmesi, tedavi yaklasimlarinin gézden
gecirilmesi ve bu fenotipin gercek prevelansinin bilinmesi
icin MSSA izolatlarinda da glikopeptitlere azalmis duyarlilik
arastirilmahdir.

Anahtar kelimeler: MSSA, hVISA, vankomisin
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Giris

Karbapenem direncli Enterobacterales Uyesi bakterilerin,
cok ilaca direngli (MDR) ve genis spektrumlu B-laktamaz
(GSBL) bakteriyel patojenlerin hizla ortaya ¢ikmasi ve diin-
ya capinda yayilmasi, kiiresel saghk hizmetleri icin ciddi bir
tehdit olusturmaktadir. Bu da mevcut antibiyotiklerin ne-
redeyse tamamina karsi direng gelistirerek bliylik bir sorun
haline gelmektedir?,

Klebsiella pneumoniae, hastanede yatan hastalarda anti-
mikrobiyal direngli firsatgi bir patojen haline gelmektedir.
K. pneumoniae’daki antibiyotik direncinin ana mekanizma-
lari, penisilinler, sefalosprinler ve monobaktamlara karsi
direng saglayan genis spektrumlu B-laktamazlarin (ESBL)
ekspresyonu ve karbapenemler dahil tim B-laktamlara di-
reng saglayan karbapenemazlarin ekspresyonudur ve po-
pulasyonun Uyeleri genellikle birden fazla antimikrobiyale
karsi kazanilmis direng olusturmaktadir. Bu etkenlerle,
K. pneumoniae ekolojisi, populasyon yapisi veya patojenite
bilgisi nispeten sinirlamaktadir. Son on yilda K. pneumoniae,
GSBLlar ve karbapenemaz tireten MDR suslarin neden ol-
dugu saghk bakimi ile iliskili enfeksiyonlarin yaygihginin
artmasi nedeniyle 6nemli bir klinik ve halk sagligi tehdidi
olarak ortaya ¢ikmaktadir®#,

Son vyillardaki gelismelerle g¢esitli mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon
iyonizasyonu-Ugus Zamanli-Kiitle Spektrometrisi (MALDI-
TOF MS) cihaziyla; kolay, hizl, ylksek verimli ve dusik
maliyetli olusturmasi mikrobiyoloji laboratuvarinda identi-
fikasyonda kullanilabilecek yeni bir secenek sunmaktadir.
Son dénemlerde bakterilerde antibiyotik duyarhlik ve di-
rengligin belirlenmesi icinde denenmektedir®.,

Bu calismanin amaci, hastanemizde c¢esitli klinik 6rnekler-
den izole edilen karbapenemaz iireten K. pneumoniae izo-
latlarinda MALDI-TOF MS kullanilarak kolistin, meropenem
ve rifampisin antibiyotikleriigin duyarhlik ve sinerjinin gorsel
olarak saptanmasi ve tiim izolatlarin kolistin+meropenem
ve kolistin+rifampin antibiyotik sinerjistik aktivitesini, ayri-
ca referans yontem olarak Checkerboard mikrodiltisyon ile
MALDI-TOF MS y6ntemini karsilastirarak sinerjistik uyum-
lari amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismaya, Sakarya Universitesi Egitim ve Aragtirma Hasta-
nesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 2014-2020 yillari
arasinda farkl kliniklerden ve yogun bakim Unitelerinden
gonderilen klinik drneklerden (kan, idrar, rektal strlnt,
balgam, trakeal aspirat, kateter, periton vb.) elde edilen
20 adet kolistin direngli K. pneumoniae bakteri izolati dahil
edilmistir. Tum izolatlar ¢ahlisilincaya kadar boncuklu sakla-
ma besiyerinde -80°C’de saklanmistir.

Klinik 6érneklerden ilk izolasyon asamasinda Uretilen bak-
terilerin tanimlama ve antibiyotik duyarhlik testleri VITEK
2" (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile yapilmistir.
Her bir izolatin kolistin, meropenem ve rifampisin mi-
nimum konsantrasyonu (MIK) degerleri Checkerboard
(dama tahtasi) yontemi ile belirlendi. Direngli ve duyarli
olma durumlari European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) ve The Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI) sinir degerlerine gore
yorumlanmistir®,

Daha sonra sinerjik etki gosteren suslar, kanl agar plaklarina
steril 6ze yardimiyla tek koloni dislirme teknigi ile pasajlari
yapilmistir. Besiyerleri 37°C’lik etlivde 24 saat inklbe edil-
mistir. izolatlar steril 6ze ile alinarak 300 ul Miiller-Hinton
Broth ile slispanse edilmistir. Daha sonra vortexlenerek,
McFarland 3.45 ile 4.55 (ortalama 4.00) bulanikhgi standar-
dina ayarlanmistir. Elde edilen siispansiyona 20 pl antibiyo-
tik (kolistin 4 mg/ml, meropenem 8 mg/ml ve rifampisin 2
mg/ml) eklenmistir. Elde edilen bakteri-antibiyotik stispan-
siyonu 37°C’lik etlivde 2.5 saat inkiibe edildikten sonra 2
dakika sireyle 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siperna-
tant atilarak, pellet kismi 2 dakika oda sicakliginda kurutul-
mustur. ilk olarak 50 pl %70 formik asit eklenmisir. Sonra 50
ul asetonitril eklenmistir. Tekrar 2 dakika boyunca 13.000
rom’de santrifiij edilmistir. Bu kez stupernatant’dan 1 pl
alinarak 48 pozisyonlu mikro plak kuyucuguna damlatilip,
oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Daha sonra Uzeri-
ne 1 pl matriks sollisyonu eklenmistir. Soliisyon tamamen
kuruduktan sonra MALDI-TOF MS cihazinda calismak izere
hazir hale getirilmistir”. Solisyon tamamen kuruduktan
sonra MALDI-TOF MS cihazinda ¢alismak (izere hazir hale
getirilmistir.
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Sekil 1. (Kolistin + Meropenem Sinerji Pozitif) MALDI-TOF MS yontemi ile bakteri ve kombine antibiyotik (kolistin+meropenem) etkilesi-

minde sinerji pozitif tespiti.
Bulgular

Calismaya dahil edilen 20 izolattan 11’i erkek ve 9'u kadin
olarak gorllmustir. Suslarin izole edildigi klinik 6rnekler
degerlendirildiginde; dordu (%20) rektal suriintti, doérdi
(%20) yara kaltard, dorda (%20) trakeal aspirasyonu ve dor-
di (%20) idrar kalturi 6rnegi olarak saptanmistir. 20 adet
K. pneumoniae bakteri izolati CLSI ve EUCAST sinir deger-
lerine gdre kolistin antibiyotik MiK degeri >128 pg/ml ile
2 pg/ml arasindaki suglarin 19’u (%95) direngli ve 1'i (%5)
duyarli bulunmustur. Ayni sekilde meropenem igin MiK de-
geri >64 ug/mlile 0.5 pg/ml arasindaki suslarin 12’si (%60)
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direngli, 6’s1 (%30) duyarli ve 2’si (%10) orta duyarl bulun-
mustur. Rifampisin icin MiK degeri >16 pg/ml’de tiim izolat-
lar rifampisine direngli bulunmustur. Kolistin+meropenem
kombinasyonunda 19 adet kolistin direngli susun 9’u (%45)
sinerjik etki saptanmigtir. Diger bir antibiyotik kombinasyon
galismamiz olan kolistin+rifampisin igin suslarin 16’s1 (%80)
sinerjik etkili oldugu belirlenmistir.

Karbapenem direncine sahip suslarin  kombine ilag
kolistin+tmeropenem etkilesiminde pozitif sinerji tespiti Sekil
1'deki gibi siyah okla gosterilmistir. Piklerin; A'da, B'de ve C'de
448.60 m/z ile 660.12 m/z piklerin varhig E’de kaybolmustur.
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A. Klebsiella pneumoniae (Kolistin Direngli Karbapenemaz Ureten Bakteri).
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553

C. K. pneumoniae + Antibiyotik (Rifampisin)
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D. Antibiyotik Kombinasyonu (Kolistin+Rifampisin)

E. Klebsiella pneumoniae + Antibiyotik Kombinasyonu (Kolistin+Rifampisin)

553

Sekil 2. (Kolistin + Rifampisin Sinerji Pozitif) MALDI-TOF MS yontemi ile bakteri ve kombine antibiyotik (kolistin+rifampisin) etkilesiminde

sinerji pozitif tespiti.

Karbapenem direncine sahip suslarin kombine ilag
kolistintmeropem etkilesiminde negatif sinerji tespiti Se-
kil 2’deki gibi siyah okla gosterilmistir. Piklerin; A’da, B.de,
C’de ve E'de 446.73 m/z ile 658.38 m/z piklerinde degisim
gozlenmemistir.

Karbapenem direncine sahip suslarin kombine ilag kolistin
+ rifampisin etkilesiminde pozitif sinerji tesbitinde 553.08
m/z piki kaybolmaktadir.

Karbapenem direncine sahip suslarin kombine ilag kolistin
+ rifampisin etkilesiminde negatif sinerji tesbitinde 558.03
m/z pikinde degisim gézlenmemektedir.

Kolistintmeropenem kombinasyonunda MALDI-TOF MS
yontemini Checkerboard yontemi ile kiyasladigimizda 9
susun 6’sinda (%66.6) sinerjik uyum saptanmistir. Bir dege-
ri kolistin+rifampisin kombinasyonunda 16 susun 11’inde
(%68.7) sinerjik uyum saptanmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. MALDI-TOF MS ile Checkerboard yonteminin karsilastiriimasi.

Hasta Gen - Xpert Checkerboard MALDI-TOF MS Checkerboard MALDI-TOF MS
No. (Kolistin+Meropenem) (Kolistin+Meropenem) (Kolistin+Rifampisin) (Kolistin+Rifampisin)
1 NDM-1 + OXA-48 Additif Sinerji 1 Sinerji Sinerji

2 NDM-1 Additif Sinerji 2 Sinerji Sinerji

3 NDM-1 + OXA-48 Additif Duyarli 3 Sinerji Duyarli

4 NDM-1 Sinerji Duyarli 4 Sinerji Duyarh

5 NDM-1 + OXA-48 Additif Sinerji 5 Duyarli Sinerji

6 NDM-1 + OXA-48 Additif Sinerji 6 Duyarli Sinerji

7 KPC Additif Sinerji 7 Duyarh Sinerji

8 OXA-48 Sinerji Sinerji 8 Sineriji Sineriji

9 OXA-48 Sinerji Sinerji 9 Sineriji Sineriji

10 NDM-1 Additif Sinerji 10 Sinerji Sinerji

11 NDM-1 + OXA-48 Sinerji Duyarli 11 Sinerji Duyarli

12 OXA-48 Sinerji Sinerji 12 Sineriji Sineriji

13 NDM-1 Sinerji Sinerji 13 Sineriji Sineriji

14 OXA-48 Sinerji Sinerji 14 Sineriji Sineriji

15 NDM-1 + OXA-48 Duyarli Duyarli 15 Sinerji Duyarli

16 KPC Duyarli Sinerji 16 Sineriji Sineriji

17 OXA-48 Sinerji Sinerji 17 Sinerji Sineriji

18 OXA-48 Additif Sinerji 18 Sinerji Sinerji

19 OXA-48 Addtif Sinerji 19 Sinerji Sinerji

20 KPC Sinerji Duyarli 20 Sinerji Duyarh
Sonug Song M, Liu Y, Huang X, et al. A broad-spectrum antibiotic

ilag etkilesimi icin MALDI-TOF MS ve calismamizda refe-
rans olan Checkerboard mikrodillisyon yontemini karsi-
lastirdiginda, kolistintmeropenem kombine ilag etkile-
simi icin 11 susun 6’sinda (%66.6) sinerjistik uyumlu iken
kolistin+rifampisin kombine ilag etkilesimi i¢in 16 susun
11’inde (%68.7) sinerjistik uyum gostermektedir. Sinerji
belirleme icin MALDI-TOF MS sistemi hizli giivenilir bir yon-
tem gibi gorinmekte birlikte daha ileri ve kapsamli ¢alis-
malara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Kolistin, karbapenemaz, Klebsiella
pneumoniae, MALDI-TOF MS, Checkerboard
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Giris

Mikroorganizmalarin mevcut antibiyotiklere zamanla di-
reng gelistirmesi sonucu ciddi ve 6limcil enfeksiyonlarin
tedavisi glin gectikce zorlasmaktadir. Gelistirilen yeni an-
tibiyotikler, genis spektrumlu, bir dizi bilinen biyoaktif bi-
lesigin varyantlari oldugundan ve benzer enzimatik yollari
hedef aldiklarindan dolayi bir siire sonra bu yeni ajanlara
da direng gelismesi kaginilmaz olmaktadir®?.

L-Kaptopril, hipertansiyon ve kalp yetmezligi tedavisinde
kullanilan bir anjiyotenzin dontsturicl enzim (ACE) inhibi-
torudur. Bu ilag bir stlfhidril grubu ile ACE’nin katalitik ¢in-
kosuna baglanarak aktivite gosterir®. B-Laktam grubu anti-
biyotikler, klinikte en sik kullanilan ajanlar olmakla birlikte,
etkinlikleri direng artisina bagli olarak azalmaktadir®.

Metallo-B-laktamazlar karbapenemler dahil olmak Uzere
tim B laktam ajanlari pargalayabilen ve direngten sorumlu
en 6nemli enzim grubudur. Bu enzimler, aktif bolgelerinde
yer alan metalleri hedef alan ilaglar ile inhibe edilir>®. Bu
calismada, L-kaptoprilin standart bakteri suslarina karsi an-
tibakteriyal etkisinin gosterilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Galismada 3 adet Gram negatif (Pseudomonas aeruginosa ATCC
O0ATCC 700603), 2 adet Gram pozitif (Staphylococcus
aureus ATCC 29213 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212)
mikroorganizma Uzerinde L-kaptoprilin antibakteriyal et-
kinligini aragtirmak icin agar disk difiizyon ve mikrodilisyon
yontemleri kullanilmistir.

Agar disk diflizyon yéntemi: Baslangigta saf L-kaptoprilin 5
mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg, 30 mg ve 50 mg distile suda ¢o-
zeltileri hazirlanmistir. Her bir konsantrasyondan 6 mm ¢a-
pindaki steril bos disklere, her bir diske 20 pl olacak sekilde
aseptik sartlara uyularak emdirilmistir. McFarland 0.5 (1-5
x 10 hicre/ml) skalasina denk gelen stspansiyonlarindan
Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerlerine 100 pl asilama
yapilmis ve steril cam baget ile besiyeri ylizeyine yayildik-
tan sonra 15-20 dk kurumaya birakilmistir.

L-Kaptopril emdirilmis diskler besiyerine uygun aralklar
ile yerlestirilmistir. Pozitif kontrol olarak siprofloksasin (5
pg/disk) ve amikasin (30 pg/disk) kullanilmistir. Bu sekilde
hazirlanmis besiyerleri 24 saat 37°C’de gelistirildikten son-
ra olugan inhibisyon zonlari cetvel yardimi ile 6lgilmus ve
kaydedilmistir.

Minimum inhibitér Konsantrasyonunun (MIC) belirlenmesi:
Bakteri suslarina karsi L-kaptoprilin MIC degerini belirle-
mek icin Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitlisti (CLSI,
2012) yontemi kullanilmigtir®,

Kisaca, kanh agar besiyerinde lretilen bakteri kolonilerin-
den alinarak McFarland 0.5 (1-5 x 10® CFU/ml) hazirlanan
bakteri stispansiyonu, 2.5 x 10° CFU/ml’ye seyreltilmistir.
96 kuyucuklu mikroplakalar L-kaptoprilin iki kat seri dilts-
yonlari (5-0.009 mg/ml) MHB kullanilarak hazirlanmistir.
Daha onceden hazirlanan bakteri stispansiyonlari da her
kuyucuga 50 pl olacak sekilde inokile edilmistir. 11. ku-
yucuga biyime kontroli olarak ilag icermeyen besiyeri ve
bakteri, 12. kuyucuga sterilite kontroli icin MHB eklenmis-
tir. Bu sekilde hazirlanmis mikroplakalar 24 saat 37°C’de
gelistirildikten sonra gozle bakilarak Gremenin olmadigi ilk
kuyucuk MIC degeri olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Disk diflizyon testi sonuglarina gore 24 saatlik inkiibasyon
periyodu sonunda, 50 pg/ul ilag konsantrasyonunda test
edilen tiim mikroorganizmalarda 9-12 mm arasinda bir in-
hibisyon zonu olugmustur. En yiksek etki K. pneumoniae
ATCC 700603 susu Uzerinde gorulmustir. Yapilan mikrodi-
liisyon testinde ise E. faecalis ATCC 29212 MIK (Minimum
inhibisyon Konsantrasyonu) degeri 1.25 mg/ml bulunur-
ken, test edilen diger tim suslarin MiK degeri 2.5 mg/ml
olarak tespit edilmistir.

Sonug

Bu c¢alismada L-kaptoprilin incelenen standart bakteri
suglari Gzerinde inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir.
Yapilan sinirli sayida ¢alismada L-kaptoprilin ginko metallo-
B-laktamazlara karsi inhibe edici aktivite gosterdigi bildiril-
mistir. Ayrica bu ilacin Escherichia coli’ye karsi antimikrobi-
yal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir®®), Sonuglarimiz
onceki ylratilen galismalar ile uyumlu bulunmustur.

B-Laktam grubu antibiyotiklere karsi direngle miicadelede
etkili MBL inhibitorlerinin gelistirilmesi dnemli bir agamadir.
Halihazirda hipertansif hasta gruplarinda siklikla kullanilan
L-kaptoprilin antibakteriyal direngte de kullanilabilecegini
ve Ozellikle genis spektrumlu MBL inhibitorlerinin igeriginin
gelistiriimesine katki saglayabilecegini diisinmekteyiz. Ay-
rica ileri galismalarda L-kaptopril ve glincel antibiyotiklerin
birlikte kullanimiyla in vitro sinerjistik aktivitesinin belirlen-
mesi, ilacin mikroorganizmalar tizerindeki etkinliginin daha
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iyi anlasilmasi agisindan da yararli olabilecegi kanaatinde- 5.
yiz.
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tibakteriyal aktivite '
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Giris

Kan dolasimi enfeksiyonlari (KDE) tiim dlnyada yuksek
morbidite ve mortalite sebebidir. Toplumdan edinilen ve
saglik hizmeti ile iliskili (nozokomiyal-hastane kaynakli)
olmak Uzere iki grupta siniflandiriimaktadir®?. Avrupa ve
Kuzey Amerika’da ilk 7 6lim sebebi arasinda olmakla birlik-
te her yil bu bolgelerde iki milyondan fazla vaka goriilmek-
te, vaka 6lim orani %13-20 arasinda degismekte ve yillik
250.000 élumle sonuglanmaktadir®. Degisen antimikro-
biyal direng oranlari, patojen dagilimi, demografik bilgiler
ve tibbi bakim sunumunun timi KDE epidemiyolojisini
etkileyebilir. Son yillarda etiyolojisinde farkliliklar gézlenen
KDE patojenlerinin sirekli olarak izlenmesi ¢ok 6nemlidir.
Mikrobiyolojik egilimlerin incelenmesi, teshis yaklagimlari-
ni, tedavi stratejilerini ve dnleme programlarini bilgilendir-
meye yardimci olabilir®®, Calismamiz hastanemizdeki KDE
etken olan mikroorganizmalarin dagilimi ve antimikrobiyal
direncin izlenmesi amaciyla yapildi.

Gereg ve Yontem

Calisma tasarimi ve verilerin toplanmasi: Bu calisma tek
merkezli bir galisma olup 880 yatak kapasiteli bir Gniversite
hastanesi olan Uludag Universitesine bagli Bursa Uludag
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezinde
(SUAM) yapildi. Retrospektif olarak yapilan ¢alismamizda
Ocak 2007-Aralik 2019 tarihleri arasinda Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen kan kultirlerine ait veriler kul-
lanildi. Hastalarin yasi, cinsiyeti, yatan-ayaktan hasta olup
olmadigi, etkenin nozokomiyal-toplum baslangigl olup
olmadigi incelendi. Hastanin hastaneye yatisindan 48 saat
sonra alinan kan kilturlerinde treyen etkenler nozokomi-
yal, digerleri toplum baslangicl olarak kabul edildi®. Bir ay
icindeki tekrarlayan etkenler ¢alisma disi olarak kabul edi-
lip, bir ay sonra tekrar ayni etkenin Gremesi yeni bir enfek-
siyon epizodu olarak kabul edilip calismaya dahil edildi®.

Calismaya dabhil ettigimiz ornekler ulusal ve uluslararasi
rehberlere uygun olarak belirlendi. Hastadan alinan bir
veya daha fazla kan kiltlrinde patojen mikroorganizma
saptanmasi ve hastadan farkli zamanlarda alinan iki veya
daha fazla kan kiiltiiriinde ayni cilt flora Gyesi [difteroidler
(Corynebacterium diphtheriae disindaki Corynebacterium
spp.), Bacillus spp (B. anthracis harig), koagilaz-negatif
stafilokoklar (Staphylococcus epidermidis dabhil), viridans
grup streptokoklar, Aerococcus spp ve Micrococcus spp.]
mikroorganizmalarin Gremesi halinde etken olarak kabul
edildi ve bunun disindakiler kontaminasyon olarak kabul

edildi®. Yas gruplan <1, 1-5, 6-18, 19-49, 50-64 ve >64
olarak siniflandirlldi®. istatistiksel analiz IBM SPSS 23.0
(IBM SPSS Statistics; Armonk, NY, ABD) programi kullanila-
rak yapildi. Yillara gére degisen mikroorganizmalar ve
direng oranlari igin lineer regresyon yontemi ve diger karsi-
lastirmalarin timiinde c? testi kullanildi ve p<0.05 degeri
istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Mikrobiyolojik prosediirler: Kan kilttrleri BACTEC™ 9240
(Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) tam otomatize kan
kiiltiri cihazinda 1-7 (5) giin takip edildi. Ureme sinyali
veren 6rneklerden Gram boyama ile inceleme yapildi ve bu
ornekler %5 koyun kanli agar ve Eosin Metilen Blue (EMB)
agara ekilerek etlivde 37°C’de 24-48 saat inkibe edildi.
Besiyerlerinde Ureme gozlenen mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler ve 2018 yilina
kadar Phoenix™ 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD)
tam otomatize sistemi, 2019 yilinda ise, “matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectro-
metry” (MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonik, Bremen,
Almanya) kullanildi. Etken mikroorganizmalarin antibiyotik
duyarhhklari 2014 yilina kadar Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) kriterleri®, 2014 yilindan itiba-
renise European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) kriterleri®® dogrultusunda Kirby-Bauer
disk difizyon yontemi, gradient diflizyon yontemi
(bioMérieux, Fransa) ve Phoenix™ 100 tam otomatize sis-
temi ile belirlendi. Enterobacteriaceae ailesinde karbape-
nem direnci, Enterococcus spp. izolatlarinda ise vankomisin
ve teikoplanin direnci gradient diflizyon yontemi ile dogru-
landi. Stafilokoklarda metisilin direncine oksasilin ile bakil-
di. Kalite kontrol suslari olarak Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

Bulgular

Laboratuvarimizda on (g yilda 154527 kan kultira ¢ahisildi
ve bunlarin %81.36’sinda Greme olmadi, %18.64’lGinde
Greme saptandi. Kontaminasyon oranimiz %7.99 olup
Greme olan kan kilttrlerinden 16448’i (%57.11) galisma
kriterlerini sagladi. Kan kalturlerinin 9429'u (%57.33)
erkek, 7019’u (%42.67) kadin hastalara aitti. Orneklerin
14198’i (%86.32) (%72.83 dahili, %27.17 cerrahi) klinikler-
den, 1679’u (%10.21) yogun bakim servislerinden ve 571’i
(%3.47) polikliniklerden gonderilmisti. Yillara gore pozitif
¢ikan 6rnek sayisi benzer olsa da kontaminasyon olarak
degerlendirdiklerimizi gikartti§imizda anlamli Greme orani
toplamda %10.64 olup, %14.15 ile 2010 yilinda en fazla,
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Tablo 1. Kan kiiltiiriindeki tiremelerin ve antibiyotik direng profillerinin yillar igindeki degisimi.

2008 2009 2011 2012 2014 2015 2016 2017 2018 2019 Genel
2007 (%) 2010 (%) 2013 (%) Toplam 3
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) )
KNS (timii) 53.32 51.29 48.11 46.39 48.75 48.71 45.18 51.65 50.85 4493 43.14 47.47 39.82 47.87 0.000
KNS (nozokomiyal) 26.58 24.10 24.66 23.92 19.80 18.13 20.73 16.82 13.45 12.39 7.98 13.43 15.18 18.97 0.000
Escherichia coli 6.65 7.48 6.72 4.15 8.31 8.44 8.77 5.59 6.55 6.29 6.03 6.77 8.90 6.87 0.454
Escherichia coli
(nozokomiyal) 10.26 13.25 8.40 5.98 13.53 10.88 9.35 6.54 10.00 10.66 9.13 11.57 14.14 10.13 0.317
staphylococcus 810 | 694 | 522 | 453 | 500 | 657 | 7.30 521 | 527 | 496 445 | 542 | 542 | 573 | 0.003
Staphylococcus
aureus (nozokomiyal) 8.68 7.83 6.50 6.46 6.27 8.46 7.72 5.61 4.83 4.03 3.42 4.17 3.66 6.18 0.001
Klebsiella
pneumoniae 4.71 5.30 5.00 3.77 5.89 4.77 5.13 421 5.78 6.59 6.99 7.13 7.06 5.47 0.000
Klebsiella
pneumoniae 9.47 8.43 6.50 6.70 11.88 9.06 8.54 7.94 13.45 14.12 14.45 17.59 15.18 10.59 0.000
(nozokomiyal)
Acinetobacter
baumannii 5.06 4.99 5.79 5.47 5.81 5.79 391 3.83 3.66 4.74 4.10 3.88 3.99 4.75 0.001
Acinetobacter
baumannii 9.21 7.83 8.67 9.33 9.90 12.08 8.94 8.41 7.59 8.07 9.13 5.56 7.85 8.79 0.009
(nozokomiyal)
Vankomisin direngli
ok 1.49 0.00 2.15 13.48 15.94 1231 23.21 9.80 21.67 9.46 6.38 6.25 3.28 9.48 0.251
enterokol i : : B
Vankomisin direngli
enterokok 0.00 0.00 4.65 21.62 25.71 13.51 47.37 14.29 26.09 18.75 455 6.25 0.00 14.37 0.925
(nozokomiyal)
Staphylococcus
aureus oksasilin 36.75 17.98 20.55 22.22 16.13 17.86 15.48 14.71 12.90 22.39 19.61 20.00 11.32 20.06 0.000
direnci
Staphylococcus
aureus oksasilin 51.52 26.92 41.67 37.04 31.58 21.43 31.58 8.33 14.29 21.43 11.11 1111 14.29 29.46 0.000
direnci (nozokomiyal)
ESBL pozitif
Escherichia coli 32.29 25.00 28.72 36.36 27.18 25.93 34.65 26.03 36.36 42.35 4493 38.67 47.13 33.72 0.113
ESBL pozitif Klebsiella
spp. 4231 37.84 30.59 30.00 24.72 16.00 25.61 1111 48.10 67.62 58.00 60.00 41.77 39.34 0.059
Meropenem direngli
Escherichia coli 0.00 2.08 0.00 0.00 0.00 0.93 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.67 4.60 0.80 0.019
Meropenem direngli
Kiebsiella spp. 0.00 1.35 3.53 6.25 12.36 9.33 4.88 19.44 31.65 45.71 35.00 37.78 39.24 20.04 0.000
Meropenem direngli
Acinetobacter spp. 59.30 46.43 61.29 75.73 81.82 73.86 66.13 84.48 63.16 76.32 78.85 72.55 70.00 69.51 0.296
Kolistin direngli
Acinetobacter spp. 0.00 1.19 1.08 0.00 114 0.00 0.00 0.72 0.00 0.00 1.92 5.88 10.00 1.37 0.001
Kolistin direngli
Klebsiella spp. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.25 0.00 0.00 0.00 1.27 3.81 20.00 12.66 4.60 0.000
Trimetoprim
sulfometaksazol
divencli 0.00 22.22 0.00 0.00 0.00 3.70 0.00 411 0.00 0.00 5.00 3.33 0.00 2.43 0.496
Stenotrophomonas
maltophilia

%8.27 ile 2018 yilinda en az Greme orani saptandi.

En sik saptanan gram pozitif bakteriler (%63.02) [%47.87
koagtilaz negatif stafilokok (KNS), %5.73 S. aureus ve %9.42
bunlarin disindaki gram pozitif bakteriler] gorilirken, ikin-
ci siklikta gram negatif bakteriler (%34.34) [%16.20
Enterobacteraceae ailesi Uyeleri, %13.86 gram negatif non-

fermentatif basiller ve %4.27 bunlarin disinda kalan gram
negatif bakteriler] gorildi. Mantarlar ise %2.64 ile en az
siklikla saptanan mikroorganizma olup en sik Candida
parapsilosis (%1.06) ve Candida albicans (%0.83) saptandi.
Genel dagilima baktigimizda ilk bes siradaki mikroorganiz-
malar sirasiyla KNS, Escherichia coli, S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, nozokomiyal kabul
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Tablo 2. Kan kiiltiiriinde tireyen direngli mikroorganizmalarin epidemiyolojik dagihmi.

Yas grup (%)

‘Gonderilen klinik (%)

Enfeksiyon kaynagi (%) Cinsiyet

19-49 50-64 Klinik

Poliklinik

Yogun
bakim

Toplum
p Nozokomiyal P
baslangigh

Kadin Erkek P

Staphylococcus

aureus (MRSA) 2667

21.28 11.86 18.43 18.22 23.53 0.232 18.67

12.50

40.28 0.000 29.46 16.83 0.000 18.25 2128 0.440

Vankomisin

direngli 12.87 11.74 0172 10.25

enterokok

0.169 14.37 0.000 0.711

ESBL pozitif

Escherichia coli 2083

57.14 50.00 32.52 28.57 35.49 0.001 33.86

26.87

4043 0.307 37.22 31.84 0.068 31.31 35.70 0.593

ESBL pozitif

52.17 36.05 36.76 42.58 33.46 39.86 0.059 38.96

Klebsiella spp.

18.18

47.17 0.032 48.19 32,63 0.000 41.35 37.95 0.658

Meropenem
direncli 0.002

Escherichia coli

0.601 0.045 0.459

Meropenem

direngli 24.84 2491 2168 0.000 20.21

Klebsiella spp.

21.70 0.174 28.36 13.73 0.000 2112 19.28 0.644

Meropenem

direngli

27.78 28.57 53.85 73.76 77.20 71.04 0.000 66.84

Acinetobacter
spp.

33.33

82.39 0.000 74.49 66.01 0.005 66.75 71.56 0.664

Kolistin direngli
Acinetobacter

spp.

1.06 2.00 1.68 0.731 1.31

16.67

1.53 0.723 0.340

Kolistin direngli

0.00 0.007

Klebsiella spp.

0.366 0.029 0.348

* Poliklinik hasta sayisi az oldudu icin istatistik yapilmadi (n=1/6 direngli)

ettigimiz etkenlerin siralamasina baktigimizda ise KNS,
K. pneumoniae, E. coli, A. baumannii, S. aureus olarak sap-
tandu. Yillar iginde degisen etkenlerin dagilimi ve antibiyo-
tik direng oranlari Tablo 1’de verilmistir. Ozellikle nozoko-
miyal olmak tizere KNS gorilme sikliginda azalma oldugu
saptandi. S. aureus sikhginda azalma gozlenirken, 6zellikle
nozokomiyal olmak Uizere K. pneumoniae sikliginda belirgin
bir artis oldugu saptandi. Vankomisin direngli enterokok
oranimiz dalgah seyir géstermekte olup en fazla 2013 yilin-
da saptandi. A. baumannii sikliginda ise anlamli bir degisim
olmadigi gozlendi. Metisilin direncli S. aureus (MRSA) ora-
ninda da yillar icinde azalma oldugu gorildi. Genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (ESBL) tireten E. coli ve Klebsiella
spp. oraninin 2016 yilinda pik yaptigl gérildi. Meropenem
direngli E. coli ve Klebsiella spp.de ve kolistin direngli
Acinetobacter spp. ve Klebsiella spp.de yillar igerisinde bir
artis oldugu saptandi. Meropenem direngli Acinetobacter
spp.in 2014 yilinda pik yaptigi saptandi.

Genel olarak antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarin
nozokomiyal kaynakl enfeksiyonlarda daha sik gorildi-
gl ve cinsiyetle iligkili olmadigi saptandi. Yogun bakimda
yatan hastalarda direngli mikroorganizma gorilme orani
daha fazla iken, VRE ve kolistin direncli Klebsiella spp.
daha ¢ok kliniklerde yatan hastalarda gériildi. Orneklerin
%23.71’i 18 yas ve altindaki hastalara aittir. Yas grupla-
rina gore dagihmina baktigimizda MRSA, VRE ve kolistin
direngli Acinetobacter spp. arasinda istatistiksel anlaml
bir fark bulunamazken, ESBL pozitif Escherichia coli 18
yas altinda, ESBL pozitif Klebsiella spp. ise bir yas altin-
da daha yiksek oranlarda saptandi. Meropenem direngli
Klebsiella spp. ve Acinetobacter spp. ile kolistin direngli
Klebsiella spp. ve Acinetobacter spp. gorilme sikliginin 18
yas Uzerinde daha kigik yas grubuna gore belirgin arttigi
saptandi.
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Sonug

Kontaminasyon olarak degerlendirdigimiz kan kiltlri et-
kenlerini galismaya dahil etmememize ragmen KNS lGreme
oraninin yuksek oldugu ama vyillar igerisinde dusus egili-
minde oldugu saptandi. Karbapenem ve kolistin direncinde
yillar igerisinde artig gorilda. Yillara gore kan kiiltirlerinde
saptanan etkenlerin dagiliminin degistigi gézlemlendi. Bu
nedenle yillik degisimlerin izlenmesinin antimikrobiyal yo-
netimi ve enfeksiyon kontroll agisindan yol gosterici oldu-
gunu distnlyoruz.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal direng, bakteriyemi, kan
kaltara
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Giris

Enterococcus cinsi Uyeleri insanda esas olarak gastrointes-
tinal sistemde bulunmakta ve normal aerop barsak florasi-
nin énemli bir kismini olusturmaktadir. insanlarda gériilen
enterokok enfeksiyonlarinin %80-90’indan Enterococcus
faecalis sorumludur. ikinci sirada Enterococcus faecium goé-
rilmekte ve onu diger turler takip etmektedir. Son zaman-
larda oOzelikle goklu ilaca direngli E. faecium suslari bir gok
merkezden bildirilmektedir®.

Enterokoklar basta riner sistem enfeksiyonlari olmak tize-
re, yara enfeksiyonlari, nozokomiyal pnémoni, sepsis, endo-
kardit ve menenijit gibi bircok enfeksiyona neden olabilmek-
tedir. Enterokok enfeksiyonlarinin %60’ hastane kaynakli
olup yarisi yogun bakim tnitelerinde gorilmektedir>?).

Staphylococcus cinsi Uyeleri de insan florasinda yer almak-
tadir. Staphylococcus aureus saglikh insanlarin %30’unda
nazofarenkste flora elemani olarak bulunabilmektedir.
Stafilokoklardan Staphylococcus aureus klinik olarak en
onemli turdlr ve hayat tehdit eden enfeksiyonlara neden
olabilir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari (seldlit, apse,
impetigo, karbonkdl, fronkil, folikiilit vb.), pnémoni, oste-
omiyelit ve sepsis gibi bircok enfeksiyona neden olmakta
ve neredeyse tiim klinik 6rnekten izole edilmektedir. Hem
hastane kaynakli hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara
neden olmaktadir®4,

Antibiyotik direnci, enfeksiyon hastaliklari tedavisinde so-
run olusturmakta ve ozellikle hastane kokenli etkenlerde
daha fazla saptanmaktadir. Gram pozitif bakterilerin teda-
visinde kullanilan ve glglii antibiyotiklerden olan vanko-
misinin, yaklasik 30 yil 6nce enterokok ve stafilokoklarin
tedavisinde etkisiz kaldigi bildirilmis ve bu diren¢ durumu-
nun aktarildigi gosterilmistir®®. Ulkemizde ilk olarak 2002
yilinda, Antalya Akdeniz Universitesi Hastanesi’nden vanA
genini iceren vankomisin direngli E. faecium susu ve yayili-
mi bildirilmistir?.

Vankomisin, Gram pozitif bakterilerde hiicre duvar yapisi-
na ait peptidoglikan tabakay! olusturan 6ncil peptidlerin
terminal D-ala-D-ala dizisine baglanip transglikolizasyon
reaksi-yonunu inhibe ederek peptidoglikan olusumunu
engellemektedir. Stafilokok ve enterokoklar da terminal
D-ala-D-ala dizisinde degisiklik yaparak vankomisine direng
gelistirmektedir. Bu dirence neden olan vanA, vanB, vancC,
vanD, vanE, vanG, vanl, vanM gibi bircok gen bolgesi tes-
pit edilmistir®. En sik gérilenleri vanA, vanB ve vanC gen
bélgeleridir®,

Bu galismada has-tanemizdeki vankomisin direngli ente-
rokok (VRE) ve stafilokok izolatlarinin molekiler yéntemle
direng gen bolgelerinin tespiti amaglanmigstir.

Gereg ve Yontem

Nisan 2019-Aralik 2020 tarihleri arasinda bakteri kulttr
incelemesinde Ureyen ve Phoenix otomatize kiltlr siste-
mi (BD Diagnostics, ABD) ile vankomisin direnci saptanan
enterokok ve stafilokok suslarinin multipleks PCR (Polime-
raz Zincir Reaksiyonu) yontemiyle real-time PCR cihazinda
(BD Max System, ABD) vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/3 van-
komisin direng gen bolgelerini saptayabilen Vancomycin
Resistance-OSR ticari kiti (BioGx, Hollanda) kullanilarak
elde edilen sonuglar hastane otomasyon sisteminden ret-
rospektif olarak elde edilmistir.

Laboratuvarimiza ulasan numuneler, numune tiriine uy-
gun besiyerlerine ekimleri yapilip etiivde bekletildi. Ure-
me gozlendiginde bakteri identifikasyonu ve antibiyogram
tayini amaciyla otomatize kdltlr sistemine yiklendi. Van-
komisine direngli saptanan Enterococcus spp. ve S. aureus
izolatlari gen bolgesi tayini yapilmak zere ileri isleme tabi
tutuldu. Bu izolatlarin kolonilerinden, distile su ile bakteri
siispansiyonu hazirlandi. Uretici firmanin énerileri dogrul-
tusunda sisteme ylklendi ve elde edilen sonuglar hastane
otomasyon sistemine girildi.

Bulgular

Calismaya 43 enterokok, 3 stafilokok tlrlerini iceren 46 sus
dahil edildi. Bunlarin 17 (%37)’si kan, 11 (%24)’i idrar, 11
(%24)'i gaita, 3 (%6,5)’U trakeal aspirasyon mayi, 3 (%6,5)’U
vicut sivisi ve 1 (%2)’i kateter numunelerinden izole edildi.
Bu numunelerin 21 (%46)’i yogun bakim Unitelerinden, 25
(%54)'i klinik servislerden gonderildi.

Otomasyon kiltiir sisteminde vankomisin minimum inhi-
bitér konsantrasyon (MiK) degeri; 44 (%96) izolatta ‘>16,
sadece 2 (%4) Enterococcus casseliflavus izolatinda ‘4’ ola-
rak saptandi.

Galismada 32 (%57) izolatta vanA gen bdlgesi saptanirken
hicbir izolatta vanB gen bdlgesi saptanmadi. izolatlarin tiir
ve vanA direng dagilimlari Tablo 1’de sunulmustur. Sadece
2 (%4) E. casseliflavus susunda vanC ve 2 (%4) E. faecium
susunda ise vanA ve vanC gen bolgeleri saptandi.

Sonug

Vankomisin direngli enterokok enfeksiyonu ve kolonizasyo-
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Tablo 1. izolatlarin tiir ve vanA direng dagilimlari.

izolat tiirii vanA direnci N (%)
n (%)
Enterococcus faecium 25 (54) 28 (61)
Enterococcus feacalis 5(11) 7 (15)
Enterococcus casseliflavus - 2 (4)
Enterococcus hirae 1(2) 1(2)
Enterococcus raffinosus 1(2)
Enterococcus spp. 4(9)
Staphylococcus aureus 1(2) 3(7)
Toplam 32 (69) 46 (100)

nu son yillarda gittikge artan oranlarda bildirilmektedir®.
Hastanede yatis stiresinin uzun olmasi, yogun bakim dni-
tesinde yatis, VRE ile kontamine ekipmanlara maruziyet,
VRE kolonize hastalarla temas gibi hastaneye ait faktorler;
kronik bobrek yetmezligi, malignite, nétropeni, diabetes
mellitus, gecirilmis intraabdominal cerrahi, organ trans-
plantasyonu gibi hastaya ait faktorler ve ozellikle 2.-3.
kusak sefalosporin, anti-anaerob antibiyotikler, kinolon,
aztreonam gibi antimikrobiyallerin gereksiz ve bilingsiz kul-
lanimi bu durumun risk faktérleridir®®. Vankomisin direngli
s-aureus galisiminde de benzer risk faktérleri séz konusudur.
Vankomisin direngli enterokoklarda direngten sorumlu ge-
nin plazmid Gzerinde yer aldigi ve gram pozitif bakteriler
arasinda aktarldigi gosterilmistir?.

Van A tipi VRE vanA gen bdlgesi igerir ve vankomisine
yuksek diizeyde direng vardir. Bu direng polimiksin B, ba-
sitrasin gibi diger antibiyotikler ile indiklenebilir 6zellik-
tedir. Plazmidler ile vanA gen bdlgesi bakteriler arasinda
aktarilmaktadirt?,

Van B tipi VRE orta-yliksek diizeyde vankomisin direngli
ve indlklenebilir 6zelliktedir. Bu diregten sorumlu vanB
gen bolgesi genellikle kromozom (izerinde olsa da, plaz-
mid ve transpozonda bulunabilir ve transfer edilebilir
ozelliktedir*?,

VanC tipi VRE vankomisine disik dizeyde direnglidir ve
indiklenmez. Bu tipte intrensek direng s6z konusudur ve
Enterococcus gallinarum, E. casseliflavus, Enterococcus
flavescens tirlerinde goriilmektedir. Sadece kromozomal
olarak aktarilan vanC gen bolgesi icerir. Calismamizda bu
bilgilerle uyumlu olarak 2 E. casseliflavus susunda vanC
gen bolgesi saptanmistir®. Ancak vanC gen bélgesinin E.
faecium ve E. feacalis tirlerinde de saptandigi ¢alismalar
mevcuttur®4), Calismamizda E. faecium izolatlarinda %7
oraninda vanA ve vanC gen bolgesinin birlikte saptanmasi
oldukea dikkat gekicidir.

Moosavian ve ark.® tarafindan rektal strtinti 6rneklerin-
den elde edilen vankomisin direngli 56 E. faecium ve 3 E.
faecalis izolatinda vanA ve vanB gen bolgeleri multipleks
PCR ile arastirilmis ve higbirinde vanB gen bdlgesi saptan-
mamistir. Sadece 56 E. faecium izolatinin 54 (%96)’Uinde ise
vanA geni saptanmistir. Copur ve ark.t® tarafindan vanko-
misin direngli 89 E. faecium, 4 E. faecalis izolatinda vanA ve
vanB gen bolgeleri arastiriimis; izolatlarin hepsinde vanA
direng gen bolgesi tespit edilmistir. Higbirinde vanB gen

bolgesine rastlanmamistir.

Calismamizla uyumlu olarak; basta E. faecium ve E. feaca-
lis olmak Uzere birgok enterokok tiirlinde ve S. aureus’ta
vanA gen bolgesi varligi bildirilmis ve plazmid araciligiyla
aktarilmasinin etkisiyle en sik vanA vankomisin direng gen
boélgesi saptanmistir®>*9, Son dénemlerde E. faecalis izo-
latlarinda vanA direng geni varhigini bildiren calismalar artig
gostermektedir*” ¥, Bizim ¢alismamizda E. faecium izolat-
larinda %89 oraninda, E. faecalis izolatlarinda ise %71 ora-
ninda vanA direng geni saptanmigtir.

Patel ve ark.?? tarafindan 100 VRE kolonilerinden multip-
leks PCR yontemi ile vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/3 gen-
lerinin varlig arastirilmis; 37 izolatta higbir gen bodlgesi
saptanilamazken, 10 E. faecium (10/43) izolatinda vanA, 28
E. faecium (28/43) ve 2 E. faecalis (2/34) izolatinda vanB,
10 E. gallinarum (10/11), 1 E. faecium (1/43), 1 E. faecalis
(1/34) izolatinda vanCl, ve 6 E. casseliflavus/E. flavescens
(6/10) izolatinda ise vanC2/3 gen bolgesi saptaniimigtir. 1
E. gallinarum (1/11) izolatinda ise vanA ve vanC1 birlikte
saptanmistir??,

Calismamizda %26 oraninda hicbir gen bolgesinin saptan-
mama nedeni vankomisin direncine sebebiyet veren diger
gen bolgelerini (vanD, vanE, vanG, vanL vanM, vb.) igerme-
sinden kaynaklanabilecegi distintGlmustir®.

Sonug olarak; akilcr antibiyotik tedavisi ile vankomisine
ve diger antibiyotiklere direngli suslarin olusumunun en-
gellenmesi ve enfeksiyon kontrol dnlemleri ile antibiyotik
direnci aktariminin 6niine gegilmesinin hayati 6nem arz
ettigini disinulmektedir. E. faecium izolatlarinda vanA ve
vanC gen bolgesinin birlikte saptanmasi oldukga dikkat ¢e-
kicidir.

Anahtar kelimeler: vanA, Vankomisin direngli enterokok,
Vankomisin direngli stafilokok
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Girig

Yersinia spp. Enterobacteriaceae’ye ait olan zoonotik bir
patojendir. “Yersinia” cinsi ilk olarak 1944’de Van Loghem
tarafindan tanimlanmistir. Daha 6nce Pasteurella cinsi
icerisinde siniflandirilmis olan Yersinia pestis ve Yersinia
pseudotuberculosis bu cinsten ayrilmistir ve veba etkenini
1894 yilinda Hong Kong’daki bir veba epidemisi sirasinda
ilk kez izole eden Fransiz bakteriyologu Alexandre Yersin’in
hatirasina, Yersinia cinsi igerisinde siniflandiriimistir. Daha
sonra 1954 yilinda Thal bu cinsin Enterobacteriaceae famil-
yasina baglanmasini teklif etmistir®?. Yersinia cinsi icinde
18 tir bulunmaktadir ancak sadece tglntin (Y. pestis, Yer-
sinia enterocolitica, Y. pseudotuberculosis) énemli insan
patojeni oldugu goésterilmistir®. Yersinia enfeksiyonlarinin
tiimi zoonotik olup insanlar rastlantisal konaklardir. Do-
gal rezervuarlar Y. pestis igin siganlar ve kemirgenler,
Y. enterocolitica igin domuzlar, ¢iftlik hayvanlari, kemiri-
cilerdir; Y. pseudotuberculosis ise av kusglari dahil olmak
Uzere kemiriciler, vahsi hayvanlar gibi genis bir yelpaze-
deki hayvanlar arasinda endemiktir. Y. pseudotuberculo-
sis insana bulas ¢ogunlukla fekal-oral yolla olup insan en-
feksiyonu kontamine olmus trlin veya suyun yutulmasiyla
veya enfekte bir hayvan-insan ile dogrudan temas yoluyla
meydana gelebilir®).

Yersinia pseudotuberculosis fermentatif, oksidaz ne-
gatif, gram negatif fakiltatif anaerop ¢omaklardir.
Gram boyamada biyokimyasal agidan dahil oldugu
Enterobacteriaceae’den farkli olarak kiiglik ve kokobasil go-
rinimundedir. Y. pseudotuberculosis biyokimyasal agidan
oda 1sisinda daha aktif ve hareketli olup; insan icin patojen
olan Yersinia’lar arasinda ramnoz ve melibiyozu giglu fer-
mante edebilenidir. Ayrica Y. enterocolitica’dan ayrimindaki
temel reaksiyonlar, Y. enterocolitica’nin yapabildigi stikroz
ve sorbitoliin fermantasyonunu ve de ornitinin dekarboksi-
lasyonunu Y. pseudotuberculosis’in yapamamasidir®.

Klinik 6rneklerde ender rastlanan bu etken en sik gastro-
enterit ve 6zellikle gocuklarda akut apandisiti taklit eden
mezenterik lenfadenit (psodéapandisit) tablolarina neden
olmaktadir®. Nadiren bakteriyemi yapabilmekte olup ge-
nellikle karaciger sirozu, hemokromatoz veya diyabet gibi
altta yatan kronik hastaligi olanlarda daha fazla gorilir.

Ayrcia erigkinlerde yine nadiren idrar yolu enfeksionu,
artrit, osteomiyelit ve bu olgudaki gibi karaciger apsesi
yapabilmektedir®”, Bu yazida, karaciger apse aspirasyon
ornegi ve kan kiltiiriinde Y. pseudotuberculosis Gireyen HFE
geninde heterozigot H63D mutasyonu saptanan ve karaci-
ger gorlntileme ve kan degerlerinde demir birikimi olan
bir kronik bobrek yetmezligi (KBY) olgusu sunulmaktadir.

Olgu

63 yasinda bilinen hipertansiyon (15 yildir), Tip-2 diyabet
(20 yildir tanili ve glargine+insiilin aspart kullaniyor), kronik
bobrek yetmezligi (haftada 3 glin hemodiyaliz) ve perife-
rik arter hastaligi olan erkek hasta acil servise 4-5 glindir
devam eden epigastrik bolgede agri bulanti kusma ve ates
sikayetleriile bagvurdu. ilk muayenesinde 39.5 C atesi mev-
cut olup, karin muayenesinde epigastrik bolgede hassasi-
yeti mevcuttu. Defans, rebound bulgusu yoktu. Gaz, gayta
¢ikisi olagan sekilde tanimlandi. Gastroenterit iligkili bir
yakinma ise belirtilmedi. Hastanin ilk alinan kanlarinda be-
yaz kan hicresi (WBC) 17.01 103/uL, C-reaktif protein (CRP)
228 mg/L idi. Acil serviste gekilmis olan tim viicut batin
bilgisayarli tomografisinde ise karacigerde tim segment-
lerde yaygin en bliyligi 26 mm Olgilen multipl hipodens
lezyonlar apse veya malignite ile uyumlu bulundu. Buna ek
olarak asendan kolon ve hepatik fleksurada ihmli kalinlik
artisi ise kolit ile uyumlu olabilecegi distnildi. Hastaya
ampirik olarak sefotaksim ve metronidazol baslandiktan
sonra bu bulgular sonucunda hastanin genel cerrahi klinigi
yogun bakima yatisi yapildi. Hastanin yogun bakim takibi ilk
glninde genel durumu iyi ancak ates yiksekligi mevcuttu,
karin muayenesinde epigastrik bolgede hassasiyeti devam
ediyordu. Defans, rebound bulgusu yoktu. Gaz, gayta ¢I-
kisi olagan olup bulanti kusmasi yoktu. Hastanin yatiginin
ilk gintindeki takiplerinde alinan kanlarinda WBC 20.440
10%/uL, CRP 234 mg/L idi. Hastaya cekilen organ spesifik
manyetik rezonans (MR) gorlntilemede karacigerde 2 cm
ve altinda ¢ok sayida kist veya abse kuskulu lezyonlar go-
raldi. Ayrica karaciger ve dalagin izointens gorinimu ve
karacigerde tim sekanslarda sinyal kaybi karacigerde me-
tal birikimini destekler nitelikteydi (Resim 1). Hasta operas-
yona alindi. Abse oldugu 6n gorilen bolgeden ponksiyon
ile 6rnek alindi ve mikrobiyoloji laboratuvarina génderil-
di. Genel durumu iyi olan, karin muayenesinde epigastrik
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Resim 2. Apse orneginin ekildigi KKA'da gri-beyaz renkte gobekli
Yersinia pseudotuberculosis kolonileri.

Resim 1. Yersinia enterocolitica enfeksiyonu nedeniyle apse
oldugu ortaya cikan goklu hiperintens hepatik lezyonlar (beyaz
oklar) gésteren st karin transvers T2 agirhikli manyetik rezonans
goruntiileri. Asiri demir yiiki ile uyumlu karaciger parankiminin
karanhk sinyali 6nemlidir.

hassasiyet ve ates disinda ek bulgusu olmayan hasta ser-
vis izlemine alindi. Hasta rutin hemodiyaliz hastasi olma-
si sebebiyle rutin diyalizine devam edildi. Hastanin genel
cerrahi yogun bakimda atesli iken alinan ilk kan kaltaru ve
operasyonda sirasinda alinan apse o6rneginin bakteriyoloji
laboratuvarinda yapilan Gram boyamasinda gram negatif
kiguk kokobasiller gorildi. Apse 6rneginin yapilan direkt
mikroskobik incelemesinde de “Her sahada bol I6kosit”
saptandi. Aerop ve anaerop kan kiltir siselerine hasta ba-
sinda ekilen kan 6rnekleri VersaTREK (Thermo Fisher Scien-
tific, ABD) otomatize hemokadiltir sistemine ylklendi. Apse
ornegi %5 koyun kanl agar (KKA) ve eosin methylene-blue
agara (BioMérieux, Fransa) ekilerek aerop ve anaerob at-
mosferde ayri ayri kaltarleri yapildi. Cihazda pozitif sinyal
veren kan kilturi siseleri de ayni agarlara aerop ve anae-
rob atmosferde subkiltiire edildi. 36°C’lik etlivde apse ve
periferik kanin aerop atmosferdeki KKA'indaki 24-48 saat-
lik inkiibasyondan sonra gri-beyaz renkte gobekli (Resim
2), EMB’de ise igne ucu kadar kiglk koloniler gézlendi. Bu
koloniler MALDI-TOF MS (Vitek MS) (BioMérieux, Fransa)
kullanilarak Y. pseudotuberculosis olarak tanimlandi. Y. pse-
udotuberculosis tanimlanmasindan sonra hastanin antibi-
yotik tedavisi seftriakson ve metronidazol olarak degistiril-
di. Y. pseudotuberculosis izolatlarinin antibiyotik duyarlilik
testleri icin otomatize VITEK-2 sistemi (BioMérieux, Fransa)
kullanildi. Amoksisilin/klavulanik asit: S (<=2.0), ampisilin :
<2.0 mg/ul (duyarli), sefuroksim aksetil: <1.0 mg/ul (duyar-
lh), seftriakson: <0.25 mg/ul (duyarli), sefiksim: S (<=0.25
mg/ul), amikasin: <2.0 mg/ul (duyarl), gentamisin: <1.0
mg/ul (duyarl), siprofloksasin: <0.25 mg/ul (duyarl) olarak
saptandi. Duyarlilik sonuglari EUCAST 2020 sinir degerler
tablosu kullanilarak degerlendirildi®.

Genel cerrahi servis izleminde kan sekeri reglle seyreden
hastanin insllin inflzyon ihtiyaci olmadigl i¢in mevcut
tedavisine devam edildi. Rutin biyokimya tetkiklerinde
alkalen fosfataz ve gama glutamil transferaz enzimlerinin
yuikselmesi sebebiyle (sirasiyla 1921 U/L ,1454 U/L) HIV ve
akut hepatit markerlari bakildi. Klinik tablo ile uyumlu bir
pozitiflik saptanmadi. Karin agrisi tamamen gerileyen, CRP

ve lokositozu gerileyen hastanin cerrahi herhangi bir soru-
nu kalmamasi Gizerine etyoloji aragtirilmasi ve tedavi amag-
Ii gastroenteroloji servisine devri yapildi. Gastroenteroloji
serviste, apsede Y. pseudotuberculosis Gremesi ve MR’da
karacigerde metal birikimi goruldigi dislndlen hastanin
bakilan ferritin degeri 13725 pg/L saptanmasi nedeniyle
hemokromatoz HFE geni mutasyon taramasi yapildi ve HFE
geninde “Heterozigot H63D” mutasyonu saptandi. Bilgisa-
yarli tomografisinde gorilen kolit stiphesi ve apsedeki tre-
yen etkenin Y. pseudotuberculosis olmasi lzerine de kolo-
noskopi yapildi. Hastanin kolonoskopisinde 1 adet polip ve
internal hemoroid disinda ek bir sey goriilmedi.

Bakteriyoloji laboratuvarinda kronik enterit ve bulastiricilik
acisindan arastirmak igin tedavinin 2.haftasi yapilan “so-
gukta zenginlestirme” yonteminde diski 6rnegi 3 cc 0.067
M PBS (fosfat tampon soliisyonu) icinde bir 6ze materyal
homojenize siispansiyon olacak sekilde tlpte hazilanip
4C%de 3 hafta bekletildi. 0-1.7-14-21.glinlerde tipten ali-
nan ornek EMB agara pasajlandi 48 saat 26°C’de enkiibe
edildi®. Yersinia ile uyumlu bir koloni Gremedi. KBY nede-
niyle dizenli diyalizine devam eden hastanin KBY’e bagl
anemisi nedeniyle en son 2 yil dnce kan transflizyonu ya-
pildig1 6grenildi. Servisteki klinik izlem sirasinda da aktif
kanama olmadan hemoglobin 6.4 g/dL olmasi tzerine iki
Unite eritrosit slispaniyonu replasmani yapildi. Seftriakson
ve metronidazol tedavisinin 18. gliniinde atessiz seyreden
hastadan kontrol icin alinan periferik kan kiltiriinde Gre-
me saptanmadi. Seftriakson ve metronidazol 4.haftasinda
kontrol igin gekilen Gst abdomen bilgisayarli tomografide
karacigerdeki abse odaklari benzer boyut ve gériinimde
olup segment 6 diizeyindeki multilokile gorinimdeki apse
odaginda bir miktar regresyon saptandi. Total Bilirubin de-
gerinde artis (3.87 mg/dL) ve apsedeki regresyonu devam
ettirmek icin antibiyotik rejimi dort haftalik seftriakson ve
metronidazolden piperasilin tazobaktam seklinde degisti-
rildi. iki haftalik piperasilin tazobaktam tedavisinin ardin-
dan atesinin olmamasi, genel durumu iyi ve vitalleri stabil
olmasi Uzerine hasta taburcu edildi. HFE genindeki hetero-
zigot H63D mutasyonu igin aileye genetik danisma verildi.
Hastanin 4.5 ay sonra yapilan kontrol muayenesi olagan
olup, ates ve agri sikayeti bu suirecte belirtiimedi, hastanin
cekilen kontrol Ust Batin bigisayarli tomografisinde 4.5 ay
once izlenmis karaciger igcindeki multipl hipodens lezyonlar
izlenmedi. KBY nedenli anemisi, demir birikiminin kontrol
altinda tutulmasi ve diger komorbiditeleri (Tip-2 diabet ve
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periferik arter hastaligi gibi) icin dahiliye polikliniginde ta-
kibe alinmasi planlandi.

Bulgular

Yersinia pseudotuberculosis’in dogal rezervuarlari kemiri-
ciler, vahsi hayvanlar ve av kuslaridir. Siklikla gida veya su
tiiketimi iliskili gastroenterit ve psédoapandisit tablosuna
sebep olmaktadir. Gida kaynakli (gig sut, iceberg marul
gibi) bu tabloya sebep olan buyik salginlara da neden
olmugtur®, Ayrica 4°C gibi diisiik sicakliklarda metabo-
lik olarak aktif oldugu icin buzdolabinda saklanan gidalar-
da yuksek konsantrasyonlara ulasabilir ve kis aylarinda da
daha fazla enfeksiyon yapabilir. Sekonder komplikasyon
olarak da perforasyon*?, intussusepsiyon ve akut bob-
rek yetmezligi®¥ yaptigi olgular da mevcuttur. Hemokroma-
t0z basta olmak tzere karaciger sirozu ve diyabet gibi altta
yatan kronik hastaliklar bakteriyemi ve karaciger apsesine
neden olabilir®”), Tedaviye ragmen bazen yiiksek mortalite
ile seyredebilmektedir.

Klasik olarak, Y. pseudotuberculosis’in tanimlanmasi ve tip-
lendirilmesi “O-antijen serotipine” gore gerceklestirilmis
olup 15 major serotip mevcuttur®, Bununla birlikte, vaka-
lardan izole edilen suslarin blylk ¢ogunlugu “O: 1 ve O: 3
serotiplerine “ait oldugundan, Y. pseudotuberculosis’in po-
tansiyel salginlarinin arastirilmasinda serotiplemenin kul-
lanimi ¢ok sinirhidir®®, Yersinia pseudotuberculosis ¢ok
sayida viriilans faktori tretir. Ozellikle YOPS (Yersinia outer
proteins) iceren Tip 3 sekresyon sistemi ve /RP-2 geni ile
iliskili siderofor-yersiniabactin mekanizmasi biyik 6nem
arz etmektedir. YOPS'un sitozole Tip-3 sekresyon sistemi
ile enjeksiyonu, bakterinin yararina olacak sekilde hiicrede
birgok mekanizmayr modiile veya inhibe eder. Siderofor-
Yersiniabactin mekanizmasi ise bakretilerin cogalmasi igin
onemli bir faktor olan “demirin” absorbe edilebilmesinde
kullanilir?*9, Bu vakada da ferritin degeri 13725 pg/L sek-
linde patoloijk olarak ylksek miktarda olup hemokromatoz
acidan HFE geninde heterozigot H63D mutasyonu saptan-
mistir. Literatlr taramasi yapildiginda HFE genindeki H63D
heterozigot mutasyonunun nadir de olsa hastalarda serum
demir ve ferritin ylksekligi yapabildigi®®, fakat klinigin net
bir sekilde agiklanabilmesi icin hemokromatozis agisindan
ileri genetik inceleme yapilmasi gerektigi gorildi. Hemok-
romatozis mutasyon taramasi igin yapilan strip testin “Hae-
mochromatosis StripAssay A (Viennalab diagnostics GmbH,
Avusturya)” sadece HFE genindeki en sik goriilen mutas-
yonlari kapsadigi g6z 6nline alindiginda, hemokromatozise
sebep olan HFE ve diger genlerdeki mutasyonlari ve muh-
temel genetik immiin yetmezlik hastaliklarini ortaya gikar-
masi amaclyla hastaya tim ekzom sekanslama (WES) anali-
zi yapilacaktir. Hastadaki olasi hemokromatozis hastaliginin
ya da immiin sistem defektinin de Y.pseudotuberculosis’in
patojenitesine katkisi oldugu dustunild.

Enterik enfeksiyon yapmasiyla bilinen Yersinia alt tlrlerinin
¢ogu genis spektrumlu sefalosporinler, aminoglukozidler,
kloramfenikol, tetrasiklin ve trimetoprim-stlfometoksazole
duyarlidirlar®. Hastamiza dnce 4 hafta seftriakson ve met-
ronidazol tedavisi uygulanmis olup ardindan iki hafta da
piperasilin-tazobaktam tedavisi ile izlenip antibiyiotikleri
kesilmistir.

Sonug

Sonug olarak hemokromatoz, diyabet gibi altta yatan kro-
nik hastaligi olan karaciger apseli hastalarda bakteriyolojik
inceleme tani ve tedavi agisindan blyik énem arz etmek-
tedir. Bu gibi olgularda Y. pseudotuberculosis nadiren de
olsa karsimiza gikabilmektedir. Y. pseudotuberculosis teda-
visinde optimal bir rejim mevcut degildir ve bu nedenle an-
timikrobiyal terapi, dogru uygulanmis duyarlilik testlerinde
antimikrobiyaller igin saptanan minimal inhibitor konsant-
rasyon degerlerine dayandirilmalidir.

Anahtar kelimeler: Demir birikimi, hemokromatozis
mutasyonu, karaciger apsesi, Yersinia pseudotuberculosis
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Girig

Anaerop bakteriler vicuttaki normal mikrobiyotanin
onemli kismini  olusturmaktadir. Bununla birlikte bu
bakterilerin firsatgi patojen olduklari; derive yumusak doku,
intraabdominal, pléropulmoner gibi endojen polimikrobiyal
enfeksiyonlara yol agarak hayati tehdit edebildikleri
bilinmektedir. Bu nedenle anaerop enfeksiyonlarin tanisi
buyik dnem tagimaktadir®?,

Anaerop bakterilerin rutinde sik karsilasilan diger
bakterilere gore klinik orneklerden izole edilmeleri ve
tanimlanmalari daha zor ve zaman alicidir. Bundan dolayi
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin biiylik kisminda anaerop
bakterilere yonelik ¢alismalar yapilamamaktadir. Bu da
klinisyenleri ampirik tedaviye yonlendirmektedir. Son
yillarda anaerop bakterilerde antibiyotik direnciarttigindan,
anaerop bakterilere yonelik ¢alismalarin yapilmasi 6nem
kazanmaktadir®®),

Anaerop bakterilerin konvansiyonel  yontemlerle
identifikasyonunda; is yukinin fazla olmasi, uzun zaman
almasi ve anaerobik ortami saglamada giglik g¢ekilmesi
gibi sorunlarla karsilasiimaktadir. Bu olumsuzluklar
disunuldiginde daha hizli, is yuki az olan yeni
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni bir yontem olan
MALDI-TOF MS ile bakteri identifikasyonu tim islemler
dahil olmak Uzere 5-10 dakika gibi kisa bir siirede
gergeklestirilebilmektedir?”.

Kan dolagimi enfeksiyonlari, hizla tedavi edilmesi gereken
olimcill bir tablodur. Tum bakteriyemilerin %1-17’sine
anaerop bakteriler yol acmaktadir®. Kiltir islemleri
uzun zaman aldigindan hastalara ampirik olarak genis
spektrumlu antibiyotikler baslanmaktadir. Tani stresini
kisaltmak amaciyla mikroorganizmalarin izolasyon islemi
heniiz yapilmadan MALDI-TOF MS ile direkt olarak kan
kaltaru sisesinden identifikasyonu arastirmacilarin ilgisini
ceken yeni bir konudur. Bu yontemle etken bakterilerin
tanimlanmasi daha kisa slirmekte ve hastalara uygun
tedavi daha erken baslanabilmektedir. Ancak hentiz sinirh
sayida bakteri bu yéntemle tanimlanabilmistir®.

Bu calismada, Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma

Hastanesi (SUEAH) Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gelen klinik 6rneklerden izole edilen anaerop bakterilerin
identifikasyonu MALDI-TOF MS ile yapilarak konvansiyonel
ve otomatize ticari yontemlerle karsilagtirilmasi
amaclanmistir. ikincil amag olarak; daha hizli identifikasyon
yapabilmek icin, kan kiltiir sisesinden pozitif sinyal
alindiktan sonra anaerop bakterilerin direkt olarak MALDI-
TOF MS ile identifikasyonu da arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Suslarin _secimi: Laboratuvarimiz kdltir koleksiyonunda
bulunan standart bakteri suslarindan Bacteroides fragilis
ATCC 25285™, Fusobacterium nucleatum subsp. ATCC
25586™ suslari ile yara, kan ve steril vicit sivilari gibi
klinik orneklerden izole edilen anaerop bakteri suslari
calismaya dahil edilmistir. 16 adet Prevotella spp. (Ug
adet Prevotella bivia, iki adet Prevotella buccae, bir adet
Prevotella denticola, iki adet Prevotella intermedia, bir adet
Prevotella loeschii, iki adet Prevotella melaninogenica, iki
adet Prevotella nigrescens, t¢ adet Prevotella veroralis), 14
adet Bacteroides spp. (sekiz adet Bacteroides fragilis, dort
adet Bacteroides thetaiotaomicron, iki adet Bacteroides
ovatus), 2 adet Porphyromonas asaccharolytica, 3 adet
Fusobacterium spp. (iki adet Fusobacterium nucleatum,
bir adet Fusobacterium varium), 3 adet Veillonella dispar,
6 adet Finegoldia magna, 3 adet Peptostreptococcus
anaerobius, 4 adet Peptoniphilus asaccharolyticus, 3 adet
Anaerococcus vaginalis, 2 adet Parvimonas micra, 3 adet
Actinomyces spp. (iki adet Actinomyces turicensis, bir
adet A. europaeus), 2 adet Cutibacterium acnes, 4 adet
Clostridium spp. (iki adet Clostridium ramosum, birer adet
Clostridium perfringens ve Clostridium clostridioforme), 1
adet Atopobium rimae ve 1 adet Eggerthia catenaformis
olmak Gzere toplamda 67 klinik izolat incelenmistir.

Kullanilan besiverleri, kitler ve cihazlar: Anaerop bakterileri
izole edebilmek amaciyla temel besiyeri olarak anaerobik
agar (Condalab, Madrid, ispanya) ve Schaedler agar
(Oxoid, Basingstoke, ingiltere); B. fragilis grubu bakterileri
secici olarak Uretmek igin Bacteroides safra eskilin agar
(Condalab, Madrid, ispanya); identifikasyon diskleriyle
tanimlama yapmak amaciyla brusella agar (BBL, BD
DiagnosticSystems, Sparks, ABD); anaerop bakterisuslarinin
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Tablo 1. Anaerop bakterilerin konvansiyonel yontemler, Vitek 2 sistemi, MALDI-TOF MS yontemi ile hem koloniden hem de direkt kan
kiiltur sisesinden yapilan identifikasyonunun karsilastiriimasi.

Konvansiyonel

yéntem Vitek 2 sistemi MALDI-TOF MS
Bakteri adi Direkt siseden Koloniden
Tiir Cins Tar Cins .
Tar Cins (Tar)
Bacteroides fragilis 0 9 8 0 8 1 9
Bacteroides thetaiotaomicron 0 4 0 0 3 0 4
Bacteroides ovatus 0 2 0 1 2 0 2
Prevotella bivia 0 3 3 0 3 0 3
Prevotella veroralis 0 3 1 2 2 1 3
<_§_ Prevotella buccae 0 2 0 1 1 0 2
% Prevotella intermedia 0 2 0 1 0 1 2
c
tg Prevotella melaninogenica 0 2 1 1 0 0 2
©
éb Prevotella nigrescens 0 2 1 1 0 0 2
§ Prevotella loeschii 0 1 0 1 0 0 1
Prevotella denticola 0 1 0 0 0 0 1
Veillonella dispar 0 2 0 3 3 0 3
Porphyromonas asaccharolytica 0 2 0 0 2 0 2
Fusobacterium nucleatum 0 3 2 0 0 0 3
Fusobacterium varium 0 1 1 0 0 0 1
Finegoldia magna 0 0 6 0 5 0 6
Anaerococcus vaginalis 0 0 0 2 3 0 3
Parvimonas micra 0 0 2 0 2 0 2
Cutibacterium acnes 2 0 2 0 2 0 2
- Actinomyces turicensis 0 2 0 2 1 1 2
g Actinomyces europaeus 0 1 0 1 1 0 1
g Atopobium rimae 0 0 1 0 1 0 1
g_ Peptostreptococcus 0 0 4 0 2 0 4
I asaccharolyticus
g Peptostreptococcus anaerobius 3 0 3 0 1 0 3
Clostridium perfringens 1 0 0 0 1 0 1
Clostridium ramosum 0 0 0 2 0 0 2
Clostridium clostridioforme 0 1 0 0 0 0 1
Eggerthia catenaformis 0 0 1 0 0 0 1
SAYI 6 49 36 54 43 47 69
TOPLAM
YUZDE %8.7 %71 %52.1 %78.2 %62.3 %68.1 %100

stok kiiltiiri amaciyla skim milk besiyeri kullanildi. Uremeyi
artirmak igin %5 koyun kani, 1 ug/ml hemin ve 1 pg/ml

vitamin K, ilave edildi.

92

Otomatize sistem tani kiti: MALDI-TOF MS ve konvansiyonel
yontemlerle performansini karsilastirmak amaciyla Vitek 2
sistemi kullanilarak Vitek 2 ANC Card (bioMérieux, Marcy

I’Etoile, Fransa) ile identifikasyon yapildi.
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MALDI-TOF MS: Calismaya alinan suslar anaerobik kanh
agar ve Schaedler kanli agarda yeniden uretildikten sonra,
Gremis koloniden ve kan kiltlr sisesinden direkt olarak
identifiye etmek amaciyla Vitek MS (bioMérieux, Durham,
NC, ABD) kullanildi. Matriks olarak ise Uretici firmanin
onerileri dogrultusunda CHCA kullanild.

Biyokimyasal testler: Konvansiyonel yontemler ile anaerop
bakterileri tanimlamak igin gram boya seti, identifikasyon
diskleri, spot indol, katalaz, lireaz, nitrat rediiksiyonu gibi
biyokimyasal testler ile BSE agar kullanildi.

Bakterislispansiyonlarinin Hazirlanmasi: Tum bakterisuslari
anaerobik agar ve Schaedler agar plaklarina ekildi. 37°C’de
en az 48 saat inkiibe edildi. identifikasyon diskleri icin ve
kan kiltiri sisesinden direkt identifikasyon isleminde
kullaniimak tzere her bakteri igin tek disen kolonilerden
spektrofotometrik yontem kullanilarak (DensiCHEK plus,
bioMérieux, Fransa) 0.5 McFarland yogunlugunda bakteri
suspansiyonlari hazirlandi.

Orneklerin_toplanmasi ve isleme alinmasi: Galigmamiza
anaerop kiiltlir istemiyle laboratuvarimiza gonderilen klinik
orneklerden izole edilen 67 sus dahil edildi. Klinik 6rnekler
oncelikle purilan, kanlh, kot kokulu olmasi gibi makroskopik
ozellikleri agisindan degerlendirildi. Tum 6rnekler anaerop
kilttr plaklarina ekilerek 37°C'de en az 48 saat inkiibe
edildi. Ekim sonrasi orneklerden preparat hazirlanarak
gram boyama yapildi ve mikroskopta incelendi.

Kiltir islemleri ve identifikasyon: Anaerop kiltur igin uygun
olan klinik érneklerden anaerobik agar ve Schaedler kanl
agara ekimleri yapildi. Uygun inklibasyon siiresi sonunda
treyen kolonilerin morfolojik goriinimleri ve pigment
olusumu incelendi. Saf olarak tGremis koloniler, calismada
kullanmak amaciyla pasaj alindiktan sonra MALDI-TOF
MS ile identifiye edildi. Karigik Giremenin oldugu plaklarda
aerotolerans testi uygulandi.

Kan kaltlrd sisesinden direkt identifikasyon: Bakteri
suspansiyonlari hazirlandiktan sonra, kan kiltlru sigelerine
ekim yapilarak spike/simule 6rnekler hazirlandi. Daha sonra
tim siselere kan eklenerek inkiibe edildi. Cihaz tGreme
sinyali verdiginde anaerop besiyerlerine pasajlandi ve
inklibasyona birakildi. Uygun siire inkiibasyonun ardindan
plaklarin kiltiir degerlendirilmesi yapilarak MALDI-TOF MS
ile tim bakteriler kontrol amaciyla tekrar identifiye edildi.
Direkt identifikasyon islemi igin pozitif sinyal veren tiim kan
kiltirl siselerinden steril enjektorler vasitasiyla 5 ml kan
16x100’ltik 8.5 ml BD Vacutainer plastik SST jelli tuplere
alindi. Tiipler 2000g hizinda 15 dakika santrifiij edildi. Ustte
kalan stipernatant disariya atildi. Pelletin lizerine 3 ml SF
ile 100’er pl asetonitril ve formik asit ilave edildikten sonra
tipler hafifce elle karistirildi. Bu karisimdan 1 ml alinarak
steril 1.5 ml’lik Eppendorf tlplerine aktarildiktan sonra
50 g hizinda 2 dakika santrifiij islemi uygulandi. Santrifij
sonrasli supernatant kismindan 1 pl alinarak MALDI-TOF MS
slaytinda bulunan kuyucuklara inokiile edildi. Uzerlerine 1
pl matriks ilave edildi. Bu karisim kuruduktan sonra slaytlar
cihaza yuklenerek identifikasyon sonuglari degerlendirildi.

Bulgular

Konvansiyonel yéntem bulgulari: Oncelikle kolonilerden

hazirlanan preperatlarin gram boyamasi yapilarak;
bakterilerin morfolojik bulgulari mikroskopta incelendi.
Koloni o0zellikleri ve gram boyama bulgularina gore
konvansiyonel testler uygulandi. identifikasyon diskleri ile
bazi antibiyotiklere duyarllik, spot indol, safraya direng,
eskdlin hidrolizi, katalaz, nitrat rediksiyonu, L-pirolidonil
arilamidaz (PYR), Ureaz gibi 6zellikleri incelendi. Tablo 1'de
konvansiyonel yontemlerin sonuglari verilmistir.

Otomatize sistem bulgulari: Otomatize yéntem olarak Vitek
2 sistemi kullanildi. Bu yontemle yapilan identifikasyonu
sonuglari Tablo 1’de gorilmektedir.

MALDI-TOF _MS ile kan kdltlrld sisesinden direkt
identifikasyon bulgulari: MALDI-TOF MS ile koloniden
galisilan yontemle karsilastirildiginda; bu suglardan 43
(%62.3) tanesinde tir dlzeyinde, 47 (%68.1) tanesinde ise
cins diizeyinde ayni sonuca ulasildi.

MALDI-TOF MS koloniden olan ydntem referans kabul
edildiginde konvansiyonel yontem, Vitek 2 sistemi ve kan
kiltiri sisesinden direkt identifikasyonun uyum oranlari
sirasiyla; %71, %76.8 ve %68.1 olarak bulundu. Ayni sekilde
uyum oranlari gram negatifler igin sirasiyla; %97.5, %70 ve
%67.5 iken gram pozitifler igin %34.4, %89.6 ve %68.9 idi.
Her U¢ ydntemin de bir bakteriyi bagka bir tur veya cins ile
karisirmadigi tespit edildi.

Sonug

Anaerop bakterilerin MALDI-TOF MS ile direkt olarak
kan kultlra siselerinden identifikasyonu literatlrde
yeni bir konudur. Bu yontem ile sonu¢ verme slresi
olduk¢a kisalmakta ve direkt identifikasyon yonteminde
kan kualtird sisesinin pozitif sinyal verdigi ayni gin
icinde sonug¢ vermektedir. Duyarliigl ve 0zgulligiinin
konvansiyonel yontemler ve otomatize sistemlerden
daha yuksek bulunmasi nedeniyle, son yillarda MALDI-
TOF MS anaerop bakterilerin identifikasyonunda referans
yéntem olma potansiyeli tasimaktadir. Referans yontem
olan dizi analizi yontemine gore ¢ok daha hizli, maliyet
etkin ve kolay uygulanabilir bir yontemdir. Tani stresinin
kisalmasi ile tedavi erken yonlendirildiginden; mortalite ve
morbidite oranlarinin diigmesi, hastanede yatis siiresinin
kisalmasi, hasta bakim maliyetlerinin diismesi gibi yararlar
saglanacaktir.

Bu galismanin kisithliklari arasinda referans yontem olan
sekans galismasinin yapilmamis olmasi, standart sus ve
klinik izolat sayisinin azligi, siseden direkt identifikasyonda
lizis tamponlarinin ve hazir ticari Grinlerin kullaniimamis
olmasi sayilabilir.

Bu c¢alismada MALDI-TOF MS ydnteminin anaerop
bakterilerin gerek koloniden gerekse de kan kiltlr
sisesinden direkt olarak identifikasyonunda buyik
basariyla kullanilabilecegi ve sonug verme siiresini oldukg¢a
kisalttigl tespit edilmistir. Konvansiyonel yontemler, hizh
enzimatik otomatize sistemler ve MALDI-TOF MS arasindaki
sonuglarin biylk oranda uyumluoldugu gézlenmistir. Ancak
kan kaltiir sisesinden direkt identifikasyon yonteminin
standardizasyonu heniiz saglanabilmis degildir. Bu konuda
daha detayli ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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Girig

Enterokoklar, insan gastrointestinal sistem normal flora
elemani olup, Uriner sistem enfeksiyonu, solunum yolu en-
feksiyonu, endokardit, menenijit ve kan dolasimi enfeksiyo-
nu gibi ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara da neden olabilen
firsatcl patojenlerdir. Dis ortam kosullarina direngli olma-
lari ve yaygin ¢oklu antibiyotik direnci nedeni ile hastanede
yatis siiresini uzatir, tedavi maliyeti, tedavi basarisizligi ve
Olum riskini artirirlar. Dogal direng mekanizmalarinin yani
sira, kazanilmig direng genleri nedeniyle yol agtiklari ciddi
enfeksiyonlarin tedavi secenekleri kisithdir®,

Vankomisine direngli Enterococcus faecium, Amerika Enfek-
siyon Hastaliklari Dernegi (IDSA) tarafindan yeni tedavilere
ihtiyac duyulan bir patojen olarak kabul edilmistir®. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) de vankomisine direngli E. faecium’u,
yeni antibiyotik gelistiriimesi gereken 6ncelikli patojenler
listesinde, yliksek oncelige sahip patojenler grubuna dabhil
etmis, mevcut ve etkili tedavi segeneklerinin yetersizligini
vurgulamigtir®,

Bunlara ek olarak, glikopeptidlere direngli Staphylococcus
aureus’larin gérilmeye de baslanmasiyla vankomisin et-
kinliginin korunmasi giinimuzde daha da dnem kazanmis-
tir. Bu nedenle direngli enterokoklarin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde, vankomisine alternatif yeni
tedavi rejimlerinin gelistiriimesine ihtiyag vardir.

GUnlimuzde ilag endustrisinin, yeni antimikrobiyal ajanla-
rin gelistirilmesi igin ayirdiklari fonlari dnemli 6lglide azalt-
malari nedeni ile, ilag direncinin Ustesinden gelebilmek
icin antimikrobiyallerin kombine kullanimi zorunlu hale
gelmektedir. Seftobiprol, PBP5 de dahil olmak lzere gesitli
enterokokal PBP alt tipleri igin ylksek baglanma afinitesine
sahip genis spektrumlu, bakterisidal etkili 5. kusak sefalos-
porindir ve vankomisine direngli Enterococcus faecalis ve
E. faecium izolatlarina karsi in vitro aktivite gosterir®®7),

Staphylococcus aureus izolatlarinda B-laktam antibiyotik-
lerin daptomisin ile kombinasyonlari sonucunda bakte-
ri hiicre yuzey yikiinde degisiklik sonrasi sinerjik bir etki
gorulur®®), Seftobiproliin enterokoklardaki etkisine dair
sinirli sayida ¢alisma olup sinerjik etkisi hakkinda hentiz ye-
terli veri yokturt*otd,

Bu veriler 1si8inda seftobiprol, daptomisin gibi ajanlarin
kombinasyonunun yeni tedavi secenekleri olarak degerlen-
dirilebilmesi igin genis kapsamli calismalar gerekmektedir.

Bu calismada hastanemiz laboratuvarina génderilen kan
orneklerinden izole edilen E. faecalis ve E. faecium izolat-
larinda sivi mikrodilGsyon yéntemiyle daptomisin ve sefto-
biprolln in vitro duyarligl ve daptomisin-seftobiprol kom-
binasyonunun potansiyel sinerjik aktivitesinin arastirilmasi
amaglanmistir. Boylece tedavi segenegi daralan enterokok
enfeksiyonlarina alternatif bir tedavi segenegi saglanabil-
mesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismamiza, hastanemiz Tibbi Mikrobiyoloji laboratuva-
rina, 2018 Ocak-2019 Aralik tarihleri arasinda gonderilen,
kan kiltirt orneklerinden izole edilen 61 E. faecalis ve 39
E. faecium izolati dahil edildi. Bu izolatlardan, (¢ E. faecium
izolati vankomisine direngliydi.

izolatlarin daptomisin (Carbosynth Limited, Birlesik Krallik)
ve seftobiprol (Basilea Pharmaceutica, isvigre) minimum
inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri, Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) M27-A3 standartlari
kullanilarak, sivi mikrodilisyon (SMD) yontemi ile belir-
lendi. Daptomisinin etkiligini gésterebilmesi icin ortamda
fizyolojik seviyelerde (50 mg/L) kalsiyum varligi gerektigin-
den, MHB besiyeri son kalsiyum konsantrasyonu 50 mg/L
kalsiyum olacak sekilde ayarlandi ve ¢ozlici, sulandirici ve
izolatlarin inokiilasyonunda besiyeri olarak kullanildi. Dap-
tomisin sonuglari CLSI standartlarina gore, E. faecalis igin;
<1 pg/mL bulunan izolatlar duyarli, 2-4 ug/mL bulunan
izolatlar doza bagli duyarl (SDD), 28 ug/mL bulunanlar ise
direngli, E. faecium igin; <4 ug/mL SDD, 8 pg/mL direngli
olarak degerlendirildi*?. Seftobiproliin European Commit-
tee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ve CLSI
rehberlerinde enterokok izolatlari igin klinik sinir degerleri
bulunmadigindan sonuglar duyarli veya direngli olarak yo-
rumlanamadi.

izolatlarin tamaminda gradiyent test (GT) yontemi ile MiK
degerleri ve in vitro sinerji varligi aragtirildi. Kombinasyonu
degerlendirmek igin, éncelikle izolatlarin her iki antibiyo-
tik icin, GT ydntemi ile, MiK’leri belirlendi. Sonrasinda GT
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seritleri kesisme noktasi, her iki antibiyotik icin MiK degeri
olacak sekilde, 90° agi ile yerlestirilip, 35”de bir gece in-
kiibe edildi. Kombinasyon, izolatlarin fraksiyonel inhibitor
konsantrasyon (FiK) indeksi hesaplanarak; sinerji, aditif, et-
kisiz veya antagonizma olarak yorumlandi (FiK indeksi; <0.5
sinerji, 0.5—1 aditif, 1-4 etkisiz, >4 antagonizma)™3,

Gradient test ydntemi ile sinerji saptanan (FiK indeksi=0.5)
11 nolu E. faecalis izolatina “Time Kill Assay” (TKA) ¢alisil-
di. Bu izolatta TKA yontemiyle de sinerjiyi saptayarak, GT
yénteminin etkinliginin gdsterilmesi hedeflendi. izolatin
SMD yéntemiyle seftobiprol ve daptomisin icin MiK’i 1ug/
mL olarak bulunmustu. Seftobiprol icin; x0.25MiK, x1MiK
ve x4MIK; daptomisin igin, x0.25MiK, x1MiK ve x2MiK ve
kombinasyonlariyla birlikte toplam 15 test ve bir kontrol
tlpl hazirlandi. Her tiipten 0., 2., 4., 8., 12. ve 24. saatlerde
ekimler yapildi. Bir gecelik inkiibasyon sonrasi koloni sayimi
yapilarak, ekimin yapildigi saatteki mililitreye disen canh
bakteri sayisi belirlendi. Her tiip icin hesaplanan degerler
Excel sayfasina aktarildi. Zaman-konsantrasyon iliskisi grafi-
gi kullanilarak zaman-6ldirme grafigi elde edildi. Sonuglar
degerlendirilirken, baslangi¢ bakteri sayisina goére 1000 kat
ve lizeri (>3log, ) azalmanin oldugu antibiyotik konsantras-
yonu bakterisidal etkinin gortldigl konsatrasyon, kombi-
nasyon ise en etkili antibiyotige gore bakteri sayisindaki
100 kat ve Uzeri (>2log, ) azalma sinerji, 100 kattan daha az
(<2log, ) degisiklik etkisizlik, 100 kat ve uzeri (>2log, ) artig
antagonizma olarak tanimlandi.

Bulgular

Yiiz Enterococcus spp. izolatina SMD ve GT yontemiyle dap-
tomisin ve seftobiprol duyarliligi ¢alisildi.

Galismamizda daptomisin, E. faecalis ve E. faecium izolat-
larina karsi gligli aktivite gosterdi. Daptomisine direngli
izolat saptanmadi, izolatlarin tamaminin Gremesi <4 pg/
mULde inhibe oldu. Bir vankomisin direngli enterokok izola-
tinin MiK’i 4 pg/mL bulundu. GT ve SMD yéntemine gére;
61 E. faecalis izolatinin, 54’(i daptomisine duyarli, 7’si
SDD, 39 E. faecalis izolatinin hepsi SDD bulundu. izolatlarin
%96’sinda, iki yontem arasinda en fazla +1 diliisyon fark bu-
lunuyordu. Cok biyik ve bliyiik hata gorilmedi.

Seftobiproliin ne EUCAST ne de CLSI'da enterokok izolat-
lari igin klinik sinir degerleri bulunmadigindan sonuglar
duyarh veya direngli olarak yorumlanamadi. GCalismamizda
seftobiprol, E. faecalis izolatlarina karsi iyi aktivite gosterdi.
izolatlarin %90,2’sinin liremesi <4 pg/ml’de inhibe oldu.
Ancak E. faecium izolatlarina karsi aktivite gosteremedi. 39
izolattan 34 (%87.2)linin MiK’i >32 pg/mL olarak bulun-
du. Yalnizca 5 (%12.8) izolatin Gremesi <4 pg/mlde inhibe
oldu. izolatlarin %81’inde, iki ydntem arasinda en fazla +1
diltsyon farki bulunuyordu. 15 E. faecalis izotinda 2 dilUs-
yon, 4 E. faecalis izolatinda %3 diltisyon fark bulunuyordu.

Yuz Enterococcus spp. izolatina GT yontemiyle seftobiprol
ve daptomisin kombinasyonu cahsildi. FiK indeksine gére
sonuglar sinerjik, aditif, etkisiz ya da antagonist olarak
yorumlandi. Higbir izolatta antogonizma gorilme-
di. E. faecalis izolatlarin %24.6’sinda sinerji gorulirken,
%70.5’inde aditif etki gorlldu. E. faecium izolatlarinin ise
sadece %2.5 (n=1)'unda sinerji gorulirken %53.8’'inde
kombinasyon etkisizdi. U¢ VRE izolatinin hepsinde kombi-

nasyon etkisizdi (Tablo 1).

Tablo 1. Gradiyent test sinerji sonuglari.

SINERJi  ADITiIF  ETKiSiZ ANTAGONIST

n (%) n (%) n (%) n (%)
Enterococcus spp. 16 60 24 0
(n=100) (%16) (%60) (%24)
Enterococcus 15 43 3 0

faecalis (n=61) (%24.6) (%70.5) (%4.9)

Enterococcus 1 17 21 0
faecium (n=39) (%2.5) (%43.6) (%53.9)

GT yontemi ile sinerji saptanan 11 no’lu E. faecalis izolatina
TKA gahsildi. Bu izolata karsl; daptomisin 2 ug/mL konsant-
rasyonda 24. saatte, seftobiprol 4 ug/mL konsantrasyonda
12. saatte bakterisidal aktivete gosterdi.

Ug seftobiprol, lic daptomisin konsantrasyonunun c¢apraz
kombinasyonlari olmak tizere toplam dokuz kombinasyon
cahsildi. 1pug/mL daptomisin ile 1 pug/mL seftobiproliin, 1
ug/mL daptomisin ile 0.25 pg/mL seftobiproliin kombinas-
yonu 12. saatte en etkili olan antibiyotige gére >2log, , CFU/
mL azalarak sinerji gosterdi. 2 pug/mL daptomisin ile 1 ug/
mL seftobiproliin ve 2 pg/mL daptomisin ile 0.25 pg/mL sef-
tobiproliin kombinasyonu 12. saatte en etkili olan antibiyo-
tige gore 22log,, CFU/mL azalarak sinerji gosterdi. Yiiksek
konsantrasyonlarda, tek basina daptomisin ve seftobip-
rolin ylksek aktivitesi nedeniyle sinerjinin maskelendigi
diisiintldi. izolata ait zaman &ldirme egrileri Grafik 1'de
gosterilmistir.

TKA SONUCLARI

KONTROL
x4C
x1C
8 x0,25¢
=@ 4C x1D
— —8—x1C x1D
. — 3 =8—10,25C x1D
1D
2 —@==x4C x0,25D

=8—x1C x0,25D

Log,, CFU/mL

=8=x0,25C x0,25D

ZAMAN —8=5x0,25D

Grafik 1. Bu grafikte; 4 pg/mL, 1 pg/mL ve 0.25 pg/mL konsant-
rasyonlarinda seftobiprol, 2 pg/mL, 1 ug/mL ve 0.25 pg/mL
konsantrasyonlarinda daptomisin ve kombinasyonlarinin gahisil-
dig1 TKA sonuglar gosterilmistir.

Sonug

Ulkemizde, enterokoklarda seftobiprol duyarlihgiyla ilgili ya-
yinlanmis bir ¢alismaya heniiz rastlanmamistir. Calismamiz
bu konuda bir ilk olabilir. Seftobiproliin E. faecalis izolatla-
rindaki etkinligi gbz onitine alindiginda, klinik etkinliginin
anlasilmasi igin daha fazla galismayi hak ettigi dustunalda.
Ozellikle direngli izolatlara karsi sinerji potansiyelini daha iyi
anlamak igin seftobiproliin baska antibiyotiklerle kombinas-
yonu Uzerine daha fazla ¢alisma yapilmalidir. Bu tir arastir-
malardan elde edilen bulgular, ilag kombinasyon terapisinde
seftobiproliin terapotik kullanimina yardimci olabilir.
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Ayrica GT yonteminin, antibiyotik kombinasyonlarini deger-
lendirmek igin hizl, kolay ve glvenilir bir yéntem oldugu
tekrar gosterilmistir. GT, hastane ortaminda antimikrobiyal
kombinasyonlarin arastirilmasi igin, 6n test olarak deger-
lendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Enterokok, daptomisin, seftobiprol, si-
nerji, time kill assay
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Girig

Kan dolasimi enfeksiyonlari ciddi mortalite ve morbiditeye
sebep olan enfeksiyonlardir®. Sepsis iliskili hipotansiyonu
takiben, etkili tedavinin geciktigi her saat mortalitede yak-
lasik %8 artisa neden olmaktadir®. Tanida kan kalturd altin
standart olup konvansiyonel yontemlerle tanimlama, kan
kaltlra sisesinde Greme sinyali alindiktan sonra kati besi-
yerine ekim sonrasi 18-24 saatlik inklibasyonu takiben ko-
loni Gremesine dayanir. Kati besiyerinde treyen koloniden
tanimlama yapabilen Matriks destekli lazer desorpsiyon/
iyonizasyon ugus slresi kitle spektrometresi (MALDI-TOF
MS) ile kesin tanimlama dakikalar igerisinde sonuglansa da;
siseden pozitif sinyal alinmasindan, kesin tanimlamaya ka-
dar gegen siire 24 saati asabilmektedir. Yapilan galismalar-
da rutin tanimlamada kati besiyerindeki inkiibasyon suresi
kisaltilarak, MALDI-TOF MS ile daha erken zamanda bakte-
rilerin glivenilir sekilde tanimlanabilecegi gosterilmistir®>),

Pozitif kan kalturl sisesinden direkt MALDI-TOF MS
ile tanimlama islemi “in-house” yontemlerle sistem
veri tabani veya vyaziliminda degisiklik yapilmaksizin
uygulanabilmektedir®. Bunun yani sira giinimiizde MALDI-
TOF MS sistemiyle direkt pozitif kan kaltirG sisesinden
mikroorganizma tanimlamak amaciyla gelistirilen ticari kit-
ler ve yazilim modiilii de mevcuttur”®, Pozitif kan kiltiri
sisesinden, gesitli serum seperator tipler kullanilarak elde
edilen ¢okeltiden MALDI-TOF MS sistemiyle bakterilerin
%90'In Uzerinde dogru tanimlanabildigi gosterilmistir®©),
Kan kultira sisesinden MALDI-TOF MS ile hizli tanimlama
Uzerine daha &nce yapilan galismalarda sonug verme su-
releri, 18-24 saatlik inkiibasyon yontemiyle karsilastiriimig
olup kisa inkiibasyon siireli rutin yontemle karsilastirilma-
sina dair veri bulunmamaktadir(*2),

Bu galismada pozitif kan kiltiiri sisesinden direkt MALDI-
TOF MS ile hizli tanimlama yénteminin pratikte uygulana-
bilirligi, dogrulugu ve kisa inklibasyon sireli rutin yénteme
gore sonug verme siliresine katkisinin ortaya koyulmasi
amagclanmistir.

Gereg ve Yontem

Caligmaya Alinan Numuneler: Calismamiza Tibbi Mikrobi-
yoloji laboratuvarimizda Ekim 2019-Temmuz 2020 tarih-
leri arasinda BACTEC FX (Becton Dickinson, Sparks, ABD)
sistemiyle pozitif sinyal alinan 328 kan kiltlru sisesi (BD
BACTEC Plus Aerobic/F ve Anaerobic/F, Becton Dickinson,
ABD) prospektif olarak dahil edildi. Eriskin hastalarda cin-

siyet farki gozetilmeden, pozitif sinyal alinan tiim kan kl-
tird ornekleri incelendi. Ayni hastadan es zamanli alinan
kan kaltiira siselerinden sadece ilk pozitif sinyal alinan sise
calismaya dahil edildi, tekrarlayan tremeler galismadan
dislandi.

Rutin Tanimlama: Tim 6rneklerden Gram boyama ve %5
koyun kanli agar, cikolata agara ekim yapildi. Anaerobik
siseden Greme sinyali alindiginda ek olarak Schaedler be-
siyerine ekim yapilarak uygun ortamlarda inkiibasyon sag-
landi. Rutin tanimlamada petrideki Gremeler saat 09:00 ve
14:00°da olmak Uzere giinde iki kez kontrol edilerek gozle
gorilur yeterli ireme gosteren kiltirlerden direk formik
asit ekstraksiyon yontemiyle MALDI Biotyper’da (Bruker
Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) bakteri ta-
nimlamasi yapildi.

Hizli Tanimlama: Hizli tanimlamada Barnini ve ark./nin10
daha 6nce kullanmis oldugu yontem modifiye edilerek kan
klltlra siselerinden serum seperator tip (BD Vacutainer
SSTII Advance, Becton Dickinson Belliver Industrial Estate,
ingiltere) yardimiyla hazirlanan pelletler kullanildi. Direk
formik asit ekstraksiyon yontemiyle MALDI Biotyper’da
elde edilen spektrumlar Bruker Biotyper 3.1 yaziliminda
RUO Versiyon 8.0 kiitiiphanesi kullanilarak analiz edildi.
Hizl tanimlama iglemleri mesai saatleri igerisinde giinde
iki kez olmak tizere (sabah 11:00, 6gleden sonra 16:00)
gergeklestirildi. Hizlh tanimlama islemine alinincaya kadar
gegen slrede siseler oda isisinda bekletildi. Hizli ve rutin
tanimlama yontemlerinin uygulama asamalari Sekil 1'de
gorulmektedir.

Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz: Uretici
onerileri dogrultusunda; MALDI Biotyper’da 2.0 ve Uze-
rinde elde edilen skor degerleri tir dizeyinde glvenilir;
1.7-1.99 arasindaki skor degerleri cins diizeyinde gliveni-
lir; 1.7'nin altindaki skor degerleri ise guivenilir olmayan
tanimlama olarak kabul edildi. Dogru tanimlama igin rutin
tanimlama yonteminde 2.0 ve Uzerindeki skorlar referans
kabul edilerek, hizli tanimlama sonuglarinin uyumu deger-
lendirildi. Hafta i¢i glinlerde 06:00 ile 16:00 saatleri ara-
sinda pozitif sinyal alinan 6rnekler “Giindiiz sinyal grubu”;
16:00 ile ertesi glin 06:00 arasi pozitif sinyal alinan 6rnekler
ise “Gece sinyal grubu” olarak tanimlandi. Siseden pozitif
sinyal alinmasindan, tanimlamanin sonuglanmasina kadar
gegen sire saat cinsinden hesaplanarak her iki ydntem igin
sonug verme siireleri elde edildi. istatistiksel analizde SPSS
26.0 programi kullanildi. Tanimlayici istatistikler katego-
rik degiskenler igin sayl ve yuzde; sayisal degiskenler igin
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ortalama, standart sapma olarak verildi. Normal dagilim
gosteren verilerin karsilastirilmasinda Paired Sample t-test,
veriler normal dagilmadigl durumda Wilcoxon testi kulla-
nildi. Tim analizler %95 gliven araliginda gergeklestirildi.
istatistiksel anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Rutin Tanimlama Sonuglari: 328 6rnekte rutin yontem-
le 190 (%57.9) Gram pozitif, 120 (%36.6) Gram negatif, 2
(%0.6) maya ve 16 (%4.9) polimikrobiyal treme tanimlandi.
Caligmaya alinan orneklerden en sik 106 izolatla koagiilaz
negatif stafilokoklar; ikinci sirada ise 98 izolatla Enterobac-
terales ailesine ait tirler izole edildi. Tim izolatlar rutin
tanimlama yonteminde MALDI Biotyper ile 2.0"in lzerinde
skorlarla tanimlandi.

Hizh Tanimlama Sonuglari: Hizli tanimlama yontemiyle
monobakteriyel orneklerin %95.2’sinde (295/310) sonug
elde edilirken; %4.8’inde (15/310) sonug elde edilemedi.
Pozitif sinyal alinan érneklerin hizli tanimlamasinda deger-
lendirme sonuglari Sekil 2’deki semada Ozet olarak goste-
rilmistir.

Monobakteriyel 6rnekler igerisinde %93.2 (289/310) ora-
ninda tlr diizeyinde dogru sonuglar elde edildi. Tur dize-
yinde dogru tanimlama sonucu alinan izolatlarin igerisinde
tanimlama skorlari 2.0’dan buyik, 1.7 ile 1.999 arasinda ve
1.7’den kuguklerin oranlari sirasiyla; %70.2, %22.2 ve %7.6
idi. Monobakteriyel 6rneklerde hizli tanimlama sonugla-

Tablo 1. Gradiyent test sinerji sonuglari.

Rutin Tammlama F ¥ Hizh Tanimlama
Vé p, \
s (s
= = 8ml 6mek BD
- 5 = Vacutainer
AR SST'e aktanilir
S
Big |

Gram boya

%5 KKA ve GA ekim

l 10 dk 2000xG
(3343rpm)
b
Jel tizerindeki
tabaka korunarak

lml dAsIlIL su
A

tipe o sl
Koloniden

hedef
2dk St
1W’FWT:“’ w
sanrif

plaga
yayma
Pelletten
hedef plaga
yayma

4-24 saat
inkiibasyon

111 Formik asit ’

Tpl Matrix 1l Formik asit

1pl Matrix -t

Q'—/

MALDI-TOF MS analizi

Sekil 1. Rutin ve hizli tanimlama yéntemlerinin akig diyagrami.

rinin tirlere gore dagihmi Tablo 1'de gosterilmistir. Hizh
tanimlama ile sonug elde edilen 6rneklerin %97.9’unda
tanimlama tir diizeyinde dogru, %1.4’inde cins diizeyinde
dogru, %0.7’sinin tanimlama sonucu yanlist.

Hizli Tarimlama Sonucu

Tur Diazeyinde Dogru CDD  Yanls Tamimsiz Tar Dizeyinde Dogru
n MALDI-TOF MS Skoru n MALDI-TOF MS Skoru

Gram Pozitif <17 1.7-1.99 =2 Gram Negatif 1.7-1.99 =2
S.epidermidis 43 9 20 8 1 5 E.coli 61 1 60
S.hominis 38 1 12 20 2 3 K.pneumoniae 28 1 27
S.aureus 36 2 11 19 1 3 A.baumannii 10 4 6
E faecalis 17 1 16 P.aeruginosa 5 5
S.haemolyticus 13 2 4 4 1 2 Burkholderia cepacia 2 2
S.pneumoniae 8 8 E.cloacae 2 2
S.capitis 7 3 1 2 1 K.variicola 2 2
E._faecium 5 5 Salmonella spp. 2 2
C.striatum 4 2 2 Aeromenas hydrophifia 1 1
C.gfermentans 1 1 Bacterodies fragilis 1 1
Cjeikeum 1 1 K.aerogenes 2 1 1
S.gallolyticus 2 1 1 P.mirabilis 1 1
S.pyogenes 2 1 1 S.maltophilia 2 1 1
Brevibacterium ravenspurgense 1 1 Pseudomonas sp. 1 1

Clostridium ramosurm 1 1

Clostridium tertium 1 1

Granulicatella adiacens 1 1

Pseudoghtamicibacter cumminsii 1 1

S.agalactiae 1 1

S.anginosus 1 1

S.auricularis 1 1

S.cohnii 1 1

S.mitis 1 1

S.pettenkoferi 1 1

S.simulans 1 1

S.warneri 1 1

Gram Pozitif Toplamn 190 22 55 92 4 2 15 Gram Megatif Toplamn 120 9 111
(%) {11.6) (28.9) {as4) (2.1) (1.1) {7.9) {%) (75) (92.5)

CDD: Cins duzeyinde dogru

n: izolat sayisi
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Pozitif Sinyal
(n=328)

Polibakteriyel
(n=16)

Hizli Tanimlama
Sonug Var

Monobakteriyel
(n=310)

Hizli Tanimlama
Sonug Yok*

(n=295) (n=15)

Tanimlama
Sonucu
Dogru/Yanhs

Tar Cins
Diizeyinde Di]ze\finde
Dogru Dogru

n=289 n=4

MALDI-TOF MS
Skoru

Sekil 2. Pozitif sinyal alinan 6rneklerin hizli tanimlama sonuglari.

Hizl tanimlamada elde edilen skorlarin %90.5’i (267/295)
1.7’'nin Gzerinde olup, bunlarin tima tir dizeyinde dog-
ruydu. Skorlari 1.7°den disik olan 28 izolatin 22’si tur du-
zeyinde dogru, 4’G cins dlzeyinde dogru, 2’si yanhs tanim-
lamaydi. Cins diizeyinde dogru tanimlanan 4 izolat ve yanlig
tanimlanan 2 izolatin skorlari 1.5'ten duguktu.

Hizli tanimlama skor degerleri 1.2, 1.3, 1.4 ve lzerinde sap-
tanan izolatlarda tiir diizeyinde dogruluk oranlari sirasiyla;
%97.9, %98.9, %99.3 olarak bulundu. Skor degerleri 1.5 ve
lizerinde saptanan izolatlarda tir diizeyinde dogruluk orani
%100°d0.

Gram negatif monomikrobiyal 120 6rnegin tima hizh ta-
nimlama yontemiyle 1.7 ve Uzerinde skorlarla tanimlandi
ve tlim izolatlarin tanimlamasi referansla karsilastirildigin-
da tlr duzeyinde dogruydu. Hizli yontemle 190 gram po-
zitif 6rnekte tur diizeyinde dogru tanimlama orani %88.9
idi. Cins duzeyinde dogru tanimlanan dort izolatin timi
koagtilaz negatif stafilokoklardi. Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus pettenkoferi turi iki izolat hizli yontemle
sirasiyla 1.251 ve 1.389 skorlarla Mannheimia haemolytica
olarak yanlig tanimlandi.

Kati besiyerinde yapilan kiltir sonucunda polimikrobiyal
Ureme gorilen 16 kan kiilttri 6rneginden 14’inde Greyen
bakterilerden biri hizli ydontem ile dogru olarak tanimlandi,
ek izolat tanimlanamadi; 1 6rnek 1.42 skorla yanhs tanim-
landi; 1 6rnekte ise higbir etken tanimlanamadi.

Sonug¢ Verme Sireleri: Her iki tanimlama yontemiyle

elde edilen ortalama sonug verme sireleri karsilastirildi
(n=295). Hizli tanimlama ortalama sonug verme slresi 7.88
(%95 GA: 7.25-8.52) saat; rutin tanimlama ortalama sonug
verme sliresi 16.66 (%95 GA: 15.74-17.57) saat olarak bu-
lundu. Hizli tanimlama ortalama sonug verme siiresi rutin
tanimlamaya gore istatistiksel olarak anlaml derecede du-
stk tespit edildi (p<0.001).

GUlindiz sinyal alinan grupta ortalama sonug verme slresi,
hizli tanimlamada (Ort:2.86; %95 GA:2.65-3.07) rutin ta-
nimlamaya (Ort:19.49; %95 GA: 18.08-20.89) gore istatis-
tiksel olarak anlamli derecede dislik tespit edildi (p<0.001).
Gece sinyal alinan grupta ortalama sonug verme siiresinde,
hizh tanimlama (Ort:11.96; %95 GA:11.32-12.6) ve rutin
tanimlama (Ort:14.36; %95 GA: 13.27-15.45) yontemleri
arasinda anlamli fark bulunamadi (p=0.146).

Glinduz sinyal grubunda hizli tanimlama ortalama sonug
verme slresi rutin tanimlamaya gore, gram pozitif izolat-
larda 19.65 saat; gram negatiflerde 12.67 saat daha kisa
bulundu. Gece sinyal grubunda hizli tanimlama ortalama
sonug¢ verme siresi rutin tanimlamaya goére, gram pozitif
izolatlarda 2.9 saat; gram negatiflerde 1.62 saat daha kisa
bulundu.

Sonug

Cahsmamizda 328 pozitif kan kdltlri sisesinden MALDI-
TOF MS kullanilarak yapilan hizli tanimlama yontemiyle;
monobakteriyel 6rneklerde skordan bagimsiz olarak %93.2
oraninda (289/310) tir duizeyinde dogru tanimlama basa-



risi elde edilerek, ortalama sonug verme siiresi rutin tanim-
lamaya gore 16.63 saat kisaltilmistir.

Calismamizda hizli yontem tanimlama sonuglari 1.2 ve lze-
rindeki skorlarda, referans yéntemle cins diizeyinde %99.3,
tir diizeyinde %97.9 uyum gostermistir. Hizli ydontemle 1.5
ve lzerindeki skor degerlerinde tlr diizeyinde %100 dogru
tanimlanma basarisi elde edilmistir.

Bu ¢alismada pozitif sinyal alinan siseden hizli tanimlama
islemleri uygulanirken kendi laboratuvar kosullarimiza en
uygun olan, rutinde ylritebilecegimiz ginlik periyodik
calisma sekli tercih edilmistir. ideal kosullarda pozitif sin-
yal alindiktan itibaren her sisenin ivedilikle hizli tanimlama
islemine alinmasi, sonug verme siresini ¢ok daha fazla iyi-
lestirecektir.

Sonug olarak ek donanim veya kit gerektirmeyen, kolay uy-
gulanan bu hizli tanimlama yontemiyle giinde iki kez peri-
yodik ¢alismayla bile ortalama tanimlama siresinin 16.63
saat kadar kisaltilabilecegi gosterilmistir. Rutin tanimla-
mada MALDI-TOF MS kullanan merkezlerde sonug verme
suresini iyilestirmek amaciyla bu yéntemin kullaniimasinin
hasta yonetimine olumlu katki saglayacagi disinilmekte-
dir.

Anahtar kelimeler: Kan kultari, MALDI, BACTEC, bakteri,
hizli tanimlama
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Giris

Uriner sistem enfeksiyonlari en sik karsilasilan bakteriyel
enfeksiyonlar arasindadir. Bu nedenle klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda is ylkiintn ¢ok blyuk bir bolimini id-
rar kdltdrleri olusturmaktadir. Birgok klinik mikrobiyoloji la-
boratuvarinda tim kilttrlerin %24-40"1 idrar kaltirleridir®.
Marmara Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
da c¢aligilan tiim bakteriyolojik tetkiklerin yaklasik %40’ini
idrar kultdrleri olusturmakta ve yillik 50.000’e yakin idrar
ornegi galisiimaktadir.

Laboratuvarimizda kdltlr istemiyle gelen idrar érnekleri
oncelikle UF-5000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japonya) ci-
haziyla taranmaktadir. Cihaz tarafindan saglanan mikrolit-
redeki |6kosit ve bakteri sayilari kullanilarak laboratuvarca
daha 6nce belirlenmis sinir degerlere gore® kultiir negatif
ornekler elenmektedir. Bu yolla kiiltiir yapilacak 6rneklerde
%40 oraninda bir azalma saglanmaktadir. UF-5000 cihazi,
idrarda partikil analizi yapabilen floresans akis sitometrisi
teknolojisiyle calisan tam otomatik bir idrar analiz cihazi-
dir. Cihaz tarafindan 6zel floresan boyalarla partikillerin
niikleik asit ve yiizey yapilari boyanir. idrar 6rneginin lazer
isinlari altinda akisi saglanir ve boyali partikillerden yayilan
1sik sinyalleri kullanilarak idrardaki sekilli elemanlarin ta-
nimlama ve sayimi yapilir®. Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizmalarda farkli hiicre duvar yapilari sebebiyle
floresan boya tutulumu ve buna bagl 1sik sinyalleri farklilik
gostermektedir. Bu 6zelligi kullanarak UF-5000 cihazi mik-
roorganizmalarin Gram boyanma 6zelligi hakkinda tahmin-
de bulunmaktadir. Analiz sonucunda cihaz >100 bakteri/uL
varliginda ‘Gram negatif?’, ‘Gram pozitif?’ ya da ‘Gram poz/
neg?’ ve tanimlayamadigi durumlarda ‘siniflandiriimamis’
isaretlerini (Bact Info Flag) kullanarak Gram boyanma 6zel-
ligi raporlamaktadir®.

Laboratuvarimizda rutin uygulamada kdltlr igin gelen tim
idrar orneklerine Gram boyali mikroskopik inceleme ya-
pilmakta ve kiltir sonuglari ile birlikte raporlanmaktadir.
Gram boyama idrardaki hiicrelerin ve mikroorganizmalarin
sayl ve tirlerinin belirlenmesinde, 6zellikle yatan hasta-
larda sepsis etkeninin erken donemde tespiti ve ampirik
tedavinin yonlendirilmesi agisindan faydahdir. Bu amagla
klinisyenin istegi tizerine laboratuvarda calisilabilir”. Fakat
tlim orneklere Gram boyama yapilmasi klinik agidan ekstra
bir fayda saglamamakla birlikte laboratuvar igin artmis ma-
liyet ve is glicli kaybina yol agacaktir. UF-5000 cihazinda da
mesai saatleri icerisinde gelen tim idrar 6rnekleri ¢aligil-
makta ve saatler igerisinde sonug verebilmektedir. UF-5000
cihazinin Gram isareti 6zelligi kabul edilebilir duyarhlk ve
ozgullukte sonuglar verebilirse, |6kosit sayimlari ile birlik-

te Gram boyama yontemine alternatif olarak kullanilabilir.
Boyle bir uygulama laboratuvarimizda is glicli ve maliyet
kazancina katkida bulunabilir. Bu hipotezden yola gikarak
galismamizda UF-5000 cihazinin Gram boyanma ozelligi
tahmin performansi, rutin uygulamada kullanilabilirligini
arastirmak amaciyla degerlendirildi.

Gereg ve Yontem

Marmara Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda,
1 Temmuz-31 Aralik 2019 tarihleri arasinda Sysmex UF-
5000 cihazinda ¢alisilan idrar 6rnekleri retrospektif olarak
cihaz kayitlari tizerinden tarandi. Cihazin >100 bakteri/uL
tespit ettigi orneklerden Gram isareti mevcut olanlar ¢alis-
maya dahil edildi. Bu érneklere ait kiltir sonuglari, 6rnek
numaralari kullanilarak Laboratuvar isletim Sistemi (ALIS)
Uzerinden tarandi. Cihazda Gram isareti bulunup kulturde
anlaml bakteriyel Greme saptanan érneklerde ‘Gram ne-
gatif?’ ve ‘Gram pozitif?’ isaretlerin duyarliliklari, 6zgul-
ltkleri, pozitif prediktif degerleri (PPD) ve negatif prediktif
degerleri (NPD) kiiltlir sonucu altin standart kabul edilerek
hesaplandi.

Bulgular

UF-5000 cihazinda 1 Temmuz-31 Aralik 2019 tarihleri arasin-
da test edilip >100 bakteri/uL tespit edilen 4502 6rnekten
3183 tanesinde Gram isareti mevcuttu. Bu orneklere ait kiil-
tlr sonuglari ALIS lizerinden tarandiginda 999 6rnekte an-
lamli bakteriyel Greme tespit edildi (Sekil 1).

UF-5000'de 3183 mekte 999
-G ?
1 Temmuz- e Grnekte
4502 6rnek -Gram neg?
31 Aralik 2019 anlamli
» >100 -Gram poz/neg?
tarihleri arasinda bakteriyel
bakteri/pL -Simiflandirilamamig
11826 idrar . . .. lireme
isaretlerinden biri
ornegi ¢aligtlmig mevceut

mevceut

Sekil 1. Calismaya dahil edilen idrar 6rneklerinin segimi.

UF-5000 cihazinin Gram morfoloji isaretinin kiltlir sonucu
ile karsilastirilmasi Tablo 1’de verilmistir. Toplamda anlamli
Greme tespit edilen 999 6rnekten 669’unda ‘Gram nega-
tif?’, 174’Gnde ‘Gram pozitif?’, 141’inde ‘Gram poz/neg?’
isaret ve 15’inde ‘siniflandiriilmamis’ isareti mevcuttu. Ci-
hazin Gram negatif isaret bildirdigi 669 6rnekten 665’inde
(%99.4) kulturde en az bir Gram negatif bakteri, Gram pozi-
tif isaret bildirdigi 174 6rnekten 123’tinde (%70.6) en az bir
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Tablo 1. UF-5000 cihazi Gram isaretleri ile kiiltiir sonuglarinin karsilagtiriimasi.

UF 5000 Gram morfoloji isareti Gram negatif Gram pozitif® Gram pozitif ve Gram negatif Toplam
Gram negatif? 653 12 669
Gram pozitif? 51 114 9 174
Gram poz/neg? 123 13 141
Siniflandirilmamis 6 1 15
Toplam 833 131 35 999

9 Gram negatif tek ya da iki farkli bakteri
b Gram pozitif tek ya da iki farkli bakteri
¢ Biri Gram negatif, biri Gram pozitif iki farkli bakteri

Tablo 2. UF-5000 cihazinin ‘Gram pozitif?” ve ‘Gram negatif?’
isaretlerinin duyarhlik ve 6zgiilliikleri.

Duyarhihk  Ozgiilliik PPD NPD
Gram negatif?* 78.39 96.94 99.39 41.36
Gram pozitif?* 87.02 93.88 69.09 97.87

@ Gram negatif tek ya da iki farkli bakteri
b Gram pozitif tek ya da iki farkli bakteri
¢ Biri Gram negatif, biri Gram pozitif iki farkli bakteri

Gram pozitif bakteri Gremesi vardi.

Duyarlilik ve 6zgulliik degerleri hesaplanirken kiltirde hem
Gram pozitif hem Gram negatif bakteri Greyen 6rnekler ha-
ri¢ tutularak, degerlendirme 964 6rnek UGzerinden yapildi.
‘Gram negatif?’ isaretin duyarliigi %78.4, PPD’i %99,4,
‘Gram pozitif?’ isaretin duyarlihigi %87, PPD’i %69,1 olarak
hesaplandi (Tablo 2).

Sonug

Laboratuvarimizda kiltlr 6ncesi idrar 6rneklerinin taran-
masinda kullanilan UF-5000 cihazi idrarda bulunan mikro-
organizmalarin Gram boyanma 6zellikleri ile ilgili de bilgi
verebilmektedir. Calismamizda bu 6zelligin rutin uygula-
mada kullanilabilirligini arastirmak amaciyla cihaz tarafin-
dan sunulan ‘Gram negatif?’ ve ‘Gram pozitif?’ isaretlerin
duyarlihk ve 6zgullukleri kiltir sonuglari ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Calismada cihazla Gram isareti bildirilmis
olup kiltirde anlaml bakteriyel Greme olan 999 6rnek
degerlendirildi. ‘Gram negatif?’ isaretin duyarhhgi %78.4,
0zgullugu %97, pozitif prediktif degeri %99.4, ‘Gram pozi-
tif?” isaretin duyarhhg %87, 6zgulligu %94, pozitif predik-
tif degeri %69 olarak hesaplandi (Tablo 2). Cihaz tarafin-
dan ‘Gram negatif?’ isaret bildirilen 669 6rnekten sadece
4’tinde saf Gram pozitif bakteri Giremesi olup, bu isaret igin
duyarhhk Gram pozitiflere gére dusik olsa da pozitif pre-
diktif degeri oldukga yiksekti. De Rosa ve ark.® tarafindan
yapilan bir ¢alismada yalnizca ‘Gram negatif?’ isaretin per-
formansi degerlendirilmis ve galismamizla benzer sekilde
%81.7 duyarhhk, %95.9 6zgullik ve %95.8 pozitif prediktif
deger bildirilmistir. Kim ve ark’nin® calismasinda ¢alisma-
mizda da oldugu gibi degerlendirme saf Gram pozitif ya da
saf Gram negatif Greme olan kiiltirler Gzerinden yapilmis

ve ‘Gram negatif?’ isaret i¢in %91.7 duyarlilik, %90 6zgtil-
lUk, ‘Gram pozitif?’ isaret igin %81.3 duyarlilik %80 6zgullik
bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada ‘Gram poz?/neg?’ isaret
de hem Gram pozitifler hem Gram negatifler igin dogru isa-
ret sayilarak degerlendirmeye dahil edilmistir. Fakat bizim
galismamizda Gram pozitif ve negatif bakteriler arasinda
ayrim yapamadigi igin ‘Gram poz?/neg?’ isaret duyarhlk
hesabina dahil edilmedi. Bu nedenle ‘Gram negatif?’ isaret
icin duyarlilk gahigmamizda Kim ve ark./nin® galigmasina
gore dislik seviyelerde kalmakta, ancak her ikiisaret igin de
daha yuksek dzgulliikle sonuglanmaktadir. Ren ve ark./nin®
galismasinda orneklerin %67.7’sinde cihazin dogru tah-
minde bulundugu ve Gram negatif bakteriler igcin daha iyi
performans sergiledigi bildirilmistir. Gram pozitif bakteriler
duvar yapilarinda bulunan peptidoglikan tabaka sebebiyle
kimyasal ve mekanik strese daha direngli olup, bu direng
floresan boyanin aviditesini etkileyerek Gram pozitifler igin
daha koti performansla sonuglaniyor olabilir.

Cahsmamizda degerlendirmeye alinan orneklerde olgit
olarak cihaz tarafindan saptanan mikrolitredeki bakteri
sayisi kullanildigi icin, mayalar degerlendirmeye dahil edil-
medi. Ancak Gram isareti bildirilen 6rneklerden 20 tanesin-
de anlamli Candida spp. liremesi mevcuttu, bu 20 6rnegin
14’0 igin cihaz ‘Gram pozitif?’isaret bildirirken, 6 tanesi si-
niflandirilamamisti. Kim ve ark.’nin® calismasinda da =105
kob/mL Candida spp. Gremesi olan 30 &rnekten, 8’inde
‘Gram pozitif?’, 2’sinde ‘Gram negatif?’ isaret mevcut olup,
20 tanesi siniflandirilamamisti. ‘Gram pozitif?’ isaret duvar
yapisi sebebiyle mayalar i¢in de dogru tahmin sayilabilir ve
bu isaretin mevcut oldugu 6rneklerde cihaz tarafindan ve-
rilen bakteri ve maya sayilari degerlendirilerek daha ileri
bir ayrim yapmak mimkin olabilir.

Calismamiz verilerine gore, UF-5000 cihazinin Gram isareti
tarama amagli kabul edilebilir duyarllik ve 6zgillige sa-
hiptir. Ozellikle ‘Gram negatif?’ isaret icin pozitif prediktif
deger oldukea yiiksek bulunmustur. idrar kiiltiirlerinin bi-
yik cogunlugunun Gram negatif Gremeyle sonuglanacag®
disinuldigiunde Gram isareti 6zelligi cihaz tarafindan sag-
lanan bakteri ve I6kosit sayimlari ile birlikte Gram boyali
mikroskobik incelemeye alternatif olarak kullanilabilir. An-
cak bu konuda heniiz sinirl sayida bilimsel ¢alisma mevcut
olup, daha fazla sayida ¢alismaya ve standardizasyona ihti-
yag¢ oldugunu duistinliyoruz.

Anahtar kelimeler: Sysmex UF-5000, idrar analizi, Gram
boyama
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Giris

Solunum yolu enfeksiyonlari (SYE) hem g¢ocuklarda hem
de yetiskinlerde en yaygin morbidite ve mortalite neden-
lerindendir. Ozellikle alt solunum yolu enfeksiyonlarinin,
2016’da yaklasik Gg milyon 6lime sebep olarak en yaygin
dordinci 6lim nedeni oldugu bildirilmistir. En fazla 6lim
bes yasindan kuglik cocuklar, ileri yastaki yetiskinler, altta
yatan komorbiditeleri veya baskilanmis bagisiklik sistemi
olan hastalarda meydana gelmektedir. SYE, diinyada oldu-
gu gibi Glkemizde de hastane basvurularinin ve antibiyotik
regetelerinin Ozellikle kis ve ilkbahar aylarinda énemli bir
kismini olusturmaktadir.

Enfeksiyon etkenlerini saptamak igin en ideal tani sistemle-
ri, 0zel laboratuvar donanimi ve nitelikli teknisyen gereksi-
nimini en aza indirirken, hizl, duyarli, 6zgil ve tekrarlana-
bilir sonuglar saglayan yontemlerin kullanildigi sistemlerdir.
Molekdler testlerin ortaya ¢ikmasi, solunum yolu patojen-
lerinin genis bir spektrum ile tespitini hizli, duyarh ve kolay
uygulanabilir hale getirmis ve bdylece laboratuvar taniyi
klinik hasta yonetiminde daha etkili kilmistir. Bu nedenle,
SYE'ye yol agan patojenleri tespit eden multipleks PCR te-
melli solunum panelleri Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
glin gectikce yayginlagsmaktadir.

Calismamizda, solunum yolu patojenlerinin hizli ve etkin
tespitini saglayan multipleks PCR yontemi ile 2018-2019
yillarinda saptanan solunum yolu patojenlerinin detay-
Il retrospektif analizi amaglanmistir. Sonuglar etkenlere,
mevsimlere, yas gruplarina, klinik ve radyolojik 6zelliklere
gore degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontem

1 Ocak 2018 - 31 Aralik 2019 tarihleri arasinda solunum
yolu semptomlari ile basvuran hastalardan (n=5151) na-
zofarengeal siriintli (NFS) érnekleri alinmistir. Ornekler,
17’si virts ve 3’0 bakteri olmak lzere 20 patojeni yaklasik
bir saat icinde eszamanh saptayabilen FilmArray Solunum
Paneli (BioFire Diagnostics, Inc., Salt Lake City, UT, ABD) ile
calisiimistir. Hastalarin FilmArray RP sonucu, yas, cinsiyet,
basvuru tarihi ve sekli gibi bilgileri ve pozitif saptanan has-
talarin es zamanli gonderilen diger laboratuvar testleri La-
boratuvar Bilgi Yonetim Sistemi’nden elde edilmistir. Ayrica
pozitif saptanan hastalarin basvuru birimi, basvuru sira-
sindaki semptom ve bulgulari, immin yeterlilik durumlari,
eslik eden hastaliklari, tedavi ve tedavi sonrasi prognozlari
gibi klinik verileri ise Hastane Bilgi Yonetim Sistemi’nden
elde edilmistir. immiin yeterlilik durumlari malignite, organ
nakli ya da HIV-1 enfeksiyonu varligi agisindan degerlendi-

rilerek belirlenmistir. Eszamanli istenen toraks Bilgisayarl
Tomografileri (BT), laboratuvar bulgularindan haberi olma-
yan iki radyolog tarafindan birbirlerinden bagimsiz olarak
degerlendirilmistir. BT’ler buzlu cam gorinimi, konsolidas-
yon, plevral sivi, mediastinal LAP, bronsiektazi, peribronsial
kalinlasma ve tomurcuklanmis agag¢ gérinima varlig agi-
sindan ayri ayri incelendikten sonra fikir birligiyle bir sonu-
ca ulagtinlmigtir. Laboratuvar verileri ile klinik ve radyolojik
veriler ortak bir veritabaninda birlestirilmistir. Elde edilen
verilerin istatistiksel analizi Microsoft Office Excel 2016 ve
SPSS versiyon 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) program-
lari kullanilarak yapiimistir. Kategorik degiskenler arasinda-
ki iliski 6Gnemini belirlemek igin Pearson ki-kare testi veya
Fisher’in kesin testi kullaniimistir. Sonuglar p degeri <0.05
oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

iki yillk siiregte 2915’U ¢ocuk (%56.6), 2236’si yetiskin
(%43.4) hastalardan olmak zere toplam 5151 NFS 6rne-
gi test edilmistir. En fazla sayida 6rnek 18 yas alti hasta
grubundan (%56.6), en az sayida ornek ise 45-64 yas arasl
hasta grubundan goénderilmistir (%12.3). Hem ¢ocuk hem
yetiskinlerde 6rnekler daha ¢ok yatan hastalardan alinmis-
tir. 1243 6rnekte (%24.1) en az bir patojen saptanmistir. Bu
orneklerin 202’si birden fazla mikroorganizma icermekte-
dir (tim 6rneklerin %3.9°0). Pozitif saptanan hastalarin de-
mografik ve klinik 6zellikleri Tablo 1’de gosterilmektedir. En
stk Rhino/enterovirusler (RV/EV) (%11) tespit edilmistir. RV/
EV'yi influenza virisleri (A veya B) (%4.9) ve parainfluenza
virtsler (PIV) (%3.3) takip etmistir. En az saptanan patojen
ise Chlamydia pneumoniae’dir (%0.3). 18 yas alti ve 18-44
yas arasi hastalarda en sik saptanan patojen RV/EV iken 45-
64 yas arasi ve 65 yas Usti hastalarda en sik influenza viris-
ler tespit edilmistir. Diger yas gruplarinda pozitiflik orani bir-
birine ¢cok yakin saptanirken 65 yas st hastalarda bu oran
daha dusuk bulunmustur (%16.8). Patojenlerin aylara gére
dagilimlari iki yil igin ayri ayri Sekil 1’de gosterilmektedir.
Mevsimsel pikler, RV/EV enfeksiyonlari igin Eyltl/Ekim ve
Mart, influenza A igin Ocak ve PIV igin Haziran aylarinda or-
taya ¢tkmistir. influenza B ise her iki yilda da influenza A’'nin
dislse gegmesiyle ortaya ¢ikmis, 2018’de Subat, 2019'da
Nisan/Mayis aylarinda mevsimsel piklerini yaptiktan son-
ra Haziran itibariyle de sonlanmistir. Diger patojenler igin
belirgin mevsimsel farkliliklar gézlenmemistir, yil boyunca
sporadik olgulara neden olduklari izlenmistir. Ates, 6kstirik
ve nefes darligl saptanan en yaygin semptomlar olmakla
birlikte 6kstirtik, Bordetella pertussis enfeksiyonlarinda an-
lamli olarak ytiksek bulunmustur (p<0.05). Pozitif saptanan
hastalarin 348’inin klinik verileri immiinsupresyon varligini
ortaya koymustur. Bu hastalardaki patojen dagilimi toplam
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Tablo 1. Multipleks PCR ile pozitif saptanan hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri.

Yillar
Ozellikler 2018 (n=665) 2019 (n=578) Toplam (n=1243)
Cinsiyet n(%)
Kadin 317 (47.7) 263 (45.5) 580 (46.7)
Erkek 348 (52.3) 315 (54.5) 663 (53.3)
Yas n(%)
<18 471 (70.9) 267 (46.2) 738 (59.4)
18-44 92 (13.8) 121 (20.9) 213 (17.1)
45-64 59 (8.9) 100 (17.3) 159 (12.8)
265 43 (6.4) 90 (15.6) 133 (10.7)
Median yas 6 23 10
Basvuru sekli n(%)
Ayaktan 400 (60.2) 253 (43.8) 653 (52.5)
Yatan 265 (39.8) 325 (56.2) 590 (47.5)
Komorbidite n(%)
Var 187 (28.1) 192 (33.2) 379 (30.5)
Yok 478 (71.9) 386 (66.8) 864 (69.5)
imminsipresyon n(%)
Var 138 (20.8) 210 (36.3) 348 (28)
Yok 527 (79.2) 368 (63.7) 895 (72)
Semptom ve bulgular n(%)
Asemptomatik 301 (45.3) 206 (35.6) 507 (40.8)
Ates 188 (28.3) 235 (40.7) 423 (34)
Oksiiriik 197 (29.6) 204 (35.3) 401 (32.3)
Balgam 75(11.3) 106 (18.3) 181 (14.6)
Dispne 130 (19.5) 127 (22) 257 (20.7)
Burun akintisi 40 (6) 46 (8) 86 (6.9)
Prognoz n(%)
Olim 6(0.9) 17 (2.9) 23(1.9)
Sagkalim 659 (99.1) 561 (97.1) 1220 (98.1)

popilasyondaki dagilima benzerdir. Ancak Bordetella per-
tussis, immunsupresif hastalarda saptanmamistir. Patojen
saptanan hastalarin %34‘Unde toraks BT goriintiilemesi
mevcut olup SYE tanisi hastalarin %15’inde radyolojik bul-
gularla da desteklenmektedir. Radyolojik bulgular Sekil
2’de gosterilmistir. En sik karsilagilan radyolojik bulgu buzlu
cam gorinumudir, saptanan bulgular patojene gore an-
laml farkhhk gostermemektedir (p>0.05). Pozitif saptanan
1243 hastanin 585’ine antimikrobiyal ajan recgete edilmis
olup; %35.7’sine sadece antibiyotik, %3.8'ine sadece an-
tiviral, %7.6’sina hem antibiyotik hem de antiviral regete
edilmis, %52.9’una ise herhangi bir antimikrobiyal regete
edilmemistir (Tablo 2). Antibiyotik recete edilen hastalarin

sadece %6.7’sinde etken bakteriyel bir patojendir. influen-
za virusle enfekte hastalarin (n:253) %47.4’Une antiviral
baslanmis olup influenza saptanan hastalarin %49.8’i ayak-
tan, %50.2’si yatirilarak tedavi edilmistir. Yatan hastalarda
antiviral kullanimi ayaktan hastalara gore belirgin ylksektir
(%73.2’ye karsl %21.4).

Sonug

SYE’de klinik veya radyolojik bulgular taniya yardimci olsa
bulgular patojenlere 6zgii olmamaktadir. Multipleks PCR
temelli yontemler ile solunum yolu patojenlerin tanisina
iliskin laboratuvar sonuglari hizli bir sekilde verilmesine
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Tablo 2. Solunum yolu patojeni saptanan hastalarda regete edilen antimikrobiyal ajanlar.

Antimikrobiyal kullanimi

influenza A/B

influenza A/B digi viral

Bakteriyel Toplam
(n=253) patojen (n=990) patojenler (n=1243)
(n=74)
Antibiyotik recetesi; n (%) 19 (7.5) 393 (39.7) 32(43.2) 444 (35.7)
Antiviral regetesi; n (%) 44 (17.4) 3(0.3) - 47 (3.8)
Antibiyotik + antiviral regetesi; n (%) 76 (30) 14 (1.4) 4(5.4) 94 (7.6)
Antimikrobiyal regetesi yok; n (%) 114 (45.1) 506 (51.1) 38 (51.4) 658 (52.9)
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Sekil 2. Patojen tiiriine gore rastlanan radyolojik bulgular.

ragmen bu sonuglarin tedavi pratigine yansimasi bekleni-
len diizeyde olamamistir. Laboratuvar sonuglarinin etkili
kullaniimasi ve akilci antimikrobiyal kullanimi konusunda
klinisyenlerle daha yakin is birligi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Solunum yolu enfeksiyonlari, multip-
leks PCR, toraks BT, antiviral
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Girig

Damar igi kateterlerin kullanimi giin gegtikge artmakta
birlikte, nozokomiyal bakteriyemilerin en sik nedeni ola-
rak gorilmektedir. Kateter iligkili enfeksiyonlarin (KiE) en
sik etkenleri olarak Stafilokoklar, tiim KiE’in %75-90’indan
sorumludurlar®?, KiE’in yénetimi, geleneksel olarak enfek-
te olmus kataterin ¢ikarilmasidir. KiE genellikle nozokomi-
yal kokenli oldugu igin, vankomisin, duyarhhk test sonug-
lari ¢ikincaya kadar kullanilmasi énerilen antibiyotiktir®.
Enfeksiyon etkeni koagiilaz negatif stafilokoklardan (KNS)
kaynaklandiginda kateter ¢ekilmeden antibiyotik tedavi-
sine yanit alinabilecegi gibi etken Staphylococcus aureus
veya Staphylococcus haemolyticus oldugunda kateterin ge-
kilmesini gerekebilmektedir®®). KiE etkeni olarak karsimiza
¢ikan stafilokoklarin biyofilm olusturabilme potansiyelleri,
kateter Uzerindeki kolonizasyonlarini saglamada 6nemli
bir virilans faktori olarak karsimiza ¢ikmakta ve tedaviyi
glclestirmektedir. Stafilokoklar biyofilm olusturarak konak
savunmasindan ve antibiyotiklerden de korunmaktadirlar.
Yapilan c¢alismalar nozokomiyal infeksiyonlarin yaklasik
%65’inden mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerin
sorumlu oldugunu ve bu durumun tedavi giderlerini ¢ok
yikselttigini ortaya koymaktadir®®), Biyofilm icerisinde
mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanlara, planktonik se-
killerine gore 200-500 kat daha direnglidirler. Planktonik
sekli antimikrobiyal ajanlara karsi direng géstermeyen bir
mikroorganizma, biyofilm olusturunca direngli hale do-
nisebilmektedir. Biyofilmin sagladigi antibiyotik direnci,
planktonik formdaki bakterilere etkili olan antibiyotik doz-
larinin kullanildigi tedavilerde gugliikler yasatmaktadirt®),
Calismamizda kateter &rneklerinden izole edilen Staph-
ylococcus suslarinin  biyofilm olusturma potansiyelleri,
biyofilm o6zellikleri ve antimikrobiyal direng profilleri be-
lirlenmis. Calismamiz sonucunda elde edilen verilerin,
stafilokoklara bagh KiE’in hastanemizdeki epidemiyolojisi,
biyofilm olusturma potansiyelleri ve antimikrobiyal direng
profilleri hakkinda bilgi edinilmesini saglanarak, tedavi pro-
tokollerine 151k tutmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Caligmamiza, Eylul 2015 - Mart 2017 tarihleri arasinda Cu-
kurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez
Laboratuvarina gonderilen kateter 6rneklerinden izole edi-
len 65 Staphylococcus spp. susu dahil edilmistir. Suslarin
identifikasyonu konvansiyonel yéntemler ve laboratuvarda
rutin olarak kullanilan Vitek 2 compact (bioMérieux, Fran-
sa) otomatize sistem ile yapiimistir.

Suslarin antibiyotik duyarhliklari, Vitek 2 compact otomati-
ze sisteminde (bioMérieux) kullanilarak belirlenmistir. Ok-
sasilin, vankomisin ve daptomisin Minimum inhibitér Kon-
santrasyon (MiK) degerleri CLSI M02-MO07 standartlarina
gore sivi mikrodilisyon yontemi ile belirlenmistir. Suglarin
metisilin direncinin dogrulanmasi mecA geninin tespiti ile
saglanmistir. Bu amagla suglarin DNA izolasyonu High Pure
PCR Template Preparation (Roche Diagnostics) kitiyle yapi-
lip, Real-time PCR islemi LightCycler 480 Il (Roche) cihazi
ile LightCycler 480 DNA SYBR Green | Master kiti (Roche)
kullanilarak Gretici firmanin onerileri dogrultusunda ger-
ceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak, mecA geni tasidig
bilinen ATCC S. aureus 43300 referans susu kullaniimistir.

Suslarin biyofilm olusturma potansiyelleri ve ozellikleri
mikroplak yontemi ile kantitatif olarak gdsterilmistir. 96 ku-
yucuklu mikroplak kuyucuklarina 180ul triptik soy buyyon
(TSB) aktarilmis ve Uzerlerine, 24 saatlik kiltUrlerden ha-
zirlanan 0.5 McFarland bulanikliktaki bakteri siispansiyo-
nundan 20 pl eklenmistir. Hazirlanan mikroplaklar 24 saat
37°C’de inkiibasyona birakilmis ve ertesi giin mikroplaklar
ters cevrilerek bosaltilip 3 kez 200 pl fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) ile yikanmistir. Plaklar kurutularak 60°C’de
60 dakika bekletilerek biyofilmler fikse edilmistir. Biyo-
filmler 150 pl %1’lik kristal viyole ile 15 dakika boyanmig
ve ardindan 200 pl steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile 3 kez
yikanmistir. Kurutulan plaklarin Gzerine %95’lik etanol ko-
nularak, oda isisinda 30 dakika bekletilmis ve sonrasinda
plaklarin absorbansi spektrofotometrede (LX800, Biotek)
570 nm’de okutulmustur. Pozitif kontrol olarak biyofilm
olusturdugu bilinen S. aureus ATCC 25923, negatif kontrol
olarak S. aureus ATCC 29213 ve steril kontrol olarak besi-
yeri iceren kuyucuklar kullaniimistir. Her sus t¢ kez galisildi
ve sonuglar li¢ sonucun ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
Hesaplamada steril kontrol kuyucuklarinin optik dansitele-
rinin (OD) ortalamasi ve Ug standart sapmasi hesaplanarak
esik deger optik dansite (ODc) degeri belirlendi. Elde edilen
ODc degerine gore suslarin biyofilm pozitiflikleri ve 6zel-
likleri yorumlanmistir. Suslarin OD < ODc ise (-) “biyofilm
negatif”, ODc < OD < 2xODc ise (+) “zayif biyofilm Uretti”,
2xODc < OD £4x0Dc ise (++) “orta diizeyde biyofilm Uretti”,
OD > 4x0Dc ise (+++) “glicli biyofilm Uretti” olarak deger-
lendirilmistir.

Bulgular
Calismaya dahil edilen 62 Stafilokok susunun 35’i (%56.5)

Staphylococcus epidermidis, 12’si (%19.4) S. haemolyticus,
altisi (%9.7) Staphylococcus hominis, besi (%8.1) S. aureus,
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Tablo 1. izolatlarin antibiyotik direng paternleri.

ANTIBIYOTIK
£
£ g £ £ s s < £ 7 x
a L2 2 @ 2 2 = £ a 8
£ £ |2 § £ g 3 £ 3 s £ £ % .
£ & e £ £ 2 g g £ g 2 o g 2
] 3 5 s g € £ 8 2 & 8 H = S
S. epidermidis 19 35 25 0 30 21 3 0 23 0 3 23 6 4
n=35 (54.3) (100) (71.4) (©) (85.7) (60) (8.6) (0) (65.7) (0) (8.6) (65.7) (17.1) (11.4)
S.haemolyticus 10 12 12 0 12 7 0 0 7 0 12 12 2 2
n=12 (83.3) (100) (100) ) (100) (58.3) () (0) (58.3) (0) (100) (100) (16.7) (16.7)
S.hominis 1 5 3 0 5 2 0 0 3 0 5 5 0 2
n=6 (16.7) | (83.3) (50) () (83.3) (33.3) (0 (0) (50) (0) (83.3) (83.3) (0) (33.3)
S.aureus 1 2 1 0 2 2 0 0 2 1 1 0 0 1
n=5 (20) (40) (20) () (40) (40) 0 (0) (40) (20) (20) 0 (0) (20)
Diger 3 3 3 0 4 3 0 0 2 0 4 3 0 0
n=4 (75) (75) (75) (0) (100) (75) 0 (0) (50) (0) (100) (75) (0) (0)
Toplam 34 57 44 0(0) 53 35 3 0 37 1 25 43 8 9*
(54.8) | (91.9) (71) (85.5) (56.4) (4.8) (0) (59.6) (1.6) (40.3) (69.4) (12.9) (14.5)
*Indiiklenebilir klindamisin direnci test sonucu pozitif sus sayisi
TMP-SMX: Trimetoprim / Sulfametoksazol
iMLSB: indiiklenebilir klindamisin direnci
Tablo 2. Biyofilm pozitif ve negatif suslarin antibiyotik direng oranlari.
ANTIBIYOTiK
£
£ 8 5| £ £ : | = < % x
£ £ £ £ | 2 £ z £ | 2 £ £ M H
g § j 2|8 2 3 g | £ T | g 3 g g
8 3 & s | & = 5 8 | & 2|8 2 z z
Biyofilm (+) 21 33 28 0 29 22 3 0 28 1 9 23 6 3*
n=34 (%) (61.8) (97.1) (82.4) | (0) (85.3) (64.7) (8.8) (0) (82.4) (2.9) (26.5) (67.6) (17.6) (8.8)
Biyofilm (-) 13 24 15 0 23 13 0 0 9 0 15 19 2 6*
n=28 (%) (46.4) (85.7) (53.6) | (0) (82.1) (46.4) (0) (0) (32.1) (0) (53.6) (67.9) (7.1) (21.4)

¢l (%4.8) Staphylococcus capitis, biri (%1.6) Staphylococ-
cus warnerii olarak tiplendirilmistir. izolatlarin antibiyotik
direng paternleri Tablo 1’de verilmistir. Metisilin direncinin
belirlenmesinde altin standart sayilan mecA geninin PCR ile
belirlenmesi ile 56 (%90.3) sus mecA pozitif olarak saptan-
migtir. Oksasilin duyarli beg susun tiimiinde mecA geni ne-
gatif olarak saptanmistir. Antibiyotik duyarhhk testlerinde
oksasilin direngli sadece bir S. epidermidis susunda mecA
geni negatif olarak saptanmistir. Linezolid direngli olarak
saptanan dort S. epidermidis susunun sonuglari E-test ile
CLSI 2017 kriterlerine gore dogrulanmis, dort sustan Ugl
direngli olarak degerlendirilmistir. Ayrica tigesikline direngli
bir MRSA susu tespit edilmistir.

Oksasilin, vankomisin ve daptomisin icin MiK degerlendi-
rilmesi CLSI 2017 verilerine gore degerlendirildi. Oksasilin,
vankomisin ve daptomisin igin MiK araligi sirasiyla 0.125 ile
>128,0.125 ile 4 ve 0.06 ile 1 olarak belirlenmistir. Suglarin
MiK, /MIK,, degerleri oksasilin igin 32/>128, vankomisin
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igin 1/2 ve daptomisin igin 0.25/1 olarak hesaplanmistir.
Dahil edilen suglarin 34’4 (%54.8) biyofilm olusturabilme
yoniunden pozitif olarak bulundu. Biyofilm pozitif (BP) sus-
larin biyofilm o6zellikleri degerlendirildiginde, sekiz (%23.5)
susun zayif (+), 11 (%32.4) susun orta (++) ve 15 (44.1) su-
sun ise gugli (+++) biyofilm olusturdugu belirlenmistir. BP
ve BN (biyofilm negatif) suslarin antibiyotik direng patern-
leri Tablo 2’de gosterilmistir.

Biyofilm pozitif suslarin mikrodillisyon yontemiyle belirle-
nen vankomisin, oksasilin ve daptomisin igcin MiK50 deger-
leri sirasiyla, 32,1, 0,5 ve MiK90 degerleri sirasiyla >128, 2,
1 olarak belirlenmistir. BN suslarin mikrodilisyon yonte-
miyle belirlenen vankomisin, oksasilin ve daptomisin igin
MK, degerleri sirasiyla 32, 0.5, 0.25 ve MiK, degerleri
siraslyla >128, 2, 1 olarak belirlenmistir. BP suslarin %94.1’i
(32/34) ve BN suslarin %85.7’si (24/28) mecA geni yoniin-
den pozitif olarak tespit edilmistir.
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Sonug

Calismamizda kateter 6rneklerinden izole edilen Staphylo-
coccus suslarinin biyofilm olusturma potansiyelleri ortaya
konulmustur. Suslarin antimikrobiyal direng profilleri ¢ali-
siimis, degerleri belirlenmis ve metisilin direnci molekdler
yontemle dogrulanmis ve epidemiyolojik veriler elde edil-
mistir.

Riboli ve ark.nin™ 2014’te yenidoganlarda KIiE etkenleri-
nin arastirildigl galismada; 29 en sik stafilokoklar (%79,3)
saptanmistir. S. epidermidis %65.5, S. haemolyticus %10.3
ve S. aqureus %3.4 oraninda izole edilmistir. Ocal ve ark.
nin®? 2015 yilinda yaptigi ¢calismada kateter kolonizasyonu
olarak degerlendirilen 35 KNS susunun %401 S. epidermi-
dis, %25.7’si S. haemolyticus ve %25.7’si S. hominis olarak
saptanmistir. Calismamizda 62 stafilokok susunun %56.5'i
S. epidermidis, %19.4’G S.haemolyticus, %9.7’si S. hominis,
%8.1'i S. aureus olarak tespit edilmistir.

Calismamizda kateter 6rneklerinden izole edilen KNS sus-
larinin % 94.7’sinde metisiline direng saptanmistir. Ulke-
mizde UAMDSS 2016 verilerine gore invaziv MRSA yizdesi
%23.6 olarak saptanmistir. Calismamizda ise MRSA orani
%40 olarak saptanmistir.

Calismamizda KNS suglarinin %56.1’i, S. aureus suslarinin
ise %40'Inin biyofilm olusturabilme yeteneginde oldugu
saptanmistir. Ocal ve ark.nin® 2015 yilinda yaptigi calis-
mada kateter kolonizani 35 KNS susun 29’unun (%82.6)
BP oldugu ve biyofilm olusumu gosteren suslarin sekizi
(%27.6) (+), 12’si (%41.4) (++), 9'u (%31) ise (+++) ozelli-
ginde biyofilm olusturdugunu saptamislardir. 2017 yilinda
Kirmusaoglu’nun® istanbulda yaptig calismada gesitli kli-
nik érneklerden izole ettigi S. aureus (n=82) ve S. epidermi-
dis (n=287) suglarinda mikroplak ve Kongo Red agar yon-
temleriyle biyofilm pozitifligini sirasiyla %73 ve %68 olarak
saptamistir. Veena ve ark.nin¥ 2015 yilinda Hindistan’da
yaptiklari ¢alismada 100 metisilin direngli KNS susunun
%75’inin mikroplak yontemiyle BP oldugunu ve BP susla-
rin %60’inin gigli biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir.
Genel olarak tlkemizde ve yurtdisinda yapilan ¢alismalar-
da Stafilokoklarin biyofilm olusturma orani galismamizdan
daha yliksek olarak bildirildigi gozlenmistir.

Cahsmamizda BP suslarin genel olarak antibiyotiklere
daha direngli olduklari gézlemlenmistir. Ulkemizde yapilan
galismalar irdelendiginde, genel olarak biyofilm pozitifli-
giyle antibiyotik diren¢ oranlari korelasyon gostermekle
birlikte®®, Yurt disinda yapilan ¢alismalarda da BP suglari-
nin BN suglara gore antibiyotiklere direng oranlarinin daha
yiksek oldugu bildirilmistirt”:18),

Calismamizda BP suslarin %94.1’Gnln ve BN suglarin
%85.7’sinin mecA geni yoninden pozitif oldugu tespit edil-
mis ve istatistiksel olarak biyofilm pozitifligi ve mecA geni
arasinda bir iliski saptanmamistir (p>0.001). Senthilkumar
ve ark.!® 2014’te Hindistan’da yaptiklari ¢alismada BP 33
susun %81.8'i, BN 17 susun %94.1’i mecA pozitif olarak tes-
pit edilmis ve biyofilm pozitifligi ile mecA geni arasinda bir
iliski saptamadiklarini bildirmislerdir. Shah ve ark.larinin@
2019 yilinda Hindistan’da 80 S. aureus ile yaptiklar ¢alis-
mada biyofilm olusumu ile mecA varligi arasinda anlamli
bir iliski gozlediklerini ve mecA pozitif S. aureus izolatlari-

nin glicli veya orta diizeyde biyofilm olusturduklarini bil-
dirmislerdir.

Calismamizda belirlenen suslarin antibiyotik direng patern-
lerinin, kateter iliskili stafilokok enfeksiyonlarinin ampirik
tedavisinde antibiyotik seciminde yarar saglayacagi dusu-
nilmektedir. Calismamiza dahil ettigimiz suslarda nadir go-
rinen 3 linezolid direngli ve 1 tigesiklin direngli sug tespit
edilmis olup, vankomisin ve daptomisin direncli susa rast-
lanilmamistir. Nozokomiyal kdkenli metisilin direngli stafi-
lokok susglarinin amprik tedavisinde kullanilan vankomisin
ve daptomisinin MiK degerleri belirlenmis olup, tedavide
etkili olabilecek dozlarin belirlenmesine 1sik tutacagi di-
sunllmektedir. BP suglarin gogu antibiyotige karsi direng
oranlarinin BN suslardan yuksek oldugu gorilmekle bera-
ber istatistiksel olarak sadece tetrasiklindeki fark anlamli
olarak bulunmustur. Yiksek oranda tespit ettigimiz, meti-
silin direncinin saptanmasinda altin standart kabul edilen
mecA geni arastirilarak molekiiler epidemiyolojik veriler
elde edilmis ve biyofilm olusumu ile iliskisi arastirilmistir.
Calismamiza benzer galismalarin Glkemiz genelinde yapil-
maya devam edilmesi, bize biyofilm enfeksiyonlarini anla-
mada ve tedavinin daha akilcr yonlendirilmesiyle ilgi yeni
yaklagimlari birlikte getirecegini diisinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, biyofilm, kateter
iliskili enfeksiyonlar, mecA, Staphylococcus
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Girig

Nozokomiyal enfeksiyonlar hastanede yatan hastalarin
onemli mortalite ve morbidite nedenleri arasinda yer al-
makta, hastalarin yasam kalitesinde bozulma, hastane-
de kalis sliresini uzatmakta ve maliyette de artisa neden
olmaktadirlar”. Yogun bakim tnite (YBU) lerinde goriilen
enfeksiyonlar nozokomiyal enfeksiyonlarin %25’ini olus-
turmaktadir. Solunum sistemi enfeksiyonlari YBU’de en
sik goriillen nozokomiyal enfeksiyonlardir®?), YBU'de sik¢a
gorilmekte olan alt solunum yolu enfeksiyonlarinin (ASYE)
tanisinda endotrakeal aspiratin (ETA) duyarhhgr %38-100
arasinda bildirilmektedir®. ETA kaltirlerinin yapilmasi,
tim dlnyada solunum yolu 6rneklemesinde en yaygin kul-
lanilan noninvaziv mikrobiyolojik tani yéntemidir. YBU’de
tedavi edilen hastalar genellikle, girisimsel islemlerin uygu-
landigy, altta yatan hastaliklar nedeniyle uzun siire hastane-
de yatan ve siklikla genis spektrumlu antibiyoterapi uygu-
lanan hastalardir®. YBU’lerinde gelisen enfeksiyonlarin no-
zokomiyal etkenleri hastaneden hastaneye hatta YBU'leri
arasinda farklilik gosterdigi gibi kendi Unitesi iginde de
zamanla degisiklik gosterebilmektedir®). Diger taraftan, bu
Unitelerde yogun antibiyotik kullaniminin hem Gram pozitif
hem de Gram negatif bakterilerde ciddi boyutlarda diren-
cin olusmasinda énemli katkisi vardir®. Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisine direngli ente-
rokoklar (VRE), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
diger Enterobacteriaceae ailesinin Uyeleri, Acientobacter
baumannii ve Pseudomonas aeruginosa glinimiizde yogun
bakimlardaki enfeksiyonlardan sorumlu tutulan direngli
mikroorganizmalardir®®. YBU’sinde yatan hastalarda izo-
le edilen etkenlerin ve bu etkenlerin antibiyotik duyarlilik
profillerinin saptanmasi ve izlenmesi, nozokomiyal enfeksi-
yonlarin tedavisi ve 6nlenmesinde 6nem gostermektedir'®.
Bu calismada Ocak 2018-Eylll 2020 tarihleri arasinda Su-
leyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Has-
tanesi YBU'deki hastalarin ETA &érneklerinden izole edilen
bakteriyel etkenler ve antibiyotik direng oranlarinin arast-
rilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina anestezi, koroner, cerra-
hi, noroloji ve neonatoloji yogun bakimlarindan génderilen
ETA ornekleri %5 koyun kanli, Eosin Methylen Blue (EMB)
ve cikolata agar besiyerlerine kantitatif yontemle ekilerek,
37°C’de 48-72 saat inklbe edildi. Anlamli Greme olarak
saf kiltar halinde 210000 cfu/ml Greyen plaklar ¢alismaya

dahil edildi. Ureyen suslarin tanimlama ve antibiyotik du-
yarlilik testleri (ADT) BD Phoenix (Becton Dickinson, ABD)
otomatize sistemi kullanilarak yapildi. Kolistin igin ise Mini-
mum inhibitér Konsantrasyon (MiK) degerleri sivi mikrodi-
|isyon yontemiyle belirlendi. Duyarlilik sonuglari EUCAST
ve gerektiginde CLSI onerileri dogrultusunda degerlendi-
rildi. Ayni hastaya ait tekrarlayan tremeler degerlendirme
disi birakildi. Bakteriler ve ADT’leri hastane veri tabanindan
retrospektif olarak elde edildi.

Bulgular

Toplam 398 bakteri degerlendirildi, bunlarin 357’si (%89.7)
Gram negatif, 41'i (%10.30) Gram pozitifti. 2018 yilinda ta-
nimlanan 143 (%35.9) etkenin 132’si (%92.3) Gram nega-
tif, 11'i (%7.7) Gram pozitif; 2019 yilinda tanimlanan 128
(%32.1) etkenin 115’i (%89.8) Gram negatif, 13’0 (%10.2)
Gram pozitif; 2020 yilinda tanimlanan 127 (%31.9) etkenin
110’u (%86.6) Gram negatif, 17’si (%13.4) Gram pozitifti.
YBU’de gériilen ASYE yol acan etkenler arasinda Pseudo-
monas ve Acinetobacter gibi Gram negatif nonfermantatif
bakteriler ilk sirayi almakta, mortalite ve morbidite oran-
lari olduk¢a yiiksek seyretmektedir”®). Bu calismada da
ASYE etkeni olarak en sik A. baumannii (%43.9), ardindan
P. aeruginosa (%16) saptanmistir (Tablo 1). Son vyillarda
A. baumannii, P. aeruginosa ve K. pneumoniae suslarinda
karbapenem direncine sik rastlaniimaktadir®®?, Bu cals-
mada karbapenem direnci A. baumannii suslarinda %97.7
oraninda, P. aeruginosa suslarinda %60.2 oraninda ve K.
pneumoniae suslarinda %50.5 oraninda, saptanmistir. P.
aeruginosa ve A. baumannii tirlerinin ¢ok ilaca direngli sus-
larinda son yillarda ciddi artislar olmustur®*?. Yogun bakim
Unitesi gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin sik kullanildigi
yerlerde meydana gelen enfeksiyonlarin en az %10-20’sinin
¢oklu direngli mikroorganizmalar tarafindan olusturuldugu
bildiriimektedir®. izole edilen A. baumannii suslarinda en
yuksek direng karbapenem grubuna karsi saptanmis olup,
kolistin direnciyse %11.4 oraninda tespit edilmistir. izole
edilen P. geruginosa suslarinda en dislk direng oranlari-
nin sirasiyla kolistin ve amikasin ile elde edildigi gérilmus-
tir. Benzer galismalarda A. baumannii susunda kolistin, P.
ageruginosa susunda amikasin en etkili antibiyotikler
olarak belirlenmistir®. Calismamizda A. baumannii ve P.
aeruginosa susglarinin ikisinde de en etkili antibiyotik kolistin
olarak tespit edilmistir. E. coli ve K. pneumoniae gibi bazi
Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri genis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) enzimi Gretme yetenegi ile basta genis
spektrumlu beta laktam antibiyotikler olmak lzere farkli

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) 113


mailto:tuubaayvalik@gmail.com

Tablo 1. Endotrakeal aspirat 6rneklerinden izole edilen Gram negatif bakterilerin gesitli .

Bakteriler CAZ TZP GN IMP (o] 4 AN SXT CL
Acinetobacter baumanii (n=175) 77.2 71.8 97 97.7 97.1 88.3 78.7 11.4
Pseudomonas aeruginosa (n=64) 23.1 34.9 21 60.2 48.8 7.6 - 3
Klebsiella pneumoniae (n=43) 64.3 50.6 34.5 26.9 60.4 23.3 45.2 14
Escherichia coli (n=17) 28.1 38.5 9.5 10.3 31.7 4.7 49.6 0
Diger Enterobacteriaceae (n=21) 22.9 6.7 16.9 2.5 11.8 2.5 11.8 0
Gram negatif nonfermenter basil (n=28) 77.8 9.7 16.9 10.1 35.1 21.9 10.8 6.5

antibiyotiklere direng oranlari (%)

* CAZ: Seftazidim, TZP: Piperasilin-Tazobaktam, GN: Gentamisin, IMP: imipenem, CIP: Siprofloksasin, AN: Amikasin,

SXT: Trimetoprim-Sulfometoksazol, CL: Kolistin

gruplardan birgcok antibiyotige direng gosterebilmektedir®,
Benzer galismalarda E. coli ve K. pneumoniae igin GSBL po-
zitifligi oranlari %55.3-%92 arasindadir®>9, Bu calismada
ise GSBL pozitifligi oranlari E. coli suslarinda %44.8; K. pne-
umoniae suslarindaysa %69 olarak bulunmustur.

Gram pozitif bakteriler YBU’lerinde ciddi enfeksiyonlara ne-
den olabilen patojenler olup, MRSA ve VRE ile gelisen en-
feksiyonlarin tedavileri zor ve mortalite orani yiiksektir®”,
Saptanan Gram pozitif etkenlerin %65.9’'unu S. aureus
olusturmaktadir. Ulkemizde yapilan calismalarda ETA &r-
neklerinden izole edilen MRSA oranlari %11.4-60 arasinda
bildirilmistir®®. Calismamizda MRSA %20.7 oraninda tespit
edilmis olup, llkemizdeki verilerle benzer bulunmustur.
izole edilen Gram pozitif bakterilerin higbirinde vankomi-
sin, teikoplanin, linezolid direnci gérilmemistir.

Sonug

Sonug olarak, YBU’lerde izlenen hastalarda gelisen enfek-
siyonlarin belirgin 6zelliginin siklkla direngli patojenlerin
etken olmasi ve tedavilerinin gii¢ oldugu unutulmamaldir.
Coklu ilaca direngli mikroorganizmalarla enfeksiyon gelisti-
ginde hastalarin miimkiin oldugunca izole edilmesi, enfek-
siyon kontrol énlemlerinin 6din verilmeden uygulanmasi
ve egitimlerin dlzenli olarak verilmesi direngle miicadele-
de fayda saglayabilir. YBU’lerde saptanan etkenlerin anti-
mikrobiyal direng paternleri diizenli olarak izlenmeli ve te-
davi protokolleri bu dogrultuda glincellenmelidir. Etkeninin
tanimlanmasi ve YBU antibiyotik direng profilinin bilinmesi,
antibiyotik segimine yon vererek direng oranlarini azaltma-
ya katki saglayacaktir. Her mikrobiyoloji laboratuvarinin
kendi YBU’den izole edilen mikroorganizmalari ve bunlarin
antimikrobiyal direng paternlerini belirli araliklarla sapta-
masinin ve bu verileri klinisyenlerle paylasip uygun ampirik
tedavi secimlerinin belirlenmesinde ve hastane enfeksiyon-
larinin da kontrollinde etkili olabilecegini diisinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, endotrakeal aspi-
rat, yogun bakim lnitesi
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SARS-CoV-2 Kalitatif ‘Real Time PCR’ ile Elde Edilen Ct
(Cycle threshold) Degerlerinin Kantitatif ‘Real Time PCR’ Sonuglari
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Girig

Aralik 2019’da Cin’in Wuhan sehrinde baslayip tim diinya-
ya yayilan ve SARS-CoV-2 olarak adlandirilan yeni korona-
viris salgini, 11 Mart 2020 tarihinde Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) tarafindan pandemi olarak ilan edilmistir®. Bu pan-
demi, patojenin tanisi igin acil bir gereksinimi ortaya
ctkarmistir®. COVID-19 hastaliginin tanisi, klinik ve epi-
demiyolojik olarak ve viral genomun niikleik asit ampli-
fikasyonu yontemine dayall laboratuvar testleriyle birlikte
degerlendirilerek koyulmaktadir. Bununla birlikte, COVID-
19 tanisi igin altin standart, nikleik asit amplifikasyonu
yapan PCR temelli yéntemlerle saptanmasidir®.

SARS-CoV-2, bir RNA virlist oldugu igin nikleik asit ampli-
fikasyonunda, reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksi-
yonu (reverse-transcription polymerase chain reaction=RT-
PCR) kullanilir. Glinimizde, gergek zamanli reverz tran-
skriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (real-time reverse-
transcription polymerase chain reaction=Real-time
RT-PCR= rRT-PCR), konvansiyonel RT-PCR’a gore daha
duyarh olmasi, daha hizli sonug vermesi ve gerekirse viral
yukin saptanmasi igin kantitatif sonug¢ alinabilmesi
acisindan tercih edilmektedir. Dinya genelinde SARS-
CoV-2 laboratuvar tanisinda da bu avantajlardan dolayi
rRT-PCR testleri kullaniimakta; ancak bu testler genellikle
kalitatif sonu¢ vermektedir. COVID-19 enfeksiyonunda viral
yukiin 6lgiim{; hastalarin takibi, tedavi yanitlarinin belirlen-
mesi ve enfektivite dizeylerini tespit etmek agisindan
yararl bir yéntemdir®. Ek olarak, hasta érneklerindeki
gorece duslik viral ylk, yalanci negatif sonuglar alinmasina
neden olabilmektedir®. Kalitatif rRT-PCR yénteminde de
‘Ct’ degerlerine gore viral yiuk hakkinda fikir sahibi oluna-
bilmektedir, viral yik ne kadar yliksekse amplifikasyon
egrisi o kadar erken yiikselmeye baslayacagi icin, Ct degeri
o kadar dusiik olmaktadir. Ct degerlerinin kantitatif yoru-
mu, reaksiyon kosullari ve amplifikasyon verimliligi dahil
olmak tzere birgok faktore bagli olsa da, ortak bir teorik
deger, Ct degerlerinin yorumlanmasi icin yararl bir kriter
saglayabilmektedir: Optimum kosullar altinda Ct degerinde
3.3 birimlik bir artis, 10 kat daha az hedef RNA'ya karsilik
gelmektedir®,

Bu calismada; Gazi Universitesi Hastanesi Tibbi Viroloji
Laboratuvari’'na gonderilip kalitatif rRT-PCR yontemiyle
calisilarak SARS-CoV-2 pozitif saptanan 6rneklerin, kanti-
tatif bir Real Time PCR (RT-qPCR) kiti ile tekrar cahsilip viral
ylklerinin belirlenmesi, kalitatif yontemde elde edilen Ct

degerleri ile viral yikler arasindaki iliskinin incelenmesi ve
SARS-CoV-2 virtsuntn farkli kitler ve izolasyon metotlari ile
elde edilen sonuglarinin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calisma Tasarimi: Galismamiza 23 Eylul-25 Ekim tarihleri
arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Viroloji Laboratuvari’'nda kalitatif Real Time PCR SARS-
CoV-2 testi galisiip pozitif saptanan 60 nazofarengeal
surlintli 6rnegi dahil edilmistir.

rRT-PCR Testleri: Orneklerin tamami laboratuvarimiza 2 ml
VNAT igeren transfer tipleri ile gonderilmis ve vorteks
sonrasi PCR asamasi gergeklestirilmistir (BioSpeedy® Direct
RT-qPCR SARS-CoV-2, Bioeksen R&D Technologies Ltd.,
istanbul, Tiirkiye). Kullanilan kit RARP gen bélgesini hedefle-
mekte ve saptama alt limiti 20 kopya/ml’dir. Calisilan
ornekler VNAT solilisyonu igerisinde -802C’lik dondurucuya
kaldiriimistir. Dondurucudan ¢ikarilan orneklerin viral
yuklerini analiz edebilmek amaciyla farkli bir ticari RT-gPCR
kiti (genesig® COVID-19 Kit, PRIMER DESIGN, ingiltere)
kullaniimistir. Bu kit ise ORFlab gen bolgesini hedefleme-
kte ve saptama alt limiti 0.33 kopya/ul'dir. Bu kit ile valide
olan ekstraksiyon protokoll EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen,
Almanya) kiti ile EZ1 Advanced XL (Qiagen, Almanya)
cihazinda otomatize olarak galisiimistir. Kit igerigindeki
konsantrasyonu 2x10° kopya/ul olan pozitif kontrolden her
calismada seri dilisyon yapilarak 6 farkl standart
hazirlanmistir (2-2x10° kopya/ul). Ureticinin talimatlari
dogrultusunda RotorGene Q (Qiagen, Almanya) cihazinda
RT-qPCR ile ¢alisiimistir. Calismanin sonunda bir standart
egri olusturulmus ve orneklerin kantitasyonlari bu egriye
gore otomatik olarak hesaplanmistir.

Bulgular

Kalitatif calismanin sonuglari degerlendirilirken, elde edilen
Ct degerlerine gore o6rnekler, her grupta 10 6rnek olmak
Uzere, alti gruba ayrilmistir. Bu gruplandirma Ct degeri en
yuksek olandan en disik olana dogru yapilmistir. Ayni
orneklerin kantitatif yontemle elde edilen viral yuk
degerleri bu gruplarla karsilastiriimistir. Elde edilen
degerlerin araliklari Tablo 1’de verilmistir. Buna gore, kali-
tatif calismada amplifikasyon egrisi olmayip negatif olarak
degerlendirilen ilk gruptaki 6rnekler kantitatif testle de
negatif bulunmustur. Ct degerleri 35-39 arasinda olan
ikinci gruptaki 6rneklerin ise kantitatif testle altisi negatif

116 TMC 2020 GCevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)


mailto:aylnalty@hotmail.com

Tablo 1. Ct degerleri ile kantitatif degerlerin karsilastiriimasi.

Grup No Ct (cycle threshold) Arahgi Kantitasyon Arahgi (kopya/pl)
1 Tum 6rnekler negatif Tum ornekler negatif

2 39.41-35.45 1 -2 kopya/ul (6 6rnek negatif)
3 34.95-29.19 2 — 106 kopya/pl

4 27.70-24.70 114 — 1920 kopya/ul

5 24.53-22.11 994 — 10710 kopya/pl

6 22.04-18.98 11063 — 82871 kopya/ul

bulunurken, dérdinde 1-2 kopya/ul saptanmistir. Takip
eden gruplarda, Ct degerleri distlkge kantitatif degerlerin
arttigi gérilmastar.

Sonug

Bu sonuglara gore, Ct degeri araliklari ile viral yik degeri
araliklari olduk¢a uyumlu bulunmustur. Ozellikle kantitatif
logaritmik degerlerin, Ct degerleriyle uyumlu oldugu
goriilmis ve SARS-CoV-2 laboratuvar tanisinda Ct
degerlerine gore yari kantitatif bir sonug degerlendirmesi
yapilmasinin dogru bir yaklasim olabilecegi gortlmistar.
Calismamizda ayrica farkh kitler ve ekstraksiyon yontemleri
de karsilastirilmistir. VNAT sollisyonunda vorteks yapilarak
amplifikasyon asamasina gecilen ve ek bir ekstraksiyon
asamasi gerektirmeyen yontemin sonuglari ile ekstraksi-
yon asamasl olan kantitatif yontemin sonuglari
incelendiginde; sonuglar arasinda bariz bir fark olmadigi
gorulmustir.

Anahtar kaynaklar: SARS-CoV-2, COVID-19, Real time
RT-PCR, cycle threshold (Ct), kantitasyon
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Giris

Koronavirisler, insanlarda hafif ila siddetli seyirli solunum
yolu enfeksiyonlarina neden olabilen oldukga gesitli bir vi-
riis grubudur. insanlarda enfeksiyon yaptigi bilinen 7 koro-
navirls vardir. SARS-CoV-2'nin de iginde yer aldigi 3 tanesi
(SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2) ciddi seyirli, 6limciil
hastaliga neden olurken, 4 tanesi (HCoV-229E, HCoV-NL63,
HCoV-0C43 HCoV-HKU1) hafif-orta seyirli enfeksiyonlardan
sorumludur®),

Aralik 2019'da ilk olarak, Cin’in Wuhan sehrinde gorilen
SARS-CoV-2 virlsli, COVID-19 hastaligina neden olmakta-
dir. Diinya Saghk Orgiiti tarafindan 11 Mart 2020’de kii-
resel salgin olarak ilan edilmistir. Aralik 2020 tarihiyle bir-
likte diinya genelinde COVID-19 tespit edilen kisi sayisi 78
milyondan fazlayken Tirkiye’de 2 milyondan fazla kisinin
enfeksiyon gecirdigi bildirilmistir®?,

Coronaviridae ailesine ait olup zarfli pozitif polariteli tek
iplikli bir RNA virlisidir. Genom buyuklGgu yaklasik 30
kilobazdir. 11 adet agik okuma bolgesi (ORFlab, ORF2/S;
Spike proteini, ORF3a, ORF4/E; Zarf proteini, ORF5/M;
Membran proteini, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9/N;
Nikleokapsid proteini ve ORF10) olup, bu bolgelerden 16
yapisal olmayan (nsp1-16), 4 yapisal (S, E, M ve N) protein
ifadelenmektedir®.

Antiviral tedaviler, viriiste yeni mutasyonlara, mortaliteyi
artiran daha virllan ve tedaviye direngli suslarin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle, demografik
ve klinik hasta bilgilerinin yani sira sus bilgisi, COVID-19
ile etkili micadele icin 6nemlidir. Bulasma kdkeninin, bu-
lasma zamaninin ve bulasma yollarinin daha iyi anlasiima-
st ve bulasiciligl etkileyen mutasyonlari tanimlamak igin
SARS-CoV-2 orneklerinin molekiler karakterizasyonunun
yapilmasi gereklidir. Ek olarak, genoma ait bilgilerin ana-
liz edilmesiyle elde edilen veriler, hastalik kontroll ve asi
gelistirme ¢alismalari icin degerli olacaktir. Bu aragtirmanin
amaci, Turkiye’de pozitif olan hastalarda SARS-COV-2 tiim
genomunun yeni nesil dizileme yontemiyle sekanslanarak,
mutasyonlarin taranmasi ve diger tlkelerdeki genom dizile-
riyle karsilastiriimasidir.

Gereg ve Yontem

Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi: Agustos 2020-Eyliil
2020 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Viroloji laboratuvarina rutin olarak, SARS-CoV-2 pozitifligi-
nin arastirilmasi igin gonderilen ve pozitif saptanan nazo-
faringeal stirlinti numunelerinden 12 adet 6rnek segilerek
calismaya dahil edilmistir. Orneklerin tamami laboratuvari-
miza 2 ml VNAT igeren transfer tlpleri ile gonderilmistir ve
vorteksleme sonrasi Real-Time PCR yontemiyle Bio-Speedy
SARS-CoV-2 (2019-nCoV) gPCR Detection Kit v5.3 (Bioek-
sen, Turkiye) kullanilarak Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya)
cihazinda galisiimistir. Pozitif saptanan ornekler VNAT so-
lisyonu igerisinde g¢alisma glinline kadar -80°C derin don-
durucuda muhafaza edilmistir.

izolasyon ve amplifikasyon: Dizi analizi éncesinde oto-
matize EZ1 Advanced (Qiagen, Almanya) cihazinda EZ1
Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Almanya) ile viral niikleikasit
izolasyonu yapilmistir. izolasyonu takiben, Primer Design
Genesig COVID-19 (Genesig, ingiltere) kiti ile Rotor-Gene
Q (Qiagen, Almanya) cihazi kullanilarak érneklerin ampli-
fikasyonu yapilmistir ve Ct degerleri 10-20 arasinda olan
viral yuki yiksek ornekler dizilemeye alinmistir. Amplifi-
kasyon egrilerinin degerlendirilmesi Rotor Gene Software
ile yapiimstir.

Kiitiiphanelerin hazirlanmasi: izolasyonu takiben, kiitiipha-
nelerin hazirlanmasi CleanPlex SARS-CoV-2 Panel (Paragon
Genomics, ABD) kiti kullanilarak yapilmistir. Kiitiphanelerin
hazirlanmasi ters transkripsiyon, amplifikasyon, enzimatik
pirifikasyon ve indeksleme asamalarini icermektedir. ilk
olarak komplementer DNA sentezi yapilmistir. Daha sonra,
iki farkh havuzda ve toplamda 343 amplikon icerecek sekil-
de multipleks stratejisi ile es zamanli olarak tim genomun
amlifikasyonunu yapilmistir. Enzimatik temizleme asamasi-
ninin ardindan lllumina platformuna uygun i5 ve i7 primer-
ler kullanilarak herbir 6rnegin indekslemesi yapilmistir. Her
asamanin sonunda Sera-Mag Select (Cytiva, ABD) kullanila-
rak manyetik boncuk pirifikasyonu uygulanmistir.

Normalizasyon ve diltisyon: Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo
Fisher, ABD) cihazinda, Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher, ABD) ile kiitiphanelerin ng/ul cinsinden miktarlari
belirlenmistir. Kittphanelerin ortalama baz uzunlugu jel
elektrofezi ile gorlintelenerek yaklasik degerler belirlen-
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mistir. lllumina firmasinin rehberleri dogrultusunda manu-
el normalizasyon ile hesaplamalar yapilarak érneklerin nM
cinsinden konsantrasyon degerleri belirlenmistir. Mutas-
yon analizi igin dizileme derinligini en optimal 1000x kabul
edilip hesaplamalar yapilmistir ve tek seferde 12 adet 6r-
nek dizilemeye alinmistir. Batin 6rnekler 100 M degerine
dilie edilmistir.

Dizileme: Seyreltme isleminin ardindan her bir kitlipha-
ne 6rneginden 10 pl alinarak yeni bir tipte karistirilarak
kittiphane yikleme havuzu olusturulmustur. Kiitiphane
havuzu, iSeq 100 (lllumina, ABD) platformunda, iki tarafli
okumayla (2x150 bp), Generate Fastqg moduliinde custom
kit ayarlari kullanilarak iSeq 100 i1 Reagent (Illumina, ABD)
kartusuyla ¢alisiimistir.

Okumalarin birlestirilmesi ve analizi: Dizileme sonunda elde
edilen ham okumalardan Cutadapt 3.1 ile adaptor primler
kesilmistir®, Web tabanli Genome Detective programiyla
dizilerin kalite analizi, hizalamasi ve birlestiriimesi yapilarak
konsensus diziler elde edilmistir®®, Birlestirilen dizilerin ka-
litesinin belirlenmesi web tabanl Nextclade¥ uygulamasi
ile yapilmigtir. Web tabanli CoV-Glue®*? ve CoVsurver arac-
lari ile nlkleikasit ve aminoasit degisiklikleri belirlenmistir.
GISAID veritabanindan gekilen tiim genom dizileri ve MEGA
X3 programi kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir.

Etik onam: Bu arastirma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Gi-
risimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan
22.05.2020 tarih ve 341 karar numarasi ile onaylanmistir.

Bu calisma 01/2020-20 kodlu Gazi Universitesi BAP Projesi
ile desteklenmistir.

Bulgular

Dizileme derinligi 400-6605 arasinda degisirken, drneklerin
tamami en dislik %95 oraninda dizilenmistir. 12 6rnekte
toplam 215 adet niikleotid degisikligi (Ortalama 17.9) ve
toplam 143 adet aminoasit degisikligi (Ortalama 11.9) tes-
pit edilmistir.

Nextclade konsensus dizi kalite degerlendirme sonuglarina
gore 4 6rnek degerlendirmeden gikarilarak, 8 6rnekle anali-
ze devam edilmistir. Degerlendirmeye devam edilen 8 adet
ornekte toplam 130 adet nikleotit degisikligi (Ortalama
16.5) ve toplam 88 adet aminoasit degisikligi (Ortalama 11)
tespit edilmistir. Tiplerine gore, 5 non-coding, 33 synony-
mous ve 44 non-synonymous mutasyon gorilmustir.

ORF1ab gen bolgesi tim genomun yaklasik ticte ikisini kap-
samaktadir. Mutasyonlarin biytk bir kismi bu gen bolge-
sinde goriulmektedir. Genellikle ORFlab (29 adet ORF1a, 22
adet ORF1b) ve ardindan S (8 adet) ve N (8 adet) bolgele-
rinde mutasyonlar gortlmustar.

S gen bolgesinde yer alan D614G (23403A>G) mutasyonu
ve ORF1b’de nsp12’de (RNA bagimli RNA polimeraz enzimi-
nin ifadelendigi gen bolgesi) P323L (14408C>T) mutasyonu
butin 6rneklerde tespit edilmistir. 7 6rnekte ORFla’da yer
alan 3037 nikleotitit pozisyonunda C’den T’ye degisim tes-
pit edilmistir. Bunlari N gen bolgesinde yer alan ve 6 6rnek-
te tespit edilen G204R (28883G>C, N gen bolgesi) ve R203K
(28881G>C, N gen bolgesi) aminoasit degisiklikleri takip
etmektedir. Spike proteininde V70F (21770G>T, 1 6rnek),
D614G (23403A>G, 8 6rnek), Q675H (23587G>T, 1 6rnek),
A879S (24197G>T, 1 6rnek), A1070S (24770G>T, 1 6rnek),
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Tablo 1. Mutasyonlar ve sikliklari tablolar.

Gen Bolgeleri Mutasyon Sikhig

Gen Bolgesi Missense (Kayip) Mutasyon Silent (Sessiz) mutasyon Toplam
ORF1la 12 17 29
ORF1b 14 8 22
S 6 2 8
ORF3a 3 2 5
M - 3 3
ORF7b 1 - 1
ORF8 1 - 1
N 7 1 8
Toplam 44 33 77
En Cok Gériilen Mutasyonlar
Niikleotit Degisikligi Aminoasit Degisikligi Kag Ornekte Gen Bolgesi
23403A>G D614G 8 S
14408C>T P323L 8 ORF1*
3037C>T - 7 ORF1°
28883G>C G204R 6 N
28882G>A - 6 N
28881G>A R203K 6 N
19839T>C - 4 ORF1°
29402G>T D377Y 2 N
27798G>T A15S 2 ORF7*
3117C>T T333I 2 ORF1°
Kodlanmayan Boélgelerde Goriilen Mutasyonlar
Niikleotit Referans Baz Mutant Baz Kag Ornek Bolge
241 C T 8 5-UTR
245 ¢ T 1 5-UTR
26223 A G 1 Intergenic bolge
27193 T C 1 Intergenic bolge
29555 C T 1 Intergenic bolge
Yeni Mutasyonlar
Niikleotit Degisikligi Aminoasit Degisikligi Kag Ornekte Gen Bolgesi
13772T>C V111A 1 nspl2
13838A>G H133R 1 nspl2
15317T>A M626K 1 nspl2

G1167F (25061G>T / 25062G>T, 2 6rnek) aminoasit degi-
siklikleri gortlmustir.

Kodlanmayan bolgelerde 241C>T (5’-UTR, 8 6rnek), 245C>T
(5’-UTR, 1 6rnek), 26223A>G (Intergenic bolge, 1 ornek),
27193T>C (Intergenic bolge, 1 6rnek), 2955C>T (Intergenic
bolge, 1 6rnek) mutasyonlari gorilmastir.

ORF1b, nsp12'nin ifadelendigi gen bolgesinde ise 3 yeni
mutasyon (13772T>C; V111A; 1 6rnek, 13838A>G; H133R;
1 6rnek, 15317G>A; M626K; 1 6rnek; H133R) tespit edil-
mistir. H133R ve M626K mutasyonlari birlikte tek bir 6rnek-
te tespit edilmistir (Tablo 1).

Orneklerimizle benzer tarihlerde dizilemesi yapilmis farklh

Ulkelerden tiim genom dizileri ile kendi 6rneklerimiz karsi-
lastirllmistir. 10 numarah 6rnegin Suudi Arabistan kokenli
diziyle benzer oldugu gorilmistir. 11 numarali 6rnek Al-
manya kokenli dizilerle ayni dali paylasmaktadir. 1, 6 ve
12 numarah 6rnekler Rusya kokenli dizilerle benzerlik gos-
termektedir. 2 numarali 6rnek ise Turkiye kdkenli dizilerle
benzerlik gostermektedir (Sekil 1).

Sonug

Bitlin orneklerde D614G mutasyonu mevcuttur. Bu mu-
tasyon S gen bolgesindedir ve S gen bolgesinden virlisiin
konak hiicreye tutunmasinda gorevli spike proteini ifade-
lenmektedir. Spike proteini bulasiciligl etkilenmesi ve asi
hedeflerinin belirlenmesinde 6nemlidir. Daha 6nce yapilan
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bir calismada bu mutasyonu bulunduran virtslerin enfek-
siyonda yuksek viral yik dizeylerine neden olabilecegi
gosterilmistir®, Veritabanlarinda bulunan dizilerde siklikla
karsimiza ¢ikan P323L degisimi 6rneklerimizin tamaminda
saptanmigtir. Bu mutasyonun bulundugu gen bdlgesi nsp12
proteinin yani RNA bagimli RNA pollimeraz enziminin ifade-
lendigi bolgedir. Bu mutasyona ek olarak bu gen bolgesin-
de daha dnce goériilmeyen 3 yeni mutasyon bulunmustur.
Antiviral ilaglar olan, remdesivir ve favipiravirin hedefi bu
proteindir ve bu bolgedeki mutasyonlar tedaviye direngli
suglarin ortaya ¢ikabilecegini distindiirmektedir®. Ek ola-
rak D614G mutasyonu ve ORFlab de yer alan iki mutasyon
(3037C>T ve 14408C>T; P323L) siklikla birlikte gorulmek-
tedir. Birlikte gorllen bu mutasyonlar Avrupa’da gorilen
varyantlardan birisi olarak tanimlanmistir®®,

SARS-CoV-2 virtisiinin artmis bulagtiricilik 6zellikleriyle 6n
plana ¢ikan varyantlari mevcuttur, fakat bunlarin herhangi
birinin hastalik durumunu kotilestirdigine dair kanit yok-
tur. Ancak, genetik materyal degisikliklerinin, virulansi et-
kiledigi bilinmektedir. Ozellikle Spike proteini mutasyonlari
bulasiciligr etkilemesi ve asi hedeflerinin belirlenmesinde
onemlidir. Mutasyonlar virtsin replikasyon yeteneklerini
artirabilir ve daha hizli yayilmasini neden olabilir. Boyle bir
genetik varyant, diger varyantlarin sayisini domine ederek
yayllma olasihgini yukseltebilmektedir ve bu varyant kisa
strede populasyonda baskin hale gelecektir. Bununla bir-
likte, farkh bir varyantin sayisinin artmasi, virtisiin ozellik-
lerini degistirmesinden ziyade, birgok kisiyi enfekte eden
birisinden kaynaklandigininda gostergesi olabilmektedir.
Bu nedenle mutasyonlarin izlenmesi ve konak hiicre resep-
torlerine affinite, bulastiricilik, ylksek viral yik dizeyleri,
olumcdl etki gibi virulansla baglantili durumlarinin mutas-
yonlarla iligkisi arastirilmahdir.

Bu ¢alisma Tirk toplumunda dolasan virusun genetik ka-
rakterizasyonu belirlemek igin yapilan bir 6n ¢alismadir.
Mutasyonlarin patojenite lzerindeki etkisini gérmek igin
genel populasyonu kapsayan arastirmalara ihtiyag vardir.
Virolojik analizler ile virlis evriminin izlenmesi toplumsal
acidan hayati 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, Mutasyon Analizi, SARS-
CoV-2, tim genom dizileme, yeni nesil dizileme
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Pandemi Doneminde SARS-CoV-2 ve Diger Solunum Yolu Viral
Etkenlerinin Birlikteliklerinin Degerlendirilmesi
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Giris

SARS-CoV-2 virisU, ilk kez 2019 yili Aralik ayinda Cin’in
Wuhan kentinde ortaya ¢cikmistir. Tek sarmalli bir RNA
virGsldir ve Covid-19 hastaliginin etkenidir. SARS-CoV-2,
insanlarda enfeksiyonlara neden oldugu bilinen yedinci
CoV’dur. Onceden kesfedilen alti koronaviriisiin dérdii
(HCovOC43, 229E, NL63 ve HKU1) bagisikhgr yeterli
bireylerde soguk alginligi semptomlarina neden olurken,
kalan ikisi zootonik kékenli olup (SARS-CoV-1 ve MERS-CoV)
yiiksek 6lim oranlarina sahiptir®,

Hastahigin ates, halsizlik, bogaz agrisi, 6ksirik gibi 6zgiil
olmayan belirtileri bulunmaktadir. Bu nedenle ayirici
tanisinda Adenoviris, influenza, RSV, Parainfluenza viris
gibi diger viral etkenler de distunilmelidir®?,

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi,Tibbi
Viroloji Bilim Dali Laboratuvarina gonderilen solunum
yolu orneklerinin SARS-CoV-2 ve diger solunum yolu
viral etkenleri varligi agisindan es zamanli olarak
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismamiza 20 Mart-2 Aralik 2020 tarihleri arasinda farkli
kliniklerden solunum yolu enfeksiyonu bulgulari olan 0-94

10

N

“Rhinovirus

Human respiratory synctial virus A/B

" Bocavirus

yas araliginda 657 hastanin 756 6rnegi dahil edilmistir.
Calismamiza dahil edilen 6rneklerin tamami nazofarengeal
siiriintli 6rneklerinden olusmaktadir. Ornekler calisma
asamasinakadarvesonrasinda-80°C’de muhafazaedilmistir.
Orneklerden viral niikleik asit ekstraksiyonu EZ1 Advanced
(Qiagen, Almanya) cihazi ile otomatize olarak yapilmistir.
SARS-CoV-2 varligi agisindan degerlendirme ise PRIMER
DESIGN genesig” COVID-19 kiti ile Qiagen Rotor-Gene Q
cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Diger solunum yolu
viral etkenlerinin varliginin tespiti ise Fast Track Diagnostics
FTD Respiratory Pathogens 21 kiti kullanilarak Qiagen Rotor-
Gene Q cihazi ile gergeklestirilmistir. Fast Track Diagnostics
FTD Respiratory Pathogens 21 kiti 20 farkli viral etken ve
Mycoplasma pneumoniae tespitine olanak saglamaktadir.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 756 6rnegin 145 (%19)’i solunum
yolu viral etkenleri agisindan pozitif olarak saptanmistir.
SARS-CoV-2 pozitifligi ise 97 (%12.8) Ornekte tespit
edilmistir. SARS-CoV-2 negatif olarak bulunan 6rneklerden
131 (%19.8)'i diger solunum yolu viral etkenleri agisindan
pozitif olarak tespit edilmistir. SARS-Cov-2 pozitif olarak
bulunan o6rneklerden 14 (%14.4)'GnlGn diger solunum
yolu viral etkenlerinin en az biri ile beraber oldugu tespit
edilmistir (Sekil 1). Bu 6rneklerden 3 tanesinde ayni anda
birden fazla viral etkenin varligi saptanmistir. SARS-CoV-2 ve

Adenovirus
Mycoplasma pneumoniae

=HPIV1

Sekil 1. SARS-CoV-2 Pozitif ve diger solunum yolu viral etkenlerde pozitif 6rneklerin dagihimi.
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diger viral etkenlerden en az biri ile birlikte pozitif saptanan
orneklerin 8 (%57.1) ‘inde Rhinovirus ve 4 (%28.5)'linde ise
Adenoviris gorilmustar.

SARS-CoV-2 ve diger solunum yolu viral etkenleri pozitif 14
ornegin 10 (%71.4)'u cocuk 4 (%28.6)'U ise erigkin hasta
orneklerinden olusmaktadir.

Sonug

Calismamizda Covid-19 hastalarinda diger solunum
yolu viral etkenlerinin es zamanli varligi disik oranda
tespit edilmisti. SARS-CoV-2 pozitif hastalarda diger
viral patojenlerin varliginin arastinldigi  yayinlarda,
bizim sonuglarimiza benzer sekilde disik prevalans
bildirilmistir®. Bu durumun kiresel SARS-CoV-2 salginin
baslamasindan kisa siire sonra, toplumun kazandigi maske
takma aliskanlhiginin solunum yolu virslerinin toplumda
azalmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. SARS-
CoV-2 ile diger solunum yolu viral etkenlerinin birlikte
gorildigl grubun buyik oranini gocuklarin olusturmasini

da gocuklarda maske takma aliskanhginin zor edinilmesi ile
iliskili olabilecegini dislinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, solunum vyolu viral
etkenleri, polimeraz zincir reaksiyonu
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Covid-19 PCR Testlerinde Erken ve Geg¢ Ct Degerlerine
Sahip Orneklerin vNAT Soliisyonu igindeki Stabilizasyon Siirelerinin
Degerlendirilmesi
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Giris

Koronavirls hastaligi 2019 (Covid-19), dogrudan insandan
insana bulasabilen yeni bir koronaviriis olan SARS-CoV-
2’nin neden oldugu solunum yolu hastaligi pandemisidir®.
Virts yayilimini sinirlandirabilmek ve hastaligin tedauvisi
icin enfekte bireylerin hizli ve dogru tespiti blylik 6nem
tasimaktadir®.

Akut SARS-CoV-2 enfeksiyonlarinin tanisi, gercek zamanli
revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-
PCR) gibi niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT’ler) ile
viral gen bolgelerinin saptanmasina dayanir. Bu testlerin
hedefleri E, RdRP, N ve S genleri tizerindeki bélgelerdir®,

Ulkemizde, Covid-19 tanisinda viral RNA'nin varliginin
gosterilmesi esasina dayanan RT-PCR testleri pandemi
baslangicindan bu yana mikrobiyoloji laboratuvarlarinca
aktif olarak ¢ahsilmaktadir. Saghk Bakanhgr Ulusal
Rehberi'nde de akut enfeksiyonu ve asemptomatik
tastyicihgl tespit etmede ilk tercih edilmesi gereken tani
araci olarak gosterilen RT-PCR testleri, zaman alici ve 6zel
islemler gerektiren yontemlerdir®,

RT-PCR testleri ile SARS-CoV-2; bronkoalveolar lavaj
sivisi, balgam, burun siiriintlsl, fibrobronkoskopik firga
biyopsisi, farengeal surtntiler, diski ve kan gibi cok cesitli
hasta numunesinde tespit edilebilmektedir®. Numunelerin
dogru sekilde alinmamasi ve uygun kosullarda laboratuvara
ulastirlilmamasi tanida yanhs sonuglara yol agabilir. Numune
alindiktan sonra siirlinti gubuklari hizla steril viral niikleik
asit koruyucu sivi ve/veya viral tagima ortamina konulmali
ve laboratuvara génderilene kadar +4°C’de tutulmalidir®,

Ulkemizde laboratuvarlara gonderilen numunelerin
transportu ve saklanmasi igin Saglik Bakanhg tarafindan
temin edilen Bio-Speedy VNAT (viral nucleic acid
extraction buffer) (Bioeksen, Turkiye) transfer tupleri
kullanilmaktadir. vNAT transfer tlpleriyle, ornek alimini
takiben bes dakika igcinde enfeksiydz materyal inaktive
olurken, 6rnek de ekstraksiyon agsamasina gerek kalmadan
nikleik asit amplifikasyon islemine hazir hale gelmektedir.
VNAT igerigindeki polietilenimin kapli tetradesil dimetil
benzil amonyum kloriir bazli nanopartikiiller ve tween
20, virlistin zarf ve nikleokapsidini pargalayarak genomun
serbest birakilmasini saglarken; nanopartikiller, NaN,
ve guanidinyum tiyosiyanat da ac¢iga c¢ikan genomun
bUtunlGgini korumaktadir. BSA (bovine serum alblimin)
ise PCR inhibitérlerini kompanze etme gérevi gorir®,

Bu c¢alismada, vNAT transfer tlpleri ile laboratuvara gelen
ve SARS-CoV2 pozitif olarak saptanan ylksek ve disiik viral
yukli numunelerdeki RNA varliginin stabilizasyonunun
belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Covid-19 PCR Tani
Laboratuvari’na vNAT tiipl ile gelen ve RT-PCR ile SARS-
CoV?2 pozitif olarak saptanan 20 erken Ct’li (Ct<20), 20 geg
Ct’li (Ct>25) (Sekil 1) toplam 40 hasta numunesi 1.5 ml’lik
mikrosantrifdij tlplerine ayrilarak +4°C’de saklanmistir. Bu
numuneler Qiagen Rotorgene 5 Plex PCR Cihaziile Gensutek
Coronex-Covid-19 RT-gPCR tani kiti kullanilarak ginlik
olarak ¢ahlisilmis ve her giine ait CT degerleri kaydedilmistir.
Erken Ct’li ornekler 14 giin, geg Ct’li ornekler ise yedi gin
suresince ¢alisilmis, ¢alisma sonunda Ct degerlerindeki
degisimler degerlendirilmistir.

Bulgular

Calismanin ilk gini Ct degeri 20’nin altinda saptanan
numuneler yiksek viral yukll, Ct degeri 25’in Uzerinde
saptanan numuneler ise dusik viral yukli olarak
degerlendirilmistir.  Bu numunelerin Ct degerlerindeki
degisimlerin gilinliik olarak incelenmesi sonucunda yiiksek
viral yiikli olan 20 numunenin Ct degerlerinde 14 glin sonuna
kadar anlamli bir degisiklik gorilmemistir (Tablo 1). Geg Ct
tespit edilen dislk viral yikli 20 numunenin dordu ikinci
gln, biri Gglincu glin, gl besinci giin, altisi ise altinci giin

Tablo 1. Yiksek viral yiikli 6rneklerin giinlere gére pozitiflik
durumlari.

1.gin  3.gin 5. gin 7.9in  9.giin  1l.gin  13.giin 14.giin
1.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
2.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
3.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
4.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
5.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
6.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
7.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
8.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
9.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif

10.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
11.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
12.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif

13.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
14.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
15.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif

16.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
17.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
18.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif

19.Hasta Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
20.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
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negatiflesmistir (Tablo 2). Pozitifligi devam eden 6rneklerin

Tablo 2. Disiik

viral yiklii orneklerin

glinlere gore pozitiflik

Ct degerlerinde anlamli bir degisiklik saptanmamigtir. durumlari.
Sonug: 1.gin  2.giin 3.gin  4.giin 5.giin 6.giin 7. giin
1.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
. o . 2.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
Covid-19tan ISInIp konulmasi m.ja SOI unum yOIU orneklerinde 3.Hasta Pozitif ~ Pozitif ~ Pozitif ~ Pozitif  Pozitif  Negatif Negatif
SARS-CoV-2 RNA’sinin RT-PCR ile gosterilmesi altin standart 4.Hasta | Pozitif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
yéntemdirm. Covid-19 salglnlmn kontrol altina a|mmas|nda' 5.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
PN . o 6.Hast Pozitif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatij
SARS-CoV-2 pozitif kisilerin en kisa siirede saptanarak hasta asta ozitif _Negatif Negatif _Negatif Negatif Negatif _Negatif
. N N L | 7.Hasta Pozitif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
ve temaslilarinin izole edilebilmesi icin RT-PCR testleri 8Hasta | Pozitif Pozitif  Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
viik 6 (8) 9.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
blyik 6nem tagimaktadir®.
10.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif ~ Negatif Negatif
. ) . L o . 11.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif ~ Negatif Negatif
Molekdler testlerin hassasiyetleri 6rnek tirl ve miktari, 12.Hasta | Pozitif Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif
hastalléln evresi ve yerle§im yeri’ viral yUk, ('jrneéin uygun 13.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif ~ Negatif Negatif Negatif
kosullarda transportu ve saklanmasi gibi bircok faktérden 14.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif ~ Negatif Negatif
§. X p . 8 ¢ X 15.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif ~ Negatif Negatif
etkilenmektedir®®. Covid-19 tanisinda, enfeksiyonun farkli 16.Hasta | Pozitif Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif
evrelerinde alinan hasta 6rneklerindeki viral yik degisiklik 17.Hasta | Pozitif  Negatif Negatif Negatif Negatif —Negatif Negatif
.. . S0 A . o e 18.Hasta Pozitif  Pozitif Pozitif Pozitif ~ Negatif Negatif Negatif
gostere.bllmektec!.lr“ . Qzelll‘l.de“ hastaligin baslangic/bitis 19.Hasta | Pozitif Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif  Negatif Negatif
evrelerinde ve duslk viral yiiki olan hastalarda solunum 20.Hasta | Pozitif Pozitif  Pozitif  Pozitif  Negatif Negatif —Negatif
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yolu orneklerinde viral RNA'nin saptanmasinda glglikler
yasanabilmektedir?.

Yaptigimiz  ¢alismada hasta numunelerinin  VNAT
solisyonunda bekleme siresinin, PCR pozitifligi ve Ct
degerleri Uzerine etkisi incelenmistir. Buna gore ylksek
viral ylki olan 6rneklerde 14 giin sonunda negatiflesme
ya da Ct degerlerinde anlamli bir degisiklik gézlenmezken,
daslk viral yikd olan orneklerde ikinci glinden itibaren
negatiflesme gorilmeye baslanmistir. Bu nedenle disik
viral yuki olan 6rneklerde viral RNA kaybinin dnlenmesi
icin vNAT sollisyonuna alinan tiim érneklerin bekletilmeden
hizla ¢alisilmasi 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Covid-19, koronaviris, vNat, RT-PCR
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Giris

COVID-19 hastalarinin hizli ve dogru bir sekilde tanimlan-
masl, toplumdaki enfeksiyon zincirini kirmak igin kritik
oneme sahiptir. Semptomlarin ve radyolojik bulgularin
spesifik olmamasindan dolayi hastaligin tanisinin, virlisiin
spesifik gen dizilimini ¢ogaltan molekdler testlerle dogru-
lanmasi gerekmektedir. Molekdler testler; vaka tanimlama,
izolasyon, temas takibi ve enfeksiyon kontrol énlemlerinin
rasyonellestiriimesine olanak saglamaktadir. Diinya Saglik
Orgiiti’niin 6nerileri dogrultusunda, ters transkripsiyon-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile viral nikleik asit
tespiti, COVID-19’un etiyolojik tanisinda altin standart ola-
rak kabul edilmektedir®.

Kullanimda olan SARS-CoV-2 RT-qPCR testi, 6nce SARS-
CoV-2 RNA'y1 DNA’ya ters transkribe ederek (RT adimi) ve
ardindan gPCR gergeklestirerek gergek zamanh o&lgim
saglamaktadir. Bu sirada floresans sinyali, amplifiye nik-
leik asit miktari ile orantili olarak artar ve numunedeki
RNA'nin dogru kantitasyonu saglanir. Floresan miktari
belirli sayida PCR donglsl (Ct degeri) icinde belirli bir
esige ulasirsa sonug pozitif olarak kabul edilir. Dongi esigi
(Ct), genis bir sekilde kategorize edilebilen yari kantitatif
bir degerdir ve viral yik ile ters orantiidir. Dustk Ct
degerleri tipik olarak viral genetik materyalin yiksek kon-
santrasyonunu temsil ederken, ylksek Ct degerleri ise
viral genetik materyalin disik konsantrasyonunu belirtir
ve daha diistik bulasicilik riski ile iliskilidir®. Bunun yanin-
da yliksek Ct degerleri; erken enfeksiyon, yetersiz toplan-
mis numune, uygun kosullarda transfer edilmemis veya
hatali islenmis numuneler gibi enfeksiyon bulas riskinin
yuksek oldugu bir tabloyu da isaret edebilir. Bu ylizden
test sonuglarinin, ozellikle de testin alt tespit sinirina
yakin RNA miktarinda gelen sonuglarin, klinik olarak ne
anlama geldiginin daha yakindan incelenmesi, laboratu-
var, klinik ve halk sagligi stratejilerine rehberlik edebilir.
Biz de bu amacla karar verme asamasinda zorlandigimiz,
Covid 19 sliphesi ile kombine burun-bogaz sirintisiinde
RT-PCR testi yapilan ve test sonucunda floresan sinyali
threshold’un altinda kalan ancak sigmoidal egri paterni
gosteren hastalarin laboratuvar, klinik ve radyolojik bul-
gularini analiz ettik®*).

Gereg ve Yontem

Eylil-Aralik 2020 aylari arasinda hastanemize Covid-19
sliphesi ile basvuran hastalara SARS CoV-2 Double Gene
RT-gPCR (Bio-Speedy,Turkiye) kiti ile PCR incelemeleri
yapilmistir. Kit onerileri dogrultusunda threshold degeri

Biorad CFX 96 cihazi igin 200 RFU’ya ayarlanmasi oneril-
mektedir. Calismada floresan seviyesi 50-200 RFU arasin-
da kalan ve kit dnerilerine gore negatif olarak degerlendi-
rilen sigmoidal egriler calismaya dahil edilmistir. Bu has-
talara ait laboratuvar, klinik ve radyolojik bulgular hasta-
ne veritabanindan geriye donik olarak taranmis ve Covid
19 siphesi agisindan degerlendirilmistir. Demografik
ozellikler, ortalama ve standart sapma, bagimsiz degis-
kenler ise yuzde ve sayi olarak hesaplanmistir.

Bulgular

Yapilan incelemelerde RT-PCR testinde thresholdu gegme-
yen ve sigmoidal egri paterni gosteren 151 hasta saptan-
mistir. 46’s1 testten 6nce, 12'si testten sonra, ikisi de test-
ten 6nce ve sonra pozitif PCR sonucu bulunan toplam 60
hasta, iyilesmekte olan veya yeni baslangi¢li SARS Cov-2
enfeksiyonu varligi lehine yorumlanmistir. Geriye kalan 91
hasta, yakin tarihlerde PCR test istemi agisindan incelen-
mis ancak pozitif PCR sonucu bulunmamistir. Bu 91 hasta-
nin 49’u erkek 42’si kadin (E/K=1.17) ve ortalama yaglari
42.1+18.2 (4-87 yil) olarak bulunmustur. Hastalara ait labo-
ratuvar ve Toraks BT test sonuglari Tablo 1’de verilmistir.
Toraks BT incelemesi olan 25 hastanin 20’sinde (%80)
Covid-19 ile uyumlu radyolojik bulgular saptanmistir. Buna
ilave olarak laboratuvar bulgularindan en sik CRP (%73.3),
LDH (67.9), D-dimer (%65.5) ve ferritin yuksekligi (%48)
saptanmistir. Klinik agidan bakildiginda 91 hastanin tama-
minda okslirlk, kas agrisi, bas agrisi, kirginhk, bogaz agrisi
ve nefes darligi semptomlarindan en az birinin varligi tespit
edilmistir. Laboratuvar, klinik ve/ veya radyolojik olarak
uyumlu bulunan 11 hastaya (%12) Covid-19 tedavisi bas-
landigi goriimustar.

Tablo 1. Laboratuvar ve toraks BT test sonuglari.

Test Adi Pozitiflik Sayisi Test Edilen Hasta Sayisi (n) %
Toraks BT incelemesi 20 25 80
CRP Yiiksekligi 22 30 733
LDH Yuksekligi 19 28 67.9
D-dimer Yiiksekligi 11 39 65.5
Ferritin Yuksekligi 12 25 48
Lenfosit Diistklugi 12 34 353
Natrofil Yiiksekligi 11 34 324
AST Yiiksekligi 8 32 25
CK-MB Yiiksekligi 7 30 233
INR Yiiksekligi 4 33 121
ALT Yiksekligi 2 30 6.7
Lenfosit Yiiksekligi 2 34 5.9
aPTT Yiiksekligi 1 33 3
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Sonug

Karar vermede zorluk yasadigimiz threshold altinda kalan
bu tarz sigmoidal egriler, iyilesmekte olan viral yiki disen
hastalara ait olabilecegi gibi, bilinmeyen enfektivite riskiyle
beraber asemptomatik hastalara veya viral yukd ileri
donemde artacak presemptomatik hastalara da ait olabilir.
Ayrica bu egriler; yetersiz toplanmig, uygun kosullarda
saklanmamis veya analiz sirasinda hatali islenmis viral yika
yuksek orneklere de ait olabilir. Bu sebeple threshold altin-
da kalan bu tarz sigmoidal egrilerin varsa laboratuvar, kli-
nik, radyolojik ve eski PCR sonuglari ile birlikte degerlendi-
rilmesi ve gerektiginde test tekrari olarak raporlanmasi
kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Covid-19, RT-PCR, threshold, sigmoidal
egri
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SARS-CoV-2 Antikor Kitlerinin Performans Degerlendirmesi
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Giris

COVID-19 tani ve izleminde kullanilmakta olan SARS-CoV-2
antikor tani kitleri farkli antijen igerikleri ve saptadiklari
antikor izotipi agisindan farkliliklar gostermektedir. Bu
calismada Tirkiye’de SARS-CoV-2 antikor saptanmasi ama-
ciyla kullanimda olan bes firmaya ait, alti immunoassay
kitinin performanslarinin ve uyumlarinin karsilastiriimasi,
antikor sonuglarinin RT-PCR ve hasta klinikleriyle birlikte
yorumlanmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismaya Tirkiye’de dort merkezde SARS-CoV-2 RT-PCR
pozitifligi ve/veya 6zgil toraks BT bulgusuyla COVID-19
tanisi alan hastalar dahil edilmistir. Serum ornekleri PCR
pozitifligi veya klinik pozitifligini takiben 15-30 giin arasin-
da alinmistir. Negatif kontrol olarak prepandemik dénem-
de toplanan serum setleri kullanilmistir. Kitlerin gegerlilik-
leri (duyarlilik, 6zgulliik), tekrarlanabilirlikleri ve kitler arasi
uyum (Kappa testi) degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik
galismasi igin ayni giin iginde Ug pozitif (dusik ve ylksek
pozitif), ¢ negatif 6rnegin Ug kez tekrari “intra-assay tek-
rarlanabilirlik” ve bes glin boyunca ayni li¢ pozitif, ¢ nega-
tif 6rneklerin glnlik tekrari “inter-assay tekrarlanabilirlik”
gergeklestirilmis, SD ve CV degerleri hesaplanmistir.
Calismada Architect i4000SR (Abbott Diagnostics) IgG,
Elecsys (Roche Diagnostics) total antikor, Access (Beckman
Coulter) 1gG, Atellica-IM (Siemens Healthcare Diagnostics)
total antikor ve Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 S ve NCP
antijen IgG ELISA kitleri degerlendirilmistir.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 143 hastanin 133’tinde SARS-CoV-2
RT-PCR pozitif, 10’'unda negatif olarak saptanmistir. PCR
negatif hastalarda COVID-19 tanisi toraks BT ve/veya 6zgul
klinik bulgularla konulmugtur. COVID-19 tanisi alan hasta-
larin 88’inde (%61.5) tum kitlerle antikor saptanmis,
12’sinde (%8.3) higbir kitle antikor saptanmamistir. Siemens

total Ig antikor kitinin, alti kitin arasinda en yliksek duyarl-
liga (%89.4) sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 1). Calismaya
dahil edilen kitlerin 6zgullikleri %98-100 arasinda degis-
mektedir (Tablo 1). Calisilan kitlerin tekrarlanabilirlikleripo-
zitif 6rnekler igin kabul edilebilir sinirlar igindeyken, nega-
tif serum o6rneklerinin tekrarlanabilirligi Atellica IM ve
Euroimmun kitlerinde kabul edilebilir sinrlarin disinda
bulunmustur.

Calismada PCR ve semptom verilerine gore ¢ grup olustu-
rulmustur (PCR+ Semptom+ PS grubu, PCR+ Semptom- P
grubu, PCR- Semptom+ S grubu). PS grubunda 123/143
hasta, P grubunda 11/143 hasta, S grubunda 10/143 hasta
bulunmaktadir. PS grubunda %96.7, P grubunda %63.6, S
grubunda %70 oraninda antikor pozitifligi saptanmistir.
PCR pozitif, asemptomatik hastalarin oldugu S grubunda
antikor pozitifligi %70 oraninda gorulmustir.

Testler arasi uyum Kappa 0.56-0.88 arasinda degismekte
olup, ayni antijeni igeren kitler arasi uyum iyi/cok iyi; farkli
antijenleri iceren kitler arasi uyum orta/iyi dizeylerde
belirlenmistir (Tablo 2).

Sonug

GCalismaya dahil edilen Architect i4000SR (Abbott
Diagnostics) 1gG, Elecsys (Roche Diagnostics) total antikor,
Access (Beckman Coulter) IgG, Atellica -IM (Siemens
Healthcare Diagnostics) total antikor ve Euroimmun Anti-
SARS-CoV-2 S ve NCP antijen 1gG ELISA kitlerinin timdi
yuksek o6zgiillik degerleri sergilemistir. Tum kitlerin pozitif
serumlar igin tekrarlanabilirligi yeterli diizeydeyken negatif
serumlar igin Atellica-IM ve Euroimmun kitlerinin tekrarla-
nabilirligi diisiik bulunmustur. Dlslik degerlere sahip nega-
tif drneklerde gorulen gok kuglk degisimler CV degerlerin-
de blyik sapmalara neden olarak tekrarlanabilirlik sonug-
larinn disik olmasina neden olmustur. Daha ¢ok sayida
negatif orneklerle tekrarlanabilirlik calismasinin gergekles-
tirilmesi uygun olacaktir.
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Tablo 1. Mutasyonlar ve sikliklari tablolar.

% Duyarlhk | % Ozgiillik Tekrarlanabilirlik (%CV)
Kit Intra-assay Inter-assay
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Abbott %73.4 %100 1.1 0 1.3 9.2
Beckman %88.2 %100 5.2 17.3 3.5 13.3
Coulter
Euroimmun %88.3 %98 4.4 0 10.1 34.6
(S antijen)
Euroimmun %76.1 %98 2.2 15.8 10.1 34.6
(NCP antijen)
Roche %78.9 %100 0.5 1.6 4.4 2.0
Siemens %89.4 %100 1.0 43.3 0.8 107.0
Tablo 2. Kitler arasi uyumun Kappa degeri ile degerlendirilmesi.
Kitler arasi Beckman Euroimmun S Euroimmun ROche Siemens
uyum Coulter NCP
Abbott %57 (P=0.001) | %63 (P=0.001) | %85 (P=0.001) | %74 (P=0.001) | %51 (P=0.001)
Beckman %80 (P=0.001) | %56 (P=0.001) | %58 (P=0.001) | %88 (P=0.001)
Coulter

Euroimmun S

%58 (P=0.001)

%71 (P=0.001)

%83 (P=0.001)

Euroimmun %66 (P=0.001) | %56 (P=0.001)
NCP
Roche %63 (P=0.001)

S antijenine karsi antikorlari saptayan kitlerin duyarhlig
daha yiksek olarak belirlenmistir. Bu durum galismaya
dahil edilen hastalardan serum érneklerinin tani konmasini
takiben en erken 14 giin sonra alinmasiyla iliskili olabilir.
Nikleokapsid antijenine karsi antikorlar hastaligin daha
erken doénemlerinde daha yiksek oranda saptanirken,
spike proteinine karsi gelisen antikorlar daha ge¢ donem-
lerde ortaya ¢ikmakta ve daha uzun sire pozitif kalmakta-
dir.

SARS-CoV-2'ye karsi gelisen antikor yaniti degerlendirilir-
ken hastanin klinigi, PCR sonucu, serum orneginin hastali-
gin kaginci giiniinde alindigl, olasi temas oykiisu gibi bilgi-
ler dikkate alinmali, antikor pozitifliginin kesin koruyuculuk
anlaminda olmadigi vurgulanmalidir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, antikor kitleri
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Giris

Saghk hizmeti verilmesi sirasinda bulunmayan bir enfek-
siyon etkenine veya toksinlerine bagli olarak ortaya ¢ikan
lokal veya sistemik bir durum (advers etki) olarak tanimla-
nan saghk hizmeti iliskili enfeksiyon (SHIE)'ler 6zetle her-
hangi bir ortamda saghk hizmeti sunumuyla iliskili olan
enfeksiyonlardir®. SHiE’ler diinya ¢apinda saghk hizmet-
lerinde en sik goriilen yan etkilerdir ve 6nemli mortalite,
morbidite nedenidir®. SHIE bulasi eksojen veya endojen
yollar ile olmaktadir. Acinetobacter turleri, metisiline di-
rencli Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisine direngli
enterokoklar (VRE), karbapenem direngli Enterobacteriaceae
gibi c¢oklu ilag direngli mikroorganizmalar saglik calisani
veya kontamine ekipmanlar araciligiyla sonraki hastaya
bulasabilir®, Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas
aeruginosa, hastane enfeksiyonu etkeni olarak 6zellikle yo-
gun bakim Unitelerinden siklikla izole edilen bakterilerdir.
Dis ortam kosullarina dayanikli olmalari nedeniyle hastane
ortaminda uzun sire canliliklarini koruyabilmektedirler. Bu
bakteriler, glinimuzde bir¢ok antibiyotige karsi direng ge-
listirmis olup, tedavisinde sorun yasanan mikroorganizma-
lar arasinda yer almaktadirlar. Bu nedenle SHiE’lerin énlen-
mesi ve kontroliinde dezenfeksiyon antisepsi sterilizasyon
uygulamalari, uygun antibiyotik kullanimi, yogun bakimda
ve ameliyathanelerde enfeksiyon kontroli, izolasyon on-
lemleri, hastane temizligi, camasirhane hizmetleri, mutfak,
havalandirma, atiklar, siirveyans ve el hijyeni gibi uygula-
malarin hepsi gz é6niinde bulundurulmahdir®?.

Klorheksidin glukonat (KHG) kullanim amaci ve endikasyo-
nuna gore %0.02-4 konsantrasyon araliginda kullanilir ve
aktivitesi pH 5.5-7.0 arasinda maksimumdur. Klorheksidin
bakterilerde hiicre duvarini yikar ve sitoplazmada presipi-
tasyona yol agar. Antibakteriyel etkisi alkol ile kiyaslandi-
ginda ¢ok yavastir ancak kaliciligi daha fazladir. Klorheksi-
dinin el hijyeni, cerrahi oncesi cilt dezenfeksiyonu, damar
kateter takilmasi dncesinde ve kateter bakiminda, yogun
bakim hastasi banyosu gibi ¢esitli klinik kullanim alanlari
bulunmaktadir®,

Klorheksidinin etkinligi konsantrasyon ve pH bagimh ol-
makla birlikte genis spektrumlu bir ajan olup gram pozitif
ve gram negatif bakterilere karsi etkilidir. Ancak bazi gram
negatif bakterilerde (P. aeruginosa, Proteus mirabilis ve
Serratia marcescens) direng gelisebilir. Pseudomonas’lara
etkinliginin fazla olmamasi nedeni ile; stok soliisyonlarin-
da bu bakterinin Gremesini engellemek igin diisiik oranda

alkol ilave edilir. in-vitro calismalarda HIV, sitomegaloviris,
influenza ve RSV gibi zarfli viruslara karsi glicli etkinlik tes-
pit edilmistir, mikobakteriler, dermatofitler, rota, adeno ve
enterovirls gibi zarfsiz virUsler (izerine etkisi zayiftir. Bakte-
ri sporlarina etkisi yoktur®®,

Alkoller saghk hizmetlerinde yaygin olarak kullanilan an-
tiseptiklerdir. izopropanoliin %60’k konsantrasyonu “Av-
rupa El Dezenfeksiyonu Standardi EN 1500” igin referans
ajan olarak kabul edilir. Cilt Gzerindeki mikroorganizmalari
en hizh 6ldiren ve sayisini en hizl azaltan antiseptiklerdir.
Alkol hizl aktivite gosterir, ancak kalici etkisi yoktur. Etkin-
lik icin 25-30 saniyebeklenmelidir. Protein denatiirasyonu
ve lipit tabakayi pargalayarak antimikrobiyal etki goste-
rirler. Protein denatiirasyonunda su gerekli oldugu igin
yiksek konsantrasyonlarda (%96) antimikrobiyal etkinlik
azalmaktadir. Etkinligini konsantrasyon, ortamdaki protein
miktari, 1s1 ve mikrobiyal yik belirlemektedir. Bakterisidal,
fungusidal, virisidal ve mikobakterisidal aktivitelere sa-
hiptir fakat sporosidal aktivitesi ve protozoon ookistlerine
etkisi yoktur. Su ana kadar alkollere karsi bakteriyel direng
bildirilmemistir®,

Dogru antiseptikle, uygun konsantrasyon ve temas sire-
sinde yapilan antisepsi, enfeksiyon kontroll agisindan ¢ok
onemlidir. Centers for Disease Control and Prevention, in-
vaziv girisimlerden dnce cilt dekontaminasyonu igin KHG ve
%70 alkol kullanimini 6nermektedir®. KHG derinin stratum
corneum tabakasina baglanarak kalici etkinlik saglarken,
ugucu bir madde olmasindan dolayi alkollin kalici etkinli-
gi yoktur. Bu calismada klinik érneklerden izole edil-
mis A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarina karsi tek ve
kombine halde hazirlanan %2 KHG ve %70 2-propanol (%70
2-P)’lin etkinliklerinin karsilastirilmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismaya, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Mer-
kez Laboratuvari’na gonderilen klinik 6rneklerden izole
edilmis 12 A. baumannii (6 yara, 3 idrar, 1 balgam, 1 doku,
1 trakeal aspirat) ve 25 P. aeruginosa (12 balgam, 6 yara,
4 trakeal aspirat, 2 idrar, 1 doku) izolati dahil edilmistir.
izolatlarin identifikasyonlari, konvansiyonel yéntemler ve
MALDI-TOF MS (BD, Bremen, Almanya) kullanilarak ger-
ceklestirilmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin uygu-
lanmasinda ve sonuglarin degerlendirilmesinde European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST) kullanilmistir ve sonuglar EUCAST’in kriterlerine gore
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duyarli, orta duyarli ve direngli olarak degerlendirilmistir”.
Kalite kontrol i¢in S. aureus ATCC 25923 ve Escherichia coli
ATCC 25922 standart suglari kullanilmigtir.

izolatlarin test edilen antiseptiklere duyarlihg;, 30 sa-
niye temas siresinde kantitatif slispansiyon testi ile
gerceklestirilmistir®®), Kantitatif stspansiyon testi uygu-
lanmadan once ilk olarak galismada kullanilan her antisep-
tik i¢in uygun ndtralizan belirlenmistir. Kullanilacak olan
noétralizanin uygunlugu igin 900 pl antiseptik sollisyonuna
100 pl steril distile su eklendikten sonra vorteksle karistirilip,
bir dakika beklenmistir. Bu karisimdan 10 pl alinarak 990 pl
nétralizan sistem (Ringer soltisyonu ile hazirlanmis %0.5’lik
Tween 80 ¢ozeltisi) igine eklenmis ve daha sonra 10 pl bak-
teri suspansiyonu ilave edilerek vorteksle karistiriimistir.
Ringer sollsyonu kullanilarak 10'e kadar dilisyonlari hazir-
landiktan sonra her bir dillisyondan 100 pl alinarak, triptik
soy agara (TSA) ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmis ve olusan koloniler sayilarak, mililitrede ko-
loni olusturan birim (kob) olarak kaydedilmistir. Steril distile
kontrol grubu olarak kullaniimistir. Kontrol petrileri ile test
petrileri arasinda kob bakimindan fark bulunmamasi, notra-
lizanin uygun oldugunu goéstermektedir.

Uygun nétralizan belirlendikten sonra test edilen antisep-
tiklerin etkisi, kantitatif slispansiyon testi ile belirlenmistir.
TSA besiyerinde bulunan bakteri kolonisi, 10 ml triptik soy
buyyon (TSB) iceren tiptin i¢inde 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda, 2000 rpm’de 20 da-
kika santriflij edildikten sonra hiicre peletleri TSB ile yikan-
mistir. TSB iginde bulunan bakteriler 0.5 McFarland stan-
dardina gore ayarlanmigtir. 900 pl antiseptik solisyonuna,
100 pl bakteri stispansiyonu eklendikten sonra 30 saniye
beklenmistir. Temas siresi sonunda karisimdan 10 pl ali-
narak, 990 pl nétralizan sistem igine eklenmis ve 10%den
10%e kadar diltsyonlari hazirlanmistir. Her bir diltisyondan
100 pl alinarak TSA lzerine yayma plak teknigi ile ekim ya-
piimistir. Petriler 37°C’de 24 saat inklbe edildikten sonra
olusan koloniler sayilmis ve mililitrede kob olarak belirtil-
mistir. Redliksiyon orani antiseptik etkisi olarak asagidaki
formule uygun olarak hesaplanmistir:

log,, rediiksiyon= log,  preantiseptikli sayim- log, antisep-
tikli sayim

Degerlendirmede > 5 log, rediiksiyon degerleri yeterli mik-
robisidal aktivite belirtisi olarak kabul edilmistir. Dilient ve
kontrol grubu olarak steril distile su kullaniimistir. Her bir
test bakterisi icin islem iki paralel olarak uygulanmistir.

Bulgular

Acinetobacter baumannii izolatlarinin timu siprofloksa-
sine, trimetoprim/sulfametoksazole, imipeneme, mero-
peneme, gentamisine ve netilmisine karsi direngli bulu-
nurken, 11 izolatin amikasine, bir izolatin kolistine karsi
direng gosterdigi saptanmistir. P. aeruginosa izolatlarinin
15’inin piperasiline, 12’sinin siprofloksasine, 12’sinin sef-
tazidime, dokuzunun imipeneme, dokuzunun piperasilin
tazobaktama, yedisinin sefepime, sekizinin gentamisine,
dokuzunun meropeneme, Uglinin tobramisine, ikisinin
amikasine ve ikisinin kolistine karsi direngli oldugu belir-
lenmistir.

Paralel olarak iki tekrarli yapilan nétralizan belirleme testi
sonucunda; test petrileri ile kontrol petrileri arasinda kolo-
ni blyakligl, baylime orani, kob sayilari bakimindan fark
olmadigi igin Ringer Sollsyonu ile hazirlanmis %0.5’lik Tween
80 ¢ozeltisi galismada kullanilan butln antiseptikler igin uy-
gun notralizan olduguna karar verilmistir.

Test edilen tim antiseptiklerin (%2 KHG-%70 2-P ve %2
KHG+%70 2-P), 30 saniyelik temas slresinde, calismada
kullanilan klinik A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarina
karsi log,, rediksiyon degerleri 5'den fazla olarak hesap-
lanmistir. Test edilen antiseptiklerin tek (%2 KHG-%70 2-P)
veya kombine (%2 KHG+%70 2-P) kullanimlari arasinda
mikrobisidal etki agisindan fark olmadigi gorilmustir.

Sonug

Bakterisidal etkinlik agisindan %70 2-P/%2 KHG kombinas-
yonunun cilt antisepsisinde daha etkili olabilecegi diistinul-
se de 30 saniye temas siiresinde %2 KHG ve %70 2-P’ln tek
ya da kombine kullanimi arasinda fark olmadigi gérilmus-
tir. Tedavisinde sorun yasanan bu tir direngli bakterilerin
cesitli antimikrobiyallere karsi direng profillerinin izlenmesi
enfeksiyon kontroli agisindan 6nem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, antisepsi,
klorheksidin glukonat, Pseudomonas aureginosa
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Giris

SARS-CoV-2 tani testleri virlisi direkt olarak tespit eden
nikleik asit testleri (NAT) ile viral antijen testleri ve konagin
virusa karsi gelistirdigi bagisik yaniti saptayan serolojik test-
lerden olusmaktadir®., Real time RT-PCR (RT-qPCR) testi,
SARS-CoV-2'yi saptamak igin altin standart yontemdir. Bu-
nunla birlikte, numune alma ve tasima, RNA ekstraksiyonu,
RT-gPCR yontemi ve kisideki virtis dinamikleri gibi nedenler-
le NAT’de yalanci negatiflikler s6z konusu olabilmektedir®.
Serolojik testlerinin yapilmasi nispeten daha kolaydir ve
hizli sonug alinmaktadir. NAT ile karsilastirildiginda daha
az teknik bilgi ve ekipman ihtiyaci nedeniyle bircok temel
laboratuvarda uygulanabilmektedir. Serum ve/veya plaz-
ma ornekleri ile ¢alisildigindan laboratuvar personeli igin
daha az risk olusturmaktadir. Artan talep nedeniyle bircok
Uretici firma, farkli tekniklere dayali antikor testleri gelis-
tirmis ve bunlar sinirli klinik numune ile yapilan ¢alismalar
sonucu piyasaya slrilmustir. Antikor testlerinin sahadaki
performansini ve dogrulugunu degerlendiren ¢alismalara
gereksinim vardir.

Bu ¢alismada, COVID-19 antikorlari Gg farkli ticari antikor
testi ile arastirilmistir. Antikor testlerinin performanslarinin
belirlenmesi ve SARS-CoV-2 RT-qPCR, bilgisayarli akciger
tomografi (BT) ve biyokimyasal parametrelerin antikor ya-
nitina etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

COVID-19 Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvar’na 31
Mart 2020-17 Mayis 2020 tarihleri arasinda COVID-19 siip-
hesiyle gonderilen nazofarengeal sirintl Orneklerinde
SARS-CoV-2 real time RT-PCR (RT-gPCR) calisilan ve ayni
zamanda plazma orneklerinde antikor testi yapilan 129
hastanin sonuglari incelendi. PCR testinin lzerinden 214
glin (14-43 giin, ortalama 25.45 giin) siire gecen 88 olgu
¢alismaya alindi.

Antikor tespiti Ug ayri ticari test ile yapildi. Bunlarin ikisi hiz-
Il imminokromatografik test (Hotgen, Beijing Hotgen Bio-
tech, Cin ve Tiirklab, izmir, Tiirkiye), digeri ise ELISA esasl
test (Euroimmun Medizinische Labordiagnostika, Liibeck,
Almanya) idi. Solunum yolu 6rneklerinde SARS-CoV-2 RNA
tespitinde, “COVID-19 RT-gPCR Tespit Kit” (Bio-speedy, An-

kara, Tirkiye) kullanildi. “Cycle treshold” (Ct) degeri <40
olan érnekler pozitif olarak degerlendirildi.

Hastalarin biyokimyasal parametrelerinden prokalsitonin,
CRP ve D-dimer dizeyleri ile toraks BT sonug raporlari
degerlendirmeye alindi. Testler sirasiyla ADVIA Centaur
B-R-A-H-M-S PCT, Beckman Coulter ve Siemens BCS XP
sistemleri ile ¢alisildi. Hastalarin toraks BT degerlendirme-
sinde, “Radiological Society of North America” (RSNA) nin
COVID -19 i¢in onerdigi siniflamaya gore “tipik, atipik, be-
lirsiz, negatif” olarak yapildi®. Tipik COVID-19 gérinimi
saptandiginda BT bulgusu var, digerleri saptandiginda BT
bulgusu yok olarak degerlendirildi.

Calisma Universitemizin Girisimsel Olmayan Arastirma-
lar Etik Kurulu onayi (15/06/2020, karar no:2020/13-26)
ile gergeklestirildi. T.C. Saglik Bakanhgi, Saglik Hizmetleri
Genel Miudurligi’nin, htps://bilimselarastirma.saglik.
gov.tr/ adresinden ve Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Bashekimligi’'nden (22.05.2020 tarih ve 72292585-00.99-
E.42637 sayi ile) gerekli galisma izinleri alindi.

Bulgular

Cahsmanin yapildigi 31 Mart - 17 Mayis 2020 déneminde
6983 nazofarengeal siiriintli 6rnegi SARS-CoV-2 RT-qPCR ile
degerlendirildi. Bunlarin %9.9’da (693/6983) pozitiflik sap-
tandi. RT-gPCR calisilan 129 hastanin plazma 6rneklerinde
antikor yaniti incelendi. PCR testinin lzerinden >14 giin
(14-43 giin) gegen 88 olgu calismaya dahil edildi.

Olgularin %48.9’u (43/88) erkek, %51.1'i (45/88) kadin
ve ortalama yas 37+12.74 idi (median yas=35). Hastalarin
%77.3'U (68/88) calisan saghgi polikliniginden gelen olgu-
lardan olusmaktaydi. Hastalarin 41/88’de (%46.6) RT-gPCR
pozitifligi saptandi. Bunlardan 17’sinde (%41.4) en az iki
test ile antikor pozitifligi varken, bir hastada sadece Euro-
immun testi ile antikor saptandi. Viral RNA negatif olan 47
hastanin 45’de (%95.7) antikor saptanmaz iken iki hastada
sadece Euroimmun testi ile pozitiflik bulundu. Turklab tes-
tinde reaksiyon saptanan orneklerin tiimiinde 1gM ve 1gG
pozitifligi birlikte idi. Cinsiyet ve yasin antikor pozitifligine
etkisi incelendiginde Hotgen (p=0.010) ve Euroimmun tes-
tinde (p=0.042) erkek cinsiyette antikor pozitifligi anlamh
olarak yiksek bulunurken, Turklab testinde (p=0.162)
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Tablo 1. COViD-19 antikor yanitinin iig farkl test ile degerlendirilmesi.

RT-PCR
Pozitif Negatif
Pozitif 15-15-18-17 0-0-2-0
Hotgen-Tlirklab-Euroimmun- 22 antikor (+)
Negatif
26-26-23-24 47-47-45-47
Toplam 41 47

Tablo 2. Hizli antikor testlerinin Euroimmun’a gére duyarhlik,
ozgiillik, PPD ve NPD degerleri.

Euroimmun
Pozitif Negatif
8
= Pozitif 15 0
2
= Negatif 5 68
)
° Toplam 20 68

cinsiyetin etkisi gozlenmedi. Yasin antikor pozitifligine
etkisi degerlendirildiginde, antikor pozitif hastalarin yas
ortalamasinin, antikor negatiflerden anlamli olarak daha
yiksek oldugu saptandi. Ortalama yas, Hotgen testi pozi-
tiflerde 43.47+15.89 (p=0.042), Turklab testi pozitiflerde
46.73+20.42 (p=0.032) idi. Euroimmun testinde de antikor
pozitiflerde yas ortalamasi daha yiksek olmakla birlikte
fark istatistiksel olarak anlamh degildi (p=0.075). Antikor
pozitifligi kriteri olarak ¢ antikor testinden ikisinde pozi-
tiflik olmasi esas alindiginda antikor pozitifligi cinsiyetten
bagimsiz (p=0.060) iken, yas ortalamasi antikor pozitiflerde
anlamli olarak (p=0.047) daha yiiksek saptandi.

En az iki test ile antikor sonucu pozitif saptananlarin (n=17)
timinde viral RNA pozitif idi. Antikor pozitifligi ile PCR
testinde saptanan Ct degeri arasindaki iliski incelendigin-
de, Ct degeri <18.92+7.87 (p<0.000) ve viral Ct/iK Ct orani
<1.0110.47 olanlarda (p=0.014) antikor pozitifligi anlamli
olarak daha yiiksek oranda saptandi.

RT-qPCR test pozitifligi esas alindiginda Hotgen ve Turklab
antikor testlerinin duyarlilik ve 6zgulltkleri ayni olup, du-
yarlilik %36.6, 6zgiilliik %100 olarak hesapland. iki hizli im-
miinokromotografik test ile 15’er hastada antikor pozitifligi
saptandi. Bunlarin 13’0 ayni hasta iken, farkli dort hastanin
ikisi Hotgen icin pozitif, diger ikisi Tirklab igin pozitifti. im-
minokromatografik testler ile antikor saptanan tim hasta-
larda ELISA ve RT-gPCR test sonuglari da pozitifti. Euroim-
mun testinin ise duyarliligi %43.9, 6zgulligl ise %95.7 idi.
iki hastada PCR negatif olmasina ragmen Euroimmun testi
ile antikor pozitifligi saptandi. Bu iki olgu pandemi / acil ser-
vis poliklinigine basvuran hastalar olup, birinin Euroimmun
1gG S/CO degeri 2.04, toraks BT ve biyokimya parametreleri
normal bulundu. Diger olguda ise S/CO degeri 1.48 olup,
toraks BT ve biyokimya testlerinin istemi yoktu.

RT-qPCR esas alindiginda antikor testlerinin pozitif prediktif
degerleri (PPD) Hotgen ve Turklab i¢in %100, Euroimmun
icin %90, negatif prediktif degerleri (NPD) Hotgen ve Turk-
lab igin %64.4, Euroimmun igin %66.2" idi. En az iki anti-
kor pozitifligi esas alindiginda ise RT-qPCR’a gore duyarlilik
%41.5, 6zgillik %100, PPD %100, NPD %66.2 olarak belir-
lendi (Tablo 1). Euroimmun ELISA test sonucu esas alindi-
ginda, Hotgen ve Turklab testlerinin her ikisi icin, duyarlilik
%75, 0zgulliik %100, PPD %100, NPD %93.15 idi (Tablo 2).

Calisma grubundaki 88 olgunun %53.4’(inde (47/88) prokal-
sitonin, %59’unda (52/88) D-dimer ve %63.6’sinda (56/88)
CRP, %58’linde (51/88) toraks BT verileri mevcutt. En az iki
antikor testi pozitif saptanan 17 hastanin tglinde toraks BT
sonucu Covid-19 igin tipik saptanirken, antikor ve PCR testi
negatif bir hastada da toraks BT tipik olarak degerlendirildi
(p=0.007). Calismaya dahil edilen biyokimyasal parametre-
ler olan CRP, D-dimer ve prokalsitonin degerleri ile antikor
ve RT-gPCR sonuglari arasinda anlamli bir iliski saptanmadi.
Antikor sonuglarini etkileyen bagimsiz degiskenler lojistik
regresyon analizi ile degerlendirildi. Hastalarda BT bulgusu
varliginin antikor sonuglarinin pozitif olmasini anlaml ola-
rak 13.62 kat etkiledigi saptandi. Ayni yontem ile RT-gPCR
sonuglarini etkileyen bagimsiz degiskenler incelendiginde
erkek cinsiyetin PCR sonuglarini pozitif yonde 4,725 kat et-
kiledigi saptandi.

RT-gPCR pozitif ve antikor testi yapilan 40/41 olgunun kli-
nik verilerine ulasildi. Olgularin semptomlarinin (ates, bas/
bogaz agrisi, 6ksuriik, nefes darligi, tat/koku alamama, kas
agrisi, ishal) olup olmadigi belirlendi. PCR ve >2 test ile an-
tikor pozitif 17 olgunun 16’sinda (%94) en az bir semptom
vardi. PCR pozitif antikor negatif olgularin ise 13/23’de
(%56.5) semptom saptandi (p=0.01).

Sonug

Cahsmamizda agirhgini (%77.3) saghk ¢alisanlarinin olus-
turdugu bir grupta, RT-gPCR testinden >14 giin sonra an-
tikor yaniti iki hizli imminokromatografik ve bir IgG-ELISA
testi ile degerlendirilmistir. RT-qPCR pozitiflerde antikor
pozitifligi %41.4 oraninda saptanmistir. Biri total digeri
1gM/1gG ayirimi yapabilen iki adet imminokromatografik
testin performanslari arasinda bir fark bulunmamistir. 1gG
ELISA testinin duyarliligl, imminokromatografik testlerden
daha yiiksektir. immiinokromatografik testlerin ELISA testi-
ne gore duyarliliklari %75 ve 6zgillikleri %100’dir. immii-
nokromatografik testlerin yiiksek 6zgulligu, pozitif sonuca
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glvenilebilecegini, dusik duyarliigi ise negatif sonucun Kaynaklar
enfeksiyonu diglama kriteri olamayacagini géstermektedir.
Hizliimminokromatografik testlerde negatif sonug alinma- 1.
sina ragmen antikor varhiginin daha duyarli bir yontem olan
ELISA ile saptanabilecegi gorulmustir. Antikor yaniti ile er-
kek cinsiyet, yas, toraks BT bulgusu ve disik PCR Ct degeri
arasinda korelasyon saptanmistir.

Tesekkiir: Antikor kitlerini kosulsuz ve licretsiz olarak temin

eden Euroimmun ve Turklab firmalarina tesekkir ederiz. 3.
Calismanin tasarimindan ve sonuglarindan galisma ekibi

sorumlu olup, herhangi bir dig etki s6z konusu degildir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, tani, seroloji, antikorlar
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Giris

Bu calismada diger laboratuvar yontemlerine gore daha
kisa stirede sonuglanan hizli molekiler yéntem kullanila-
rak, enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda hizli sonug alma-
nin olgu yénetimini etkileyip etkilemedigi arastiriimistir.

Olgu 1

Cryptococcus tir kompleksi bazidiyomicet sinifinda yer
alan maya mantaridir. Bunlar santral sinir sisteminin man-
tar enfeksiyonlarinin en sik gorilen etkenleridir®.
Cryptococcus neoformans tim diinyada yaygin olup daha
cok bagisik baskili hastalarda firsatgi enfeksiyona yol agar-
ken, Cryptococcus gattii ise tropikal ve subtropikal bolge-
lerde bagisiklik sistemi normal kisilerde enfeksiyon olustu-
ran primer etkendir®. Bu maya mantari solunum yolu ile
viicuda alinir, saghkh bireylerde hafif ya da inaparan enfek-
siyon seklinde gorilirken, bagisikligi baskilanmis kisilerde
kan beyin bariyerini asarak meningoensefalite neden
olur®. Tani BOS 6rneginin mikolojik incelemesi ile konur.
BOS 6rneginin ¢ini mirekkebi ile direkt mikroskobik incele-
mesinde kapsUlli maya mantarinin gorilmesi ve kiiltirde
Uretilmesi altin standarttir. Ayrica tanida kapsil polisakka-
rit antijeninin arastirilmasinin duyarhhgi yiksektir. Kapsul
polisakkarit antijenini saptamaya yonelik lateks aglitinas-
yon, ELISA ve immunokromotografik temelli ¢ok sayida
ticari kit mevcuttur. Son yillarda hizli molekiler yontemler
tanida 6nemli rol oynamaktadir.

38 yasinda erkek hasta Ege Universitesi Acil servisine bir
haftadir gegmeyen bas agrisi sikayeti ile basvurdu. Fizik
muayenede meninks irritasyon bulgulari olmayan hastanin
dengesiz ylriyus disinda anormal bir bulgusu bulunamadi.
TA 150/80 mmHg, nabiz 65/dk, vicut isisi 38.3°C olarak
saptandi. Biyokimyasal testlerinde CRP 47.5 mg/dI, trom-
bosit sayisi 140 bin/uL disinda anormal bir deger saptan-
madi. Acil serviste gekilen kranial MR “Ensefalit lehine
bulgu izlenmedi, sol serebral hemisfer lateral ventrikiil
atrium komsulugunda beyaz cevherde hiperintens odak
izlenmistir”” seklinde raporlandi. PA akciger filminde sol
akciger alt lobta yer yer birlesme egiliminde olan bazilarin-
da kavitasyon sahalari iceren konsolidasyon sahalari izlen-
di. Hastanin kani bir hemsire ile temas ettigi icin is kazasi
kodlamasi ile Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina geldi. Serolojisinde Anti-HIV pozitifligi sap-
tanan hastanin Anti-HIV 1+2 (p24) ve dogrulama testinde

HIV 1 pozitifligi saptandi. Daha sonrasinda bakilan HIV RNA
testi yuksek diizeyde pozitif saptandi. BOS biyokimyasinda
glukoz 47 mg/dL, protein 67 mg/dL idi. Bakteriyolojiye
génderilen BOS érneginde direk bakisinda 60 ldkosit/mm?3
ve her sahada 1-2 eritrosit gorildi. Es zamanli gdnderilen
BOS 6rneginde FilmArray M/E Paneliile C. neoformans/C. gattii
saptandi. Kriptokok antijen testi ile pozitiflik dogrulandi.
Ardindan ¢ini mirekkebi ile yapilan mikroskobik inceleme-
de kapsillii maya hiicreleri gorildi. Klinisyene panik bildi-
rimi yapildi. Hastaya Amfoterisin B+ Flukonozal tedavisi
baslandi. Hastanin BOS 6rneginin laboratuvara kabuli ile
klinisyene panik bildirimi arasinda gegen siire 3 saat 46
dakika olarak hesaplandi. Ug giin sonra diger BOS 6rnekle-
ri ile es zamanli olarak mikoloji laboratuvarina gelen BOS
drneginin kiltiriinde Gireme oldu. Ureyen mikroorganizma
MALDITOF-MS (Biomeriux, Fransa) ile C. neoformans ola-
rak tanimlandi. Tedavisinin ardindan hasta kontrollere gel-
mek Ulzere taburcu edildi.

Olgu 2

Sitomegalovirtis (CMV), diinya ¢apinda endemik olan her-
pesvirls grubunda bulunan bir DNA virtsiadir. Tim her-
pesvirisler gibi CMV de dokularda latent olarak kalabilme,
reaktivasyon ozelliklerine sahiptir ve bu nedenle omur
boyu siiren bir enfeksiyondur®,

Konjenital CMV enfeksiyonu, canli dogan bebeklerin %2’sini
etkileyen yaygin bir prenatal viral enfeksiyon oldugundan®
onemli bir tibbi sorundur ve ciddi neonatal ve gocukluk
cagi sekellerine yol agabilir. Yenidoganda higbir semptom
gorilmese dahi ilerleyen vyillarda sekeller birakabilmesi
agisindan tani konulmasi 6nemlidir®. Maternal primer
CMV enfeksiyonu sirasindaki gebelik yasi, intrauterin CMV
bulagsma oranini ve dogumdaki semptomlari ve uzun vade-
li sekelleri etkileyen onemli bir faktér olarak kabul edilir.
Gebeligin ilk trimesterinde gorilen primer CMV enfeksi-
yonlarinda bu riskin daha fazla oldugu gosterilmistir®.

On dokuz giinlik kiz bebek uzamis sarilik ve nébet oykisi
ile Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvurdu.
Saglkh anneden gebeligin 37.haftasinda 1830 gr olarak
dogan bebegin IUGR oykistu mevcuttu. Annenin gebeligi
sirasinda yapilan testlerde oligohidroamniyozu saptanir-
ken herhangi bir uteroplasental yetmezlik bulgusu bulun-
madi. Diger kardeslerinde bu sekilde bir 6yki yoktu. Alinan
ayrintili anamnezde uzamis sarihgl aciklayabilecek bir
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oykusi mevcut degildi. Yapilan fizik muayanede
nabiz:133 /dk, solunum sayisi 50 /dk, kan basinci 97/59
mmHg, ates 36.8°C olarak saptandi. Fizik muayenede
hepatosplenomegali disinda anormal bir bulgu yoktu.
Biyokimyasal testlerinde kanda direkt bilirubin 18 mg/
dL, total bilirubin 21mg/dL, Hb 7.4 g/dL, platelet sayisi:
28 bin/uL olarak saptandi. Batin USG’sinde hepatosple-
nomegali dogrulandi. Kranial BT’sinde kalsifiye alanlar
gorilen hastadan TORCH enfeksiyonlari agisindan sero-
loji laboratuvarina o6rnek gonderilmesi Onerildi.
Gonderilen kan 6rneklerinde Anti CMV IgM zayif pozitif
(1.160 S/CO), CMV IgG pozitif (241.9 S/CO) saptandi.
BOS biyokimyasinda glukoz 43 mg/dL, protein 216 mg/
dL, albumin113 mg/dL olarak bulundu. Génderilen BOS
orneginden FilmArray M/E Panel’inde CMV DNA pozitif
saptandi. Hasta CMV ensefaliti olarak degerlendirilip
gansiklovir tedavisi baslandi. Hastanin BOS 0Orneginin
laboratuvara kabuli ile klinisyene panik bildirimi arasin-
daki siire 2 saat 45 dakika olarak belirlendi. Hastaya hizl
tani konulmasina karsin hasta dig merkezde vakit kay-
bettigi icin bir glin sonra exitus oldu.

Anahtar kelimeler: Hizli sendromik panel, menenjit/ense-
falit, sitomegaloviris, C. neoformans

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)

Kaynaklar

1.

Heitman J, Kozel TR, Kwon-Chung KJ, Perfect JR, Casadevall A.
Cryptococcus. From human pathogen to model vyeast.
Washington (DC): ASM Press; 2011

Rajasingham R, Smith RM, Park BJ, et al. Global burden of
disease of HIV-associated cryptococcal meningitis: an updated
analysis. Lancet Infect Dis. 2017;17(8):873-81.
https://doi.org/10.1016/51473-3099(17)30243-8

Elsegeiny W, Marr KA, Williamson PR. Immunology of
cryptococcal infections: developing a rational approach to
patient therapy. Front Immunol. 2018;9:651.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00651

Alford C, Britt W. Cytomegalovirus. In: Fields BN, Knipe DM,
Chanock RM, et al (eds). Virology. 2.baski 1990:1981-2010.
Ornoy A, Diav-Citrin O. Fetal effects of primary and secondary
cytomegalovirus infection in pregnancy. Reprod Toxicol.
2006;21(4):399-409.
https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2005.02.002

Pass RF, Arav-Boger R. Maternal and fetal cytomegalovirus
infection: diagnosis, management, and prevention. F1000Res.
2018;7:255.
https://doi.org/10.12688/f1000research.12517.1

Enders G, Daiminger A, Bader U, etal. Intrauterine transmission
and clinical outcome of 248 pregnancies with primary
cytomegalovirus infection in relation to gestational age. J Clin
Virol. 2011;52(3):244-6.
https://doi.org/10.1016/j.jcv.2011.07.005

137



SS 086

Anti-Niikleer Antikor Test Sonuglarinin indirekt immiinofloresan
Antikor ve Immiinoblot Yontemiyle Birlikte Degerlendirilmesi

Yasemin Cezaroglu, Server Yagci, Miimtaz Cem Sirin, Buket Cicioglu Aridogan,
Emel Sesli Cetin

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Isparta

[+J server.yagci@yahoo.com

Girig

Otoimmdin hastaliklarin tani ve takibinde ¢ekirdek, ce-
kirdekgik, sitoplazma ve hicre yuzey antijenlerine karsi
sentezlenen antintkleer antikorlar (ANA) kullanilmakta-
dir. Ozellikle Sistemik lupus eritamatozus (SLE), Sjégren
sendromu ve dermatomiyozit gibi sistemik otoimmin ro-
matizmal hastaliklarda 6énemli bir tarama testi olan ANA
indirekt immunofloresan (lIF) testi altin standart kabul
edilmektedir®). IIF testi ile ANA pozitifligi saptandiginda,
0zgll ANA komponentlerine karsi antikor varliginin ayri
ayri arastirilmasi 6nerilmektedir. Otoimmiin hastaliklarin
tanisinda Enzim immiinassay, Kemiliminesans mikroparti-
kil immunoassay, Multiple mikroboncuk imminoassay ve
immiinoblot gibi bircok ticari testler mevcuttur. immiinob-
lot testleri otoantikorlarin 6zgil olarak tespit edilmesinde
kolay uygulanabilirligi ve otomatize olarak degerlendirile-
bilmeleri agisindan son yillarda daha da 6nemli testler ha-
line gelmistirl®.

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na eg
zamanli gonderilen 6rneklerle yapilan ANA IIF testi ve ANA
immunoblot test sonuglarinin retrospektif olarak deger-
lendirilmesini ve ANA IIF testi pozitif bulunan olgularin IFA
patern profili ve bu olgular arasinda ANA immunoblot test
pozitifliginin dagihminin incelenmesini amaglamaktadir.

Gereg ve Yontem

Ekim 2019-Ekim 2020 yillari arasinda otoimmiin hastalik
suphesiyle laboratuvara gonderilen 6rneklerden es zaman-
I ANA IIF ve ANA immiinoblot testi ¢alisilan 1094 hasta se-
rumu sonuglari retrospektif olarak incelenmistir.

Serum o6rnekleri galisma yapilana kadar -20°C’de bekletil-
migtir. Uretici firmanin énerileri dogrultusunda hasta se-
rumlari 1/100 oraninda sulandirilarak HELMED Blot (AES-
KU.SYSTEMS, Almanya) otomatize cihazi ile ¢alisiimis ve
degerlendirme yapilmistir.

ANA IIF testi doku olarak HEP-2 hiicrelerini iceren AESKUS-
LIDES ANA-HEp-2 (Aesku Diagnostics, Almanya) kiti ile ¢a-
lisilmistir. Hazirlanan preparatlar 400x biiyitmede floresan
mikroskobunda (Aesku Diagnostics, Almanya) degerlendi-
rilmistir. Sonuglar slaytlarda izlenen floresan siddetine gore
kalitatif olarak (zayif pozitif, +, ++, +++) ve paternlerine gére
raporlanmistir.

ANA immunoblot, AESKUBLOTS ANA-17 Comp (Aesku Di-
agnostics, Almanya) kiti kullanilarak 17 farkh parametre
(U1 snRNP, Sm/snRNP, SmD1, PCNA, dsDNA, Rib-P, niikleo-
somes, histones, SS-A, SS-B, CENP-B, Scl-70, Jo-1, Scl-70,
Mi-2 ve Ku) galisilmistir. Calisilan 17 parametre igin ayri ayri
olmak Uzere sonuglar; negatif veya pozitif (zayif pozitif, +,
++, +++) seklinde kategorize edilerek rapor edilmistir.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 1094 hasta 6rneginin 662’si (%60.5)
kadin, 432’si (%39.5) erkek hastalara aitti. ANA IIF testi ile
serum 6rneklerinin 722’si (%66) negatif, 372’si (%34) pozitif
olarak saptanmistir. Calismada en sik Noroloji (n=109), Ro-
matoloji (n=90) ve Gastroenteroloji (n=51) bolimlerinden
gonderilen érneklerde ANA pozitifligi saptanmigtir.

ANA pozitif 6rneklerde sirasiyla en sik sitoplazmik (138;
%37.1), homojen (81; %21.8), grantler (72; %19.4), miks
(37; %60) ve diger paternler (yogun ince benekli, nikleer
dot, nikleer membran, sentromer, nikleolar) (44; %11.8)
saptanmigtir. ANA pozitif bulunan 372 6rnegin floresans
seviyelerine gore dagilimi Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. ANA pozitif 6rneklerin floresans seviyelerinin dagihimi.

Floresans seviyesi Sayi Oran
Zayif pozitif 105 %28.2
+ 142 %38.2
++ 87 %23.4
+++ 38 %10.2

ANA pozitif 6rneklerin imminoblot testlerinde en az bir
banda karsi pozitiflik saptanmis hasta sayisi 84 (%22.6) olup
hastalarin 52’sinde tek bant, 32’sinde birden fazla bant po-
zitifligi tespit edilmistir. Toplam bant pozitifligi ise 141 olup
en sik tespit edilenler sirasiyla SS-A (%65.5), dsDNA (%26.2)
ve niikleozom bantlari (%19) idi.

Diger taraftan, ANA negatif bulunan hastalarin 68’inde
(%9.4) ANA immiinoblot testinde en az bir banda karsi po-
zitiflik gérilmis ve sirasiyla en sik SS-A, dsDNA ve niikleo-
zom bantlarinda pozitiflik saptanmistir. ANA immiinoblot
pozitifliklerinin ANA paternlerine goére dagilimlari Tablo
2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. ANA imminoblot bant pozitifligi saptanan hastalarda (n=84) ANA IIFA patern dagilimi.

ANA immiinoblot Bant Profilleri

ANA IIF SS-A  SS-B  dsDNA  Niikleozom Histon
boyanma
Paternleri
Sitoplazmik 12 4 4 3
(n=138)
Homojen 3 0 7 6
(n=81)
Grandler 17 3 5 1
(n=72)
Miks paternler 16 5 3 4
(n=37)
Diger 7 2 3 2
paternler
(n=44)
Toplam 55 14 22 16
(n=372)
Sonug

Kadin hastalarin ANA pozitiflik oraninin (245; %66) erkek
hastalara gore daha yliksek saptanmasi literatir ile uyumlu
bulunmustur®?. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda otoim-
min hastalik stiphesi ile IIF testi uygulanan hasta 6rnekle-
rinde ANA pozitiflikleri %19.4-33.3 olarak bildirilmigtir®s).
Calismamizda benzer hastalar igin ANA pozitiflik orani ise
%34 olarak bulunmustur. Bu oran tlkemiz verileri ile uyum-
lu olmakla beraber zayif pozitif (%28.2) ve (+) (38.2) olarak
bildirilen pozitifliklerinin yiuksek orani dikkat ¢ekicidir. Di-
suk titre pozitifliklerin %10-15 oraninda saglikli bireylerde
gorulebildigi bilinmektedir®.

Calismamizda IIF testi ile en sik goriilen patern benzer
calismalardan farkli bulunmustur. Karakece ve ark.nin®
¢alismasinda IIF ile en sik graniler (%30.1) ve niikleolar
(%16.2), Aktar ve ark.nin® ¢alismasinda ise yine grani-
ler (%39.8) ve nikleolar (%20.9) paternler en sik olarak
gozlenmistir. Calismamizda ise en sik sitoplazmik (%37.1)
ve homojen (%21.8) paternler saptanmistir. Otoimmiun
hastaliklarin tanisinda ANA IIF testi altin standart kabul
edilmekle birlikte testin sonucunu etkileyen pre-analitik,
analitik ve post-analitik pek g¢ok faktor bulunmaktadir.
Mikroskobik degerlendirme subjektif oldugundan, labo-
ratuvarlar arasi ve laboratuvar igi standardizasyonu sagla-
mak zordur®. Calismamizdaki patern dagihim oranlarinin
diger ¢alismalardan farkli olmasi buna baglh olabilir. Ayri-
ca calismamizdaki ANA pozitif serum orneklerinin en fazla
noroloji boliminden gonderilen hastalara ait oldugu dik-
kati gekmektedir. Noroloji kliniklerinde, ANA testi noro-
lojik hastaliklar igerisinde 6zellikle demiyelinizan hastalik
ayirici tanisinda, polinéropati ya da myopatilerde ve geng
yas serebrovaskiiler olgularda etyolojiyi aragtirmak amaci
ile sikhkla istenmektedir. Solomon ve ark.® multipl skle-
roz (MS) hastalari-nin %25’inde ANA pozitifligi oldugunu,
bunun MS ile SLE ayirici tanisinda 6nem tasidigini belirt-
mistir. Ancak néroloji kliniklerinde ANA pozitif olan hasta-
larin etiyolojisine bakildiginda, ANA incelemesinin gerekli
olmayacag farkl hasta gruplarinin oldugu ve bunun da

SM/RNP Scl-70 Rib-P Jo-1 Diger Toplam

2 1 2 2 0 31
1 3 1 0 1 23
1 1 3 0 0 33
3 1 2 0 0 37
0 2 0 0 0 17
7 8 8 2 1 141

ANA testinin belli bir algoritmden bagimsiz olarak isten-
mis olmasi ile aciklanabilecegi vurgulanmistir”,

Calismamizda ANA IIF testi ile pozitif saptanan 372 hasta-
nin 84’liinde (%22.6) imminoblot ile bant pozitifligi saptan-
mistir. Afsar ve ark.nin® galismasinda ANA IIF testi ile pozi-
tif saptanan 215 hastanin 171’inde (%79.5), Yumuk ve ark.
nin® yaptigi calismada IIF pozitif 208 hastanin 126’sinda
(%60.5), Berkem ve ark.nin® calismasinda 88 IIF pozitif
ornegin 29'unda (%32.9) immunoblot ile bant pozitifligi
saptanmistir.

En sik saptanan sitoplazmik paternde en sik immiinoblot
profilinin SS-A olmasi gozden kagiriimis bir ANA pozitif-
ligine veya yalanci imminoblot pozitifli§ine bagh olabi-
lecegi dusiiniilmistir. ikinci siklikta tespit edilen homo-
jen paternde ise en sik dsDNA ve niikleozom bantlarinin
saptanmasi ANA pozitif hastalarda homojen boyanma-
da en sik saptanan antikorlar oldugu bilgisi ile uyumlu
bulunmustur®. Yakin zamanli bir calismada saglikli kont-
rollerde immiinoblot ile en sik olarak anti-SSA ve anti-SSB
antikorlari gozlenmistir*, Cesitli calismalar, 6zellikle anti-
SSA antikorlari igin HEp-2 hiicreleri Gizerinde [IF'nin sinirli
duyarhlik ve 6zgulliglini gostermistir®213. Calismamizda
ANA IIF negatif bulunan hastalarda gozlenmis olan SS-A
bant pozitifligi immiinoblot testleri ile SS-A pozitiflikleri-
nin saghkli kisilerde de gozlenebildigi bilgisi ile agiklanabi-
lecegi gibi SS-A pozitifligi bulunan 6rneklerin IIF ile yeterli
dizeyde eksprese edilememesi ile de iliskili olabilecegi
g6z ardi edilmemelidir.

Sonug olarak, otoimmun hastaliklarin tanisinda 6ncelikle
IIF test sonuglarinin belirlenmesi daha sonra immiinoblot
bant profili ve klinik bulgularin bir arada degerlendirilmesi-
nin 6nemi ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Antinlikleer antikorlar (ANA), indirekt
immunofloresan (lIF) testi, ANA imminoblot
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Girig

Koronavirlsler (CoV), Coronaviridae ailesinde yer alan tek
zincirli, zarfli RNA virlsleridir. Cesitli alt tipleri ile soguk
alginligi gibi kendi kendini sinirlayan hafif enfeksiyon tab-
losunun yani sira, “Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS)” ve “Middle East Respiratory Syndrome (MERS)” gibi
daha ciddi enfeksiyonlara da neden olabilmektedirler®?.

Aralik 2019'da Cin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
tarafindan Cin’in Hubei eyaletinin Wuhan sehrinde etiyo-
lojisi bilinmeyen pnémoni vakalari bildirilmis ve hastalarin
alt solunum yolu érneklerinde yeni bir koronaviris tespit
edilmistir. Bu yeni koronaviriis daha sonra siddetli akut
solunum sendromu koronaviriis-2 (SARS-CoV-2) olarak,
bu virisiin neden oldugu enfeksiyon ise Covid-19 ola-
rak adlandinlmistir®®. DSO, salginin basladigi Cin disinda
100’den fazla llkede Covid-19 vakalarinin gorilmesi, virt-
stin hizli yayilimi ve siddeti nedeniyle 11 Mart’ta kiiresel
salgin (pandemi) ilan etmistir.

Turkiye’de ilk Covid-19 vakasi da 11 Mart 2019'da
gorilmistir®. Ulkemiz, virisiin hizli yayilimi neticesinde
nisan ayi sonunda diinyada en ¢ok vaka gorilen ulkeler ara-
sinda Ust siralara yukselmistir®. Bu dénemde salginin kont-
rol altina alinabilmesi igin tani testlerinin yayginlastirilarak
hasta kisilerin hizla tespit edilmesi, hasta ile temaslilarin
izolasyonlarinin saglanmasi biyik 6nem tagimistir.

Ulkemizde Covid-19 vakalarinin gériilmeye baslamasinin
ardindan, nisan ayinda Saghk Bakanhgl Ankara Egitim ve
Arastirma Hastanesi (AEAH) Tibbi Mikrobiyoloji Laboratu-
vari biinyesinde Covid-19 PCR Tani Laboratuvari kurulmus-
tur. Baslangicta az sayida personel ve teknik yetersizliklerle
kurulan laboratuvarda hizli bir yapilandirmaya gidilerek ¢a-
lisma kosullari optimal seviyeye gikarilmigtir.

Bu galismada, laboratuvarimizda Nisan-Aralik 2019 tarihleri
arasindaki sekiz aylik donemde laboratuvar test kapasitesi
ve sireleri ile pozitiflik oranlarindaki degisimlerin bildiril-
mesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

AEAH Covid-19 PCR Laboratuvari’'nda Nisan-Aralik 2019 ta-
rihleri arasinda galisilan testlere ait istatistiksel veriler Halk
Saghgi Genel Mudurliigt Laboratuvar Bilgi Yonetim Sistemi
(LBYS) Uzerinden retrospektif olarak elde edilmistir. Elde
edilen veriler Nisan’dan Aralik ayina kadar 15’er gtinliik do-
nemler halinde degerlendirilmis, numune gonderen kurum
sayisl, galisilan test sayisi, istek-onay arasi siire, kabul-onay
arasi slire ve PCR pozitiflik oranlari belirlenmistir (Tablo 1).

Bulgular
Elde edilen istatistiksel verilere gore laboratuvarimizda

Covid-19 PCR calisilmaya baslanan ilk 15 giinlik donemde
toplam 1115 test g¢alisilmis olup istek-onay arasi siire or-

Tablo 1. Covid-19 PCR Laboratuvari’na numune génderen kurum sayisi, ¢alisilan test sayisi, istek-onay arasi ve kabul-onay arasi siireler.

Tarih Test Sayisi istek Onay Siiresi Kabul Onay Siiresi Kurum Sayisi
6-15 NiSAN 1115 14.17 6,52 3
16-30 NISAN 2599 12,53 8,21 1
1-15 MAVYIS 2929 11,41 7,31 2
16-31 MAYIS 2585 12,18 7,55 1
1-15 HAZIRAN 2701 13,14 8,43 1
16-30 HAZIRAN 2654 12,16 8,24 1
1-15 TEMMUZ 3013 13,44 8,43 8
16-31 TEMMUZ 4103 15,35 9,54 24
1-15 AGUSTOS 12091 28,55 10,51 69
16-31 AGUSTOS 27765 53,12 30,53 81
1- 15 EYLUL 38697 31,16 24,31 73
16-30 EYLUL 32108 11,56 6,34 29
1-15 EKIM 21958 10,25 4,43 9
16-31 EKiM 26563 9,43 4,57 42
1-15 KASIM 24299 9,1 5,42 15
16-30 KASIM 23175 5,49 3,16 8
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talama 14.17 saat, kabul onay arasi siire 6.52 saat olarak
belirlenmistir.

Haziran ayina kadar benzer oranlar goriilmekle birlikte bu
ayin ikinci yarisinda pozitiflik orani baslangica gore 2 kat
artis gostermistir.

Temmuz ayinin sonuna kadar ¢alisilan test sayilari arttikga
pozitiflik orani ile birlikte istek-onay ve kabul-onay sireleri
de artis gostermistir. Teknik alan yetersizligi, teknik perso-
nel deneyimsizligi, hastanelerden diizensiz 6rnek akisi gibi
nedenlerle istek-onay ve kabul-onay arasi sureler kisaltila-
mamistir. Bu doneme kadar giinliik ¢alisma siiresi toplam
12 saattir.

Agustos ayinda toplam galisilan test sayisi nisan ayina oran-
la yaklasik on kat, istek-onay arasi siire de yaklasik iki kat
artis gostermistir. Agustos ayinda artan test yiki, uzayan
sonug verme sureleri nedeniyle 7/24 calismaya gegilmistir.
Ancak ornek akisinin diizensiz ve topluca olmasi, personel
sayisinin yetersizligi, teknik alan kaynakli sikintilar nedeniy-
le sonug verme siireleri uzamistir.

Hastanemizde laboratuvar ylkiniin en fazla arttigi dénem
eylil ayi olup 15’er glinlik test sayilari 30 binin Gzerine ¢ik-
migtir. Ekim ve kasim aylari boyunca bu say1 20-25 bin ara-
liginda seyretmistir. EylUl ayinda, yeni bir laboratuvar alani
olusturulmasi ile teknik alt yapi iyilestirilmis ve kapasiteye
uygun hale getirilmistir. Personel sayisi hizla arttirilarak
artan test yUkini karsilayabilecek sayiya ¢ikariimistir. Bu
sayede sonug¢ verme sirelerinin kisaltilmasi saglanmistir.
Kasim ayi itibari ile istek-onay arasi siire 5.49, kabul-onay
arasi slire ise 3.16’ya dustrilmustir (Tablo 1).

Sonug

Pandemi baslangicindan bu yana SARS-CoV-2 virlsi diinya
¢apinda milyonlarca insaninin enfekte olmasina, yiizbinler-
ce insanin ise 6liimine neden olmus ve tim hayati olum-
suz yonde etkilemistir”,

Covid-19 salgininin kontrol altina alinmasinda hastalara en
kisa slirede tani konulmasi, hasta ile temasli kisilerin hizla
tespit edilerek izolasyona alinmasi ¢ok buyiik 6nem tasi-
maktadir. Bu amagla viral RNA'nin varliginin gosterilmesi
esasina dayanan RT-PCR testleri salginin baslangicindan

bu yana mikrobiyoloji uzmanlari, biyologlar ve tim labo-
ratuvar calisanlarinin yogun gayretleri ile yapilmaktadir®.
Saglik Bakanhgi Ulusal Rehberi’nde de akut enfeksiyonu ve
asemptomatik tastyiciligi tespit etmede ilk tercih edilmesi
gereken tani araci olarak gosterilen RT-PCR testleri, karma-
sik, zaman alici, deneyimli personel, ekipman ve 6zel islem-
ler gerektiren yontemlerdir®'®, Bu testlerin en verimli ve
hizl sekilde galigilabilmesi; laboratuvar teknik alt yapisinin
olusturulmasi, uygun sarf malzeme temininin saglanmasi,
egitimli ve yeterli sayida teknik personel ¢alistiriimasi, nu-
mune transferinin diizenli ve hizl bir sekilde gergeklestiril-
mesi ile mimkin olmaktadir.

Anahtar kelimeler: Covid-19, Coronavirus, RT-PCR
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Giris

Kan transflzyonu ile hepatit B virisiu (HBV) bulasi ilk kez
1943 yilinda tanimlanmis, transflizyon ile iligkisi nedeniyle
uzun yillar “Serum Hepatiti” olarak adlandirilmistir®. An-
cak 1963 yilinda Blumberg ve ark. tarafindan bir Aborjin
yerlisinin kaninda bulunan ve “Avustralya Antijeni” olarak
adlandirilan antijenin HBsAg olarak tanimlanmasinin ardin-
dan hastalik Hepatit B olarak adlandiriimis ve tanisi olanak-
I hale gelmistir?. Kan bagiscilarinin hepatit B yoninden
taranmasina ise 1969 yilinda baslanmistir. O giinden bu
zamana dek gegen 50 yilda bilim dlinyasinda virlsiin bi-
yolojisinin anlasildigi, enfeksiyonun tanisina ve tedavisine
yonelik ilerlemelerin saglandigi, bagisiklama yoluyla korun-
manin yayginlastigi bir ddneme taniklik edilmistir®.

Avrupa Parlamentosu ve Konseyi’nin 2002 98/EC direktifi
ile kan bagisgilarinda serolojik tarama testlerine iliskin ge-
rekliliklerin tanimlanmasinin ardindan transfiizyon oncesi
serolojik tarama testleri AB Ulkeleri agisindan bir yasal zo-
runluluk haline gelmistir>),

Bu testler transflizyon glvenligini saglamadaki etkin rolleri
yaninda toplum saghgi agisindan da bliylik 6nem tasimak-
tadirlar. AB/ Avrupa Hastalik Kontrol Merkezi HIV eliminas-
yonu igin ve viral hepatitle etkili miicadele igin belirledigi
2030 yili hedefine ulagsmada ulkelere HIV, HBV ve HCV igin
ulusal diizeyde bitlinlesik test stratejilerini ya da program-
larini gelistirmelerini tavsiye etmektedir®.

Genel anlamda tarama testlerinin en énemli performans
Olgutli genis bir topluluk icerisindeki gergek hastalari sapta-
yabilmesi olarak kabul edilmektedir. Bu da testin duyarlili-
ginin ylksek olmasi beklentisini yaratmaktadir. Cogunlukla
tarama testlerinde %95’den yiksek bir duyarlilik olmasi
istenmektedir?.

Ancak kan bagiscilarinin serolojik taramasinda kullanilan
testlerde sadece analitik duyarlihigin yiksek olmasi trans-
flzyon givenligi agisindan yeterli degildir. Bu testlerin uy-
gulanmasi sirasindaki siireglerde kalite giivencesinin sag-
lanmasi ve surdurulebilirligi dnemli ve gereklidir.

Analitik stirecin dizglin bicimde tamamlandigini giivence
altina almada 6nemli araglardan birisi de kalite kontrol nu-
muneleridir. Bunlar hasta numunelerine benzer ve belirli
bir konsantrasyonda analitik madde igeren orneklerdir. Test
kiti Ureticileri, tedarik ettikleri test kiti ile birlikte kontrol

orneklerini de saglamaktadirlar. Ancak tibbi laboratuvarlar
icin gecerli standartlari tanimlayan 1SO 15189 kapsaminda
tibbi laboratuvarlarin i¢ kalite kontrol (ikKK) &rneklerini kit
tedarikgisinden bagimsiz olarak saglamalari 6nerilmekte-
dir. Bu sekilde laboratuvardaki analitik siirecin daha nes-
nel ve gergekgi bir bicimde degerlendirilmesi mimkuindar.
Bagimsiz iKK drnekleri kit Greticilerinden farkh ticari kay-
naklardan saglanabilmekle birlikte bu maliyet arttirici bir
unsurdur. Bu agidan laboratuvarlarin kendi bagimsiz ikKK
orneklerini hazirlamasi uygun bir ¢6zim olarak géziikmek-
tedir. IKK 8rnegi hazirlamada en dnemli asama analite denk
dzellikte bir serum 6rnegi elde etmektir. Bu da IKK érnegi
olarak hazirlanan Griiniln bizzat kendisinin bir kalite yone-
tim sireciyle hazirlanmasini gerektirmektedir.

Gereg ve Yontem

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Hastanesi kan merke-
zine kan bagisinda bulunmak Uizere bagvuran kisilerden uy-
gun bulunanlardan toplanan kanlar otomatik hiicre ayirici
bir sistem (Reveos® Automated Blood Processing System,
Terumo BCT, Japonya) kullanilarak bilesenlerine ayrildi.

Bagis¢i kanlarinda zorunlu mikrobiyolojik tarama testle-
ri -hepatit B virlisi ylzey antijeni (HBsAg), insan immin
yetmezlik virlist (HIV) 1-2 antijen ve antikoru, hepatit C
virts antikoru (anti-HCV) ve sifiliz etkeni olan Treponema
pallidum antikoru (anti-TP)- kemiliminesans mikropartikl
immunoassay (CMIA) yontemiyle (Architect i2000, Abbott
Laboratories, ABD) arastirildi. HBsAg reaktivitesi saptanan
plazmalar galisma amaciyla ayrildi. HBsAg reaktivitesi ya-
ninda diger tarama testlerinde reaktivite saptanmis plaz-
malar ¢alisma disinda birakildi.

HBsAg S/CO degeri >1000 bulunan plazmalar -40°C’de don-
durularak saklandi. Plazma numunelerinde gergek zamanl
PCR yontemiyle (Bosphore HBV Quantification Kit, Anatolia
Geneworks, Turkiye) kantitatif HBV DNA analizi yapildi.

Dondurulmus HBsAg reaktif plazmalar (n=14) plazma erit-
me cihazinda (Barkey, Almanya) eritildi, havuzlanarak ho-
mojenize edildi.

Havuzlanmis plazmalarin koagule edilmesi igin Proskch
ve ark.® tarafindan uygulanmig kalsiyum kloriir (CaCl,)
yontemi esas alinarak bazi modifikasyonlarla islemler ger-
ceklestirildi. Steril bir behere konan 1.1 gr CaCl, (Sigma
Aldrich, Japonya) Gzerine 200 ml havuzlanmis plazma ka-

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020) 143


mailto:yayhan@yahoo.com

ristirilarak 37°C’de 1 saat bekletildi. Liyofilize sigir trombini
(Q.F.AThrombine, HemoslL, Instrumentation Laboratory,
ABD) steril su ile sulandirilarak ¢ozelti haline getirildi. 100
NIH/ml sigir trombini icerigine sahip 2 ml’lik ¢6zelti oda 1sI-
sinda CaCl,-plazma karigimina eklendi. Oda isisinda 20 da-
kika bekletilen karisim tuplere dagitildi. 4500 g’de,10°C'de
20 dakika santrifiigasyon uygulandi. Ust sivi steril bir sisede
toplanarak serum havuzu olusturuldu.

Serumdan lipidlerin uzaklastirilmasi Proskch ve ark./nca®
uygulanmig presipitasyon yontemi ile gergeklestirildi. 3 gr
toz dekstran silfat (OmniPur’® Dextrane Sulfate, Calbioc-
hem, Japonya) 100 ml steril distile su icerisinde ¢6zindu-
rilerek %10’luk sollsyon hazirlandi. 45 ml havuzlanmis
seruma 5 ml %10’luk dekstran silfat solisyonu eklenmis
tipler oda isisinda 30 dakika bekletilerek 10°C’de ve 4500
g’de 20 dakika santriflij edildi. Steril bir sisede toplanan st
sivi tiplere dagitilarak 10°C’de, 4500 g’de 40 dakika tekrar
santrifiij edildi. Ust sivi tiiplere dagitilarak bir gece 4°C’de
bekletildi ve ertesi glin 10°C’de, 4500 g’de 40 dakika sant-
riftij edildi. Berrak (st sivi toplanarak KK érneklerinin ha-
zirlanacagl serum havuzu olusturuldu. Fosfat tamponlu se-
rum fizyolojik (PBS) (RTA Laboratuvarlari, Turkiye) ile 1/100
ve 1/1000 oraninda sulandirilmis serumlar sirasiyla iK100
koduyla orta reaktif IKK, iIK1000 koduyla disiik reaktif IKK
olarak etiketlendi. Sulandirilmamis serum ise yiksek reaktif
iKK olarak iK1 koduyla etiketlendi. IKK érnekleri kriyotiiple-
re dagitildi ve -40°C’de saklanmak lzere donduruldu.

Farkli giinlerde dondurucudan gikarilarak ¢éziilen KK nu-
muneleri rutin HBsAg analizleri sirasinda kontrol numu-
nesi olarak kemiliminesans mikropartikiil immiinoassay
(CMIA) cihazinda (Architect i2000, Abbott Laboratories,
ABD) eszamanli test edildi. Her calismada her seriden (iK1,
iIK100 ve iK1000) birer tiip kullanilmak tizere 21 farkli calis-
mada analiz gergeklestirildi ve S/CO degerleri kaydedilerek
Levey-Jennings grafikleri olusturuldu.

Tanimlayici ve analitik istatistikler igin PASW (versiyon18.0)
yazilimi (SPSS Inc. Hong Kong) kullanildi. iKK érneklerinin
S/CO ortalamalari, standart sapmalari ve degisim katsa-
yilari belirlendi. Olciim degerlerinin normallik sinamasi
Kolmogrov-Smirnov testi ile yapildi. Levey-Jennings grafik-
leri Westgard kurallarina gore sistematik hata ve rastgele
hata yoniinden incelendi. Kan bagis¢ilarinin HBsAg S/CO
degerleri ile HBV DNA konsantrasyonlari arasinda korelas-
yon Pearson korelasyon analizi ile arastirildi.

Bulgular

HBsAg reaktivitesi S/CO 6lglimiinde 1000 ve lizerinde S/
CO degeri saptanan ve HBsAg reaktivitesi nedeniyle ba-
gisladiklar kan transfizyon igin uygun bulunmayan kan
bagiscilarindan (n=14) toplanan sivi plazmalarda HBV DNA
konsantrasyonu 65.6 ile 135300 IU/ml arasinda bulundu.
Kan bagiscilarinin HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA kon-
santrasyonlari arasinda anlaml bir korelasyon bulunmadi
(R=-0.2129, p=0.46).

Yiiksek reaktif IKK (IK1) serumlarinda S/CO degerleri ortala-
masi 3323.75 bulunurken degisim katsayisi ise %8.1 olarak
belirlendi.

Orta Reaktif IKK (iK100) serumlarinda ortalama 1725.57

olarak bulunurken degisim katsayisi ise %12.2 olarak be-
lirlendi.

Diisiik Reaktif IKK (iK1000) serumlarinda ortalama 219.57
olarak bulunurken degisim katsayisi ise %7.6 olarak belir-
lendi.

Kolmogrov-Smirnov testi ile her Ug seri igin 6l¢iim degerle-
rinin % 95 guven araliginda normal dagihm gosterdigi go-
rildd (p=0.200).

Levey-Jennings grafiklerinin incelenmesinde ylksek ve du-
siik reaktif iIKK érneklerinin tiimiinde &l¢iim degerlerinin
+2SD icerisinde yer aldig) goriildi. Orta reaktif IKK &rnekle-
rinde -2SD digina ¢ikan bir deger nedeniyle Westgard’in 12s
kuralinin ihlal edildigi saptandi. Uyarici 6zellikteki bu kural
ihlali disinda her (¢ seride de rastgele hata veya sistematik
hataya isaret eden bir kural ihlali saptanmadi.

Sonug

HBsAg’'nin 1970’lerde ABD’inde kan bagiscilarinda zorunlu
tarama testi olarak kabultiniin ardindan transfiize edilecek
kan ve kan bilesenlerinde enfeksiyon gostergelerinin arast-
rilmasiyayginlagsmistir. Avrupa Parlamentosu ve Konseyi'nin
2002 98/EC direktifi ile kan bagiscilarinda serolojik tarama
testlerine iliskin gerekliliklerin tanimlanmasinin ardindan
transflizyon 6ncesi tarama testleri AB Ulkeleri agisindan bir
yasal zorunluluk olusturmustur®®. Ulkemiz mevzuatinda
da karsiligini bulan bu gereklilik nedeniyle kan bagiscilarin-
da HBV, HCV, HIV ve sifilize yonelik enfeksiyon gostergeleri-
nin taranmasi zorunludur®.

Zaman igerisinde nikleik asit test yontemlerinin ve kan
bilesenlerinde patojen azaltmaya yoénelik teknolojilerin
gelistirilmesi, serolojik tarama testlerinin gelecegini tartis-
maya agsa da daha epeyce bir siire serolojik tarama test-
lerinden vaz gegilmesi olasi gézikmemektedir. Yayginlasan
hepatit B asilamasi ve gelistirilen antiviral tedavilere karsin
hastalik ciddi bir halk saghgi sorunu olarak dnemini stirdiir-
mekte ve tim gelismelere karsin transflizyon ile HBV bu-
lasma riski bulunmaktadir. ABD’de on yillik bir siiredeki kan
bagislarini ele alan bir galismada HBV sikligi 100 bin kan
bagisinda 7.58 olarak bildirilmis ve pencere dénemi esas
alinarak HBV enfeksiyonu igin 18.5 glinlik bir risk periyo-
du hesaplanmistir. Amerikan Kizilhagi tarafindan toplanan
kanlarda rezidiiel HBV riski yaklasik 1.5 milyonda 1 olarak
bildirilmistir®. Global olarak ise HBV igin rezidiel risk di-
sk endemik Ulkelerde bir milyonda 1.4’e varan oranlarda,
yiksek endemik tlkelerde ise milyonda 100’e ulasan oran-
larda hesaplanmaktadirt®,

HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA dizeylerini karsilagtiran
lineer regresyon modellemelerinde bu iki 6lgim degeri
arasinda anlamli pozitif bir korelasyon saptanmis olsa da
HBV DNA ve HBsAg’nin hizla arthgi akut enfeksiyonun er-
ken doneminde bu durum beklenen bir sonugtur. Calisma-
mizda HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA konsantrasyonla-
ri arasinda anlaml bir korelasyon bulunmamasi ise HBsAg
reaktivitesi gosteren plazmalarin aktif enfeksiyonu bulun-
mayan tasiyici ozelligindeki kan bagiscilarindan saglan-
masiyla agiklanabilir. Ayrica ¢alismamizda homojenize bir
plazma havuzu elde etmek amaciyla kan bagisci sayisinin
kisitlanmasi da bir etken olabilir. Kan bagiscilarinda HBsAg
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ile HBV DNA arasinda korelasyon eksikligine dikkat ¢ceken
baska g¢alismalar bulunmaktadir. Bir ¢alismada HBsAg re-
aktif kan bagiscilarinin %6’sinda HBV DNA saptanamadigi
bildirilmistir®y,

Hasta numunelerine benzer ve belirli konsantrasyonda
analitik madde iceren érnekler olan IKK numuneleri ana-
litik strecin diizgiin bicimde tamamlandigini glivence al-
maya yarar. Kit Ureticileri, galisilan testlerin kalite glven-
cesini saglamak Uzere tedarik ettikleri test kiti ile birlikte
IKK drneklerini de saglamaktadirlar. Ancak 1SO 15189 kap-
saminda da tesvik edildigi (izere laboratuvarin bagimsiz iKK
ornekleri ile galismasi tercih edilmelidir. Kit tedarikgisinden
bagimsiz olarak IKK &rnekleri farkli ticari kaynaklardan sag-
lanabilmekle birlikte bu laboratuvarlar agisindan ek mali-
yet anlamina gelmektedir. Bu agidan laboratuvarlarin kendi
bagimsiz IKK érneklerini hazirlamasi uygun bir ¢éziim ola-
rak gézikmektedir*>%3),

Hazirladigimiz IKK 6érneklerinin performansinda sistematik
hata saptanmamis olmasi bunlarin rutin uygulamada kulla-
nilabilecegine isaret etmektedir.

Testlerde analitik duyarliliklarin artmasi, nikleik asit test-
lerinin yayginlasmasi, kan bilesenlerinde patojen azaltma
teknoloiilerinin gelismesi olumlu gelismeler olmakla birlikte
yakin gelecekte immiinoassay temelli tarama testlerinden
vaz gecilmesini saglayacak bir durum yaratmayacaktir. Bu
durumda bu testlerin kalite glivencesini saglamaya yone-
lik girisimlerimizin de devam etmesi gerektigi aciktir. Kan
hizmet birimlerinde kan toplama - kan bileseni hazirlama
dongusiunde islenen dnemli miktarda hiicre ve plazmanin
bir kisminin bagimsiz kalite kontrol materyallerinin hazir-
lanmasinda kullanilmasi hem kaynaklarin dogru kullanimi
agisindan hem de transfiizyon giivenligi agisindan yararli
olacaktir.

Anahtar Soézciikler: HBsAg; Kan Bagiscisi; i¢ Kalite Kontrol;
Tarama Testleri
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Giris

Bir kuf mantari olan Aspergillus cinsi mantarlar, doga-
da yaygin bulunan ve sporlarinin inhalasyonu ile 6zellikle
bronkopulmoner enfeksiyona neden olan saprofit firsatgi
mikroorganizmalardir?. Candida turleri ise, dlimcil en-
feksiyonlara neden olabilen firsatgl patojen maya mantar-
laridir. 15 farkli Candida turu arasinda; Candida albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis
ve Candida krusei insanda hastaliga neden olan en yaygin
turlerdir®,

Kandidemi, son yillarda gigli antifungal ilaglarin kullanil-
masina ragmen, artmis hasta bakim maliyeti ve hastanede
yatis siiresinin uzamasi ile birlikte morbidite ve mortalite
artiglarina hala 6nemli 6l¢ciide katkida bulunmaktadir®,

Candida albicans, kandidemiye neden olan en yaygin tir-
dir, ama sikligi giderek azalmaktadir. C. albicans disindaki
diger turler diinyada artan sikliklarda bildirilmektedir. Bun-
lar arasinda C. glabrata ve C. krusei enfeksiyonlari siklikla
bildiriimekte (diinya ¢apinda kandaki kandida izolatlarinin
%15-25’i) ve azol grubu antifungal ajanlara olan dugik du-
yarhliklarindan dolayi tedavi edilmesi glic enfeksiyonlara
neden olmaktadir®.

Flukonazole direngli oldugu bilinen C. krusei’nin kan kdl-
turlerindeki saptanma sikligi cesitli calismalarda %2 ile %7
arasinda bildirilmektedir®. Bu nedenle de Candida tiirleri-
nin tiplendirilmesi ve antifungal duyarliliklarin belirlenmesi
onem arz etmektedir.

Aspergillus; bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ya-
sami tehdit eden invaziv enfeksiyonlara, bagisiklik sistemi
saglikl kisilerde kronik enfeksiyonlara ve hipersensitivite
reaksiyonlarina egilimli kisilerde ise alerjik reaksiyonlara
neden olabilen firsatgi bir patojendir. Aspergillus tirlerinin
olusturdugu enfeksiyonlar maligniteli hastalarda 1990’h
yillardan beri en sik gérilen invazif kiif enfeksiyonlaridir ve
Aspergillus fumigatus ile Aspergillus flavus bu enfeksiyon-
lara en sik neden olan tiirlerdir®.

Antifungal kullanimi sirasinda kiiltiirde reyen Aspergillus
cinsinin tir diizeyinde tanimlanmasi amfoterisin B’ye do-
gal direncli Aspergillus terreus ve Aspergillus nidulans gibi
tirlerin ayirt edilebilmesi icin son derece dnemlidir®. Son
donemlerde A. fumigatus tirlerinde CYP51A nokta mu-
tasyonuna bagh olarak gelisen itrakonazol yada ¢oklu azol
direncinde dramatik artig, tur tanisiyla birlikte antifungal
duyarliliklarinin belirlenmesinin dnemini artirmigtir®,

Etkenin kesin olarak belirlenebilmesi ve tanimlanabilmesi
icin kulttrde Uretilmesi gerekmektedir. Bu nedenle kul-

tir duyarliigin disik olmasi, dogru taninin konulmasini
zorlagtirmaktadir'®.

Her iki cins mantarlarin 6zellikle immiin sistemi baskilan-
mis olgularinda morbidite ve mortalite nedeni olduklarin-
dan erken tani konulup dogru tedavinin yapilmasi gerek-
mektedir. Bu nedenle de Aspergillus ve Candida tirlerinin
tiplendirilmesi ve antifungal duyarhhklarinin dilisyon yon-
temiyle Minimum inhibisyon Konsantrasyonlarinin (MiK)
belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Bu calismada Firat Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikro-
biyoloji laboratuvarina génderilen gesitli klinik érneklerin
kilturlerinde treyen kiif/maya mantarlarinin antifungal di-
reng ve duyarhlik oranlarinin tespiti amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

2019-2020 yillari arasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen 42 hastanin
[Aspergillus (n=25), Candida (n=17)] gesitli klinik 6rnekle-
rinin kiltirlerinde treyen kiif/maya mantari degerlendir-
meye alindi. Kiif/maya kolonileri direkt mikroskopi, gram
boyama veya laktofenol pamuk mavisi boyasi ile inceleme-
ye alindi. Kuf kolonilerinin identifikasyonu plak veya lam
kaltira yontemleri uygulanarak tir dizeyinde tanimlan-
di. Lameller laktofenol pamuk mavisi ile boyanarak direkt
boyali mikroskopi yontemiyle, maya kolonilerinin identifi-
kasyonu ise Phoenix™ 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD,
ABD) otomatize sistem kdltir cihazi ve misir unu tween 80
agarda plak ya da lam kdltirG yontemleri uygulanarak tiir
dizeyinde tanimlandi. Aspergillus ve Candida tirlerinde
antifungal duyarllik testleri, Sensititre Yeast One panels
(Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, ABD) kiti kulla-
nilarak mikrodillisyon yontemiyle tretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda galisildi ve mikroplaklar Sekil 1’de gosterilen
sablona gore degerlendirildi.

Bulgular

Calismaya toplam 42 (Candida n=25, Aspergillus n=17)
Candida/Aspergillus susu dahil edildi. Aspergillus tirleri-
nin; 7’si eklem sivisi, 6’si yara, 2’si bronsial lavaj, 1’i balgam,
1’i de trakeobronsial aspirat 6rneklerinden; Candida tirle-
rinin; 11’i idrar, 8’i trakeobronsial aspirat, 4'U bronsial lavaj,
2’si kan orneginden izole edildi. Aspergillus tirlerinin anti-
fungal duyarlilik/direng sonuglari Tablo 1’de gdsterilmistir.
Toplamda 17 adet Aspergillus susunun %47’si (n=8) A. fumigatus,
%11,7’si (n=2) A. flavus, %11,7’si (n=2) Aspergillus niger,
%29, 4'U (n=5) Aspergillus spp olarak tespit edilmistir.
A. fumigatus flukonazola direncli iken vorikanozala duyar-
Ii olarak tespit edilmistir. Flukonazol ve 5-flusitozine karsi
Aspergillus’un tim suslarinda direng saptanmistir.
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Tablo 1. Aspergillus tiirlerinin antifungal duyarhlik ve direng sonuglari.

Mantar tiirii n Amp-B Flu Kaspa Anidulo 5-Flu Mika itra Posa Vor
Asperqgillus Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di
A. fumigatus 8 6/2 0/8 4/4 4/4 117 4/4 7M1 7 8/0
A. flavus 2 2/0 0/2 2/0 2/0 0/2 2/0 2/0 2/0 2/0
A. niger 2 2/0 0/2 17 11 0/2 171 11 2/0 171
A. spp 5 3/2 1/4 1/4 0/5 0/5 1/4 41 5/0 41
TOPLAM (N) 17 13/4 1/16 8/8 710 1/16 8/8 14/2 16/1 15/2

Amp-B: Amfoterisin B, FLU: Flukonazol, Kaspa: Kaspafungin, Anidulo: Anidulofungin, 5-Flu: 5-Flusitozin, Mika: Mikanozol,
itra: itrakonazol, Posa: Posakonazol, Vor: Vorikonazol, Du: Duyarli, Di: Direngli

Tablo 2. Candida tiirlerinin antifungal duyarhlik ve direng sonuglari.

Mantar tiirii n Amp-B  Flu Kaspa  Anidulo 5-Flu Mika itra Posa Vor
Candida Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di Du/Di
C. albicans 13 10/3 9/4 11/2 11/2 11/2 11/2 10/3 11/2 11/2
C. glabrata 2 20 0/2 2/0 2/0 171 2/0 0/2 0/2 0/2
C. dublisensis 2 20 2/0 2/0 2/0 2/0 2/0 2/0 2/0 2/0
C. keyfr 2 02 2/0 2/0 2/0 0/2 2/0 2/0 2/0 2/0
C. parapsilosis 3 30 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0

Amp-B: Amfoterisin B, FLU: Flukonazol, Kaspa: Kaspafungin, Anidulo: Anidulofungin, 5-Flu: 5-Flusitozin, Mika: Mikanozol,
itra: itrakonazol, Posa: Posakonazol, Vor: Vorikonazol, Du: Duyarli, Di: Direncli.

Candida turlerinin antifungal duyarlilik/direng sonuglari
Tablo 2’de gosterilmistir. Toplamda 25 adet Candida ti-
rintin %52’si (n=13) C. albicans, %8’i (n=2) C. glabrata,
%8’i (n=2) Candida dublinisensis, %8’i (n=2) Candida keyfr,
%12'si (n=3) Candida parapsilosis, %12’si (n=3) Candida
spp olarak tespit edilmistir. C. dublinisensis ve C. parapsilo-
sis tum antifungallare karsi duyarl tespit edilmistir.

Sonug

Aspergillus tirleri dogada yaygin olarak bulunurlar ve
cok farkl klinik tablolara yol acabilirler. Oncelikli hedef-
leri bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar olsa da, kona-
gin oOzelliklerine bagh olarak farkli klinik formlar ortaya
cikabilmektedir®.

Kuf enfeksiyonlari arasinda en sik etken olarak A. fumigatus
yer alir®, Diinyada yapilan cesitli calisamalar diger Asper-
gillus tirlerinin de artan siklikta enfeksiyona neden oldu-
gunu gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada invazif asper-
gillozda etken olan tirlerin sikhgr arastirilmis; A. fumigatus
%54.2, A. flavus %7.4, A. niger %6.5 ve A. terreus %3.2 ola-
rak bildirilmistir?. Diinyada gorilen bu tir dagilimi tlke-
mizde de ayni sekildedir. Oz ve ark.® calismalarinda toplam
110 Aspergillus izolatinin % 60'inin A. fumigatus, %21’inin
A. niger ve %9’unun da A. flavus oldugunu bildirmislerdir.
2019-2020 tarihleri arasindaki laboratuvarimiza génderilen
cesitli klinik 6rneklerin dahil edildigi caismamizda da top-
lam 17 adet Aspergillus susunun %47’si (n=8) A. fumigatus,
%11.7’si (n=2) A. flavus, %11.7'si (n=2) A. niger, %29.4’U
(n=5) Aspergillus spp olarak tespit edilmistir.
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Aspergillus tiirlerine bagh enfeksiyonlarin tedavisinde an-
tifungaller (poliyenler,azoller ve ekinokandinler) kullanil-
maktadir. ilk secenek olarak da azol grubu antifungaller
dnerilir. invaziv Aspergillus olgularinda ilk tedavi secenegi
olarak vorikonazol, kronik pulmoner Aspergilloz olgularin-
da ise itrakonazol veya vorikonazol énerilmektedir®. Oz ve
ark.® klinik érneklerden tanimladiklari Aspergillus izolatla-
rinin amfoterisin B, itrakonazol ve vorikonazol duyarliligini
degerlendirmisler ve en etkili antifungalin vorikonazol ol-
dugunu tespit etmislerdir. Ayrica ¢alismalarinda, A. flavus
izolatlarina karsi amfoterisin B ve vorikonazol igin
A. fumigatus izolatlarindan daha yiiksek MiK degerleri
elde edildigini bildirmislerdir. Arikan ve ark.%) 82 Aspergillus
tirlnde in vitro etkinligi en yiiksek olan antifungalin vori-
konazol oldugunu bunu sirasiyla posakonazol, itrakonazol
ve amfoterisin B'nin takip ettigini bildirmislerdir. Bizim ¢a-
lismamizda da yapilan diger ¢alismalara uygun olarak vori-
konazole duyarlilik tespit edilmistir.

Antifungal direng, primer yani antifungal ilagla karsilas-
maksizin ve dogal direng seklinde olabildigi gibi, sekon-
der (kazanilmis,) yani enfekte eden susun ilaca maruz
kalmasi nedeniyle gelisen direng seklinde de olabilmek-
tedir. Antifungal direncin saptanmasi igin etken kuf kli-
nik 6rnekten Uretilebilmeli ve antifungal duyarlilik testi
yapilmalidir,

Profilaksi, ampirik veya tedavi amacl antifungallerin uzun
sureli ve siklikla kullanilmasi, antifungal direng gelisimini
etkileyebilmektedir. A. fumigatus’un azollere olan direnci
%1-20 arasinda degismektedir®,
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Sekil 1. Mikroplak kuyucuklarina denk gelen antibiyotik ve mikrodillisyon degerlerinin sablonu.

Candida turleri hastane kaynakli enfeksiyonlara neden
olmakta, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda
mortalite sebebi olabilmektedir.

Tip alanindaki gelismelere bagh olarak hastalarin yagam
sirelerinin uzamasi, santral ventz kateter uygulamalari,
yogun antineoplastik ve antibiyotik tedavileri, solid organ
transplantasyonlari gibi nedenler kandidemilerde artisa se-
bep olmaktadir®?),

Degisik calismalarda da kan kiltlrlerinde en sik sapta-
nan Candida turu C. albicans olmakla birlikte albicans disi
Candidd’larin da farkli oranlarda oldugu goértlmugtur®2.
italya’da yapilan bir calismada kan kiiltiirlerinde saptanan
Candida tirleri'nin %48’i C. albicans, %23’U C. parapsilosis
olarak bulunmusken, Giliney Kore’de yapilan ¢aligma-
da C. albicans %38, C. parapsilosis %26, C. tropicalis %20
olarak tespit edilmistir®™. Ulkemizde yapilan calismalarda
Gultekin ve ark.* C. albicans’t %49, C. parapsilosis’i %23,
C. tropicalis’i %14 olarak bulmuslarken, Oztiirk ve ark.® si-
rasiyla %53, %30 ve %5.5 olarak saptamiglardir.

Calismamizda ise Candida suslarinin %52’si (n=13)
C. albicans ve %12’si (n=3) C. parapsilosis olarak tespit edil-
mis olup diger ¢alismalarla benzer sekilde siralanmistir.

Candida turlerinin sik rastlanan patojenler olmasi, 6zellikle
yogun bakimlarda profilaktik antifungal kullanimini artir-
makta, bu durum antifungallere direngli ya da orta derece-
de duyarli suslarin olusmasina neden olmaktadir. Ampirik
tedavi baglamada hastanin klinik 6zellikleri ile antifungal
direng durumlarinin da bilinmesi blyiuk 6nem tagimakta-
dir.

Calismamizda Candida tirleri igin kaspofungin, anidulafun-
gin ve mikafunginin en duyarh antifungaller oldugu, diger
antifungallerin de bu ilaglara yakin oranda duyarliliklarinin
oldugu saptandi. Stit¢l ve ark.nin®® ¢alismasinda da %11.1
oraninda anidulafungin direnci bildirmislerdir. Bununla bir-
likte Etiz ve ark.nin®” ¢alismasinda Candida suslarinda %11
oraninda kaspofungin direnci bildirmislerdir. Fluconazole,
genis etki spektrumlu olmasi ve toksisitesinin az olma-
sindan dolayi yaygin kullanim alanina sahip bir antifungal
ajandir. Fluconazole, C. krusei'ye karsi dogal direngli iken
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C. glabrata’ya karsi da sinirli etki gostermektedir®®). Biz
galismamizda C. albicans tirlerinde fluconazole direncini
%30.7 oraninda tespit ettik. Kurtaran ve ark.® yaptiklari
galismada C. albicans igin fluconazole direncini %4.3 olarak
bildirmislerdir.

Cahsmamizda %15.3 oraninda C. albicans susunun vori-
conazole direncini tespit ettik. Etiz ve ark."” tum Candida
suslarinda voriconazole direncini %2 olarak bildirmislerdir.
Oztiirk ve ark.® ise voriconazole direncini diisiik diizeyde
(%8) ve sadece C. albicans olarak tanimlanan izolatlarda
gozlemlemislerdir. Wang ve ark.“® 817 Candida izolatin-
da voriconazole duyarhhgi arastirmislar ve C. albicans’ta
%0.7, C. glabrata’da %17.8, C. krusei'de %11.1, Candida
lipolytica’da %90 ve C. tropicalis’de %5.7 oraninda vorico-
nazole direnci bildirmiglerdir.

Oztiirk ve ark.™® kandidemi saptanan suslarin tamamini
amfoterisin B’ye duyarli olarak bulmuslarken, flukonazole
direngli bir C. krusei ve alti C. albicans susu; flusitozine di-
rengli bir C. glabrata susu; vorikonazole direngli g
C. albicans susu ve itrakonazole yiliksek oranda direngli
suslar tespit etmislerdir. Calismamizda ise amfoterisin B'ye
direngli iki C. kefyr susu, flukonazole ve itrakanozona di-
rengli iki C. glabrata susu tespit edilmistir. C. glabrata harig
tim tlrler vorikonazole duyarli olarak bulunmusgtur.

invaziv kandidiyazli olgularda anidulafunginin flukonazol
tedavisi ile karsilagtirildigi bir calismada anidulafungin te-
davisi ile iyilesme oraninin daha ylksek oldugu (%75.6-
%60.2), yan etki oranlarinin benzer oldugu (%23-%31)
gorilmugstur),

Ekinokandinler farkli etki mekanizmalar, disik yan etki
riskleri, ilag etkilesimlerinin sik gériilmedigi, pek cok Candi-
da tlirtne karsi etkinligi iyi olan bir ilag grubudur.

Calismamizin temel kisitliliklari verilerin retrospektif ola-
rak toplanmasidir. Kandidemiye yol acgabilecek ¢oklu risk
faktorlerinin sinerjistik etkisi analiz edilmemistir. Bu ¢a-
lismanin diger kisithhgi, tek merkez hastalarinin verilerini
icermesidir. Bu konuda daha genis katihmh multidisipliner
galismalara ihtiyag vardir.
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Girig

Penicillium cinsi; havada, toprakta yaygin olarak bulunan,
bazi turleri toksin Uretebilen, laboratuvarlarda kontami-
nasyona neden olabilen kiif mantarlaridir. invitro besiyer-
lerinde 6nce beyaz, sonra yesil-mavi tozumsu koloniler
yaparak hizli Grerler™?. Penicillium tirleri monomorfiktir.
Ancak Penicillium marneffei dimorfik olup, insanda ve hay-
vanda primer patojen olan ve en iyi bilinen turdtr®,

Diger Penicillium turlerine bagh enfeksiyonlar daha nadir
gorilmektedir. immiin sistemi baskilanmis ve AIDS'li olgu-
larda bu mantarlarin neden oldugu keratit olgulari siklikla
gorilmektedir®.

Bu ¢alismada nadir keratit etkenlerinden Penicillium spp.
nedenli fungal keratit olgusunun klinik ve loboratuvar 6zel-
liklerini sunmayi amagladik.

Gereg ve Yontem

Firat Universitesi Hastanesi Géz Hastaliklari Klinigi’nde
fungal keratit siphesiyle takip edilen hastadan kornea
kazinti ve suirlintli 6rnekleri alindi ve mikoloji laboratuvari-
na goénderildi. Bu 6rneklerin direkt boyasiz ve boyali mik-
roskobik incelemeleri ve koyun kanli agar, Eozin Metilen
Blue (EMB) agar, gikolatamsi agar ve Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA) besiyerlerine ekimleri yapildi. Bu besiyerlerinin
uygun kosullarda ve sirelerde inklibasyonlari gergeklesti-
rildi.

Bulgular

52 vyasinda kadin hasta, Firat Universitesi Hastanesi Goz
Hastaliklari Poliklinigi’'ne sol goziinde agri ve akinti sikaye-
tiyle basvurdu. Meme kanseri ve immiinsupresif tedavi
alma o6ykiisi mevcuttu. Anamnezinde yaklagik 40 sene
once sol goziine darbe aldigini ve bu sebeple sol goziiniin
az gordigunu bildirdi. Sol goziinde ylizey dulzensizligi
olmasi nedeniyle agrisi oldugunu ve kontakt lens kullandi-
gini belirtti. Antiglokomatoz tedavi ve suni gozyasi damla-
sini topikal olarak kullandigini ve kontakt lensini bes gilin
once cikarttigini ifade etti.

Hastanin yapilan sag géz muayenesinde, gérme keskinligi
0.8 saptandi ve minimal katarakt harici dogal oldugu goéril-
di. Sol goziin gorme keskinligi ise 1sik hissi seviyesindeydi.
Sol pupil Ust yarisi defektifti (Sekil 2). Biyomikroskopik
muayenede sol gozde stromal kirli beyaz renkli yer yer
tlysi uzantilar gosteren keratit mevcuttu ve epitel defekti

yoktu. Her iki gézde goz tansiyonu parmakla normaldi ve
ultrason ile arka segmentte pataloji saptanmadi. Hasta Go6z
Hastaliklari Klinigi’'nde yatirilarak takip edildi.

Sol gbze ait numunelerin mikoloji laboratuvarinda direkt
boyasiz ve boyall mikroskobik incelemelerinde mantar hif
ve sporlari saptanirken, hlcresel ve bakteriyel etkenler
saptanmadi. Rutin bakteriyolojik ve mantar kdltirlerinde
ise Ureme saptanmadi.

Sol gozden tekrar numune alinarak laboratuvara génderildi
ve bir hafta sonra 6rnege ait SDA besiyerinde kif kolonisi-
nin Uredigi goruldu. Kiltirde treyen kolonilerin goriintsi
baslangi¢ta beyazimsi renkliydi, daha sonra tlyli-ylnliden
taneli sarimsi-yesile dénisti. Koloniden selofan bant yon-
temiyle 6rnek alinarak laktofenol pamuk mavisi boyasi ile
preparatlar hazirlanarak 10X, 20X ve 40X biyitme mikros-
kopta incelendi. Mikroskopik incelemede firgaya benzer bir
gbriinime sahip, metdller Gzerinde Uretilen filoyidler Gze-
rinde tasinan tek hicreli konidiyum zincirleri géruldi ve
Penicillium spp. olarak tanimlandi (Sekil 1).

Sekil 1. Penicillium spp. (40X biiyiitme mikroskobik goriintisii)

Hastadan kaltir ornegi alindiktan sonra ampirik tedavi
olarak saat basi topikal vankomisin ve seftazidim damla
fortifiye ile iki saatte bir vorikonazol damla fortifiye baglan-
di. Klinik 6rnegin mikroskopi sonucuna gére fungal tedavi
takibi yapildi. Takiplerinin 10. giiniinde tedaviye yanit ali-
namamasi ve kiltirlerinde Greme gorGlmemesi Uzerine
tedaviye bir giin ara verilerek tekrar kiltir alindi ve vorika-
nazol amfoterisin B fortifiye damla ile degistirildi. Alinan
kaltar 6rneginde Penicillium spp. Gremesi Uzerine hastaya
oral ketokonazol tablet 2x1 baslanildi. Oral tedavi sonrasi

150 TMC 2020 GCevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)


mailto:z�lalasci@gmail.com

Sekil 2. Sirasiyla antifungal tedavi 6ncesi ve sonrasi sol goz.

takiplerinde hastanin keratiti regrese olarak infiltrat gide-
rek kigtlda (Sekil 2).

Sonug

Kornea hastaliklari gorme kaybinin 6nemli nedenlerinden
biridir. Kornea enfeksiyonuna (keratit) bakteriler, virusler,
mantarlar ve parazitler neden olmakta ve en sik bakteriyel
sonrasinda fungal etkenler gériilmektedir®. Fungal keratit-
lerin klinik ve laboratuvar tanisindaki zorluklar 6nemli bir
sorun olmaya devam etmektedir. Tedavi basarisi, gecikme-
den fungal keratit 6n tanisinin klinik olarak konmasi ve
etkenin laboratuvar izolasyonu ile yiiksek ilgilidir®.

Fungal keratit gelisimindeki risk faktorlerinden bazilari;
travma, uzun sire genis spektrumlu antibiyotik ve steroid
kullanimi, gegirilmis géz ameliyati, kontakt lens kullanimi,
oktler ylzey hastaliklari, immin yetmezlik durumlari ve
diyabet hastaligidir®.

Fungal keratit etkenleri arasinda en sik gorilenler filamen-
toz funguslardan Aspergillus ve Fusarium tirleridir,
Penicillium turleri kaynakl keratit insidansi ise oldukca
disuktar?, Literatiirde Penicillium keratiti olgulari farkli
bélgelerden bildiriimistir®®., Ulkemizden Horasanli ve ark.
19 tarafindan 1998 yilinda penicillium cinsi mantarlarin
neden oldugu kornea apsesi olgusu bildirilmistir.

Sonug olarak fungal keratit tedavisinde tanisal mikolojinin
roli buyuktir. Ayrica bu enfeksiyon etkenlerinin cins ve tlr
dizeyinde tanimlanmasi dogru antifungal tedavi uygulan-
masi agisindan oldukga 6nemlidir. Sundugumuz olguda da
klinik siiphe ve dogru mikolojik tani ile hasta basarili bir
sekilde tedavi edilmistir.

Anahtar kelimeler: Keratit, laktofenol pamuk mavisi,
Penicillium
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Girig

ilk kez Aralik 2019’da Cin’in Hubei eyaletine bagh Wuhan
sehrinden ortaya ¢ikan Yeni Koronaviris hastaligi (COVID-
19), heparan siilfat ve anjiyotensin donusttrici enzim 2
(ACE2) araciligi ile duyarli oldugu dokulara giren, siddetli
akut solunum sendromu koronaviriis 2’den (SARS-CoV-2)
kaynaklanirt*?, Risk faktorleri [yas, cinsiyet, komorbit
hastaliklar (diyabet, kanser, KOAH, kardiyovaskiler
hastaliklar) gibi] hastaligin seyrinde ¢ok 6nemlidir®>). Eglik
eden bu tir risk faktorleri, klinik tabloyu kotllestirebilecek
ko-enfeksiyonlarin ve siiperinfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasini
da kolaylagtirmaktadir. COVID-19'da en uygun tedavinin
ne oldugu ve yayllmanin nasil 6nlenecegi belirsizligini
korumakta; eklenen enfeksiyonlarin hastaligin seyrini
olumsuz etkileyebilecegi endisesi de bulunmaktadir.
Bugline kadar bir¢ok bakteri ve virls, olasi COVID-19
hastalari arasinda ko-patojen olarak rapor edilmistir. Ancak
gelisen stiperenfeksiyonlar arasinda daha nadir bildirilen
mantar etkenleri giderek artan sekilde yeni ortaya gikan bir
tehdit olarak kabul edilmektedir®57),

Altta yatan iyi tanimlanmis bagisiklik sistemini baskilayan
hastalik olmamasina ragmen viral enfeksiyon nedeniyle
akut solunum sikintisi sendromu (ARDS) olan hastalar,
invazif aspergilloz gibi ikincil firsatgi enfeksiyonlara
egilimlidir*®9), Bu nedenle COVID-19 hastalarinin takibinde
pulmoner aspergilloz gelisimi konusunda dikkatli olunmali,
erken tani igin oGzellikle solunum vyolu 6&rneklerinden
mikolojik inceleme istenmelidir®.

Bu ¢alismada 1 Agustos-10 Aralik 2020 tarihleri arasinda
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gogiis Hastaliklari
servis ve yogunbakimda COViD-19 pnémonisi nedeni ile
izlenen ve solunum yolu orneklerinde Aspergillus turleri
Ureyen hastalarin ko-enfeksiyon yoéniinden retrospektif
olarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Gogiis Hastaliklari
servis ve yogun bakim Unitesinden 1 Agustos — 10 Aralik
2020 tarihleri arasinda mikrobiyolojik inceleme igin
gonderilen ve solunum yolu 6rneklerinde mantar Gremesi
olan hastalarin klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgulari
Aspergillus enfeksiyonu agisindan retrospektif olarak

degerlendirilmis ve Tablo 1’de gosterilmistir.

Hastalarda SARS-CoV-2 tespiti RealTime-PCR (RT-PCR)
yontemiyle; Hasta-1 ve Hasta-2’de SARS-CoV-2 RT-PCR kiti
(Biospeedy, Bioeksen, Tirkiye), Hasta-3’de SARS-CoV-2
RT-PCR kiti (Diagnovital, allifesciences, Turkiye), Hasta-
4’de SARS -CoV-2 RT-PCR kiti (Coronex, Gensutek, Turkiye)
kullanilarak yapilmistir.

Hastalarin solunum yolu 6rneklerinin (DTA, Balgam, BAL)
mikolojik kiltirleri, iki adet Sabouraud dekstroa agar (SDA)
besiyerinde, 26°C ve 35°C’de 10 gilin enkiibe edilmek lzere
yapildi. Kiltirinde kiif mantari Greyenlerin makroskobik
ve mikromorfolojik 6zellikleri degerlendirilerek tir tayini
yapildi. Ayrica serumu génderilen hastalarda galaktomanan
anitjeni [PLATELIA™ ASPERGILLUS Ag (BIO-RAD, ABD)]
arandi. Besiyerlerinde treyen Aspergillus’un kolonizasyon,
kontaminasyon ya da enfeksiyon etkeni mi oldugunu
degerlendirmek igin klinik ve radyolojik bulgular da goz
ondne alindi.

Hizl ilerleyen ve mortalitesi ylksek COVID-19 pndémonisi
olanhastalardaiPA’nintanimlanmasive siniflandirilmasinda
EORTC/MSG kriterleri yerine Blot SI ve ark.“%nin énerdigi
AspICU algoritmasi kullanildi. Bu algoritmaya gore iPA’lar
“kesin IPA” ve “varsayilan IPA” seklinde siniflandiriidi®,

Bulgular

COVID-19 &n tanisiyla Gégiis hastaliklari servis ve yogun
bakim Unitesinde izlenen hastalardan gonderilen 217
solunum yolu orneginin (Balgam:100, DTA:107, BAL:4,
BASP:6) 11’'inde mantar Uremesi (Candida tiri: 6,
Aspergillus tUrt: 5) saptanmistir. Aspergillus Gremesi
saptananhastalarindérttanesi AsplCUalgoritmasidahilinde
Aspergillus koenfeksiyonu olarak, bir tanesi kolonizasyon/
kontaminasyon lehine degerlendirilmistir. Hastalara ait
degerlendirme kriterleri tabloda 6zetlenmistir.

Sonug

Viral pnomoni sonrasi ARDS gelisen hastalar, 6nceden
bagisikliklari baskilanmis olmasa bile, invazif aspergilloza
egilimli olabilirler. Radyolojik gorintilemelerdeki buzlu
cam opasiteleri ve yaygin infiltrasyon COVID-19’un yani
sira IPA’'ya da isaret eder. Bu nedenle yapilacak kapsaml
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Tablo 1. Hastalara ait degerlendirme kriterleri.

iPA hastalarinin HASTA-1 HASTA-2 HASTA-3 HASTA-4

ozellikleri

Cinsiyet Erkek Kadin Erkek Erkek

Yas 59 76 78 83

Altta yatan hastalik* Yeni tani B-ALL HT, RA Gegirilmis akciger Tip-2 DM, HT,
tiiberkiilozu KAH

HT

Kortikosteroid + + + +

tedavisi**

Varsayilan iPA

(AsplICU algoritmasi) 1,2,3 2,3 2,3 1,2,3

ile uyumlu belirti ve
semptomlar ¥**

Horowitz-Indeksi 94 mm Hg 153 mm Hg 153 mm Hg 115 mm Hg
(mmHg) ARDS Siddetli ARDS Orta siddette ARDS | Orta siddette ARDS Orta siddette
seviyesi™” ARDS
Varsayilan iPA Bilateral Bilateral Bilateral Bilateral
disindiren radyoloji infiltrasyonlarin infiltrasyonlarin infiltrasyonlarin infiltrasyonlarin
(akciger grafisi) progresyonu progresyonu progresyonu progresyonu
COVID-19 tanisi Bilateral buzlu cam | Bilateral buzlucam | Bilateral buzlu cam Bilateral buzlu
sirasinda akciger BT gorinimu gorinimi gorinimu cam gorinumi
bulgusu
Serum Aspergillus Ag
test sonucu (0.5<): Bakilmadi POZITIF (0.59) Bakilmadi Bakilmadi
Direkt mikroskobi (-) Hif (+) Hif (+) Hif (+)
Mantar kaltiiri Aspergillus niger | Aspergillus terreus | Aspergillus flavus Aspergillus
(DTA) [DTA (2 kez)] (DTA) fumigatus (DTA)
Aspergillus
fumigatus (DTA)

EORTC/MSG Kriterleri Siniflandirilamaz Siniflandirilamaz Siniflandirilamaz Siniflandirilamaz

(Konak kriteri yok) | (Konak kriteri yok) | (Konak kriteri yok) (Konak kriteri

yok)

AsplICU algoritmasi Varsayalin iPA Varsayalin IPA Varsayalin iPA Varsayalin IPA
COVID-19 PCR kiti ve Biospeedy ve Biospeedy ve Diagnovital ve Coronex ve 24,18
sonug Ct'si 16,20 25,09 20.39
Antiviral tedavi Favipiravir Favipiravir Favipiravir Favipiravir
Antifungal tedavi Anidulafungin Vorikonazol Vorikonazol Flukonazol

(idrarda Gireyen
Candida albicans
icin)

Sonug Oldi Taburcu Oldi Olda

*: HT: Hipertansiyon, RA: Romatoid artrit, DM: Diyabetes mellitus, KAH: Koroner arter hastaligi

**: Hasta 1 ek olarak kemoterapi aliyor, 4 hasta da prednizon [> 20 mg / giin ve esdederi] tedavisi aldi

***: Varsayilan IPA (AspICU algoritmasi) ile uyumlu belirti ve semptomlar:

Direncli ates: 1, Dispne sikayetinde artis: 2, Uygun antibiyotik tedavisine ragmen solunum yetmezliginde progresyon: 3.
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mikrobiyolojik degerlendirme iPA tanisinin atlanmamasi
icin 6nemlidir. Ayrica EORTC/MSG’nin konakgi ve risk
faktori kriterlerinin kati olmasi COVID-19 hastalarinda IPA
tanisini kagirma riskini artirmaktadir. Bu nedenle AspICU
algoritmasiyla hasta spektrumunu genisletmek erken
tedavi agisindan fayda saglayacaktir®.

Bu ¢alismada degerlendirilen bes hastanin ko-enfeksiyon
kabul edilen dért tanesinde COVID-19 pnémonisinin
Aspergillus  ko-enfeksiyonu riskini arttirdigi ve IPA’li
hastalarda o6limi daha da hizlandirdigl gozlemlendi.
Hasta orneklerinin direkt bakisinda hif gortlmesi, ardisik
kiltirlerde kif mantarinin Gremesinin yaninda, solunum
yolu 6rneklerinde (BAL, DTA) Aspergillus PCR ve Aspergillus
serum antijen testi yapilmasi, erken tani ve tedavi igin gok
dnemli basamaklardir®. Bu calismada, Aspergillus cinsi kiif
mantari bes hastanin ikisinde ardigik 6rneklerde tGremistir.
Ug tanesinin direkt bakisinda hif gériilmiis, yalnizca bir
tanesine galaktomannan antijeni bakilabilmistir. Elde edilen
verilerle AsplICU algoritmasina gore dort hasta Varsayilan
IPA olarak degerlendirilirken, bir hastanin bulgularinin
kolonizasyon ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Tablo 1).

Sonug¢ olarak COVID-19 enfeksiyonlarinda, progresyon
durumunda etken olarak mantarlar da mutlaka akla
gelmelidir. Bu tiir hastalarda zamaninda yapilacak mikolojik
degerlendirme hayati dnem arzetmektedir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, SARS -CoV -2, invazif
pulmoner aspergilloz, Galaktomannan antijen testi
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Girig

Alerjik astim, hava yollarinin IgE aracili kronik inflamatuvar
hastaligidir. IgE aracili diger “atopik” hastaliklar atopik der-
matit, alerjik rinit ve gida alerjisidir. Bu hastaliklar tipik ola-
rak erken gocukluk déneminde ortaya ¢ikmakta ve birgok
insanda 6mur boyu devam etmektedir. Astim yiiksek pre-
valansi ve yol agtigl mortalite nedeniyle en sorunlu atopik
bozukluktur4,

Astimin altinda yatan neden, genetik ve cevresel faktorlerin
karmasik bir sonucudur. insan genetiginin astim patogene-
zine katkida bulundugu agiktir, ancak astim prevelansindaki
hizli yikselme, degisen cevresel faktorlerin de gelismekte
olan insan bagisikhk sistemini bu asiri duyarlilik hastalikla-
rina dogru yonlendirdigini gostermektedir®®. Cokga calis-
mada, kirsal bolgelerde yetisen ¢ocuklarda astim gelisme
olasiliginin azaldigi, daha yiksek seviyelerde gevreye 6zgli
endotoksinlere yagsamin erken doneminde maruz kalma-
nin, dogal bagisikligin aktivasyonunda ve inflamatuar tep-
kileri bastirma kabiliyetinde 6nemli bir rol oynadig disu-
nllmustir. Ayrica sezaryen dogum ile gocukluk ¢agi astimi
arasinda bir iliski oldugu, tersine emzirme ve solunum sag-
lig1 arasinda yararli bir iliski oldugu ileri stirtilmstur®. Hava
yolu mikrobiyotasi ile astim arasinda nedensel bir iligki olup
olmadigini belirlemek igin bircok ¢alismada, Ust solunum
yolu mikrobiyotasi belirlenmeye calisiimistir®9,

Nazal mikrobiyom disbiyozu ve alerjik rinit gelisiminin ilis-
kisi hakkinda arastirmalar sinirli olmasina ragmen, nazal
mikrobiyomun, lokalize immin yanitlarin modilasyonun-
da, patofizyolojide ve alerjik rinit gelisiminde 6nemli bir rol
oynadigi bildirilmistir®,

Bu calismada saghkh, astimh ve alerjik rinitli ¢ocuklarin
nazofaringeal bakteriyel mikrobiyotasinin karsilastiriimasi,
astim ve alerjik rinitli hastalarinda olasi mikrobiyal disbiyo-
zisin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Hastalar ve kontrol grubu: Calismaya Celal Bayar Universi-
tesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Alerji ve Astim poliklinigi-
ne basvuran olgular alindi. Mikrobiyom analizi igin kontrol
grubu olarak herhangi bir kronik ve atopik hastaligi olma-
yan allerjen deri prick testi negatif olan ve son 3 ay iginde

antibiyotik, sistemik ya da inhale steroid almayan 5 olgu,
hasta grubu olarak ARIA®? kriterlerine gére alerjik rinokon-
juktivit tanisi konmus allerjen deri prick testi pozitif 5 olgu
ile GINA®3 tani kriterlerine gére astim tanisi konmus aller-
jen deri prick tesi pozitif olan 5 olgu dahil edildi.

Nazofaringeal érneklerin alinmasi: Olgulara bas-geri tekni-
gi kullanilarak nazal lavaj yapildi. Ornekler steril test tiipii-
ne aktarildi. Ornekler daha sonraki analizler icin -80°C’de
saklandi.

Yeni nesil dizileme galismalan

Yeni nesil dizileme galismalari kitin Ureticisinin tanimladi-
g1 sekilde yapildi®¥. Nazofaringeal strinti érneklerinden
“PureLink Microbiome DNA Purification Kit” kullanilarak
DNA izolasyonu yapildi. Orneklerden izole edilen DNAlarin
miktar tayinleri yapildi ve DNA'lar dizileme yapilana kadar
-20°C’de saklandi. lon 165™ Metagenomics Kit kullanilarak
orneklerden elde edilen DNA’larin 16S degisken bolgeleri
amplifiye edildi. Amplifiye edilen Urinler temizlendikten
sonra lon 16S™ Metagenomics Kit ile kiitiphane hazirlan-
di. lon Universal Library Quantitation Kit kullanilarak kittip-
haneler kantite edildi. lon ChefTM Instrument kullanilarak
kalip hazirlandi ve lon S5 system dizileme islemi gergekles-
tirildi. Dizileme sonuglar https://www.thermofisher.com/
account-center/cloud-signin-identifierhtml  adresindeki
OTU’ler incelenerek degerlendirildi.

istatistiksel analiz: istatiksel analizler igin IBM SPSS Statistics
24.0 programi kullanildi.

Bulgular

Calismaya alinan hastalar: GCalismaya medyan yasi 12 (7-17
yas) olan, yedisi erkek, sekizi kiz gocugu olmak tzere toplam
15o0lgu alinmistir. Calismaya alinan olgular alerjik astim, aler-
jik rinit ve saglikli kontrol grubu olmak Utzere beserli Gig gruba
ayrilmistir. Calismaya alinan olgularin demografik bilgileri, do-
gum sekilleri, anne sitl alma siireleri ve mikrobiotayi etkile-
yebilecek diger 6zellikleri Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Calismaya alinan olgularin 16S metagenomiks sonuglari:
Caligmaya alinan olgularin nazofaringeal siriintli 6rnekle-
rinden Ust solunum yolu mikrobiyotasi ve mikrobiyotada
yer alan mikroorganizma tipleri ve goreceli bolluklari be-
lirlenmistir. Astim hastalarinda lst solunum yolu mikrobi-
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Tablo 1. Calismaya alinan hastalarin demografik bilgileri ve mikrobiotayi etkileyebilecek
diger ozellikler.

Sik
Cinsiye | Dogum | Anne Evde Evcil | Yasam | antibiyotik
Hastalar | Yas t sekli siitli | sigara | hayvan yeri kullanimi

KONT1 17 E Normal | 24 ay Evet Yok Merkez Yok
K Sezarye

KONT2 12 n 16 ay Hayir Var Koy Yok

KONT3 10 K Normal 9ay Hayir Yok Merkez Yok

KONT4 8 Normal | 14 ay Hayir Yok Merkez Yok
E Sezarye

KONT5 7 n 6 ay Hayir Yok Merkez Yok

ASTIM1 12 K Normal | 24 ay Evet Yok Merkez Yok

ASTIM2 10 K Normal | 14 ay Hayir Yok Merkez Yok

ASTIM3 14 E Normal | 18 ay Evet Yok Merkez Yok
K Sezarye

ASTIM4 12 n 24 ay Evet Var Merkez Yok
E Sezarye

ASTIM5 10 n 18 ay Hayir Yok Merkez Yok

AR1 14 Normal 6 ay Evet Yok Merkez Yok

AR2 13 E Normal | 24 ay Evet Yok Merkez Yok
Sezarye

AR3 14 n 18 ay Hayir Yok Merkez Yok
E Sezarye

AR4 10 n 25 ay Hayir Yok Merkez Yok

AR5 12 K Normal 2 ay Hayir Yok Merkez Yok

Tablo 2. Caligmada incelenen olgu gruplarinda saptanan yaygin nazofaringeal bakterilerin

goreceli bollugu.

Taksa Astim (N=5) Alerjik rinit (N=5) | Kontrol (N=5) P
Proteobacteria %21.6 (1-53) %49 (1-81) %57 (8-93) >0.05
«  Haemophilus %12.4 (0-30) %23.8 (0-61) %12.2 (0-61) | >0.05
«  Moraxella %2.6 (0-7) %11.8 (0-32) %22.2 (0-80) | >0.05
Firmicutes %51.2 (30-81) %25.6 (8—60) %29.4 (4-78) | >0.05
«  Staphylococcus %13.6 (0-48) %3.6 (0-11) %1.8 (0-7) >0.05
«  Streptococcus %10 (0-31) %6 (0-15) %1.4 (0-5) >0.05
) %26.2 (5-49) %14 (0-55) %22 (0-54) >0.05
* Dolosigranulum
Actinobacteria %26.8 (6-56) %24.2 (3—-44) %11 (2—-38) >0.05
« Corynebacterium %26 (5-55) %20 (3-43) %39.2 (0-38) >0.05
Bacteroidetes %0 (0-0) %0.6 (0-3) %0.6 (0-2) >0.05
Diger filumlar %0.4 (0-1) %0.6 (0-1) %2 (0-10) >0.05
Ornek basina dizileme 210928 206521 236766 >0.05
Shannon averaj 2.02 2.1 1.62 >0.05

yotasinda en baskin filumun Firmicutes (%51.2) oldugu,
bunu Actinobacteria (%26.8) ve Proteobacteria (%21.5)'nin
izledigi saptanmistir. Kontrol grubunda ve alerjik rinit gru-
bunda ise sirasiyla %57 ve %49 ile en baskin filum Proteo-
bacteria olarak belirlenmistir. Kontrol grubuyla karsilastiril-
diginda astim hastalarinda Moraxella cinsinin oranin azal-
dig1, Staphylococcus, Streptococcus ve Corynebacterium
cinsinin oranin arthigl saptanmistir. Ayrica kontrol grubun-
da mikrobiyotanin %90.8'inin alti baskin cins olustururken,
bu oranin alerjik rinit grubunda %79.2, kontrol grubunda
ise %68.8 oldugu saptanmistir.

On iki aydan daha uzun siireyle anne sitl alan ¢ocuklar-
da Ust solunum yolu mikrobiyotasinda Dolosigranulum’un
goreceli orani %27, Corynebacterium’un %24 olarak belir-
lenirken anne sitini 12 aydan az siireyle alan ¢ocuklarda
Dolosigranulum’un goéreceli orani %4 Corynebacterium’un
ise %3 olarak saptanmistir. Ayrica normal dogum ile do-
gan cocuklarda Dolosigranulum’un goreceli orani %27,
Corynebacterium’un %21 olarak belirlenirken sezaryen ile
dogan ¢ocuklarda Dolosigranulum’un goreceli orani %11
Corynebacterium’un ise %14 olarak saptanmistir. Calis-
maya alinan olgularin st solunum yolu mikrobiyotasi ve
mikrobiyotada yer alan mikroorganizma tipleri ve goreceli
bolluklari Tablo 2 ve Sekil 1’de 6zetlenmistir.
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Sekil 1. Calismada incelenen olgu gruplarinda saptanan yaygin nazofaringeal
bakterilerin cins diizeyinde goéreceli bollugu.

Sonug

Hava yolu mikrobiyotasi ile astim arasinda nedensel bir ilis-
ki olup olmadigi bilinmemektedir®. Teo SM ve ark."> erken
cocukluktan geg ergenlige kadar olan donemde Moraxella,
Streptococcus, Corynebacterium, Staphylococcus, Haemophilus
ve Alloiococcus’dan olusan alti baskin cinsin Ust hava yolu
mikrobiyotasini olusturdugunu belirlerken, Lappan R ve
ark.®® saglikli cocuklarda nazofaringeal 6rneklerde baskin
cinsleri sirasityla Moraxella, Dolosigranulum, Haemophilus,
Corynebacterium, Streptococcus ve Staphylococcus olarak
bulmustur. Bizim galismamizda saglikli kontrol grubunda
Ust hava yolu mikrobiyotasinda en baskin cinsin
Dolosigranulum oldugu bunu sirasiyla Moraxella,
Haemophilus, Corynebacterium, Staphylococcus ve Strep-
tococcus cinslerinin izledigi saptanmistir.

Teo SM ve ark.* saglikli cocuklarda Ust hava yolu mikro-
biyotasini olusturan filumlarin Proteobacteria (%48), Fir-
micutes (%38), Actinobacteria (%13), Bacteroidetes (%1)
oldugunu saptamistir. Benzer sekilde bizim galismamizda
da saglikli kontrol grubunda st hava yolu mikrobiyotasini
olusturan en baskin filumun Proteobacteria (%57) oldugu,
bunu Firmicutes (%29), Actinobacteria (%11) ve Bacteroidetes
(%1)'in izledigi saptanmustir.

Birgok ¢alismada dogum seklinin solunum mikrobiyota-
sinin gelisimini ve solunum saghgini etkileyebilecegi 6ne
stralmustur®”), Sezaryen ile dogan yenidoganlarda, na-
zofaringeal mikrobiyota dengesizliginin yani sira hisiltil
solunum veya astim yoklugu ile iliskili bakteri olan
Corynebacterium ve Dolosigranulum ile kolonizasyonun
azaldigl, 3 aydan daha uzun slire emzirmenin uzun siire-
li artmis Dolosigranulum ve Corynebacterium miktari ile
iliskili oldugu ve boylece gelisen hava yolunda daha fazla
mikrobiyota stabilitesi sagladigi belirtilmistir®*”)., Calisma-
mizda normal dogan ve 12 ay lizerinde emzirilen 7-17 yas
cocuklarda hava yolu mikrobiyotasinda Dolosigranulum ve
Corynebacterium miktarinin daha yiiksek oldugu belirlen-
mis ancak solunum sagligi ile arasinda bir iliski saptanma-
mistir.

Bu galisma astim ve alerjik rinitli cocuklarda nazofaringeal
mikrobiyotanin arastirildigi Glkemizde yapilan ilk ¢alisma

olmustur. Gruplardaki olgu sayinin az olusu ¢alismanin en
onemli kisithhgr olmustur. Calismamizda elde edilen sonug-
lar diger ¢calismalardan elde edilen bulgularla kismen uyum
gostermekte kismen de gelismektedir. Ayrica, yapilan diger
calismalarin sonuglari arasinda da tam bir uyum goérilme-
mektedir. Bu bulgular isiginda astim ve saglikli mikrobiyota-
yI ayirabilecek kesin bir profil olmadigi, astim hastaliginda
kompozisyonu degisen mikrobiyotanin tek sorumlu olma-
dig1 sonucuna varilmistir.

Sonug olarak nazofarinks mikrobiyotasinin astim patofiz-
yolojisini nasil etkiledigini belirlemek ve astim hastalarinda
nazal disbiyozisi hedef alan kisiye 6zel tedavi segenekleri
gelistirmek icin, olgularin imminogenetik 6zelliklerinin
ve epitel yanitlarinin incelendigi, ¢evre ve mikrobiyota
arasindaki kompleks etkilesimleri dikkate alan, 16S meta-
genomiksin 6tesinde transkriptomiks ve metabolomiks in-
celemelerin de yapilacagi, genis gruplarla yirutilecek iyi
planlanmis boylamsal galismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Astim, alerjik rinit, nazofaringeal mik-
robiyota, yeni nesil dizileme
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Giris

Colyak hastaligi (CH), genetik yatkinhgi olan bireylerde
glutene karsi kronik duyarlilik ile kendini gosteren, prok-
simal ince barsagin immin aracih kronik inflamatuvar
hastaligidir™?., CH kesin tanisi yetiskinlerde serolojik ve ge-
netik belirteclerle birlikte, ince bagirsak biyopsisi ile konur.
CH tanisinda kullanilan serolojik testler; anti-deamide gli-
adin peptid antikoru (anti-DGP), anti-endomisyum antikor
(EMA) ve anti-doku transglutaminaz (anti-tTG) antikorlari-
dir. Serolojik testler, glutensiz beslenmeye uyumu izlemede
ve GH agisindan risk altinda olan bireylerin taranmasinda
kullanihr®),

Probiyotikler, yeterli miktarlarda kullanildiginda saghga fay-
dali etkileri olan canli mikroorganizmalardir®). Probiyotikle-
rin, hiicreler arasi bariyer fonksiyonunu onararak, gliadinin
hidrolozini indukleyerek, antiinflamatuvar etki gostererek
ve irritabl barsak sendromu (iBS) semptomlarini azalta-
rak CH iyilesmesine katki sagladigi bazi klinik ¢alismalarda
gosterilmistir®?. Bu calismada CH tanisi almis GD ile besle-
nen hastalarda Ug ay dizenli Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus ve Lactobacillus acidophilus probi-
yotik bakterilerini iceren yogurt tiiketiminin ¢o6lyak hasta-
liginin serolojik parametrelerine, biyokimyasal degerlerine
ve klinik bulgularina etkisini degerlendirmeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

Bu ¢alismada, 1 Aralik 2018-31 Agustos 2019 tarihleri ara-
sinda SBU Ankara Egitim Arastirma Hastanesi (AEAH) Eris-
kin Gastroenteroloji Poliklinigi’ne basvuran anti-tTG IgA
degeri pozitif olan ¢6lyak hastalari degerlendirmeye alindi.
Calisma prospektif olarak yapildi. Bu ¢alismaya 18-72 yas
arasi 50 hasta alindi. Hastalar iki gruba ayrildi. Birinci gruba
sadece glutensiz diyet tavsiye edildi. ikinci gruba glutensiz
diyetin yaninda kendi Grettigimiz probiyotikli yogurtlardan
maya olarak kullanilmak Gzere verildi. Dizenli olarak bu
yogurt mayasini ¢ogaltarak yogurt yapip her giin 200 mL
yogurt tiiketmesi onerildi. Hasta gruplarinin yas ve cinsi-
yetleri kaydedildi. Baslangi¢ ve 3.ay hemoglobin (Hb), ALT,
AST, ALP, albumin, kalsiyum, demir, ferritin, B12 vitamini,
folat, D vitamini, anti-tTG, anti-DGP ve EMA degerleri ile
klinik semptomlari (ishal, kabizlk, karin agris, siskinlik, ref-
1) degerlendirildi.

Probiyotik Yogurt Secgimi: 200 graminda ortalama toplam
4x10 Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ve Lactobacillus acidophilus probiyotik
bakterilerini iceren probiyotikli yogurt kullanildi. Probiyo-

tikli yogurt tiretmek igin BUYUYO Probiyotik Yogurt Mayasi
(Danem St ve Siit Uriinleri Ltd. Sti, Siileyman Demirel Uni-
versitesi Teknokent Binasi, Isparta, Turkiye) temin edildi.
Bu maya ile yapilan yogurt, maya olarak kullanilmak tzere
hastalara hazir bir sekilde verildi ve hastalar yogurtlarini
evde bu yogurdu ureterek kendileri yaptilar.

Serolojik Testlerin Calisilmasi: Anti-tTG IgA ve anti-DGP IgA
antikorlarini belirlemeye yonelik, enzim immunoassay esa-
sina dayanan Delta Biologicals (italya) ticari kitleri kullani-
larak Mago Touch (italya) marka agik sistem EIA cihazinda
otomatize olarak galisildi. Anti-endomisyum IgA antikoru
IIF yontemiyle cahsildi. Substrat olarak primat karaciger
hicresi kullanildi. IF sprinter cihazinda IIFT: Liver (monkey)
IgA kiti (Almanya) kullanilarak otomatize olarak gahsild.

Biyokimyasal Testlerin Calisiimasi: Hastalarin baslangi¢ ve
3.ay ALT, AST, ALP, albumin, kalsiyum, demir, ferritin, B12
vitamini, folat, D vitamin, TSH, hemoglobin ve trombosit
degerleri kaydedildi. Hemoglobin ve trombosit degerle-
ri Sysmex XN-2000 cihaziyla sprektrometrik olarak analiz
edildi. ALT, AST, ALP, albumin, kalsiyum ve demir degerleri
Roche/Hitachi Cobas sisteminde kullanilan Cobas 8000 mo-
duliinde (Roche Laboatory Systems, Almanya) sirasiyla ALT,
AST, ALP2, ALB2, CA2, IRON2 kitleri ile analiz edildi. TSH,
ferritin, B12 vitamini, D vitamini ve folat degerleri Roche/
Hitachi Cobas sisteminde kullanilan Cobas 6000 moduliin-
de (Roche Laboratory Systems, Almanya) sirasiyla Elecsys
TSH, Elecsys Ferritin, Elecsys Vitamin B12 Il, Elecsys Vita-
min D total Il ve Elecsys Folate Il kitleri (Roche Laboratory
Systems, Almanya) ile analiz edildi.

istatistiksel Degerlendirme: Calismadan elde edilen veri-
ler SPSS for Windows 22.0 (Statistical Package for Social
Sciences Inc, Chicago, IL, ABD) programi ile analiz edildi. is-
tatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli kabul edildi. Strekli
degiskenler ortalama + standart sapma ve kategorik degis-
kenler sayi ve ylizde olarak verildi. Bagimsiz grup farklilik-
larin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi.
Takip verilerinin gruplar arasindaki degisimi ANOVA testiile
belirlendi.

Bulgular

Orneklerin Toplanmasi: Aralik 2018-Agustos 2019 tarih-
leri arasinda Eriskin Gastroenteroloji Poliklinigi'ne bas-
vuran 50 ¢Olyak hastasi arastirmaya alindi. Probiyotik
yogurt+glutensiz diyet (GD) grubu ve Glutensiz diyet (GD)
grubundaki hastalara ait demografik veriler Tablo 1’de g6-
rilmektedir.
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Tablo 1. Galisma gruplarinin demografik 6zellikleri (Ankara, 2019).

Probiyotik yogurt + GD grubu
GD grubu (n=25) (n=25)

(<0,05)
Ortalama = SD Ortalama * SD

Kadin 18 18
Cinsiyet 1,000

Erkek 7 7
Yas 37,6+12,6 34.5£12 0.382
Boy 164,2+9,4 165.5+7.8 0.582
Kilo 64,4£10,5 62.8£12.2 0.622
BKi 23,843,3 22.944.5 0.425

GD: Glutensiz diyet

Serolojik Bulgular: Probiyotik yogurt+GD ve GD grubunun
0. ay ve 3. ay anti-tTg IgA, anti-DGP IgA ve EMA degerleri
Tablo 2'de gorilmektedir. Her iki grupta da t¢ ayin sonunda
¢olyak belirteglerinde istatistiksel olarak anlamh dizeyde
dlsls saptandi (p<0.001). Her iki gruptaki ¢olyak belirtegle-
rinin 0. ay-3. ay degisimi karsilastirildiginda EMA degerinde
probiyotik yogurt+GD grubunda, GD grubuna gore istatis-
tiksel olarak anlamli diizeyde disus saptanirken (p=0.025),
anti-tTG IgA ve anti-DGP IgA degerlerinde iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0.05).

Biyokimyasal Bulgular: Probiyotik yogurt+GD ve Glutensiz
diyet (GD) grubunda 0.ay-3.ay folat, B12 vitamini, D vitami-
ni, ferritin ve demir degerleri belirgin olarak artmasina rag-
men her iki grup arasindaki degisim farki istatistiksel olarak
anlaml degildi (p>0.05).

Klinik Bulgular: Probiyotik yogurt+GD ve GD grubundaki 0.
ay ve 3. ay gastrointestinal semptomlarin (ishal, kabizlik,
karin agrisi, siskinlik, reflti) gorilme sikligi azaldi. Her iki
grup arasinda karin agrisi semptomunda istatistiksel olarak
anlaml azalma saptandi.

Sonug

Fermente gidalarin metabolizma Uzerindeki faydal etkileri
ilk defa 20. ylzyilin baslarinda, Rus bilim adami Elie Metc-
hnikoff tarafindan arastiriimis, Bulgar koylilerinin dizenli
olarak fermente sut Urtnleri tukettikleri igin daha saghkh
ve uzun 6émurla olduklarini tespit edilmistir®. Saghkl bir
yasam ile fermente gidalar arasindaki bu iliski bugiin de ge-
cerliligini korumakta olup, fermente Urinler Uzerine yapi-
lan galigmalar son yillarda hiz kazanmistir. Bu galismada S.
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
ve L. acidophilus probiyotik bakterilerini iceren yogurdu g
ay boyunca diizenli tiketmenin ¢olyak hastalarinin ¢olyak
belirteglerine, biyokimyasal degerlerine ve klinik semp-
tomlarina olan etkisini degerlendirdik.

Sugai E. ve ark.nin® yaptig bir calismada, ¢olyak hastala-
rinin GD sonrasi antikor degisimleri incelenmistir. Ug ay
GD sonrasi anti-tTG IgA %62 ve anti-DGP IgA %56 oranin-
da azalmistir. Bir yillik GD sonrasi da, anti-tTG IgA %73 ve
anti-DGP IgA %77 oraninda azalmistir. Bizim ¢alismamizda
probiyotik yogurt+GD grubunda 0.-3. ay karsilastirmasinda
anti-tTG IgA %75, anti-DGP IgA %52 ve EMA %53 oranin-
da azaldi. GD grubunda ise li¢ aylik GD sonrasi anti-tTG IgA
%63, anti-DGP IgA %52 ve EMA %33 oraninda azaldi. Calis-

Tablo 2. Probiyotik yogurt+Glutensiz diyet (GD) ve Glutensiz diyet
grubunun ¢élyak belirteglerinin degisimleri (Ankara, 2019)

Probiyotik yogurt + GD
grubu (n=25)
Ortalama + SD

GD grubu (n=25)
Ortalama + SD p (<0.05)

0. ay 3.ay 0.ay 3.ay

Anti-tTG IgA | 207.7488.7 | 48.1+34.6 | 245.5+101.8 | 83.8468.2 0.839

Anti-DGP IgA | 140.7489.0 | 57.9+48.2 | 146.4+84.5 | 66.0+49.0 0.854

EMA 3.4£0.9 1.7£1.0 3.610.6 25411 0.025

mamiz yukaridaki ¢alismalarla uyumlu bulunmustur. GD’e
baglilik; probiyotik bakteri takviyesi olsun veya olmasin ¢ol-
yak parametrelerinde anlamli diisiise neden oldu.

Colyak hastaliginda vitamin ve minerallerin emiliminin
bozulmasina bagli malabsorpsiyon semptomlari sik goril-
mektedir. Deora ve ark.nin® yaptgi bir calismada ¢élyak
hastalarinda GD sonrasi vitamin degerlerinde artis gorul-
mektedir. Bunun yaninda, probiyotik takviyesinin de demir,
B12 vitamini ve folat miktarlarini arttirdigi gosterilmistir®?.
Bizim ¢alismamizda probiyotik yogurt+GD grubunda ug
ayin sonunda D vitamini ve ferritin degerlerinde anlaml
artis saptandi. Folat, B12 vitamini ve demir degerlerinde
de artis olmasina ragmen 0.ay-3.ay arasindaki fark anlamli
bulunmadi. GD grubunda g ayin sonunda D vitamini, folat
ve demir degerlerinde anlamli artis saptandi. B12 vitamini
ve ferritin degerlerinde de artis olmasina ragmen 0.ay-3.
ay arasindaki fark anlamli bulunmadi. Her iki grubun D vi-
tamini, folat, B12 vitamini, ferritin ve demir diizeylerinin
lg ayhk degisimi karsilastirildiginda aralarinda anlaml fark
bulunmadi.

Gastrointestinal sistem disbiyozisi, GD ile beslenen ¢6lyak
hastalarinda da gorilmustlr. Disbiyozisin bu hastalardaki
persistan gastrointestinal semptomlarla iliskisi oldugu di-
sunilerek probiyotik tedavisinin yararli olacagina dair ¢a-
hsmalar yapilmistir®?. Francavilla ve ark.nin® yaptigi bir
¢alismada, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve Bifidobacterium
brevis probiyotik karisiminin kalici iBS semptomlari olan
GD uyumlu ¢élyak hastalarinin iBS semptomlarina etkisi
arastirilmistir. Al hafta sonunda probiyotik grubundaki
semptomlarin plaseboya gore anlamli dlizeyde azaldigi goz-
lenmistir. Bizim ¢alismamizda hem probiyotik yogurt+GD
grubunda hem de GD grubunda Ug¢ ay sonrasi semptomlar-
da anlamli azalma gorildi. Bu durum ¢olyak hastalarinin
semptomlarinin tedavisinde GD’nin 6nemli roli oldugunu
dogrulamaktadir®. Her iki grup karsilastirildiginda karin
agrisi semptomunda probiyotik yogurt+GD grubunda, GD
grubuna gore anlamli azalma saptandi. ishal, kabizlik, sis-
kinlik ve refli semptomlarindaki azalmanin iki grup arasin-
daki farki anlamli diizeyde degildi.

Sonug olarak; ¢olyak hastalarinda hem GD ile beslenme
hem de probiyotik yogurt ve GD ile beslenme ¢olyak belir-
teglerini diisirmede etkili bulunmustur. Probiyotik yogurt
ve GD ile beslenme sadece GD ile beslenmeyle karsilagti-
rildiginda EMA dizeylerinin azalmasina istatistiksel olarak
anlamh katki sagladigi bulunmusken, anti-tTG IgA ve anti-
DGP IgA duzeylerindeki degisim yogurt kullanan grupta
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daha disiuk seviyede saptanmasina ragnem anlamhi bu-
lunmamistir. Célyak hastalarinda GD ile beslenmenin folat,
D vitamini ve demir degerlerini arttirdigi; probiyotik yogurt
ve GD ile beslenmenin ise ferritin ve D vitamini degerlerini
artbirdigi bulunmustur. Coélyak hastalarinda hem GD ile bes-
lenmenin hem de probiyotik yogurt ve GD ile beslenmenin
iBS tipi semptomlari azalttgl bulunmustur. Probiyotik yo-
gurt ve GD ile beslenme sadece GD ile beslenmeyle kar-
silastirildiginda ¢élyak hastalarindaki iBS semptomlarindan
karin agrisinin azalmasina istatistiksel olarak anlamli katki
sagladigl bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Colyak, probiyotikler, mikrobiyata, se-
rolojik belirteg
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Giris

insan mikrobiyotasi, konakginin belirli yiizeylerinde (bar-
sak, deri, agiz vb.) konumlanmistir ve 10%*ile 10 kadar
mikroorganizmaya ev sahipligi yapmaktadir. Barsak mikro-
biyotasi drettikleri kisa zincirli yag asitleri (KZYA)'lar ile
insan fizyolojisinde, barsak mukozal bariyerinin yapisal
bltunligint koruyarak patojenlerin kolonizasyonunu
engellemek, barsak-beyin ekseni iletisimine katiimak, bagi-
siklik sistemini hazirlamak ve besin sindirimine katkida
bulunmak gibi rollere sahiptir®). Saghkli insan barsak flora-
sina genelde Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Fusobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia filumlari
hakimdir. ilk iki filum, barsak mikrobiyotasinin yaklasik
%90"1n1 olusturur. Clostridium, Lactobacillus ve Enterococcus
Firmicutes sinifindayken, Bacteroides ve Prevotella ise
Bacteroidetes sinifinda yer alir. Bifidobacterium ise
Aktinobacteria sinifindadir®. Lactobacillus, Escherichia,
Streptococcus ve Ruminococcus mikrobiyotadaki diger bas-
kin enterotiplerdir®. Hematopoietik Kék Hicre
Transplantasyonu (HSCT), malign hematolojik hastaliklar
veya malign olmayan konjenital ve edinilmis hastaliklar
dahil olmak Uzere birgok durum igin en iyi bilinen tedavi
yéntemidir (Gratwohl ve ark., 2013)¥. Akut Graft Versus
Host Hastaligi (aGvHH), allojenik hematopoetik kok hiicre
nakli (Allo-HKHN) sonrasi ortaya cikabilecek en 6onemli
komplikasyonlardan biridir. En siddetli ve yasami tehdit
eden vakalarda, cilt, bagirsak ve karaciger tutulumu Ggli-
siine gastrointestinal (GlI) GvHH hakimdir®). Allo-HKHN
sirasinda mikroorganizma cesitliligi azalir ve barsagin
mikrobiyal bilesiminde 6nemli degisiklikler gozlemlenebi-
lir, bu da hazirhk rejimlerinin veya transplantasyonun
barsak disbiyozuna neden oldugunu gosterir®”#. KHN
hastalarinda gorulen barsak gesitliliginin kaybi, genellikle
diyet liflerinden KZYA Urettigi bilinen Clostridia turlerinin
kaybi ile iliskilidir®. Akut GvHH gelisimi, HLA uyumlu kar-
des dondrlere kiyasla HLA 6zdes olmayan veya akraba
olmayan dondrlerden yapilan KHN’lerinde daha sik gor-
lir ve daha siddetlidir®®. Bagirsak mikrobiyotasinin
GvHH'yi etkiledigine dair ilk ipucu 1970’lerin baslarina
dayanir. Kemirgen modellerinde yapilan galismada, mik-
robiyota modilasyonuyla GvHH’'nin azaldigini ve antibi-
yotikle tedavi edilen veya allo-HKHN uygulanan farelerde

sagkalimin  uzadigini  go6sterilmistir®>!2,  Baskin
Enterococcus poplilasyonu, ciddi akut GvHH ile 6nemli
olglde iliskilidir. Ayrica, transplantasyonu takiben, MHC-
uyumsuz murin modelinde Enterococcus faecalis’in oral
uygulamasi sonucu aGvHH'yi siddetlendirerek akut GvHH
patogenezinde Enterococcus spp. varliginin onemli bir
rolioldugunuisaret etmektedir®. HLA (Human Leukocyte
Antigen) genleri, MHC (Major Histocompatibility Complex)
gen kompleksi igcinde yer almaktadir. Bu kompleks 6. kro-
mozomun kisa kolu tizerinde (6p21.31) lokalize olup, 3.78
Mb buyukliginde bir alani kapsamaktadir. Gen agisindan
olduk¢a zengin olan bu bolgede 240’dan fazla lokus
tanimlanmistir. HLA gen lokusu, kodlanan proteinlerin
ozellikleri, dokulardaki dagihimi ve fonksiyonuna gore
sinif 1, sinif 11 ve sinif 11l olarak bélimlere ayrilmigtir®,
Konakginin bagisiklik sistemi bir ekosistem yoneticisi gibi
calisir ve mikrobiyal bilesimin gesitliligini kontrol etmede
kritik bir rol oynar. HLA genleri de dahil olmak lzere
konagin immiin sistemi ile iliskili genetik faktorleri, bar-
sak mikrobiyal kompozisyonu Uzerinde glglu bir etkiye
sahiptir. HLA allelleri, genom iliskili calismalarda belirle-
nen diger genetik faktérlerden daha fazla hastalik riski
(Colyak, Behget, Uveit gibi) tasir®®. MHC genlerinin evrim
streciyle ilgili hipotezler, patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin MHC’ler ile iliskili oldugu yonindedir.
Bununla birlikte, viicuttaki bazi organizmalar, yasamlari
boyunca konakgilarina temel metabolik hizmetler
saglayan*® ve enfeksiyona karsi direnci artiran canhlar
olarak var olmaktadirlar”. MHC’lerde heterozigot avan-
taji ise, MHC heterozigotlarinin MHC homozigotlarindan
daha etkili bir bagisiklik tepkisine sahip oldugu ve sonug
olarak enfeksiyona karsi direncin arttigi argimanina daya-
nan patojen merkezli bir MHC evrim modelidir®®. Hayvan
modellerinde yapilan deneysel galismalarda, MHC poli-
morfizmi ve mikrobiyota bilesimi arasinda bir iliski oldu-
gunu gostermistir. ilk calismalarda, KZYA profilleri karsi-
lastirlmisti. MHC’leri farkh konjenik murinlerin digki
bakteri florasinin bilesiminde farkliliklar géralmugtir®.
Klasik olmayan MHC Sinif Ib (MHClb) molekillerinin, T
hicrelerine eslestirilmis antijenleri sunmak igin islev
gorebildigine ve dolayisiyla konakgi ile mikrobiyotasi ara-
sindaki etkilesimde dogrudan araci olduklarina dair dog-
rudan kanit saglar®®,
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Gereg ve Yontem

Arastirmaya Anadolu Saglhk Merkezi, Onkolojik Hematolo-
ji Poliklinigi’nde kan hastaliklarindan en az birinin tanisini
almig 25 hasta dahil edildi. Kontrol grubu olarak hastalarin
dondrleri segildi. Hagstalardan nakil 6ncesi hazirlik rejimle-
ri bagslamadan 6nce ve nakli takiben 3.haftada olmak tizere
toplam 2 kere diski 6rnegi alinmistir. Dondérlerden de nakil
icin gerekli agilama rejimi baslamadan diski 6rnekleri alin-
mistir. Hastalarin diski 6rnekleri kemik iligi vaka sorumlusu
ve kemik iligi transplantasyon (KiT) yatan kati hemsireleri
tarafindan steril swap kabina alinmistir. Kaplardaki 6rnek-
ler galisiilmaya baslanana kadar uygun sartlarda (-80 °C)
saklandi.

Hasta ve saglikh kontrol grubunun galismaya dahil edilme
kriterleri arasinda ilk olarak mikrobiyotay etkileyen faktor-
ler g6z 6niinde bulundurulmusgtur.

Mikrobiyotayi etkileyen faktorler: Gida alerjisi olmamasi,
malabsorsiyon olmamasi, invaziv enfeksiyona sahip olma-
masi, 3 ay oncesine kadar antibiyotik kullanmamis olmasi,
4 hafta 6ncesine kadar kortikosteroid kullanmamis olmasi,
immunsapresif ilag hi¢ kullanmamis olmasi, silfosalazin,
meselazin kullaniyor ise 4 hafta 6ncesine kadar birakmis
olmasi, son 6 ay igerisinde prebiyotik/probiyotik tedavisi
almamis olmasi, ¢alismadan ¢ ay 6ncesine kadar kolon
temizligi yapilmamis olmasi.

Diger kriterler ise; Gonullller igin aktif bir hastalik gegir-
miyor olmak, hamile olmamak, 18 yasindan biyik olmak;
Hastalar igin kan hastaliklarindan birine sahip olmak, hami-
le olmamak, 18 yasindan buiylk olmak.

Mikrobiyota analiz yontemleri: (1) Diskidan Nkleik Asit
izolasyonu (2) HRM (High Resolution Melting) Analizi (3)
NGS (Next Generation Sequencing)

Numunelerden ilk asamada diskidan mikroorhanizma niik-
leik asidi (NA) izole edilmistir. NA izolasyonu igin spin co-
lumn yontemi kullanilmigtir. Bu asamada RNA kontaminas-
yonunu engellemek igin silika kolonlar kullaniimistir. Elde
edilen niikleik asitlerin yogunluk ve konsantrasyon &lgiim-
leri spektrofotometre ile yapilmistir.

Bu ¢alismada HRM analiziicin V3 ve V4 bolgeleri kullaniimig-
tir. 16S rRNA bolgelerinin cogaltimi PCR ile gergeklesmistir.
16S rRNA bolgesi Bact342f (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’)
ve Bact534r (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) primer cifti ile
hedeflenmistir. PCR; preinkiibasyon 300 sn 95°C; 40 d6n-
gl, 20 sn 95°C; 40 dongl, 20 saniye 53°C; 40 dongt, 30
saniye 60°C kosullarinda gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar
Biospeedy” HRM Master Mix (Bioeksen, Tirkiye) kullani-
larak Biorad CFX Connect Sistemi’nde (Bio-Rad, ABD) ger-
ceklestirilmistir. Hasta 6rnekleri hem birbirleriyle hem de
kontrol grubu drnekleriyle capraz karsilastirmasi yapilarak
dendrogramlar olusturulmustur. PCA ordinasyonlarinin
hesaplanmasi ve sonrasinda gerceklestirilecek korelasyon
analizleri igin de Minitab 17 yazilimi kullaniimistir.

Devam eden bir calisma olup, HRM analizi ile gruplandiri-
lan 8rnekler NGS asamasi icin ingiltere Novagen’e gitmistir.
Metagenomik analiz igin Mothur ve Galaxy programi kulla-
nilacaktir. Kiitiiphane Silva Bacteria veri datasi kullanilacak-
tir. Sekiller igin ise Krona yazilimi kullanilacaktir.

Klasik PCR ile direng tespiti: Hastalarin nakil sonrasi digki
orneklerinde OXA-48, KPC, NDM ve CTXM gen taramasl
klasik PCR yontemiyle yapildi (Tablo 1).

Bulgular

Calisma grubunda akut myeloid I6semi en fazla bulunan
kan hastaligi oldu. Toplam 25 hastanin yas ortalamasi
46.24+14.86 yil (18-71), vericilerin ise 43.40+13.20 yil (11-
62) olarak saptandi. Cinsiyet dagilimi hastalarda E/K: 15/10

HRM ANALIZi SONRASI DENDOGRAM ANALIZLERI
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Tablo 1. Calismada kullanilan primerler.

Primer Adi Primer Dizisi Primer
Buyuklugu
blaCTXM-1 F: 5-CGCTTTGCGATGTGCAG-3' 550 bp

R: 5-ACCGCGATATCGTTGGT-3'

blaNDM F: 5-TCTCGACATGCCGGGTTTCGG-3' 475 bp

R: 5-ACCGAGATTGCCGAGCGACTT-3'

OXA-48 F: 5-TTGGTGGCATCGATTATCGG-3 743 bp

R: 5-GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3

KPC F: 5-TGTCACTGTATCGCGGTC-3' 900 bp

R: 5-CTCAGTGCTCTACAGAAAAAC-3'

vericilerde E/K: 17/8 idi. Kok hiicre kaynagi %87 oraninda
cevre kani idi. Hastalar ve verici HLA uyumu 10/10 idi. Allo-
HKHN ile iligkili ilk 100 glinltik GVHH orani %16 ve relaps
%20 olarak bulundu. Hem hasta hem de kontrol grubunda
en c¢ok gorulen kan grubu O RH+ olarak belirlenmistir.

HRM dendongram analiz sonuglarina gére, donor ve hasta
mikrobiyota profillerinde fark oldugu, allo-HKHN’ye bagli
olarak hastalarin nakil 6ncesi ve nakil sonrasi mikrobiyota
floralarinin degismis oldugu, relasp olan, GvHH gelistiren
ve engrafman saglanan hastalarda da benzer floralarin
oldugu gozlendi (Sekil 1). NGS ¢alismalari sirmektedir ve
NGS sonuglarina gére degerlendirmeler ayrica yapilacaktir.
Degerlendirme sonuglarina gore, gerekirse gruplandirma-
lar yapilmadan, hasta érnekleri ayri ayri tekrar calisilabile-
cektir.

En sik gorulen alleller HLA-A*02:01, HLA-B*51:01, HLA-
C*06:02, HLA-DRB1*15:01, HLA-DQB1*03:01 idi. On ana-
liz sonuglarina gore hastalarda ve vericilerde baskin mik-
robiyota florasi ile iliskili en sik goriilen alel HLA-DQB1
(p=0.001) olmustur.

Hastalarda KPC ve NDM genleri bulunmadi.%16 CTXM
geni, %16 CTXM/OXA-48 birlikteligi saptandi.

Sonug

intestinal flora izlemi GvHH koruma ve/veya tedavisinde
yonlendirici veri saglayabilir. HLA polimorfizmi ile mikro-
biyota arasinda genetik temelli bir baglanti oldugu kanit-
lanabilir. Calismamiz allo-HKHN olgularinda mikrobiyota
degisimini belgeleyen 6n c¢alismadir ve NGS c¢alismalar
sirmektedir.

On analiz verilerine gére mikrobiyota ile hastaligin seyri
ile nakil sonrasi GvHH gelisimi arasinda iliski kurulmustur.
Engrafman ve degisen mikrobiyota arasinda baglanti ku-
rulmustur. Hastalara donérleri ile doku uyumu tespiti igin
Doku Tipleme Testi yapilmistir. Yapilan testlerdeki doku
tipi sonuglarina gére mikrobiyota cesitliligi istatistiksel ola-
rak iliskilendirilmistir. Hastaligin tedavisi ve engellenmesi
icin fekal transplantasyon, pre-probiyotik destegi ve gut
mikrobiyotanin regiilasyonu ile terapétik tedavilere umut
dogmustur. Tim bu galisma, 16semi ve lenfoma hasta gru-
bunda, kok hiicre nakli 6ncesi ve sonrasi takipli ve karsilas-
tirmali olacak sekilde ilk defa yapiimistir.

Anahtar kelimeler: Intestinal mikrobiyota, allojenik hema-
topoetik kok hicre nakli, kan hastaliklari, GvHH, engraf-
man, HLA.
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Helicobacter pylori Dis Zar inflamatuvar Protein A (Oipa)’Nin
Homolog Rekombinasyon Yontemi Kullanilarak Silinmesi ile AoipA
H. pylori G27 Susunun Elde Edilmesi
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Girig

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 1. sinif karsinojen
olarak tanimlanan Helicobacter pylori (H. pylori), diinya
nifusunun yarisindan fazlasini yagamlarinin bir dénemin-
de enfekte eden Gram negatif, spiral seklinde ve mikroae-
rofilik patojen bir bakteridir. Yaklasik olarak 3 mikrometre
uzunlugunda ve 0,5 mikrometre gapinda olan bakterinin, 2
ile 6 arasinda degisen ve hareket etmesine yardimci olan
kamgilari vardir®.

H. pylori enfekte ettigi canlilarin mide epitelinin mukus
tabakasinda kolonize olarak kronik gastrit, peptik Ulser,
mukoza ile iliskili lenfoid doku lenfomasi (MALT) gibi kronik
mide enfeksiyonlarina yol a¢maktadir?. 1994 yilinda
Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi® nin (World Health
Organization International Agency for Research on Cancer),
H. pylori’yi insanlarda kanserojen veya kansere neden olan
bir ajan olarak siniflandirmasi ile birlikte yillar iginde yapi-
lan galismalar bu bakteri tzerine yogunlasmis ve bakteri-
nin mide kanserinin 6nemli bir sebebi oldugu sayisi giderek
artan ¢alismalar ile kabul edilmistir. Dlinyada gorilen kan-
serler arasinda siklik yoninden 5. sirada, kansere bagh
olumlerde ise 3. sirada gelen mide kanserinin 6nemli
sebeplerinden biri olarak gorilen H. pylori’'nin kiresel pre-
velansi %50’ den fazladir®. Gelismis tlkelere gére gelis-
mekte olan llkelerde daha yiiksek oldugu belirlenen
H. pylori enfeksiyonunun prevalansi yas, etnisite, cinsiyet,
cografya ve sosyoekonomik durum ile yakindan ilgilidir.
Bakterinin Glkemizdeki prevelansi ise eriskin bireyler igin
yaklasik  %70-80, c¢ocuklar igin ise %40 olarak
belirlenmistir®.

H. pylori ile enfekte bireylerin biyik ¢ogunlugu asempto-
matik bulgular gosterirken, sadece %20 sinde semptoma-
tik bulgular gergeklesmektedir. Bunun sebebi konagin
bagisiklik yaniti, cevresel faktorler ve 6zellikle bakterinin
sahip oldugu farkli virllans faktorleri ile yakindan iligkilidir.
Enfeksiyona sebep olan bakterinin virilans faktorleri ve bu
virilans faktorleri ile bakterinin neden oldugu enfeksiyo-
nun konakta neden oldugu degisikler ile ilgili bilgi sahibi
olmak bakterinin sebep oldugu semptomlarin prognozu
konusunda fikir edinilmesini saglayacak 6nemli bir faktor-
dar.

Bakterinin patogenezi mide dokusuna girisi ile baslar; mide
mukoza ylizeyine tutunmasi ve cogalmasi ile devam eder®.
Bakterinin spiral yapida olmasi ve kamgilari sayesinde
mukus tabakasi iginde ylizebilir ve mide epiteline tutunabi-

lir. H. pylori salgiladigi lreaz enzimi yardimi ile midenin
asidik ortaminda var olan treyi amonyak ve karbondioksite
donulstlrar. Amonyak olusan reaksiyonda agiga ¢ikan su ile
birlesip amonyuma donuslrken, H+ iyonlari alarak gevresi-
ni alkalilestirir ve boylece bakteriyi mide asidinin zararli
etkisinden korur. Urettigi bu enzimin yardimi ile enfeksiyo-
nunun ilk adimi olan mide dokusuna girisi gergeklestirmis
olur”. Patogenezin ikinci basamagi ve basarili bir koloni-
zasyonun ilk basamagi olan bakterinin mide mukoza yize-
yine tutunmasinda bakterinin sahip oldugu dis zar protein-
leri gbrev almaktadir®. ifade edilen bu proteinler bakteri-
nin mide ylzeyine tutunmasini saglayarak sivi akisi, peris-
taltik hareketler ve mukoza yiizeyinin dokilmesi gibi mide-
de gergeklesen temizleme mekanizmalarindan korunmasi-
ni saglar®.

H. pylori’nin dis zar proteinleri bakterinin mide epitel yize-
yine baglanmasi ve uzun sireli kolonizasyonuna yardimci
olmasi nedeni ile bakteriye bagl gelisen enfeksiyonda
oldukca 6nemli oldugu bilinmektedir®. Dis zar inflamatu-
var proteini olan OipA (outer membrane inflammatory
protein A) H. pylori’nin dis zar proteinlerinden birisidir.
OipA baslangicta tip 4 salgilama sistemi (T4SS)’den bagim-
siz bir sekilde in-vitro IL-8 salgilanmasini destekleyen ve
invivo olarak mide enflamasyonunu arttiran bir ylizey pro-
teini olarak tanimlanmigtir. Daha sonra yapilan ¢alismalar-
da OipA’nin H. pylori enfeksiyonunun erken evrelerinde H.
pylori ile indiklenen fokal adhezyon kinaz aktivasyonu ve
gastrik epitelyal hlcrelerin sitoskeletal reorganizasyonun-
da rol oynadigi, bu proteinin birgok viriilans faktoru ile
etkilesime girip bakteri patogenezinde rol aldig belirlen-
mistir. Yine son yapilan birkag ¢alismada H. pylori dis zar
proteinlerinden BabA ve OipA’yi ifade eden suglar ile
enfekte canlilarda daha siddetli mukozal hiicresel inflamas-
yon gozlendigi, peptik Ulser hastaligl ve mide kanseri gibi
klinik sonuglar ile karsilasma riskini artirdigi ortaya
konmustur®. OipA 34kDa luk bir proteindir. 0ipA geninin
5’ ucunda “kayan iplik tamir (slipped strand mispair repair)
mekanizmasi” ve gerceve kaymasi mutasyonlari olmakta-
dir. Proteini kodlayan oipA genin sinyal-peptit kodlama
bélgesindeki CT dintikleotid tekrar motifinde faz degisimi
(yani “agik” “on’" veya “kapali” “off’” desenler) tarafindan
dizenlenir. OipA nin “on” durumu daha siddetli seyreden
Ulser ve mide kanseri durumlari, ciddi notrofil infiltrasyonu
ile iliskilendirilmistir. Bunun sebebinin QipA’'nin on duru-
munda bakterinin mide mukozasina baglanmasini sagla-
masl! ve buna bagl olarak kolonizasyonunu glglendirmesi
olarak gosterilmistir®,
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Bu ¢alismada, QipA proteinin H. pylori enfeksiyon mekaniz-
masinda aldig roliin tam olarak belirlenebilmesi ve OipA
proteinine sahip olan ve olmayan suslar ile olusturulacak
enfeksiyon modellerinin karsilastirilabilmesi igin oipA geni
silinmis H. pylori susunun (AoipA H. pylori G27) elde edil-
mesi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem

H. pylori G27 Kékeninin Uretilmesi

zirih  Universitesi Molekiiler Kanser Arastirmalari
Enstitisi’ndeki Prof. Dr. Anne Miller’den temin edilmis
olan ve tim virllans genlerine sahip oldugu bilinen H.
pylori G27 susu Universitemiz arastirma laboratuvarinda
bulunan Anaerob Kavonoz Sistemi (Don Whitely Sceintific)
ile mikroaerofilik ortam igerisinde 37°C derecede buyi-
tilmustur. Gen silme deneyleri igin segici besiyeri kana-
misin (20 ug/mL) eklenerek hazirlanmistir. Bakterinin sivi
besiyeri icerisinde Uretilmesi gereken durumlarda brucel-
la sivi besiyeri %10 FBS (fetal bovine serum) ile zenginles-
tirilerek mikroaerofilik kavanozda, 37°C dereceye ayarli
calkalamali etiiv igerisinde biyutilmustir. Ureyen mikro-
organizmalarin isik mikroskobunda hareketlilikleri kontrol
edilmistir.

0ipA Geninin Silinmesi

Gen silme islemi igin homolog rekombinasyon yéntemi
kullaniimistir. Genomda dogal olarak bulunan alelin yerine
mutasyon iceren alelin gegmesiyle gergeklestirilen bu yon-
tem igin gereken DNA kaseti ‘splicing by overlap extension
PCR (SOE PCR)’ teknigi ile hazirlanmistir. Farkli DNA parga-
larinin birlestirilmesi igin kullanilan bu polimeraz zincir
tepkimesi (PZT) icin Biyoteknoloji Bilgileri Ulusal Merkezi
(NCBI) bilgi bankasi kullanilarak silinmek istenen bolgeye
Ozel primerler tasarlanmistir. Gen silme isleminde hedef
bolgeye yerlestirilecek olan DNA kaseti tasarlanirken kana-
misin direng geni silinmesi hedeflenen oipA geni yerine
secici antibiyotik olarak kullaniimak Gizere kanamisin direng
geni yerlestirilmistir (Sekil 1). Kanamisin direng gen bolgesi,
geni iceren bir klonlama vektori igerisinden bolgeye 6zel
tasarlanan K1 ve K2 primerleri kullanilarak yapilan PZT
yontemi ile gogaltiimistir. DNA kasetinin bas ve sonu olarak
tasarlanan, oipA geni Uzerinde akis yukari ve akis asagi
DNA pargalari olusturan P1-P2, P3-P4 primer ciftleri kulla-
nilarak PZT yapilmis ve P2-P3 primerlerinin 5" sonlari,
K1-K2 primerlerinin 5’ sonlari ile komplementer bolgeler
olusturacak DNA pargalari olusturulmustur. Elde edilen
DNA’lar %1.5’luk agaroz jelde Sybr gold boyasi ile yuritule-
rek kontrol edilmistir (Sekil 2a).

Homolog rekombinasyon igin tasarlanan DNA kasetinin
olusturuldugu SOE PCR iki asamadan olusan bir PZT yonte-
midir. ilk asama sicaklik degisimiyle komplementer olan
bolgelerin kaynasmasini kapsar. ikinci asama ise dis pri-
merler (P1 ve P4) varliginda kaynasan DNA pargalarinin
polimeraz aktivitesi ile bir biitiin haline getirilmesidir. ilk
asama icin konsantrasyonlari olgllen K1-2, P1-2 ve P3-4
DNA pargalari PZT sollisyonu igerisinde son konsantrasyon-
lar1 0.6 pmol olacak sekilde karistiriimis ve kaynasma islemi
icin PZT cihazina yerlestirilmistir. Primer olmadan gercek-
lestirilen ilk asama bitiminde orneklerin sicakliklarinin dig
primerlerin baglanma sicakligina dismesi beklendikten
sonra dis primerler soliisyonda son konsantrasyonlari 0.5
pmol olacak miktarda eklenmistir. ikinci asama tamamlan-

diktan sonra olusan PZT drunleri %1’lik agaroz jelde Sybr
gold boyasi ile yuritllerek kontrol edilmistir. Deneyin tim
basamaklarinda dis primerler ve PZT islemi icin pozitif
kontrol olarak H. pylori G27 DNA’si ve negatif kontrol ola-
rak su kullaniimistir (Sekil 2b).

Hazirlanan DNA kaseti bakterinin icerisine dogal transfor-
masyon yontemi ile aktarilmistir. Dogal transformasyon
yontemi icin 36 saat kati besiyerinde blyutilen H. pylori
kaltara 200 pl brucella broth sivi besiyerine toplanmistir.
Sollisyonun 100 pl’si CBA kati besiyerine 8-10 mm ¢apin-
da damlaciklar seklinde ekilmis ve 5 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasi yaklasik 2 pug SOE PCR
yontemi ile olusturulmus DNA kaset sollisyonu inkiibe
edilen kaltlr Gizerine yayllmis ve kiltlr 12 saat daha ink-
basyona birakilmistir. Transformasyon yapilmis kaltar
toplanip segici antibiyotikli kati besiyerine ekildikten
sonra bir haftalik inkibasyon uygulanmistir. Bir hafta
sonunda segici besiyerinde koloniler gorilmistir. Olusan
kolonilerden tek koloni segimi yapilarak sivi besiyerine
alinmistir. Bayatulen kalttrlerden DNA izolasyonlari yapil-
mis ve elde edilen DNA'lar kullanilarak Polimeraz Zincir
Tepkimesi (PZT) islemi ile dogrulama deneyleri yapilmistir
(Sekil 2c).

Homolog rekombinasyon ile bakteri igerisine atilan gen
kasetinin birden fazla gen bolgesine entegre olma ihtimali-
ne karsi gercek zamanli PZT kullanilarak kanamisin gen
ifadeleri karsilastirilmistir. Karsilastirmada G27 genomun-
da sabit gen sayisina sahip olan ureA geni kontrol olarak
kullaniimistir. ureA gen primerleri ile kanamisin gen pri-
merleri ayni ornekler igin iki tekrarli olacak sekilde galigil-
mis ve genomda bulunan kopya sayisi ureA kopya sayisina
en yakin olan AoipA G27 kiltlrd segilmis ve tim genom
dizileme islemine génderilmistir.

Bulgular
oipA Gen Bolgesi
.|
- - N — g
P1 P2 P3 P4
PZT Kanamisin Direng Bolgesi PZT
K1 PZT l K2
P1 PZT l P4
.
P1-2 K1-2 P3-4

Sekil 1. oipA geninin homolog rekombinasyon yéntemi ile silin-
mesi igin tasarlanan ve hedef gen bolgesine yerlestiriimek lizere
kanamisin direng geni tasiyan DNA kasetinin SOE PCR yontemi
ile olusturulmasi.

Sonug

PZT iglemi kullanilarak yapilan dogrulamanin sonucunda
elde edilen kolonilerin kanamisin geni bulundurdugu goz-
lemlenmis ve DNA kasetinin transforme edildigi anlasiimis-
tir. H. pylori G27 susunda oipA geni basarili bir sekilde
silinmistir ve AoipA H. pylori G27 susu elde edilmistir. Bu
¢alisma sonucunda elde edilen AoipA H. pylori susu
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K1-2 DNA
Parcasi

P1-2 DNA
Parcasi

P3-4 DNA
Parcasi

P1-P4 Primerleri
AoipA  G27

Sekil 2. Calisma boyunca yapilan PZT islemleri sonucunda elde edilen PZT iiriinlerinin %1 agaroz jelde yiriitiilmiis ve sybr gold ile boyanmig
goruntiileridir. Sekil Il.a, gen silme iglemi igin tasarlanan ve SOE PCR yontemi ile birlestirilecek olan DNA pargalarinin olusturuldugu kon-
vansiyonel PZT driinleri sirasiyla soldan birinci P1-2 DNA pargasi (172bg), ikinci P3-4 DNA pargasi (325bg) ve liglinciisii K1-2 DNA pargasi
(990hg). Sekil I.b, Hazirlanan DNA pargalarinin birlestirildigi SOE PCR sonucu, sirasiyla DNA merdiveni sonrasi ilk 6rnek konvansiyonel PZT
¢alismasiyla elde edilen K1-2, P1-2 ve P3-4 DNA pargalari ile yapilan SOE PCR (1444 bg), ikinci 6rnek H. pylori G27 gDNA’si ile yapilan SOE
PCR (1093 bg) ve son olarak su (negatif kontrol) kullanilarak yapilan SOE PCR iiriinii. Sekil 1l.c, SOE PCR sonucunda elde edilen DNA kase-
tinin dogal transformasyon ile H. pylori G27 kiiltiriine aktarilmasi sonrasi biiyiitiilen AoipA H. pylori G27 kiiltiirden elde edilen gDNA ve
H. pylori G27 kiiltiirden elde edilen gDNA’lerin P1-P4 primerleri ile yapilan kontrol PZT deneyi sonucu.

OipA'nin H. pylori patogenezindeki roliiniin aydinlatiimasi
icin yapilacak olan enfeksiyon modelleri tizerinde gergek-
lestirilecek ve bu gen hedef alinarak gelistirilebilecek teda-
vi yaklasim ¢alismalarinda kullanilacaktir.

Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenen 1195127
numarali proje kapsaminda yapilmistir.

Anahtar kelimeler: gen silme, H. pylori, homolog rekombi-
nasyon, OipA, Polimeraz zincir tepkimesi
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Giris

Enfeksiy6z menenijit ve ensefalit, ¢ok ciddi sonuglari olabi-
len klinik durumlardir. Yiiksek mortalite ve morbidite oran-
larina sahip olduklarindan hizli ve dogru tani biiyik 6nem
arz etmektedir. Bu klinik tablolarda en iyi sonuglar, uygun
antimikrobiyal tedavinin hizla baslatilmasiyla elde
edilebilmektedir™?, Ek olarak, bu enfeksiyonlarla iliskili
maliyetler, hastaneye vyatis ve tedaviyle ilgili olarak
énemlidir®?, Son yillarda tiim bilimsel ortamda oldugu gibi
konvansiyonel yontemlerin yerini artik molekiler yontem-
ler almaktadir. Ozellikle hizli ve dogru tani agisindan mole-
kiler yéntemler bilyik yarar saglamaktadir®. Bu calisma-
da, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'ne basvuran
menenjit/ensefalit tanili hastalarda bakteriyel, fungal ve
viral patojenlerin sikhgi ve hizli sendromik panelin etkinligi
degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontem

Haziran 2018-Ocak 2020 tarihleri arasinda santral sinir sis-
temi enfeksiyonu 6n tanisi olan 776 hastadan beyin omuri-
lik sivisi (BOS) ornekleri toplandi. Hastalarin 395’i (%50.7)
erkek, 384’0 (% 49.3) kadindi. Hastalarin yas araligi 19 giin-
91 yas (ortanca:37 yil, ortalama:36.08+2.4 yil) arasindaydi.
Tam ornekler ayni anda 14 patojeni (bir mantar, alti bakte-
rivel ve yedi viral hedef) tanimlayan FilmArray Menenjit/
Ensefalit Paneli (BIOFIRE, Salt Lake City, UT, ABD) ile test
edildi®”), BOS kiiltiirii ve tanimlamasi da geleneksel mikro-
biyolojik testler kullanilarak gergeklestirildi. Ornek miktari
yeterli olan ve pozitif viral etken bulunan tim BOS 6rnek-
leri baska bir viral multipleks PCR kiti (FTD Neuro 9, (Fast
Track Diagnostic Siemens,Liksemburg),; Elitelngenius,
EliteGroup) ile tekrar gahsildi.

Sonuglar

Test edilen 776 6rnek arasindan 58’i (%7.4) pozitif, 718’
(%92.6) negatif bulundu. Pozitif bulunan 58 6rnegin 15%i
(%1.9) HSV-1, 13’0 (%1.8) Streptococcus pneumoniae ve
30’u diger (yeni HHV-6, iki VZV, g Neisseria meningitidis,
bes Enterovirts, dort CMV, bir Human parechovirus, iki
Streptoccus agalactiae, iki Cryptococcus neoformans/gattii,
iki Haemophilus influenzae, bir Escherichia coli) patojenler-
di. Hastalarin birinde Uglii etken pozitifligi vardi. FilmArray
ile saptanan mikroorganizmalarin sayilari ve dagilimlari

Sekil 1’de 6zetlendi.

34 tekli viris pozitif numuneden 24’l baska bir multipleks
PCR testi ile dogrulandi ve klinik olarak desteklendi.
FilmArray ME Panel tarafindan HSV-1 igin pozitif olan lg
numune, diger viral multipleks PCR testi ve klinik olarak
(Serebral enfarktiis ve MS) negatif bulunmustur. HHV-6
pozitifli bes ornek diger testle dogrulanmistir ancak bu
hastalar klinik olarak desteklenmemistir (MS, sepsis ve
metabolik hastalik). FilmArray ME Panel ile enteroviris igin
pozitif olan iki 6rnek, diger viral multipleks PCR testi ile ve
klinik olarak negatif bulunmustur.

Biri disinda bakteriyel ve fungal patojenleri (n=23) olan
tiim hastalarda purilan menenjit ve BOS anormallikleri
saptanmistir. FilmArray ME Panel ile H. influenzae igin pozi-
tif bir ornek, kilttur ve klinik olarak negatif bulunmustur.
Yirmi bir pozitif bakteriyel patojenin 4’G bakteri kiltlrd ile
dogrulanmistir. C. neoformans/gattii pozitiflikleri antijen
testi (Dynamiker Biotechnology Co.Ltd., Tianjin, Cin) gele-
neksel yontemler ve klinik durum ile dogrulanmistir.
FilmArray M/E paneli ile pozitif saptanan érneklerin diger
yontemlerle ve klinik durumla karsilastirmasi Tablo 1’de
Ozetlenmistir.

FilmArray M / E Paneli ile, 4 saat gibi kisa bir sire icinde
menenjit/ensefalit vakalarinin dogru ve hizh tanisi saglan-
di. Ug HSV-1, iki enterovirus ve bir H. influenzae pozitif
FilmArray ME sonucu karsilastirilan yontemlere gore yanlis
pozitif olarak kabul edildi.

58 pozitif 6rnegin altisi yanlis pozitif olarak degerlendirildi.
Bes hastada HHV-6 bystander olarak degerlendirildi Toplam
pozitif saptanan 58 6rnegin 47°si diger yontemlerle ve kli-
nik olarak dogrulandi. Bu durumda gercgek pozitiflik orani
%6.1 olarak bulundu.

Cahismaya dahil edilen 6rneklerin servislere gore dagilimi
Sekil 2’de gosterilmistir. Sekil 2'de goruldigi gibi 6rnekle-
rin bylUk bolimi Noroloji servis ve polikliniginden gonde-
rilmistir. Noroloji AD’ye basvuran, ozellikle kronik norolojik
hastaliklarin ilk tanisi sirasinda SSS enfeksiyonunu disla-
mak amaciyla hizli molekiiler M/E panel istegi yapilmakta
ve bu durum da pozitiflik oranini (%3.6) dustirmektedir. Bu
ornekler hari¢ birakildiginda toplam 388 o6rnegin 44’G
(%11.3) pozitif olarak bulunmustur. Pozitif saptanan 44
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Sekil 1. FilmArray M/E Paneli ile saptanan mikroorganizmalarin sekil 2. Gelen érneklerin servislere gére dagihmi.

dagilimlari.

Tablo 1. FilmArray M/E Panel sonuglarinin diger testler ve klinik durum ile kargilastiriimasi.

Viral Etken FilmArray M/E Panel Diger Yontemlerle Klinik ve BOS

Pozitif Ornek Sayisi Dogrulanmig Ornek biyokimyasi uyumlu
Sayisi

HSV-1 15 12 12

Enteroviris 5 3 3

HHV-6 7 7 2

Diger Etkenler 7 7 7

Toplam 34 29 24

Bakteriyel/Mikolojik

Etken

Streptococcus 13 1 13

pneumoniae

Neisseria 3 1 3

meningitidis

Cryptococcus 2 2 2

neoformans

Haemophilus 2 1 1

influenza

Diger etkenler 4 - 4

Toplam 24 5 23

BOS 6rneginin 40 (%10.3) tanesi klinik olarak ve diger yon-
temlerle pozitiflikleri dogrulanmistir.

Enfeksiyon hastaliklarindan gelen 6rnek sayisinin disik
olmasinin sebebi ise hastalarin 6ncelikle acil servise basvur-
masi ve test isteklerinin acil servis tarafindan yapilmasidir.
Menenijit / ensefalit tanisi alan ve sonrasinda enfeksiyon
hastaliklari servisine yatisi yapilan hastalardan tedavilerinin
ardindan kontrol amagli olarak bu panel istenebilmekte bu
da pozitiflik oraninin dismesine sebep olmaktadir.

Hastalardan birinde Ug etken (N. meningitidis, enterovirls
ve HHV-6) pozitif olarak saptandi. Hastanin BOS oOrnegi
plrdlan menenjit tablosuyla uyumluydu. N.meningitidis
etken kabul edilirken, Enteroviris’iin sekonder etken olabi-
lecegi dustnildi. HHV-6 ise latent enfeksiyon lehine
degerlendirildi.

Viral etken pozitifliklerinin Elitelngenius ile yapilan dogrula-
ma testlerinde HHV-6 pozitif olan bir 6rnekte <250 kopya/ml
kantitatif olarak saptandi. Bu da FilmArray M/E Paneli’nin alt
saptama sinirinin ne kadar dislk oldugunu gostermesi
sebebiyle 6nemli bir bulgu olarak degerlendirildi.

Sonug olarak santral sinir sistemi enfeksiyonu stiphesi olan
hastalara Biofire FilmArray M/E Paneli ile 4 saatten kisa bir
surede buyik oranda dogru tani konulmus ve hizla en
dogru tedaviyi almalari saglanmistir. Boylece mortalite ve
morbidite oranlari azaltilabilmistir. Hizli ve dogru tani
konulmasiyla hastalarin hastanede yatis slreci kisaltilabil-
mekte ve gereksiz maliyetlerin de 6niine gegilebilmektedir.
Fakat bu testlerin klinik olarak stiphelenilen hastalardan
istenmesi ve dogru yerde dogru sekilde kullaniimalari,
maliyet etkinlik agisindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Menenjit, ensefalit, hizli sendromik
molekiiler panel
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Giris

Kistik ekinokokkoz (KE), Echinococcus granulosus’un larval for-
munun koyun ve insan gibi memelinin dokularinda yerlesen
bir hastaliktir®?, KE’li olgularin cogunlugunun asemptomatik
olmasi, klinik belirtilerin karakteristik olmamasi, kist geligimi-
nin yavas olmasi nedeniyle bilinenden daha yaygin oldugu
tahmin edilmektedir. Glinlimiizde KE'nin tanisi daha ¢ok rad-
yolojik tani yéntemleriyle konulmaya calisilmaktadir®®. Kist-
lerin timor, apse, basit kist gibi diger yer kaplayan yapilarla
ayirici tanisinin yapilabilmesi ve tedavi sonrasi niiks takibinin
saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi igin, 6n taninin sero-
lojik tani yontemleriyle desteklenmesi gerekmektedir®.

Bu calismada Gazi Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyolo-
ji Laboratuvari’na KE on tanisi ile gelen hasta serumlarinda
indirekt hemagliitinasyon (iHA), immiinfloresan antikor testi
(IFAT) ve enzyme linked immunosorbent linked assay (ELISA)
testlerini kullanarak E. granulosus’a 6zgl 1gG antikorlarini
saptamayi ve Western Blot (WB) dogrulama testi sonucunda
elde edilen verilerin dogrultusunda yontemlerin karsilastiril-
masl amaglanmustir.

Gereg ve Yontem

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Etik Komisyonu’nun (06.02.2018
tarihli 01 sayili toplantisi 77082166-302.08.01- sayil karar)
izni alinarak yapilmistir.

Galismamamizda, Haziran 2018-Haziran 2019 tarihleri arasinda
Gazi Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarr’na
farkli kliniklerden klinik ve radyolojik olarak KE 6n tanisi ile
gonderilen 151 hastaya ait serum 6rnekleri incelendi.

Serum orneklerinde anti-Echinococcus granulosus antikorlari
iki farkli ticari IHAT (Siemens Cellognosts, Almanya; Fumouze,
Fransa), ELISA (Euroimmun IgG, Almanya), IFAT (Euroimmun
1gG, IgM, IgA, Almanya) ile arastirildi ve dogrulama testi ola-
rak WB testi (Euroimmun 1gG, Almanya) kullanildi. Siemens
Cellognost IHAT igin 1/128 titredeki ¢okelti sinir deger, 1/256
ve Uzeri sulandirimlardaki titreler pozitif; Fumouze IHAT igin
1/160 titredeki cokelti sinir deger, 1/320 ve (izeri titreler pozi-
tif olarak degerlendirildi. IFA testinde serumlar 1/100, 1/320
ve 1/1000 titrelerinde sulandirildi, 1/100 ve uzerindeki tit-
relerde protoskoleks morfolojisine uyan yesil floresan veren
yapilar pozitif olarak kabul edildi. WB galisilan 6rneklerde ise
p7, p16/18, p21, Em18 ve Em95 bantlarindan en az birinin
gorilmesi Echinococcus sp pozitif olarak kabul edildi. Rekom-
binant EgAgB bandinin pozitif olmasi ve en azindan p21, p7

veya p16/18 bandinin birinin de pozitif olmasi E. granulosus,
Em18 veya Em95 bantlarindan birinin pozitif olmasi ise Ec-
hinococcus multilocularis seropozitifligini gostermistir. Tim
testler Uretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda cahsildi.

Verilerin istatistiksel analizinde ki-kare testi ve lojistik regres-
yon analizi kullanildi. Glven arahgi %95 olarak belirlendi ve
p<0.05 degeri anlamli kabul edildi. Testlerin birbiriyle tutar-
liliklarinin saptanmasinda Screening Testi (Tarama Testi) ile
elde edilen kappa (k) degeri kullanildi.

Bulgular

Toplam 151 hastanin serum 6rneklerinin 92 (%61)’si kadin,
59 (%39)'u erkek hastaya aitti. Hastalar 3-86 yas araliginda,
yas ortalamasi 41 idi. Test sonuglari yas gruplarina ve cinsiye-
te gore analiz edildiginde; kadin-erkek yas grup dagilimlari-
nin seropozitiflik oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gorilmemistir (p>0.05).

Galismamizdaki Siemens marka IHAT ile hastalarin 89 (%59)'u
farkh titrelerde pozitif, 13 (%86.2)’l stpheli, 49 (%32.4)'u ne-
gatif; Fumouze marka IHAT ile 70 (%46.4) hastanin serumu
farkh titrelerde pozitif, 11 (%7.2) hastanin serumu siipheli,
70 (%46.4) hastanin serumu ise negatif; ELISA testi ile has-
talarin 93 (%61.6)'U pozitif, 3 (%2)'U supheli (ara deger), 55
(%36.4)'i negatif; IFAT ile 95 (%63)’i pozitif, 56 (%37)’sI nega-
tif bulunmustur. Dogrulama amaciyla kullanilan WB testi ile
93 (%61.6) serum pozitif, 49 (%32.4) serum negatif, 9 (%6)
serum sinir degerde saptanmistir (Tablo 1).

Caligilan 151 serumdan 85’inin bes testle de sonucu birbiriy-
le tutarliydi. Bunlardan 54’0 tiim testlerle pozitif, 31'i ise tim
testlerle negatif olarak saptandi. Pozitif saptanan 54 6rnegin
WB ile 45'i E. granulosus, dordi E. multilocularis olarak tir
dizeyinde tanimlanmig, bes 6rnegin ise tiir diizeyinde tanimi
yapilamamistir.

Galisilan 66 serumun ise sonuglarinda tutarsizlik belirlenmis,
bu serumlarin 39’u WB ile pozitif, 18’i WB ile negatif ve 9'u
da WB ile sinir degerde saptanmistir.

WB testi ile pozitif bulunan 93 serumun diger testlerle bu-
lunan sonuglari Tablo 2’deki gibidir. WB testini altin standart
yontem olarak kullandigimiz i¢in WB ile sinir deger bulunan-
lar istatistiksel hesaplamaya katilmamistir. Calismamizda
kullandigimiz dért yontemin de sonuglari, WB yonteminin
sonuglari ile karsilagtiriimis ve yapilan c? istatistik analizi ile
anlamli fark bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 1. Caligilan testlere gore hasta sonuglarinin dagilimi.

IHAT IFAT
SIEMENS FUMOUZE ELISA WB
titre sayl titre sayl titre sayl
Pozitif 1/256 13 1/320 20 93 1/100 42 E.granulosus---69
1/512 19 1/640 13 1/320 41 E.multilocularis---10
1/1024 23 1/1280 14 1/1000 12 Pozitif---14
>1/1024 34 >1/1280 23
Top.la.m 89 70 93 95 93
pozitif
Supheli 1/64 4 1/160 11 3 - 9
1/128 9
Teplam 13 11 3 . 49
supheli
Negatif 49 70 53 56 54
Toplam 151 151 151 151 151

Tablo 2. WB dogrulama testine gore pozitif ve negatif ¢cikan testlerin diger galisilan IHA, ELISA ve IFA testleri ile karsilagtiriimasi.

we 2 degeri degeri
Pozitif Negatif X deg P des
Pozitif (n=87) 77 10
. . Negatif (n=46) 10 36
IHA (Siemens) Ara deger (9) 6 3 59.4 <0.001
Toplam (n=142) 93 49
Pozitif (n=69) 63 6
. Negatif (n=64) 23 41
IHA (Fumouze) Ara deger (9) 7 5 45.7 <0.001
Toplam (n=142) 93 49
Pozitif (n=91) 83 8
Negatif (n=48) 9 39
ELISA Ara deger (3) 1 ) 74.4 <0.001
Toplam (n=142) 93 49
Pozitif (n=91) 85 6
iFA Negatif (n=51) 8 43 87.35 <0.001
Toplam (n=142) 93 49

Siemens marka HAT’In duyarlilig %88.51, 6zgiilligi %78.28;
Fumouze marka IHAT’In duyarhligi %73.26, 6zglligi %87.23;
ELISA testinin duyarhligi %90.22, 6zgiilligii %82.98; IFAT'In
duyarliigr %91.4, 6zgullugl %87.76 hesaplanmistir.

Hastalarin hastane kayitlarinda sadece 76’sinin radyoloji ra-
poruna ulasilabilmistir. Buna gére radyolojik bulgulari olup
WB test sonucu negatif ¢ikanlar 27 iken, bunlardan altisinin
sonucu diger testlerde pozitif/sinir degerde bulunmustur.
Radyoloji bulgusu ve WB sonucu pozitif olanlarin sayisi 42,
radyoloji bulgusu olup WB sonucu sinir degerde bulunanla-
rin sayisi ise alti olarak saptanmistir.

Hastalarin 22’sinin patoloji raporuna ulasiimistir ve bunlar-
dan 13’Unin serolojik bulgulari ve patolojik inceleme sonu-
cunun KH lehine pozitif oldugu saptanmistir. Ancak 2 hasta-
nin WB testi negatif bulunmustur. Bu iki serumdan birincisi
IHAT, ELISA ve iFAT ile pozitifken ikincisi IHAT ve IFAT ile pozi-
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tif, ELISA ile negatif saptanmistir. Patoloji raporu olup sonug
raporunda KH dlslnilmeyen 9 olgunun seroloji bulgular
ise 4’Unln tim testleri negatif, 4’Unln tim testleri pozitif
ve 1'inin de serolojik testlerden sadece WB test sonucu si-
nir deger, diger testleri negatif olarak belirlenmistir. Patoloji
raporuna ulasilabilen 22 hastanin 19’unun radyoloji raporlari
da KE lehine yorumlanmustir. Bir hastanin hem patoloji hem
radyoloji sonucu KE disiindirmemis, seroloji testleri de ne-
gatif bulunmugtur. Diger iki hastanin ise radyoloji raporuna
ulasilamamistir fakat serolojik ve patolojik bulgulari KE lehi-
ne degerlendirilmistir.

Sonug¢
Glnumuzde KE'nin tanisi icin cesitli yontemler mevcuttur,
ancak kabul gérmis evrensel bir altin standart tani yontemi

bulunmamaktadir. KE tanisi daha ¢ok klinik bulgulara, goriin-
tileme yontemlerine ve serolojiye dayanmaktadir®®.
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KE sikhgr kadin ve erkekte istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemektedirl®. Birgok arastirmanin sonucunda da calis-
maya alinan kadin ve erkek sayilarinin esit olmamasina rag-
men istatistiksel hesaplamalarin sonucunda cinsiyet agisindan
anlamli iliski bulunmamigtir. Bizim ¢alismamizda da cinsi-
yetler arasinda istatistiksel fark (p>0.05) saptanmamistir.

KE her yasta gorilebilmektedir. Malatya ve g¢evresinde-
ki olgularin farkl zamanlarda arastirildigi iki ¢alismada da
KE olgulu kisilerin daha ¢ok 20-39 yas araliginda oldugu
bildirilmigtir®Y, Turkiye Halk Sagligi Kurumu’nda ve Konya’da
yapilan iki ayri ¢alismada pozitif olgular en sik %43.4 ve %45
oraninda 40-59 yaslari arasinda saptanmistir®>%3), Calisma-
mizda da en yiiksek seropozitifligin (%20.5) 50-59 yaslarinda
oldugu izlenmistir.

Akisu ve ark.*¥ akciger KE oldugu cerrahi olarak kanitlan-
mis 31 hasta, KE disinda akciger hastaligl olan 18 hasta ve
10 saglikli insani dahil ettikleri galismalarinda IHA, ELISA ve
WB testlerini kullaniimiglar ve iHA, ELISA ve WB testlerinin
duyarhhgini sirasiyla %96.7, %87.1 ve %100, 6zgulliklerini
ise sirasiyla %82.2, %89.2 ve %85.7 olarak saptamiglardir.
Ayrica akciger KE harici akciger hastalig olan dort hastada
WSB testinde yalanci pozitiflik belirlenmislerdir. Deininger ve
Wellinghausen® siipheli ve kanitlanmis KE hastalarinda ti-
cari bir line blot (LB) ile WB testlerini karsilastirmislar, WB
testinin yalanci pozitif/negatif sonug verebilecegini ve E. gra-
nulosus - E. multilocularis tir ayrimiin yapilmasinda zorluk
yasanabilecegini belirtmislerdir.

Sari ve ark.®®, KE oldugu dogrulanmis 40 hasta ve 40 kontrol
grubunda iHA, ELISA ve IFA testlerinin duyarliligini sirasiyla
%90, %87.5 ve %82.5; 6zgulligu %97.5, %100 ve %100 ola-
rak tespit etmislerdir. Kontrol grubuna dahil olan tenyazisli
bir (%2.5) olguda capraz tepkime tespit edilmistir.

Akgiinve ark.® KE 6ntanili 163 hastanin serumunda iHA,ELISA
ve IFA testlerinin duyarliigini WB referans alindiginda sirasiy-
la %88.76, %78.65 ve %89.89 ozgiilliklerini sirasiyla %94.59,
%100 ve %93.24 olarak saptamislardir. Calismamizin sonug-
larinin bu galismayla uyumlu oldugu gézlenmistir.

Testlerdeki duyarlilik ve o6zgullik farkhihgmin, test yon-
temlerinin gesitliligine, kullanilan antijenin ozelligine, an-
tijen kaynagina ve hastanin antikor yanitina bagh oldugu
dusiinilmektedir®9,

Galismamizda WB ile tutarlihgl en yiksek test olarak ELISA
(k=0.73) ve IFAT (k=0.78) bulunmustur. iFAT’In duyarlilik ve 6z-
gllligu diger Ug teste gore daha ylksek saptanmistir. Ancak
IFAT'In degerlendirilmesinde deneyim gerekliliginin yani sira ka-
ranlik oda ve imminfloresan mikroskobuna ihtiyag duyulmasi
ve laboratuvarlarin biitge olanaklari nedeniyle her laboratuvarin
rutin isleyisine dahil edilememektedir. Bu sebeple uygulama ko-
layligi, daha az deneyim gerektirmesi ve spektrofotometrenin
rutin laboratuvarlarda yaygin olarak bulundugu géz éniine ali-
nirsa en azindan IHA ve ELISA testlerinin KE tanisinda birlikte
kullanilabilecegini distinmekteyiz. Rutin testlerle negatif sonug
elde edilen fakat klinik ve/veya radyolojik olarak stpheli olgu-
larda duyarllik ve 6zgilliigiinlin yliksek olmasi nedeniyle WB
yonteminin tani testi olarak da kullanilabilecegi belirtilmistir®”,
Ancak WB testinin de yalanci pozitif/negatif sonuglar verebildigi
de bildirilmistir. Bu nedenle de duyarlligi ve 6zgllligl daha yiik-
sek dogrulama testlerine ihtiyag vardiri>'7),

Anahtar kelimeler: Kistik ekinokokkoz, serolojik tani, anti-
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Girig

Leishmaniasis, bir protozoa tiiri olan Leishmania spp.’nin
neden oldugu ve vektor disi kum sineginin (Phlebotomus
sp.) isirmasi ile bulasan bir hastaliktir. Leishmania
Trypanosomatidae familyasinda Kinetoplastida takimda
yer alan bir cinsdirl*?, Leishmaniasis, Amerika, Afrika, Asya
ve Avrupa’nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde 97 Ulke-
de goérulmektedir®. Klinik olarak Viseral Leishmaniasis
(VL), Kutandz Leishmaniasis (KL) Mukokutanoz
Leishmaniasis(MCL)ve Post-Kala-AzarDermalLeishmaniasis
(PKDL) olmak tizere dért ana formu bulunur®, Her yil diin-
yada 700.000 ila 1.500000 yeni leishmaniasis vakasi oldu-
gu tahmin edilmekte ve 26.000 ila 65.000 insanin 6limine
sebep olmaktadir®. Leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan ihmal edilmis bir tropikal hastalik olarak
kabul edilmektedir®. Leishmaniasisin tedavisinde bes
degerli antimon bilesikleri, amfoterisin B ve lipozomal
amfoterisin B, miltefosin, paromomisin ve pentamidin
kullanilmaktadir”). GliniimUzde 5 degerli antimon bilesikle-
ri tedavi icin altin standart olarak kabul edilmektedir®.
Leishmaniasis tedavisinde ilaglarin ¢ok sinirli olmasi ve
ilaglara direng gelismesi buyik bir problem olusturmakta-
dir. Mevcut ilaglarin toksisitesi, yiiksek maliyette olmasi ve
ilag direnci gelismesi nedeniyle yeni tedavi segenekleri
arastirilmaktadir®. Bu kapsamda son yillarda alternatif bir
tedavi secgenegi olarak bitkisel ekstratlar Uzerinde
durulmaktadiri®,

Bu ¢alismada Afrika kokenli bir bitki olan Pelargonium sido-
ides ekstraktinin Leishmania infantum ve Leishmania tropi-
ca promastigotlari Gzerine etkinliginin in vitro olarak aras-
tirllmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Leishmania spp. suslarinin _temini ve kiltird: Calismada
kullanilan Leishmania infantum susu Halk Saghgl Genel
MudarlGgu Parazitoloji Referans Laboratuvarindan, Leish-
mania tropica susu Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Pa-
razitoloji Anabilim Dali’'ndan temin edildi.

NNN besiyerinin hazirlanmasinda; 500 mL sise iginde 230
mL distile suya 3.5 g Bakteriyolojik Agar (Oxoid) 2.5 g sod-
yum klorir (Carlo Erba reagneti) karistirildi ve isitilarak aga-
rin erimesi saglandi. Otoklavda (ALP) 121°C’de 20 dakika
sterilize edildi ve sicak su banyosunda (Nive ST30) 55°C’ye
sogutuldu. Besiyerine 0.6 mL penicilin G, streptomisin
silfat ve 70 ml aseptik olarak alinmig defibrine edilmis at
kani eklendi. Nihai konsantrasyon penisilin G 200 IU/mL ve
streptomisin silfat 200 pg/mL dir. Steril konikal santrifij
tiplerine (Isolab) 4.5 mL olarak dagitildi ve 10° egik pozis-

yonda besiyerinin donmasi saglandi ve +4°C’de saklandi.
Temin edilen Leishmania suslarinin NNN besiyerine ekimi
yapildi ve 24°C inkiibasyona birakildi. ilk promastigot for-
munun Uremesi gergeklestikten sonra NNN besiyerinden,
icerisinde %10 Fetal Bovine Serum, HEPES ve gentamisin
ilave edilmis RPMI 1640 (Sigma R8755-1L, Almanya) bu-
lunan hicre kiiltlr flasklarina pasaj yapildi. Flasklar pro-
mastigot canliligi agisindan inverted mikroskopda (Leica
S40/0.45, Almanya) kontrol edildi. Ureyen L. infantum pro-
mastigotlarinin logaritmik faza 3. glinde L. tropica promas-
tigotlariise 2. glinde ulastig1 gézlemlendi ve galismaya
L. infantum promastigotlar 3. giinde L. tropica promasti-
gotlari 2.glinde galigmaya alindi.

Calismaya baslamadan 6nce baslangictaki promastigot sa-
yisi, Thoma lami (Witeg, Almanya) kullanilarak sayildi ve
Hemocytometer Sidekick uygulamasiile L. infantum 5X104,
L. tropica 1.5X10° olarak hesaplandi. IC50 degeri AAT Bio-
quest (https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator) ya-
zilimi kullanilarak hesaplandi.

Bitkisel Ekstrakt: Calismada Pelargonium sidoides (Ps) kok
sivi ekstrakt olarak EPs 7630 standart solisyonu (Dr. Will-
mar Schwabe, GmbH&Co. KG, Almanya) kullanildi. Ana stok
cozeltisi olan 800 pg/mL diltie edilerek 400, 200 ve 100 ug/
mL bitkisel ekstrakt sollsyonlari hazirlandi. Leishmania
turlerine etkin oldugu bilinen Lipozomal Amfoterisin B
(L-AmB) (Gilead Sciences, ABD), ¢alismada pozitif kontrol
olarak kullanildi. Leishmania promastigotlarinin pipetaj si-
rasinda zarar gormemesi igin dilisyon islemi konikal santri-
fuj tlplerinde yapildi.

Bu ¢alismada, 96 kuyucuklu diiz tabanli hiicre kiltiri plak-
lari (Deltalab S.L., ispanya) kullanildi. Dokuz galisma grubu
tasarland.. ilk olarak daha 6énce hazirlanan promastigotlari
iceren hiicre kiltur flasklarindan tim kuyucuklara 100 pL
konuldu. Daha sonra bu kuyucuklara gruplara gore her
birine 100’er pL Ps ve L-AmB’nin belirledigimiz konsant-
rasyonlarini saglayacak sekilde eklendi. Gruplarin dagilimi
ve miktarlar tabloda 6zetlenmistir (Tablo1). Hucre kiltiir
plaklarinin etrafi plastik filmle (Parafilm, 3M) sarilarak 24°C
ettivde (NUVE N500) inkibasyona birakildi.

Calisma L. infantum ve L. tropica suslari Gizerinde Ps bitkisel
ekstrakti Gg tekrarh olarak galisildi.

Hemositometri yontemi: Etlivde 24°C’de inklbe edilen
hicre kiltir plaklar 24, 48, 72 ve 96. saatlerde ayni sira
takip edilerek her kuyucuktan 10 pL alinip, Thoma lami
(Witeg, Almanya) kullanilarak sayildi ve Hemocytometer
Sidekick uygulamasi ile hesaplanarak kaydedildi.
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Tablo 1. Gruplara uygulanan Pelargonium sidoides, lipozomal amfoterisin B ve ¢oziicii
konsantrasyonlari.

Gruplar Leishmania infantum Leishmania tropica
Baslangig sayisi: 5X10*
(Baslangig say ) (Baslangig sayisi: 1.5X10°%)
1 Ps 50 pg/mL 50 pg/mL
2 Ps 100 pg/mL 100 pg/mL
3 Ps 200 pg/mL 200 pg/mL
4 Ps 400 pg/mL 400 pg/mL
5 Kontrol 1 Promastigotlu besiyeri Promastigotlu besiyeri
6 Kontrol 2 Promastigotlu besiyeri + ¢ézlici | Promastigotlu besiyeri + ¢ézlicu
(11 pl/ml %70’lik alkol) (11 pl/ml %70’lik alkol)
7 L-AmB 12.5 pg/mL 12.5 pg/mL
8 L-AmB 25 pg/mL 25 pg/mL
9 L-AmB 50 pg/mL 50 pg/mL
90 20
80 =+=50 pg/ml 8o —==50 pg/ml
70 / ~#-100 pg/ml 70 ~8-100 pg/ml
— 60 200 pg/ml & =200 pg/ml
g T 400 pg/ml
'23, 50 /-! 400 ug/ml 8 50 e Control 1
5 " / / / ~—Control 1 £ ~e—Control 2
H —e—Control 2 S 40 Amp. B12,5 pg/ml
% 30 // L-AmB 12,5 pg/ml g 30 Amp. B 25 pg/ml
E 20 L-AmB 25 pg/ml LY Amp. B 50 pg/ml
= o -
* 10 / " —/:' L-AmB 50 pg/ml o . L
0 T o
oh 24h 48 h 72h 96 h oh 24h 48 h 72h 96 h
Time (hours) Time (hours)

Sekil 1. Pelargonium sidoides ekstraktinin Leishmania infantum
promastigotlari iizerine etkisi

Gruplar one-way analysis of variance (ANOVA) testi ile kar-
silastirilarak etkinlik degerlendirmesi yapildi.

Bulgular

Kuyucuklardan 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan ornekler
sayildi ve tireme miktarlari belirlendi (Tablo 1).

Etlivde 24°C’de 96 saatlik inklibasyon sonunda, Ps’in 50
ve 100 pg/mL konsantrasyonunda kontrol gruplarina gére
L. infantum promastigotlarinin Gremesini inhibe etmedigi
gozlemlendi (p>0.05) (Sekil 1).

Ps’in 96 saatlik inkiibasyon sonunda 200 ug/mL ve 400 pug/
mL konsantrasyonda ise kontrol gruplarina gore anlamli se-
kilde remeyi engelledigi gorildu (p<0.05) (Sekil 1).

Ps’in 24°C’de 96 saatlik inkiibasyon sonunda, 50 ve 100 pg/
mL konsantrasyonunda L. tropica promastigotlarin kontrol
ve pozitif kontrol grubuna gore iremesini inhibe etmedigi
gozlemlendi (p>0.05) (Sekil 2).
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Sekil 2. Pelargonium sidoides ekstraktinin Leishmania tropica
promastigotlari iizerine etkisi.

Ps’in 96 saatlik inkiibasyon sonunda 200 pg/mL ve 400 pg/
mL konsantrasyonlarda tGiremeyi anlamli olarak engelledigi
goruldu (p<0.05) (Sekil 2).

Ps’in L. infantum promastigotlari Gzerine 1C50= 217.0018
ul/ml, L. tropica promastigotlari Gzerine 1C50=199.6707 ul/
ml oldugu hesaplanmistir.

EPs’in ¢ozlinmesinde kullanilan ¢ozicilerin promastigotlar
Uzerinde inhibitor etkiye katkisi analiz edilmis ve ¢6ziicl-
nln promastigotlar tizerine anlamli inhibitor etkisi saptan-
mamistir (p>0.05).

Sonug

Sonug olarak EPs 7630’un L. infantum ve L. tropica promas-
tigotlarina karsi dogrudan anti-leishmanial aktivitelerinin
varligl tespit edilmistir. Kolay tolere edilebilir olmasi ve
sentetik ilaglara oranla yan etkilerinin az olmasi sebebiy-
le bitkisel kaynaklar tedavide 6nem kazanmaktadir. Biyo-
bilesiklerin multimolekiler bitki 6zlerinden ayirma ve saf-
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lastirilmasi gok zaman, planlama ve maliyet gerektirmesine
ragmen, bu alanda hastalari etkili bir sekilde tedavi etmek
icin ileriye yonelik daha fazla umut vadetmektedir. Calisg-
malara gore, fitoterapotikler yeni, giivenli ve etkili antile-
ishmanial ajanlar igin etkili, genig ve umut verici bir bakis
acisi saglar®, EPs 7630 sollisyonu Leishmania promasti-
gotlarina dogrudan etkinligi bu ¢alisma ile belirlenmistir.
Rutin kullanimda birgok ilagtan daha az toksik olmasi se-
bebiyle ileride alternatif tedavi secenegi olabilecegi disu-
nldlmustar.

Pelargonium sidoides’in antileishmanial etkisinden sorum-
lu olan madde(ler)i belirlemek ve diger antileishmanial bi-
lesikleri ile kombine uygulamak igin daha fazla ¢alismaya
ihtiyag vardir. Daha sonra yapilacak in vivo modellerin ge-
listirilmesinin klinik ¢alismalara basamak olmasi agisindan
yararli olabilecegi dusunilmustar.

Tesekkiir

Bu arastirmada Leishmania suslarini sagladiklari igin Dr. Ca-
hit Babiir ve Prof.Dr.Seray Toz’e ¢ok tesekkiir ederiz.
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Giris

Kistik echinococcosis Echinococcus cinsi sestodlarin larval
evresinin sebep oldugu yaygin zoonotik bir enfeksiyondur®,
Koyun,sigir gibi otgul hayvanlarda ve insanlarda karaciger
ve akciger gibi gesitli organlarda Echinococcus granulosus
larva seklinin lokalize olmasi ile gelisen klinik tablo kistik ec-
hinococcosis (KE) olarak adlandirilir. Glinimuzde diinya ¢a-
pinda gelismis tlkelerin cogunda rastlanmayan KE, az gelis-
mis ve gelismekte olan tlkelerde siklikla gorilmektedir®?.

Hidatik kist Tirkiye’de de hem hayvanlarda hem de insan-
larda rastlanan yaygin bir hastaliktir. Ulkemizde énemli bir
saglik sorunu olusturmasinin yaninda, énemli ekonomik
kayiplara da yol agmaktadir®.Ulkemizde hidatik kistin olus-
turdugu ekonomik kayba, baslica olarak insanlarda has-
taligin tani ve tedavi igin kullanilan giderler gosterilebilir.
Ciftlik hayvanlarinda ise kistin gelisimi sirasinda organlar-
daki yayihma bagli olarak; yin kalitesinde dustklik, kisirlik
oraninda artis, et ve siit veriminde azalma gibi faktorler en
dnemli ekonomik kayiplardir®

Bu ¢alisma ile KE molekiiler epidemiyolojisi agisindan kisith
veri bulunan, baskin genotip veya genotipler belirlenmesi
amaglanmistir. Calismada elde edilen veriler ile bolgesel
bulas kontrolu ve eradikasyon galismalari agisindan énemli
bilgilerin saglanabilecegi 6ngorilmektedir.

Gereg ve Yontem

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Radyoloji
bélimlerine bagvuran hastalardan 01.03.2018-01.07.2019
tarihleri arasinda alinmis kist sivisi 6rnekleri Tibbi Mikro-
biyoloji laboratuvarinda calisiimistir. Hayvan orneklerinin
toplanmasi igin ise Konya ilinde bulunan mezbahanede
hayvan kesimleri takip edilerek kist ornekleri toplanmis-
tir. Arastirma stiresinde toplam 100 6rnek; (40 insan ve 60
hayvan kist sivisi) toplanmistir.

Hem insanlardan, hem de hayvanlardan toplanmis or-
nekler ilk 6nce direkt mikroskopiye tabi tutularak, parazi-
tin protoskoloksi veya kancasi varsa tespit edilmistir. Kist
sivisi 6rnekleri molekiler tani igin (Cox1-PCR, 828 baz
cift) Hacettepe Universitesi’ne génderilmistir. 02.09.2019-

16.12.2020 tarihleri arasinda Orta Dogu Teknik Universitesi
Merkez Laboratuvari’'nda PCR Uriinlerinden genotip belir-
lenmesi icin sekans analizi (Beckman Coulter 8800 ve ABI
310 cihazlarinda) yapilmistir. Elde edilen diziler, NCBI veri
tabanindaki mevcut dizilerle karsilagtiralarak BLAST algorit-
masinda degerlendirilmistir.

Bulgular

Arastirma sonuglarina gére 40 insan Orneginin 18’nin (%
45) direkt mikroskopisinde pozitiflik saptanmigtir. Blytik-
baslardan elde edilen kistlerin 45’i karaciger ve 15’i akci-
gerden elde edilmistir. Calisma sonuglarina gore toplam 60
hayvan 6rneginin direkt bakisinda 54’de (% 90) pozitiflik,
6’da (%10) ise negatiflik saptanmustir. Pozitiflik saptanmis
hayvan 6rneklerinin; 12’sinin (% 22.22) akciger ve 42’sinin
(% 77.78) karaciger 6rnegi oldugu tanimlanmigstir.

Toplanan 100 izolata uygulanan Cox1-PCR sonucu 83 (% 83)
izolat pozitif olarak kaydedilmistir.Bunlarin 26'si (% 31.32)
insan ve 57’si (% 68.68) blylkbas kaynakli olmustur. Bi-
yukbaslardan elde edilen kistlerin 45’i (% 75) karaciger ve
15%i (% 25) akcigerden elde edilmistir.

BLAST algoritmasina gore insan kaynakli izolatlarin 25%i
(% 96.15) E. granulosus sensu stricto (23 ( %92)-G1 genoti-
pi, 2 (% 8) - G3 genotipi) oldugu tespit edilmistir. Kalan bir
insan izolat ise Echinococcus equinus (G4 genotipi) olarak
tanimlanmistir. Elde edilen E. equinus dizisi GenBanka’a
gonderilmistir ( Erisim 109 Numarasi: MT621047). Blylk-
bas kaynakli izolatlarin tamaminin E. granulosus s.s. [46
(% 80.70)- G1 genotipi, 11 (% 19.3)- G3 genotipi)] oldugu
tespit edilmistir.

Sonug

Bu galisma kapsaminda, cesitli ara konaklardan elde edi-
len hidatik kistlerin molekiler karakterizasyonu amaciyla
cox1 mitokondriyal gen PCR’1 uygulanmistir. Tiirkiye'de de
cesitli ara konaklardan elde edilen hidatik kistlerin mole-
kiler karakterizasyonunu temel alan birgok ¢alisma ya-
pilmistir. Bu ¢alismalarin ortak sonucu olarak Tiirkiye'de
baskin tiirtin E. granulosus s.s. (G1/G3 genotipleri) oldugu
gorilmektedir®67.89),
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Sekil 1. Hayvan karaciger kist sivisinda direkt bakisinda saptanmig
kist protoskoleksleri.

Cahsmamiz literatiir ile uyumlu olup, en fazla G1 genotipi
ve ardindan G3 genotipi tespit edilmistir Bu galismada bir
tane insan kaynakl izolata yapilan dizi analizi sonucu G4
genotipi veya glincel adiyla E. equinus ile uyumlu bulun-
mustur. E. granulosus s.l'nin molekiler karakterizasyonu
Gzerine yapilan bir ¢alismada, PCR-RFLP yontemi ile ve
E. equinus’u ilk kez insandan rapor edilmistir®'Y, Bu ¢alis-
ma kapsaminda Turkiye’de ilk kez sekans ile dogrulanmis
E. equinus insanlarda rapor edilmis olacaktir.

Echinococcus equinus, koyun suslarindan morfolojik ve epi-
demiyolojik farkliliklari nedeniyle E. granulosus’un farkli bir
alt tlrd olarak karakterize edilmistir. Sonraki ¢alismalar, at
kaynakli izolatlar ve digerleri arasindaki biyolojik farkliliklar
oldugunu dogrulamistir®?. Bu ayrim, otuz yil énce atlardan
(ingiltere ve ispanya) ve bir esekten (irlanda) elde edilen
Ug hidatik kist izolatindan cox1 geninin kismi sekanslanmasi
yoluyla dogrulanmigtir®.Gunumuzde, diinya capinda farkl
ara konakglilardan E. equinus’un varligina isaret eden birgok
rapor bulunmaktadir***) Tirkiye’den gelen raporlara gére
katir ve esekten E. equinus tespit edilmistir®®, Yapilan ¢alis-
marin verilerine gore, E. equinus genellikle ara konakgilar-
da steril kuiglk kistler halinde geligse de, diger ¢alismalar
oldukea ylksek oranda dogurganlik ve iyi gelismis hidatik
kistler bildirmektedir®”,

Echinococcus equines izole edilmis hastanin klinik bulgu-
lari kaydedilerek, abdominal ultrasonografi ve bilgisayarl
tomografide sinirlari gerilmis 3 kistik lezyon saptanmistir.
Hasta PAIR (ponksiyon, aspirasyon, enjeksiyon ve reaspi-
rasyon) ve perkitan kateterizasyon teknikleri ile tedavi
edilmigtir. Hastaya tedaviden 6nce Ug hafta boyunca glinde
10 mg / kg dozunda oral albendazol verilmistirTedavi son-
rasi 1. 6 . ve 12. aylarda takip ultrasonografi incelemeleri
yapilmistir. Hastada lezyonlar tamamen iyilesmesi ve re-
kirrens gozlemlenmistir. Kist hidatik icin hemaglitinasyon
inhibisyon testi pozitif bulunmustur. Mikroskobik inceleme
zamani kist steril saptanmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma E. equinus’un Tirkiye’deki insan
konakgidan turetilen hidatik materyalin sekanslanmasi yo-
luyla molekiiler dogrulamasi Gzerine ilk rapordur ve dlinya
¢apinda ikinci rapordur. Ancak, E. equinus’un Tirkiyede in-
sanlarda da hayat donguisu olduguna dair kanitlar olmasi-
na ragmen, bulasmanin nasil gerceklestigine dair kesin bir
yorum yapilamamaktadir.

Sekil 2. Echinococcus spp.lerin elektoforez jel goriintiilenmesi.

Anahtar kelimeler: E. granulosus, E. equinus, kistik echino-
coccosis, cox1 geni, protoskoleks
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Giris

Toxoplasma gondii zoonotik parazitoz hastaliklari arasinda
diinyada en yaygin etkenlerden biridir. Diinyada ortalama
%25-30 insanin toksoplazma ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. T. gondii'nin neden oldugu toksoplazmozis
insan vicudundaki tim hayati organlar tutabilen, akut
doneminde o6zellikle, kan, tukarik, BOS, idrar gibi tim vi-
cut sivilarinda saptanabildigi, transplasental bulas ile kalici
fetal anomalilere, hamileligin erken evrelerinde dusiklere
neden olan bir enfeksiyondur®.Parazit cig veya az pismis
kontamine et, iyi ylkanmamis, kabugu soyulmamis konta-
mine sebze-meyve yenmesi, ¢ig sit ve ¢ig yumurta tike-
timi, kontamine su igilmesi, kan, organ nakli ve transpla-
sental gecis gibi pek ¢ok yolla bulusabilir. Bulasma yollari
¢ok fazla oldugu icin de hastalik diinyada oldukga yaygin
prevelansa sahiptir®.

Toksoplazma enfeksiyonun tanisinda serolojik, molekiiler ve
histolojik yontemler kullaniimaktadir. Bu yontemler direkt
ve indirekt olarak siniflandirilabilir. indirekt yéntemler ola-
rak tanimlanan serolojik yontemler rutin tanida daha gok
kullanilmaktadir. Serolojik yontemlerle enfeksiyona karsi
olusan antikor varligi arastirilirken,molekiler bir yontem
olan Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) testleri ile parazitin
DNA’sinin gosterilmesi hedeflenmektedir®. Saghkli kisiler-
de T. gondii'ye karsi olusmus antikorlar, aylar ve hatta yil-
lar boyunca yiksek titrede pozitif kalabilmesi,yontemlerin
yanlis pozitif ve yanlis negatif sonug verme olasiliklari, bir-
den fazla yontemin kullaniimasini zorunlu kilmistir. Real-
time PZR yonteminin, toksoplazmanin molekiler tanisini
birgok konvansiyonel yontemlere gore daha kisa slrede
saptayabilmesi ve hastaligin evresi ve seyri hakkinda bilgi
verilebilmesi gibi dnemli avantajlari vardir®,

Norodejeneratif hastaliklar noronlardaki ilerleyici kayba
bagh olarak sinir sistemi fonksiyonlarinin yitimine neden
olan bir grup hastaliktir. Ayrica, néron kaybinin yanisira
noron hicreleri iginde ipliksi yapilar ile karakterizedirler.
Hirano,Lewy,Pick cisimcikleri ve norofibriler yumaklar (ne-
urofibrillary tangles: NFT) gibi bir dizi hlcre-igi birikimler
néropatologlar tarafindan tanimlanmaktadir®. Nérodeje-
neratif hastaliklar genetik faktorlerin, gevresel tetikleyici
faktorlerin, eksitotoksisitenin, oksidatif stresin ve yaslan-

manin etkisiyle oldugu gibi, dogum sirasinda olusan bir
hasara bagl olarak ortaya c¢ikabilir. Alzheimer(AH) ve par-
kinson (PH) hastaliklarinin 40 yas altinda nadir gorilmesi
yaslanmanin bu hastaliklar i¢in dnemli bir risk faktori oldu-
gunu gostermektedir. Multiple skleroz (MS) ise erken yasta
ortaya ¢ikan ndrodejeneratif hastaliktir®,

Norodejeneratif hastakliklar, rolatif olarak sik gérilmekte,
hem sosyal hem de saglik agisindan énemli sorunlar yarat-
maktadirlar. Ginimuzde bu hastaliklarin tedavisi sadece
semptomatik tedavi ile sinirlidir. MS ve Parkinson hastalik-
larinin semptomatik tedavisi rolatif olarak basarilidir. Ancak
mevcut tedaviler Alzheimer hastalarinda etkinlik agisindan
son derece sinirhidir?.

Turkiye'de T. gondii genis yayilim gosteren zoonotik bir en-
feksiyon olmasina ragmen noérodejeneratif hastaliklar da
seroprevalansi hakkinda bilgiler sinirlidir. Bu nedenle yap-
tigimiz ¢calismayla tlkemizde genis bir yayillim gosteren T.
gondii’nin gesitli nérodejenaratif hastaliklarda (Alzheimer,
Parkinson, MS) seroprevalansinin arastiriimasiyla aralarin-
daki prevalans (pozitif veya negatif) iliskisinin saptanmasi
amaglanmistir. Ayrica arastirmadan elde edilen sonuglara
gore, parkinson, alzheimer ve multiple sklerozis ile T. gondii
arasindaki olasi iliskinin, sosyodemografik ozelliklerle bir-
likte degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem

Bu ¢alisma, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Ku-
rul onayiyla (18.04.2018; 2018/63) Selcuk Universitesi
Tip Fakiltesi Noroloji poliklinig§ine ve Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Noroloji poliklinigine Ha-
ziran 2018-Haziran 2019 tarihleri arasinda basvuru yapan
parkinson,alzheimer ve multiple skleroz tanisi almis 100’er
hasta (toplam 300) ve norodejeneratif hastalik 6ykisi bu-
lunmayan, saglikh 100 gonilli kontrol grubu dahil edilmis-
tirNorodejeneratif hastalik tani kritirlerini karsilayan has-
talara ve saglikh gonil grupuna galismanin amaci,tanimi ve
ayrintilari hakkinda bilgi verilmistir. Bilgilendirme sonucun-
da hastalara Bilgilendirilmis Gonulli Onam Formu imzalati-
lip, sonra rutin tetkiklerden artan serumlar ¢alismaya dabhil
edilmistir.
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Tanida, elektrokemiliiminesans (ECL) yontemine dayanan
Roche firmasi tarafindan Uretilen Toxo IgM ve Toxo 1gG kit-
leri kullanilmistir. Sonuglar, yazilim tarafindan numunenin
reaksiyon Urininden elde edilen elektrokeminesans sin-
yali ile daha 6nce kalibrasyonla elde edilen esik degerinin
sinyali karsilastirilarak otomatik olarak belirlenmistir.

Calismanin isleyisi sirasinda hem hastalara hemde kontrol
grubundaki kisilere, kedi ile temas, ¢ig/az pismis et tuketi-
mi, hijyen (temizlik) aliskanhklari ve diger sosyodemografik
ozellikleri iceren bir sorgulama formu uygulanmistir. Her
bir grup igin T. gondii ile kedi besleme, et Urinlerinin ta-
ketimi ve hijyen arasinda iliski olup olmadigini test etmek
icin ki-kare Testi ve Fisher Exact testi uygulanmistir. Her bir
hastaligin kontrol grubu igin iliskiler Odss Ratio gliven ara-

lig1 ile test edilmistir. Analizler %5 anlam seviyesinde (% 95
gliven seviyesi) araliginda degerlendirilmistir.

Bulgular

Hasta ve kontrol grubuna ait toplam 400 6rnek (300 has-
ta 6rnegi ve 100 kontrol 6rnegi) calismaya alinmistir. 300
hastanin 146’si erkek 156’si kadindir. Kontrol grubunda ise
33 erkek 67 kadin calismaya alinmistir. Toksoplazma IgM ve
Toksoplazma IgG’den en az birinin pozitif olmasi halinde
Toksoplazma pozitif olarak kabul edilmisdir. 400 serumun
218’inde (%54.5) Toksoplazma IgM ve/veyaToksoplazma
1gG pozitif bulunmustur. Bu 6rneklerin 207’sinde (%51.75)
Toksoplazma IgG pozitif olarak saptanmistir.

Tablo 1. Norodejeneratif hastaliklarda (Parkinson, Alzheimer, Multiple Skleroz) Toxoplasma gondii seropozitifligi.

Grup Toplam p- Grup Toplam p- Grup Toplam p-
degeri degeri degeri
Parkinson | Kontrol Alzheimer | Kontrol Multiple | Kontrol
Skeloroz
n 62 36 98 72 36 108 44 36 80
Pozitif
% 63.3 36.7 100 66.7 333 100 55 45 100
©
5
©
z—% n 38 64 102 0.000 28 64 92 0.000* 56 64 44 0.248
2 Negatif
°
% 37.3 62.7 100 304 69.6 100 46.7 53.3 100
Toplam | n 100 100 200 100 100 200 100 100 100
OR (% 95 OR 2.901 (1,633-5.151) 4.571(2.515-8.311) 1.397 (0.792-2.465)
Glven Aralig)

*p<a=0.05 degiskenler arasi iliski istatistikli olarak anlamli

Tablo 2. Kontrol grubunda Toxoplasma gondii seropozitifligi ile kedi besleme, et iiriinlerinin tiiketimi ve hijyen aligkanlklarina gére dagilimi.

Kontrol Kontrol Kontrol
Kedi Besleme Toplam p- Et Uriinlerinin Toplam p- Hijyen Toplam p-
degeri Tiiketimi degeri degeri
Evet | Hayir Az Gok iyi- Koti
Pigmis Pismis Orta
N 23 41 64 14 50 64 63 1 64
Pozitif
% 35.9 64.1 100 21.9 78.1 100 98.4 1.6 100
£
5 1.000
_% N 19 17 36 0.154 12 24 36 0.309 35 1 36 Fisher
v} Exact
é Negatif xac
% 52.8 47.2 100 333 66.7 100 92.7 2.8 100
Toplam N 42 58 100 26 74 100 98 2 100

*p<a=0.05 degiskenler arasi iliski istatistikli olarak anlamli
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Hasta grubundan alinan 300 serum Grneginin 172'sinde
(%57.3) Toksoplazma 1gG pozitif olarak bulunmustur. Has-
ta orneklerinde saptanan Toksoplazma 1gG antikorlarinin;
42'si (%24.4) multiple skleroz hastalarindan, 60’1(%34.9)
parkinson hastalarindan, 70’i (%40.7) alzheimer hastala-
rindan alinan orneklerde saptanmistir. Hasta orneklerinde
anti-Toksoplazma IgM antikor varligi 300 serumun toplam
11’inde (%3.6) pozitif olarak bulunmustur. 9 (%3) hastada
ise hem IgM hem de IgG pozitifligi saptamistir. Kontrol gru-
bundan alinan serumlarda anti-Tokso IgM antikor pozitifligi
saptanmamistir.

Sonug

Bu c¢alisma verilerine gore, parkinson ve alzheimer hasta
gruplarmin sonuglari kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
T. gondii varligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir ilis-
ki bulunmustur. Bununla birlikte multiple skleroz hastala-
rinda T. gondii seropozitifligi arasinda ise anlamli bir iliski
bulunamamistir. Parkinson, multiple skleroz ve kontrol gru-
bunun T. gondii seropozitifligi ile kedi besleme, et tiketim
durumu (az veya ¢ok pismis) ve hijyen aliskanliklari arasin-
da anlamli bir iliski kurulamamistir. Alzheimer hastalarinin
T. gondii seropozitifligi ile kedi ile temas arasinda anlamli
bir iliski bulunmasina ragmen, et tiiketimi durumu (az veya
¢ok pismis) ve hijyen aliskanliklari arasinda anlamli bir iliski
kurulamamistir.

Miman ve ark.® tarafindan yapilan ¢alismada PH ve kontrol
gruplarinda Toksoplazma IgG antikorlari sirasiyla 52 hasta-
da % 42.3 ve 40 kontrol grubunda % 22.5 olarak saptanmis
ve istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p = 0.006). Fal-
lahi ve ark. tarafindan yapilmis bir ¢calismada PCR testinin
sonuglarina goére, toksoplazma enfeksiyonunun prevalansi
PH’da % 19.3, kontrol gruplarinda % 10.4 oldugundan ista-
tistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.002). Arastir-
ma sonuglarina goére, toksoplazma enfeksiyonunun sadece
PH’1 igin bir risk faktort olamadigini, ayni zamanda PH'da
enfeksiyon edinme riskinin daha ylksek oldugu sonucuna
varmiglardir®. Parkinson hastalig ile T. gondii arasindaki
iliskiyi aragtirmak icin yapilan galismalarda ortak sonug ola-
rak; T. gondii tarafindan tretilen dopamin, dopamin Ureten
noronlarin dejenerasyonuna ve norojenik iltihabina sebep
olarak parkinson hastaliginin olusmasina neden oldugu di-
sunllmektedir.

Kusbeci ve ark.'® yaptiklari aragtrmada, sonuglara goére
Toksoplazma IgG pozitif titresi ile AH’I arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir iliski oldugu gorilmistir. Pearce ve ark.
11 Celik ve ark.®? tarafindan yapilmig ¢alismalarda toksop-
lazma enfeksiyonundan sonra salinan IFN-qgamma gibi bazi
enflamatuar sitokinler dopamin lireten néronlarin dejene-
rasyonuna yol agarak, alzheimere neden oldugu 6ne su-
rilmasdar. Yapilan bu ¢alismalar géstermistir ki Alzheimer
bakteriyel, parazital ve viral patojenleri de icerebilen gok
faktorli bir hastaliktir.

Epidemiyolojik veriler parazit enfeksiyonlarinin MS gibi
otoimmun hastaliklarin patogenezi ile de disuk olsa da
iliskili olabilecegine dair kanit sunmaktadir. Bu fenomen
ilk kez, 1989’da Strachan tarafindan, “hijyen hipotezi” ile
onerilmistir. Bu hipotezle, gocukluk déneminde bulasici
ajanlarla tekrar tekrar maruz kalmanin alerji ve otoim-
minite gelismesine karsi koruma saglayabilecegini ileri

stralmuslerdir®, Yapilan bu calismalar parazit enfeksi-
yonlarinin otoimmiin hastalklara karsi koruyucu etkileri
olabilecegini dneren hijyen hipotezini blyik oranda des-
teklemektedir.

Yaptigimiz bu ¢alisma Ulkemizde T. gondii ile nérodejenera-
tif hastaliklar arasindaki olasi iligkini arastiran ilk genis kap-
samli galismalardandir.Calismamizda hasta gruplarinda ECL
yontemi ile hasta grupunda (parkinson, alzheimer, multiple
skleroz) elde ettigimiz yuksek T. gondii pozitifliginin,daha
gelismis mikrobiyolojik yontemler (6rnegin, PCR) kullanil-
masl zamani daha yliksek oranda saptanmasi 6ngorilmek-
tedir. Benzeri yapilacak ¢alismalarla MS ve diger otoimmuin
hastaliklar igin potansiyel immiin moddle edici tedavilerin
gelisimine katki saglayacaktir. Ayrica, yapilacak in vivo ¢a-
lismalarla nérodejenarasyonun imminolojik mekanizma-
larinin agiklanmasinin, alzheimer gibi geridéniisii olmayan
hastaliklarin tedavisinde yol gosterici olacagi disinulmek-
tedir.

Anahtar kelimeler: Toxoplasma gondii, Multiple skleroz,
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalgi, elektrokemilinmi-
nesans
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Girig

Dinya nufusunun vyaklasik 1/4’Untn  Mycobacterium
tuberculosis ile latent olarak enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. Latent tiberkiiloz enfeksiyonu (LTBE) olan
bireylerde yasam boyu aktif tiberkiloz (TB) gelisme riski
%5-10'dur ve olgularin ¢ogu enfeksiyondan sonraki ilk 5
yil icinde ortaya c¢ikmaktadir®™®. CD4 T hiicresi sayisinda
belirgin bir azalmanin olmadigi antiretroviral tedavi (ART)
altinda olan HIV enfeksiyonunda bile aktif hastaliga ilerleme
riski oldugu bildirilmektedir®®. LTBE yeni aktif TB hastalar
icin kaynak olusturdugundan, yalniz aktif TB’nin tedavi
edilmesi hastaligin eliminasyonunda yeterli olmamaktadir.
HIV pozitif LTBE'li bireylerde ise INH profilaksisi ile TB
insidansi %62 azalmaktadir®. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
yiksek ve orta gelirli Ulkelerde aktif TB gelisimi igin risk
tagtyan HIV ile enfekte bireylerde, LTBE’nin tanisini ve
profilaktik tedavisini dnermektedir'®.

LTBE tanisinda altin standart bulunmamakla birlikte, son
yilllara M. tuberculosis enfeksiyonu tanisinda interferon
gama salinim testleri yaygin olarak kullaniimaktadir®©,
QuantiFERON’-TB Gold Plus [QFT-Plus] (Qiagen, Hilden,
Almanya) testinde, M. tuberculosis genomunun “region of
difference-1 (RD1)” bolgesi tarafindan kodlanan ESAT-6 ve
CFP-10 antijenleriyle uyarilmis periferik kan monontkleer
hicrelerindensalinaninterferongama (IFN-8) 6lgilmektedir.
QFT-Plus testinde ESAT-6 ve CFP-10 peptit antijenleriigeren
iki TB antijen tlpu (TB1 ve TB2) bulunmaktadir. QFT-Plus
TB1 tiiplinde, CD4 T hiicrelerini uyaran goreceli olarak uzun
peptitler bulunurken, TB2 tipiinde CD4 T hicrelerinin yani
sira CD8 T hiicrelerinden de IFN-8 salimini saglamak ayrica
kisa ESAT-6 ve CFP-10 peptitlerinden olusan antijen kokteyli
bulunmaktadir. CD8 T hicreleri, M. tuberculosis’e karsi
konak bagisikliginin ve kontroliiniin 6nemli bir bilesenidir.
CD8 T hiicrelerinin uyarilmasi igin peptitlerin dahil
edilmesinin, CD4 T hiicresi tikenmis hastalarda latent ve
aktif TB enfeksiyonunun saptanmasinda testin duyarhhgini
artirmasi beklenmektedir(®-13),

Sunulan c¢alismada, bolgemizdeki HIV pozitif hastalarda
LTBE prevalansinin belirlenmesi ve HIV enfeksiyonunda
QFT-Plus testinin performansini etkileyebilecek olasi
faktorlerin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Subat 2016-Aralik 2019 tarihleri arasinda Ege Universitesi
Tip Fakultesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvar’na
QFT-Plus testi gonderilen 18 yas Uzeri 132 HIV pozitif ve
dahil edilme kriterlerini karsilayan 133 HIV negatif olgu
alindi. HIV negatif olgularin dahil edilme kriterleri arasinda
lenfosit sayilarinin normal sinirlar igerisinde olasi, eslik
edenimmiunsipresyonun olmamasi, immin stpresif tedavi
altinda olmamasi ve aktif TB olmamasi yer almaktadir. HIV
pozitif ve HIV negatif hastalarin bilgilerine laboratuvar
kayitlarindan ve hastane veri tabaninda ulasildi. QFT-
Plus testi Ureticinin Onerileri dogrultusunda cahsildi ve
degerlendirildi®,

istatiksel analiz: istatistiksel analizler IBM-SPSS 25.0 paket
programda vyapildi. Kategorik degiskenler igin ¢apraz
tablolar olusturuldu ve ki-kare analizleri yapildi. Numerik
degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi Shapiro-
Wilk test ile kontrol edildi. Normal dagilim gostermeyen
degiskenler icin iki grup karsilastirmasi Mann-Whitney
test ile yapildi. Kategorik degiskenler sayi ve %, numerik
degiskenler medyan (min., maks.) olarak 6zetlendi. istatistik
anlamhhk olarak p<0.05 alindi.

Bulgular

QFT-Plus sonuglari, medyan yasi 32 (19-67 yas) olan 132
HIV pozitif hasta (117 erkek ve 15 kadin) ve medyan yasi 39
(19-55 yas) olan 133 HIV negatif vaka (65 erkek ve 68 kadin)
icin degerlendirilmistir. Calismaya kayith 132 HIV pozitif
hastadan 119’unun ART aldigi belirlenmis, 13 hastanin ise
takipte kaybedildigi veya baska hastanelere sevk edildigi
icin bilgilerine ulasilamamistir. Medyan lenfosit sayisi
HIV negatiflerde 1865/mm?3 ve HIV pozitif grupta 1825/
mm?3 saptanirken HIV pozitif grupta, CD4 lenfosit sayisinin
medyan degeri 381/mm3 ve CD8 lenfosit sayisinin medyan
degeri 882/mm?3 olarak bulunmustur. HIV pozitif hastalarin
QFT-Plus sonuglari ile medyan lenfosit sayilarinin iliskisi
Tablo 1'de 6zetlenmistir.

QFT-Plus testi, HIV pozitiflerin %21.2 (28/132)’sinde, HIV-
negatiflerin %30.1 (40/133)’inde pozitif saptanirken, HIV
pozitiflerin %4.5 (6/132)’inde ve HIV negatif olgularin %3
(4/133)’Unde belirsiz sonug alinmistir. Belirsiz sonug alinan
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Tablo 1. HIV pozitif hastalarin QFT-Plus sonuglari ile medyan lenfosit sayilarinin iligkisi.

Ozellik QFT-Plus sonuglari
Pozitif Negatif Belirsiz
TB1+TB2 Pozitif TB1 Pozitif TB2 Pozitif
Medyan lenfosit sayisi (hiicre/mm®) 1700 1700 1950 1835 720
Medyan CD4 T hiicre sayisi (hiicre/mm?) 409 273 397 401 43
Medyan CD8 T hiicre sayisi (hiicre/mm’) 1006 1112 1149 880 244
Tablo 2. 132 HIV pozitif ve 133 HIV negatif hastaninTB1 ve TB2 tiiplerinde saptanan QFT-Plus sonuglari.
HIV pozitif
Tip TB2
Pozitif Negatif Belirsiz Toplam
Pozitif 16 4 0 20
TB1 Negatif 8 98 106
Belirsiz 0 0 6 6
Toplam 24 102 6 132
HIV negatif
Tup TB2
Pozitif Negatif Belirsiz Toplam
Pozitif 25 7 0 32
TB1 Negatif 8 89 0 97
Belirsiz 0 0 4 4
Toplam 33 96 4 133
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Sekil 1. HIV pozitif ve HIV negatif hastalarda TB1(A) ve TB2(B) tiipiinden salgilanan IFN-0 diizeyleri.
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alti HIV pozitif hastanin besinde CD4 lenfosit sayisinin 200/
mm?¥{n altinda oldugu, medyan lenfosit sayisinin (43/mm?3)
anlamli olarak diistk oldugu saptanmistir (Mann-Whitney
test, p=0.008). Belirsiz sonuglar dislandiktan sonra pozitiflik
oranlari HIV pozitif olgularda %22.2 (28/126), HIV negatif
hastalarda %31 (40/129) idi (ki-kare testi, p=0.113). 132 HIV
pozitif ve 133 HIV negatif hastanin TB1 ve TB2 tlplerinde
saptanan QFT-Plus sonuglari Tablo 2’de 6zetlenmistir.

TB1 tlpl pozitif 32 HIV negatif ve 20 HIV pozitif hastada,
TB1 tiiptinden salgilanan medyan IFN-8 degeri sirasiyla 2.2
IU/ml ve 0.94 IU/ml olarak bulunurken (Mann-Whitney,
p=0,094), TB2 tupl pozitif 33 HIV negatif ve 24 HIV pozitif
hastada TB2 tupunden salgilanan medyan IFN-O degeri
sirastyla 1.6 1U/ml ve 0.93 IU/ml olarak saptanmistir
(Mann-Whitney, p=0.077). Alti HIV negatif hastanin TB1
ve TB2 tiplerinde IFN-d seviyeleri >10 1U/ml saptanirken,
HIV pozitif hastalarin higbirisinde 101U/ml’nin Gzerinde bir
deger saptanmamistir.

Sonug

Sonug olarak, HIV negatiflerle karsilastinildiginda HIV
pozitiflerde, QFT-Plus pozitiflik oraninin ve salgilanan IFN-9
diizeylerinin daha disik, belirsiz sonug oranlarinin daha
yiksek oldugu saptanmistir. HIV pozitiflerde CD4 lenfosit
ortalamasinin normal sinirlar iginde olmasina karsin,
disik QFT-Plus pozitiflik oranlari ve IFN-8 diizeylerinin,
bu hastalarda CD4 lenfosit sayisi yeterli olmasina
ragmen, CD4 lenfositlerin antijen yanitindaki azalmadan
kaynaklanabilecegi  dustndlmistir.  Ayrica  QFT-Plus
testine eklenen TB2 tlipliniin hem HIV pozitif hem de HIV
negatif LTBE'de testin duyarliligina katkida bulunabilecegi
sonucuna varilimistir.

Anahtar kelimeler: QuantiFERON TB gold plus, aktif
tiberkiloz, insanimmin yetmezlik virlisi, latent tiiberkiloz
enfeksiyonu, Mycobacterium tuberculosis

Kaynaklar

1. WHO. Global tuberculosis report 2019: https://www.who.
int/tb/publications/ global _ report/en/ (Erisim tarihi: Arahk
2020)

2. Houben RM, Dodd PJ. The global burden of latent tuberculosis
infection: A re-estimation using mathematical modelling. PLoS
Med. 2016;13(10):e1002152.
https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002152

3. Fitzgerald DW, Sterling TR, David W. Mycobacterium
tuberculosis. In: Bennett JE, Dolin R, Blaser MJ (eds). Mandell,
Douglas and Bennet’s Principles and Practice of Infectious

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)

10.

11.

12.

13.

14.

Diseases, 8th ed. Elsevier Saunders, Philadelphia, 2015:2787-
23.

Petruccioli E, Chiacchio T, Navarra A, et al. Effect of HIV-
infection on QuantiFERON-plus accuracy in patients with active
tuberculosis and latent infection. J Infect. 2020;80(5):536-46.
https://doi.org/10.1016/j.jinf.2020.02.009

Mazurek GH, Jereb J, Vernon A, LoBue P, Goldberg S, Castro
K; IGRA Expert Committee; Centers for Disease Control and
Prevention (CDC). Updated guidelines for using Interferon
Gamma Release Assays to detect Mycobacterium tuberculosis
infection-United States, 2010. MMWR Recomm Rep 2010;
59(RR-5): 1-25.

Girardi E, Sabin CA, d’Arminio Monforte A, et al. Incidence
of tuberculosis among HIV-infected patients receiving highly
active antiretroviral therapy in Europe and North America.
Clin Infect Dis. 2005;41(12):1772-82.
https://doi.org/10.1086/498315

Lawn SD, Myer L, Edwards D, Bekker LG, Wood R. Short-term
and long-term risk of tuberculosis associated with CD4 cell
recovery during antiretroviral therapy in South Africa. AIDS.
2009;23(13):1717-25.
https://doi.org/10.1097/QAD.0b013e32832d3b6d

Tiberi S, Carvalho AC, Sulis G, et al. The cursed duet today:
tuberculosis and HIV-coinfection. Presse Med. 2017;46(2 Pt
2):e23-39.

https://doi.org/10.1016/j.lpm.2017.01.017

WHO. Guidelines for intensified tuberculosis case-finding
and isoniazid preventive therapy for people living with HIV
in resource-constrained settings. World Health Organization,
Geneva, Switzerland, 2011. http://whglibdoc.who.int/
publications/2011/9789241500708_eng.pdf (Erisim tarihi:
Aralik.2020).

Metcalfe JZ, Everett CK, Steingart KR, et al. Interferon-y release
assays for active pulmonary tuberculosis diagnosis in adults
in low- and middle-income countries: systematic review
and meta-analysis. J Infect Dis. 2011;204(Suppl 4):51120-9.
https://doi.org/10.1093/infdis/jir410

Rozot V, Vigano S, Mazza-Stalder J, et al. Mycobacterium
tuberculosis-specific CD8_ T cells are functionally and
phenotypically different between latent infection and active
disease. Eur J Immunol. 2013;43(6):1568-77.
https://doi.org/10.1002/eji.201243262

Day CL, Abrahams DA, Lerumo L, et al. Functional capacity
of Mycobacterium tuberculosis-specific T cell responses in
humans is associated with mycobacterial load. J Immunol.
2011;187(5):2222-32.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1101122

Sutherland JS, Young JM, Peterson KL, et al. Polyfunctional
CD4(+) and CD8(+) T cell responses to tuberculosis antigens
in HIV-1-infected patients before and after anti-retroviral
treatment. J Immunol. 2010;184(11):6537-44.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1000399
QuantiFERON"-TB Gold Plus, ELISA package insert, quiagen.
http://www.quantiferon.com/irm/content/PI/QFT/PLUS/2PK-Elisa/UK.pdf

187



SS 115

Aktif Tiiberkiiloz Hastalarinda QuantiFERON®-TB Gold Plus
Testinin Performansinin Degerlendirilmesi

Cengiz Cavusoglu?, Melike Yasar-Duman?, Mehmet Sezai Taghakan?,
Meltem lIsikgoz-Tagbakan®, Mehmet Nurullah Orman?®

1Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir
2Kastamonu Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Béliimt, Kastamonu
3£ge Universitesi Tip Fakiiltesi, Gégiis Hastaliklari Ana Bilim Dali, izmir
‘Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir
SEge Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Ana Bilim Dali, izmir

5«7 yasar.melike@hotmail.com

Girig

Dinya nufusunun vyaklasik 1/4’Unun  Mycobacterium
tuberculosis ile latent olarak enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. Latent tiberkiloz enfeksiyonulu (LTBE)
bireylerde yasam boyu aktif tiiberkiiloz (TB) gelisme riski
%5-10"dur ve ¢ogu enfeksiyondan sonraki ilk 5 yil igerisinde
ortaya cikmaktadir™, Diinya Saglik Orgiiti’niin (WHO)
verilerine gore 2018 yilinda diinyada yaklasik 10 milyon
yeni TB oldugu ve 1.2 milyonu HIV negatif ve 251.000'i HIV
pozitif olmak tizere toplam 2 milyon kisinin TB nedeniyle
hayatini kaybettigi bildirilmistir®. Turkiye’de 2017 yilinda
TB insidansi 14.6/100.000 olup, %66.1’i pulmoner TB (PTB)
ve %33.9'u ekstrapulmoner TB (EPTB) olmak lizere toplam
12.046 yeni TB vakas! tespit edilmistir®. LTBE yeni aktif
TB hastalari i¢in kaynak oldugundan, aktif TB’nin tedavisi
hastaligin ortadan kaldiriimasinda tek basina vyeterli
degildir”. Bu nedenle DSO, yiiksek ve orta gelirli iilkelerde
aktif tiberkiiloz gelisime riski olan bireylerde LTBI tanisi ve
profilaktik tedavisini dnermektedir®.

LTBE tanisinda altin standart olmamasina ragmen,
QuantiFERON®-TB Gold Plus [QFT-Plus] (Qiagen, Hilden,
Almanya) gibi interferon gama salim testleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda, QuantiFERON"-
TB Gold in Tube (QFT-GIT) testinde bazi modifikasyonlar
yapildi ve QuantiFERON’-TB Gold Plus [QFT-Plus] (Qiagen,
Hilden, Almanya) kullanima sunuldu. [QFT-Plus] testi, M.
tuberculosis genomunun “Region of Differance-1" (RD1)
bolgesi tarafindan kodlanan ESAT-6 ve CFP-10 antijenleriile
uyarilan periferik kan monontkleer hiicrelerinden salinan
interferon-gama (IFN-8) dlzeylerinin 6lgtilmesi prensibine
dayanir. QFT-Plus’ta ESAT-6 ve CFP-10 peptid antijenleri
iceren iki TB antijen tlipt (TB1 ve TB2) vardir. QFT-Plus TB1
tlpl, CD4+T hicrelerini uyaran nispeten uzun peptitler
icerirken, TB2 tlpl, CD8+ ve CD4+ T hicrelerinden
IFN-8 salinimini saglamak igin kisa ve uzun ESAT-6 ve
CFP-10 peptitlerinden olusan bir antijen kokteyli igerir.
CD8+T hiicrelerini uyarmak igin peptitlerin eklenmesinin,
azalmis CD4+T hicrelerine sahip hastalarda LTBI ve aktif
TB enfeksiyonunun saptanmasinda testin duyarliligini
artirmasi beklenmektedir.

Bu calismada kiltir pozitif aktif-TB hastalarinda QFT-Plus

testininduyarhhginin ve duyarlihgi etkileyen olasi faktorlerin
degerlendirilmesi, aktif TB hastalarinda negatif ve belirsiz
sonuglarin olasi nedenlerinin arastiriimasi ve aktif-TB
hastalarinin ve LTBE vakalarinin QFT-Plus sonuglarinin
karsilastiriilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Ocak 2016-Aralik 2019 tarihleri arasinda, vyapilan
kiltlrlerinde M. tuberculosis kompleks Ureyen 46 aktif TB
hastasi ve lenfosit sayisi normal sinirlarda, immunstpresif
ilag kullanmayan ve imminkompromizasyona yol agan
hastaligi olmayan 64 LTBE hastasi alindi. Mikroskobik
inceleme icin auramin-rodamin floresan boyama yéntemi,
mikobakteriyel kaltlr igin otomatik BACTEC MGIT 960
(BD, ABD) sistemi kullanildi. Klltirde Ureyen izolatlarin
genotiplendirilmesi ve tanimlanmasi spoligotiplendirme
yoéntemiyle (Spoligotyping Kit; Isogen LifeScience, Hollanda)
yapildi. QFT-Plus testi Ureticinin onerileri dogrultusunda
calisilarak degerlendirildi®.

istatistiksel analiz: istatistiksel analiz IBM-SPSS 25.0 paket
programi kullanilarak yapildi. Kategorik degiskenler igin
¢apraz tablolar olusturuldu ve ki-kare analizleri yapildi.
Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadig
Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi. Normal dagihm
gostermeyen degiskenler igin iki grubun karsilastiriimasi
Mann-Whitney U testi ile yapildi. Kategorik degiskenler
sayl ve %, sayisal degiskenler medyan (min., maks.) olarak
dzetlendi. Iistatistiksel anlamhlik p<0.05 olarak kabul
edildi.

Bulgular

Medyan yasi 55 (19-83 yas) olan toplam 46 kiltiir pozitif
aktif TB hastasinin (27 erkek ve 19 kadin) QFT-Plus
sonuglari ve medyan yasi 59 (22-91 yil) olan toplam 64
LTBI vakasi (45 erkek ve 19 kadin) degerlendirilmistir. Kirk
altt TB hastasinin 24’tinde imminsupresyon, 10’unda solid
organ nakli, 5'inde hematolojik malignite, 3’Uinde kronik
bobrek yetmezligi, ikisinde HIV pozitif, ikisinde steroid
kullanimi, birinde kronik karaciger yetmezligi ve birinde
lenfopeni oldugu belirlenmistir. Takip sirasinda hastalarin
besi 6lmustir.
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Calismaya dabhil edilen TB hastalarinin 35’inde (%76.1) QFT-
Plus pozitif saptanirken, dokuz (%19.6) hastada negatif, iki
(%4.3) hastada ise belirsiz sonuglar elde edilmistir. Belirsiz
sonug saptanan iki hastada lenfopeni (260/mm? ve 860/
mm?) ve bobrek nakli oldugu saptanmistir. Belirsiz sonuglar
cikarildiginda testin duyarliigi tim kaltlr pozitiflerde
%79.5 (35/44), imminsupresiflerde %72.7 (16/22) ve
immunsUpresif olmayan hastalarda %86.4 (19/22) olarak
saptanmigtir. QTF-Plus testinin duyarliigi, asidorezistan
boyama (ARB) pozitif hastalarda %69.2 (9/13), ARB-negatif
hastalarda %83.9 (26/31) (Fisher exact testi, p=0.414);
Pulmoner-TB’de %70.6 (12/17), ekstrapulmoner-TB'de
%82.6 (19/23) (ki-kare testi, p=0.478) olarak belirlenmistir.
Aktif-TB ve LTBE hastalarinda pozitif QFT-Plus sonuglarinin
karsilastiriimasi Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Aktif TB ve LTBE hastalarinda pozitif QFT-Plus sonuglarinin
karsilagtiriimasi.

QTF sonucu (n, %)

B2

Aktif-TB hastalarinda TB1 ve TB2 tiiplinde salinan medyan
IFN-O konsantrasyonu, sirasiyla 3.33 1U/ml ve 2.89 IU/
ml olarak saptanmistir. QFT-Plus testinde salinan IFN-
konsantrasyonlari tizerindeki immiinostpresyonun etkisini
degerlendirmek igin, aktif TB hastalari immiinkompromize
ve non-imminkompromize hastalar olarak iki gruba
ayrilmistir. Hem TB1 hem TB2 tiplerinde salinan
medyan IFN-O degerleri (TB1 tipiinde 4.51%e 1.36 1U/ml,
p=0.038; TB2 tuplnde 6.54’e 0.77 1U/ml, p=0.031) non-
imminkompromize hastalarda, hastalardan daha yiksek
bulunmustur. LTBE ile karsilastirildiginda, kultir-pozitif TB
hastalarinin hem TB1’de (3.33’e 1.06 IU/ml, p=0.02) hem
TB2 tuplnde (2.89’a 1.19 IU/ml, p=0.017) daha yuksek
IFN-8 konsantrasyonlarina sahip oldugu saptanmistir (Sekil
1A).

Mikobakteriyel kuiltirlerde 42 hastanin 37’sinde M.
tuberculosis, 7 hastada Mpycobacterium bovis ve 2
hastada Mycobacterium caprae saptanmistir. Kiiltiirde M.
tuberculosis treyen hastalarin %77.1’inde (27/35) ve M.
bovis veya M. caprae Ureyen hastalarin %88.9’unda (8/9)
QFT-Plus pozitif olarak saptanmistir. Spoligotipleme yapilan
37 M. tuberculosis susunun 11’inin T, 5’inin H, 2’sinin
LAM7TUR ve 19’unun diger ailelerden oldugu saptanistir.

TB1+TB2 p TB1 p TB2 P Toplam
pozitif pozitif pozitif
Aktif TB 32 (%91.4) 0.016 2(%5.7) 0.38 1(%2.9) 0.025 35 (100)
LTBE 45 (%70.3) 7 (%10.9) 12 (%18.8) 64 (100)
H
TB LBl
B oo
BOVICAP MTE

TB2

LTel

.
|

BOVICAP

Sekil 1. A. QFT-Plus pozitif aktif-TB ve LTBI vakalarinin TB1 ve TB2 tiiplerinde salinan medyan IFN-0
konsantrasyonlari. B. QTF-Plus pozitif Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium bovis/caprae
vakalarinin TB1 ve TB2’sinde salinan medyan IFN-0 konsantrasyonlari.

M. tuberculosis genotipleriyle QFT-Plus’ta salinan IFN-9
konsantrasyonu arasinda anlamh iliski saptanmamistir.
Buna karsin M. tuberculosis suslari ile enfekte olan
hastalarin hem TB1 hem TB2 tiiplerinden salinan medyan
IFN-0 konsantrasyonlarinin M. bovis/caprae ile enfekte olan
hastalardan daha yuksek oldugu belirlenmistir. Kiiltirinde
M. tuberculosis Greyen hastalardan, 6’sinin TB1 tiiplerinde
ve 7’sinin TB2 tuplerinde >101U/ml IFN-0 konsantrasyonlari
tespit edilirken, M. bovis/caprae treyen hastalarda >101U/
ml IFN-3 konsantrasyonlari tespit edilmemistir (Sekil1B).

Sonug

Sonug olarak ¢alismamizda aktif TB ile karsilastirildiginda
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LTBE'de daha dustk IFN-0 duzeyleri gorulduga,
immunkompromizasyonun salgilanan IFN-0 duzeylerini
ve testin duyarliligini azalttigi, belirsiz sonuglari artirdigi,
M. tuberculosis klonlari arasinda salgilanan IFN-9
dlzeyleri arasinda fark olmadigi, ancak zoonotik suslarla
karsilastirildiginda M. tuberculosis suslariyla enfekte
hastalarda ytiksek IFN-O diizeyleri oldugu, TB2 tuplinin
LTBE’de duyarlihgi artirdigi ancak aktif TB’de duyarliligina
katkisinin olmayabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: QuantiFERON TB Gold Plus, Aktif

Tuberkiiloz, Spoligotiplendirme, Latent Tuberkiloz
Enfeksiyonu

189



Kaynaklar

1.

190

Houben RM, Dodd PJ. The global burden of latent tuberculosis
infection: A re-estimation using mathematical modelling. PLoS
Med. 2016;13(10):e1002152.
https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1002152

Fitzgerald DW, Sterling TR, David W. Mycobacterium
tuberculosis. In: Bennett JE, Dolin R, Blaser MJ (eds). Mandell,
Douglas and Bennet’s Principles and Practice of Infectious
Diseases, 8th ed. Elsevier Saunders, Philadelphia, 2015:2787-
23.

Petruccioli E, Chiacchio T, Navarra A, et al. Effect of HIV-
infection on QuantiFERON-plus accuracy in patients with active
tuberculosis and latent infection. J Infect. 2020;80(5):536-46.
https://doi.org/10.1016/j.jinf.2020.02.009

Mazurek GH, Jereb J, Vernon A, LoBue P, Goldberg S, Castro
K; IGRA Expert Committee; Centers for Disease Control and

Prevention (CDC). Updated guidelines for using Interferon
Gamma Release Assays to detect Mycobacterium tuberculosis
infection-United States, 2010. MMWR Recomm Rep 2010;
59(RR-5): 1-25.

WHO. https://www.who.int/tb/publications/global_report/
en/ (Erisim tarihi: Aralik.2020)

TC Saghk Bakanhgi, Tuberkiiloz Tani ve Tedavi Rehberi. Arti6
Medya Tanitim Matbaa Ltd. $ti. 2. Baski, Ankara, 2019.
WHO.. Guidelines for intensified tuberculosis case-finding
and isoniazid preventive therapy for people living with HIV
in resource-constrained settings. World Health Organization,
Geneva, Switzerland, 2011.

Sutherland JS, Young JM, Peterson KL, et al. Polyfunctional
CD4(+) and CD8(+) T cell responses to tuberculosis antigens
in HIV-1-infected patients before and after anti-retroviral
treatment. J Immunol. 2010;184(11):6537-44.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1000399

TMC 2020 Cevrimigi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralik 2020)



SS 116

Klinik Orneklerde izole Edilen Mycobacterium tuberculosis
Kompleks Tiirlerinin gyrB PCR-RFLP Yontemi ile Belirlenmesi
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Giris

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) biribiri ile
yakin iligkili tirlerden olusmustur®. Bu ¢alismada epidemi-
yolojik 6zellikleri, patojeniteleri, cografik dagilimlari ve ilag
direnci farkhhklari gosteren bu tirlerin tanimlanmasinda
gyrB PCR-RFLP ydnteminin rutin laboratuvar testi olarak
kullanilabilirligini degerlendirmek amaglanmigstir.

Gereg ve Yontem

Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari'na g yillik stirecte tiberkiloz
suphesi ile gonderilen 1896 hastaya ait klinik ornekten
136’sinda MGIT kultur sistemi ile mikobakteri izole edil-
mistir. Bu 6rneklerden elde edilen 117 MTBC susu ¢alisma
kapsamina alinmistir. Tanimlama igin MGIT PNB, niasin
testi, hsp65 PCR-RFLP ve gyrB PCR-RFLP yontemleri kulla-
nilmistir. gyrB PCR-RFLP yOntemi icin, uygun hedef DNA
boélgesinin goraldigl 6rnekler; Rsal, Tagl, Saqll enzimleri
ile kesimler yapilarak tanimlama yapilmistir.

Bulgular

hsp65 PCR-RFLP ile 136 mikobakteri susunun 117’si MTBC,
19’u tliberkiloz disi mikobakteri (TDM) olarak tanimlanmig-
tir. MTBC tirlerinin identifikasyonu igin uygulanan gyrB PCR-
RFLP yontemi ile 113 sus M. tuberculosis, dort sus Mycobacterium
bovis olarak saptanmistir. Sekil 1’de Rsal, Sekil 2’de Saqll en-

zimleri ile yapilan kesim ornekleri verilmistir.
Sonug

MTBC’i olugturan, klinigi ve yayilimi daha iyi bilinen
M. tuberculosis’in disindaki tlrlerin tanimlanmasi bu et-
kenlerin klinik dnemlerini ve yayihm sekillerini daha iyi
anlamamizi saglamaktadir. MTBC suslarinin tanimlanmasi
ve bolgesel verilerinin olusturularak ulusal referans labo-
ratuvarlari ile paylasilmasi buna katki saglayacaktir. Hay-
vanlardan insanlara bulasan bir zoonoz olan M. bovis en-
feksiyonunun evcil hayvan surilerinde taranmasi ve hasta
hayvanlarin kesime génderilmesi, insanlarda infeksiyonun
kontrol altina alinmasi ve bakterinin eradikasyonu agisin-
dan 6nemli bir noktadir. Biyokimyasal deneylere gore daha
hizli ve daha dogru tanimlama saglayabilen, maliyeti diger
molekiler yéntemlere oranla olduk¢a disiik olan gyrB
PCR-RFLP y6nteminin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda
kullaniimasi fayda saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, gyrB,
PCR-RFLP
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Sekil 1. Rsal restriksiyon enzimiyle kesilen gyrB gen bolgesinin 1020
baz ciftlik boliimiiniin UV 1sik altinda goriilen agaroz jel fotografi.
M: 100 b¢ DNA marker, kolon 1, 3, 4, 5, 6: Mycobacterium
tuberculosis/Mycobacterium africanum (360-560 bg); kolon 2:
Mycobacterium bovis/Mycobacterium caprae (360-480 bg)

Sekil 2. Saql restriksiyon enzimiyle kesilen gyrB gen bélgesinin 1020
baz ciftlik boliimiiniin UV isik altinda gorilen agaroz jel fotografi.
M: 100 b¢ DNA marker, kolon 1, 2, 3, 4: Mycobacterium bovis
(1020 bg) (hasta érnekleri), kolon 5: Mycobacterium caprae (280-
740 bg) (kontrol érnegi).


mailto:togayalper@yahoo.com

SS 117

Yapay Zeka Modellemesi ile Mycobacterium tuberculosis
Tanisi Yapilabilir mi?
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Girig

Yapay zeka, insanlarin veya diger dogal sistemlerin yapabil-
dikleri gegmis verilerden yararlanma, algilama, ayirt etme
ve organizasyon, sayisal mantik yiritebilme, sesleri tani-
ma gibi bilissel etkinlikleri yapabilen sistemleri inceleyen
bilim dahdir?. Yapay Sinir Aglari ise sisteme verilen 6rnek-
lerden olaylar arasindaki iliskileri 6grenerek daha sonra hig
gérmedigi 6rnekler hakkinda karar veren sistemlerdir®.
Yapay Sinir aglarinda kullanilan derin 6grenme ise, beyni-
mizdeki néronlar gibi calisir ve kendi kurallari vardir. Derin
o0grenme sistemleri ile hangisinin muz hangisinin Gzim
oldugu gibi iki ayri nesne ayrimi yapilabilmektedir® . Saghk
alaninda yapilan yapay zeka uygulamalari ile erken ve
dogru tani, dogru tedaviye yonelik destekleyici sistemler
olduklarini yapilan calismalar ile gérmekteyiz.

Tuberkiiloz hastaligl, Mycobacterium tuberculosis komp-
leks basillerinin hava yolu ile saghkh kisilere bulagmasi ile
olugmaktadir. Akciger, plevra, larinks ve miliyer tiiberkiloz
sipheli hastalardan (g balgam 6rnegi alinarak tlberkiiloz
tanisi bakteriyolojik yontemler ile konulabilir. Bu yontem-
ler ise mikroskobik inceleme ile basilin gorilmesi ve kultir
esasina dayanir. Altin standart kiltiir yontemi olmasina
ragmen M. tuberculosis basillerinin Uretilmesi 6-8 hafta
sirmesi bu yontemin dezavantaji olarak bilinmektedir. Bu
nedenle kiltdr ile birlikte mikroskobik inceleme tanida es
zamanli olarak tercih edilmektedir. Aside direngli boyama
yontemi ile yapilan mikroskobik inceleme yéntemi hizli,
basit, ucuz ve kolay bir yéntem olmasina ragmen pozitif
sonug icin 6rnekte ylksek basil miktarinin olmasi ve duyar-
lthginin ~ (%20-85) distik olmasi  bu ydntemin
dezavantajidir®,

Bu galismamizin amaci yapay zeka modeli kullanilarak rutin
laboratuvarlarda kullanilan aside direngli boyama yontemi-
nin duyarhhginin artirilmasi ile dogru taninin yapilmasi ve
laboratuvar is yukintn azaltilmasi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem
Orneklerin Hazirlanmasi: Tiiberkiiloz tanisi konmus hasta-

lardan ve rutin mikrobiyolojik inceleme igin gdnderilen
hastalardan alinan balgam o&rnekleri kullaniimigtir.

Hazirlanan lamlar mavi yanan bek alevinden (g kez gegiri-
lerek tespit edildikten sonra karbolfuksin ile kaplanarak 3-5
dk streyle buhar g¢ikacak sekilde alttan bir alev yardimi ile
isitilmistir. Daha sonra su ile yikanip %3’luk asit alkol ¢ozel-
tisiile kaplanmistir. Lamlar tekrar suile yikanmistir. Lamlarin
Gzerine metilen mavisi ile kaplanarak 20-30 sn bekletilip
havada kurutulmustur.

Orneklerin _incelenmesi: Aside direngli boyanan
preperatlar,isik mikroskopu kullanilarak 100X objektifte
incelenmistir. Mikroskopik inceleme esnasinda aside
direngli basil goriilen (pozitif) ve gorilmeyen (negatif)
orneklerden 1sik mikroskobuna yerlestirilen aparat (Resim
1) yardimi ile resimler gekilmistir.

0y

Resim 1. Mikroskop fotograf ¢ekme aparati.

Bulgular

Yapay Zeka Modelinin Egitilmesi: Yapay zeka modelinin
egilmesi G¢ asamada (Deney A, B, C) tamamlanmistir ve
tablo 1'de yer alan 6rnek sayilari kullanilmistir. Her deney
sonrasinda ornek sayilari artirilarak yapay zeka modelimi-
zin 6grenme ylzdesi artirilmistir.

Yapay Zeka Modelinin Test Edilmesi: Egitilen yapay zeka
modellerimizi deneyimli laboratuvar personeli ve deneyimi
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Tablo 1. Yapay zeka modellerinin egitilmesinde kullanilan 6rnek
sayilari.

Tablo 2. Yapay zeka modeli ile laboratuvar personellerinin duyar-
lihk ve dzgiilliiklerinin karsilagtiriimasi.

Deney A Deney B Deney C

Duyarhhk (%) Ozgiilliik (%)

M. tuberculosis Pozitif 526 1312 1320
M. tuberculosis Negatif 524 1132 1144
Toplam 1050 2444 2464

olmayan laboratuvar personeli ile olusturdugumuz iki grup
ile karsilastirmak icin 50 tane aside direngli boyali balgam
preperatlari kullandi. Yapay zeka modelinin birinci test
galismasi sonucunda % 90.15 dogruluk elde etmistir.
Modelin yorumlayamadigl 5 gorintl arastirildi. Yanlis
yorumlanmis goriintiler dahil edildi ve yapay zeka model-
lerini yeniden egitildi. Egitilme sonrasinda ikinci test ¢alig-
masi i¢in daha 6nce hig veri tabanina girilmemis aside
direngli boyama yontemi ile hazirlanmig 50 balgam prepe-
rati gérintlsi kullandi ve modelimiz, Tablo 2’de gosterildi-
gi gibi deneyimsiz laboratuvar personellerinden duyarhligi-
nin daha yiksek oldugu gorilmustur.

Sonug

1990’larda bilgisayar destekli sistemler gelistirilerek aside
direngli boyanmis basilleri tespit etmek icin kullaniimaya
baslanmigtir. Evrimsel sinir aglari, biyolojik sinir aglarina
benzer sekilde stimile etme yetenegine sahiptirler ve olus-
turulan algoritmalarin egitiime asamasi tamamlandiktan
sonra tani amagh kullanilabilen sistemlerdir®. Yapay zeka
sinir aglarinin hayati tehdit eden tiiberkiloz gibi birgcok
hastalik i¢in potansiyel teshis araci olarak kullanabilecegi
distunitlmektedir.

Yapay zeka modeli olusturularak mikrosokopi gorintiisu
baz alinmig sinirli sayida galisma bulunmaktadir. Xiong Yan
ve ark/larinin® aside direncli boyama ydntemi ile hazirlan-
mis doku ornekleri ile hazirlamis olduklari algoritma sonu-
cunda aside direngli boyanan basilleri tanimada basaril
oldugu ancak mikroskop incelemesi sirasinda artefakt ve
diger patojen olmayan basilleri ayirt etmede sorun yasa-
diklarini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalar klinisyene yar-
dimci olabilecek, duslk maliyetli ve duyarhhgi yiksek
algoritmalarin tiiberkiloz insidansi ylksek olan Glkelerde
tuberkiiloz tanisinda yardimci olabilecegi
dustnilmektedir?”.

Calismamiz da aside direngli boyanan balgam preperatlari
baz alinarak algoritmalar olusturulmustur. Olusturulan
algoritmalarin deneyimsiz laboratuvar personeli ile karsi-
lastirildiginda duyarliliginin daha yiksek oldugu sonucuna

Yapay Zeka Modeli 93.94 86.36
Deneyimsiz lab. Personeli-1 88.57 100
Deneyimsiz lab. Personeli-2 86.11 100
Deneyimli lab. Personeli-1 96.88 100
Deneyimli lab. Personeli-2 100 100

variimistir. Bilindigi Uzere, boyama asamasini etkileyen
faktorler arasinda; (i) boyama tipi (ii) yaymanin kalinligi (iii)
enfekte olan mikobakteri tiirii yer almaktadir®. Bu neden-
le ¢alismamizin kisithhigr olarak; tek merkezli bir galisma
olmasi ve hazirlanan preparatlarin tek bir kisi tarafindan
hazirlanmasi olarak belirlenmistir. Calismamizi ok merkez-
li bir caismaya dénlstirmek icin hazirlamis oldugumuz
algoritmayi iceren bir web sitesi Uzerine ¢alismalarimiz
devam etmektedir. Bu web sitesi lGizerinden diger mikobak-
teriyoloji laboratuvarlari ile yapacagimiz ortak calismalar
ile yapay zeka modelimizin duyarlilik ve 6zglligiiniin aras-
tirlmasini hedeflemekteyiz.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiloz, yapay zeka modeli, tani
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Van ve Cevre illerden izole Edilen Mycobacterium tuberculosis
izolatlarinin Inhouse PCR Yontemleriyle Molekiiler Epidemiyolojik
Tiplendirilmesi
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Giris

Tiberklloz (TB), Mycobacterium tuberculosis (MTB)’nin
sebep oldugu, dinya ¢apinda ilk 10 6lim nedeninden
biri olan, onemli bir halk sagligi sorunu olan bulasici bir
hastaliktir. 2019 yilinda, HIV pozitif (0.2 milyon) bireyler
dahil olmak tzere yaklasik 10 milyon yeni olgu TB olup,1.4
milyon kisi bu hastaliktan élmustur®,

Hizlh ve glivenilir tani testlerinin gelistiriimesi, dogru teda-
viyi erken zamanda saglamak ve TB olgu sayisini azaltma
hedefine ulasmak agisindan son derece 6nemlidir?.TB
teshisi igin kullanilan, Ziehl-Neelsen ile boyanmis balgam
yaymalarinin dogrudan mikroskobu, nispeten hizl, ucuz ve
Ozgulligl yuksek olan bir yontemdir. Fakat, bu yéntemin
duyarliligi dusiiktir®. Ginimuzde TB hastaliginin tanisinda
altin standart olarak kabul edilen yontem kdiltir yontemi-
dir. Kiltir yontemlerinin avantaji canh mikobakterile-
rin saptanmasi, basillerin izolasyonu ve antimikrobiyal
duyarlilik testlerinin cahsilabilmesidir®. Kaltur ile dogru
izolasyon, TB’un kesin tanisi igin en dnemli adimdir. Yanlig
pozitif kaltirler kontamine klinik ekipman, preanalitik ve
analitik slregteki hatalari veya 6rneklerin gapraz kontami-
nasyon nedeniyle olusur. MTB’nin hizli tanisi molekdiler
yontemlerle tlr diizeyinde klinik 6rnekten direkt olarak
veya kiltirden vyapilabilmektedir. Ayrica molekiler
yontemler ilag direncinin saptanmasi ve TB epidemiyoloji
arastirmalari i¢in de kullanilmaktadir®. TB’da ilag¢ direng
stirveyansi, TB kontrol programinin dnemli bir bilesenidir®,
Tirkiye cok ilaca direncli tiiberkiiloz (GID-TB) agisindan
yuksek hastalik yikine sahip 30 Ulke arasinda degildir.
Kiiresel TB 2018 Raporunda Tiirkiye’de tahmini RD/CIiD-TB
orani yeni TB olgularinda %3.3; 6nceden tedavi gormis
olgularda ise %14 olarak verilmistir”. Molekiler genoti-
plendirme yontemleri, laboratuvardaki MTB izolatlarinin
epidemiyolojik tiplendirmesinde yaygin kullaniimaktadir.
Bakteri kokenleri arasindaki iliskinin arastiriimasi; enfeksi-
yon kaynaginin belirlenmesi ve gerekli control dnlemlerinin
alinmasi bakiminindan énem tagimaktadir. Epidemiyolojik
tiplendirme amaci ile kullanilan molekiler yoéntemler,
IS6110 RFLP, spoligotyping, MIRU-VNTR veMST’diré1?,
Bunlar arasinda altin standart olarak kabul goren yontem
1S6110 RFLP yontemidir. Bu yontemler alt yapi, maliyet
ve deneyimli personel gerektirmesi sebebi ile her yerde
uygulanamamaktadir. Bu amagla inhouse PCR dayali ep-
demiyolojik tiplendirme yontemleri (ERIC-PCR, OUT-PCR,

RAPD-PCR) kiglk capli epidemiyolojik kdken tanimlama
ve laboratuvar igi gapraz bulaslarin tanimlanmasi amaciyla
kullanilmaktadir®-3),

Calismamizda, tuberkiiloz 6n tanisiyla laboratuvarimiza
gonderilen numunelerinin 2010 numunenin, direct mik-
roskobi (aside direngli basil) vekultir (Lowenstein-Jensen)
sonuglarinin karsilastiriimasi ve MTB Ureyen olgularda anti
TB ilag direng oranlarinin belirlenmesi ve MTB izolasyonu
yapilan 31 izolatin kokenleri arasindaki epidemiyolojik
iliskinin house PZR teknigine dayali Gi¢ tiplendirme yontemi
(ERIC-PZR, RAPD-PZR, OUT-PZR) ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmesi yapilmistir.

Gereg ve Yontem

Cahismamizda Van ili ve gevresinden Ocak 2019 ile Aralik
2019 tarihleri arasinda Van Halk Sagligi Laboratuvari
Tuberkiiloz Laboratuvarimiza génderilen tiberkiloz 6n
tanili 2010 adet gesitli klinik numunenin sonuglari incele-
nerek pozitif sonuglar calismaya dahil edilmistir. inceleme
sonucu toplam 2010 numunenin mikroskobi ve kiltiir poz-
itif sonuglari kaydedilmistir. Bunlar, 131 balgam, 1 idrar,
4 aglik mide sivisi (AMS), 4 bronko alveolar lavaj (BAL), 1
beyin omurilik sivisi (BOS) numunelerinden olugmaktadir.
Calismada tliberkiloz laboratuvari numune kayit defteri ve
Tiberkiloz Laboratuvar StirveyansAgi (Tulsa) kullaniimistir.
Epidemiyolojik tiplendirme testleri Adiyaman Universitesi
Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ABD'nda gergeklestirildi.
Elde edilen verilerin yayma ARB ve kiltir sonuglari
karsilastirilmasi, kontaminasyon orani, pozitif numunelerin
anti tuberkiloz ilaglara duyarlik sonuglari ve epidemiyolojik
tiplendirmeleri degerlendirildi.

Mikroskopi ve kiiltiir yontemleri: Balgam, AMS, BAL sivisi
gibi steril olmayan klinik 6rneklerin homojenizasyon ve
dekontaminasyonu, N-asetil-L-sistein ve %4’lik sodyum
hidroksit yontemine dayanan ticari kitler kullanilarak
yapildi. Steril klinik 6rneklerede kontaminasyon iglemi
uygulanmadi. Klinik érneklerden hazirlanan direk ve islem
gormis yaymalar, Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi
ile boyanarak, ARB varligi acisindan, isik mikroskobunda
incelendi. Hazirlanan o&rneklerden, kati besiyeri olarak
Lowenstein-lensen (L)) besiyerine ekim vyapildi ve
inklibasyona birakildi. LJ besiyerlerinin tUremeleri, sekiz
hafta boyunca haftada bir kez kontrol edildi. Bu stire sonun-
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Tablo 1. Sonuglarin yas ve cinsiyetlere gére dagilimi.

Tablo 2. Pozitif 6rneklerin ARB ve kiiltiir dagilimlari n (%).

Cinsiyet Sayi Yas ortalamasi Kultiir Pozitif ~ Kultlur Negatif Toplam
Erkek (15 Yas alti) 2 14 ARB Negatif 27 (%1.34)

Kadin (15 Yas alti) 11 14 ARB Pozitif 54 (%2.68) 59 (%2,93) 113 (% 5.67)
Erkek (15 Yas Ustu) 82 40

Kadin (15 Yas Ustl) 45 43 Toplam 81(% 4.02)

Toplam 140

Tablo 3. Anti-tiiberkiiloz ilag duyarhlik test sonuglarinin dagilimi.

Anti-TB ilag Direngli izolat Toplam izolat Direngli izolat
n n n (%)
Streptomisin (S) 1 34
izoniazid (INH) 2 34 2.94
Rifampisin (R) 0 34 5.88
Etambutol (E) 0 34 -
Pirazinamid (PZA) 0 34 -
izoniazid (INH) kritik 2 34 -
588
Tekli ilag direnci
Streptomisin (S) 1 34 2.94
izoniazid (INH) 0 34 -
Rifampisin 0 34 -
Etambutol 0 34 -
iki ilaca direng -
INH/R 0 34 -
INH/E 0 34 -
INH/S 0 34 5.88
INH/INH KRITiK 2 34 -
RE 0 34 -
RS 0 34 -
ES 0 34

da Greme olmayan drnekler, negatif olarak degerlendirildi.
Ureme olan besiyerleri kayit altina alindi.

ilag duyarlilik testleri: Calismada MTK olarak tanimlanan izo-
latlar dogrulamave iDT igin Saglik Bakanligi Ulusal Tiberki-
loz Referans Laboratuvari’na génderildi. INH, RIF, etambutol
(ETM), streptomisin (SM) gibi birinci segenek anti-TB ilaglara
direng oranlari ve direng olan 6rnekerin diger ilaglara (PZA ve
INH kritik) karsi duyarhhklarTulsa’dan alinmistir.

Bulgular

Calisma kapsamina alinan pozitif hastalarin yags ve cinsiyet
dagilimlari Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1’e bakildiginda pozitif hastalarin 13 (%9.2)’'4 15
yas altinda ve 15 yas alti hastalarin ise 2 (%15)’si erkek,
11 (%85)’i ise kadin hastalardan olusmustur.15 yas Uzeri
hastalarin 82 (%64.5)’si erkek, 45 (%43.5)i ise kadin oldugu
tespit edilmistir. Pozitif numunelerin kadin hastalarda yas
ortalamasi 43 iken, erkek hastalarda yas ortalamasi ise 40
olarak saptamistir. Pozitif 6rneklerin %92.9 (131)'u bal-
gam, %2.84 (4)'i BAL, %2.84 (4)'i AMS, %0.71 (1)'i idrar
ornegini, %0.71 (1)'i BOS 6rnegi olarak incelenmistir. Yay-
mada ARB ve kiltiir pozitifligi en sik balgam 6rneklerinde
saptanmistir. GCalisma kapsamina alinan pozitif érneklerin

ARB ve kiltir dagihmlarina bakildiginda, pozitif 6rnekler
arasinda yaymada ARB pozitifligi orani1 % 5.67 (114/2010) ve
kaltar pozitifligi orani %4.02 (81/2010) olarak saptanmistir.
Pozitif 6rneklerin, %2.68 (54)'inde hem yaymada ARB poz-
itif ve hem kaltir pozitifligi, %2.93 (59) 'unda yaymada
ARB pozitif ve kiltir negatif, %1.34 (27)’sinde yaymada
ARB negatif ve klltur pozitifligi tespit edilmistir (Tablo 2).
Orneklerin %0.04 (1/2010)'U ise kontaminasyon olarak
degerlendirilmistir.

Calismaya dahil edilen kiltir pozitif tespitedilen 33 izolatta,
primer anti-TB ilaglara karsi herhangi bir direng gozlenmez-
ken 3’linde (%9.09) bir veya daha fazla primer anti-TB ilaca
karsi direng gdzlendi.izolatlarin 1 (%3.03)'inde tekli ilag
direnci saptanmis olup, 2 (6.06) sinde izolatta da ayni anda
INH ve INH kritik ilaglara direng tespit edildi (Tablo 3).

Cahsmamizda kaltir pozitif izolatlarda in house PZR
teknigine dayali li¢ tiplendirme yontemi (ERIC-PZR, RAPD-
PZR, OUT-PZR) yapildi. incelenen 44 MTBC izolatininin 14
inde DNA miktarlari az oldugu icin degerlendirilemedi.
ERIC-PZR, RAPD-PZR ve OUT-PZR testleri igcin 2 AMS,2 BAL
ve 27 balgam 6rnegi olmak lizere toplam 31 izolat ¢alisildi.
izolatlardan ve control suslarindan DNA ekstraksiyonu
kat faz absorpsiyon yontemine goreyapildi (QIAamp DNA
Mini Kiti, Qiagen, Valencia, CA, ABD). Her numunenin DNA
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ERIC -PZR

Sekil 1. PCR sonuglari.

ekstrakti -20°C’de saklandi. OUT-PCR i¢in; CGG GGG TTC
CCGGAC IlI (I: Inosine) (iontek, Bursa) 1S6110’un dis bélge-
sinde amplifikasyonunu saglayan tek primer kullanild.
PCR reaksiyonu 40 dongu amplifikasyona tabi tutuldu. (3
dak.94°C, 1 dakika 94°C, 1 dakika 62°C’de); 72°C de bu
minimum 1 dakikalik uzatma ile takip edildi.

ERIC-PCR igin; ERIC1R (Tb-2) 5’ATG TAA GCT CCT GGG GAT-
TCA C ve ERIC2 (Th-3) AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G
(lontek-Bursa) primer giftleri kullanilmistir. PCR karisiminin
(50ul) bilesimi 5ul 10x Tag PCR tamponuydu (500mMKCl,
100mMTris-HCI, pH: 8.3), Master AmpTM, 5ul 10x PCR En-
hancer (Merkez, Teknolojiler), 3pl MgCl, (25mM), 5uldNTP
(mix2mM), 0.75ul ERIC1R (87 pmol/ul) primer, 0.9ul ERIC2
(73 pmol/ul) primer veTaq polimeraz 1U (0.2ul) ve 10ul
sablon DNA. PCR reaksiyonu, 35 dongu amplifikasyon
(94°C’de 2 dakika, 94°C’de 45 saniye, 52°C’de 1 dakika) ve
son uzatma 72°C son 20 dakika gergeklestirildi. Amplifiye
edilmis Urinin varhg %1.4 Nuisieve agaroz jeli (Sigma, St
Louis, MO, ABD) ile dogrulandi. DNA bant analizi igin; UVI
yumusak, UVI bandi, Windows Uygulama V99.06 (BioRad,
ingiltere) program kullanildi. ERIC-PZR ile 3, OUT-PZR 5 ve
RAPD-PZR ise 6 gruba ayrildi (Sekil 1).

Sonug

Calismamizda MTB en sik balgam 6rneginden izole edilmistir.
Yore insanlarinda alinan pozitiflik oranlari tilkemizin diger pek
¢ok yoresine gore disiik bulunmustur. Bu disiik pozitifligin,
tani aninda calisilan numune oraninin disik olmasina,
antibiyotik baslanip basil yiki disen hasta numuneleri-
nin galisilmasina, yayma/kultir pozitif akciger tuberkiiloz
hastalarinin tedavi takip slrecinde alinan mikerrer numu-
nelerinin negatif olmasina ve hastalarin il digi tanili olmasina
bagl olabilecegini disinmekteyiz. ERIC-PZR, RAPD-PZR ve
OUT-PZR gibi molekiiler teknikler MTB’in epidemiyolojik
tiplendirilmesinde kokenler arasindaki ayrim ve benzer-
liklerin degerlendirilmesinde kolay uygulanabilir, basit, hizli
ve ucuz yontemler olup tanimlama igin yararldir. Gelecekte,
ERIC-PZR, RAPD-PZR ve OUT-PZR gibi farkl molekdiler tipleme
araglari, MTB izolatlarini karakterize etmedeki etkinligi ve
etkililigini incelemek igin karsilastirilabilir.

Anahtar kelimeler: Mycobacteriumtuberculosis, aside rezistan
basil, in House PZR teknigi, ERIC-PZR, RAPD-PZR, OUT-PZR
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Giris

Molekiler tani tekniklerinin son yillardaki hizli gelisimi ile
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda buyik degisiklikler
olmustur. Bireysel hasta bakiminin yayginlagsmasi, strekli
yeni kesfedilen virlsler, diinya ¢apinda gorillen salginlar,
bagisiklik sistemi baskilanmis hasta sayisindaki artis bu
gelisimi tetikleyen unsurlardir. Klinik uygulamalarda enfek-
siyon hastaligina neden olan etkenin bir an énce tanimlan-
masi beklenmektedir. Orneklerin toplanmasi ile organiz-
manin tanimlamasi arasindaki pencerede, klinisyen tedavi
edilmemis enfeksiyonlarin ciddi sonuglarindan kaginmak
icin hastaya genis spektrumlu ampirik antimikrobiyaller
vermektedir. Bu ylzden klinik érnekte bulunmasi olasi
mikroorganizma(lari) ayni anda hizli bir sekilde saptama ve
ayirt etme yetenegine sahip hizli tani testlerinin hasta
yonetimini olumlu yonde etkilemesi beklenmektedir. Eger
¢ok hizli bir sekilde etken mikroorganizmalar belirlenirse
bu durum hastanin yatis kararini ve yatis siiresini, antibak-
teriyel veya antiviral tedavi alma durumunu degistirecegi
ve enfeksiyon kontrol dnlemlerini olumlu yonde etkileye-
cegi distintilmektedir.

Bu ¢alisma 6n galisma olarak planlanmis ve kigtk gruplar-
da akut solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarin bir kis-
minda hizlh molekiler yontemler, bir kisminda normal
surede ve rutin olarak uygulanan molekiler yontemlerle,
testlerin sonuglanma sirelerinin hasta yonetimi Uzerine
etkisinin olup olmadigi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Mart-Nisan 2019'da Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine
basvuran ve hizli molekiler yontem ile pozitif bulunan 30
olgunun yas ortalamalari ve cinsiyet dagilimi, etken patojen
dagilimi, antiviral ve antibiyotik kullanimi, mevcut ise bunla-
rin maliyet ortalamasi, hastanin servisteki toplam yatis giin
sayisi ve bahsi gecen yatis doneminde varsa yogun bakim
yatis gln sayisi, 6rnegin laboratuvara kabuliinden sonug
verilmesi kadar gegen siire sonuglari ile 2018 yili Ekim ayinda
yine hastanemize basvuran ve laboratuvarida rutin olarak

kullanilan multipleks PCR’da pozitif bulunan 12 olgunun ayni
verileri baz alinarak karsilastirilmistir.

Bulgular

Hizli molekiler yontemin (HMY) (Biofire FilmArray
Respitarory Panel, BioMérieux, ABD) uygulandigi 30 olgu-
da 39 solunum virlisi pozitif bulunmustur. Etken patojen
dagiliminda 30 etkenin yaninda 9 olguda da ikincil bir pato-
jen hizli molekiiler yontem ile saptanmistir. 30 olguda
saptanan etkenler; 11 Respiratuar sinsisyal virts (RSV), 8
Human rhinovirus (HRV), 7 Human metapneumovirus
(hMPV), 7Adenovirus (AD), 3 Coronavirus NL63 (HCoV-
NL63), 2 Coronavirus 229E (HCoV-229E), 2 Coronavirus
0C43 (HCoV-0C43) seklinde siralanmaktadir (Tablo 1).

HMY ile galisilan 30 olguda (14 kadin, 16 erkek) yas orta-
lamasi 18.1 (min:1 yas-max:83 yas), ortalama hastane
yatis glin sayisi 17.6 olarak kaydedilmis, bu yatis giin sayi-
sinin ortalama 3.4 glnlnln yogun bakimda gectigi sap-
tanmistir. Ornegin laboratuvarimiza kabul edilmesinden
sonug vermeye kadar gegen ortalama siire 6 saat 3 dakika

Tablo 1. Her iki yontemle saptanan solunum viriislerinin dagilhimi.

Biofire FilmArray
Respitarory Panel

FTD Respiratory
Pathogens 21 Panel

Viriisler Tek etken Cift etken Tek etken Cift etken
enfeksiyonu enfeksiyonu enfeksiyonu enfeksiyonu

(n) (n) (n) (n)

AD 7

HCoV-229E 2

HCoV-NL63 3 - 1
HCoV-0C43 1 1 2
hMPV 6 1 -
HRV 2 6 4
RSV 10 1

PIV 1-4 - -

HEV - - 1
Genel Toplam 30 9 12

Tablo 2. Hizl molekiiler yéntem ile rutin molekiiler yontemin siire ve maliyetinin karsilagtiriimasi.

Calismaya alinan Yas ortalamasi

Ortalama sonug

Ortalama yatig Ortalama yogun Ortalama hasta bagi

olgu sayisi (min-max) verme siiresi glin sayisi bakim yatis giin sayisi  antimikrobiyal maliyeti
Biofire FilmArray 30 18.8 (1-83) 6 saat 3 dk. 17.6 3.4 1007.3 TL
Respitarory Panel
FTD Respiratory 12 14 (1-75) 32 sa 13 dk. 233 2.5 1962 TL

Pathogens 21 Panel
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(min:1 saat 35 dakika-max:20 saat 5 dakika) olarak kayde-
dilmistir. 30 olguya toplamda 30.220 TL karsiligi antibiyo-
tik ve antiviral ilag masrafi yapilmistir, ortalamasi alindi-
ginda hasta basi maliyet 1007.3 TL olarak bulunmustur
(Tablo 2).

Kontrol grubu olarak laboratuvarimizda rutin olarak galisi-
lan solunum yolu etkenleri paneli miiltipleks PCR testinde
(FTD Respiratory Pathogens 21 Panel, Liksemburg) pozitif
bulunan 12 olgunun sonuglari irdelenmistir. 12 olgunun
etken patojen dagilimi; 4 HRV, 2 Parainfluenza virus tip 11l
(PIV3), 2 HCoV-0C43, 1 HCoV-229E, 1 Parainfluenza virus
tip Il (PIV2), 1 Parainfluenza virus tip IV (PIV4), 1 Human
enterovirus (HEV) olarak saptanmistir. Ayni hastada iki
etken saptanmamistir. Rutin multipleks PCR galisilan 12
olgunun (4 kadin, 8 erkek) yas ortalamasi 14 (min:1 yas-
max:75 yas) olarak saptanmistir. Bu olgularin ortalama
yatis giin sayisi 23.3 giin kaydedilmis bu sirenin ise 2.5
gliniiniin yogun bakimda gegtigi saptanmistir. Ornegin
laboratuvarimiza kabul edilmesinden sonug¢ vermeye kadar
gecen ortalama siire 32 saat 13 dakika (min:4 saat 47
dakika-max:74 saat 5 dakika) olarak kaydedilmistir. 12
olguya toplamda 21,585 TL karsiligi antibiyotik ve antiviral
ilag masrafi yapilmis, ortalamasi alindiginda hasta basi
maliyet 1962 TL olarak bulunmustur (Tablo 1, 2).

Sonug

Hizl molekiiler yontem ile rutin molekiler yontem sonug-

lari karsilastirildiginda; sonu¢ verme siresinin oldukca
kisaldigl, hastanin yatis guiniin %20 oraninda azaldigi ve
antibiyotik maliyetinin yari yariya diistigl gozlenmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, solunum yolu etkenlerinin hizli
tanisiile hastanin almasi gereken dogru tedaviye hizla ulasg-
masli saglanmis, bu nedenle yatis siiresi ve hastane mali-
yetleri azalmistir. Hizli molekiler testlerin, ozellikle riskli
gruplarda ve yogun bakim hastalarinda uygulanmasi ve
hizla etken ayirimina gidilmesi, kliniklerdeki tedaviyi de
dogru olarak yonlendirecektir.

Anahtar kelimeler: Hizl molekdiler testler, multipleks poli-
meraz zincir reaksiyonu, pnémoni
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Giris

Koronavirisler, zarfli ve pozitif polariteli tek iplikli RNA
genomuna sahip virtslerdir. Aralik 2019’da Cin’in Wuhan
eyaletinde ortaya ¢ikip tiim dlnyayi etkileyen yeni tip koro-
navirls, filogenetik analiz sonucu SARS-CoV ile %82’den
fazla benzer oldugu i¢in SARS-CoV-2 adini almistir®™?, Diger
koronavirlsler gibi SARS-CoV-2 de en az alti agik okuma
cergevesine (Open Reading Frame-ORF) ve bir¢ok yardimci
gene sahiptir®,

Aktif enfeksiyonun virolojik tanisinda en gecerli yontem
gercek zamanli ters transkripsiyonlu polimeraz zincir tepki-
mesidir (RT-qPCR). SARS-CoV-2’ nin RNA’si solunum 6rnek-
lerinden ekstrakte edilir ve ardindan tamamlayici DNA'ya
(cDNA) ters transkripsiyonu gergeklestirilir. ¢cDNA daha
sonra, viral genomun segilen boélgelerine spesifik primerler
ve problarla gercek zamanli PCR amplifikasyonu igin
kullanilir®, RT-qPCR reaksiyonunda hedef bélge olarak,
viris genomundaki RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRp),
ORF1ab, helikaz (Hel), nikleokapsid (N), transmembran
(M), zarf (E), ve “spike” glikoproteinleri (S) gibi gesitli bol-
geler belirlenmistir. Testin en 6nemli bilesenleri kullanilan
primer ve problar olup Diinya Saglk Orgiitii (DSO) basta
olmak uzere birgok kurum, kullanilabilecek dizileri ve PCR
protokollerini tanimlamiglardir®®. PCR, yiiksek duyarlilik
ve o6zglllige sahip bir yontem olmakla birlikte 6rnek ali-
mindaki hatalar ya da primer-prob baglanma bolgelerinde-
ki mutasyonlar nedeniyle, analitik duyarhhk etkilenebil-
mekte, yanhs negatif sonugclar ortaya cikabilmektedir?.
SARS-CoV-2'de, diger RNA viruslarina kiyasla daha az
olmakla birlikte, mutasyonlar gelismektedir(®19,

Bu c¢alismada, Turkiye’den izole edilip sekanslanan ve
sekans verisi GISAID veri tabanina yiklenen toplam 194
SARS-CoV-2 tim genomunun, Wuhan'da izole edilip
sekanslanan ilk SARS-CoV-2 genomu esas alinarak incelen-
mesi ve Turkiye’deki SARS-CoV-2 izolatlarinin sik kullanilan
RT-gPCR primer/prob baglanma bélgelerindeki mutasyon-
larinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem

Bu c¢alismada, Turkiye'deki COVID-19 vakalarindan izole
edilen ve 17 Mart - 14 Eylul 2020 tarihleri arasinda, GISAID

veri tabanina yiiklenen 194 [istanbul (78), Ankara (58),
Kars (47), Bursa (2), Adiyaman (2), Erciyes (1) ve Kocaeli
(1)] SARS-CoV-2 tim genom sekans verisi
incelenmistir(11,12). Referans olarak Wuhan’da izole edi-
len SARS-CoV-2 viral genom sekansi (NC_045512.1) kulla-
nilmistir.

Hazirlanan veri seti MAFFT programi kullanilarak hizalan-
mis ve AliView programi kullanilarak, sekanslarin ayni ger-
¢evede oldugu manuel olarak kontrol edilmistir. Niukleotid
sayllari, sekans verilerinin 5’UTR bolgesinden bagslayarak
belirtilmistir. Nukleotid pozisyonlari, referans sekans niik-
leotid pozisyonlari (NC_045512.1) ile dogrulanmistir. SARS-
CoV-2 RT-PCR tanisinda kullaniimak (izere tanimlanmis,
yedi farkl enstitliye ait 13 PCR paneli segilmistir (https://
primerscan.ecdc.europa.eu/?assay=0Overview). Primer-
prob baglanma bdlgeleri, AliView programi kullanilarak
belirlenmistir. Bu bolgelerdeki referans genoma gore degi-
siklik gosteren nikleotid degisimleri degerlendirilmistir.
ilgili bolgelerde en az bir nikleotid icin sekans okumasi
eksik olan 14 6rnek, teknik bir sorun olasihgl nedeni ile
analiz disinda birakilmistir.

180 SARS-CoV-2 sekansinin tim genomundaki sekans
cesitliligi, Alignment Explorer internet sitesindeki pozisyo-
nel nikleotid sayisal hesaplayici (Positional nucleotide
numerical summary (PNNS)) ve Entropi hesaplayici modiil-
leri ile belirlenmistir. (http://entropy.szu.cz:8080/
EntropyCalcWeb/). Her bir RT-gPCR paneli igin, primer-
prob baglanma bolgelerindeki nikleotid ve entropi degi-
simleri incelenmistir.

Bulgular

SARS-CoV-2 RT-gPCR igin tanimlanmis ve bu galismada
degerlendirilen on Ug adet PCR paneline ait primer/prob
sekanslarinin  hedeflendigi bolgeler arasinda zarf
[envelope(E)], RNA polimeraz (RdRp), Nsp10, Nsp 14 ve
Nikleokapsid (N) bolgeleri bulunmaktadir (Tablo 1).
Panellerin yedi tanesi, niikleokapsid geninin bulundugu
bélgeye 6zglidiir. incelenen 180 SARS-CoV-2 genomu lize-
rindeki primer-prob baglanma bdlgeleri analiz edildiginde,
bazi panellerin baglanma bolgelerinde niikleotid degisim-
leri oldugu belirlenmistir (Tablo 2). Entropi degisim analiz-
lerinde de ilgili niikleotid degisimlerinin entropi degisimle-
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Tablo 1. COVID-19 RT-PCR panellerindeki primer-prob dizilerinin
SARS-CoV-2 genomundaki baglanma bolgeleri.

Enstitu ilgili Bolge Niikleotid Pozisyonu
Charite E 26269-29357
Charite RdRp 15431-15494
Hong Kong University N 29145-29196
Hong Kong University Nspl4 18778-18872
China CDC N 28881-28979
China CDC Nsp10 13342-13460
US CDC (N1) N 28287-28358
US CDC (N2) N 29164-29230
US CDC (N3) N 28681-28752
Pasteur (IP2) RdRp 12690-12797
Pasteur (IP4) RdRp 14080-14367
Thailand NIH N 28320-28356
NIID Japan N 29125-29241

507

40 -e- China CDC N lleri Primeri
@ uUs cbC
> 30 2019-nCoV_N1-lleri
n - Primeri,N1-Probu,N2-!Ieri
3 .1 Primeri,N2-Probu,N3-ileri
g 20 Primeri

103 —4— Charite E Probu

Pasteur RdRp IP2
_y. NCoV_IP2-12669 lleri

Primeri, 12759 Geri

Primeri

Pasteur RdRp IP4
—+- nCoV_IP4-14146 Geri

Primeri,14084 Prob

N al—

0 T T ]
[nzom] [Nemzoeo] — [vameom|  [Remrzon)

Sekil 1. Analiz edilen 180 viral sekans igerisinde, farkli primer-prob
panellerinin baglanma bélgelerinde mutasyon tagiyan 6rnek sayi-
larinin zaman icindeki degigimi.

Tablo 2. Hizl molekiiler yontem ile rutin molekiiler yontemin siire ve maliyetinin karsilagtiriimasi.

Enstitu Primer/Prob Baglanma Analiz Primer/Prob Dizisi (Kirmizi ile gésterilen Hedef Bolge-Primer/
bolgesindeki edilen bazlar, hedef bélgedeki mutasyon bélgeleri) Prob Yanlig
niikleotid  gruptaki Eslesmeleri
degisimi sikhigi
Us cDC N1-ileri Primer 28.292 (C->A) 4/180 5’-GAC CCC AAA ATC AGC GAA AT-3’ A-G*
N2-ileri Primer 29.171 (C>T) 2/180 5’-TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA-3’ T-G
N3-ileri Primer 28.688 (T->C) 24/180  5-GGG AGC CTT GAA TAC ACC AAA A-3’ C-A
N3-ileri Primer 28.690 (G—>T) 1/180 5-GGG AGC CTT GAA TAC ACC AAA A-3’ T-C
N1-Prob 28.311 (C->T) 1/180  5’-ACC CCG CAT TAC GTT TGG TGG ACC-3’ T-G
N2-Prob 29.197 (C->T) 1/180 5’-ACA ATT TGC CCC CAG CGC TTC AG-3’ T-G
China CDC N-ileri Primer 28.881 89/180 5’-GGG GAA CTT CTC CTG CTA GAA T-3’ A-C, A-C, C-C*
(GGG>AAC)
Charite CDC E-Prob 26.340 (C->T) 1/180 5’-ACA CTA GCC ATC CTT ACT GCG CTT CG-3’ T-G
RdRp IP2 12759 Geri Primer 12.781 (C->T) 2/180 5’-CTC CCT TTG TTG TGT TGT-3’ T-C
Pasteur RdRp IP2 RdRp IP2 12669 ileri Primer 12.695 (C>T) 1/180 5’-ATG AGC TTA GTC CTG TTG-3’ T-G
Pasteur RdRp IP4 RdRp IP4 14084 Prob 14.120 (C->T) 1/180 5’-TCA TAC AAA CCA CGC CAG G-3’ T-G
RdRp 1P4 14084 Prob 14.122 (G->T) 1/180 5’-TCA TAC AAA CCA CGC CAG G-3’ T-C
RdRp IP4 14146 Geri Primer 14178 (C->T) 2/180 5’-CTG GTC AAG GTT AAT ATA GG-3’ T-C

rine de sebep oldugu gosterilmistir.

Primer/prob baglanma bélgelerinde niikleotid degisimleri
bulunan viral sekanslar incelendiginde, degisimin en sik
“China CDC” N-ileri primer ve “US CDC” N3-ileri primer
baglanma bolgelerinde bulundugu, mutasyonlu sekans
sayisinin sirasiyla 89/180 (%49.4) ve 24/180 (%13.3) oldu-
gu bulunmustur. Toplam 196 viral sekansin GISAID veri
tabanina yliklenme zamanlarina bakildiginda, yiklemele-
rin incelenen zaman araliginda mart ile haziran aylari ara-
sinda oldugu gorilmektedir (Sekil 1).

Primer/prob baglanma bdlgelerinde gergeklesen mutas-
yonlara ay bazinda bakildiginda, toplam mutasyonlu viral
sekanslarin ilgili aydaki toplam viral sekansa gore ylizdele-
ri; Mart ayinda %55.4, Nisan ayinda %58.3, Mayis ayinda
%61 ve Haziran ayinda %71 olarak goriilmektedir. Zamanla
mutasyon oranlari artmaktadir.

Sonug
Yedi farkli panele ait primer-prob baglanma bélgelerinde

nikleotid degisimi oldugu saptanmistir. Bu niikleotid degi-
simleri, primer-prob baglanma bdlgelerinde yanlis esles-
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melere neden olmaktadir. Yanhs eslesmelerin etkileri ise
pozisyonlarina, sayilarina ve primerlerin uzunluguna goére
farklilik gdsterebilmektedir®. Ornegin, 3’ ucuna yakin olan
yanlis eslesmelerin, PCR ¢ogalmasini nemli derecede etki-
lerken, orta kisimlardaki yanlis eslesmelerin reaksiyon
performansini orta ya da az derecede etkiledigi ya da etki-
sinin olmadig bilinmektedir. Ayni sekilde, plrin-plrin ve
C-C yanhs eslesmelerinin, pirimidin-pirimidin yanhs esles-
melerine gore reaksiyon performansini daha ¢ok etkileye-
cegi bildiriimektedir®. incelenen 180 viral sekansta 3’-OH
ucuna yakin olan mutasyonlarla ve pirin-pirin, C-C yanlis
eslesmeleri de bulunmus ve Tablo 2’de gosterilmistir.

DNA polimerazlar niikleotidleri zincirin 3’-OH ucuna ekle-
mektedir. Bu nedenle primer/probun 3’ ucundaki yanhs
eslesmeler, DNA polimerazin islevini daha ¢ok etkileyebil-
mektedir. Primerin 3’ ucuna dogru olan yanhs eslesmele-
rin, belirlenen gen kopya sayisini 1000 kata kadar azaltabi-
lecegi gosterilmistir. PCR verimliligi ve dogrulugu, primerle-
rin baglanma derecesine, ikincil yapilarin varligina ve pri-
merler ile hedeflenen DNA arasindaki uyuma baghdir.
Hedef DNA ve primerler arasindaki yanls eslesme, DNA
dupleks stabilitesini etkileyerek, DNA'nin ¢ogalmasini
engelleyebilir®®,
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Turkiye’de Saglik Bakanhgi tarafindan satin alinarak yetkili
laboratuvarlara dagitilan tg farkl Greticinin ticari SARS-
CoV-2 RT-PCR kiti vardir: BioSpeedy, Bioeksen AR&GE
Teknolojileri; Diagnovital, RTA Laboratuvarlari; Coronex, DS
Bio ve Nano Teknoloji. Ug kitte de hedef bélge viral ORFlab
ve N genidir, ancak primer-prob dizileri tiim diinyadaki kit
Ureticilerinde oldugu gibi verilmemistir. Bu galismada N
genini hedef alan primer-prob bolgelerindeki yanhs esles-
melerin diger gen bolgelere goére daha sik oldugu gorul-
mustlr. Saptanan nikleotid degisimlerinin PCR panelleri-
nin gogu icin, performans agisindan kritik etkisi olmayabilir.
Ancak testin duyarhligini etkileyebilecegi gbz o6niinde
bulundurulmalidir®®, ideal olarak, niikleik asit testlerinde
viral genoma baglanma bdlgelerinde yanlis eslesmelerin
olmamasi istenir. Yanhs eslesmelerin pozisyonuna ve tiri-
ne bagl olarak sonuglari farkli olmaktadir®”. Yanhs esles-
melerin varli§, PCR deneylerinde saptanan gen kopya
sayisinin daha dislk olmasiyla bir yanllik da olusturabilir.
Primer/prob baglanma bdlgelerinin duizenli olarak kontrol
edilmesi ve gerektiginde giincellenmesi gerekmektedir.
Ayrica testlerin duyarhhk ve dogrulugunun gergek izolatlar-
la kontrol edilmesi, olasi yanlis negatif sonuglarin 6nlen-
mesi agisindan énemlidir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, COVID-19, mutasyon,
RT-PCR
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Giris

Santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlari sekellere ve mor-
taliteye neden olabilen, acil tani ve spesifik tedavi gerekti-
ren hastaliklardandir. Bakteriler ve virtsler en sik karsimiza
¢ikan patojenlerdir. Beyin omurilik sivisinin mikrobiyolojik
incelemesi ile tedaviye yon verilmesi oldukga onemlidir.
Molekdiler yéntemler de bu amaglarla kullaniimaktadir®2).,

BOS orneklerinden Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) ile saptanan viral ve bakteriyel etkenlerin yasa,
cinsiyete ve mevsimlere gore dagilimini incelemeyi ve epi-
demiyolojik veri elde etmeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

Temmuz 2017-Aralik 2020 tarihleri arasinda laboratuvari-
miz Molekiler Mikrobiyoloji Birimi'ne SSS enfeksiyonu
siiphesiyle gonderilen tim BOS ornekleri dahil edildi.

Cesitli firmalarin (BioGx, Fast Track Diagnostics, Qiagen)
cesitli bakteriyel ve viral etkenleri belirleyen multipleks
PCR kitleri ile MTCB (Mycobacterium tuberculosis comp-
lex), HSV-1 (Herpes simplex virus-1), HSV-2 (Herpes simplex
virus-2), CMV (Cytomegalovirus), VZV (Varisella-zoster
virus), HIV (Human immunodeficiency virus) ve EBV
(Epstein-Barr virus) etkenlerini belirleyen real-time PCR
kitleri kullanilarak elde edilmis tim sonuglar dahil edildi.
Versiyon farkliligindan kaynakl olarak multipleks PCR kitle-
rin saptadigi; bakteriyel (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Escherichia
coli) ve viral [HSV-1, HSV-2, HHV-6 (Human Herpes simplex
virus-6), HHV-7 (Human Herpes simplex virus-7), VZV, EV
(Enterovirus), HAdV (Human adenovirus), HPeV (Human
parechoviruses), MuV (Mumps virus)] etkenler farklilik
gostermekteydi.

Bulgular

Pediatrik yas grubunun 188’i kadin 233’0 erkek; eriskin yas
grubunun ise, 264’0 kadin 241’i erkekti. Pediatrik ve erigkin
yas grubunun yas ortalamalari sirasiyla 4.2 ve 49.1 olarak
hesaplandi. Toplam 55 BOS numunesinde 18 bakteriyel, 43
viral etken mevcuttu. Hicbir numunede MTCB saptanmadi.
Saptanan etkenlerin cinsiyet ve yas gruplarina gore dagili-
mi Tablo 1 ve Tablo 2’de sunulmustur.

Bes numunede birden fazla viral patojen saptandi. Bu
numunulerin birinde CMV ve HIV, birinde HSV-1 ve HSV-2,
birinde HAdV ve EBV, birinde HAdV ve HHV-6 digerinde ise

EV, HHV-6 ve HHV-7 birlikteligi mevcuttu.

Kit versiyonu ve klinik hekimlerinin tercihine bagh olarak
her hasta numunesinde tim etkenlerin varhgi arastiriima-
mistir. Bu durum dikkate alindiginda pediatrik yas grubun-
da (N=421); S. pneumoniae %3 (4/150), H. influenzae %1
(1/150), N. meningitidis %2 (2/150), E. coli %50 (3/6) HSV-1
%1 (2/183), VZV %2 (3/183), HSV-2 %1 (1/183), HAdV %6
(1/16), CMV %4 (1/27), EBV %6 (1/17), HHV-6 %11 (2/18),
HHV-7 %11 (2/18), EV %3 (2/75) ve HPeV %5 (2/37) oranin-
da saptanmistir.

Eriskin yas grubunda (N=505) ise; S. pneumoniae %3
(5/180), H. influenzae %2 (3/180), HSV-1 %6 (13/220), VZV
%2 (4/220), HSV-2 %1 (3/220), HAdV %40 (2/5), CMV %2

Tablo 1. Bakteriyel etkenlerin cinsiyete ve yas gruplarina gore
dagilimi.

Erkek Kadin 0-2 yas 2-18 yas 19-59 yas 60 ve iizeri

Streptococcus 4 5 2 2 3 2
pneumoniae

Haemophilus 3 1 1 - 2 1
influenzae

Escherichia coli 3 - 2 1 - -
Neisseria 1 1 - 2 - -
meningitidis

Toplam 11 7 5 5 5 3

Tablo 2. Viral etkenlerin cinsiyete ve yas gruplarina gore dagihmi.

Erkek Kadin 0-2 yas 2-18 yag 19-59 yas 60 ve Uzeri

HSV-1 8
vzv 3
HSV-2 3
HAdV -
CMvV 1
EBV 1
1
1
1
1
1

RN e

4
1

PR NN RO

HHV-6

HHV-7

EV

HPeV

MuV

HIV

Toplam 2
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R R
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.

iy
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20 5

HSV-1 (Herpes simplex virus-1), HSV-2 (Herpes simplex virus-2),
CMV (Cytomegalovirus), EBV (Epstein-Barr virus), VZV (Varisella-
zoster virus), HHV-6 (Human Herpes simplex virus-6), HHV-7
(Human Herpes simplex virus-7), EV (Enterovirus), HAdV (Human
adenoviruses), HPeV (Human parechoviruses), MuV (Mumps
virus) HIV (Human immunodeficiency virus)
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Sekil 1. Viral etkenlerin mevsimlere gére dagihimi.

HSV-1 (Herpes simplex virus-1), HSV-2 (Herpes simplex virus-2), CMV (Cytomegalovirus), EBV (Epstein-Barr virus),
VzV (Varisella-zoster virus), HHV-6 (Human Herpes simplex virus-6), HHV-7 (Human Herpes simplex virus-7), EV
(Enterovirus), HAdV (Human adenoviruses), HPeV (Human parechoviruses), MuV (Mumps virus) HIV (Human

immunodeficiency virus)
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Sekil 2. Bakteriyel etkenlerin mevsimlere gore dagilhimi.

(1/46) ve EBV %3 (1/29) oraninda saptanmustir. Eriskin yas
grubuna ait numunelerde N. meningitidis (n=180), E. coli
(n=1), HHV-6 (n=6), HHV-7 (n=6), EV (n=89), HPeV (n=30)
ve MuV (n=24) varhigi arastirilmis ancak higbir numunede
saptanmamigtir.

Tespit edilen etkenlerin mevsimlere gore dagilimi Sekil 1 ve
Sekil 2'de verilmistir.

Sonug

Hem eriskin hem de pediatrik hastalarda bakteriyel etken-
lerden en fazla S. pneumoniae gorildi ve tim yas grupla-
rinda yaygin olarak gorilmekteydi. Viral etkenlerden eris-
kinlerde HSV-1, pediatrik yas grubunda VzV ilk siradaydi.
E. coli ve N. meningitidis sadece pediatrik yas grubuna ait
numunelerde gorulda.

Viral etkenlerden HSV-1, HSV-2 ve VZV 19-59 yas grubunda

daha sik saptandi. HHV-6, HHV-7, EV, HPeV ve MuV sadece
pediatrik numunelerden izole edildi.

Cinsiyete gore viral etkenlerin dagilimi incelendiginde
kadin erkek arasinda anlaml fark saptanmazken, bakteri-
yel etkenler erkeklerde kadinlara gore daha fazla goril-
mekteydi.

Mevsimlere gore etkenlerin dagihmi incelendiginde; S.
pneumoniae kis, viral etkenler ve E. coli sonbahar aylarinda
daha fazla goraldi.

Molekiler testlerin maliyetli olmasi, her laboratuvarda
mevcut olmamasi ve bakteriyel etkenlere antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilamamasi gibi nedenlerle kon-
vansiyonel yontemlerin yerine gegmesi miimkin degildir.
Ancak hizli tani koyma, viral patojenleri yiiksek basari
oraninda saptama, canli olmayan bakterileri tespit etme
ve birden fazla olasi etkeni tek seferde saptama (multip-
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leks PCR) gibi avantajlari mevcuttur. Hastalarin klinik
bulgulari ve 6n tanilari dikkate alinarak test tercihi
yapilmalidir®4,

Anahtar kelimeler: Beyin omurilik sivisi (BOS), polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR), santral sinir sistemi enfeksiyonu
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Giris

influenza viriisleri Orthomyxoviridae ailesine mensup,
zarfh, tek iplikli, negatif polariteli, ggnomu segmentli olan
RNA viriisiidiir®. influenza A ve B viriisleri mortalite orani
yuksek olan epidemik solunum yolu hastaliklarinin 6nemli
bir kismindan sorumludur. influenza C viriisii ise insanda
nadiren enfeksiyon etkeni olmakla beraber bronsit ve pno-
moni tablolarina sebep olabilmektedir?.

Viristin tipi nlkleoprotein antijeni tarafindan belirlenir.
Virion yiizeyindeki iki glikoprotein antijeni (hemaglitinin ve
néraminidaz) ise patogenez ve epidemiyolojinin belirlenme-
sinden sorumludur. Hemaglitinin solunum yolu epiteline
tutunmayi saglarken ndraminidaz virusun hiicreye girisinde
gorev alir. influenza kaynakli epidemi ve pandemiler siirekli
degisim halinde olan bu ylzey antijenlerindeki degisiklikler-
le (drift veya shift) bagli olarak gerceklesir®.

Son 20 yilda genis insan topluluklarini etkileyen ve tilkemi-
zin de etkilendigi iki influenza salgini olmustur. ilk kez 1997
yillinda Hong Kong’da kuslardan direkt insanlara bulasan
influenza A tip H5N1 (H5N1) salgini tanimlanmistir. Daha
sonra 2006 vyilinda ulkemizde HS5N1 ile olgular
gorulmuastir®®. Son influenza salgini ise 2009 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde baslayip hizla diinyaya yayi-
lan influenza A virisii HIN1 tipi ile olan pandemidir.
Pandemik HIN1 virusu (HIN1pdmO09) diger HIN1 virisle-
rinden yapi olarak farkli oldugu icin mevsimsel grip asilariy-
la koruma saglanamamistir. 12 Nisan 2009°dan 10 Nisan
2010’a kadar Amerika Birlesik Devletleri’nde HIN1pdm09
virtsuyle yaklasik 60 milyon kisi enfekte olmus, 274304
hastaneye yatis ve 12469 6lim meydana gelmistir®.

ABD’den diinyaya yayilan bu salgindan ulkemiz de diger
tim Ulkeler gibi etkilenmistir. Ulkemize ait ilk olgu 15
Mayis 2009 tarihinde istanbul Atatiirk Hava Limani’ndan
giris yaparken termal kameralarda belirlenen ve alinan
nazal sUrintiisinde etken saptanan yabanci uyruklu bir
kisi olarak kayitlara gegmistir. Bu olguyu 18 Haziran 2009
tarihinde belirlenen ilk yerli olgu izlemistir. HIN1pdmQ9
virus sebepli ilk olim ise 22 Ekim 2019 tarihinde
gerceklesmistir®.

Bu calismada, 2009 yili Nisan ayinda Meksika’da baglayan
ve sonrasinda tim dinyaya yayilan HIN1 virGstnin, bol-
gemizde pandemi sirasinda ve pandemiyi takip eden son
10 yilda sikliginin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Ocak 2009 ve Aralik 2019 donemleri arasinda Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Viroloji
Laboratuvarina kabul edilen, akut solunum yolu enfeksiyo-
nu olan hastalardan alinmis olan 11442 nazofarengeal
surlintl 6rneginin solunum yolu multipleks PCR yéntemi
ile degerlendirilmis sonuglari retrospektif olarak incelendi.
Cinsiyete gore gruplandirildiginda hastalarin 4944 (%43.2)
kadin, 6498 (%56.7) erkek olarak belirlendi. Yas grubu dagi-
limina goére hastalarin 8137’si (%71.1) ¢ocuk (<18 yas),
3305’i (%28.8) eriskin hastaydi. Ornekler gelmis olduklar
kliniklere gore incelendiginde 1440’1 (%12.5) yogun bakim
hastalarindan, 8609’u (%75.2) klinikte yatan hastalardan,
1393’0 (%12.1) poliklinik hastalarindan gelmisti. Ayni has-
tanin yedi glin igerisinde birden fazla gelmis olan ornegi
¢alismaya dahil edilmedi.

Degerlendirmeler her dénem igin o dénem rutin laboratu-
var uygulamasinda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi kitlerinde saptanan influenza virisler ve alt tiple-
rinin epidemiyolojik veriye donistlrilmesi ile saptandi.
Laboratuvarda donemlere gére kullanilan solunum yolu
ornekleri gercek zamanli multipleks polimeraz zincir reak-
siyonu yontemi kitleri sirasiyla:  Respiratuvar
RealAccurateTM, PathoFinder, Hollanda (2007-2011),
Invitrogen Co, ABD (2009-2010), Seeplex RV15-16 ACE
Detection Kit Seegene, Gliney kore (2012-2015), FTD
Respiratory Pathogens 21, Siemens, Liksemburg (2016-
2019) idi.

Bulgular

Degerlendirilen 11442 o6rnegin 1350 (%11.7) tanesinde
influenza virisleri pozitif bulunmustur. influenza viriisleri-
nin dagihmi: 767 (%56.8) influenza A (INF-A), 261 (%19.3)
influenza B (INF-B), 197 (%14.6) influenza A (HIN1) pdm09
(HIN1), 80 (%5.9) influenza A human H1 (HH1), 43 (%3.1)
influenza A human H3 (HH3) seklinde saptanmistir. Yas
gruplarina gore degerlendirildiginde pediatrik hastalarda
%10.5, eriskin hastalarda %14.7; o6rnegin geldigi klinige
gore degerlendirildiginde yogun bakim Unitesinde yatan
hastalarda %8.1, klinikte yatan hastalarda %10.7, poliklinik
hastalarinda %21.6 oraninda influenza virisleri pozitif
bulunmustur. Yapilan testlerin 607’si pandemi doneminde
(Nisan 2009 ile Mart 2010) uygulanmis ve bu testlerin
172’'si (%28.3) influenza virls pozitif bulunmustur. Pandemi
donemiinfluenza virlslerinin 18’i (%10.4) INF-A, 6's1 (%3.4)
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Tablo 1. influenza viriisleri pozitif olan hastalarin yas, klinik ve influenza alt tiplerine gére dagilimi.

2009 Nisan-2010 Mart

Nisan 2009-Aralik 2019

Poliklinik n (%) Klinik n (%) Yogun bakim n (%) Poliklinik n (%) Klinik n (%) Yogun bakim n (%)

C E C E C E C E C E C E
INF-A 7(9.7) 8(16.3) 0 3(21.4) 0 0 81(48.2) 60 (45.1) 333 (57.8) 217 (61.1) 85 (72.6) 1 (100)
INF-B 0 0 3(8.1) 3(21.4) 0 0 15(8.9) 18(13.5) 132(22.9) 74(20.8) 22(18.8) 0
HIN1  65(90.2) 41 (83.6) 34(91.8) 8(57.1) 0 0 66 (39.2) 42 (31.5) 55(9.5) 23(6.4) 3(2.5) 0
HH1 0 0 0 0 0 0 3(1.7) 7(5.2) 40(6.9) 26(7.3) 5(4.2) 0
HH3 0 0 0 0 0 0 3(17) 6(4.5) 16 (2.7)  15(4.2) 2(1.7) 0
Toplam 72 49 37 14 0 0 168 133 576 355 117 1

INF-B ve 148’i (%86) HIN1 olarak tiplendirilmistir. Bu
donemde klinikte yatarak izlenen hastalarin %19.6’sinda,
poliklinik hastalarinin %34.3’inde influenza virusleri pozitif
bulunmustur. Klinikte yatan hastalarda 3 (%6) INF-A, 6
(%12) INF-B, 42 (%82) H1N1; poliklinik hastalarinda 15
(%12.3) INF-A, 106 (%87.6) HIN1 saptanmistir (Tablo 1).

Sonug

Pandemi doneminde H1N1'in akut solunum yolu enfeksi-
yonu olan hastalarda 10 yillik siirecin tamami ele alindigin-
da oldukga yuksek oranlarda (%11.7 karsilik %28.3) saptan-
digi gortlmustar. Yine bu donemde HIN1 poliklinige bas-
vuran ve klinikte yatan pediatrik hastalarda benzer oranlar-
da gorullrken; eriskin hastalarda poliklinige basvuran has-
talarda daha yiksek oranda saptanmistir. Bu durum pan-
demi doneminde enfeksiyonu erigkin hastalarin hastalig
ayaktan gegirme oraninin daha yliksek oldugunu disiin-
dirmektedir. Pandemiyi takip eden yillarda, HIN1 sikhg
oldukca azaldigi ve mevsimsel 6zellik kazandigi dikkat ¢ek-
mektedir.

Son 10 yilhik donem ele alindiginda en sik tiplendirilemeyen
influenza A virus enfeksiyonlari gérilmis ve eriskin grubun
klinik hastalarinda; pediatrik grubun ise hem klinik hem de
yogun bakim hastalarinda artis oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak, bolgemizde salgin daha ¢ok hastaneye yatis
gerektirmeden sonlanmis, salgini takip eden 10 yilda HIN1
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disi influenza A virUslerinin klinik ve yogun bakim hastala-
rinda saptanma sikligi artmistir.

Anahtar kelimeler: HIN1, influenza, pandemik influenza,
real time PCR
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Giris

Solunum yolu enfeksiyonlari (SYE), hem eriskin hem de
gocuk yas grubunda 6nemli morbidite ve mortalite neden-
lerindendir. Diinya Saghk Orgiiti’'ne gére, 2019 yilinda
pnomoni ve diger alt SYE (ASYE), bulasici hastaliklar arasin-
da en 6ne ¢ikan mortalite nedeni olarak belirlenmistir. Tim
nedenler arasinda dordiinci en sik gorilen 6lim sebebi
olarak kalmaya devam etmesine ragmen, 2000 yilina oran-
la SYE nedeniyle hayatini kaybeden insan sayisi azalmistir.
Dislik ve orta gelir grubundaki tlkelerde ise SYE 6nemini
korumaya devam etmektedir!®. Hala iginde bulundugumuz
ciddi akut solunum sendromu koronaviris 2 (SARS-CoV-2)
pandemisinin bu listede nasil bir degisiklige yol agacagi ise
bilinmemektedir.

Solunum yolu enfeksiyonlarina bakteriler, virisler ve para-
zitler neden olmakla birlikte, agirhkli olarak virislerin
etken olarak rol aldigi bilinmektedir. Akut SYE hastalarina
ait epidemiyolojik veriler; Ulkelere, mevsimlere ve viral
patojenlerin saptanma ydntemlerine gore de farklilik gos-
termekle beraber viral patojenlerin saptanmasinda multip-
leks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi oldukga yaygin
kullanilmaktadir®3),

Turkiye’de resmi agiklamalara gore ilk SARS-CoV-2 olgusu
11 Mart 2020 tarihinde gorulmustir. Bu ¢alismada, bu
tarihten 6nce hastanemizde SARS-CoV-2 olgularina ait
orneklerin ¢ahsilmadigi 1 Aralik 2019-31 Mart 2020 tarih-
leri arasinda koronavirisler, influenza virtsleri ve diger
solunum yolu virlslerine ait epidemiyolojik verilerin dagili-
minin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Gereg ve Yontem

Caligmaya 1 Aralik 2019-31 Mart 2020 tarihleri arasinda
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin gesitli bélimle-
rine basvuran veya hastanemizde yatisi gerceklesmis olan
akut solunum yolu enfeksiyonu semptomlari (6ksurik,
bogaz agrisi, ates, miyalji, bas agrisi vb.) gdsteren hastalar
dahil edilmistir. Toplam 1797 [882 (%49.1) kadin; 915
(%50.9) erkek] hastadan alinan nazofaringeal strlinti
ornekleri kullaniimistir. Hastalarin, 965’i (%53.7) cocuk,
832’si (%46.3) ise eriskindir. Cocuk hastalarda medyan yas
1 (0-18 yas), eriskin hastalarda medyan yas 40 (19-93 yas)
olarak bulunmustur. Toplam 1797 hastanin, 374’ (%20.8)
poliklinik, 1267’si (%70.5) servis, 156’sI (%8.7) yogun bakim
hastasidir.

Klinik ornekler uygun viral transport besiyeri (Copan
Diagnostics Inc., Italya) kullanilarak Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarina ulagtiriimistir. Bu érnekler-
den nikleik asitler gergek zamanli polimeraz zincir reaksi-
yonuyla (RT-PCR) ¢ogaltiimak lzere izole edilmistir. Nukleik
asit ekstraksiyonu (EZ1 Virus Mini Kit v2.0, Qiagen,
Almanya) tamamlanan 6rnekler multipleks PCR kiti (FTD
Respiratory Pathogens 21, Siemens, Liksemburg) kullani-
larak cogaltiimisg ve saptanmistir. Kullanilan kitin saptadigi
patojenler; influenza A virlsii (INFA), influenza B virlsi
(INFB), influenza A(H1N1) virGsi (HIN1) ,insan koronaviri-
st NL63 (HCoV-NL63), insan koronavirlisi 229E (HCoV-
229E), insan koronavirtisii 0C43 (HCoV-0C43), insan koro-
navirlisiit HKU1 (HCoV-HKU1), parainfluenza viriis 1 (PIV1),
parainfluenza virtis 2 (PIV2), parainfluenza virts 3 (PIV3),
parainfluenza viriis 4 (PIV4), hMPV, insan bokavirisi
(HBOV), insan solunum sinsityal virtisti (RSV), insan adeno-
virsl (ADV), enterovirls (ENT), insan parekovirusd, insan
rinovirlisii (HRV), Mycoplasma pneumoniae’dir. Cogaltilan
orneklere ait siklus sinir (Ct) degerlerinin incelenmesi, ana-
liz cihaziyla (RotorGene, Qiagen, Almanya) yapiimistir. Elde
edilen sonuglar Microsoft Excel 2019 (Microsoft, ABD)
kullanilarak degerlendirilmistir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 05.11.2020 tarihinde 20-11T/83 sayili izin ah-
narak bu ¢alisma yapilmistir.

Bulgular

Toplam 1797 hastanin 891’inde (%49.6) solunum virisleri
pozitif bulundu. Test edilen 965 ¢ocuk hastanin 452’sinde
(%46.8), 832 eriskin hastanin 339’unda (%40.7), 374 polik-
linik hastasinin 189’unda (%50.5), 1267 servis hastasinin
621'inde (%49.0) ve 156 yogun bakim hastasinin ise
81’inde (%51.9) solunum virisleri saptandi.

Solunum virGsleri pozitif bulunan 891 hastanin; 452’si
(%50.7) gocuk, 339’u (%38.0) eriskin, 189’u (%21.1) polik-
linik, 621’ (%69.7) servis, 81'i (%9.1) yogun bakim, 457’si
(%51.3) erkek, 434’G (%48.7) kadin hastalardan olusmak-
tadir.

Toplam 1797 hastanin 328’inde (%18.2) influenza virusleri
pozitif bulundu. Bu virlslerin 86’si (%4.8) INFA, 148’
(%8.2) HIN1, 94’ (%5.2) INFB olarak tiplendirildi. Cocuk
yas grubunda pozitiflik orani %16.8 (162/965) olarak
bulunmus olup 965 ¢ocuk hastanin 84’tGinde (%8.7) HIN1,
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20’sinde (%2.1) INFA, 58’inde (%6.0) ise INFB saptandi.
Erigkin yas grubunda ise pozitiflik orani %17.5 (146/832)
olarak bulundu ve 832 eriskin hastanin 46’sinda (%5.5)
INFA, 64’tUnde (%7.7) HIN1, 36’sinda (%4.3) INFB saptandi.
Poliklinikte izlenen hastalarda influenza pozitiflik orani
%22.1 (83/374) olarak saptandi ve bu sekilde izlenen 374
hastanin 20’sinde (%5.3) INFA, 39’unda (%10.4) H1IN1,
24’Unde (%6.4) INFB gozlendi. Tim hastalar iginde %70.5
(1267/1797) oranla gogunlugu olusturan serviste izlenen
1267 hastanin 43’Gnde (%3.4) INFA, 105’inde (%8.3)
H1N1ve 64’Unde (%5.0) ise INFB saptandi. Bunlara ek ola-
rak toplam 156 yogun bakim hastasinda %8.3 (13/156)
oraninda influenza virusleri pozitif bulundu ve bu hastala-
rin 3’inde (%1.9) INFA, 4’Ginde (%2.6) HIN1, 6’sinda (%3.8)
INFB saptandi. Toplam 915 erkek hasta icinde influenza
pozitiflik orani %14.1 (130/915) olarak belirlendi ve bu
hastalarin 25’inde (%2.7) INFA, 68’inde (%7.4) HIN1,
37’sinde (%4.0) INFB saptandi. Tum hastalarin 882’sini
olusturan kadin hastalarda toplam influenza pozitiflik orani
%20.1 (178/882) bulundu ve bu hastalarin dagilimi su
sekildedir: 41 hastada (%4.6) INFA, 80 hastada (%9.0)
H1N1, 57 hastada (%6.5) INFB (Tablo 1).

insan koronaviriisleri 1797 hastanin 52’sinde (%2.8) saptan-
di, bunlarin 41'i (%2.2) HCoV-229E/NL63, 9'u (%0.5) HCoV-
HKU1 ve 2'si (%0.1) HCoV-OC43 olarak tiplendirildi. Cocuk
yas grubunda pozitiflik orani %1.5 (15/965) olarak saptandi
ve bu hastalarin 12’sinde (%1.2) HCoV-229E/NL63, 3’lnde
(%0.3) HCoV-HKU1 pozitif bulundu. Eriskin yas grubunda
pozitiflik orani %4.4 (37/832) olarak bulundu. Bu hastalarin

29'unda (%3.5) HCoV-229E/NL63, 6’sinda (%0.7) HCoV-
HKU1, 2’sinde (%0.2) HCoV-OC43 saptandi. Poliklinikte
izlenen hastalarda koronavirlslere ait pozitiflik orani %1.1
(4/374) olarak saptanmis olup bu hastalarin 3’tGinde (%0.8)
HCoV-229E/NL6, 1’inde (%0.3) HCoV-HKU1 tespit edildi.
Serviste izlenen hastalarda ise koronaviris pozitiflik orani
%3.6 (47/1267) olup 37 (%2.9) hastada HCoV-229E/NL6, 8
(%0.6) hastada HCoV-HKU1, 2 (%0.1) hastada HCoV-OC43
gozlendi. Yogun bakim hastalarinda pozitiflik orani %0.6
(1/156) olup 1 hastada HCoV-229E/NL6 saptandi. Erkek
hastalarda koronaviris pozitiflik orani %3.7 (35/915) olup
bu hastalarin 28’inde (%3.0) HCoV-229E/NL6, 5’inde (%0.5)
HCoV-HKU1 ve 2’sinde (%0.2) HCoV-OC43 saptandi. Kadin
hastalarda ise pozitiflik orani %1.9 (17/882) oraninda sap-
tandi ve 13 (%1.5) hastada HCoV-229E/NL6, 4 (%0.4) hasta-
da ise HCoV-HKU1 bulundu (Tablo 1).

influenza viriisleri ve koronaviriisler disindaki diger solu-
num virGslerinin tekli enfeksiyonlari toplam 362 (%20.1)
hastada goruldi. Diger solunum virlsleri, 965 cocuk hasta-
nin 257’sinde (%26.6), 832 eriskin hastanin 105’inde
(%12.6) saptandi. 374 poliklinik hastasindan 68’inde
(%18.2), 1267 servis hastasindan 247’sinde (%19.5), 159
yogun bakim hastasindan ise 47’sinde (%30.1) diger solu-
num virlsleri saptandi. Diger solunum virUslerinin pozitif
bulunan hastalarda dagilimina iliskin veriler Tablo 2'de
gosterilmistir.

Solunum virislerinin ¢oklu enfeksiyonlari ise 1797 hasta-
nin 169’unda (%9.4) saptandi. Toplam 965 ¢ocuk hastanin

Tablo 1. Akut solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda solunum virislerinin dagihimi.

Viriisler Cocuk Eriskin Poliklinik Servis Yogun Bakim Erkek Kadin Toplam
n* (%) n*(%) n*(%) n* (%) n*(%) n*(%) n*(%) n*(%)
INFA 20 (2.1) 46 (5.5) 20 (5.3) 43 (3.4) 3(1.9) 25 (2.7) 41 (4.6) 86 (4.8)
HIN1 84 (8.7) 64 (7.7) 39 (10.4) 105 (8.3) 4(2.6) 68 (7.4) 80 (9.0) 148 (8.2)
INFB 58 (6.0) 36 (4.3) 24 (6.4) 64 (5.0) 6(3.8) 37 (4.0) 57 (6.5) 94 (5.2)
HCoV 229E/NL63 12 (1.2) 29 (3.5) 3(0.8) 37 (2.9) 1(0.6) 28 (3.0) 13 (1.5) 41 (2.2)
HCoV HKU1 3(0.3) 6 (0.7) 1(0.3) 8(0.6) 5(0.5) 4(0.4) 9(0.5)
HCoV 0C43 2(0.2) 2(0.1) 2(0.2) 2(0.1)
DSV 257 (26.6) 105 (12.6) 68 (18.2) 247 (19.5) 47 (30.1) 192 (21.0) 170(19.3) 362 (20.1)
Coklu Etken Enfeksiyonlari 118 (112.2) 51 (6.1) 34 (9.1) 111 (8.8) 20 (12.8) 100 (11.0) 69 (7.8) 169 (9.4)
Negatif 413 (42.8) 493 (59.2) 185 (49.5) 646 (51.0) 75 (48.1) 458 (50.0) 448 (50.8) 906 (50.4)
Toplam 965 832 374 1267 156 915 882 1797
*stitun ydzdesidir.
Tablo 2. Pozitif bulunan hastalarda diger solunum viriislerinin dagilimi.
Virisler Cocuk Erigkin Poliklinik Servis Yogun Bakim Erkek Kadin Toplam
n* (%) n*(%) n*(%) n* (%) n*(%) n*(%) n*(%) n*(%)
ADV 18 (7.0) 5 (4.8) 1(1.5) 17 (6.9) 5 (10.6) 13(6.8) 10(5.9) 23(6.3)
ENTERO 2(0.8) 2(0.8) 1(0.5) 1(0.6) 2 (0.5)
HBOV 4(1.5) 3(1.2) 1(2.1) 1(0.5) 3(1.8) 4(1.1)
HMPV 28 (10.9) 21 (20.0) 11 (16.2) 33 (13.4) 5(10.6) 26 (13.5) 23(13.6) 49(13.5)
HRV 109 (52.6) 46 (43.8) 36 (53.0) 97 (39.3) 22 (46.8)  77(40.1) 78 (46.1) 155 (42.8)
PIV1 1(0.4) 1(1.0) 2(0.8) 1(0.5) 1(0.6) 2 (0.5)
PIV2 1(0.4) 1(0.4) 1(0.6) 1(0.3)
PIV3 2(0.8) 1(0.4) 1(2.1) 2(1.2) 2 (0.5)
PIV4 8(3.1) 16 (15.2) 1(1.5) 22 (8.9) 1(2.1) 11(5.7) 13(7.7) 24 (6.6)
RSV 84 (32.7) 16 (15.2) 19 (28.0) 69 (28.0) 12 (25.5) 62 (32.3) 37(21.9) 100 (27.6)
Toplam 257 105 68 247 47 192 169 362

*siitun ydzdesidir.
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118’inde (%12.2), 832 eriskin hastanin 51’inde (%6.1)
¢oklu etken enfeksiyonlarina rastlandi. Test edilen 374
poliklinik hastasinin 34’G (%9.1), 1267 servis hastasinin
111’i (%8.8), 156 yogun bakim hastasinin ise 20’si (%12.8)
¢oklu etken enfeksiyon agisindan pozitif bulundu. Ayrica,
915 erkek hastanin 100’tinde (%11.0), 882 kadin hastanin
ise 69’unda (%7.8) coklu etken enfeksiyonlari saptandi.
Onbir (%6.5) hastada INFB ve HIN1 birlikte, 10 (%5.9) has-
tada ise RSV ve HRV birlikte saptandi.

Sonug

influenza viriisler arasinda HIN1 ve INFB, agirlikli olarak
¢ocuk hastalarda, servis hastalarinda ve kadin hastalarda
gorilmustlr. INFB ayni zamanda yogun bakim hastalari
arasinda en sik gorilen influenza virlisi olmustur. INFA ise
erigkin ve kadin servis hastalarinda daha sik gériilmstar.

Tespit edilen Gg insan koronavirlsi tipi de en sik eriskin,
erkek ve servis hasta gruplarinda gorulmustir.
Alphacoronavirus ailesinin Gyeleri olan HCoV-229E/NL63,
tipkiSARS-CoV, SARS-CoV-2ve MERS-CoVgibiBetacoronavirus
ailesinin Uyeleri olan HCoV-OC43 ve HCoV-HKU1’e oranla
pandemi 6ncesi donemde daha sik gorilmustar.

Diger solunum virlsleri gocuk hastalarda, servis hastalarin-
da ve erkek hastalarda daha sik gérilmistir ve bunlarin
icinde en sik saptanan etken HRV’dir. HRV, ¢ocuk hastalar-
da ve servis hastalarinda siklikla saptanirken hastalar ara-
sinda belirgin bir cinsiyet farkliigi bulunmamaktadir. Bu
etkenler arasinda ikinci en sik gériilen RSV ise yine ¢ocuk
hastalarda ve servis hastalarinda gorilmekte olup belirgin
olarak erkeklerde daha sik tespit edilmistir. Bir diger sik
saptanan etken olan HMPV, tipki RSV gibi bir siklik profili
izlemekle beraber, diger solunum virlisii saptanan yetiskin
hastalar iginde %20 gibi 6nemli bir pozitiflik ylzdesine
sahiptir. PIV1, PIV2, PIV3 agirlikh olarak ¢ocuk hastalarinda,
serviste izlenen hastalarda ve kadin hastalarda sik iken;
PIV4 ise eriskin hastalarda, servis hastalarinda ve erkek
hastalarinda daha sik gorilmustir. Bir diger solunum viri-
st olan ADV ise yine agirlikli olarak cocuk, erkek ve serviste
izlenen hastalarda gorulmektedir.

Goklu etken enfeksiyonlarinin gocuk hastalarda, erkek hasta-
larda ve servis hastalarinda daha sik goruldiga belirlenmis-
tir. Coklu enfeksiyonlarda en sik tespit edilen etkenler ise
sirasiyla HIN1, HRV, 229E/NL63, INFB ve RSV olup 6zellikle
H1N1 ile INFB ve HRV ile RSV birlikteligi 6n plana ¢ikmistir.

Bu calismada elde edilen bulgular, Ege Universitesi Tip
Fakdltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali tarafindan yayin-
lanmis olan 2002-2014 yillar arasinda bolgemizde sapta-
nan solunum viruslerine ait epidemiyolojik verilerle
karsilastirildiginda™, Aralik 2019-Mart 2020 arasindaki dért
ayhk stregte 1797 hasta basvurmusken, 2002-2014 yillari
arasinda ayni sikayetlerle basvuran 5102 hasta bulunmak-
tadir. Akut SYE sikayetleriyle 12 yillik stirede bagvuran hasta
sayisinin yaklasik Ggte biri dort aylik donemde basvurmus-
tur. Bagvuran hasta sayisindaki bu belirgin artisa ragmen,
solunum virusleri gocuk hastalarda erigkin hastalara oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla goriilmeye devam
etmistir. influenza virlisleri pandemi &ncesi dénemde
%18.2’lik pozitiflik oranina ulagsmis olup 12 yillik ¢alismada
ise bu oran sadece %9.7 olup bu dért aylik donemde bolge-

mizde influenza virislerinin pozitiflik oraninda iki kata
yakin bir artis gdzlenmistir. HIN1, 2002-2014 yillari arasin-
da %4'lik bir pozitiflik oranina sahip olmasina ragmen,
Aralik 2019-Mart 2020 déneminde %8.2 oranina ulasarak
iki katin Gzerinde bir artis gostermis ve yine INFB, 2002-
2014 yillari arasinda %0.8'lik bir pozitiflik oranina sahipken
Aralik 2019-Mart 2020 doneminde %5.2 oraniyla yaklasik 7
kat artis gdstermistir. influenza viriislerinde 2002-2014
doneminde poliklinikte izlenen hastalar %43, servis ve
yogun bakim hastalari %57 gibi bir orana sahipken, Aralik
2019-Mart 2020 déneminde bu oranlar sirasiyla %27 ve
%73 olarak bulunmustur. influenza viriislerinde yogun
bakim ve serviste izlenen hastalarda belirgin bir artis mev-
cuttur. influenza viriisleri 2002-2014 yillari arasinda gocuk
hastalarda %8.4, eriskin hastalarda %14.7 oraninda saptan-
mig, dort aylik donemde ise ¢ocuklarda %16.8 erigkinlerde
ise %17.5 oraninda saptanmistir. influenza virislerinin
¢ocuk hastalarda iki kat fazla saptandigi belirlenmistir.

Koronavirtslerde pandemi 6ncesindeki doért aylik donem-
de saptanan %2.9’luk pozitiflik orani, bélgemiz icin sapta-
nan en ylksek orandir. Servis ve yogun bakimda izlenen
hastalarin oraninda 2002-2014 donemine gore %92.3 ile
%1’lik bir azalma, poliklinikte hasta izleminde ise %7.7 ile
%1'lik bir artis gorilmektedir. HCoV, 2002-2014 dénemin-
de %0.3’lik pozitiflik oranina sahipken bu dort aylk
donemde %2.9a ulagmistir. Sonugta, koronavirlslerde
hasta izleminde belirgin bir degisim olmamakla beraber
pozitif hastalarin oraninda 10 kata yakin artis gézlenmistir.
Koronavirisler, 2002-2014 vyillarinda ¢ocuk hastalarda
%0.3, eriskin hastalarda %0.2 oraninda saptanirken, dort
aylik donemde gocuklarda %1.5, eriskinlerde ise %4.4 ora-
ninda saptanmistir. Koronavirlsler, ¢ocuk hastalarda bes
kat, eriskin hastalarda ise 22 kat daha fazla saptanmistir.

Pandemi 6ncesi dort aylik donemde, akut SYE semptomla-
riyla basvuran hasta sayisinda belirgin bir artis gozlenmis-
tir. influenza viriisii saptanan hastalarin servis ve yogun
bakimda izlenme oranlari ciddi olarak artmistir. Bu donem-
de influenza virUsleri gocuk hastalarda daha sik gortalmius-
tlr. Koronavirlslerin pozitiflik orani da belirgin olarak art-
mistir ancak hastalarin izleminde bir farklilik olmamistir.

Anahtar kelimeler: influenza viriisleri, koronaviriis, akut
solunum yolu enfeksiyonu
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Giris

Grip, influenza virGsline bagli ortaya ¢ikan bir solunum
yolu enfeksiyonudur. Virls iceren damlaciklarin enfekte
bireylerin hapsirmasi, oksiirmesi veya konugmasiyla 100-
180 cm mesafeye kadar ulasabildigi gosterilmistir. Damlacik
yoluyla gelen virusler, yakindaki kisilerin agiz ve burunlari-
na yerlesebildigi gibi daha az siklikla direkt inhale edilebilir.
Daha nadir olarak, kisi Gzerinde grip virtst bulunan bir
ylzeye veya nesneye dokunup ardindan kendi agzina, bur-
nuna veya gozlerine dokunarak da grip olabilir. Hafif bir
st solunum yolu enfeksiyonundan, 6lime neden olan agir
bir alt solunum enfeksiyonuna kadar farklilik gosteren kli-
nik tablosu vardir. Bazi influenza tirleri, insandan insana
kolaylikla bulasarak 6zellikle kis aylarinda mevsimsel sal-
ginlara ve pandemilere neden olur. Diinya nifusunun yak-
lasik %10-20’si her yil influenza ile enfekte olmaktadir.
Enfekte olan kisiler hastane yatislari ile tedavi gorebilirken
ozellikle yiksek riskli gruplarda mortaliteye sebep
olabilmektedir®. Gripten korunmanin en iyi yolu grip asisi-
dir. Ozellikle influenzaya bagli komplikasyon gelisme riski
olan kisilerde asilama biiyiik 6Gneme sahiptir. Antiviral teda-
vi, ciddi, komplike veya ilerleyici hastaligi olan veya hasta-
neye yatiriimasi gereken dogrulanmis veya stipheli influen-
za hastalari icin mimkin olan en kisa stirede onerilmekte-
dir. Yapilan g¢alismalarda, hastaligin baslangicindan itibaren
48 saat iginde oseltamivir baslandiginda klinik yarar goril-
digu bildirilmistir®),

Bu calismada pandemi 6ncesi 2019-2020 kis sezonunda
Egitim Arastirma Hastanesi’ne Ust solunum yolu enfeksiyo-
nu semptomlari ile bagvuran ve laboratuvar bulgulari ile
saptanan viriislerin dagilmi irdelenmis ve influenza A
(HIN1) pozitif olarak bulunan 11 hasta 6rneginde oselta-
mivir direnci arastirilmigtir.

Gereg ve Yontem

Sakarya Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu 05.03.2020 tarih ve E.3029 sayili evragi izni sonrasi
Eylil 2019-Subat 2020 tarihleri arasinda Sakarya
Universitesi Egitim Arastirma Hastanesine basvuran 0-93
Yas arasi toplam 354 hastanin nazofaringeal sirinti ve
bronkoalveoler lavaj sivilarindan alinan 6rnekler multip-

leks PCR yontemi ile Solunum Viral Panel (RVP) testi
(QlAstat-Qiagen, Almanya) ile degerlendirilmistir. influenza
A H1N1 PCR pozitif saptanan orneklerden 11’i viris hiicre
klltirinde Uretilerek sekans analizi ile oseltamivir direnci
arastirilmistir. Qiagen One Step RT PCR kit ile 1410 bp
uzunlugundaki neuraminidase geni N1F1, N1R1099,
N1F401 ve NARUc primerleri ile amplifiye edilmistir.
Kullanilan primerler: 5x Reaction buffer (10 pl), dNTP (2
pl), 10 uM Primer F (1.5 pl), 10 uM Primer R (1.5 pl),
Enzyme Mix (2 ul), RNase inhibitor (optional) (0.5 pl),
Template RNA (10 pM), RNase-free water (22.5 pl) seklin-
dedir. 120 V da %1.5 lik agaroz jelde amplikonlar yuratilip
1410 bplik bant gozlenmistir. PCR drinleri Agencourt
AMPure XP (cat. No: A63881) ile Ureticinin talimatlarina
gbre pdrifiye edilmistir. BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (4337454) ile reaksiyon hazirlanmistir. PCR
Grinu purifikasyonu sonrasi Axygen AxyPrep MAG
DyeClean-Up Kitiyle ABI 3500 sekans cihazinda DNA dizi
analizi gerceklesmistir.

Calismaya alinan hastalarin demografik bilgileri, klinik 6zel-
likleri, mevsimsel dagilimlari retrospektif olarak taranmistir.

Tablo 1. Hastalarin kliniklere bagvuru dagilimi.

Klinikler Kadin  Erkek Toplam

Cocuk Servisi 58 72 130
Cocuk Yogun Bakim 29 35 64
intaniye 27 28 55
Cocuk Acil 19 25 44
Cocuk Onkolojisi ve Hematoloji
Nefroloji

Cocuk immunoloji ve Alerji

Anestezi ve Reaminasyon Yogun Bakim
Dahiliye Yogun Bakim

GOgus Hastalklari

GOgus Hastaliklari Yogun Bakim
Bobrek Nakil Servisi

Cocuk Kardiyoloji

Cocuk Endokrin

Hematoloji

Onkoloji

Koroner Yogun Bakim

Cerrahi Yogun Bakim

Asl Poliklinigi

Toplam
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Sekil 1. Hastanemize solunumsal enfeksiyon nedenli basvuran 354 kiside saptanan viriislerin dagilimi.

Bulgular

Calismamiza 12 Eylal 2019- 19 Subat 2020 tarihleri ara-
sinda T.C. Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ne Ust solunum yolu enfeksiyonu semptomlari
ile basvuran 354 hastanin érnekleri dahil edildi. Orneklerin
130’u gocuk servisi, 64U ¢ocuk yogun bakim, 55’i enfek-
siyon klinigi, 44’0 ¢ocuk acil, 15’i cocuk onkoloji ve hema-
toloji, 10’u nefroloji ve 36’si ise diger polikliniklerden
gonderilmistir. Bagvuranlarin 162’si kadin, 192’si erkektir
(Tablo 1).

Hastanemize solunumsal enfeksiyon nedenli bagvuran 354
kisi de saptanan virlslerin dagihmi su sekildedir: Influenza
A (68), Influenza A HIN1 (59), Influenza H1 (3), Influenza A
H3 (1), Influenza B (24), Respiratuvar sinsityal viriis A/B
(64), Rhinovirlis/Enterovirtis (58), Adenovirts (18),
Bocaviriis (10), insan metapnémoviriisii (HMPV) A/B (12),
Parainfluenza viris 1 (4), Parainfluenza viris 3 (7),
Parainfluenza virls 4 (3), Coronavirus N663 (1), Coronavirus
HKU1 (5), Coronavirus NL63 (12). Coronavirusler (17) ara-
sinda baskin serotip Coronaviris NL63’Un (11) oldugu
gozlenmistir (Sekil 1).

influenza viriislerinde Ocak ayinin 3. Haftasi belirgin artig
olmustur. RSV A/B’nin 0-1 yas arasi ¢ocuklarda (47) litera-
tirde oldugu gibi baskin oldugu gozlenmistir. Sekans anali-
zi yapilan influenza A/HIN1 pozitif érneklerin hicbirinde
oseltamivir direnci saptanmamistir.

Sonug

Viral etken ajanlari tespit etmek igin laboratuvar testleri
gereksiz antibiyotik kullanimini azaltacaktir. Ulkemizde
gorilen influenza A/HIN1 suslarinin oseltamivir direnci
acisindan analizinin yapilmasi ampirik tedavinin yonlendi-
rilmesinde énemlidir. influenza benzeri klinik ile basvuran
hastalarda, oseltamivir tedavisine gerekirse sadece klinik
ongori ile baslanmasi, influenza enfeksiyonunun tedavisi
ve komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan dnemlidir.

Anahtar kelimeler: Solunumsal virUsler, influenza, oselta-
mivir, PCR, sekans
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Manisa Bolgesinde Kadinlarda Human Papilloma Virus Prevalansi ve
Genotip Dagilimi
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Giris

Serviks kanseri, diinyada her iki dakikada bir kadin 6limu-
ne neden olan ve kadinlarda meme kanserinden sonra en
stk gorilen ikinci kanserdir. Serviks kanserinin olusumu
icin, human papilloma virusu (HPV) varlig gereklidir, ancak
yeterli degildir. Ginumuzde servikal kanser gelisimi igin
HPV’nin mutlaka var olmasi gerektigi, diger risk faktorleri-
nin ya virusla karsilagma oranini arttirdigi ya da viral persis-
tansin karsinojenik sireci hizlandirmada 6nemli oldugu
konusu lizerinde durulmaktadir. Cinsel olarak aktif kadin ve
erkeklerin %50-80’ninde hayatlarinin bir donemi genital
HPV enfeksiyonu gelisebilir. 50 yaslarindaki kadinlarin
%80'ni genital HPV infeksiyonuna maruz kalmakta ancak
%90’n1 iki yil iginde HPV(-) olmaktadir. %10’unda ise persis-
tan enfeksiyon gelistirmektedir. Persiste enfeksiyonlar
neoplastik siireci tetikler. Onlenebilir kanser tipleri arasin-
dayer alan serviks kanserinin etyolojisinde yer alan HPV’nin
belirlenmesi, invaziv kanser sikliginin ve mortalitenin azal-
tilmasinda 6nemli bir rol Ustlenmektedir. Bu g¢alismanin
amaci HPV DNA arastirilmasi igin laboratuvarimiza gonde-
rilen servikal 6rneklerde HPV varliginin ve genotiplerinin
belirlenmesidir.

Gereg ve Yontem

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina 2.01.2019-17.11.2020 tarih-
leri arasinda gonderilen 1723 servikal sirlinti Ornegi
sonugclari retrospektif olarak incelenmistir. HPV genotip
tayini multipleks gercek zamanh PCR yontemiyle (Cobas®
4800, Roche) gergeklestirilmistir. Cobas® 4800 sistemi,
HPV Tip 16 ve HPV Tip 18 dahil olmak tzere toplam 14
yuksek riskli tip saptamakta ve sonuglari HPV Tip 16, HPV
Tip 18 ve Yuksek Riskli olarak raporlamaktadir.

Bulgular

Calismaya alinan 1723 servikal 6rnekten 201’inde (%11.6)
HPV DNA pozitif olarak bulunmustur. HPV tip 16 6rneklerin
%27.8" inde, HPV Tip 18 %7’sinde, diger Yiksek Riskli HPV
tipleri ise %67’sinde pozitif saptanmistir.

Tek basina HPV Tip 16 ve Tip 18 pozitiflerin orani %17.4 ve
%4’tlr. HPV Tip 16 veya Tip 18 pozitif bulunan 22 hastada
(%11) ise es zamanh olarak Yiiksek Riskli HPV tiplerinden
biri pozitif olarak tespit edilmistir.

Sonug

Bolgemiz igin buldugumuz %11.6 pozitiflik orani HPV
enfeksiyonunun onemli bir halk saghgi sorunu oldugunu
gostermektedir. Bazi Tirk bolgesel calismalarinda genel
HPV prevalansinin %2.1 ile %25 arasinda oldugu bildirilmis-
tir. HPV asisi1 87 Ulkede ulusal asi programinda yer almakta-
dir; tlkemizde de rutin agilama programina girmesinin HPV
ile iliskili kanserlere karsi korunmada etkili olacagi disunul-
mektedir.

Anahtar kelimeler: HPV, genotip, prevalans, Manisa
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Tablo 1. Hastalarda tespit edilen HPV tiplerinin dagihmi.

Tipler Say! %
Tipl6 56 27.8
Tip18 15 7
Yiksek Riskli Diger Tipler 135 67

Tipl16/Tip18 ile es zamanl pozitif saptanan Diger Yiksek Riskli Tipler 22 11
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Alt Solunum Yolu Enfeksiyonu Olan Cocuklarda
Hizli Molekiiler Tani Testi Kullaniminin Hasta Yonetimine Etkisi
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Giris

Solunum yolu enfeksiyonlari, cocuklarda en sik gorilen
hastaliklardan biridir ve diinyada ytiksek morbidite ve mor-
taliteye neden olur®. Bakteriyel ve viral etiyoloji arasindaki
ayrim, hastaya verilecek ileri tedavi igin gereklidir. Viral
hastalik igin antibiyotiklerin asiri recete edilmesi, pediatri-
de karsilasilan bakteriyel patojenler arasinda antibiyotik
direncin artmasina katkida bulunan bir faktérdir. Gereksiz
antibiyotik kullanimi, akut solunum yolu hastaliginin etiyo-
lojisine iliskin klinik belirsizlikten kaynaklanmaktadir ve bu
nedenle virlslerin erken tanimlanmasiyla antibiyotik kulla-
niminin énlenebilecegi 6ngérilmektedir?. Rutin moleki-
ler testler ile klinisyene sonug vermek en az 24 saat sirer-
ken, hizli molekiler testlerin kullanimi ile ¢ok kisa strede
(<2 saat) sonug verilebilmektedir®. Bu ¢alismada; alt solu-
num yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarda kisa siirede sonug
veren hizli molekdler tani testlerinin kullanimiyla; hastala-
ra antibiyotik ve antiviral ilaglarin baslanmasi, hastanede
kalis sliresi lizerine etkisinin olup olmadigr arastirilmistir.

Gereg ve Yontem

Cocuk Sagligi ve Hastaliklari kliniginden Subat 2019 ile
Ocak 2020 tarihleri arasinda akut solunum yolu enfeksiyo-
nu olan 1320 oOrnek laboratuvarimiza kabul edildi. Bu
orneklerin 757’sinde (%57.3) bir veya birden fazla solunum
virGsl pozitif bulundu. Solunum virls pozitif olan yatan
ve solunum yolu enfeksiyonu semptomuyla basvuran has-
talar arasindan randomize yontemle 84 hasta segildi. Bu
hastalar saptanan virislere gore iki gruba ayrildi ve uygula-
nan tani yéntemine gore her grup kendi iginde tekrar iki
grup seklinde incelendi (Tablo 1).

Tablo 1. Tani testi ve pozitif sonuglara gore hasta gruplari.

Grup Tani yontemi Hasta
Sayi
influenza viriisleri pozitif Hizli molekiiler test (HMT) 14
(FLU +) Rutin molekiler test (RMT) 14
Diger solunum virusleri Hizli molekiiler test 28
pozitif (DSV +) Rutin molekdler test 28

Tabloda tanimlanan her iki grup kendi iginde kullanilan tani
yontemine gore; hastanede yatis siresi, gereksiz antibiyo-
tik kullanimi ve siresi, antiviral ilag kullanimi agisindan
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olup olmadig

(Ki-kare, Mann Whitney U, Fisher’s Exact Testi) arastirildi.
istatistiksel analiz SPSS®18.0 kullanilarak yapildi.

Hizlh molekiler tani testi olarak; QlAstat-Dx (DiagCORE,
Hilden, Almanya) ve FilmArray Solunum Paneli (BIOFIRE,
Salt Lake City, UT, ABD), rutin molekdler tani testi olarak;
FTD Respiratory Pathogens 21 (Simens, Liksemburg) kulla-
nildi.

Asagidaki patojenler, QlAstat-Dx Respiratory Panel ile sap-
tanabilir ve ayirt edilebilir*: influenza A, influenza A alt tip
H1N1/2009, influenza A alt tip H1, influenza A alt tip H3,
influenza B, Koronavirlis 229E, Koronaviriis HKU1,
Koronavirlis NL63, Koronaviris OC43, Parainfluenza virls
1, Parainfluenza virls 2, Parainfluenza virls 3, Parainfluenza
virls 4, Respiratuvar Sinsityal Viris A/B, insan
Metapnomoviriis A/B, Adenoviris, Bocavirls, Rinovirls/
Enterovirls, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneu-
mophila ve Bordetella pertussis (*Enteroviris ve Rinovirds,
QIAstat-Dx Respiratory Panel ile saptanir ancak ayirt edil-
mez.)".

FilmArray Solunum Paneli nazofarengeal aspiratlardan ayni
anda 20 viral ve Ug¢ bakteriyel patojeni tespit edebilir:
Adenovirus, Coronavirus 229E, Coronavirus HKU1,
Coronavirus 0C43, Coronavirus NL63, Human
Metapneumovirus, Human Rhinovirus/Enterovirus,
influenza A, influenza A/H1, influenza A/H1-2009, influenza
A/H3, influenza B, Parainfluenza 1, Parainfluenza 2,
Parainfluenza 3, Parainfluenza 4, RSV, Bordetella pertussis,
Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae .

FTD Respiratory Pathogens 21 (Simens, Liiksenburg);
influenza A viriis, influenza A(H1N1) virus (swine-lineage),
influenza B virts, human rhinovirus, human coronaviruses
NL63, 229E, OC43 ve HKU1, human parainfluenza viruses
1, 2, 3 ve 4, human metapneumoviruses A/B, human boca-
virus, human respiratory syncytial viruses A/B, human
adenovirus; enterovirus, human parechovirus, Mycoplasma
pneumoniae patojenlerini saptayabilir.

Bulgular
Hizli molekiiler test (HMT) ve rutin molekiler test (RMT)
sonug verme sireleri agisindan karsilastirildiginda; HMT

medyan 5 saat, RMT medyan 62.5 saat bulunmustur.

influenza ve diger solunum virisleri pozitif olan hastalarda
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kullanilan yontemlerin hasta yontemine etkisi Tablo 2 ve
Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Tablo 2. influenza viriis pozitif hastalarda kullanilan yontemlerin
hasta yonetimine etkisi.

Degerler FLU + FLU + p
HMT RMT degeri

Gereksiz antibiyotik  Sayi (%) 6(42.9) 13 (%92.9) 0.013
kullanimi

Antibiyotik Min-Max/  3-21/7 4-14/7 0.864
kullanim siresi Medyan

Antiviral ilag Sayi (%) 12 (85.7) 2(14.3) <0.0001
kullanimi

Hastanede Min-Max/  1-32/5 2-14/4 0.443
yatis suresi Medyan

Tablo 3. Diger solunum virisleri pozitif hastalarda kullanilan yon-
temlerin hasta yonetimine etkisi.

Degerler DSV + DSV + p
HMT RMT degeri

Gereksiz antibiyotik ~ Say1 (%) 16 (57.1) 23(82.1) 0.042
kullanimi

Antibiyotik Min-Max/  1-15/7 4-14/9 0.811
kullanim siiresi Medyan

Antiviral ilag Sayl (%) 12 (42.9) 8(28.6) 0.265
kullanimi

Hastanede Min-Max/  1-32/7 2-27/6 0.281
yatis suresi Medyan

influenza viriisii pozitif saptanan hastalarda HMT kullani-
lanlarda gereksiz antibiyotik kullanimi %42.9, RMT kullani-
lanlarda %92,9'du. ikili lojistik regresyon analizi, HMT kul-
laniminin gereksiz antibiyotik kullanimi Gzerinde 6nemli bir
etkisi (p=0.013) oldugunu gosterdi. Antibiyotik kullanim
suresi agisindan HMT ve RMT kullanilan her iki grupta da
medyan 7 gindi. Tani yontemi farkliiginin, dogrusal lojis-
tik regresyon analizinde antibiyotik tedavisi siiresi (izerinde
onemli (p=0.864) bir etki gostermedigi saptandi. HMT kul-
lanilanlarda antiviral kullanimi %85.7, RMT kullanilanlarda
%14.3 bulundu. ikili lojistik regresyon analizi, antiviral kul-
lanimi Gzerinde HMT kullaniminin 6nemli bir etkisi
(p<0.0001) oldugunu gosterdi. Hastanede kalis suiresinin;
HMT kullanilan grupta medyani 5 giin, RMT kullanilan
grupta medyani 4 glindi. Tani yontemi farkhhginin, dogru-
sal lojistik regresyon analizinde antibiyotik tedavisi stresi
Gzerinde 6nemli (p=0.443) bir etkisi olmadi.

Diger solunum virUsleri pozitif saptanan hastalarda HMT
kullanilanlarda gereksiz antibiyotik kullanimi %57.1 ,RMT

kullanilanlarda %82.1 bulundu. ikili lojistik regresyon anali-
zi, HMT kullaniminin gereksiz antibiyotik kullanimi tzerin-
de 6nemlibir etkisi (p=0.042) oldugunu gosterdi. Antibiyotik
kullanim siresinin; HMT kullanilan grupta medyani 7
gundl, RMT kullanilan grupta medyani 9 giindi. Tani yon-
temi farkliiginin, dogrusal lojistik regresyon analizinde
antibiyotik tedavisi slresi tizerinde 6nemli (p=0.811) bir
etkisi olmadigi saptandi. HMT kullanilanlarda antiviral kul-
lanimi %42.9, RMT kullanilanlarda %28.6 bulundu. ikili
lojistik regresyon analizi, HMT kullaniminin antiviral kulla-
nimi tizerinde énemli bir etkisi (p=0.265) olmadigini gos-
terdi. Hastanede kalis stresinin; HMT kullanilan grupta
medyani 7 giin, RMT kullanilan grupta medyani 6 gin
bulundu. Tani yéntemi farkliliginin, dogrusal lojistik regres-
yon analizinde antibiyotik tedavisi stresi tGzerinde 6nemli
(p=0.281) bir etkisi olmadigi saptandi.

Sonug

influenza pozitif olan hasta grubunda tanida HMT kullani-
miyla 6rnek kabul ile test sonuglanma siiresi oldukga kisal-
mis, gereksiz antibiyotik kullanimi 6nlenmistir. Ancak anti-
biyotik tedavisi baslanmig hastalarda kullanim siiresini
kisaltmadigi ve hastanede yatis siiresi Gzerine de bir etkisi
olmadigi saptanmistir. HMT ile influenza pozitif saptanan
hastalarin, influenza igin kritik antiviralleri zamaninda
almalari saglanmistir. Diger solunum virGslerinin HMT ile
galisilan grubunda da gereksiz antibiyotik kullaniminin
azaldigi gorilmis, ancak diger parametreler Uzerine bir
etkisinin olmadig saptanmistir. HMT kullaniminin kisa
sirede, dogru tedaviye baslamada etkili olabilecegi; ancak
daha fazla hasta sayisiyla galismanin gerekli oldugu dusu-
ndlmdastar.

Anahtar kelimeler: Akut solunum yolu enfeksiyonu, hizh
molekiiler test, antibiyotik tedavisi
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Giris

Covid-19 Aralik 2019'da ilk kez ortaya gikan yeni bir corona-
virlisiin neden oldugu hastaliktir. Diger coronaviriislerden
farkh ozellikleri vardir, bu nedenle de hastaligin seyri, tani
yontemleri ve tedavisi hakkinda bilinmeyen faktorler
mevcuttur®, Diinyada ve Turkiye’de 27 Agustos 2020 tari-
hine kadar sirasiyla 24.021.218 ve 263.998 vaka, 821.462
ve 6.209 dlum bildirilmistir®. Mortalitenin erkeklerde, ileri
yasta ve altta yatan hastaligi olanlarda (hipertansiyon,
koroner arter hastaligi, diyabet, KOAH, malignite gibi) daha
yiksek olduguna dair yayinlar mevcuttur®®, Bu hastalarda
bazen ek olarak bakteriyel enfeksiyonlar da gézlenmekte
olup, bu durum morbidite ve mortalitenin artmasina
neden olabilir”®. Bu calismada Covid-19 6n tanusi ile takip
edilen hastalarda mortalite risk faktorlerinin irdelenmesini
amagladik.

Gereg ve Yontem

Kastamonu Egitim Arastirma Hastanesi'nde (KEAH)
24.03.2020-09.08.2020 tarihleri arasinda Covid-19 6n tani-
styla takip edilirken 6len 86 vaka galismaya dahil edilmistir.

COVID 19 igin gergcek zamanli RT-qPCR yOntemi:
Nazofaringeal slriintiide gergcek zamanl quantitative PCR
(RT-gPCR) ile viral RNA analizi yapilmistir. COVID 19 igin
RT-gPCR test kitleri Turkiye Halk Saghgi Genel Mudurlugi
tarafindan saglanmis, Covid-19 RT-qPCR Tespit Kiti (Bio-
Speedy) ile Bio-eksen firmasinin dnerileri dogrultusunda
calisilmigtir.

Gorintlleme Teknigi ve Radyolojik Degerlendirme: Tim
hastalar 16 kesitli Alexion Advance Bilgisayarli Tomografi
(BT) cihazi ile Toraks degerlendirmesine alinmistir (Toshiba,
2014, Hollanda). Cekim parametreleri olarak 130 kVp; 100-
200 mAs; pitch, 0.75-1.5; and collimation, 0.625-5 mm,
FOV 44x44 kullanilmistir. Buzlu cam opasitesi ve konsoli-
dasyon birlikteligi Covid-19 lehine bulgu olarak degerlendi-
rilmistir.

Diger veriler: Hastalarin kiltiir ve antibiyotik duyarlilik
testleri konvansiyonel yéntemler ve VITEK (BioMérieux,
Fransa) ile yapilmis ve EUCAST standartlarina gore deger-
lendirilmistir. Vakalarin demografik bilgileri, komorbiditele-
ri, hastaneye yatistan 6lene kadar gegen sireler, molekdiler

test sonuglari, toraks BT bulgulari, biyokimyasal bulgular,
kiltlr ve antibiyotik duyarlilik test sonuglari ve uygulanan
tedaviler hakkinda veriler hastanenin elektronik sistemin-
den toplanmistir.

istatistiksel analiz: Kategorik degiskenler frekanslar ve yiiz-
deler kullanilarak tanimlanirken, stirekli degiskenler ortala-
ma ve medyan degerleri kullanilarak tanimlanmistir.
Ortalama (SS) ve kategorik degiskenler gibi stirekli 6lgim-
ler sayi ve ylizde (%) olarak rapor edilmistir. Tum analizler
icin SPSS (strtim 22.0) kullanilmustir.

Bulgular
Calismamizda o donemde Covid-19 6n tanisiyla takip edi-
len 1169 hastadan 86’sinin (%7.35) vefat ettigi gézlenmis,

ancak bu hastalarin hepsinin 6lim sebeplerinin Covid-19
oldugu gosterilememistir.

Tablo 1. Olen vakalarin demografik 6zellikleri.

Ozellikler Toplam %

Yas Ortalama 72

Alt gruplar <40 yas 2 2.32
40-49 yas 5 5.81
50-59 yas 10 11.62
60-69 yas 12 13.95
70-79 yas 29 33.72
80-89 yas 23 26.74
90-96 yas 5 5.81

Cinsiyet Erkek 59 68.6
Kadin 27 31.4

Altta yatan hastalk Hipertansiyon 21 24.4
KVH?! 16 18.6
Dm? 13 15.1
KOAH? 13 15.1
Malignite 10 11.6
KBH* 8 9.3

Komorbidite birlikteligi 0 Komorbidite 40 46.52
1 Komorbidite 21 24.4
2 Komorbidite 13 15.1
>3 Komorbidite 12 13.9

“Kardiyovaskiiler Hastalik
ZDiyabetes mellitus

3Kronik obstruktif akciger hastaligi
“Kronik bébrek hastaligi
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Olen vakalarin demografik dzellikleri Tablo 1’de sunulmus-
tur. Olen vakalarin 59’u (%68.6) erkek, 27’si (%31.4) kadin-
dir. Vakalar 35-96 yas arasinda olup yas ortalamasi 72;
medyan ise 75 olarak bulunmustur.

Olen vakalarin RT-qPCR ve BT sonuglari Tablo 2’de gésteril-
mistir. Vakalarin 21’inin RT-qPCR testi pozitif olarak bulu-
nurken, bu vakalardan 9’unda bir siire sonra kontrol
RT-qPCR testleri negatif bulunmustur. Baslangigta RT-gPCR
pozitif bulunan 21 vakanin 18’inin BT sonucu Covid-19 ile
uyumlu olup 3’tinln BT sonucuna ulasilamamistir. BT gekil-
mis olan 59 vakanin sonuglari irdelendiginde; 51’inin
(%86.44) sonucu Covid-19 ile uyumlu, yedisinin sonucu ara
vaka ile uyumlu, birinin de Covid-19 ile uyumsuz oldugu
gorilmus, 27 vakanin ise BT sonucuna ulasilamamistir.

Tablo 2. irdelenen 86 vakanin PCR ve bilgisayari tomografi (BT)
sonuglari.

BT Sonucu

Covid-19 Aravaka BT uyumsuz BT yok
uyumlu (Grup 2) (Grup 3) (n=27)

(Grup 1) (n=7) (n=1)

(n=51)
PCR (+) (n=21) 9+9' 0 0 3
PCR (-) (n=65) 33 7 1 24
Toplam 51 7 1 27

’: Bastan PCR pozitif olup takibinde PCR’I negatiflesen hastalar

Olen vakalarin hastaneye basvuru ve 6lmeden son 24 saat-
teki laboratuvar bulgulari Tablo 3’te gosterilmistir.
Vakalarda notrofil artisi, beyaz kiire artisi, lenfosit azalmasi
ve inflamatuvar belirteglerin medyan degerlerinde de artig
gozlenmistir.

Tablo 3. Vakalarin hastaneye yattigi giin ve 6lmeden son 24 saat-
teki laboratuvar bulgulari.

Biyokimyasal Hastaneye  Olmeden
Bulgular yattigi giin  son 24 saat
bulgular bulgular
Beyaz kan Ortalama 11.12x10®°  16.17x10°
hiicresi (uL) <3.5x10° 6 (%8.45) 4 (%5.47)
3.5-10.5x10% 36 (%50.70) 22 (%30.13)
>10.5x10% 29 (%40.84) 47 (%64.38)
Nétrofil Ortalama 9.44x10° 14.18x10°
<1.7x10° 2 (%2.81) 2 (%2.77)
1.7-7x10° 24 (%33.80) 20 (%27.77)
>7x10° 45 (%63.38) 50 (%69.44)
Lenfosit Ortalama 1.06x10° 1.16x10°
<0.9x10° 37 (%52.11) 33 (%45.83)
0.9-2.9x103 32 (%45.07) 37 (%51.38)
>2.9x10% 2 (%2.81) 2 (%2.77)
CRP Medyan 103 125
>5 70 (%97.22) 70 (%95.89)
LDH Medyan 344 420
>248 53 (%76.81) 58 (%84.25)
D-dimer Medyan 3.85 7.05
>0.55 63 (%87.5) 66 (%98.50)
Ferritin Medyan 202 573
Erkek:>336; Kadin:>307 29 (%41.42) 44 (%64.70)
Troponin Medyan 42 135

Erkek:>19; Kadin>11.6 52 (%72.22) 67 (%91.78)

Olen vakalarda kiiltiir sonuglari incelendiginde 21 vakada
(%24.41) toplam 43 bakteriyel Greme oldugu saptanmistir.
Hastalarin bir ila yedi klinik 6rneginde tGreme oldugu ve her
hasta igin bir ila dort degisik bakteri turt Gredigi gozlen-
mistir. Bu hastalarin besinin Covid-19 RT-PCR sonucu pozi-
tifken, birinin sonucu takip sirasinda negatiflesmis, 16’sinin
sonucu ise negatif olarak bulunmustur. Kirk ti¢ bakteriyel
Uremenin 20 adedi panresistan bakteri ile olup toplam 13
hastaya ait Gremelerdir.

Vefat eden 86 vakanin 6’si (%6.97) Covid-19 servislerinde,
80'i (%93.03) yogun bakim Unitelerinde takip edilen hasta-
lardir.

Sonug

Bu retrospektif calismada, KEAH'nde Covid-19 6n tanisi ile
takip edilirken 6len 86 vakanin mevcut durum analizi yapil-
mistir.

Calismamizda erkeklerin daha sik 6ldugu gozlenmektedir
ve bu durum diger galismalarla benzerlik gostermektedir.
Olen vakalarin yas ortalamasi bizim calismamizda 72,04
olarak bulunmus olup, bizimle uyumlu sekilde 6len vakala-
rin yas ortalamasinin 68-75.5 arasi oldugunu rapor eden
calismalar vardir®®),

Cahismamizda olen vakalarin %53.48’inde komorbiditeler
mevcuttur. Diger ¢alismalarda da dlen vakalarin %44.9-100
arasinda degisen oranlarda en az bir komorbiditeye sahip
oldugu ve sikliginin hipertansiyon (%64-38), diyabet
(%18-40) ve koroner kalp hastaligi (%16-32) seklinde olup
bizimle uyumlu oldugu gérulmustir®),

Olen vaka grubumuzda RT-PCR pozitif iken 8lmiis ve Covid-
19 nedeniyle vefat ettigi ispatlanmis olan vaka siklig1 %14
olarak bulunmustur. BT bulgulari ile degerlendirildiginde
ise 51 vakanin Covid-19 ile uyumlu bulundugu ve RT-PCR
pozitif vakalarin tamaminin bu grupta oldugu gozlenmek-
tedir. Buna karsilik RT-PCR (+) olup sonradan negatiflesen 9
vaka da dahil olmak tzere 42 vakanin BT bulgulari Covid-19
ile uyumlu iken PCR sonuglari negatiftir. Covid-19 tanisinda
BT 6zgllliigl dusik bir test oldugu ve diger solunum yolu
viral etkenleri aranmadigi igin bu hastalarin 6lim sebebi
netlesmemis olup baska viral etkenler de sebepler arasin-
da olabilir.

Bu galismada hastalarin kan tablosunda da degisimler goz-
lenmistir (Tablo 3). Bunlardan biri olan lenfopeni, Covid-19
enfeksiyonu olan kritik hastalarda 6ne gikan bir 6zelliktir.
Lenfositler koronavirlis reseptorii olan ACE2’yi sunar ve
viris icin dogrudan hedef haline gelerek direkt lenfosit
6limu ile sonuglanabilir; proinflamatuvar sitokinler muh-
temelen lenfosit apoptozuna yol agar; hiperlaktik asidemi
gibi metabolik bozukluklar sonucunda iretilen molekdller
lenfositlerin inhibisyonuna yol agabilir. Bunlarin sonucunda
olusan lenfopeni, hiicresel bagisiklik yetersizligi durumu
olusturarak 6lime yol agabilir®.

Olen vakalarin es zamanli Gireyen kiiltiir numuneleri ince-
lendiginde 13 vakaya ait 20 klinik 6rnekte panresistan
bakteri Uredigi gozlenmistir. Bu vakalarin hepsinin RT-PCR
sonugclari negatiftir. Bu vakalarda klinik 6rneklerin solunum
yolu, kan ve idrar seklinde oldugu da goz onlinde tutulursa
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o0lim nedeni bakteriyel enfeksiyon olabilir. Calismamizdaki
vakalarin %95.34’(i yogun bakim tinitelerinde (YBU) &Imiis-
tiir. Covid-19 hastalarinin YBU yatmasi hastaligin agirlasti-
ginin gdstergesidir. Ancak ek olarak YBU’de invaziv tedavi-
lere ihtiyag duyulmasi nedeniyle koenfeksiyon riskleri
artar.

Sonug olarak Covid-19 hastalarinin 6lim sebeplerinin viral
enfeksiyona ek olarak altta yatan sebepler, inflamasyondan
kaynaklanan patolojiler ve sekonder bakteriyel enfeksiyon-
lar olabilecegi dugtiniImustur.

Anahtar kelimeler: Covid-19, lenfopeni, mortalite
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Akut Gastroenteritli Bes Yasin Altindaki Cocuklarda Rotaviriis ve
Adenoviriis Antijenlerinin Arastirilmasi
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Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Elazi§
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Giris

Akut gastroenteritler, bes yas alti cocuklardaki morbidite
ve mortalitenin en 6nemli nedenlerinden biridir. Global
verilere gore bes yas alti cocuklarda diyareye neden olan
hastaliklarin; alt solunum yolu enfeksiyonlari, erken dogum
komplikasyonlarindan sonra tglinci sirada mortalite nede-
ni oldugu bildirilmektedir. Diinya genelinde bes yas alti
¢ocuklarda yilda 1.5 milyardan fazla akut gastroenterit
vakasi goruldigi ve 2 milyon civari gocugun 6ldiugi tahmin
edilmektedir*2,

Virusler, akut gastroenterit etkenleri arasinda ilk sirada yer
alir ve ozellikle gocuklardaki akut gastroenteritlerin yakla-
stk %70’inden sorumludur®. Akut gastroenterite siklikla
neden olan viral ajanlar arasinda rotavirlis, adenovirs,
noroviriis, astrovirts, bocaviris ve sapovirlsler yer alir®.
Cocuklardaki akut gastroenteritlerin en sik gorilen etken-
leri ise rotaviriis ve adenoviruslerdir®,

Rotavirlis, diinya genelinde prevelansi en yuksek viral
gastroenterit etkenidir®. Reoviridae ailesinde yer alan
rotavirus; yaklasik 70-100 nm ¢apinda, ikozahedral simet-
rili kapside sahip, zarfsiz RNA viriisiidir. i, orta ve dis
kapsit olarak tg¢ protein tabakadan olusan kapsitte, i¢ kap-
sit 11 adet cift zincirli RNA segmenti iceren viral genomu
icerir. Her segmentte 6 adet yapisal (VP1-VP4,VP6,VP7) ve
6 adet yapisal olmayan protein (NSP1-NSP6) kodlanir®®),

Rotavirtslerden sonra gocuklarda en sik gorilen gastroen-
teritetkeniiseadenoviruslerdir. Adenoviriisler Adenoviridae
ailesinden olup 70-90 nm ¢apinda, ikozahedral simetrili,
zarfsiz, lineer ¢ift zincirli DNA iceren virtslerdir”®),

Rotavirlisiin etken oldugu gastroenteritler ishal ile seyre-
den subklinik enfeksiyondan olimle sonuglanabilecek
dehidratasyona kadar gesitli klinik tablolarla seyredebilir.
Rotavirus enfeksiyonu daha siklikla ihman iklim bolgelerin-
de sonbahar ile ilkbahar arasinda ve 2 yasindan kiiguk
cocuklarda gorilmektedir®,

Adenoviris enfeksiyonlari rotavirlis gastroenteritlerine
gore daha hafif seyirli olup bazen 6ksiriik ve burun akinti-
st gibi solunum yolu semptomlari da eslik edebilir. Yaz
aylarinda daha sik olmak tizere yilin tiim aylarinda ve daha
cok dért yas alti cocuklarda gorilmektedir®19,

Bu calismada, hastanemize basvuran akut gastroenteritli
0-5 yas arasi gocuk hastalarda rotaviriis ve adenoviris anti-
jen sikliginin yas, cinsiyet ve mevsimlere goére dagiliminin

retrospektif olarak belirlenmesi amaglanmistir.
Gereg ve Yontem

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na Aralik 2015 - Aralik 2020 tarihleri arasinda
akut gastroenterit 6n tanisi ile gesitli poliklinik ve servisler-
den gonderilen 0-5 yas grubundaki 2172 hastanin diski
ornegi verileri incelenmistir.

Taze digski 6rneklerinde rotavirls ve adenoviris antijenleri
kalitatif immunokromotagrafik Rotavirus and Adenovirus
Combo Rapid Test Casette (ACRO BIOTECH, ABD) kiti ile
Uretici firmanin onerileri dogrultusunda galigiimistir. Testin
sensitivite ve spesifitesi Uretici firma tarafindan rotavirus
icin >%99.9 ve %97.8, adenovirus igin >%99.9 ve >%99.5
olarak bildirilmistir.

Rotavirlis ve adenoviris antijen sikhginin yas, cinsiyet ve
mevsime gore dagilimi SPSS 21.0 programi kullanilarak
ki-kare testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmis ve
p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Toplam 2172 hastanin 591’inde (%27.21) viral antijen sap-
tanmistir. Bu orneklerin 360’inda (%16.57) rotaviris,
122’sinde (%5.62) adenovirls ve 109’unda (%5.02) rotavi-
ris ve adenoviris birlikte pozitif olarak tespit edilmistir
(Tablo 1).

Rotavirtis saptanan toplam 360 olgunun 158 (%43.9)'i
kadin, 202 (%56.1)’si erkek; adenovirlis saptanan toplam
122 olgunun 48 (%39.3)’i kadin, 74 (%60.7)’si erkek; rotavi-
rus ve adenovirls birlikte pozitif saptanan toplam 109
olgunun 44 (%40.4)'i kadin, 65 (%59.6)’sI erkek olarak tes-
pit edilmistir. Viral antijen pozitifligi ylizdesel olarak erkek-
lerde daha yulksek olmakla birlikte cinsiyetler arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlaml olmadig tespit edilmistir
(p>0.05) (Tablo 1).

Mevsimsel dagilim agisindan viral antijenlerin varhigi deger-
lendirildiginde, viral antijen pozitifligi en sik sonbahar 198
(%9.12) mevsiminde tespit edildi. Rotavirtsin kis 127
(%5.85) ve sonbahar 125 (%5.75); adenovirisin yaz 46
(%2.12); rotavirlis ve adenovirls birlikte pozitifliginin ise
sonbahar 38 (%1.75) mevsiminde daha sik enfeksiyona
neden oldugu belirlenmistir (Tablo 1, Sekil 1). Rotaviris
enfeksiyonlarinda sonbahar ve kis mevsimlerindeki antijen
pozitifligi ilkbahar ve yaz mevsimlerinden istatistiksel ola-
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Tablo 1. Akut gastroenterit 6n tanili gocuklarda rotaviriis ve adenoviriis antijen pozitiflik oranlarinin dagilimi.

Pozitif Olgu Sayisi

Olgu Sayisi Rotaviriis Adenoviriis Rotaviriis+Adenoviriis
Ozellik N % n % n % p n % p
Cinsiyet
Kiz 925 42.59 158 7.27 >0.05 48 2.21  >0.05 44 2.03 >0.05
Erkek 1247 57.41 202 9.30 74 3.41 65 2.99
Yas Gruplari
0 1068 49.17 143 6.58 69 3.18 >0.05 69 3.18
1 584 26.89 130 5.99 32 1.47 18 0.83
2 232 10.68 47 2.16 <0.05 9 0.41 5 0.23 <0.05
3 133 6.13 19 0.87 4 0.19 9 0.42
4 85 3.91 15 0.69 3 0.14 4 0.18
5 70  3.22 6 0.28 5 0.23 4 0.18
Mevsimler
ilkbahar 478 22.01 78 3.59 11 0.51 >0.05 28 1.29
Yaz 563 25.92 30 1.38 46 2.12 23 1.06
Sonbahar 601 27.67 125 575 <0.05 35 1.61 38 1.75 >0.05
Kis 530 24.40 127 5.85 30 1.38 20 0.92
Toplam 2172 100 360 16.57 122 5.62 109 5.02
60

N
o

40
30
) || |I“| I
R ks L |

Ocak  Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil Ekim  Kasim  Aralik

mRotavirus  m Adenovirus

Rotavirus+Adenovirus

Sekil 1. Rotaviriis ve adenoviriis antijen pozitiflik oranlarinin aylara gére dagilimi.

rak anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0.05); adenovi-
ris ve rotavirlis - adenovirus birlikte pozitifligi icin mevsi-
me gore istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.05).

Yasa gore viral antijenlerin dagimini incelendiginde rota-
virls pozitifligi 0 ve 1 yas grubu ¢ocuklarda diger yas grup-
larina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 1). Adenoviris ve rotaviris -
adenovirus antijenlerinin birlikte pozitiflik oranlariise 0 yag
grubunda diger yas gruplarina gore yiuzdesel olarak daha
yluksek tespit edilmistir (Tablo 1). Ancak rotaviris - adeno-
virls birlikte pozitifli§inde 0 yas grubu igin diger yaslara
gore istatistiksel olarak anlamh farkhlik bulunurken
(p<0.05); adenoviris pozitifliginde yas gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir iliski saptanmamistir
(p>0.05).

Sonug

Akut enfeksiydz gastroenteritler gerek ayaktan tedavi
gerekse hastaneye yatislarin yaygin bir nedeni olup ciddi
sosyoekonomik kayiplara yol agmaktadir. Gelismekte olan
Ulkeler basta olmak lizere diinya genelini etkileyen onemli
bir halk saghgl sorunu olmaya devam etmektedir®?.
Cocuklarda gorilen ciddi gastroenteritlerde en sik gorilen
etken rotaviruslerdir®?,

Birgok farkl Ulkede viral gastroenterit etkenleri tzerine
yapilan c¢alismalarda pozitiflik oranlari rotaviris igin
%11-71, adenovirls igin % 2-22,2 ve rotavirls - adenovirls
birlikte pozitifligi icin %1,3-6 olarak bildirilmigtir(®5:316),
Ulkemizde bu oranlar genellikle rotaviriis icin %9.8-39.8,
adenovirus icin %5-15 arasi degismektedir®*314, Gil ve
ark.® rotaviriis gortlme sikhgini %25.7; Akinci ve ark.®)
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rotavirls oranini %13.7, adenovirls oranini %23 olarak
bildirmiglerdir. Bayraktar ve ark.'” sirasiyla rotaviriis ve
adenoviris sikhgini %23.7 ve %1.5 olarak saptamislardir.
Tekin®®in 12 aylik siirede yaptigi calismada %16.7 rotavi-
ris, %1.0 adenovirls ve %0.4 rotavirls ve adenoviris bir-
likte pozitiflik oranlari tespit edilmistir. Konya’da 2010-
2013 yillarini kapsayan baska bir calismada ise %9.8 rotavi-
ris, %1.3 adenovirls ve %1.0 oraninda rotaviris - adenovi-
rus birlikte pozitifligi belirlenmistir®,

Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak viral anti-
jen oranlari rotaviris igin %16.57 adenovirus igin %5.62 ve
rotavirlis - adenoviris birlikte pozitifligi icin %5.02 olarak
tespit edilmistir.

Cocukluk cagindaki akut gastroenteritlerde enfeksiyoz
etken ve olusturdugu klinik tablonun siddeti yas, mevsim
ve cografi bolgelere gore degiskenlik géstermektedir®0),

Rotaviriis gastroenteritleri iliman iklimli bolgelerde siklikla
sonbahar, kis ve ilkbahar baslarinda gorulirken, adenovi-
ris gastroenteritlerinin yazin daha sik géruldagind bildi-
ren ¢alismalarla birlikte mevsimsel olarak anlamli dagilim
gostermedigini bildiren calismalar da vardir®513-151819 |rgz
ve ark.t? yaptiklari bir calismada 6749 ¢ocuk hastanin digki
orneginde rotavirus antijenini immunokromatografik yon-
temle arastirmis ve pozitifligin kis ve ilkbahar mevsiminde
daha sik goruldiglina tespit etmislerdir. Tekin, yaptigi calis-
mada, rotavirls antijen pozitifligini sonbaharda diger mev-
simlere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde ylksek
bulurken, adenoviris ve rotavirlis - adenoviris antijenleri-
nin birlikte pozitifligini sonbaharda diger mevsimlere gore
sadece ylzdesel olarak yiksek saptamigtir®3),

Calismamizda viral antijen pozitifliklerinin mevsimlerle
olan iligkisi incelendiginde rotavirlisiin sonbahar ve kisin
daha sik goruldigi ve bu sikhgin istatistiksel olarak da
anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Adenovirisin ise
oransal olarak yazin daha fazla oldugu tespit edilmis ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.05).

Rotavirlis ve adenovirlisiin etken oldugu gastroenteritler
daha ¢ok 2 yas alti gocuklarda goériulmekte ve sikligi yasla
beraber giderek azalmaktadir®**17.29 Akinci ve ark.”® ¢alig-
malarinda 2 yas alti grupta rotavirlis antijen pozitifligini
%52.4 olarak bildirmiglerdir. Iraz ve ark.*? 0-5 yas arasi
gocuklar icinde rotavirlis antijen pozitifligini en ylksek
13-24 ayhk (%23) grupta saptamislardir. Giltepe ve
ark’nin®® yaptigi calismada rotaviriis en sik 0-1 yas (%42)
ile 1-2 yas (%27) ¢ocuklarda saptanirken, adenoviris en sik
0-1 yas (%47) ve 1-2 yas (%23) cocuklarda tespit edilmistir.

Calismamizda viral antijen oranlarinin yasa gore dagilimi
incelendiginde rotaviris pozitifligi 0 ve 1 yas grubu ¢ocuk-
larda diger yas gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
dizeyde daha ylksek bulunmustur (p<0.05). Adenoviris
pozitifligi 0 ve 1 yaslarinda daha sik gorilse de yas gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamis-
tir (p>0.05).

Yapilan galismalarda viral gastroenterit sikliginin cinsiyete
gore dagiliminda c¢ogunlukla anlamli bir fark tespit
edilmemistir®351) Bizim c¢alismamizda da viral antijen

pozitiflik oranlarinin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde
gruplar arasi anlamli farklhk gorilmemistir (p>0.05).

Sonug olarak hastanemizdeki rotaviris enfeksiyon sikhgi,
adenoviris enfeksiyonundan daha fazla olup, gastroente-
ritli olgularin ve viral antijen pozitifliklerinin ¢ok buylk bir
kismini 2 yas altindaki grup olusturmaktadir. Cocuklarda
gastroenterit yakinmasi tim yil gérilebilmekle birlikte sik-
lig1 mevsimlere gore farkh dagilimlar géstermektedir. Akut
gastroenteritli hastalarda etkenlerin hizl bir sekilde sap-
tanmasi hem dogru tedavi olanagi sunup gereksiz antibiyo-
tik kullanimini azaltacak hem de epidemiyolojik verilere
katkida bulunarak gerekli enfeksiyon kontrol énlemlerinin
alinmasina yardimci olacaktir.

Anahtar kelimeler: Akut gastroenterit, adenoviris, rotaviriis
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Giris

Coronavirus 2019 Hastaligi (COVID-19), 2019 Aralik ayinda
tanimlanmasindan itibaren diinya ¢apinda hizla yayildi ve
Diinya Saghk Orgiitii 235 ilkenin etkilenerek yiiz milyon-
dan fazla vakaya, iki milyona yakin 6lime sebep oldugunu
acikladi), Yine, 44 ilkede 1000’den fazla hemsirenin 6ldu-
gu ve saghk gahsanlari (SC) arasinda enfeksiyon oraninin
%10 civarinda oldugu bildirilmektedir®. Hastaligin erken-
den tanisinin konularak tedavi edilmesi, karantina ve izo-
lasyon stratejilerine uyulmasi ile virts bulasi kisitlanabilir
ve SC’nin korunmasi saglanabilir. Pandeminin uzamasiyla
SC artik kisisel koruyucu ekipmalara (KKE) ulasmakta zor-
luklar yasamaya baslamistir. Ayrica COVID-19’u hastadan
hastaya ya da ailelerine tasiyarak yasli ya da ek hastaligi
mevcut kisileri riske atmak gibi glivenlik endiseleri
yasamaktadirlar®. COVID-19 gibi salgin hastaliklarda SC
her zaman bulas icin kolay hedef olmaktadir, bu yiizden
onlarin korunmasi virlistin hizli yayilisini 6nleme ve saglk
hizmetlerinin devamliligi icin vazgecilmezdir®. Diger yan-
dan, poliklinik sartlarinda orta burundan 6rnek almak yada
tukurik 6rnegi vermek daha kolaydir ve bu yontemlerle
hapsirma, 6kstirme, 6glirme gibi virlis yayihmi agisindan
risk olusturacak aerosol ve havada asili kalan damlaciklarin
olusumuna neden olan reflekslerin uyarilmasinin 6niine
gegilebilir. Son galismalar da SARS-CoV-2'nin saptanmasin-
da nazofaringeal olmayan 6rneklerin de gecerli oldugunu
destekler niteliktedir ve kisinin kendisinden 6rnek almasi
ile hem KKE sarfi azalacak hem de SC’nin hastalarla yakin
temas! azaltilarak onlarin da hastalanmasinin 6niine
gecilebilecektir®”,

GUnlmizde, COVID-19 hastalik tanisi Gst solunum yollarin-
dan alinan 6rneklerde SARS-CoV-2’'nin real-time RT-PCR
(gercek zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksi-
yonu) testi ile saptanmasiyla konulmaktadir®. Bu ¢alisma-
da, SC’nin virusle karsilagsma riskini azaltacak, hem tani igin
kullanilan test hem de KKE sarfini azaltacak bir yontem
olarak tukurik 6rnegi verme, kisinin kendisinden bogaz ve
burun siirlinti 6rnegi almasi ile standart SC tarafindan
nazofaringel strintl 6rnek alim yonteminin karsilastiril-
masl amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi ilag Disi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi
(dosya karar no:83045809-604.01.02) alinarak ve istanbul
Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirmalar Fonu destegi
ile gergeklestirilmistir.

Orneklerin Toplanmasi ve islenmesi: istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi'’nde COVID-19 tespiti
icin calismaya katilmayi kabul eden 18-65 yas araligindaki
132 gondlliden onamlari alindi. Ayni hastaya ait Gst solu-
num yolu oérnekleri; I. Standart saglik ¢alisani tarafindan
ornek almaislemi (bogaz-burun striinti 6rnegi), Il. Tikurik
ornegi alma, Ill. Hastanin kendi kendisinden 6rnek almasi
(burun suriintti 6rnegi) seklinde olmak Gzere g farkh sekil-
de numune toplandi. Calismaya katilan goniilliilere kendi-
lerinden 6rnek almalari oncesi SC tarafindan nasil 6rnek
alacaklari izah edildi. Nazofaringeal ve orofaringeal 6rnek-

Tablo 1. Caligmaya dahil edilen goniilliilerin demografik ve klinik
ozellikleri.

Galismaya dahil edilen toplam olgu sayisi (n=132)

COVID-19, n (%) 80 (60.6)
Yas, ortalama (+SD) 38,0 (+12.5)
Cinsiyet (kadin/erkek) 60/72
Temas oykiisii, n (%) 81 (61.4)
Sigara oykiisi, n (%) 42 (31.8)
Saglk galisani, n (%) 10 (7.6)
Ko-morbidite

Hipertansiyon 13 (9.8)
Diyabet 15 (11.4)
Astim 8(6.1)
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Sekil 1. Hastalarin kendilerineden 6rnek almasi ile standart 6rnek alim yénteminin Ct degerlerinin karsilagtirnimasi.
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ler viral transport mediuma alinirken, tikirik ornegi steril
kaplara alindi.Gondllilere ait klinik ve demografik veriler
(yas cinsiyet, semptomlar, ko-morbidite,eslik eden enfeksi-
yon vb) kaydedildi. Alinan 3 6rnekten yapilan virus izolas-
yonu (GENEALL RNA izolasyon kiti) islemi sonrasi SARS-
CoV-2 ORF 1ab ve N gen bolgelerini hedef alan amplifikas-
yon (GeneMark Real-Time kiti, USA) CFX96 Real-Time sis-
teminde (Biorad, Hercules, CA, USA) degerlendirildi. Elde
edilen Ct (Cycle of Treshold) degerleri 6rneklerin pozitiflik
oranlarinin karsilastiriimasi amaciyla analiz edildi.

istatistiksel Degerlendirme: Istatistiksel degerlendirme,
IBM SPSS-21 (Statistical Package for Social Sciences,
Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Kantitatif degiskenler
icin elde edilen veriler ortalama ve standart sapma olarak
ifade edildi. Kategorik degiskenler ytizde (%) ve siklik olarak
ifade edildi. Kalitatif degiskenlerin karsilastirmasi Pearson
ki-kare testi ile degerlendirildi. Parametrik verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov-Smirnov ve
Kurtosis-Skewness testleri ile degerlendirildi. Normal dagi-
lim gosteren parametrik veriler Student’s t-testi ile deger-
lendirildi. Surekli degiskenler Kruskal Wallis testi ile analiz
edildi. Sonuglar %95 guven araliginda degerlendirildi ve
anlamhhk p<0.05 olarak ifade edildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 60’1 kadin ve 72‘si erkek 132 goniil-
|indin yas ortalamasi 38.0 (+12.5) idi, semptomlar viriisle
karsilamadan ortalama 2-5 giin sonra baslarken en sik
gorilen semptomlar sirasiyla halsizlik, myalji, bas agrisi,
bogaz agrisi ve 6kslrikti (Tablo 1).

SARS-CoV-2 test sonuglari degerlendirildiginde hastalarin
kendilerinden aldiklari 6rneklerin, saglik ¢alisanlari tarafin-
dan alinanlar kadar gecerli oldugu ve Ct degerlerinin de
birbiriyle korele oldugu gorilda (Sekil 1, Sekil 2).

Sonug

COVID-19 pandemi déneminde, hastalarin kendi kendile-

rinden Ornek almalarinin saglik calisanlarinin korunmasi,
halka agik alanlarda daha pratik sekilde 6rnek aliniminin
saglanmasi ve kisisel koruyucu ekipmanlarinin sarfinin
azaltilmasi igin yararli bir yaklagim olacagi sonucuna varil-
migtir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, duyarhlk, o6zgiillik, saglik
Galigani, Kisisel Koruyucu Ekipman.
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Giris

Aralik 2019’da, Cin’in Wuhan sehrinde ilk tespitinden bu
yana, koronavirls hastaligi 2019 (COVID-19) etkeni olan
agir solunum sendromu koronaviriisii 2 (SARS-CoV-2), tiim
kitalara insandan insana bulasarak yayillmistir ve artik bir
pandemi olarak kabul edilmektedir®*. SARS-CoV-2 zoono-
tik, pozitif polariteli bir RNA virlist olup, viral enfeksiyon ve
replikasyonda rol oynayan diken (S), zarf (E), membran
(M), nukleokapsid (N) basta olmak tzere yapisal ve ayrica
16 yapisal olmayan proteinleri mevcuttur. SARS-CoV-2
enfeksiyonu bu proteinleri hedef alan antikorlarin tretimi-
ni de kapsayan bir immuin yanit baslatir ki olusan antikorlar
aylarca plazmada saptanir diizeyde kalir, viris antijenlerine
hizli ve kuvvetli sekilde baglanarak hiicresel infiltrasyonu
ve replikasyonu bloke ederler’®>®. SARS-CoV-2 antijenlerin-
den kisa bir siire sonra, ortalama 1-3 hafta iginde, anti-
SARS-CoV-2 Ig M ve Ig G sinifi antikorlar serolojik olarak
plazmada saptanir diizeye ulagir®*?. Anti-SARS-CoV-2 total
antikor diizeyi dlgimi ve dinamik olan titrenin periyodik
takibi, popllasyondaki virlisle karsilasma ve enfeksiyon
oraninin belirlenmesi gibi epidemiyolojik ¢alismalarda kul-
lanilmasinin yanisira hastaligin agirligi ve tekrar enfeksiyon
gecirme riski konusunda da ipucu saglar*3,

Bu ¢alismada COVID-19 hastaligi gecirmis saghk c¢alisanla-
rinda olusan total antikor diizeylerinin periyodik olarak
Olgimiyle antikorlarin kaybolma zamaninin tayini, reen-
feksiyon riski ve asilanma zamaninin 6ngorilmesi amag-
lanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismayaistanbul Universitesi-CerrahpasaTip Fakiiltesi’nde
gorevli, RT-PCR ve/veya klinik olarak COVID-19 hastalk
tanisi almig, 123 gonulli (63 kadin, 60 erkek) onamlari ali-
narak dahil edildi. Hastalardan, COVID-19 tanisindan 30-45
gln sonra (akut donemde), 3. ve 6. aylarda alinan venoz
kan 6rneklerinin santrifiji sonrasi ayrilan 0.5 ml plazmada
SARS-CoV-2 N antijenine karsi olusan total antikor diizeyi
ECLIA (Elektro kemi-liminesans immiinassay) temelli sero-
lojik testle (Elecsys Anti-SARS-CoV-2, Roche) Cobas e-601
cihazinda 6lgiildii. Uretici firmanin énerileri dogrultusunda
>1 COI Uzeri degerler reaktivite olarak degerlendirildi.
Calisma verilerinin istatistiksel analizler igin “Statistical

Package for Social Sciences (SPSS) 22.0” programi kullanil-
di. Surekli degiskenlerin normal dagilima uyumu Shapiro-
Wilk testi ile analiz edildi. Grup varyanslarinin homojenligi
Levene’s testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren
ve grup varyanslarinin homojen oldugu parametrelerde iki
grup ortalamasi arasindaki farkin anlamliligi Student’s
t-testi ile degerlendirildi, sonuglar ortalama ve standart
sapma ile ifade edildi. Parametrik olmayan verilerin karsi-
lastirimasinda Mann-Whitney U ve Kruskall-Wallis testi
kullanildi, sonuglar medyan ve 1.-3. ¢eyrek degerleri (med-
yan, Q1-Q3) olarak ifade edildi. Spearman korelasyon
analizi ile degiskenler arasindaki iligkilere bakildi. Sonuglar
%95 glven araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde deger-
lendirildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen yas ortalamasi 37.8 (+4.54) 123
olgunun 17’sinde (%13.8) RT-PCR ile pozitiflik saptanama-
mis, klinik+radyolojik olarak tani konmustur. Calisma veri-
leri degerlendirildiginde; en yiksek titrelere semptomlarin
baslangicindan 4-6 hafta sonra ulasildigi (78.60+56.65) ve
ozellikle 6 aydan sonra anlaml disls (18.32+13.09) izlen-
digi goruldu. Calismaya dahil edilen olgular, yogun bakim
ve COVID-19 servisi gibi ylksek viris ytkle mukerrer karsi-
lasma riski mevcut alanlarda gorevli saglik calisanlari, diger
servislerde ve polikliniklerde galisanlar ve COVID-19 hasta-
lari ile karsilasma riski dislik calisanlar (lojistik, idari vb
gorevlerde bulunanlar) olarak (i¢ grupta degerlendirildi.
SARS-CoV-2 N bélgesine karsi olusan antikorlarin plazmada
digerlerinden daha 6nce kaybolmasina ragmen, 6zellikle
riski alanlarda ¢alisanlarda antikor seviyelerinin daha yuk-
sek seviyede ve daha uzun siire saptanmaya devam ettigi
dikkat gekti (p<0.02) (Sekil 1).

Hastaneye yatis gereken, radyolojik bulgularin eslik ettigi
ve CRP, D-dimer gibi hastaligin prognozuyla iliskili laboratu-
var parametrelerin daha yiksek seyrettigi hastalarda anti-
kor seviyelerinin yine daha uzun sire ve yiiksek saptandigi
gorildi (r=0.64, p>0.02) (Sekil 2).

Sonug

Cahsmada COVID-19 hastaliginin agirligi ile olusan antikor
seviyesi ve dolagimda saptanma siresinin iliskili oldugu,
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Sekil 1. Hastane personelinin ¢alisma alanlarina gére SARS-CoV-2 total antikor diizeylerinin karsilastiriimasi ve periyodik takipte diizeylerin
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Sekil 2. SARS-CoV-2 total antikor diizeyleri ile serum CRP degerleri
arasindaki pozitif iligki.

belirli araliklarla antikor titrelerinin takibinin kisilerin yeni-
den enfeksiyon gegirme riskinin baslayacagi ve asilanma
ihtiyacinin dogacag slrenin belirlenmesinde yol gosterici
olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Antikor, ECLIA, SARS-CoV-2
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Giris

insan papilloma viriisii (HPV), papillomaviridae ailesinde
bulunmaktadir. Papillomaviridae ailesinde on iki cins yer
almaktadir. Bunlar alfa, beta, gamma, mu ve nu cinsleri ile
bunlarin disinda kalan ve hayvan papilloma virusleri olus-
turan yedi cinsi icermektedir®. Alfa papilloma cinsi, en
blylk grup olup, bu grupta mukozayi enfekte eden tipler
ile deride yaygin sigillere sebep olan kutanoéz tipler yer
almaktadir. Bu virtsler 50-55 nm ¢apinda zarfsiz, gift sar-
malli, ikozahedral nikleokapsitli ve proteinle gevrili DNA
genomu icermektedirler®®. HPV bircok sekilde bulagsmak-
tadir; kontamine vyizeylerden, ciltteki lezyonlardan ve
dogum kanalindan olmak Uzere direkt veya indirekt olarak
bulas goriulmektedir®. Ancak en énemli bulas sekli cinsel
yolla bulastir®. HPV cinsel temasla bulasan hastaliklar igin-
de gériilen en sik enfeksiyonlardir. insan papilloma viriisi
tipleri klinik olarak da Ug kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar;
kanser agisindan diisuk riskli HPV’ler (6, 11, 40, 42, 43, 44,
54, 55 ve 62), olasi ylksek riskli HPV’ler (26, 53 ve 66) ve
yuksek riskli HPV (hrHPV)'ler (16 ve 18 basta olmak Uzere,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 68, 73 ve 82) olarak
gruplandiriimaktadirlar®. Disuk riskli tipler genital sigiller
ve dusik dereceli genital anormallikleri igeren benign lez-
yonlara sebep olur, ancak genital kanserlere yol agmazlar.
Yuksek riskli tipler hem dusiik hem de yliksek dereceli pre-
kanseroz lezyonlara sebep olurlar®®. Serviks kanseri kadin-
larda en sik gorilen dordinci kanser olup, kanser iligkili
6limlerin 6nemli kismini olugturmaktadir”®. HPV ile ser-
viks kanseri arasindaki iligki ilk kez 1977 yilinda zur Hausen
tarafindan bildirilmistir. Ginliimiize kadar yayinlanan bir-
¢ok epidemiyolojik ve laboratuvar galismalarindan elde
edilen bilgiler, serviks kanseri gelisimindeki en 6nemli
etken olarak hrHPV tipleriyle persistan enfeksiyonunun
oldugunu ortaya koymustur®©, Dinya genelinde, buyuk
kismi asi ile 6nlenebilecek, yilda yaklasik yarim milyon ser-
viks kanseri olgusunun tani aldigi distinulmektedir®,
Servikal kanser tarama testlerinin rutin kullanima girmesi
ile prekanserdz lezyonlarin taninmasi ve erken dénemde
hastaligin kontrol altina alinmasina bagh olarak hastalgin
insidansinda ve mortalite oranlarinda azalma saglandigi
ortaya konulmustur®?. HPV prevelansinin belirlenmesi ve
tiplerin dagihminin degerlendirilmesi hem tedavi hem asi-
lama stratejileri agisindan énemlidir. Bu g¢alismada rutin
kontroller igcin hastanemize basvuran kadinlarda hrHPV
pozitifliginin retrospektif olarak arastirilmasi ve lIsparta
bolgesinde yasa bagli olarak hangi tiplerin siklikla goralda-
gunln belirlenerek tarama ve asi g¢alismalarina kaynak
olusturulmasi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem

Ocak 2018-Eyliil 2020 tarihleri arasinda Siileyman Demirel
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran
kadinlarin Roche Cell Collection Medium sollisyonu igeri-
sinde Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen servi-
kal stirtinti 6rnekleri HPV DNA genotiplerini belirlemek
icin Real-time PCR (Roche Cobas 4800, Roche Diagnostics,
Almanya) yontemiyle ¢aligildi. Cobas 4800 HPV test sistemi
iki parcadir; niikleik asit ekstraksiyonu ve PCR numune
pipetleme otomasyonu igin kullanilan bir Cobas x 480 ciha-
zI ve otomatik Real-time PCR amplifikasyonu ve genotip
saptama igin olan bir Cobas z 480 cihazindan olusur. Kit,
HPV 16 ve 18 genotiplerini ayri ayri; diger hrHPV tirleri
olan 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 genotip-
lerini ayni havuzda ¢alismaktadir. Olgularin yaslari ve HPV
DNA genotiplerinin dagilimi hastane veri tabani kullanila-
rak retrospektif olarak degerlendirildi. Calismaya ayni has-
talarin ayni yil igindeki tekrarlayan sonuglari dahil edilme-
di.

Bulgular

Bu galismada toplam 11.222 6rnek igerisinde; 2018 yilinda
4728 6rnekten 210 (%4.4), 2019 yilinda 4400 6rnekten 337
(%7.7), 2020 yili Eylal ayina kadar 2094 6rnekten 186
(%8.8) olmak Uzere 733 (%6.5) HPV DNA pozitifligi saptan-
mistir. Birden fazla HPV genotipinin bir arada oldugu 91
(%12.4) hasta tespit edilmistir. HPV prevalansi diinya gene-
linde %1.4 ile %25.6 araliginda olarak raporlanmigtir®34,
Ulkemizdeki farkli bélgelerdeki calismalarda HPV DNA
pozitiflik orani %2.7-%8.5 arasinda bildirilmis olup, ¢alis-
mamizda elde ettigimiz oranla benzerdir®®. Hasta yasina
ve tespit edilen HPV genotipine gére HPV DNA pozitiflikle-
rinin dagilimlari Tablo 1’de gosterilmistir. Calismalara gore
HPV DNA pozitifligi en sik 30-40 yas araliginda goruldugi
bildirilmistir®'”), Bu cahismada hastalar yaslarina gére bes
gruba ayrilarak incelendiginde HPV DNA pozitifliginin en
fazla 201 (%27.4) hasta ile 40-49 yas grubunda, ikinci siklik-
ta 194 (%26.5) hasta ile 30-39 yas grubundadir; en az ise
66 (%9) hasta ile 60 yas Usti kadinlarda tespit edildigi
gorilmustir. Dinyada yapilan birgok ¢alismada HPV 16 en
sik gorilen genotiptir®®, Bu calismada tim yas gruplarin-
da en sik %66.7 oraniyla diger hrHPV genotipleri, ikinci
sirada %17.4 oraniyla HPV 16 genotipi, Uglincu sirada ise
%9.1 oraniyla HPV 16 ve diger hrHPV birlikteligi tespit edil-
mistir. Laboratuvarimizdaki kit HPV 16 ve 18 disindaki diger
hrHPV genotiplerini ayri ayri saptayamadigi icin en sik
diger hrHPV genotipini tespit ettigimizi disinmekteyiz.
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Tablo 1. HPV DNA genotiplerinin yas gruplarina gore dagilim orani (tekli ve goklu enfeksiyonlar dahil).

20-29 yas 30-39 yas 40-49 yas 50-59 yas 260 yas Tim yagslar
HPV 16 23(3.1) 40 (5.5) 42 (5.7) 16 (2.2) 7 (1) 128 (17.4)
n (%)
HPV 18 2(0.3) 6(0.8) 9(1.2) 6(0.8) 1(0.1) 24 (3.3)
n (%)
Diger hrHPV* 97 (13.2) 133 (18.1) 131(17.9) 77 (10.5) 51(7) 489 (66.7)
n (%)
HPV 16 ve 0 1(0.1) 0 0 1(0.1) 2(0.3)
HPV 18
n (%)
HPV 16 ve 24 (3.3) 10 (1.4) 13 (1.8) 15 (2) 5(0.7) 67 (9.1)
Diger hrHPV*
n (%)
HPV 18 ve 8(1.1) 2(0.3) 4(0.5) 3(0.4) 1(0.1) 18 (2.5)
Diger hrHPV*
n (%)
HPV 16, HPV 18 ve Diger hrHPV* 1(0.1) 2(0.3) 2(0.3) 0 0 5(0.7)
n (%)
Toplam n (%) 155 (21.1) 194 (26.5) 201 (27.4) 117 (16) 66 (9) 733 (100)

*Diger hrHPV genotipleri: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68

Birden fazla HPV DNA pozitifliginin gorildigi genotipler
en fazla diger hrHPV ve HPV 16 genotiplerinin birlikteligiy-
ken, en az birliktelikse HPV 16 ve 18 genotiplerinde goriil-
mustur.

Sonug

Kadin populasyonunun yaklasik %80’i yasamlari boyunca
HPV ile karsilagsmaktadir. Cinsel olarak aktif kisiler arasinda
Ozellikle de geng¢ kadinlar arasinda hrHPV yaygindir.
Gelismis ulkelerdeki basarili tarama programlariyla morta-
lite oranlari dnemli derecede disiriilmistiir. Onlenebilir
kanser olarak dislintlen serviks kanseri taramalarinda
HPV DNA’nin erken dénemde saptanmasi, HPV tiplerinin
belirlenmesi blylk 6nem tasir. HPV genotiplerinin dagili-
mini belirlemek servikal kanser icin prognostik ve terapotik
degere sahiptir. Servikal kanser hrHPV’nin persistan enfek-
siyonu ile gelistigi icin tarama programlarina hrHPV tara-
masini eklemek programin etkinligini artinr®. Yapilan
calismalar HPV prevalansinin ve genotip dagiliminin cogra-
fik farkiliklar gosterdigini ortaya koymustur®®. Her hasta-
nenin ve ilin epidemiyolojik verilerini ortaya koymasi
dnemlidir. Ulkemizde hrHPV prevalansini belirlemek icin
hrHPV hakkinda daha fazla ve kapsamli veriye ihtiyag var-
dir. Asilar, HPV ile iliskili hastaliklarin kiiresel yikini azalt-
mak icin gelistirildiginden, asilarin uygulanmasi igin de HPV
genotiplerinin dagiliminin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir.
Cahsmamizda 30-49 yas arasi kadinlarda tespit etmis oldu-
gumuz yiksek pozitiflik oranlari 6zellikle cinsel yasamdan
once olan bireylerin tarama ve agilanmasinin énemini des-
teklemektedir.

Anahtar kelimeler: Epidemiyoloji, HPV DNA, servikal
stirinta
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Girig

Aralik 2019’da SARS-CoV-2'nin ortaya ¢ikmasindan bu
yana, virGsi ve virlisin neden oldugu COVID-19
(Koronavirtis hastahigr 2019) hastaliginin klinik seyrini
karakterize etmek igin yogun arastirmalar yapilmaktadir.
Calismamizda, Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PZR) testi ile SARS-CoV-2 tasidigl saptanan
kisilerin tekrarlayan test sonuglarinin; testler arasinda
gegen slre ile pozitiflik oranlari ve CT (cycle threshold)
degerleri arasindaki iliski yoninden degerlendirilmesi
amaglanmustir.

Gereg ve Yontem

Calismaya, Nisan - Aralik 2020 tarihleri arasinda COVID-
19 hastaligi tanisi SARS-CoV-2 RT-PZR test pozitifligi ile
dogrulanan ve ilk taniyr takip eden 1-20. glinlerde en az
bir kez RT-PZR testi tekrarlanan 724 kisi dahil edilmistir.
Calisilan tim 6rnekler, kombine (nazofarengeal + orofa-
rengeal) struntl ornegidir. Solunum yolu 6rneklerinde
SARS-CoV-2 varhgi, T.C. Saglik Bakanhg tarafindan gonde-
rilen RT-PZR kiti Biospeedy SARS CoV-2 RT-gPCR (Bioeksen,
istanbul, Tirkiye) ile iretici firmanin énerileri dogrultu-
sunda arastirilmistir. CT degeri 38 ve daha disuk olan
ornekler pozitif olabilecegi yoninde degerlendirilmistir.
Verilerin analizinde SPSS (ver 23.0, ABD) istatistik progra-
mi kullaniimistir.

Bulgular

Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 38.6
(SD=15.4)dir. Kadin/erkek orani 0.7/1’dir. COVID-19 RT-PZR
testi pozitif saptanan 34 hastanin tekrar 6rnekleri 1-4.
glnler arasinda alinmis olup bu o6rneklerdeki pozitiflik
oranlari %16.7-66.7 arasinda degismektedir (Tablo 1). ilk
dort gunde tekrar edilen testlerin pozitiflik oranlarindaki
dalgalanmanin, hastadan o6rnegin uygun sekilde alinma-
masi, ornegin enfeksiyonun ¢ok erken ya da geg evresinde
alinmasi, 6rnegin transportu veya islem sirecindeki olum-
suzluklar, virisiin semptomatik ve asemptomatik vakalar-
da dalgali sagilim gostermesi veya test ile ilgili teknik
nedenlerden dolayi olabilecegi dislinilmustir. Bu donem-
de negatif raporlanan testlerin ¢cogu (%58) kurum tarama,
yurtdisi cikis, askere alim gibi tarama amagli 6rnek alinan
kisilere aittir. Calisma grubundaki 690 hastanin test tekrari
5-20. glnler arasinda yapilmistir. Pozitiflik oraninin besinci
glinden itibaren disls egilimi gosterdigi, 20. glinde %2'ye

indigi gorulmustar (Sekil 1). 5-10. glnler arasi tekrar 6rnek
verenlerde pozitiflik orani (%39), 11-14. giinler (%18.6) ile
15-20. glinlerde (%11.1) tekrar 6rnek verenlerin pozitiflik
oranlarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiksek
bulunmustur (p=0.001). Elli iki hastanin ikinci 6rneklerinin
CT degerleri ile test tekrar giunleri arasindaki iliski deger-
lendirilmistir. 5-10. glnlerde test edilen &rneklerin CT
degerleri ortalamasi (30.7; SD=3.8), 11-14. glinlerde test
edilen oOrneklerin CT degerleri ortalamasindan (33.2;
SD=3.3) istatistiksel olarak anlaml diizeyde dusiik bulun-
mustur (p=0.022).

Tablo 1. Solunum yolu 6rneklerinde COVID-19 RT-PZR test sonug-
larinin testler arasi gegen siirelere gore dagilimi.

COVID-19 RT-PZR Test Sonucu

Pozitif Negatif

RT-PZR test tekrar giinii Sayi % Sayi %
1 6 43 8 57
2 2 40 3 60
3 1 17 5 83
4 6 67 3 33
5 4 50 4 50
6 10 43 13 57
7 18 44 23 56
8 10 38 16 62
9 11 44 14 56
10 20 30 46 70
11 22 29 53 71
12 12 22 43 78
13 9 13 61 87
14 13 14 82 86
15 8 14 51 86
16 7 21 26 79
17 3 13 21 88
18 2 10 18 90
19 2 8 24 92
20 1 2 43 98
Toplam 167 557

Cahsmamizin bazi kisithliklari bulunmaktadir; 6rneklerin
semptomlarin baslangicinda alindigi tahmin edilse de, has-
taligin hangi evresinde alindig1 bilinmemektedir, hastalarin
immun durumu, aldiklari tedavi ve hastaligin siddeti bilin-
memektedir. Ayrica CT degerleri nisbeten kisith hastada
arastirilabilmistir.
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Sekil 1. Solunum Yolu Orneklerinde COVID-19 RT-PZR test sonuglarinin testler arasi gegen siirelere gore dagihimi.

Sonug

Calismamizda, SARS-CoV-2 RT-PZR testi pozitif saptanip
yeni solunum yolu orneklerinden tekrar edilen testlerde
pozitiflik oraninin dérdiincti giinde en yiksek oldugu, ileri-
ki glinlerde diisme egiliminde olup 20. glinde %2’ye indigi
gorulmustir. Yapilan arastirmalarda st solunum yollarin-
da SARS-COV-2 viral yukinin en yogun olarak semptom
baslangicinda veya hastaligin ilk haftasinda saptandigi ve
ardindan azaldigi belirtiimekte, ciddi hastaligi olanlarda
viral sacilimin daha uzun siirebilecegi ifade edilmektedir®?).
Xiao ve ark.® ¢alismalarinda, yagli hastalarda viral sagilimin
daha uzun sirdGginG tesbit etmislerdir. Calismamizda
11-14. gunlerde galisilan testlerin CT degerlerinin ortala-
masi (33.2) ile 5-10. glnlerde galisilan testlerin CT degerle-
rinin ortalamasi (30.7) karsilastirildiginda istatistiksel ola-
rak anlamli derecede fark oldugu yani viral yikin belirgin
derecede distlglu gozlenmistir (p=0.022). Singanayagam
ve ark.” solunum yolu érneklerinde RT-PZR testi ile SARS-
COV-2 saptanan orneklerde testin CT degeri ile virlsiin
klltlrde Uretilebilirligini karsilagstirmislar ve CT degeri 35’in
Gzerinde olan 6rneklerin ancak %8.3’linde virtsun kaltdr-
de Uretilebildigini tesbit etmislerdir. Bu ¢alismada ayrica
virGsin kiltirde Uretilebilme ihtimalinin semptomlar bas-
ladiginda en (st seviyede oldugu ve 10 glin sonra %6’ya
dusttugi belirtilmektedir®.

Sonug olarak, bazi COVID-19 hastalarinda uzamis viral RNA
varligr gorulebilir ancak bu durum bulastiriciigin devam
ettigi anlamina gelmemektedir. Bu konuda yapilacak ileri
arastirmalar, hastaligin seyrini ve viral sagiimi daha iyi
anlamamiza katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, SARS-COV-2, RT-PZR
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