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Ljungan virus (LV), Picornaviridae ailesinde bulunan Parechovirus genusunda yer alan kemirici kékenli bir virustur. LV'nin,
Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika ve italya'da kemiricilerde saptanmis olmasi diinyada bu virusun genis bir dagihmi oldugunu
diistindiirmektedir. Miyokarditli ve tip 1 diyabetli insanlarda LV antikorlari gésterilmis ve insanlarda intrauterin 6liim, ani
bebek éliimii ve fetal santral sinir sistemi malformasyonlarinda LV iliskisi saptanmustir.

Bu ¢alisma ile Tiirkiye'de heniiz arastiriimamis olan LV'nin Zonguldak ilindeki yabani kemiricilerdeki varligi hakkinda bilgi
sahibi olunmasi ve varsa bélgeye 6zgii yeni LV susunun/suslarinin belirlenmesi amaglanmstir.

Arastirmada 85 adet Apodemus ve 35 adet Myodes drneklerinden olusan toplam 120 adet kemiriciye ait beyin dokusu
kullanilmistir. Bu érneklerde, LV genomunda genetik gesitliligin yiiksek oldugu VP1 bélgesini hedefleyen ters transkriptaz
polimeraz zincir tepkimesi (PZT) yéntemi ile LV niikleik asit varhgi arastiriimistir. Calisma sonucunda 6rneklerde LV niikleik
asit varligi saptanmamustir.

Tek bir bdlge ve iki kemirici cinsine ait drneklerinin analizleri sonucuna gére, Tiirkiye ¢apinda LV varhginin bulunmadigini
s6ylemek yeterli bir agiklama olmayacaktir. Virlis igin uygun olmayan ¢evresel kosullar da virusun tespit edilememesinde rol
oynamis olabilir. Tiirkiye’de LV durumunun ortaya koyulabilmesi igin farkli bélgelerindeki kemiricilerde, daha biiyiik bir
orneklem ile ve daha fazla sayida kemirici tiirii ile daha fazla sayida arastirma yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu
arastirma, Tirkiye de Ljungan viriis varligi ile ilgili yapilmis ilk calismadir.

Anahtar kelimeler: Apodemus, Ljungan virus, Myodes, Tiirkiye
ABSTRACT
Investigation of Ljungan Virus (Parechovirus B) in Rodents by Molecular Methods

Ljungan virus (LV) is a rodent-borne virus in the genus Parechovirus of the Picornaviridae family. LV has been detected in
rodents in Northern Europe, North America and Italy, suggesting a wide distribution of this virus in the world. LV antibodies
have been demonstrated in humans with myocarditis and type 1 diabetes, and LV has been correlated with intrauterine
death, sudden infant death and fetal central nervous system malformations in humans.

This study aimed to obtain information about the presence of LV, which has not been investigated in Turkey, in wild rodents
in Zonguldak province and to determine the new LV strain(s) specific to the region, if any.

A total of 120 brain tissues from 85 Apodemus and 35 Myodes were used in the study. In these samples, the presence of LV
nucleic acid was investigated by reverse transcriptase polymerase chain reaction (PCR) method targeting the VP1 region in
the LV genome where genetic diversity is high. As a result of the study, the presence of LV nucleic acid was not detected in
the samples.
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It will not be a sufficient explanation for the absence of LV presence in Turkey according to the analysis of samples from a
single region and two rodent species. Unsuitable environmental conditions for the virus may also have played a role in the
lack of virus detection. We concluded that further research on rodents in different regions, with a larger sample size and on
more rodent species, is needed to reveal the occurrence of LV in Turkey. This is the first study on Ljungan virus presence in
Turkey.

Keywords: Apodemus, Ljungan virus, Myodes, Turkey
GiRIS

Ljungan virus (LV), Picornaviridae ailesinde bulunan Parechovirus genusunda yer alan zarfsiz tek
iplikcikli bir RNA virusudur. insanlardaki miyokardit epidemiyolojisine yénelik etken arastirmasi sirasinda, ilk kez
isve¢’te Ljungan vadisindeki Myodes glareolus tirii kemiricilerden izole edilmistir(le). Su ana kadar dort farkh
susu saptanmlgtlr(m‘m‘m. insan ve hayvanlardaki hastaliklarla iliskisinin g6zlenmesi nedeniyle son yillarda LV’ye
olan ilgi artmis ve gesitli kemirici tirlerinde varlig ara§t|r|Im|§tlr(3’16).

LV, kemirici kokenli bir virus olmakla birlikte insanlardaki hastaliklarla iliskisi halen arastiriimaktadir. LV,
kemiricilerde tip 1 diyabet, miyokardit, ensefalit, intrauterin 6lim ve fetal malformasyona neden
olmaktadir*>*”, Yapilan galismalarda arastirmacilar, LV'yi gestasyonel hastaliklar ve santral sinir sistemi
bozukluklari ile iIi§kiIendirmi§lerdir(19’20’21’25). intrauterin 8lim gerceklesen fetiislerin dokularindan LV RNA’si
izole edilmis ve diyabetik cocuklarda LV’ye karsi antikor varligi g(’jsterilmi§tir(19’20’25).

Avrupa ve Amerika’da farkli yabani kemirici tirlerinde LV RNA’si saptanm|§(
kemirici turleri icerisinde en yiksek prevalansin Myodes tiri kemiricilerde saptanmasi nedeni ile LV igin ana
konagin Myodes oldugu dUgUnUImektedir(4’28). Turkiye’deki kemirici populasyonlarindaki LV varligi/yayginligi ile
alakali bu zamana kadar bir bildirim yapilmamustir.

Bu calisma ile Tirkiye’deki LV varliginin arastirilmasi ve prevalansinin belirlenmesi amaglanmistir.
LV'nin ana konagi oldugu disiinilen Myodes’in yani sira LV pozitifligi bildirilmis olan Microtus ve Apodemus
cinsi kemiricilerin yayihm gosterdigi ve ormanlk habitatlar agisindan zengin bir alan olan Zonguldak ili,

orneklem alani olarak tercih edilmigtirm.

4,6-8,11,16-18,22,23,27) Bu

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (2011/07 numaral karar)
onay! ile gerceklestiriimis ve Dokuz Eylil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 2018.KB.SAG.067 proje numarasi ile desteklenmistir.

Ornekler

Zonguldak ilindeki kemiriciler arasinda dolasan LV varliginin saptanabilmesi icin, 2011-2012 yillarinda
“Sherman” tipi canli yakalama kapanlar kullanilarak yaban hayatindan toplanmis olan kemiricilere ait arsiv
dokulari kullanildi.

LV'nin santral sinir sistemi Uzerindeki etkisi ve yapilan c¢alismalarda en yiksek viral yukin beyin
dokusunda saptandiginin bildirilmesi nedeni>* ile ¢alismada 85’i Apodemus ve 35’i Myodes tiirii olmak Uzere
toplam 120 adet kemiriciye ait beyin dokusu yer aldi. Dokular, isleme alinincaya dek RNA stabilize edici
sollisyon (RNAlater, Invitrogen, ABD) icerisinde -80°C’de saklandi.

RNA ve DNA Eldesi

Kemiricilere ait beyin dokulari, TRIzol (ABP Biosciences, ABD) ve steril gelik boncuklar kullanilarak
homojenize edildi. Doku homojenizasyonundan sonra, Chomczynski ve Sacchi tarafindan bildirilen guanidin-
tiyosiyanat-fenol-kloroform sollisyonu ile RNA ekstraksiyonuna dayanan ydontemle tiim DNA ve RNA izolasyonu
yapildi.
cDNA Eldesi

Elde edilen RNA drinleri ters transkripsiyon yontemi ile cDNA'ya cevrildi. Bu amagla firma onerileri
dogrultusunda "random hexamer" primer, ters transkriptaz enzimi, RNaz inhibit6ri, deoksinikleotit trifosfat
karisimi (dNTP) ve tampon iceren ticari kit (Applied Biological Materials, Kanada) kullanildi. Kemirici 6rnekleri ile
birlikte, Helsinki Universitesi Viral Zoonozlar Arastirma Laboratuvari’ndan pozitif kontrol olarak temin edilen iki
farkli LV susuna ait RNA 6rneklerinden de cDNA’lar elde edildi ve arastirmada kullanildi.
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Ters Transkriptaz PZT ile LV Arastiriimasi

Kemirici ve pozitif kontrol 6rneklerine, genetik cesitliligin yliksek olmasi nedeni ile genotipleme ve
virus karakterizasyonu igin tercih edilen LV genomunun VP1 bdlgesini hedefleyen ve Kallies'"? tarafindan
tasarlanan primerler kullanilarak ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi (PZT) uygulandi. Reaksiyon hacmi
25 ul olacak sekilde, her bir reaksiyon igin 2.5 pl 5x tepkime soliisyonu, 2 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 10 pmol
Primer LV-VP1-F2659 (5'- AAA GTT GCW CAY ACM TGG TTT GG- 3'), 5 pmol Primer LV-VP1-R3341a (5'- GCA TGT
GTC CAATTT CCA TCA TC- 3') ve 5 pmol Primer LV-VP1-R3341b (5'- GCA TGA ACC CAT TTG CCA TCATC- 3'), 2.5
U Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, isvicre) kullanildi. Ters trankriptaz “touch-down” PZT LV 145SLG
ve LV 87-012G izolatlan kullanilarak ekibimiz tarafindan optimize edildi. PZT kosullari; 95°Clik ©n
denatiirasyonun ardindan 10°Clik degisim igeren bir “touch-down” basamagi (95°C 15 saniye, 60-50°C
arasindan her bir déngide bir derece diisecek sekilde 30 saniye, 72°C 1 dakika 15 saniye olacak sekilde toplam
10 dongl) ve ardindan 40 dongiilik bir PZT basamagi daha (95°C 15 saniye, 54°C 30 saniye, 72°C 1 dakika 15
saniye) icermekte idi.

Elde edilen PCR urilinleri, %2’lik agaroz jelde yuratildikten sonra goérintilendi ve LV hedef VP1
bolgesinin blyukligine uygun bant (680 bp) varligi acisindan degerlendirildi.

BULGULAR

Ters Transkriptaz PZT ile LV Aragtirilmasi

Pozitif kontrollerden elde edilmis olan cDNA’lara VP1 bolgesini hedefleyen ters transkriptaz PZT
uygulandiktan sonra elde edilen Urinlerde LV genomundaki hedef VP1 bélgesinin bliyikligiine uygun bant (680
bp) saptandi (Sekil 1).

Arastirmada yer alan kemirici 6rneklerinden elde edilen PZT Urlinlerinde ise hedeflenen bélgenin
blyiklGgline uygun bant gézlenmedi.

[ H_&8 ~700 bp

Sekil 1. Kemirgen 6rneklerine ve pozitif kontrollere uygulanan ters transkriptaz PZT sonucunda elde edilen
Urlinlere ait jel gortntlsu.
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TARTISMA

Bir bolgede dolasimda olan viruslarin, bunlarin konak gesitliliginin ve bulas riskinin belirlenmesi,
ozellikle spesifik bir tedavisi ya da agisi bulunmayan ve halk saghg lizerinde etkisi olan viral patojenler agisindan
onem tasimaktadir. LV'nin tip 1 diyabetin yani sira gestasyonel patolojilerdeki rolii ve zoonotik potansiyeli halen
tartlsmal|d|r(9‘13'15‘19‘21‘26’29). Simdiye kadar Turkiye’de insanlarda ve hayvan popiilasyonlarindaki LV prevalansi ile
ilgili bir calisma yapiimadigindan, literatiirde giincel durum hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir.

LV varhgn isveg, Finlandiya, Danimarka, ingiltere, italya gibi Avrupa (lkeleri ve Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki farkli kemirici turlerinde saptanm|§t|r(4’6‘8'1l’13’16'18’22'23’27). isve¢ ve Finlandiya’da 2009 — 2012
yillari arasinda M. glareolus turi kemiriciler ile yapilan 6érneklemde, LV prevalansi %16.2 olarak bildirilmistir(4).
ingiltere’de yapilan bir calismada, kemiricilerde LV varligi ters transkriptaz PZT yéntemi ile dért farkli kemirici
tirinde arastirilmig ve %20-27 oraninda pozitiflik saptanm|§t|r(23). italya’da M. glareolus ve A. flavicollis
turlerinde LV pozitiflik oranlari sirasi ile %50 ve %10 olarak biIdiriImi§tir(7). Dokuz Avrupa ilkesinden toplanan
farkh kemirici tlirlerinde ise LV prevalansi ortalama %9.8 olarak beIirIenmistir(Zg).

LV enfeksiyonlarinin kemiricilerde tip 1 diyabet, miyokardit ve ensefalite neden oldugu bildirilmi§tir(15).
LV ile enfekte edilmis gebe farelerle yapilan ¢alismalarda disik, fetliste kafatasi, beyin ve uzuv anomalileri
gbzlenmistir(15’17’24). insanlarda ise LV enfeksiyonlarinin intrauterin &liim, plasentada enflamasyon, fetal
malformasyonlar, miyokardit, ensefalit ve Guillain-Barré sendromu ile korelasyon gosterdigi yoniinde serolojik
ve epidemiyolojik veriler bulunmaktadir®®. Ayrica LV RNA’si intrauterin 6lim gerceklesen fetislerin
dokularindan izole edilmistir. Diyabetik cocuklarda ise LV’ye karsi antikor varligi gbsterilmistir(lg’zo'zs).insanlarda
miyokardit, tip 1 diyabet ve Guillain-Barré sendromu insidanslari ile kemirici yogunlugu arasinda zamana dayall
bir korelasyon gozlenmesi, kemiricilerde LV varliginin arastirilmasinin gerekliligini ortaya koymu5tur‘15).

Bu calisma kapsaminda, LV’'nin ana konagl oldugu disiniilen Myodes’in yani sira LV pozitifligi
bildirilmis olan Microtus ve Apodemus cinsi kemiricilerin yayillim gésterdigi, ormanlik habitatlar agisindan zengin
bir alan olan Zonguldak ili tercih edilmi§tir(2). Fakat LV varligina rastlanmamistir. Pozitiflik saptanmamasinda,
bolgesel ve mevsimsel farkliliklarin roli olabilir. Fevola ve ark., LV prevalansinin yiksek olmasini, diisik yagis
orani, ormanlk habitatlarin varligi ve yiksek rakim ile iliskilendirmislerdir(s). Calismanin 6rneklem alani olan
Zonguldak ili, ormanlk habitatlar agisindan zengin olsa da yagis orani yiiksek ve rakimi disuktir. Diger yandan
Zonguldak, LV pozitifliklerinin bildirildigi, isve¢ ve Finlandiya gibi soguk iklimin hakim oldugu Kuzey Avrupa
Ulkelerine gore nispeten daha ilik bir iklime sahiptir. Bu iklimsel 6zellikler, bir RNA virusu olan LV’'nin
enfektivitesini siirdlirmesi igin uygun ortam sartlarini saglamiyor olabilir.

Bu galisma, Turkiye’deki LV varliginin arastiriimasi igin baslangic teskil etmektedir. Durumun ayrintili bir
sekilde ortaya konabilmesi igin Tiirkiye’nin daha soguk ve yuksek rakimli bélgelerinde, farkli kemirici tirlerinden
olusan genis 6rneklem gruplarinda kapsamli ¢calismalara ihtiyag vardir.

Etik Kurul Onay:: Calisma plani, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (2011/07 numarali
karar) tarafindan onaylanmistir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢ikar ¢catismasi bildirilmemistir.

Finansal Destek: Proje, Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
2018.KB.SAG.067 proje numarasi ile desteklenmistir.

Ethics Committee Approval: The study plan was approved by the Local Ethics Committee for Animal
Experiments (decision number 2011/07) of Dokuz Eylil University.

Conflict of Interest: No conflict of interest was declared by the authors.

Financial support: The project was supported by Dokuz Eylil University Department of Scientific Research
Projects with project number 2018.KB.SAG.067.
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TUBERKULOZ HASTALARINDAN 2014-2022 YILLARI ARASINDA iZOLE EDILEN MiKOBAKTERILERiIN ANTi-
TUBERKULOZ iLAC DUYARLILIKLARI

Yusuf YAKUPOGULLARI, Baris OTLU, Mehmet Sait TEKEREKOGLU, Alper POLAT
Y. Yakupogullari: 0000-0002-5545-3467, B. Otlu: 0000-0002-6220-0521, M. S. Tekerekoglu: 0000-0001-7284-3427,
A. Polat: 0009-0005-0093-6559

indni Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, MALATYA
0z

Anti-tiiberkiiloz (anti-TB) ilag¢ direnci, tedavi basarisini etkileyen baslica faktérlerden olup bélgesel direng egilimlerinin analizi
etkili veremle savas politikalarinin gelistiriimesine olanak sagdlamaktadir. Bu ¢alismada, bdélgemizde son dokuz yilda
tiiberkiiloz (TB) hastalarindan izole edilen mikobakterilerin anti-TB ilag duyarliliklarinin arastirilmasi amaglanmistir. Malatya
TB Tani Laboratuvarinda 2014-2022 yillari arasinda ¢alisilan klinik 6rneklerin TB kiiltiiriinde retilen izolatlarin ilag duyarlilik
verileri geriye yénelik olarak ilgili laboratuvarin elektronik veri kaynadgindan toplanip analiz edildi. Tiberkiiloz kdltiird
Lowenstein Jensen besiyeri ve VersaTrek otomatize TB kiiltiir ve duyarlilik cihazinda (TREK Diagnostic Systems, ABD) yapildi.
izolatlarin izoniazid (INH), rifampisin (RIF), pirazinamid (PZA), streptomisin (STR) ve etambutol (ETH) duyarliliklari ayni
otomatize sistemde ¢alisildi. Dokuz yillik ¢alisma siiresince 415°i Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) ve 14’(i
tiiberkiiloz disi mikobakteri (TDM) olmak lizere toplam 429 mikobakteri izolatinin ilag duyarhlik ézellikleri incelendi. Calisilan
MTBC suslarinin 329°u (%79.2) tim ilaglara duyarliydi ve yillara gére bu oran %63 ila %86.4 arasinda degisiyordu.
Soyutlanan MTBC suslarinda en yiiksek direng 42 (%10.1) izolatla PZA ve 33 (%8) izolatla INH’a karsi iken, en dlstik direng 1
(%0.2) izolat ile EMB’ye karsi idi. Saptanan 14 TDM izolatinin tamami PZA ve INH direnci gésterirken, en diisiik direng 9
(%64.3) izolatla yine EMB’ye karsi oldu. On (%2.4) MTBC izolati iki, 5 (%1.2) izolat ise (i¢ anti-TB ilaca direngli bulundu. Bu
calismada, bélgemizin anti-TB ilag direncinin ulusal direng sikligina gére daha diisiik oldugu saptanmistir. PZA direng orani
yliksek bulunmakla birlikte, bu ilacin test edilmesinde bilinen teknik sorunlar ve intrinsik direngli Mycobacterium bovis
tiiriintin ayrilmamis olmasi dikkate alinmalidir. Gereksiz antimikrobiyal kullanimini, tedavinin erken terk edilmesini ve
direngli fenotiplerin toplumda yayilimini engelleyici 6nlemlerin giiglendirilmesi TB tedavisinin en 6nemli bileseni olan anti-TB
ilag etkinliginin korunmasina katki sunacaktir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal direng, Anti-TB ilag, izoniazid, Rifampisin, Tiiberkiiloz
ABSTRACT

Anti-Tuberculosis Drug Susceptibility of Mycobacteria Isolated from the Patients with Tuberculosis between
2014 and 2022

Anti-tuberculosis (anti-TB) drug resistance is one of the main factors affecting the success of treatment, and the analysis of
regional resistance trends allows the development of effective tuberculosis (TB) control policies. In this study, it was aimed
to investigate the anti-TB drug susceptibility of mycobacteria isolated from TB patients in our region in the last nine years.
Drug susceptibility data of isolates grown in TB culture of clinical samples studied in Malatya TB Diagnostic Laboratory
between 2014-2022 were collected retrospectively from the electronic data source of the relevant laboratory and analyzed.
Tuberculosis culture was performed on Lowenstein Jensen medium and VersaTrek automated TB culture and susceptibility
device (TREK Diagnostic Systems, USA). The isoniazid (INH), rifampicin (RIF), pyrazinamide (PZA), streptomycin (STR) and
ethambutol (ETH) susceptibilities of the isolates were studied in the same automated system. During the nine-year of study
period, drug susceptibility characteristics of a total of 429 mycobacteria strains including 415 Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC) and 14 non-tuberculous mycobacteria (TDM) were investigated. Of the studied MTBC isolates, 329 (79.2%)
were susceptible to all drugs and, the ratio varied between 63% and 86.4% during the study years. A total 42 (10.1%) of the
isolated MTBC strains showed PZA and 33 (8%) INH resistance, the lowest resistance was detected against EMB with 1
(0.2%) isolate. While all 14 TDM isolates were resistant to PZA and INH, the lowest resistance was also against EMB with 9
(64.3%) isolates. Ten (2.4%) MTBC isolates were resistant to two and 5 (1.2%) isolates were resistant to three anti-TB drugs.
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In this study, it was determined that the anti-TB drug resistance of our region was lower than the national resistance
frequency. Although the PZA resistance rate is high, known technical problems in testing this drug and the fact that the
intrinsically resistant Mycobacterium bovis species have not been differentiated should be taken into consideration.
Strengthening measures to prevent unnecessary antimicrobial use, early discontinuation of treatment and the spread of
resistant phenotypes in the community will contribute to the preservation of the effectiveness of drugs, which are the most
important components of TB treatment, for many years.

Keywords: Antimicrobial resistance, Anti-TB drug, Isoniazid, Rifampicin, Tuberculosis
GiRiS

Tuberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis basta olmak lizere bazi mikobakteri tirleri tarafindan
olusturulan kronik seyirli bir enfeksiyondur. Hastalik, en sik akcigerde yerlesim gostermekle birlikte bobrek,
bagirsaklar, kemik ve merkezi sinir sistemi gibi bircok organda tutulum yapabilmektedir(l). Diinya Saglk Orgiti
(DSO) verilerine gére her yil diinyada yaklasik 10 milyon TB vakasi saptanmakta ve 1.5 milyon insan hayatini bu
nedenle kaybetmektedirm. GUnUmuzde tim olimler arasinda tek patojen kaynakli mortalitenin en sik nedeni
durumunda olan TB'nin®® eradikasyonu igin global bir isbirligi ile “TB-End” stratejisi uygulamaya konulmus ve bu
amagla 6nemli miktarda mali kaynak ayr|Im|§t|r(14).

Modern tiptaki tim gelismelere ragmen TB halen tanisi en zor vyapilan enfeksiyon
hastaliklarindandir. Bu durum hastaligin eradikasyonu igin dnemli bir sorun teskil etmekte ve tahminler yillik 3
milyon TB hastasina halen ulasilamadigini 6ng6rmektedir(1°). Tiberkiloz eradikasyonundaki diger bir 6nemli
sorun ise anti-tuberkiiloz (anti-TB) ilaglara karsi gittikce artan direngtir(s). Yapilan galismalarda ilag direncinin
TB’nin niiksi ve TB nedenli mortaliteyi arttiran bagimsiz bir degisken oldugu ortaya konulmu5turm.

Diinya Saghk Orgiitii, 2015-2021 yillari arasinda yillik ortalama 500 bin dolayinda ¢oklu ilaca direngli
(CID) veya rifampisin-direngli (RR) TB olgusu oldugunu; bunlardan 200 bin dolayinda hastanin tespit edilip
tedavi altina alindigini bildirmistirm. Ulkemizde ise 2010-2013 yillari arasinda CiD TB orani %5 ila %5.4 iken
2016-2018 yillari arasinda bu durum %3.2 dolayina gerilemistir(le). Global veya llke diizeyinde TB istatistikleri
yillik olarak yayinlanmakla birlikte direncin fazla oldugu bélgelerde buna neden olan risk faktorlerinin saptanip
giderilmesi ve direncin daha dusik oldugu bdlgelerde buna saglayan faktorlerin aydinlatilarak buna gore
veremle savas politikalarinin dizenlenmesine gereksinim vardir. Bu nedenle, bélgesel duyarliliklarin belli
araliklarla analiz edilmesi gerekmektedir.

Bu galismada, yaklasik 800 bin nifuslu bir bdlgenin TB Tani Laboratuvarinin son dokuz yillik verilerinin
geriye donik incelenerek anti-TB ilag direncinde olusan degisimin saptanmasi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Calisma dizayni, kapsam ve hasta se¢cimi

Malatya ili TB Tani Laboratuvari’'na 01 Ocak 2014 ile 31 Aralik 2022 tarihleri arasinda gonderilen klinik
numuneler igin yapilan TB kdiiltiriinde ireyen mikobakteri turlerinin saptanan ilag duyarliliklarina ait sonuglari
geriye doniik olarak kesitsel bir calisma kapsaminda degerlendirildi. Hastalarin yas ve cinsiyet gibi demografik
ozellikleri ve numune tird, Greyen mikobakteri tiirG ve ilag duyarliliklarina ait verileri Malatya TB Tani
Laboratuvarinin elektronik kayrtlarindan sorgulanarak elde edildi. Bu calisma, inénii Universitesi Girisimsel
Olmayan Etik Kurulunun 05.09.2023 tarih ve 2023/4873 sayl numarali onayi ile yapildi.

Calisma donemi icinde laboratuvara ulastirilan klinik numuneler icinden patojen mikobakteri Gremesi
olan tim o6rnekler ¢alismaya dahil edildi. Ayni hastadan bir tedavi donemi icinde ayni klinik 6rnekten tekrar
eden izolatlardan sadece biri ¢alismaya alindi. Ayni hastadan bir tedavi donemi sonrasi izole edilmesi
durumunda veya ayni hastadan izole edilen ve farkli duyarhhk profili gésteren izolatlarin her biri ¢alismaya
alindi. Tiberkiloz Disi Mikobakteri (TDM) remesi durumunda klinisyenin patojen kabul edip ilag duyarhhg
analizini talep ettigi 6rnekler calismaya dahil edildi, diger TDM tremeleri ¢calisma disi birakildi.
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Laboratuvar ¢alismalari

Hastalardan gonderilen numuneler igin numune tirine gore uygun olarak homojenizasyon,
dekontaminasyon ve konsantrasyon islemi yapildi. Bu amagla %4 sodyum hidroksit + N-asetil-L-sistein kiti (RTA
Laboratuvarlari, Tiirkiye) kullanildi. islenen &rnekler Erlich Ziehl Neelsen (EZN) ydntemi ile aside direncli boyama
ydntemi ile boyandi ve 1sik mikroskobunda degerlendirildi. Ornekler iginde Mycobacterium tuberculosis basil
kompleksi (MTBC) turlerine ait DNA varligi gercek zamanh PCR ydntemi ile GeneXpert MTB/RIF Ultra assay
(Cepheid Inc., ABD) veya BD Maks MDR-TB (Becton, Dickinson and Company, Kanada) kitleri kullanilarak
arastirildi. islenmis drnekler sekiz haftalik TB kiiltiiriine alindi. Bu amagla Lowenstein—Jensen besiyeri (RTA
Labs., Tirkiye) ve VersaTREK otomatize TB kiiltir ve duyarlilik sistemi (TREK Diagnostic Systems, ABD) kullanildi.
Kaltirde Ureyen mikobakteri tirlerinin izoniazid (INH), rifampisin (RIF), pirazinamid (PZA), streptomisin (STR) ve
etambutol (ETH) duyarhliklari ayni otomatize sistem kullanilarak galisildi.

BULGULAR

Calisma slresince toplam 404 hastadan [167 (%41.3) kadin ve 237 (%58.7) erkek; medyan yas 41.65
(min:1, maks:92)] yil olmak Gizere 429 mikobakteri tiirii izole edildi ve anti-TB ila¢ duyarlihgi ¢alisildi. Ureme olan
klinik orneklerin 245’i (%57.1) balgam, 58’i (%13.5) doku biyopsisi, 37’'si (%8.6) abse, 32’si (%7.5)
bronkoalveolar lavaj sivisi, 14’0 (%3.3) idrar ve geri kalan 43’G (%10) ise plevral sivi, peritoneal sivi, beyin
omurilik sivisi ve aghk mide suyu gibi 6rneklerdi.

Tiiberkiloz kiiltiiriinde (ireyen mikobakteri tiirlerinin 415’i MTBC ve geri kalan 14’( ise TDM idi. izole
edilen MTBC tirlerinin 329’u (%79.2) calisilan tiim ilaglara duyarh iken ¢alisma yillari icinde bu duyarliligin %63
ila %86.4 arasinda degistigi gdzlendi. MTBC izolatlari arasinda tim anti-TB ilaglara duyarli olanlarin yillara gore
sayi ve oranlari Sekil 1’de gosterilmistir.

A %8.6;1 ©  yars %gs7 |90
“ %86.4" = 2001 %80.0 __.g-=—""®
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“'\- r "\.f”
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Sekil 1. Tim anti-TB ilaglara duyarli MTBC izolatlarinin yillara gére dagilhmi.
CGalisma siresince soyutlanan 415 MTBC susunun 42'si (%10.1) PZA ve 33’0 (%8) INH direnci
gosterirken bu suslar arasinda en disik direng 1 (%0.2) izolat ile EMB’ye karsi idi. Saptanan 14 TDM izolatinin

tamami PZA ve INH direnci gosterirken en diisik direng 9 (%64.3) izolatla yine EMB’ye karsi oldu. Calisma
suresince saptanan mikobakteri tlrlerinin anti-TB ilaglara karsi olan direng sikhigi Tablo 1’de gosterilmistir.
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Tablo 1. 2014-2022 yillari arasinda izole edilen Mycobacterium spp. suslarinda anti-TB ilaglara direng siklig.

Direngli izolat (n, %)

Yillar INH RIF sm EMB PZA
2014
MTBC (n=36)  1(2.8) 0(0.0) 1(2.8) 0(0.0) 4(11.1)
TDM (n=2)  2(100) 2 (100) 2 (100) 1(50) 2 (100)
2015
MTBC (n=50) 5 (10.0) 1(0.5) 3(6.0) 0(0.0) 6 (12.0)
TDM (n=1)  1(100) 1 (100) 1 (100) 0(0.0) 1 (100)
2016
MTBC (n=46) 10 (21.7) 0(0.0) 3(6.5) 0(0.0) 10 (21.7)
TDM (n=0) - - - - -
2017
MTBC (n=59) 2 (3.4) 0(0.0) 1(1.7) 0(0.0) 6(10.2)
TDM (n=1)  1(100) 1 (100) 1 (100) 0(0.0) 1 (100)
2018
MTBC (n=54)  5(9.3) 0(0.0) 3(5.6) 1(1.9) 5(9.3)
TDM (n=0) - - - - -
2019
MTBC (n=44)  4(9.1) 2 (4.5) 4(9.1) 0(0.0) 1(2.3)
TDM (n=4) 4 (100) 3(75.0) 4 (100) 3(75.0) 4 (100)
2020
MTBC (n=45) 3 (6.7) 0(0.0) 1(2.2) 0(0.0) 5(11.1)
TDM (n=2)  2(100) 1 (50.0) 1 (50.0) 2 (100) 2 (100)
2021
MTBC (n=53)  2(3.8) 2(3.8) 1(1.9) 0(0.0) 2(3.8)
TDM (n=3)  3(100) 3 (100) 3 (100) 2 (66.7) 3 (100)
2022
MTBC (n=28)  1(3.6) 0(0.0) 0(0.0 0(0.0) 3(10.7)
TDM (n=1)  1(100) 1 (100) 0(0.0 1 (100) 1 (100)
TOPLAM
MTBC (n=415) 33 (8.0) 5(1.2) 17 (4.1) 1(0.2) 42 (10.1)
TDM (n=14) 14 (100) 12 (85.7) 12 (85.7) 9 (64.3) 14 (100)

Calismada, 10 (%2.4) izolat iki ve 5 (%1.2) izolat ise ii¢ anti-TB ilaca birden direngli bulundu. iki ilaca
direncliler arasinda Ug¢ sus ile SM+PZA direnci en fazla goriliurken Ug ilaca direngliler arasinda (g sus ile
INH+SM+PZA direnci en fazla saptandi. Calisma siiresince bulunan ¢oklu ilaca direngli MTBC izolatlarinin yillara
gore dagilimi Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. 2014-2022 yillari arasinda izole edilen MTBC suslarinda birden fazla anti-TB ilaca direng siklig1.

Yillar Direng Profili (n)

2014 SM + PZA (1)

2015 INH + SM + PZA (1), RIF + SM (1)

2016 INH + SM (1), INH + PZA (2), SM + PZA (1)

2017 INH + PZA (1)

2018 SM + PZA (1), INH + SM + PZA (1), INH + EMB (1)
2019 INH + SM (1), INH + RIF + SM (1)

2020 INH + SM + PZA (1)

2021 INH + RIF + SM (1)*

2022 -

SM: Streptomisin, PZA: Pirazinamid, INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, EMB: Etambiitol.

*2019 yilinda pozitif bulunan hastanin 2021 yilindaki olasi niiks susu.
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TARTISMA

Anti-tliberkiloz ilag direnci, TB tedavisinin basarisini dogrudan etkileyen en énemli faktorlerden biridir.
Diinya Saglk Orgiitii verilerine gére 2012 ile 2020 yillari arasinda ilag-duyarli TB olgularinda tedavi basarisi %82-
90 arasinda iken, direncli suslarin neden oldugu TB hastalarinin ancak vyarisi ila 2/3’Unde tedavi basarisi
saélanmlstlrm. On (g llkede gergeklestirilen bir faz-3 randomize kontrolli ¢alismada, ilag duyarli suslarin
tedavisinde dort aylik rifapentin ve kinolon iceren rejimler ile standart alti aylik rejim arasinda tedavi basarisi ve
yan etki yoninden anlamh bir fark olmadigi bildirilmigtir(4). Bu konuda artan bilimsel kanitlar sonucunda DSO
tarafindan 2022 yilinda yayinlanan bir tedavi rehberi ile duyarl suslarin neden oldugu komplikasyonsuz TB
olgularinda alti aylik standart tedavi yerine dort aylik yeni bir tedavi rejimi 6énerilmeye ba§lanm|§t|r(2°). Bu
nedenle, izolatlarin tim ilaglara duyarhlik durumunun saptanmasi tedavinin icerigi ve siiresinin planlanmasinda
daha fazla 6nemli hale gelmistir. Bu calismada, 2014 yilinda %86 dolayinda olan tim ilaglara duyarli MTBC siklig
2016 yilina kadar diisiis egilimi gdstermis ve %63 diizeyine gerilemistir. iki bin on yedide bu oran yeniden %86
diizeyinin Ustline c¢iksa da 2019’a kadar tekrar bir disls egilimi gostererek %73’e gerilemistir (Tablo 1).
Ulkemizin TB verilerinin sunuldugu Tirkiye’de Verem Savasi 2020 Raporu'nda(ls), 2014-2018 vyillari arasinda
ulusal dizeyde anti-TB ilag direncinde dikkate deger bir degisim olmadig gorilmektedir. Bu nedenle,
¢alismamizda elde ettigimiz bu iki disls goreceli olarak az sayidaki hastaya ait bolgesel ve gegici bir durum
olarak kabul edilmistir. Calismamizda, 2020-2022 arasindaki {g yillik siire boyunca tim ilaglara duyarli MTBC
sikligl %80-85.7 dolayinda degismistir. Her ne kadar ulusal diizeye yansimamis olsa da diren¢ degisimine yol
acan bolgesel faktorlerin aydinlatilmasi gerekmektedir. Dolayisiyla tim ilaglara duyarli MTBC sikliginin takip
edilmesi ve frekansta olusan degisimlere yol acgabilecek hasta ve toplum bazl olasi faktérlerin belirlenmesi,
direnc¢ trendindeki artisin erken saptanmasina ve buna uygun Onleyici politikalarin gelistirilmesine olanak
taniyacaktir.

Calismamizda MTBC suslarinda en yiiksek direng %10 dolayinda PZA’ya karsi gorilmustir. Pirazinamid,
makrofaj iginde asidifiye edilmis basile kargi bakterisidal etkinlik gdsteren bir nikotinamid analogu olup standart
alti aylik TB tedavi rejiminin ilk iki ayinda kullanilanimi énerilen birinci segcenek bir anti-TB ilagtlr(ls). Kompleks
tirler icinde bulunan Mycobacterium bovis bu ilaca dogal direngli olup M. tuberculosis DNA’sinin pncA, rpsA ve
panD gibi gen bolgelerinde olusan mutasyonlarin, ilacin aktif formu olan pirazinoik asite dénisimi veya
pirazinoik asitin baglanma bdlgesinde degisimi indlkleyerek dirence yol agtig bildirilmektedir™®. Calismamizda
incelenen tlrler MTBC diizeyinde tanimlandigl ve M. bovis ayrimina gidilmemis olmasi nedeniyle saptanan bu
direncin ne kadarinin dogal PZA direnci ve ne kadarinin mutasyon kaynakli bir diren¢ oldugu saptanamamistir.
Ulkemizde hizmet vermekte olan TB tani laboratuvarlarina tiir tayini icin kaynak ayriimasi, MTBC tirlerinde
kazanilmig direncin ortaya konulmasi igin faydal olacaktir.

Calismamizda saptanan en yiksek anti-TB ilag¢ direnci PZA’ya karsi bulundugu icin bu durumun daha
detayli bir sekilde irdelenmesi gerekliligi dogmustur. Ginimiizde M. tuberculosis suslarinin PZA duyarlliginin
saptanmasinda halen bazi sorunlar bulunmaktadir. Bunlardan ilki ozellikle agar proporsiyon yénteminde
besiyeri pH’sinin PZA’nin aktivite gosterebilecegi ve ayni zamanda basilin Ureyebilecegi dizeyde tutulmasinda
yasanilan sorunlardir. Diger taraftan otomatize kiiltiir ve duyarhlik sistemleri arasinda; bu sistemlerle referans
fenotipik ydontem arasinda ve fenotipik direng ile bu direncin tanimlanmis molekiiler determinantlari arasinda
halen tam bir uyum bulunmamaktadir. Dolayisiyla, PZA ilk secenek anti-TB ilaglardan olmasina kargin DSO
tarafindan bu ilag icin rutin duyarhlk analizi yapilmasi 6nerilmemektedir. Bu nedenle PZA, ilk secenek ilaglar
icinde, global ve bélgesel direng sikhgl yoniiyle hakkinda en az veri bulunan anti-TB ilaclardandir. Ulkemizin TB
verilerinin sunuldugu Tirkiye’de Verem Savasl 2020 Raporu’nda(le), Glkemizin PZA direng sikhgl hakkinda bir
veriye rastlanilmamuistir. iki bin on ti¢ yilinda yayinlanan bir calismada, izmir ve Manisa bdlgesinde izole edilen,
PZA disinda tiim primer anti-TB ilaglara duyarli 150 MTBC izolatinin besinde (%3.3) PZA mono-direnci saptanmis
ve bunlarin Ugl (%60) M. bovis olarak tanlmlanmlstlr(s). Yapilan bir sistematik derleme ve meta analiz
¢alismasinda 2015 yih itibariyle diinyada PZA direncinin %16 dolayinda oldugu 6ngorilmis olup 6zellikle Afrika
kitasi llkelerde bu oranin daha yuksek oldugu bilinmektedir*®. Calismamizda saptanan 42 PZA direngli izolat
yukarida anlatilan veriler isiginda incelendiginde; bunlardan 33’liniin (%78.6) PZA mono-direngli oldugu ve
26’sinin (%61.9) akciger ornekleri olmasina karsin 12’sinin doku, Gglnin apse ve birinin idrar 6rnegi oldugu
goriilmektedir. Pirazinamid mono-direncli suslarda ve akciger disi lenf nodu dokusu, apse ve idrar 6rneklerinde
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patojenin PZA’ya karsi intirinsik direngli bir MTBC tiri olan M. bovis olasiliginin artacagl daslnildiginde
saptadigimiz bu %10’luk direncin 6nemli bir kisminin M. bovis kaynakl dogal direng olabilecegi
ongorilmektedir. Bu g¢alismada bildirdigimiz bolgemizin toplam PZA direngli MTBC sikligl, yukarida anlatilan
hususlar da gz 6niine alindiginda; tlkemizde bu ilacin genel direng sikligi hakkindaki oldukga kisith mevcut
veriye katki saglamasi, bu konuda ulusal diizeyde bir veri eksikligimiz oldugunun tekrar hatirlatilmasi ve M.
bovis ayrimi i¢in TB tani laboratuvarlarinin giiglendirilmesi gerekliliginin altini ¢cizmesi gibi nedenlerden dolayi
ozellikle dGnemli olmustur.

Calismamizda incelenen MTBC izolatlarinda ikinci en fazla direng %8 ile INH’a karsi olmustur. izoniazid,
basilin hiicre duvari bilesenlerinden mikolik asit sentezini bozarak bakterisidal etki gosteren ilk segenek anti-TB
bir ilagtir ve proflaksi, latent TB ve aktif TB tedavisinin tim asamalarinda kullanilmaktadir. Bu nedenle INH, TB
tedavisinde tim diinyada en fazla kullanilan ilagtir ve ilaci aktif formu olan izonikotinil radikaline donustiiren
bakteriyel katalaz-peroksidaz enzim geninde (KatG) olusan mutasyonlar basta olmak lzere giinimiize kadar
onlarca INH direnci ile iliskilendirilen mutasyon saptanm|§t|r(m. Calismamiz siresince %2.8 ila %10 arasinda
degisim gosteren INH-direngli MTBC sikhg 2016 yilinda %21’i asmistir (Tablo 1). Ulkemizin TB verilerinin
sunuldugu Turkiye’de Verem Savasi 2020 Raporu'nda(m), 2014-2018 yillari arasinda ulusal INH direncinin %13.8-
12.6 arasinda istikrarli sayilabilir bir diizeyde kiiglik degisimler gosterdigi bildirilmistir. Buna gore, bdlgemizde
2014, 2017 ve 2020-2022 yillari arasinda saptanan INH direncinin Glkemizin direng diizeyinin yarisindan daha az
oldugu anlasilmakta ve 2016 yilindaki belirgin INH direng artisinin yine bdlgeye sinirli ve goérece olarak az
sayidaki hasta nedeniyle olustugu 6ngorulmustir. Dokuz yillik galisma siirecimizin bes yilindaki INH direncinin
Ulkemizin direng sikhgina gére oldukca dislik bir diizeyde olmasi ve toplam calisma sireci icindeki INH
direncinin ulusal direng sikligina gore yaklasik %40 daha az olmasi bu ¢alismada dikkat ceken 6nemli verilerden
biridir. Calismalarda, direncli genotiplerin toplumda yayihmi, gereksiz INH kullanimi ve tedavinin yarida
kesilmesi gibi etkiler INH direng gelisimi ile iligkilendirilen faktsrlerdir®. Buna gore, bolgemize direngli tirleri
taslyabilecek go¢ alma gibi demografik hareketliligin goreceli olarak daha az olmasi, ilimizde TB tani ve tedavi
surglerinin  siki takibi ve 06zellikle Ulkemizde %3 dolayinda olan tedavi terk durumunun ilimizde
gbrulmemesinin(ls) bu sonugta etkili olabilecegi ongorilmistir.

Calismamizda incelenen MTBC izolatlarinda SM direnci %4 dolayinda saptanmistir. Streptomisin,
aminoglikozid tird bir protein sentez inhibitorl olup ilk secenek anti-TB ilaglar arasinda yer alir ve genellikle
tedavi terk veya niiks hastalarinin tedavisinde veya direngli izolatlarin neden oldugu TB’da kullaniimaktadir™.
Basilin baslica S12 ribozomal proteinini kodlayan rplS veya 16S rRNA’sinin kodlandigi rrs kromozomal gen
bolgelerinde olugan mutasyonlar ilaca karsi direng ile ili§kilidir(12). Yapilan ¢alismalarda SM direncinin ilacin sik
kullanimi sonucu ortaya ¢ikan segici etki ile provake edildigi ve ilag direngli sug sikliginin Glkeler arasinda 6nemli
farklihklar gésterdigi bildiriimektedir. Ornegin, ayni cografi kita igcinde bulunan Almanya’da %3-4.2 SM direnci
saptanlrken(s) bu oran Portekiz’de %80’in izerinde™” bulunmus ve ulkemizin SM direng orani ise 2010-2018
yillari arasinda %9.1-11.3 arasinda deéismistir(ls). Bu verilere gore ¢alismamizda bdlgemiz icin buldugumuz SM
direng oraninin Tirkiye diizeyinin olduk¢a alinda oldugu anlasiimaktadir. ilimizde tedavi terk hasta sayisinin
neredeyse yok sayilacak kadar az olmasi ve diger komplikasyonlu TB olgularinin tilkemize gorece olarak belirgin
dizeyde az olmasi gibi nedenlerle SM kullaniminin kisith kalmasinin bu sonugla iliskili olabilecegi
ongorilmustar.

Rifampisin, DNA bagimli RNA polimeraz inhibisyonu yaparak bakterisidal etki gosteren ilk segenek anti-
TB ilaglardandir. Dokulara ve hiicre igine iyi diizeyde penetre olmasi onu TB’nin neredeyse tim tedavi
rejimlerinin vazgecilmez antimikrobiyallerden biri yapmaktadir. Rifampisin direnci, gecirgenlik azalmasi ve ilaci
hicre disina atan pompa mekanizmalarinin “up-regilasyonu” gibi yollar tarafindan saglanabiliyor olsa da temel
mekanizma basilin RNA polimerazini kodlayan bes gen bolgesinden biri olan rpoB bolgesinde tanimlanmis bazi
mutasyonlar neticesinde ilacin enzime baglanmasinin azalmasi veya tamamen kaybolmasi sonucu etki
gosterememesi nedeniyle ortaya glkmaktadlrm). Rifampisine karsi direngli olan suglarla enfekte olan hastalara
verilecek anti-TB tedavinin igerigi ve siresinde zorunlu olarak énemli degisimler olmaktadir. Calismamizda
dokuz yillik siire iginde toplam 5 (%1.2) izolatta RIF direnci saptanmistir. Ulkemizin TB verilerinin sunuldugu
Turkiye’de Verem Savasi 2020 Raporu’nda(ls), 2010-2018 yillari arasindaki duyarlilik sonuglarina gore tlkemizde
RIF direncinin %4.1 ila %6.8 arasinda degistigi géz 6nline alindiginda bolgemizde 2014-2022 yillari arasinda
saptanan RIF direnci ulusal diren¢ oranina gore yaklasik 3-5 kat daha disiik oldugu gorilmektedir.
Calismamizda saptadigimiz diger dislik diren¢ oranlari ile birlikte buldugumuz RIF diren¢ orani géz Oniine
alindiginda, bolgemize ait faktorlerin ve diusik sayidaki hasta sayisinin bu sonug Uzerinde etkili olmus
olabilecegi distinilmistar.
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Calismamizda saptanan en disik direng EMB’ye karsi olmustur. Etambutol, TB’a karsi kullanilan ilk
antimikrobiyallerden olup etkinligini aktif olarak ¢ogalan basilin hiicre duvar yapisinin énemli bir bileseni olan
arabinogalaktan sentezini bozarak gosterir ve bakterinin embB ve ubiA gen bolgelerinde olugan mutasyonlar bu
ilaca karsi direncgle ili§kilendirilmi§tir(3). Ulkemizin 2010-2018 verilerine gore Tiirkiye’de EMB direncinin %3.1 ila
%5.4 arasinda de§i§ti§i(16) g6z online alindiginda bolgemizde bu ilaca karsi direncin oldukga dislk dizeylerde
kaldig anlasilmaktadir. Calismamizda diger anti-TB ilaglara karsi saptanan disik direncg ile iliskili olasi faktorlere
ek olarak; bolgemizde EMB kullanimi gerektiren ¢oklu direngli suslarla enfekte TB hastasinin ¢ok az olmasi ve
boylesi hastalarin tedavisinin daha blyik ve merkezi saglik kuruluglarinda yapiliyor olmasi gibi durumlarin
bulunan bu dusuk EMB direnci ile iliskili olabilecek faktérler olarak dngorilmistar.

Tlberkiloza karsi glinlimiize kadar oldukga az sayida etkili ilag gelistirilebilmis olmasi ve kombinasyon
rejimlerine olan gereksinim goz onlne alindiginda, mevcut sinirli ilag alternatifleri arasindan izolatin birden
fazla ilaca direngli olmasi durumunda enfeksiyonun sagaltiminda onemli zorluklarla karsilasilmaktadir.
Calismamizda toplam 15 (%3.6) izolat ¢oklu ilaca direncli (CiD) MTBC susu olarak tanimlanmis olup bu deger
tilkemizin 2016-2018 verisine yakindir. Calismamizda 2016 sonrasi CID hizinda gériilen diisiis ve ¢alismamizin
son yili olan 2022’de hig CiD izolati bulunmamis olmasi da yine lilkemizde son yillarda CiD insidansinda gériilen
dUsUs(le) ile uyumludur.

iki bin yirmi yilinda baslayan Coronavirus Hastaligi-19 (COVID-19) pandemisinde, TB hastalarinin tani ve
tedavisinde olusan bazi aksakliklar neticesinde tespiti yapilan TB hastalarinin sayisinda %25’e varan azalma
oldugu ve TB niksi olan hastalarin arttig biIdiriImi§tir(18). Ancak pandeminin llkemizde izole edilen MTBC
suslarinin anti-TB ilag direncine nasil yansidigi hakkinda yayinlanmis veri henlz yoktur. Calismamizda,
pandeminin etkili oldugu 2020-2022 arasindaki Ug¢ yillik periyotta direngli izolat frekansinda goéreceli olarak
azalma gozlenmis olmasi bu anlamda diger 6nemli bir bulgu olarak gorilebilir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar diger taraftan tlkemizin yiksek antimikrobiyal direng sorununun
¢ozlimiine gk tutabilecek bazi hususlar da icermektedir. Tlberkilozda saptanan bu dusiik direng sikligina
karsin Tirkiye’de bir¢cok son segenek antibiyotige karsi direngli Gram negatif bakteri sorunu yillar éncesinde
baslamis ve o6nemli bir saglk sorunu haline gelmigtir(g). Dolayisi ile TB’da oldugu gibi mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin hem konvansiyonel hem de molekiiler testlerle gliclendirilmesi ve sunulan tanisal hizmetlerin
topluma etkili bir sekilde yayilmasi ile Glkemizde énemli bir sorun haline gelmis olan gereksiz antimikrobiyal
kullanimi azaltilabilir.

Bu ¢alismada, lilkemizin niifus yogunlugu olarak yaklasik %1’ini olusturan bélgemizin dokuz yilhik TB
duyarlilik verileri incelenmis ve elde edilen sonuglar tiim ilaglara duyarli MTBC sikhgi, her bir anti-TB ilacin
direng sikhigi ve ¢oklu ilaca direngli izolat sikligi olarak ti¢ ana baglikta degerlendirilmistir. Elde ettigimiz veriler,
bolgemizde tek ilag direng sikliginin llkemiz degerlerinin belirgin olarak altinda oldugunu goéstermistir. Bu
hususta bolgemizin demografik 6zellikleri, daha az go¢ alma durumu, saglik hizmetine erisim kolayligi ve yasam
kosullarinin goreceli olarak iyi sayilabilir bir diizeyde olmasinin yaninda ilimizde tani, tedavi ve 6nleme basliklari
altinda sirdiriilen veremle savas uygulamalarinin bir sonucu olarak da goriilebilir. Ulkemizle birlikte
bolgemizde de son yillarda gorilen anti-TB ilag direnci sikhgindaki azalma, uygulamadaki énlemlerin bir basarisi
olarak diisiinilebilir. Ulkemizde TB’nin eradike edilmesi adina yiirirlikteki veremle savas politikalarimizin
etkinligi daha kapsamli ve devaml bir sekilde takip edilmeli, aksakliklar saptanip giderilmeli ve yeni politikalar
gelistirilmelidir.
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Tlberkiiloz (TB), diinya genelinde enfeksiyon kaynakli hastaliklar arasinda 6liimiin énde gelen nedenlerinden biri olan
bulasici bir hastaliktir. TB’nin epidemiyolojik dagihmina gére, yiiksek oranda TB basili ile enfekte hastalarin bulundugu
tilkelerin biiyiik bir béliimii orta ve diisiik gelirli tilkelerdir. Bu nedenle ¢calismada diisiik gelirli tilkelerde ve laboratuvarlarda
TB ve ¢ok ilaca direngli (CID)-TB izolatlarinin ilag duyarlilik testleri icin kolayca kullanilabilecek yeni bir besiyeri olan AYC.2.2
agar besiyerinin klinik izolatlarla etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada Mycobacterium tuberculosis ATCC
27294 (H37Rv, tim ilaglara duyarli), ATCC 35822 (izoniazid direngli), ATCC 35838 (rifampisin direngli), ATCC 35820
(streptomisin direngli) ve ATCC 35837 (etambutol direncli) referans suslar ve 34 klinik izolat test edilmistir. Calismadaki tiim
anti-TB ilaglar ve izolatlar i¢in kullanilan referans yéntem ve AYC.2.2 agar kullanilarak yapilan agar proporsiyon metodu
arasinda duyarlilik, ézgiilliik, pozitif prediktif deger (PPD), negatif prediktif deger (NPD) ve uyum hesaplanmistir. izoniazid ve
rifampisin igin tiim degerler %100 bulunmustur. Etambutol icin duyarliik %100, 6zgiilliik %88.23, PPD %89.47, NPD %100,
uyum %94 olarak hesaplanmistir. Streptomisin igin duyarllik %100, 6zgiillik %77.77, PPD %80, NPD %100, uyum %88
bulunmustur. M. tuberculosis ATCC suslari klinik izolatlarin degerlendirilmesine dahil edilmemis ve bunlardaki uyum %100
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gére, sivi otomatize sistemlere oranla ilreme siiresi dezavantaj olmasina ragmen,
AYC.2.2. agar duyarlilik sonuglarinin belirlenmesinde otomatik sistemler kadar etkili bir sekilde kullanilabilmistir. Maliyetinin
diisiik olmasi ve hazirlanmasinin kolay olmasi en biiyiik avantajlarindandir. Ancak, rutin kullanima ge¢meden 6nce ¢ok
merkezli galismalara ihtiyag vardir.

Anabhtar kelimeler: AYC.2.2 agar, besiyeri, birinci secenek anti-tiiberkiiloz ilaglar, CID-TB, ilag duyarllik testi, Mycobacterium
tuberculosis

ABSTRACT

Evaluation of Drug Susceptibility Testing of Mycobacterium tuberculosis Isolates Against First Line
Antituberculosis Drugs With a New Agar Medium

Tuberculosis (TB) is an infectious disease that is one of the leading causes of death among infectious diseases worldwide.
According to the epidemiologic distribution of TB, most countries with a high proportion of patients infected with TB bacilli
are middle- and low-income countries. Therefore, the study aimed to evaluate the effectiveness of AYC.2.2 agar medium, a
new medium that can be easily used for drug susceptibility testing of TB and multidrug-resistant. TB isolates, with clinical
isolates in low-income countries and laboratories. Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv, susceptible to all drugs),
ATCC 35822 (isoniazid-resistant), ATCC 35838 (rifampicin resistant), ATCC 35820 (streptomycin resistant), and ATCC 35837
(ethambutol resistant) reference strains and 34 clinical isolates were tested. Sensitivity, specificity, positive predictive value
(PPV), negative predictive value (NPV), and concordance were calculated between the reference method and the agar
proportion method using AYC 2.2 agar for all anti-TB drugs and isolates in the study. For isoniazid and rifampicin, all values
were 100%. For ethambutol, sensitivity was 100%, specificity 88.23%, PPV 89.47%, NPV 100%, and concordance %94. For
streptomycin, sensitivity was 100%, specificity 77.77%, PPV 80%, NPV 100%, and concordance %88. M. tuberculosis ATCC
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strains were not included in the evaluation of clinical isolates, and the agreement was 100%. According to the results
obtained, AYC.2.2. agar could be used as effectively as automated systems in determining susceptibility results, despite the
disadvantage of growth time compared to broth automated systems. Its low cost and easy preparation are among its
biggest advantages. However, further multicenter studies are needed before routine use.

Keywords: AYC.2.2 agar, drug susceptibility test, first line anti-tuberculosis drugs, MDR-TB, medium, Mycobacterium
tuberculosis

GiRiS

Tuberkiiloz (TB), bulasici tek bir ajan nedeniyle en sik gorilen 6lim nedeni olup diinya niifusunun
yaklasik dértte biri TB basili ile enfektedir. 2020 yilinda 9.9 milyon kisi Mycobacterium tuberculosis’in (MTB)
etkeni oldugu solunum yoluyla bulasan bu hastaliga yakalanirken, 1.3 milyon kisi ise bu hastalik ylGziinden
hayatini kaybetmistir(n). TB, devam eden ylksek insidans, prevalans ve mortalite nedeniyle hala énemli bir halk
sagligl sorunu olmaya devam etmektedir. 2020 yilinda akciger TB tanisi konan bireylerin 132222’si ¢ok ilaca
direncli (CID)-TB, 25681’i yaygin ilaca direncli (YID)-TB olup toplamda 157903 ilaca direncli vaka tespit
edilmi§tirm). “End TB” stratejisi, herhangi bir TB tiliriine sahip her yastan kisilerin erken tanisini ve hizli
tedavisini gerektirmektedir(g). Bunun igin, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan dnerilen hizh taniya erisimin ve
ilaca duyarlilik testlerine evrensel erisimin saglanmasi esastir. Kiiltiire dayal fenotipik ilag duyarllik testleri (iDT)
su anda ilag direncinin tespiti icin altin standarttir. MTB igin fenotipik iDT, her bir anti-TB ajan ve test ydntemi
icin spesifik olan, tek bir kritik konsantrasyonun test edilmesine dayanmaktadlr(lo).

Son on yilda MTB enfeksiyonu olan hastalarin erken belirlenmesi, bu sorun i¢in geriye kalan en etkili
strateji olmustur. Ote yandan, hastalar arasinda ilaca direngli suslarin tespitinde artan bir oran bulunmaktadir.
Bu durum, iDT’ nin yanlis belirlenmesi ve hastaya uygun olmayan ilag kullanimi ile ilgili olabilir. Yeni gelismelerin
yardimiyla primer ve latent TB enfeksiyonlu hastalarin tespit edilmesi, bu durumu agiklamak i¢in daha az
olasidir. IDT yaparak etkili tedavi uygulamak, CID-TB suslarinin artmasini dnlemenin temel stratejisidir. TB’nin
son epidemiyolojik dagilimlari incelendiginde, yiksek oranda basil ile enfekte hastalarin bulundugu dlkelerin
blylk bir bolumanin orta ve distk gelirli Glkeler oldugu gijr[]lmektedirm). TB icin ticari olarak mevcut hizli test
sistemleri bulunsa da bu tir sistemlerin iyi bir altyapi ve is glicii gerektirmesi ana dezavantajlaridir. Ayrica, ticari
olarak mevcut sistemlerin pahali olmasi 6nemli bir sorundur. Bu ulkelerin birgogu sinirlh kaynaklarla
yonetildiginden, bu teknolojilerin uygulanabilirligi belirsizdir.

Coban® tarafindan MTB izolatlarinin ilag duyarhihginin belirlenmesi amaciyla gelistirilen AYC.2.2 agar
besiyeri kolay kullanimi ve diisik maliyeti sebebiyle bir¢ok laboratuvar igin tercih sebebi olabilir.

Bu nedenle calismada diisiik gelirli iilkelerde ve laboratuvarlarda TB ve CID-TB izolatlarinin iDT igin
kolayca kullanilabilecek yeni bir besiyeri olan AYC.2.2 agar besiyerinin klinik izolatlarla etkinliginin
degerlendirilmesi amacglanmustir.

GEREG VE YONTEM

Calismada yapilan tim islemler, Sinif 1I-B biyoglivenlik kabini (DemAir, Ankara, Tirkiye) igerisinde ve
uygun kisisel koruyucu ekipmanlar (3M™ Versaflo™, TR-300+ ile TR3712N filtreler) kullanilarak biyogtvenlik
seviyesi 3 olan laboratuvarda gerceklestirildi.

Bakteriyel izolatlar

Calismada M. tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv, tum ilaglara duyarli), ATCC 35822 (izoniazid direngli),
ATCC 35838 (rifampisin direncli), ATCC 35820 (streptomisin direngli) ve ATCC 35837 (etambutol direngli) suslar
ve daha once fenotipik ve genotipik duyarlilik sonuglari referans yontem olarak kabul edilen BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) sistemi ile belirlenmis Akdeniz Universitesi Verem Calismalari Uygulama ve Arastirma
Merkezi (AKVUAM) kultir koleksiyonundan secilen klinik MTB izolatlari test edildi.
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Anti-TB ilaglarin Hazirlanmasi

Calismada test edilen birinci segcenek anti- TB ajanlar olan izoniazid (INH), rifampisin (RIF), streptomisin
(STM) ve etambutol (EMB) ticari olarak toz formda satin alindi (Sigma- Aldrich, Almanya). Coziicl olarak INH,
STM, ve EMB icin steril distile su; RIF icin metanol kullanilarak her bir ajanin 4096 ug/ml konsantrasyonda stok
soliisyonlari hazirlandi. Hazirlanan anti-TB ajanlar membran filtreden gegcirilerek steril edildi ve kullanilacagi
zamana kadar -80°C'de saklandi.
Besiyerinin Hazirlanmasi

AYC.2.2 agar (PCT/TR2018/0508849) daha &nce (;oban(s) tarafindan belirtilen sekilde hazirlandi.
Besiyeri 50°C'ye sogutulup ortama %5 inaktive edilmis koyun serumu (Sigma-Aldrich, Almanya) eklendi. Birinci
secenek anti-TB ilaglar, besiyeri icerisine son konsantrasyonlari INH i¢in 0.2ug/ml, RIF i¢in 1 ug/ml, EMB icin 4
pg/ml ve STR igin 2 pg/ml olacak sekilde eklenerek vida kapakl steril tiplere 5 ml besiyeri olacak sekilde
daéltlldl(lo). Tipler yatik pozisyonda isik almayan ortamda oda sicakliginda katilasmaya birakildi. Benzer sekilde
anti-TB ilag icermeyen lreme kontrol tupleri de hazirlanarak kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi. Antibiyotik
etkinliginin azalmasini engellemek igin antibiyotikli besiyerlerinin kullanim suresinin 1 ayi gegmemesine 6zen
gosterildi.

Bakteri inokulumlarinin Hazirlanmasi

Calismaya alinan izolatlarin Lowenstein-Jensen (L) besiyerinde liremis taze kilturlerinden inokulumlar
hazirlandi. icerisinde 8-10 adet steril cam boncuk ve 3-5 ml serum fizyolojik iceren tiiplere taze kiiltiirden
koloniler aktarildiktan sonra tlplerin agzi sikica kapatilip parafilm ile sarildi. Tim tiipler yaklagik 1 dk 2500 rpm
de vorteks (Onilab MX-S, Bio Laboratories Pte Ltd., ABD) ile karistirihp ardindan aerosollerin ve buyik
partiklllerin ¢okmesi icin dik konumda yaklasik 30-60 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
Ustteki sivi alinarak baska bir tlipe aktarildi ve McFarland densitometresi ile (BIOSAN Medical-Biological
Research & Technologies, Riga, Letonya) McFarland no 1 bulanikhiginda bakteri stispansiyonlari hazirlandi™.
AYC.2.2 Agarda Proporsiyon Yéontemin Uygulanmasi

McFarland no. 1 bulanikhginda hazirlanan bakteri inokulumlari 1:100 oraninda seyreltilerek 100 pl
olacak sekilde test tiiplerine ve etken madde icermeyen iireme kontrol tiiplerine inokiile edildi. inokiilasyon
sonrasl tim besiyerleri 37°C'de %5 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakildi. Besiyerleri kontaminasyon
kontroli igin ilk hafta her (g glinde bir, daha sonrasinda haftada bir incelendi. 21 giinliik inkiibasyon siresinin
sonunda, lireme kontrol tiipiinde yeterli {ireme olan tiipler icin ¢alisma sonuglandirildi (Tablo 1). ilag duyarlilik
sonuglari %1 oranti yéntemine gore degerlendirildi(l’lo).
istatistiksel Analiz

AYC.2.2 agar ile yapilan ilag duyarlilk yontemi sonuglari referans yéntem olan BACTEC MGIT 960
sonuglari ile karsilastirildi. Her iki yontem arasinda duyarhhk, 6zgillik, pozitif prediktif deger (PPD), negatif

prediktif deger (NPD) ve uyum hesaplandl(s).

BULGULAR

Calismada bes M. tuberculosis ATCC susu ve 34 klinik M. tuberculosis izolatinin IDT AYC.2.2 agar
besiyeri kullanilarak agar proporsiyon metodu ile yapildi. Kiltir koleksiyonundan secilen izolatlarin 15’ birinci
secenek anti-TB ilaglara duyarl (INH*/RIF’/EMB®/STM®), 19 izolat ise direngli (CID-TB) idi.

M. tuberculosis ATCC suslari klinik izolatlardan ayri olarak degerlendirildi ve uyum %100 olarak
bulundu (Sekil 1). Proporsiyon metoduyla, ¢alisilan 34 klinik izolattan 19'u CID-TB olarak bulundu. iki izolat,
STM ve EMB igin referans yontemle duyarh bulunurken proporsiyon metodunda direngli bulundu. Farkli iki
izolat ise proporsiyon yontemiyle referans yontem sonuglarindan farkli olarak STM direngli olarak saptandi.
Birinci secenek anti-TB ilaglara duyarh oldugu bilinen 14 izolat her iki yonteme gore de ilaglara duyarli bulundu.
Test edilen suslarin duyarlilik profilleri fenotipik olarak karsilastirilarak Tablo 1'de verildi.

Galismada, klinik izolatlarda INH ve RIF igin duyarlihk, 6zglllik, PPD, NPD ve uyum %100 olarak
hesaplandi. Duyarhlik, 6zgtllik, PPD, NPD ve uyum sirasiyla EMB i¢in %100, %88.23, %89.47 ve %94; STM icin
ise %100, %77.77, %80, %88 olarak bulundu. Tim sonuglar Tablo 2’de gosterildi.
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Sekil 1. Mycobacterium tuberculosis ATCC suslarinin AYC.2.2 agar besiyerinde Greme goruntuleri.

N MeF Ave
M. tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv) M. tuberculosis ATCC 35822 (INH-R) M.tuberculosis ATCC 35838 (RIF-R)

C-STR
M.wberculosis ATCC 35820 (STR-R)

M. tuberculosis ATCC 35837 (EMB-R)

INH: Izoniazid, RIF: Rifampisin, STM: Streptomisin, EMB: Etambutol
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Tablo 1. Mycobacterium tuberculosis klinik izolatlarinda referans yontem ve AYC.2.2 agar proporsiyon yontemi

ile elde edilen duyarlilik sonuglari.

Referans Yontem

AYC2.2

ST™M INH RIF EMB STM INH RIF EMB

izolatlar

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

26
27
28
29
30
31

32
33

34
INH: Izoniazid, RIF: Rifampisin, STM: Streptomisin, EMB: Etambutol

(Uyumsuz sonuglar kirmizi ile isaretlenmistir.)
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Tablo 2. Klinik Mycobacterium tuberculosis izolatlarinda referans yontem (MGIT) ve AYC2.2 agar proporsiyon
yontemiyle elde edilen duyarlilik sonuglarinin karsilastiriimasi.

Birinci AYC.2.2. Referans Duyarhhik Ozgiillik % PPD NPD Uyum

segenek anti- Agar metot % % % %

TB ilaglar proporsiyon R S

STM R 16 4 100 77.77 80 100 88
S 0 14

INH R 19 0 100 100 100 100 100
S 0 15

RIF R 19 0 100 100 100 100 100
S 0 15

EMB R 17 2 100 88.23 89.47 100 94
S 0 15

PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deder, STM: Streptomisin, INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, EMB: Etambutol
TARTISMA

TB basilinin en belirgin 6zelliklerinden biri, anti-TB ilaglara hizla direng gelistirmesidir. 1960'h yillardan
bu yana DSO tarafindan yayinlanan raporlar incelendiginde birinci secenek anti-TB ilaglara artan direng sorunu
tedavi basamaklarini gUgIestirmektedir(lz). Yeni ilag stratejileri ve tanida gelistirilen teknolojilere ragmen ilag
duyarhlik testlerinin uygulanmasi disik ve orta gelirli Glkeler ile kiiglik laboratuvarlar icin hala bir sorun teskil
etmektedir. Bununla beraber TB hastaligi daha ¢ok gida ve hijyen kosullarinin yetersiz ve ekonomik imkanlarin
kisith oldugu bu tlkelerde yayglndlrm.

TB tanisinda sivi besiyeri temelli otomatize sistemlerin kullanimi 6zellikle ekstra pulmoner 6rneklerde
onem tagsir. Bununla beraber rutin laboratuvarlar kati besiyeri ortamina da ekim yaparak taniyi dogrular(s). Sivi
otomatize sistemlerin kati besiyerinde Uretilerek tespite karsi en biyik avantaji siredir. Ancak, otomatize
sistemler maaliyet yiiksekligi sebebiyle her laboratuvarin kullanimina uygun degildir.

TB basilinin Gretilmesinde bircok laboratuvar tarafindan kullanilan kati besiyerleri genellikle LJ
besiyeridir. Ancak LJ besiyerinin yumurta bazl olmasi ve pisirilerek katilastirilmasi hazirlamadaki en temel
sorunlardir.

Bununla beraber yapilan bazi ¢alismalar mikrobiyolojide yaygin kullanima sahip kanl agar besiyerinin
de mikobakterilerin Uretilmesinde kullanilabilecegini géstermektedir(z). Kanl agar besiyerinin renginin saydam
olmamasi sebebiyle basil gérintilerinin net olmamasi tanisal bir sorun olabilir. Bu sebeple Coban® tarafindan
gelistirilen AYC 2.2 agar besiyeri igerdigi koyun serumuyla hem ortami zenginlestirmis hem de saydam
goriintisi ile basillerin gdrinirligini artirmistir (Sekil 1). Ozellikle CID-TB tanimlanmasinda iDT’de biyiik
avantaj saélamaktadlr(4). Rutin kullanimda 6nerilen Middlebrook 7H10 ve 11 agar saydam olmalariyla avantaj
saglamakla beraber icerigine zenginlestirici olarak %10 oleik asit, alblimin, dekstroz, katalaz (OADC) eklenmesi
gereklidir. OADC son derece pahali bir zenginlestirici ortamdir. AYC 2.2 agar icerisinde ise zenginlestirici olarak
¢ok daha ucuz olan koyun serumunun kullanilmasi bir baska avantajidir.

AYC 2.2 agar besiyeri ile L besiyeri karsilastirildiginda treme sirelerinde farklihk olmadig
gésterilmi§tir(2). Bu nedenle hazirlanma kolaylhgi sebebiyle LI yerine tercih edilebilir.

AYC 2.2 agar besiyeri ile yapilan bir baska ¢alisma anti-TB ilaglarin kritik konsantrasyonlarini
belirlemeye yoneliktir. Calisma sonucunda elde edilen veriler 7H10 agar icin CLSI tavsiyesine gore sinir
degerlerinin AYC.2.2 agar ve AYC.2.1 sivi besiyeri igin de kullanilabilecegi sonucuna varm|§t|r(5).

Calismamizda birinci segcenek anti-TB ilaglarin referans yontem olarak 6nerilen, sivi otomatize sistem
olan BACTEC MGIT 960 ile ¢alisilan ila¢ duyarlilik sonuglariyla AYC 2.2 agar kullanilarak yapilan proporsiyon
metot ilag duyarhlik sonuglari karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar INH ve RIF igin ilag duyarllik sonuglarinda
%100 uyum gostermistir. Buna ragmen STM duyarlilik sonuglarinda doért izolat igin, EMB duyarhlik sonuglarinda
iki izolat icin referans yontemden farklh olarak AYC 2.2 agar proporsiyon metodunda sonuglar duyarli yerine
direngli olarak bulunmustur. Sivi otomatize sistemler ve agar proporsiyon metodu gibi referans yontemlerle
yapilan calismalar incelendiginde bakterinin dogasi geregi farkhh duyarlilik sonuglari elde edilebildigi

gorilmustd ',

87



ANKEM Derg 2023;37(3):82-88

Sonug olarak, galismamizda MTB ATCC suslari ve test edilen klinik izolatlarda referans yontemle
karsilastirildiginda elde edilen yiiksek uyum, AYC.2.2 agar'in kiltir ve IDT igin umut vadeden bir ortam
oldugunu gostermektedir. Calismamizdaki izolat sayisinin disiik olmasi zayif yonimizdir. Bu sebeple AYC.2.2
agar'in rutin kullanima gegmeden once daha fazla ilag duyarlilik analizi icin ¢ok merkezli ¢calismalarina ve daha
fazla sayida izolatla ¢alismalarina ihtiyaci vardir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢ikar ¢catismasi bildirilmemistir.
Finansal Destek: Bu ¢alismanin bir kismi, Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu tarafindan lisansustu
arastirma projelerini destekleme programi kapsaminda finanse edilmistir (N0:1919B011903228).
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6z

integronlar/gen kasetleri, yatay genetik alisverisi kolaylastirmada énemli yere sahiptirler. Ayni zamanda direng genlerinin
edinilmesine ve yayilmasina yol agarlar. Bu ¢alismada K. pneumoniae izolatlarinda antibiyotik direng oranlari ve sinif 1, 2 ve
3 integronlarin tespiti amaglanmistir. Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Nisan 2023-Temmuz 2023 tarihleri arasinda
génderilen farkli klinik érneklerden izole edilmis 100 Klebsiella pneumoniae izolati dederlendirmeye alindi. Bakterilerin
tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri, Phoenix™ (Becton Dickinson Diagnostics, ABD) otomatize sistemi ile yapild.
DNA ekstraksiyonunda kaynatma ydntemi kullanildi. Sinif 1, 2 ve 3 integrona é6zgiil polimeraz zincir reaksiyonu yapildi.
izolatlarin antibiyotik direng oranlari ve sinif 1, 2 ve 3 integron pozitifligi degerlendirildi. izolatlarin 33’iinde (%33) sinif 1
integron pozitifligi belirlendi. Bir izolatta sinif 1 ve sinif 2 integron pozitifligi birlikte tespit edilirken, sinif 3 integron pozitifligi
saptanmadi. Iintegron pozitif izolatlar integron negatif izolatlarla karsilastinildidinda; trimetoprim/siilfametoksazol
(p=0.0001), siprofloksasin (p=0.0001), levofloksasin (p=0.01), seftriakson (p=0.05), sefuroksim (p=0.032) ve gentamisin
(p=0.006) diren¢ oranlarinda anlamli direng¢ yiiksekli§i saptanmistir. Ulkemizde integronlar ve ilgili diren¢ genlerinin
arastirildigi, klinik izolatlarda gériilen ¢oklu antibiyotik direng mekanizmalarinin, antibiyotik direnci ile integron genlerinin
iliskisinin incelendigi kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: integron sinif 1, integron sinif 2, integron sinif 3, Klebsiella pneumoniae
ABSTRACT

Investigation of Class 1, 2 and 3 Integrons in Klebsiella pneumoniae Isolates from Various Clinical Samples

Integrons/gene cassettes are important in facilitating horizontal genetic exchange. They also lead to the acquisition and
spread of resistance genes. The aim of this study was to determine antibiotic resistance rates and class 1, 2 and 3 integrons
in K. pneumoniae isolates. One hundred Klebsiella pneumoniae isolates from different clinical samples sent to the Medical
Microbiology Laboratory between April 2023 and July 2023 were evaluated. Bacterial identification and antibiotic
susceptibility tests were performed with Phoenix™ (Becton Dickinson Diagnostics, USA) automated system. Boiling method
was used for DNA extraction. Polymerase chain reaction specific for class 1, 2 and 3 integrons was performed. Antibiotic
resistance rates and class 1, 2 and 3 integron positivity of the isolates were evaluated. Class 1 integron positivity was
detected in 33 isolates (33%). While class 1 and class 2 integron positivity were detected together in one isolate, class 3
integron positivity was not detected. When integron positive isolates were compared to integron negative isolates, a
significant  increase in the antibiotic resistance rates of trimethoprim/sulfamethoxazole (p=0.0001),
ciprofloksasin(p=0.0001), levoflaksasin(p=0.01), ceftriaxone (p=0.05), cefuroxime (p=0.032) and gentamicin(p=0.006) was
found.There is a need for comprehensive studies in our country where integrons and related resistance, multiple antibiotic
resistance mechanisms, and the relationship between antibiotic resistance and integron genes in clinical isolates are
investigated.
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GiRiS

Klebsiella tirleri; kan dolasimi, idrar yolu, yara, akciger, beyin gibi bircok organda ve sistemde
enfeksiyonlara neden olabilmektedir.  Oncesinde saglik sorunlari olan kisilerde daha yiiksek oranda
gorilmektedirler. Klebsiella pneumoniae, hiperviriilan ve karbapenem direngli suslarin artmasi nedeniyle dikkat
edilmesi gereken bir patojendir(l).

Antibiyotiklere direncli bakteriler ve 6zellikle ¢oklu ilag direnci olan bakteriler diinya da 6nemli bir
saglik sorunudur. Hareket edebilen mobil genetik elemanlar direngte 6nemli bir yere sahiptir. Bunlar;
transpozonlar, integronlar/gen kasetleri, ekleme dizileri, plazmidler ve bitinlestirici konjugatif elemanlar gibi
bakteri hicreleri arasinda transfer yapan yapilardir. Bu elemanlar yatay genetik aligverisi kolaylastirmada
onemli yere sahiptir ve direng genlerinin edinilmesini ve yayilmasini desteklemektedir™.

integronlar, bir DNA molekiiliinden digerine, entegre olmak yoluyla translokasyon gésteren hareketli
yapida DNA elemanlaridir. Belirli gen bolgelerini entegre etme veya tasima yetenekleri vardir. Antibiyotik direng
determinantlarini kodlarlar. Plazmid ya da transpozonlar araciligi ile tasinirlar. Bir bakteriden digerine, gen
kasetleriyle de bir integrondan digerine gecebilme 06zelligi bulunmaktadir. Bu 6zellikleri, antibiyotik direng
determinantlarinin tasginmasina ve yayilimina neden olmaktadir'®.

integronlar &zellikle Gram negatif bakterilerde ¢oklu direng olusumundan baslica sorumlu olan
kromozom disi yapllardlr(ls). GUnUimize kadar tanimlanmis olan doért integron sinifi (sinif 1, 2, 3 ve 4)
bulunmaktadir ve ilgili integralleri (int) ile ayirt edilirler™. Bazi calismalarda coklu ilaca direngli K. pneumoniae
izolatlarinda farkli sinif integronlar tespit edilmistir. integron 1 ve integron 2 saptanan calismalar oldugu gibi
sadece integron 1 saptanmis calismalar da bulunmaktadir®?. Bu calismada, laboratuvara gonderilen cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda Sinif 1, 2 ve 3 integronlarin tespiti amaglanmigtir.

GEREG VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’'na Nisan
2023- Temmuz 2023 tarihleri arasinda farkh kliniklerden gonderilen ve kabul edilme kriterlerine uygun farkli
klinik 6rneklerden izole edilmis 100 K. pneumoniae izolati ¢alismaya alindi. Tekrarlayan ornekler ¢alisma disi
birakildi.

Bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri

Laboratuvarimiza gonderilmis olan klinik 6rneklerden, idrar kiltirine ait 6rnekler %5 koyun kanl agar
ve “Eosine Methylene Blue” (EMB) agara (Becton Dickinson, ABD) ekildi. idrar disindaki kiiltiir 6rnekleri %5
koyun kanli agar, cikolata agar ve EMB agara ekildi. idrar kiiltiiriine ait 6rnekler 37°C’'de 18-24 saat, idrar disi
klinik 6rnekler 24-48 saat etlivde inklibe edildi. Kiltlir érneklerinde Ureyen bakterilerin tanimlanmasinda
geleneksel yontemler ile Phoenix™ (Becton Dickinson Diagnostics, ABD) otomatize sistemi kullanildi.
Bakterilerin antibiyotik duyarliigi—Kirby Bauer disk diflizyon yontemi ve Phoenix™ (Becton Dickinson
Diagnostics, ABD) otomatize sistemi kullanilarak arastirildi. Otomatize sistem ve Kirby Bauer disk diflizyon
ybntemi ile izolatlarin amoksisilin/klavulanik asit, piperasilin/tazobaktam, sefepim, seftazidim, seftriakson,
sefuroksim, ertapenem, imipenem, meropenem, gentamisin, amikasin, tobramisin, siprofloksasin,
levofloksasin, trimetoprim/silfametoksazol ve fosfomisine karsi antimikrobiyal duyarlihklar test edildi.
Antibiyotik duyarlilik sonuclari “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
kriterlerine gore degerlendirildi @)

DNA izolasyonu ve Sinif 1, 2 ve 3 integrona Ozgiil Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)(Z)

DNA izolasyonu: K. pneumoniae izolatlari %5 koyun kanh agara ekildi. Ureyen saf kolonilerden bir
koloni alindi. Tek koloni 2 ml “Brain Heart Infusion” (BHI) buyyona pasajlandi ve 24 saat 37°C'de inkiibe edildi.
Suispansiyondan 1 ml alinarak 10 dk 8000 rpm'de santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilip dipteki pellet alindi
ve lzerine 200 pl distile su ilave edilerek 95°C'de 10 dk kaynatildi. 10 dk 13000 rpm'de tekrar santrifiij yapilarak
Usteki stipernatan PCR sirasinda kalip DNA olarak kullanilmak tizere mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi®.

Standart PCR karisimlari son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlandi. PCR amplifikasyon karisimi 4 puL
dNTP, 0.3 pL Taq DNA polimeraz, 1 puL “forward” primer, 1 uL “reverse” primer, 10 x PCR tamponu 5 pL, 5 pL
kalip DNA ve son hacmi 50 ul’'ye tamamlayacak miktarda steril deiyonize su ile hazirlandi. PCR’da kullanilan
primerler Tablo 1’de gésterildi(z).

90



A. Caligkan ve ark., Cesitli Klinik Orneklerden izole Edilen Klebsiella pneumoniae izolatlarinda Sinif 1, 2 ve 3 integronlarin Arastiriimasi

PCR amplifikasyonu igin kosullar 6n denatlirasyon 95°C’'de 5 dakika; ardindan 30 dongi 95°C'de 30
saniye denatiirasyon, 55°C'de 30 saniye primer baglanma, 72°C'de 30 saniye uzama; 72 °C de 7 dakika son
uzama olacak sekilde diizenlendi®. Amplifikasyon drilinleri %1,5’lik agaroz jelde bir saat yurutuldi ve
goruntilendi. Sonug, 6zgul PCR ile elde edilen amplikon bilyukliginiin beklenen boyut ile karsilastiriimasi ile
degerlendirildi.

Tablo 1. integronlara 6zgiil PCR igin kullanilan primer dizileri®.

Primer dizileri Amplikon buyiikligii

Sinif integron 1 F: 5’-CAG TGG ACA TAA GCC TGT TC-3/; 160 bp
R: 5’-CCC GAG GCA TAG ACT GTA-3’

Sinif integron 2 F:5-TTG CGA GTA TCC ATA ACCTG-3’; 288 bp
R: 5’-TTA CCT GCA CTG GAT TAA GC-3’

Sinif integron 3 F:5'GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG-3; 1041 bp
R:5’ACGGATCTGCCAAACCTGACT-3’

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versiyon 25 ile gergeklestirildi.
Kategorik degiskenler sayi ve ylzde olarak ifade edildi. Kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar Ki-kare
analizi ve Fisher’s Exact testi ile degerlendirildi. Degerlendirilmelerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bu calisma Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(20.06.2023 / Sayi: E.382581).

BULGULAR

Calismaya alinan 100 K. pneumoniae izolatinin elde edildigi hastalarin bulundugu birimler ve klinik
orneklerin dagihmi Tablo 2’de 6zetlendi.

Tablo 2. Calismaya alinan 100 Klebsiella pneumoniae izolatinin klinik érneklere ve hastalarin kliniklere gore
dagilimi (n).

idrar Yara Balgam Solunum* Kan Toplam
Poliklinik 36 1 - - - 37
Yatakl Servis 19 13 6 1 7 46
Yogun Bakim 4 4 - 8 1 17
Unitesi
Toplam 59 18 6 9 8 100

* Bronkoalveolar lavaj/derin trakeal aspirat/endotrakeal aspirat

integron pozitif izolatlarin klinik &rneklere ve elde edildikleri hastalarin poliklinik, servis ve yogun bakim
Unitelerine gore dagihmlari Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. integron pozitif Klebsiella pneumoniae izolatlarinin (n=33) érnek tiirlerine ve hastalarin kliniklere gére
dagilimi.

idrar Yara Balgam Solunum* Kan Toplam
Poliklinik 10 2 - - - 12
Yatakl Servis 7 3 1 - 2 13
Yogun Bakim 2 - - 2 4 8
Unitesi
Toplam 19 5 1 2 6 33
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izolatlarin antibiyotik direng oranlari ve sinif 1, 2 ve 3 integron pozitifligi degerlendirildiginde K.
pneumoniae izolatlarinin 33’tinde (%33) sinif 1 integron pozitifligi saptandi. Bir izolatta sinif 1 ve sinif 2 integron
pozitifligi birlikte tespit edilirken sinif 3 integron pozitifligi saptanmadi. Agaroz jel elektroforezde sinif 1 ve sinif
2 integron pozitifligi Sekil 1’de gosterildi.

En disik antibiyotik direng orani sirasiyla amikasin (%8), imipenem ve meropeneme (%15); en yilksek
antibiyotik direng orani sirasiyla amoksisiklin/klavulanat (%78) ve sefuroksime (%74) karsi bulundu. integron 1
pozitif ve negatif bakterilerin antibiyotik direng oranlari Tablo 4’te verildi.

Tablo 4. Sinif 1 integron pozitif ve negatif Klebsiella pneumoniae izolatlarinin antibiyotik direng oranlari [n (%)].

integron 1 Pozitif  integron Negatif Toplam P Degeri

(n=33) (n=67) (n=100)

Antibiyotikler Direngli (%) Direngli (%) Direngli
(%)

Amoksisilin/klavulanat 83.3 75 77.7 0.366
Piperasillin/tazobaktam 42.4 42.4 44.0 0.216
Sefepim 56.0 43.8 47.9 0.541
Seftazidim 72.7 58.9 64.0 0.397
Seftriakson 69.7 49.3 56.0 0.05*
Sefuroksim 89.7 64.8 73.5 0.032*
Ertapenem 33.3 26.2 28.6 0.457
imipenem 21.2 11.9 15.0 0.486
Meropenem 21.2 11.9 15.0 0.414
Gentamisin 30.3 9.0 16.0 0.006*
Amikasin 15.2 4.5 8.0 0.176
Tobramisin 55.6 35 41.4 0.422
Siprofloksasin 72.7 37.3 49.0 0.0001*
Levofloksasin 72.7 37.9 49.5 0.001*
Fosfomisin 22.2 21.1 21.4 1.000
Trimetoprim/ 75.8 34.3 48.0 0.0001*

sulfametoksazol

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; kk: Ki-kare testi

Sekil 1. Sinif 1 ve sinif 2 integron pozitifliginin jel elektroforez goériintiisii.
[\l 1 3 4 5 6 7 8 9

500bp

18385

(M: 50-1000 bp DNA ladder. 1,2,4,9,11. kuyucuklarda sinif 1 integron pozitif izolatlara ait 160 bp’de bant ve 12.
kuyucukta sinif 1 integron+sinif 2 integron pozitif izolata ait 160 bp’de ve 288 bp’de bantlar izlenmektedir)
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TARTISMA

Horizontal gen transferi, genetik materyalin ayni nesildeki bakteriler arasinda transferidir. Mobil
genetik elemanlarin horizontal gen transferi bakteriler arasinda ¢oklu ilag direncinin ortaya ¢ikmasina,
rekombinasyonuna ve yayllmasina en biyuk katkiyr saglar. Patojenler arasinda fiziksel olarak hareket etme
kapasiteleri nedeniyle konak genomlari, mobil genetik elemanlar, bakteri topluluklarinda yaygin elemanlardir.
Bugline kadar plazmidler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve integronlar gibi cesitli mobil genetik elemanlar
tanimlanmistir. Ozellikle integronlar arasinda sinif 1 integronlar kliniklerde antibiyotik direncinin yayiimasina
neden olan en yaygin siniftir®. Sinif 1 integronun yayginhig klinik 6rneklerden izole edilen Gram negatif
bakteriler arasinda yaklagik %22 ile 55 arasinda degisir“s). Bizim ¢alismamizda da sinif 1 integron pozitifligi %33
ile en yaygin buldugumuz sinif olmustur. Bunu %1 ile sinif 2 integron pozitifligi takip etmistir. int 2 pozitif olan
sus ayni zamanda int 1 direng genine sahipti. Sinif 3 integron pozitifligi tespit edilmemistir. Wang ve ark. 18) 167
izolatla yaptiklari galismalarinda sinif 1 integron pozitifligini %57 bulmuslardir. Cin’de yapilan diger bir
calismada ise sinif 1 integron pozitifligi %54 olarak bulunmu5tur(13). Firoozeh ve ark. ® iran’da coklu ilag direngli
K. pneumoniae izolatlarinda sinif 1 integron pozitifligini %100 ve sinif 2 integron pozitifligini %36.7 o bulmus,
sinif 3 integron pozitifligi saptamamislardir.

Tirkiye'de sinif 1, 2 ve 3 integron tasiyan Enterobacteriaceae Uyeleri ile ilgili calismalar yapilmis olsa da
klinik izolatlarda Ozellikle de K. pneumoniae &rneklerinde yapilan arastirmalar sinirhdir®™. Ulkemizde K.
pneumoniae izolatlarinda Ug¢ integronun (int 1,2 ve 3 direncg geni ) birlikte arastirildigi yalnizca bir ¢alisma oldugu
gérUImU§tUr(4). Erag ve ark.larina” ait ¢alismada 10 K. pneumoniae susu degerlendirilmis, suslarin besinde
(%50) sinif 1 integron varligi tespit edilmistir. Ayni zamanda bir izolatta hem int1 hem de int2 tespit etmislerdir.

Sinif | integronlar antimikrobiyal direncin yayilmasinda énemli rol oynamaktadirlar. Sinif 1 integronlar
aminoglikozitler, beta-laktamlar, kloramfenikol, makrolidler, siilfonamidler, dezenfektanlar ve deksoftan gibi
40’tan fazla direng geni ile iliskilidirler(4). Bu ¢alismada integron 1 pozitif ve negatif izolatlarin antibiyotik direng
oranlarini  inceledig§imizde integron 1 pozitif izolatlarin integron 1 negatif izolatlara gore
trimetoprim/siilfametoksazol, siprofloksasin, levofloksasin, seftriakson, sefuroksim ve gentamisine karsi daha
yuksek oranda direngli oldugu saptanmistir. Verilerimiz bu konuda yapilan ¢alismalarla uyumludur(z'g’lg).

Saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlara neden olan Gram negatif etkenlerdeki karbapenem direng oranlari
giderek artmaktadir. Duran ve ark.® 2016-2020 yillarini kapsayan galismalarinda K. pneumoniae karbapenem
direncinin %16 ile %50 arasinda degistigini bildirmislerdir. ilgar ve ark.? galismalarinda ikinci basamak
hastanede K. pneumoniae karbapenem direng oranini %66, Uglincii basamak hastanede ise %24 olarak
bildirmislerdir. Son yillarda tlkemizin farkh bolgelerinde yapilan galismalarda, karbapenem direng oranlari %20-
51 arasinda bildirilmektedir'*®. Calismamizda K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem direng orani %15
bulunmustur.

Kinolon grubu antibiyotikler, idrar yolu enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde ilk secenek olarak tercih
edilen antibiyotiklerdir. Calismamizda siprofloksasin ve levofloksasin direnci %49 bulunmustur. Naz ve ark."?
¢alismalarinda poliklinik izolatlarinda %35, yatakli servis izolatlarinda %57, yogun bakim servisi izolatlarinda
%61 direng orani bulmuslardir.

Trimetoprim/sulfametoksazol direnci ¢alismamizda %48 bulunmustur. Cicek ve ark.” ¢ok merkezli
yaptiklari ¢alismada bizim calismamizla benzer sekilde trimetoprim/silfametoksazole karsi %41.2 direng
saptamislardir. integronlarda sik rastlanan direng genleri g6z 6niine alindiginda trimetoprim/siilfametoksazole
direncin istatistiki olarak anlamli ¢ikmasi beklenen bir sonugtur.

Calismamizda integron pozifif bulunan izolatlarin integron gen kasetlerinde bulunan direng genlerinin
tanimlanmamis olmasi kisitliliklardan biridir.

Literatiir incelendiginde Ulkemizde klinik 6rneklerde Ureyen diger Enterobacterales Uyeleriyle ilgili
¢alismalar bulunmasina karsin, ¢alismamizin K. pneumoniae izolatlarinda sinif 1, 2 ve 3 integron gen varliginin
incelendigi en kapsamli arastirma oldugu gorilmustir. Calismamizda; K. pneumoniae izolatlarinda sinif 1
integron pozitifligi durumunda, seftriakson, sefuroksim, gentamisin, siprofloksasin, levofloksasin,
trimetoprim/siilfametoksazole karsi direncin yiiksek oldugu gériilmektedir. Ozellikle antibiyotik direnciyle
yakindan iliskili olan integron 1’in takibi dogru tedavi semalarinin olusturulmasina katkida bulunacaktir.
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6z

Cerrahi alan enfeksiyonlari saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlarin yaklasik %20’sini olusturmakta ve hastalarda artmis
morbidite ile mortaliteye neden olmaktadir. Tarama amach yapilan rektal siiriintii kiiltiirlerinde ise hastalarin direngli
bakteriler ile kolonize oldugunun anlasiimasi yatis siirecindeki enfeksiyon riskini anlamli olarak arttirmaktadir. Calismamizda
hastanemiz Genel Cerrahi béliimi tarafindan son bes yilda ameliyat edilen 3228 hastada gelisen 102 cerrahi alan
enfeksiyonu (%3.16) verisini degerlendirdik. Calisma stiresince 86 hastada 168 etken lredigi ve sekiz hastada (%9.3) etkenin
direngli mikroorganizmalar oldugu gériildi. 16 hastada (%15.7) ise kiiltiir igin hi¢ 6rnek alinmadigi saptandi. Cerrahi alan
enfeksiyonu gelisen hastalarin 4 tanesinde direngli bakteri tarama kiiltiirii yapildigi ve bu hastalardan birinde karbapenemaz
tireten Gram negatif bakteri pozitifligi saptandigi anlasildi. Bu hastanin total gastrektomi sonrasi gelisen karin i¢i apse
kiiltiiriinde de yine karbapenemaz lireten Gram negatif bakteri, Escherichia coli tiremesi oldu. Bu sonuglar ile hastanemizde
cerrahi alan enfeksiyonlarinin énlenmesi icin, tarama kiiltiirii gibi énemli bir firsatin yeteri kadar iyi kullanilamadigi
sonucuna vardik. Etkin bir tarama ile daha fazla kolonize hastaya ulasmamiz miimkiin olsa bu hastalarda izolasyon,
yakindan izlem ve cerrahi alan enfeksiyonu gelismesi durumunda ise daha etkin bir tedavi planlama sansimiz olacakti.
Sonugta ¢alismamiz Genel Cerrahi tarafindan ameliyat edilen hastalarda gergeklestirilmesi gereken direngli bakteri
kolonizasyonu taramasi konusunda énemli eksikliklerimiz oldugunu gdéstermis ve cerrahi alan enfeksiyonu etkenlerinin
saptanmasi konusunda da gelisim alanlarimiz oldugunu belirlemistir.

Anahtar kelimeler: Cerrahi alan enfeksiyonu, Coklu direngli bakteriler, Direngli bakteri kolonizasyonu taramasi,
Karbapenemaz lireten Gram negatif bakteri

ABSTRACT
Impact of Multidrug-resistant Bacteria Colonisation Screening on Surgical Site Infections

Surgical site infections constitute approximately 20% of healthcare-associated infections and increase morbidity and
mortality rates. In the rectal swab cultures for multidrug-resistant bacteria colonization screening, colonized patients with
resistant bacteria have a significantly increased risk of infection during their hospitalization period. Our study evaluated 102
surgical site infections (3.16%) developed in 3228 patients operated by the General Surgery team in the last five years.
During the study period, 168 microorganisms were reported in 86 patients, and the causative microorganism in eight
patients (9.3%) were multi-drug resistant. It was shown that no samples were taken for culture in 16 patients (15.7%).
Multidrug-resistant bacteria colonization screening cultures were performed in 4 patients with surgical site infections, and
carbapenemase producing Gram negative bacteria was found in one of them. That patient, who underwent total
gastrectomy, had a postoperative intra-abdominal abscess, and a carbapenemase producing Gram negative bacteria,
Escherichia coli, was reported in his abscess culture. With these results, we concluded that a significant opportunity, such as
a screening culture, could not be used well enough to prevent surgical site infections in our hospital. If we reach more
colonized patients with adequate screening, we would have the chance to plan timely isolation, close monitoring and more
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effective treatment in case of surgical site infection. As a result, our study showed that we have essential deficiencies in
screening resistant bacteria colonization that should be performed in patients operated by General Surgery and determined
that we have room for improvement in diagnosing surgical site infection causative microorganisms.

Keywords: Carbapenemase producing Gram negative bacteria, Multidrug-resistant bacteria, Multidrug-resistant bacteria
colonization screening, Surgical site infections

GiRIS

Cerrahi alan enfeksiyonlari (CAE) saglik sistemlerinin en 6nemli sorunlarindan biri olma o6zelligini
korumakta, hastalarda morbiditeye, uzamis hastane vyatisina, artmig maliyete ve mortaliteye neden
olmaktadir®. 2016 yilinda Diinya Saglk Orgiitii cerrahi alan enfeksiyonlarinin énlenmesine yénelik ilk kiiresel
kilavuzu yaylnladl(l’z). Sonraki yillarda ise American College of Surgeons ile Surgical Infection Societym ve cDC"
gibi 6nemli kurumlar bu konuda kendi 6nerilerini paylastiklari yeni kilavuzlar yayinladilar. Kilavuzlarin sayesinde
cerrahi alan enfeksiyonu oranlarinda anlamli dislsler olmasi beklendi ancak dnerilerin alanlarda uygulanmasi
sirecinde yasanan sorunlar, hedeflenen dizeyde iyilesmenin saglanamamasina neden oldu. Bu sorunun
asllabilmesi icin de kilavuzlarin uygulanmasina yonelik oneriler oIU§turuIdu(”). Ayrica sorunun ¢6zimd igin
multidisipliner bir yaklagim gerektigi, CAE oranlarini azaltmak igin sirveyans c¢alismalarinin, antibiyotik
yonetisiminin ve ¢ok sayida enfeksiyon kontrol 6nleminin birlikte yurttiilmesinin gerektigi de anlasildi.

Enfeksiyonlarin énlenmesi konusundaki bu olumlu gelismelere karsin, son yillarda kiiresel diizeyde
artan antimikrobiyal diren¢ sorunu hastalarin klinik sonuglarini olumsuz yénde etkiledi. Coklu direngli (MDR)
bakteriler ile gelisen enfeksiyonlar hastane yatislarini ve antibiyotik tedavi sirelerini uzatti, revizyon
cerrahilerine gereksinimi arttirdi ve mortalite oranlarini y[]kselttim). Guncel yayinlarda MDR Gram negatif
comaklarin neden oldugu CAE sayisinin giderek artan oranda bildirilmesi®** CAE konusunda da bu
organizmalarin gercekten 6nemsenmesi gerektigini gosterdi.

Tarama amach yapilan rektal siirlinti kultlrlerinde hastanin MDR bakteriler ile kolonize oldugunun
anlasiimasi, daha yatis sirecinde hastada enfeksiyon gelisim riskinin anlamli olarak ylksek olacagini
ongérmemizi saélamaktadlr(7’17). Biz de ¢alismamizda son bes yil icerisinde ameliyat ettigimiz ve CAE gelisen
hasta verilerini inceledik, bu hasta grubunda ‘direncli bakteri tarama kiiltlird’ yapilma orani ile tarama kiltira
Gremelerinin CAE etkenleri tizerindeki etkisini degerlendirmeyi hedefledik.

GEREG VE YONTEM

Calismamizda 01 Ocak 2018 ile 31 Aralik 2022 tarihleri arasindaki bes yillik donemde genel cerrahi
bolimi tarafindan ameliyat edilen 3228 hastada gelisen 102 CAE ile direncli bakteri kolonizasyonu taramasi
yapilan hastalarin verileri degerlendirilmistir.

Calismanin yuritildagh merkez olan Anadolu Saglik Merkezi Hastanesi’'nde tedavi edilen hastalar,
cesitli demografik 6zellikler géstermektedir. Hastanede genel saglik hizmetlerinin yani sira, yurt disindan gelen
kanser hastalarina da hizmet verilmektedir. ilk tedavileri ve ameliyatlari farkli cografyalarda gergeklestirilen bu
hastalarda hastaneye yatis sirasinda direngli mikroorganizmalar ile kolonizasyon goriilebilmektedir. Genel
Cerrahi bolimiine basvuran hastalarin bir boélimiinde, daha 6nce yapilan girisimsel islemlerde yerlestirilen ve
dis ortam ile iliskili kateterler (6rnegin eksternal biliyer kateter) veya drenler (karin igerisine yerlestirilen
hemovak veya Jackson-Pratt tipi drenler) bulunabilmektedir. Ayrica yine yurtdisinda yapilan ERCP ve biliyer
internal stent yerlestirilmesi gibi girisimsel endoskopik islemler nedeniyle safra gibi steril olmasi beklenen viicut
sivilarinin da bazi mikroorganizmalar ile kolonize oldugu gorilebilmektedir. Uzun kemoterapi slregleri
sonrasinda hastanemize basvuran hastalarin aldiklari bu tedavilerin bagisiklik sistemlerini ve mikrobiyotalarini
etkilemis olabilecegi de gbz 6niinde bulundurulmalidir.

Son revizyonu 07.02.2022 tarihinde vyapilan “Anadolu Saghk Merkezi Cogul Direngli
Mikroorganizmalarda Tarama Algoritmasi” protokoliinde son 6 ay icerisinde hastane yatisi olan hastalar ‘Gzel
hasta grubu’ olarak tanimlanmistir (Sekil 1). Protokol uyarinca, bu hastalarda karbapenemaz yapan Gram
negatif comaklar icin rektal strinti ile Metisiline direngli Staphylococcus Aureus (MRSA) i¢in burun strintisi
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alinmaktadir. Ayrica santral kateteri veya intravendz portu olan hastalarda kan kultlrd, Uriner kateteri
olanlarda idrar kiiltliri ve entlibe olan hastalarda ise endotrakeal aspirat (ETA) yapilmasi protokol ile rutin
uygulama haline getirilmistir. Kiltlir sonuglari belli olana kadar tim hastalarda ‘temas izolasyonu’
uygulanmaktadir. Tarama ve/veya diger kultir sonucu pozitif olan hastalar ise Uremeleriyle uyumlu
izolasyonlara alinmaktadir.

Sekil 1. Anadolu Saglk Merkezi Cogul Direngli Mikroorganizmalarda Tarama Algoritmasi.

COGUL DIRENGCLI MIKROORGANIZMALARDA TARAMA ADIMLARI
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Laboratuvarimiza gelen tarama ve CAE gelisen hastalardan alinan kiltiir 6rnekleri, uygun besiyerlerine
ekilerek aerop kosullarda 37°C'de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Mikroorganizmalarin identifikasyonu VITEK 2
(BioMérieux, Fransa) ve/veya MALDI-TOF MS sistemi (BioMérieux, Fransa) ile yapilmistir.  Antibiyotik
duyarliliklari Gretici firmanin 6nerileri dogrultusunda otomatize VITEK version 2.0 (BioMérieux, Fransa) sistemi
ile calisilmis ve European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) kriterlerine goére
degerlendirilmistir. Karbapenemlere direngli gram negatif comaklar igin Carba-NP (BioMérieux, Fransa) testi,
Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda cahsilmistir.
Bu calisma Helsinki Deklarasyonu (2013 revizyonu) ile uyumlu olarak gergeklestirilmis ve Anadolu Saglik
Merkezi etik kurulu tarafindan degerlendirilerek onaylanmistir (ASM-EK- 23/239).

BULGULAR

Hastanemizde 01 Ocak 2018 ile 31 Aralik 2022 tarihleri arasindaki bes yillik donemde Genel Cerrahi
bolimi tarafindan ameliyat edilen 3228 hastada toplam 102 CAE gelistigi saptandi. Yillik CAE oranlarimizin
%1.9 ile %4.6 arasinda degistigi ve ortalamamizin yilda %3.16 oldugu belirlendi.

CAE gelisen 102 hastanin on altisindan (%15.7) kiltur 6rnegi alinmadig icin CAE etkenlerine yonelik
mikrobiyolojik degerlendirme yapilamadigi belirlendi. Seksen alti hastadan goénderilen 6rneklere ait kiltur
sonuglari degerlendirildiginde ise 168 ireme oldugu goériildii (Tablo 1). Uremesi olan 40 hastanin kiltiirlerinde
birden fazla etken Uredigi saptandi.

Tablo 1. Cerrahi alan enfeksiyonu patojen etken dagilimi.

Enfeksiyon Etkeni n
Escherichia coli 49
Klebsiella pneumoniae 19
Enterococcus spp. 19
Pseudomonas spp. 15
Candida spp. 12
Staphylococcus spp. 11
Enterobacter cloacae 10
Proteus spp. 9
Streptococcus spp. 8
Acinetobacter baumanni 6
Stenotrophomonas maltophilia 5
Morganella morganii 3
Citrobacter spp. 2
Toplam 168

Sekiz hastadaki Gremenin MDR etkenler (Karbapenemaz ireten Gram negatif gomak, MRSA,
Vankomisin direncli enterokoklar (VRE)) ile oldugu bulundu. Sekiz hastanin 3 tanesinde karbapenemaz ireten
Gram negatif comak, 4 hastada MRSA ve 1 hastada VRE Uremesi raporlandi. Sonucta etkenin MDR
mikroorganizmalarin oldugu CEA oraninin %7.8 oldugu goérilda (8 Ureme/102 hasta). Hatta kaltur igin 6rnek
gonderilmeyen 16 hasta gikartildiginda bu oranin %9.3’e yukseldigi (8 Ureme/86 hasta) saptandi.

CAE gelisen 102 hastanin ‘goklu direngli bakteri kolonizasyonu taramasi’ verileri degerlendirildiginde
sadece dort hastada tarama yapildigl gorildi. Bu dért hastanin liclinde karbapenemaz lreten Gram negatif
bakteri, MRSA veya VRE liremesi olmadi. Bir hastada ise karbapenemaz lireten Gram negatif bakteri Gremesi
oldu ve bu hastada MRSA veya VRE lremesi olmadigl goriildii. Hastanin mide kanseri nedeniyle total
gastrektomi yaptigimiz ve izlemde organ/bosluk enfeksiyonu gelisen bir uluslararasi hasta oldugu goérildu.
Hastanin apse kiltiirinde tarama sonucu ile uyumlu olarak karbapenemaz lreten bir Gram negatif bakteri,
Escherichia coli Gremesi oldugu gorild.

99



ANKEM Derg 2023;37(3):96-102

TARTISMA

Coklu direngli mikroorganizma kolonizasyonu tarama kiiltirleri de hastanelerde gergeklestirilen
‘enfeksiyon onleme ve kontrolld’ ¢alismalarinin énemli unsurlarindan biridir. Tarama kdltirleri sonucunda
mikrobiyotada patojen olabilecek mikroorganizmalar tespit edilebilmekte ve insan ekosistemine yonelik
anlayisimiz gelismektedir. Ozellikle tarama kiiltiirlerinde {iremesi olan hastalarda, izolasyon gibi erken uyari
sistemleri devreye sokularak etkenin neden olabilecegi potansiyel hasarlar engellenebilmektedir.

CAE etkenleri dagimi farklilagmakta, MDR etkenlerin agirligi artmakta ve bu oranin giincel ¢galismalarda
%30 diizeyine yukseldigi gérUImektedir(G). Tarama kiltirlerinde lGremesi olan hastalarda ameliyat sonrasinda
CAE gelisirse, elde olan bu pozitif sonu¢ daha da degerli hale gelmekte ve baslanacak ampirik tedaviye
kilavuzluk etmektedir. Bu etkeni de kapsayacak bir antimikrobiyal segilmesi tedavi basarisini arttirabilmekte ve
basta sepsis olmak lizere istenmeyen komplikasyonlarin gelisme riskini azaltmaktadir.

Kolonize hastalarda artmis bir enfeksiyon riski oldugu kabuli ginliik klinik uygulamalarimizda kolonize
hastalari erken tanimak hatta kolonizasyonu énlenmek icin ciddi bir caba géstermemizi zorunlu hale getirir,
¢linkli bu direngli organizmalar ile gelisen enfeksiyonlar hem hastalar hem de tiim saglik sistemi Uzerinde
anlamh bir risk olusturmaktadir. Konu (zerinde yapilmis ¢alismalar kesin sonuglar ortaya koymasa da bize bazi
¢ikarimlar yapma sansi vermektedir®'®*). Bu ¢alismalar, enfeksiyon etkenlerinin endojen oldugu ve hastalarin
gastrointestinal mikrofloralarinin bu enfeksiyonlar igin kaynak olusturdugu kabullini dogrulamistir. Ayrica MDR
Gram negatif basil ile nozokomiyal kolonizasyonun, gelisecek enfeksiyonlar igin 6nemli bir risk unsuru oldugunu
ve bu hastalarda daha yiiksek oranda enfeksiyon gelistigini ortaya koymustur. Daha da 6nemlisi, MDR Gram
negatif basil ile kolonize olan hastalarda enfeksiyon gelistigi zaman enfeksiyon etkeninin yine bu MDR Gram
negatif basil olma ihtimalinin anlamli olarak yiiksek oldugu da gosterilmistir. Bu nedenle kolonize hasta
grubunda enfeksiyon gelistiginde baslanacak ampirik tedavide MDR Gram negatif ¢comaklara de etkili olacak
antibiyotik segiminin, tedavi basarisini arttiracagl ve bu enfeksiyonlara ikincil gelisecek komplikasyonlari
onleyecegi anla§|lm|§tlr(15). Ote yandan, MDR Gram negatif basil tasiyicilarinin cerrahi éncesinde rutin olarak
dekolonize edilmeye calisiimasi hem uzun dénem etkinliginin olmamasi, hem de antibiyotik diren¢ sorununu
arttirma potansiyeli nedeniyle giincel kilavuzlar tarafindan hala dnerilmemektedir™®.

Calismamizda ‘goklu direngli bakteri kolonizasyonu taramasi’ yapilan hastalar igerisinde sadece bir
hastada karbapenemaz lireten Gram negatif bakteri Gremesi oldugu ve eldeki bilgi birikimi ile uyumlu olarak bu
hastada gelisen CAE etkeninin yine karbapenemaz lireten Gram negatif bakteri, E. coli oldugu gorildi. Bu sonug
CAE 6nlenmesi icin ciddi gaba gésteren ekibimizin aslinda ‘tarama kiiltiirQ’ gibi 6nemli bir firsati yeteri kadar iyi
kullanmadig gergegini ortaya koymustur. CAE gelisen 102 hastanin sadece 4 tanesine ‘coklu direncli bakteri
kolonizasyonu taramasl’ yapilmasi bir iyilestirme firsati olarak degerlendirilmistir. Eger hastanemizdeki
algoritmamiza uyumumuz daha yliksek olsa ve tarama yapilmasi gereken hastalara herhangi bir istisna olmadan
tarama yapabilmis olsak biylk bir olasilikla daha ylksek oranda kiiltiir pozitif hastayl saptayabilecektik. Bu
kiltlrlerde Gremesi olan hasta grubunda ise izolasyon, yakin izlem ve CAE gelismesi durumunda daha etkin
tedavi ile sonuglarimizi iyilestirme sansimiz olacakti.

Sadece dort hastaya tarama yapilmasinin diger bir nedeninin ise hastanemizde uygulanan algoritma
olabilecegi diisiintldi. Algoritmanin gdzden gegirilmesinin ve daha genis bir popilasyonun hedef kitle olarak
belirlenmesinin sonuglara olumlu katkida bulunabilecegini diisiindiik. Zaten daha 6nce farkh kilavuz ile protokol
orneklerinde gorildigi gibi kiiresel standartlarin ve onerilerin 6tesinde her hastanenin kendi sartlarina ve
hasta profiline 6zel bazi degisiklikler yapmasi sonuglari iyilestirebiliyor.

Algoritmamiza gore taranmasi gereken ancak tarama yapilmayan alt grup degerlendirildiginde ise
buradaki en énemli nedenin cerrahi ekibin uyumsuzlugu olabilecegi distnuldi. Bu taramalarin tibbi olarak
gerekli olmadigi ve zaman kaybina neden oldugu inancina sahip cerrahlarin  konu hakkinda
bilgilendirilmelerinin, onlara ameliyat sonrasi MDR mikroorganizmalar ile gelisecek enfeksiyonlarin neden
olabilecegi hasarlarin anlatilmasinin siireci olumlu yénde etkileyecegi diisiintildii. Ayrica CAE oranimizin %3.16
ve Ureyen etkenlerin %9.3’Gnin MDR organizmalar oldugu verisi g6z 6niine alindiginda, tarama kultlrlerinin
diger bir yuki olan maliyetin de hakl bir iddia olmadigi sdylenebilir. Bu konu hakkinda yapilacak bir ‘maliyet-
etkinlik’ ¢calismasinin da siirece katkisi olacaktir.

Taranan hasta sayisinin arttirilabilmesi icin cerrahi ekip ile yapilacak ¢alismalarin 6tesinde, tim klinik
ve idari stireglerin bu farkindalik ile yeniden gézden gecirilmesi de uygun olacaktir.
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Preoperatif rektal stirintt kiiltirinde ireme olan hastalarin CAE oranlarinda anlamli bir artis oldugu
gosterilmis ancak bugiline kadar yapilan galismalar ile bu hasta grubu igin farkli bir tedavi protokoliiniin daha
etkin olacagl konusunda gliclii kanitlar ortaya konulamam|§t|r(13). Oniimiizdeki dénemde bu alandaki bilgi
birikiminin artmasi ve kiltir pozitifligi olan hastalarda yapilacak ek girisimler ile CAE oranlarinda iyilesmeler
elde edilmesi bizim de beklentilerimiz icerisindedir.

MDR mikroorganizmalar ile kolonize olan hastalarda, ‘profilaktik antibiyotik’ uygulama
protokolimuizde degisiklige gitmemizin sonuglar lzerinde etkisi olup olmayacagl diger énemli konulardan
biridir. Nisan 2023’te yayinlanan ESCMID/EUCIC kilavuzunda MDR Gram negatif comaklar ile kolonize olmus
hastalarin cerrahi sonrasi dénemleri degerlendirilerek bu sorunun yaniti aranm|§t|r(12). Kilavuzda gligli olarak
alti gizilen nokta, bu konuda g¢ok ciddi bilgi eksikligimizin oldugu ve ¢ogu sorunun yaniti igin eldeki kanitlarin
sadece gozlemsel galisma sonuglarina dayandigidir. Yazarlar, hazirladiklari kilavuza temel olan galismalarin orta
ile yiksek diizeyde yanhlk icerdigini ve dnerilerinin gogunun diisiik kanit diizeyi ile desteklendigini belirtmisler.
Yazarlarin solid organ nakli ile kolorektal cerrahi yapilacak hastalarda onerileri olmus ancak diger tiim cerrahiler
icin veri kalitesi ylksek ve prospektif calismalara gereksinim oldugu ¢ikariminda bulunmuslardlr(lz).

GCalismamizin, degerlendirilen hasta sayisinin sinirli olmasi gibi major bir kisiti mevcuttur ancak bu kisitli
veri ile bile hastanemizde CAE gelisen hasta grubunda ¢oklu direngli bakteri kolonizasyonu taramasi yapilan
hasta sayisinin yeterli olmadigi sdylenebilir. Ayrica CAE gelisen hastalarda etkenin belirlenmesi igin cerrahi
alandan kultir alma uygulamasinin istenilen diizeyin altinda kaldigi gérilmistiir. Hem tarama yaptigimiz hasta
sayisinin arttiriimasi, hem de CAE gelisen tim hastalardan kiltiir alinmasi konusunda gelisim alanlarimiz oldugu
belirlenmistir. Tarama kiltiirinde karbapenemaz treten Gram negatif bakteri Gremesi olan ve gelisen CAE
nedeniyle alinan kiiltiirde etkenin yine karbapenemaz lireten Gram negatif bakteri, E. coli oldugu goriilen
hastamiz taramalarin hastanemizdeki oneminin de altini gizmistir. Daha etkin ve kapsayici bir tarama
yapilabilmesinin, MDR organizmalarin etken oldugu cerrahi alan enfeksiyonlari riskini azaltabilecegini,
enfeksiyon gelismesi kosulunda bile etkenin MDR mikroorganizma olma olasiliginin farkinda olarak daha hizh
davranma ve uygun tedavi ile daha iyi sonuglar elde etme sansimiz olabilecegini diisindirmustdr.
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6z

Coklu ilaca direngli (MDR) Gram negatif bakteriyel patojenler ciddi mortalite ve morbidite ile seyreden enfeksiyonlara neden
olabilirler. Bu izolatlarin etken oldugu enfeksiyonlarda tedavi segenekleri sinirlidir. Calismamizda cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen MDR Gram negatif bakterilerde seftazidim-avibaktam duyarlilik oraninin arastirilmasi amaglanmustir.

Calismaya Diizce Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Temmuz 2018-Temmuz 2022 tarihleri arasinda cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen Enterobacterales ve Pseudomonas aeruginosa suslari dahil edildi. Tiir diizeyinde tanimlama ve
antimikrobiyal duyarlilik testleri igin klasik yéntemlere ilave olarak otomatize sistem (VITEK 2 Compact /Phoenix) kullanildi.
Bunlarin icinden MDR oldugu saptanan izolatlarda disk difiizyon yontemi ile seftazidim-avibaktam (10-4 u) (Bioanalyse,
Tiirkiye) duyarhiigr arastirildi.

Cesitli klinik érneklerden toplam 83 adet MDR Enterobacterales ve 33 adet MDR P. aeruginosa olmak lizere 116 sus izole
edildi. izolatlarin 45’i (%38.7) seftazidim-avibaktama duyarli bulundu. Seftazidim-avibaktam duyarlili§i Enterobacterales igin
%44.6 iken, P. aeruginosa suslarinda %24.2 olarak saptandi.

Sonug olarak ¢alismamizda, MDR Enterobacterales’te en etkili antibiyotik kolistin (p<0.001), ikinci seftazidim-avibaktam
(p<0.001) oldu. MDR P. aeruginosa suslarinda da en etkili antibiyotik kolistin (p<0.001) olmakla birlikte; gentamisin,
amikasin ve seftazidim-avibaktam duyarhiliklarinin benzer oldugu goriildii (p<0.819). Yapilan ¢calismalarda P. aeruginosa'nin
seftazidim-avibaktama karsi diren¢ oranlarinin diger Gram-negatif patojenlere gére daha yiiksek oldugu gésterilmistir.
Sonuglarimiz  seftazidim-avibaktamin  MDR-Enterobacterales ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisi igin bir alternatif
olabilecegini; ancak, MDR-P. aeruginosa suslarinda duyarlilik test sonuglarinin énemli oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: ¢oklu ilag direnci, Enterobacterales, P. aeruginosa, seftazidim-avibaktam
ABSTRACT
Investigation of Ceftazidime-Avibactam Susceptibility in Multidrug Resistant Gram Negative Bacteria

Multi-drug resistant (MDR) Gram-negative bacterial pathogens may cause infections with serious mortality and morbidity.
Treatment options for infections caused by these isolates are limited. The aim of our study was to investigate the
ceftazidime-avibactam susceptibility rate in MDR Gram negative bacteria isolated from various clinical samples.
Enterobacterales and Pseudomonas aeruginosa strains isolated from various clinical samples in Diizce University Medical
Microbiology Laboratory between July 2018 and July 2022 were included in the study. In addition to classical methods, an
automated system (VITEK 2 Compact /Phoenix) was used for species level identification and antimicrobial susceptibility
testing. Ceftazidime-avibactam (10-4 u) (Bioanalyse, Turkey) susceptibility was investigated by disc diffusion method in the
MDR isolates.

A total of 116 strains, including 83 MDR Enterobacterales and 33 MDR-P. aeruginosa, were isolated from various clinical
samples. Forty-five (38.7%) of the isolates were susceptible to ceftazidime-avibactam. Ceftazidime-avibactam susceptibility
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was 44.6% for Enterobacterales and 24.2% for P. aeruginosa strains. In conclusion, the most effective antibiotic against MDR
Enterobacterales was colistin (p<0.001) and, the second was ceftazidime-avibactam (p<0.001) in our study. Although the
most effective antibiotic against MDR P. aeruginosa strains was also colistin (p<0.001); the susceptibilities to gentamicin,
amikacin and ceftazidime-avibactam were similar (p<0.819). Studies have shown that resistance rates of P. aeruginosa to
ceftazidime-avibactam were higher than other Gram negative pathogens. Our results indicate that ceftazidime-avibactam
may be an alternative for the treatment of infections caused by MDR-Enterobacterales; However, they suggest that
susceptibility test results are important for MDR-P. aeruginosa strains.

Keywords: ceftazidime-avibactam, Enterobacterales, multidrug resistance, P. aeruginosa
GiRiS

Coklu ilaca direngli Gram negatif bakterilerin (MDR-GNB) diinyada artan prevalansi énemli bir kiresel
halk saghgi sorunudur®. Ug veya daha fazla antimikrobiyal siniftan en az bir ajana karsi in vitro direng gelistiren
mikroorganizmalar ¢oklu ilaca direngli (MDR) organizmalar olarak adlandirilirlar™. MDR-GNB patojenler ciddi
mortalite ve morbidite ile seyreden enfeksiyonlara neden olurlar®. Tiim diinyada, yogun bakim Unitelerinde
tedavi segeneklerinin sinirh oldugu MDR-GNB enfeksiyonlarinin oraninda 6nemli bir artis olmustur.
Enterobacterales ve Pseudomonas aeruginosa hastane kaynakli en yaygin ilaca direngli GNB'lerdir™.

ilaca direncli GNB arttikca antimikrobiyal tedavinin uygunluk olasiligi azalmaktadir. Bircok ilaca direngli
GNB enfeksiyonunu tedavi etmek icin kullanilan son care olan kolistine bile direngli organizmalar biIdiriImig.tir(l).
Antibiyotiklere direncin ana mekanizmalarindan biri, ¢cok cesitli B-laktam antibiyotiklere diren¢ kazandiran -
laktamaz dretimidir™. Genisletilmis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) Ureten patojenlerin artmasi, tedavide
karbapenemlerin daha fazla kullanilmasinda ana etkendir. Karbapenemaz iireten patojenlerin ortaya ¢ikmasi ve
yayilmasi, yeni antimikrobiyal ajanlara acil ihtiyacin varligini géstermektedir(le).

Karbapenem direngli gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar igin genellikle kolistin,
aminoglikozitler, tigesiklin ve/veya fosfomisin kullanilir; ancak, bunlarin hasta lzerindeki yarari sinirhdir ve
toksik etkileri fazladir. Seftazidim-avibaktam (CAZ-AVI), komplike karin ici ve idrar yolu enfeksiyonu, hastane
kokenli pnémoni ve sinirl tedavi secenekleri olan Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisi igin 2015
yilinda “Food and Drug Administration” (FDA) tarafindan onaylanan yeni bir B-laktam/B-laktamaz inhibitoru
kombinasyonudur(s).

CAZ-AVI, lglinct kusak sefalosporin olan seftazidim ile B-laktam olmayan yeni B-laktamaz inhibitori
avibaktamin intravenoz olarak uygulanan bir kombinasyonudur. CAZ-AVI’'nin GSBL'ler, KPC ve Ambler sinif A ve
C B-laktamazlara etkili oldugu, OXA-48 tipi Ambler sinif D B-laktamazlara kismen etkili oldugu ve Sinif B B-
laktamazlara (metallo-B-laktamazlar: NDM, VIM, IMP vb.) etkisiz oldugu bilinmektedir. Bu kombinasyonun klinik
olarak yalnizca birkag yildir mevcut olmasina ve MDR-GNB’lerde kanitlanmis etkinligine ragmen CAZ-AVI'ye
karsi direng gorilen vakalar da rapor edilmistir. Bu durum MDR-GNB enfeksiyonlari agisindan endise vericidir ve
bununla ilgili ¢calismalara ihtiyag duyulmaktadlr(zo). Calismamizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen MDR-
GNB suglarinda CAZ-AVI duyarlilik oraninin arastirilmasi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu calisma Dizce Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirma ve Uygulama Hastanesinde Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda Temmuz 2018 - Temmuz 2022 tarihleri arasinda cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen ¢oklu ilaca direngli Enterobacterales (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp.) ve
P. aeruginosa izolatlari dahil edildi.

Tir diizeyinde tanimlama ve antimikrobiyal duyarhlik testleri igin klasik yontemlere ilave olarak VITEK2
(bio-Mérieux, Fransa) ile BD Phoenix™ (Becton Dickinson, Amerika Birlesik Devletleri) otomatize sistemleri
kullanildi. Bunlarin igcinden MDR oldugu saptanan izolatlarda Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemi ile CAZ-AVI (10-
4 ) (Bioanalyse, Tirkiye) duyarliigi bakildi. Kolistin duyarliigi “in house” sivi mikrodiliisyon yontemi ile tespit
edildi. Antimikrobiyal duyarlilik sonuglari Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) tarafindan 6nerilen sinir degerlere gore raporlandl(lg).

Calismanin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS 23.0 (Statistical Package for Social Sciences, SPSS
Inc., Sikago, ABD) istatistik paket programi kullanildi. Kategorik veriler frekans ve ylizde seklinde 6zetlendi.
Verilerin analizinde Ki-kare testi, Fisher’s Exact ve Fisher Freeman Halton Testleri kullanildi. p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 83’lU Enterobacterales (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
Proteus spp., E. coli) ve 33’0 P. aeruginosa olmak lzere 116 MDR izolati ¢calismaya dahil edildi.

Bu izolatlarin en fazla yogun bakim linitelerinden (%80.1) izole edildigi ve siklikla solunum &rneklerinde
(%66.3) saptandigi gorildi. CAZ-AVI duyarli ve direngli suslarin tredigi hastalar demografik 6zellikleri agisindan
degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamh fark olmadigi tespit edildi.

Tablo 1. Seftazidim-avibaktam duyarli ve direngli suslarin izole edildigi hastalarin demografik verilere gére
dagilimi.

Seftazidim-avibaktam Duyarli Seftazidim-avibaktam Direngli p Degeri
(n=45) (n=71)
n % n %
Yas Grubu 0.337
65 Yas Alti 15 33.3 30 42.3
65 Yas Ustii 30 66.7 41 57.7
Cinsiyet 0.433
Erkek 23 51.1 31 43.7
Kadin 22 48.9 40 56.3
Klinik 0.128
YBU 32 71.1 61 85.9
Dabhili Servis 9 20.0 6 8.5
Cerrahi Servis 4 8.9 4 5.6
Ornek Tiirii 0.220
Solunum yolu 30 66.7 47 66.2
idrar 7 15.6 8 11.3
Kan-kateter 4 8.9 14 19.7
Diger 4 8.9 2 2.8

YBU: Yogdun bakim (initesi, Dider: konjunktiva, yara, doku vs.
CAZ-AVI duyarhhig arastirilan MDR suslarinin %71’i Enterobacterales ailesi Uyesi iken, %28’i P.
aeruginosa idi. MDR Enterobacterales iginde en sik gozlenen tir K. pneumoniae oldu. Calismaya alinan

izolatlarin turlere gore dagilimi Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Calismaya alinan ¢ok ilaca direncli Gram negatif bakterilerde tir dagihmi.

Tiir adi Sayi (n) %
Enterobacterales 83 71.5
Klebsiella pneumoniae 68 81.9
Enterobacter spp. 13 15.7
Escherichia coli 1 1.2
Proteus spp. 1 1.2
P. aeruginosa 33 28.5
Toplam 116 100.0

Tam izolatlarin 45’i (%38.7) CAZ-AVI duyarli bulundu. CAZ-AVI duyarhlgi Enterobacterales tirlerinde
%44.6, P. aeruginosa suslarinda %24.2 olarak saptandi. istatistiksel olarak Enterobacterales tiirlerinde CAZ-AVI
duyarhlik oraninin P. aeruginosa suslarina gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p=0.043) (Tablo 2).

Calismamizda, ¢oklu ilaca direncli Enterobacterales tiirlerinde en etkili antibiyotigin kolistin (p<0.001),
ikincinin CAZ-AVI (p<0.001) oldugu tespit edilmistir. Coklu ilaca direncli P. aeruginosa suslarinda ise en etkili
antibiyotik kolistin (p<0.001) olmakla birlikte, ikinci sirayr paylasan gentamisin, amikasin ve CAZ-AVI
duyarhliklarinin benzer oldugu goralmustir (p<0.819) (Tablo 3).
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Tablo 3. Enterobacterales takimi ve P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarlliklari.

Antibiyotik Enterobacterales P. aeruginosa p degeri
(n=83) (n=33)

n % n %
Tigesiklin 24 28.9 - -
Amikasin 14 16.9 10 30.3 0.107
Gentamisin 10 12.0 10 30.3 0.019
Kolistin 74 89.2 33 100.0 0.059
Seftazidim/Avibaktam 37 44.6 8 24.2 0.043
Ertapenem 0 0 0 0
Meropenem 0 0 0 0
imipenem 0 0 0 0
-: dederlendirilmedi
TARTISMA

Enterobacterales ve P. aeruginosa hastanede yatan hastalarda enfeksiyonun baslica nedenleridir ve bu
organizmalar arasindaki antimikrobiyal direng oranlari son yirmi yilda sirekli olarak artmaktadir™. Bu
organizmalar arasinda ¢oklu antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelisimi, bu etkenlere bagh enfeksiyonlarin
tedavi segeneklerinin kisitlanmasi nedeniyle dnemli bir halk saghgi sorunu haline gelmi§tir(18).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde toplam 84 Tip Merkezi’nden yapilan bir arastirmada MDR izolatlarinin
pnémonili (%12.2) hastalarda diger enfeksiyon tiirlerine gére belirgin sekilde yiiksek oldugu gérUImL’|§tL’|r(14).
Stone ve ark.’nin” yaptigi ¢cok merkezli bir galismada izolatlarin en yaygin solunum (%42.3) orneklerinden
kaynaklandigi saptanmistir. Zou ve ark’nin® MDR-GNB izolatlarinda yaptiklari bir calismada %74.2’si yogun
bakim disi servislerden, %65’inin erkek hastalardan, %34.2’sinin solunum yolu &rneklerinden tespit edildigi
gosterilmistir. Kiratisin ve ark.’nin® yaptiklari calismada Enterobacterales ve P. aeruginosa igin direncli
izolatlarin yaklasik Ggte biri yogun bakim Gnitelerindeki hastalardan izole edildigi ve izolatlarin %60'i erkek hasta
oldugu ve her iki tiir icin de izolatlarin en yaygin kiltir kaynagi alt solunum yolu oldugunu tespit etmislerdir.
Calismamizda MDR-GNB izolatlarinin en fazla yogun bakim linitelerinden ve en ¢ok solunum yolu érneklerinden
izole edildigi saptanmustir. Literatiirle kiyasladigimizda verilerimizin benzer oldugu goérilmastar.

Kempf ve ark.’nin"”’ yaptiklari bir calismada MDR Enterobacter spp. izolatlarinda CAZ-AVI duyarlihgi
%93.9 olarak tespit edilmistir. Ayni calismada kolistin ve amikasin duyarliigi sirasiyla %81.4 ve %96.6
bulunmustur. Sader ve ark./nin®¥ yaptigi cok merkezli bir calismada MDR Enterobacterales icin en yiksek
duyarlilik CAZ-AVI'ye karsi %97.6 olarak bildirilmistir. Yine bu ¢alismada MDR izolatlarinda kolistin duyarlilig
%61.6 oldugu gosterilmistir. Kim ve ark.’nin® MDR Enterobacterales izolatlarinda yaptiklari ¢calismada CAZ-AVI,
kolistin ve tigesikline duyarlilik ylzdesi %73, %86 ve %25 olarak bildirilmistir. Zou ve ark.’nin™ Guney Bati
Cin’de yaptiklari arastirmada MDR Enterobacterales izolatlarinin %75’i CAZ-AVI duyarli olarak tespit edilmistir.
Karlowsky ve ark.” 85 karbapenem direngli K. pneumoniae izolatinin %51.8'inin CAZ-AVI direngli oldugunu
belirtmistir. Kaya ve ark.’nin® Glkemizde yaptigi bir calismada direncli K. pneumoniae izolatlarina karsi CAZ-AVI
ve kolistin duyarlilik oranlari sirasiyla %92.7 ve %48 bulunmustur. Kara ve ark.’nin*? yine Ulkemizde direngli
Enterobacterales izolatlarinda ile yaptigl bir ¢alismada K. pneumoniae suslarinin %52’sinin CAZ-AVI duyarh
oldugu, %57’sinin kolistin duyarli oldugu gosterilmistir. Calismamizda MDR Enterobacterales izolatlarinda
duyarlilik CAZ-AVI'ye %44.6, kolistine %89.2, amikasine %16.9 ve tigesikline %28.9 olarak tespit edilmistir. Bu
¢alismada CAZ-AVI duyarhligi literatiire gore daha diisik saptanmis olup kolistin duyarhhiginin ise literatlrle
benzer oldugu gorilmistir. CAZ-AVI duyarliliginin diger ¢alismalardan daha disiik oranda tespit edilmis olmasi,
hastanemizde saptadigimiz direngli suslarin direng genleriyle ilgili olabilecegi gibi yakin dénemde bu
antibiyotige karsi direncin artis gosterebilecegini de distindlirmstdr.

Ozger ve ark. nin™ 318 direngli Enterobacterales izolatini dahil ettikleri ¢calismada tiir diizeyinde
bakildiginda izolatlarin %91.2’sinin K. pneumoniae oldugunu gostermislerdir. Zou ve ark./nin®" direngli 120
Enterobacterales izolati ile yaptiklari galismada %76.7’sinin K. pneumoniae, %8.3'inin E. coli ve %8.3’inin E.
cloacae oldugunu rapor etmislerdir. Kim ve ark.’nin® 81 MDR Enterobacterales izolati ile yaptigi calismada
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%69’unun K. pneumoniae, %31’inin E. coli oldugunu gostermislerdir. Verilerimize baktigimizda MDR
Enterobacterales’ler icinde K. pneumoniae %81.9 oraniyla en fazla gorulen tiir olarak karsimiza gikmaktadir.
Diinyada ve lilkemizden yapilan ¢alismalar ile kiyaslandiginda bu oranin benzer oldugu goriilmdstur.

P. aeruginosa'nin neden oldugu enfeksiyonlarin uygun sekilde yénetilmesi icin bu izolatlarin dagilim ve
diren¢ modellerinin izlenmesinin sirdiridlmesi 6nemlidir. Kiratisin ve ark.lan™® p. aeruginosa izolatlarinda
yaptiklari calismada MDR suslarinda CAZ-AVI duyarhhginin %59.6 oldugunu saptamislardir. Ayni calismada MDR
P. aeruginosa izolatlarinda kolistinin (%98.3) en duyarli antibiyotik oldugu ve amikasin duyarliiginin %60.1
oldugu gosterilmistir. Stone ve ark’nin"” 2012-2016 yillari arasinda yaptigi bir calismada MDR-P. aeruginosa
izolatlarinin CAZ-AVl'ye duyarliiginin %68.2, kolistin ve amikasin duyarlii§inin sirasiyla %95.2 ve %54.4
oldugunu saptamislardir. Kempf ve ark.” yaptiklari bir ¢alismada MDR P. aeruginosa'nin %77.2'sinin CAZ-
AVl'ye kargi duyarli oldugunu ve kolistin duyarhhginin %97.2 oldugunu gostermiglerdir. Ayni zamanda bu
¢alismada MDR izolatlarinin CAZ-AVl'ye duyarliliginin zamanla azaldigi goésterilmistir. Hosbul ve ark.’nin®
Ulkemizden yaptiklari bir calismada direncli P. aeruginosa izolatlarinda CAZ-AVI ve kolistin duyarlilik oranlarini
sirasiyla %90 ve %100 olarak gostermislerdir. Calismamizda P. aeruginosa’nin CAZ-AVI duyarliligi %24.2, kolistin
duyarhligi %100 olarak saptanmistir. Literatiir ile karsilastirdigimizda bu ¢alismada P. aeruginosa suslarinda
CAZ-AVI duyarhhginin daha disk, kolistin duyarhiliginin ise benzer oldugu gorilmistar.

Calismaya aldigimiz izolatlar fenotipik olarak li¢ sinif antibiyotige direngli MDR izolatlar olarak
belirlenmis; ancak, karbapenemaz Uretimi arastirlmamigtir. CAZ-AVI'nin OXA-48 tipi Ambler sinif D (-
laktamazlara kismen etkili oldugu ve Sinif B B-laktamazlara etkisiz oldugu bilinmektedir. Bunlar géz 6nine
alindiginda, calismamizda duyarlilik oranlarinin literatiire gére daha dusik olmasinin ¢alismamizdaki izolatlarda
CAZ-AVI etkinliginin dusik oldugu B-laktamazlarin daha yiiksek oranda bulunmasindan kaynaklanabilecegi
distindiirmektedir. izolatlardaki diren¢ mekanizmalarinin genetik olarak arastirilmamis olmasi calismamizin
kisitl yonudur.

Son yillardaki epidemiyolojik ¢alismalar, MDR izolatlar da dahil olmak (izere antimikrobiyal direncin
artma egilimini gostermektedir. Calismamizda, MDR Enterobacterales izolatlarinda en etkili antibiyotikler
sirasiyla kolistin ve CAZ-AVI olarak bulunmustur. MDR P. aeruginosa suslarinda ise en etkili antibiyotik kolistin
olmakla birlikte; gentamisin, amikasin ve CAZ-AVI duyarliliklarinin benzer oldugu goézlenmistir. Yapilan
calismalarda P. aeruginosa'nin CAZ-AVI| direng oranlarinin diger Gram-negatif patojenlere gére daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Sonuglarimiz da CAZ-AVI'nin MDR-Enterobacterales tedavisi icin bir alternatif
olabilecegini, ancak MDR-P. aeruginosa suslarinda duyarlilik testi sonuglarina gore tedavinin planlanmasi
gereksinimini gostermektedir.
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