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Prof. Dr. Mustafa ALTINBAS
Bas Editor

Diskapr Yildirim Beyazit
Egitim Arastirma Hastanesi
Medikal Onkoloji Klinik Sefi

BAS EDITORDEN

Bu yilin ikinci Tuirk Klinik Laboratuar Dergisi sayistyla karsinizdayiz. Bize gosterdiginiz tevecciih, artan des-
tek yolumuza sevkle devam etmemizdeki en 6nemli glictimiizdiir. Yazilariyla, Danigsmanlik hizmetleriyle, rek-

lam destekleri ile bize omuz veren herkese miitesekkiriz.

Bu sayimizda ¢ok kiymetli arastirma makaleleri, uzman goriisiinii yansitan derlemeler, nadir goriilen bir gu-
atr vakasi ve bir editore mektup yer almaktadir. Makaleler hakkinda okuyucu goriis ve degerlendirmeleri bi-
zim i¢in ¢ok degerlidir.

Kliniklerinizde ve Bolgelerinizde yaptiginiz ve yapacaginiz arastirmalari bizimle Dergimizde paylagirsaniz se-
viniriz. Dergimizde yer verilmesini istediginiz Derleme konularint da bize iletebilirsiniz. Ilging buldugunuz
ve nadir goriilen vakalarinizi Dergimize bekliyoruz. Turk Klinik Laboratuar Dergimizde yer almis olan ya-
zilar hakkinda Editére Mektup yazabilirsiniz. Konun énemini vurgulayan, arastirma sonuglarint destekleyip
pekistiren goriislerin yaninda farkli sonug ve goriisleri de bizimle paylasabilirsiniz. Veya yanlis anlamaya yol
acan degerlendirmeleri vurgulayabilirsiniz. Bilimsel zeminde kalmak kaydiyla her tiirlii goriis bizim icin mak-
buldiir, saygidegerdir.

Ozellikle laboratuar galismalarinin oniindeki engelleri ve zorluklar yine bize yazabilirsiniz ve bunu bilimsel
ve idari kamuoyu ile seve seve paylasiriz. Somut 6nerilerinizi liitfen bize yaziniz ! Engellerin ortadan kalkma-

st i¢in birlikte ugras vermekte yarar vardir diye diisiiniiyoruz.

Tiirk Klinik Laboratuar Dergisi Y1l 1 Say1 1 Niishasinda yer alan yazida yazar isimleri sehven yanlis siralan-
mistr. “Micro CRP Sistemlerinin Nefelometrik Yontemle Karsilagtirilmast” makalesinde olmasi gereken
dogru yazar siralamasi “Mustafa Berktas, Mehmet Parlak*, Gérkem Yaman, Aytekin Cikman, Hiiseyin
Giidiiciioglu, Metin Yiice” seklindedir. (*) isaretinin agiklamasi “Okuma sinirlar: diginda kaldigs icin or-
nekler istatistik degerlendirme digt birakilmistir” yer almaliydi. Diizeltir, yanligliktan dolay: oziir dileriz.

Miiteakip sayida bulusmak dilegi ile esen kaliniz !

Prof. Dr. Mustafa ALTINBAS
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Orijinal Arastirma

Cocuk ve Yenidogan Servislerinde Yatan Hastalarin
Bogaz Kulturlerinin Degerlendirilmesi

Evaluation Of Throat Cultures From Paediatrics and Newborn Clinics

( e B ™\
Hiiseyin GUDUCUOGLU', Aytekin CIKMANY, Bilge GULTEPE', Gorkem YAMAN?, Oguz TUNCER’,
Mustafa BERKTAS!
'"Tibbi Mikrobiyoloji, Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Van- TURKIYE
*Tibbi Mikrobiyoloji, Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Istanbul- TURKIYE
3 Cocuk Hastaliklari, Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Van- TURKIYE
\_ J

Ozet

Amag: Calismada; hastanemiz ¢ocuk ve yenidogan servislerinde yatan hastalarin bogaz kiiltiirlerinde enfeksiyon
etkeni olabilecek mikroorganizmalarin izolasyonu ve identifikasyonu ile antimikrobiyal duyarliliklarmin belirlenme-
si amaclandi.

Gereg ve Yontem: Bu servislerde yatan 58 hasta ¢alismaya alindi. Bu hastalarin bogaz siiriintii rneklerinde A
Grubu Beta Hemolitik Streptokok (AGBHS), Candida spp ve gram negatif patojen mikroorganizmalarin varlig aras-
tirlds. izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda konvansiyonel yéntemler kullanildi. Tanimlama ve antibi-
yotik/antifungal duyarlilik testlerinde Phoenix (Becton Dickinson, USA) otomatize mikrobiyoloji sistemi ve API 20C
AUX (bioMérieux, Fransa) ticari kitlerinden yararlanildi.

Bulgular: Hastalarm 29 (%50) unda gram negatif mikroorganizmalar, 22 (%38)’sinde Candida spp ve 6 (%10)’sin-
da AGBHS tespit edildi. Gram negatiflerin dagilimi; 12 Pseudomonas aeruginosa, 10 Klebsiella spp, 2 Acinetobac-
ter spp, 2 Stenotrophomonas maltophilia, 2 Serratia marcescens ve 1 Escherichia coli olarak belirlendi. Gram negatif
bakterilerden en sik iireyen P.aeruginosa, piperasilin-tazobaktam’a ve sefepim’e %100 direngli iken amikasine %17,
siprofloksasine ise %25 oraninda direngli bulundu. Klebsiella suslarmin 9’u K.pneumoniae, biri ise K.oxytoca olarak
belirlendi. K.pneumoniae suslarinda ampisiline %100 diren¢ saptanirken, imipenem, meropenem, amikasin, siprof-
loksasin, levofloksasin ve sefoksitine karsi direng goriilmedi. Kandida suslarmin 16’s1 C.albicans, 2°si C.parapsilosis,
2’si C.kefyr, 1’1 C.glabrata ve 1’1 C.tropicalis olarak tespit edildi.

Son U¢: Bogaz florasina kolonize olan patojenler, endojen kaynakli enfeksiyonlara yol acabilmektedir. Bu hastala-
ra uygulanacak antibiyotik tedavisinde olas1 patojenlerin de goz oniine alinmasiyla diizenlenecek uygun tedavi rejim-
leri, hastalarin mortalite ve morbiditelerinde saglayacagi azalmanin yani sira gelisebilecek direnci de dnleyecektir.

Anahtar Kelimeler: Bogaz kiiltiirii; cocuk ve yenidogan.

Abstract

Aim: The purpose of this study was to isolate, identify and detect the antimicrobial susceptibilities of microorganisms
expected to be infectious agents from throat cultures of patients hospitalized in our paediatrics and newborn clinics.

Cilt:2 Say1:2 $:53-58 TURK KLINIK LABORATUVAR DERGISI GUDUCUOGLU ve Ark. 53



Evaluation of Throat Cultures From Paediatrics and
Newborn Clinics

Material and Method: 58 patients hospitalized in this department were studied. Presence of A group beta
hemolytic streptococcus (AGBHS) Candida spp and Gram negative pathogen microorganisms were investigated.
Identification and antimicrobial susceptibility testing of isolated microorganisms were performed with conventional
methods, Phoenix automated microbiology system (Becton Dickinson, USA) and API 20C AUX (bioMérieux, France).

Results: Gram negative microrganisms, Candida spp and AGBHS were detected in 29 (50%), 22 (38%) and 6
(10%) of the patients respectively. Gram negatives were distributed as; 12 Pseudomonas aeruginosa, 10 Klebsiel-
la spp, 2 Acinetobacter spp, 2 Stenotrophomonas maltophilia, 2 Serratia marcescens and 1 Escherichia coli. The
most frequent Gram negative bacteria P.aeruginosa was detected as 100% resistant to Piperacillin-tazobactam and
Cefepime, 17% resistant to Amikacin and 25% resistant to Ciprofloxacin. Isolated Klebsiella strains were identified as
9 K.pneumoniae and 1 K.oxytoca. The resistance of K.pneumoniae strains for ampicilin was 100% whereas no resist-
ance was detected for imipenem, meropenem, amikacin, ciprofloxacin, levofloxacin and cefoxitin. Candida strains
were identified as 16 C.albicans, 2 C.parapsilosis, 2 C.kefyr, 1 C.glabrata and 1 C.tropicalis.

Conclusion: Throat flora colonizing pathogens, can lead to infections of endogenous origin Appropriate antibi-
otic treatment regimes coordinated to cover these possible pathogens will reduce morbidity and mortality as well as

prevention of antibiotic resistance development.
Keywords: Throat culture; paediatric and newborn.

Giris

Insan viicudunun yiizeyinde, basta bakteriler olmak iizere
cesitli mikroorganizmalar kolonize olarak bulunmaktadir.
Cogu bakteri sadece gegici koloni olustururken, uygun yii-
zey bulanlarin bazilari ise daha kalic1 kolonizasyon sagla-
may1 basarmaktadir. Birgok bolge ¢esitli mikroorganizma

ile karigik kolonize halde bulunmakta olup bunlardan biri
de bogaz florasidir (1).

Orofaringeal flora normal kisilerin ¢ogunda baslica viri-
dans streptokoklardan olugmaktadir. Viridans streptokok
kolonizasyonunda anne siitii alimi ve normal spontan yol
ile dogum en 6nemli faktorlerdir (2). Bu bakteriler bogaz
florasinda kolonize oldugunda, burada bulunacak diger
bakterilerin kolonizasyonunu azaltmaktadirlar.

Bogaz florasinda bir infeksiyon olmaksizin {ist solunum
yollarinda yerlesen mikroorganizmalardan baslicalari; ae-
robik bakterilerden beta hemolitik streptokoklar, Staph-
ylococcus aureus, Haemophilus influenza, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, anaerobik bakteriler-
den Fusobacterium spp. ve Actinomyces israelii, mayalar-
dan Candida albicans, viriislerden ise Adenoviriis ve Her-
pes simplex gelmektedir. Sayet kisi hastaligi nedeniyle
hastaneye basvurursa bu yerli flora bakteriyel agidan gram
pozitiflere (en 6nemlisi Streptococcus spp) ve gram nega-
tiflere (Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp) donebil-
mektedir (3).

Gram negatif bakterilerin dnemlilerinden biri olan Pseu-
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domonas aeruginosa (P.aeruginosa), ozellikle yogun ba-
kim iinitelerinde nozokomiyal pnoémonilerden en sik izole
edilen patojendir (4). Bir diger Gram negatif bakteri olan,
Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae) hem toplum kay-
nakli hemde hastane kaynakli lober pnomoniler basta ol-
mak iizere iiriner enfeksiyonlar, yara enfeksiyonlar1 ve
bakteriyemilere neden olmaktadir. Bunlar yenidogan iini-
telerinde plasmidle iligkili coklu dirence sahip hastane en-
feksiyonlarina yol acabilmektedir (5,6). Bogaz florasinda
bakterilerden baska 6nemli patojen olarak mayalar bulun-
maktadir. Bu mayalardan kandidalarin biiylik bir ¢ogun-
lugu endojen kaynakli olup agiz ve gastrointestinal kanal
florasinda uygun kosullarda infeksiyon etkeni haline ge¢ip
yenidogan ve yogun bakim iinitelerinde (YBU) epidemi-
lere yol agmaktadir (7,8). Kandidemi, yogun bakim has-
talari, bagisiklik sistemi baskilanmis hematolojik maligni-
tesi olan ve yenidogan donemindeki hastalar basta gelmek
tizere genis bir topluluk i¢in dnemli bir risk olusturur (7).

Bu calismada; hastanemiz ¢ocuk ve yenidogan servislerin-
de yatan hastalarin bogaz kiiltiirlerinde enfeksiyon etke-
ni olabilecek mikroorganizmalarin izolasyonu ve identifi-
kasyonu ile antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi
amaglandi.

Gerec ve Yontem

Cesitli nedenlerle hastanemiz ¢ocuk ve yenidogan servis-
lerinde yatan 58 hasta ¢aligma kapsamina alindi. Tiim has-
talardan bogaz siiriintii 6rnekleri alinarak, A grubu beta he-
molitik Streptokok (AGBHS), Candida spp ve Gram(-) pa-

Cilt:2 Say1:2 $:53-58



Cocuk ve Yenidogan Servislerinde Yatan Hastalarin
Bogaz Kiiltiirlerinin Degerlendirilmesi

tojen mikroorganizmalarin varligi arastirildi. Alinan bogaz
stiriintii 6rnekleri Stuart tasima besiyeri (COPAN, Italia)
ile bir saat icinde laboratuara ulastirildi. Gelen ornekler
%S5 koyun kanli Colombia agar, Mac Conkey agar ve gen-
tamisin + sikloheksimit + kloramfenikol i¢eren antibiyo-
tikli Saboroud dextroz agar (SDA) besiyerlerine ekildi (1).
AGBHS varliginin arastirilmasi i¢in %35 koyun kanlt Co-
lombia agara tek koloni ekimin yanisira, olusabilecek he-
molizin daha iyi goriilebilmesi i¢in &zenin birkag kez be-
siyeri i¢ine tekrar batirilmasiyla ekilmis besiyerleri 37°
C’de 18-24 saat inkiibe edildi (1). Ureme saptanmayanlar-
da inkiibasyon 48 saate kadar uzatildi. Olusan kiiciik, ka-
barik, grimsi renkteki hafif bulanik ve etrafinda genis bir
beta hemoliz bulunan kolonilerden alinan saf kiiltiirler ka-
talaz etkinlikleri, basitrasine ve sulfametoksazole duyarli-
liklar1 ve lateks aglutinasyon testi ile identifiye edildi (1).

Kandida varliginin belirlenmesi i¢in alinan érnekler SDA
besiyerine ekildi ve besiyerleri 48 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Gram boyama sonucunda maya mantar1 gorlinii-
miinde olanlara daha sonra hizli identifikasyon saglayan
API 20C AUX (bioMérieux, Fransa) ticari kitleri ile tiir
ayrimi1 yapilarak amfoterisin B, flusitozin, flukonazol, itra-
konazol ve vorikonazole kars1 antifungal duyarhiliklari in-

celendi. 37°C’de, 18-24 saat inkiibe edilen ve Mac Conkey
agar besiyerinde lireme olan Gram (-) mikroorganizmala-
rin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testleri icin,
BD Phoenix otomatize mikrobiyoloji sistemi (Becton Dic-
kinson, USA) ile bu sisteme ait Gram negatif paneller kul-
lanildz.

Bulgular

Calismaya alinan 58 hastanin 39’unda patojen olabilecek
mikroorganizmalardan (AGBHS, Candida spp. ve Gram
negatif basil) en az biri tretildi. Kiiltiir sonucunda has-
talarin 29 (%50)’unda Gram (-) mikroorganizmalar, 22
(%38)’sinde Candida spp ve 6 (%10)’sinda AGBHS tes-
pit edildi.

Bu Gram (-) mikroorganizmalardan, Paeruginosa 12
(%41), Klebsiella spp. 10 (%34), Acinetobacter spp 2
(%7), Stenotrophomonas maltophilia (S.maltophilia) 2
(%7), Serratia marcescens (S.marcescens ) 2 (%7) ve Esc-
herichia coli (E.coli) 1 (%4) olarak tespit edildi.

On iki hastanin bogaz kiiltiiriinde iiretilen P.aeruginosa’ya
kars1 en yiiksek direng piperasilin-tazobaktam ve sefepime
kars1 (%100) goriildii (Tablo 1).

Tablo 1: P. aecruginosa suslarinin antibiyotiklere direngli sus say1 ve oranlari (%).

PiP-T | CZM | FEP iPM

MER | ATM |CN AK |CiP |LEV

P.aeroginosa
(n:12)

12(100) | 6(50) | 12(100) | 8(67)

8(67) |1192) |2(17) | 2(17) |3(25) | 7(68)

PiP;Piperasilin-tazobaktam, CZM; Seftazidim , FEP; sefepim, IPM; Imipenem, MER; Meropenem,
ATM; Aztreonam, CN; Gentamisin, AK; Amikasin, CIP;Siprofloksasin, LEV; Levofloksasin.

n: Calisilan sus sayist

Izole edilen 10 Klebsiella susunun 9’u K.pneumoniae,
biri ise Klebsiella oxytoca olarak saptandi. Saptanan
K.pneumoniae suslarmin 4’tt ESBL pozitif olarak belir-
lendi. K. pneumoniae suslarinda ampisiline %100 direng

saptanirken, imipenem, meropenem, amikasin, siproflok-
sasin, levofloksasin ve sefoksitine karst direng goriilme-
di. K.pneumoniae suslariin antibiyotik duyarliliklar tab-
lo 2°de verildi.

Tablo 2: K.pneumoniae suslarinin antibiyotiklere direngli sus say1 ve oranlari (%).

AMP | AMC | PiP | PiP-T | CZ | FEP

CTX | FOX | iPM  MER | CN | AK | CiP | LEV | SXT

Klebsiella spp
(n:10)

10(100) | 6(60) | 8(80) | 5(50) | 6(60) | 5(50)

55000 |0 |0 3300(0 |0 |0 |7(70)

AMP; Ampisilin, AMC; Amoksilin-Klavunik Asit, PIP;Piperasilin, PiP;Piperasilin- tazobaktam, CZ;Sefazolin, FEP;sefepim,
CTX;Sefotaksim, FOK;Sefoksitin, IPM; Imipenem, MER; Meropenem, CN;Gentamisin, AK; Amikasin, CIP; Siprofloksasin,
LEV;Levofloksasin, SXT;Trimetoprim-Sulfametoksazol. n: Calisilan sus sayisi
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Acinetobacter spp’nin her ikiside aztreonama direng-
li bulunurken amikasin, siprofloksasin, gentamisin, imi-
penem ve piperasilin-tazobaktama duyarli olarak belir-
lendi. S.maltophilia suslan trimetoprim-sulfametoksazol,
seftazidim, levofloksasin ve kloramfenikole duyarliyken,
S.marcescens suslar1 ise gentamisin ve piperasiline duyar-
It bulundu. Calismada izole edilen E.coli susunun ESBL
iretmedigi belirlendi.

Izole edilen 22 kandida susunun tiir diizeyinde dagilimu;
C.albicans 16 (%72), C.parapsilosis 2 (%9), C.kefyr 2
(%9), C.glabrata 1(%5) ve C.tropicalis 1(%5) olarak bu-
lundu.

Tartisma

Cocuk ve yenidogan servislerinde gelisen nozokomiyal
enfeksiyonlarin yasamsal risk olusturmasi, etkenlerin ser-
viste yatan diger bebeklere hizla yayilmasi ve eradikasyo-
nunun ¢ok zor olmasi, bu konuda epidemiyolojik ¢aligma-
larin yapilmasini zorunlu hale gerektirmektedir. Bunun da
temelini mikroorganizmalarin kolonizasyon durumunun,
yayiliminin ve antibiyotik diren¢ profillerinin periyodik
sekilde izlenmesi olusturmaktadir.

Doguma kadar endojen florast olmayan yenidogan, ya-
samin baslangicindan hemen sonra mikroorganizmalarla
kargilagsmaya baslar. Saglikli yenidoganlar dogumdan son-
raki birka¢ giin i¢inde normal floray1 kazanirlar. Viridans
streptokoklar farenkste kolonize olan baslica Gram pozitif
mikroorganizmalardandir ve bunlar hastanede yatan has-
talarda o6zellikle orogastrik sonda ve endotrakeal tiip gibi
kaygan yiizeylerde glikokaliks tabakasi olusmaktadir. Bu-
nun yaninda 6zellikle bu tabakada yerlesen ve antibiyotik-
lerden etkilenmeyen Gram negatif comaklar, orofarengel
bolgedeki direngli kolonizasyonlardan sorumludur (9,10).

AGBHS’larin  farinksdeki kolonizasyonlar1 aktif infek-
siyona neden olabilecegi gibi, asemptomatik tasiyicilik-
la da sonuclanabilir. Bu mikroorganizmanin virulans fak-
torleri invaziv hastalik olugsmasinda 6nemlidir fakat tasi-
yiciliga neden olan 6zellikler tam olarak agiklanamamig-
tir (11). Bazi1 calismalara gore saglikli cocuklarda bogaz-
da AGBHS tasiyicilik oranlar1 %15-20 arasinda degismek-
tedir (12,13). Erigkinlerde ise oranlar daha diisiik olup, iil-
kemizden bildirilen bir ¢aligmada %9 olarak bulunmus-
tur (14). Bizim ¢alisgmamizdaki ¢ocuklarin bogaz florasin-
da AGBHS tastyicilik orani (%10) olarak tespit edilmistir.
Bu oran yapilan diger ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Pseudomanas aeruginosa (P.aeruginosa) gibi YBU’lerde
siklig1 giderek artan ve ¢ok ilaca direngli Gram negatif
bakterilerin tedavilerinde dnemli sorunlarla kargilasilmak-
tadir (5). Direncli suslarin ortaya ¢ikmasinda, tek bir anti-
biyotigin siirekli ve yogun olarak kullanim1 6nemli rol oy-
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namaktadir (15). Paeruginosa, hem endojen flora kaynak-
11, hem de eksojen bulas sonucu ¢ok ¢esitli infeksiyonlara
ya da capraz bulas sonucu salginlara neden olabilmekte-
dir (5). Paeruginosa, hastane infeksiyonlarindan %10-25
oraninda sorumlu en sik ii¢lincii patojen olarak yer almak-
tadir (16).

Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae) yogun bakim has-
talarinin bogaz ve ciltlerinde kolonize olarak kateterle ilis-
kili bakteriyemi ya da pndmoni etkeni olabilirler. Bu bak-
terinin kolonizasyonunda ve infeksiyon gelisiminde; dnce-
den kullanilan antibiyotikler, hastanede yatis siiresi ve in-
vazif girisimler risk faktorleri olarak sayilmaktadir (17).
Ulkemizde ¢ok merkezli yapilan bir ¢alismada YBU’lerde
Gram negatif bakteriler arasinda % 30 orani ile ilk sira-
y1 Paeruginosa almig, bunu % 25 ile Klebsiella spp. iz-
lemistir (18). Bizim ¢alismamizda da 58 hastanin 12’°sin-
de (%20) Paeruginosa, 10’unda (%17) K.pneumonia {ire-
tilmis bu da yukaridaki diger calismalarla uyumlu bulun-
mustur.

Acinetobacter spp. hastane personeli cildinden en sik izo-
le edilen ve pek cok cevre ylizeyinde bulunabilen bir pato-
jendir (18). Acinetobacter spp., hastane infeksiyonlarmin
% 3-20’sinden sorumludur (19). Bu ¢aligmada da Acine-
tobacter spp.’nin gram negatif iireyen bakteriler arasinda-
ki oran1 % 7 olarak bulunmus olup, Balci ve ark.’nin (19)
yapmis olduklari ¢aligmayla uyumludur. Tiim diinyada ol-
dugu gibi, Tiirkiye’de de son yillarda A.baumannii susla-
11 siklikla ve ¢cogul direngli olarak izole edilmeye baslan-
mistir. Antimikrobiyal direngteki bu hizli artis A. bauman-
nii infeksiyonu siiphesi ile yatan hastalarda klinisyenlerin
ampirik tedavi segeneklerini giderek azaltmaktadir (20).
Bu calismada izole edilen Acinetobacter suslarinin, teda-
vide siklikla kullanilan amikasin, siprofloksasin, gentami-
sin, imipenem ve piperasilin- tazobaktama duyarli oldugu
gorilmiistiir.

Stenotrophomonas maltohilia (S.maltophilia) giniimiizde
gittikge daha sik izole edilen, firsat¢1 bir nozokomiyal in-
feksiyon etkenidir (21). Dogada ve hastane ortaminda yay-
gin olarak bulunan bu mikroorganizma eriskinlerin orofa-
rinks ve balgamlarindan siklikla izole edilebilir. Hastane-
lerde ve siklikla YBU’lerinde gittikge daha sik oranda izo-
le edilen S.maltophilia, hastane infeksiyonu etkeni olarak
%4-8 oraninda bildirilmektedir (22). S. maltophilia birgok
antibiyotige, cesitli mekanizmalarla direngli olup, yol ag-
tig1 infeksiyonlarin tedavisi zor, morbidite ve mortalitesi
yiiksektir (21). Izole ettigimiz her iki S.maltophilia susu
trimetoprim-sulfametoksazol, seftazidim, levofloksasin ve
kloramfenilkole duyarli olarak bulunmustur.

Serratia marcescens (S.marcescens)’de yenidogan YBU
nozokominal enfeksiyonlarin basta gelen nedenlerinden-
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dir (23). Bu bakteri bakteriyemi, alt solunum yollari, cerra-
hi yaralar ve deri ve yumusak dokularda infeksiyonlara yol
acmakta ve nozokomiyal infeksiyonlarin %2’sinden so-
rumlu tutulmaktadir. S.marcescens kaynakli nosokomiyal
infeksiyonlarda mortalite hiz1 %26 oraninda bildirilmekte-
dir (24). Calismamizda %7 olarak saptanmasi 6rneklerin
alindig1 hasta grubunun 6zellikle etkenin sik olarak sap-
tand1g1 YBU alinmast ile iliskili oldugu sdylenebilir.

Yapilan ¢alismalar, YBU takip edilen hastalari cesitli vii-
cut bolgelerinden iiretilen mikroorganizmalarin %90’nim
kandida tiirleri olusturmaktadir (25). Bizim ¢alismamiz-
da ise alinan Orneklerin sadece bogaz florasina ait olmast
nedeniyle bu oran %38 olarak belirlenmistir. Kandida tiir-
leri ile olusan infeksiyonlarda ¢ok sayida risk faktoriiniin
rol aldig1 bilinmektedir (26). YBU kandida enfeksiyonu
icin uzun siireli yatis, genis spektrumlu antibiyotik kulla-
mimu, intravaskiiler kateter varlig1 ve parenteral beslenme
onemli risk faktorleridir (27). Bu calismaya alinan hastalar
uzun siire YBU’nde yatan ve genis spektrumlu antibiyotik
kullanan hastalardan olugsmaktadir. Bu nedenle bu hastalar
kandida kolonizasyonuna maruz kalmiglardir.

Giiniimiizde YBU’nde gelisen infeksiyonlarmn énemli bir
kismindan Gram (-) bakterilerin sorumlu oldugu bilin-
mektedir. Sik karsilagilan infeksiyon etkenleri ve direng
Ozellikleri bolgeler, hastaneler, hatta ayni hastane iginde-
ki farkli YBU’lerde bile farklilik gostermektedir (5). Ozel-
likle pediatri yogun bakim ve yenidogan servislerinde
komplike hastalarin siklig1 ve damar yolu sorunlari, ilag
yar1 dmiirlerinin erigkinlerden daha kisa olmasi nedeniyle
daha sik ila¢ uygulamalari, ajite ve kiigiik bebeklerin da-
mar yolu girisimlerinde erigkinlere gére daha fazla sorun
yasanmasi, daha sik hemsire bakim ve manuplasyon ge-
reksinimleri hastane infeksiyonlar riskini arttirict neden-
lerden sayilabilir (28).

Cocuk ve yenidogan servislerinde yatan bebeklerin enfek-
siyonlara kars1 savunmasiz konumlar1 hizla ampirik anti-
biyotik tedavisine baslanmasini zorunlu kildig1 i¢in yogun
bakim florasini bilmek uygun ampirik antibiyotik protoko-
liinii belirlemede faydalidir. Cocuk veya YBU’lerde yatan
hastalarin bogazlarinda izole edilen mikroorganizmalarin
gercek yada olasi patojen olmasina bakilmaksizin ¢alisi-
lan antimikrobiyal duyarlilik testleri, enfeksiyon gelismesi
durumunda tedavi i¢in bir 6n bilgi saglamaktadir.
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Antiniikleer Antikor Pozitif Hastalarda immunoblotting (IB)
Test Sonuclarinin Retrospektif Olarak Degerlendirilmesi

Retrospective Evaluation of Inmunoblotting (IB) Test Results In
Anti-Nuclear Antibody Positive Patients

Hiiseyin GUDUCUOGLU', Gérkem YAMAN?, Aytekin CIKMAN', Ulas CALISIR!, Mustafa BERKTAS'

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van- TURKIYE
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Ozet

Bu calismada; iki yillik stirecte indirekt immunfloresans (IIF) testi ile antiniikleer antikor (ANA)’u pozitif saptanan
hastalarin, immunoblotting (IB) testi ile elde edilen antikor sonuglarinin retrospektif olarak degerlendirilmesi amacg-
land1. Haziran 2008-2010 tarihleri arasinda 1287 hastadan, IIF ile +1< pozitif olan serumlar IB testi agisindan deger-
lendirmeye alind1. IIF ANA profile 3 ve IB ANA profile 3 Euroline (Euroimmun-Germany) testleri 1/100 oraninda di-
liie edilerek calisildi. IB striplerinde saptanan antikorlar kantitatif (+, + +, + + +) olarak degerlendirildi. Toplam 1287
hastanin 367’ si IIF testi ile ANA pozitif (%29) olarak saptandi. Bu hastalarin 155’1 (%42) IB testi ile pozitif olarak
bulundu. IB ile 342 antikor belirlendi. En fazla ds-DNA antijenine kars1 71 hastada (%21) antikor saptandi. IIF testi
ile ANA pozitif 212 hastada (%58) IB testi ile herhangi bir antikor tespit edilmedi. IIF ile ANA varliginin arastirilma-
s1 1yi bir tarama testi olarak goriilmektedir. IB testi ise pahali olmasi, deneyimli personel gereksinimi gibi dezavantaj-
lara sahip olmasina karsin, bu alanda kullanilan diger yontemlere gore daha hassas olmasi nedeniyle, dogrulama ama-
c1 ile kullanilmas1 uygun olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antiniikleer antikor, indirekt immunfloresans, immunoblotting.

Abstract

The aim of this study was to retrospectively evaluate the antibody results obtained with immunoblotting (IB) method
of patients positive for antinuclear antibody (ANA) with indirect immunofloresance (lIF) test over a two year period.
From a total of 1287 patients, IIF results with +1< were included for IB testing between June 2008-2010. IIF ANA profile
3 and IB ANA profile 3 Euroline (Euroimmun-Germany) tests were studied in 1/100 dilutions. The antibodies detected
in IB strips were evaluated quantitatively (+, + +, + + +). From a total of 1287 patients 367 (29%) were detected posi-
tive for ANA. 155 (42%) of these patients were also positive with IB test covering 342 antibodies. The most frequent
antibody was against ds-DNA in 71 (21%) patients. Any antibodies could not be detected with IB test in 212 (58%)
ANA positive patients. Detection of ANA presence with IIF is determined to be a useful screening test. Although having
disadvantages of being expensive and requirement of a qualified personel, IB test is more sensitive than equivalents
therefore appropriate for confirmation.

Keywords: Anti-nuclear antibody, indirect immunofluorescence, immunoblotting.
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Giris

Antiniikleer antikorlar (ANA) 1940’lardaki kesfinden beri
bir dizi sistemik otoimmiin hastaligin siniflandirilmasi ve
tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadirlar(1). Bu
otoantikorlar hiicre zari, hiicre reseptdrleri, plazma prote-
inleri, sitoplazmik ve niikleer yap1 komponentleri gibi or-
ganizmanin kendi bilesenlerine kars1 gelismektedirler(2).
ANA bir grup heterojen otoantikorlardan olugsmaktadir. Bu
heterojen otoantikorlarin 6zgiilliigi ¢esitli konnektif doku
hastaliklarim ayirt etmeye yardimer olmaktadir(3). ANA
testi SLE basta olmak {izere skleroderma, CREST send-
romu (kalsinozis, Reynold’s fenomeni, 6zafagus hareket
anomalisi, sklerodaktili ve telenjaktazi), sjogren sendro-
mu, mikst konnektif doku hastaligi, polimiyozit ve der-
matomiyozit gibi konnektif doku hastaliklarin bir cogunda
saptanabilmektedir(4,5). ANA bu hastaliklarda pozitif ol-
masina karsin herhangi bir hastaligi olmayan erigkinlerde
de %]1-5 oraninda pozitif olarak tespit edilebilmektedir(6).

Bu antikorlarin saptanmasinda iiretici firmalar, farkli tek-
nikler ile maliyeti diisiikk degerlendirilmesi kolay test-
ler iiretmislerdir. Altin standart lolarak kabul edilen Indi-
rekt immunfloresan (IIF) testi yaninda, immunodifiizyon
(ID), immunoblotting (IB), ELISA ve son zamanlarda ge-
listirilen lazer antijen 6lgiim yontemleri gelistirilen bu tek-
niklerdendir(7,8). IIF yontemine alternatif gelistirilen bu
testlerin sonuclart daha objektif ve daha hizli calismaya
olanak saglarken, tanimlanabilen antijen sayisinin sinirlt
olmasi karsisinda, IIF testinde ¢ok sayida niikleer antijen-
antikor 6zgiilliigiiniin tanimlanabilmesi bu testin digerleri-
ne avantaj saglamasina neden olmaktadir(4). Bir ¢cok aras-
tirmaci tarafindan bag dokusu hastaliklarinda, IIF teknolo-
jisi kullanilarak otoantikor varliginin belirlenmesinin ya-
ninda, antijen tipinin ortaya ¢ikartilmasi i¢inde immunb-
lotting (IB) yonteminin kullanilmasi 6nerilmektedir(9).

Bu ¢alismada, iki yillik siirecte IIF testi ile ANA pozitif
saptanan (+1> pozitif olan) hastalarda yapilacak olan IB
testi ile elde edilen antijen sonuglarinin retrospektif olarak
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem

YYU Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tib-
bi Mikrobiyoloji laboratuvarinda, Haziran 2008-Hazi-
ran 2010 tarihleri arasinda IIF teknigi ile calisilan test-
lerde pozitif saptanan serumlarin, IB testi ile de cali-
silmasindan sonra her iki test sonuglarinin karsilasti-
rilmast planlandi. IIF testinde (ANA-Hep-20-10 cells,
Euroimmun-Germany) hasta serumlar1 fosfat tamponu
(PBS) ile 1/100 oraninda diliie edilerek calisildi. IIF tes-
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tinde substrat olarak Hep-2 hiicre hatt1 ve konjugat olarak
anti-human IgG kullanildi. Uretici firma &nerileri dogrul-
tusunda hazirlanan preparatlar es zamanli olarak iki fak-
11 g6z tarafindan floresan mikroskobunda (Zeiss) x 40 ob-
jektifde degerlendirildi. Floresan keskinligi negatif kont-
rol (0) ve pozitif kontrol (+4) baz alinarak +1 den +5 arali-
ginda semikantitatif olarak degerlendirildi(10). IIF ile +1<
pozitif olan serumlar IB testine alind1. IB testi (ANA profi-
le 3 Euroline, Euroimmun-Germany) kiti ve Euroblotmas-
ter inkiibasyon sistemi kullanilarak 1/100 diliisyonda {ire-
tici firma Onerileri dogrultusunda ¢aligildi. IB striplerinde
saptanan antikorlar bilgisayarda Euroline Scan programi
kullanilarak (+, ++, +++) kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular
Bu calismada; toplam 1287 hastanin, 367’si (%29) IIF
yontemi ile ANA yoniinden, pozitif olarak saptandi (Tab-

lo 1) ve bunlardan 7 hasta birden fazla (2’ser) paterne sa-
hipti (Tablo 1).

Tablo 1: Indirekt immunfloresans ile pozitif belirle-
nen otoantikorlarin say1 ve tipleri.

Homojen Niikleolar | Graniiler | Stoplazma P.fdtem
patern . niikleer
patern patern graniiler
dot
+ 67 59 36 15 2
++ 40 28 20 14 5
+++ 39 7 21 4 2
-+ 6 2 5 - -
Toplam
(374) 152 96 82 33 9

Bu pozitif hastalar (367 hasta) ayn1 zamanda IB ile
calisild1 ve bunlarin 155’inde (%42) IB testi ile poz-
itiflik saptandi (Tablo II). Bu hastalarda 342 antikor
tespit edildi. En fazla ds-DNA antijenine kars1 71
(%21), Ro-52 antijenine kars1 ise 56 (%16) antikor
paterni saptandi. Bunun yaninda 65 (%42) hastada
birden fazla antikor tespit edilirken, 90 (%58) hastada
sadece tek bir antikor pozitifligine rastlandi. Bu pozi-
tif hastalarin 212’°sinde (%58) IB testi ile herhangi bir
antikor tespit edilm
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Antiniikleer Antikor Pozitif Hastalarda immunoblotting (IB)
Test Sonuclarinin Retrospektif Olarak Degerlendirilmesi

Tablo 2: immunoblotting ile saptanan otoantikor tipleri.

AMA | RiBP | HISTON | NUKLEOSOM | DS- | CENTB | JO-1 | PCNA | PM- | SCL- | SS-B | RO- | SS-A | SM | RNP/
M2 | PROT. DNA SCL | 70 52 SM
+ 3 6 19 15 37 4 4 1 2 9 |10 | 4 7 5
++ 3 0 11 4 19 0 1 0 7 3 17 1 3 4
o+ 2 1 2 8 15 0 1 2 15 8 | 29| 36 | 4| 13
Toplam | 8 7 32 27 71 4 6 30 24 | 20 | 56| 41 | 14| 22
342
Tartisma IIF testi ile ANA c¢aligildi. Serumlarin 810 (% 28,2)

ANA, Holborow ve arkadaslar1 tarafindan 1957
yilinda ilk kez indirek immunofluoresans ydntemi
ile gosterilmistir. Bu test hala tarama testi olarak
kullanilmakla birlikte, ELISA, immunblotting, c¢ift
immundifuzyon ve immunpresipitasyon gibi ANA’nin
tiplerini kesin olarak tayin eden diger tekniklerde
kullanima girmistir (7,8,11).

Otoantikorlarin saptanmasinda IIF yaygin olarak
kullanilan bir yontemidir (10). Fakat bu testin
sonuclarinin, bunlar1 degerlendiren bireye gore
degisebilmesi, subjektif olmasi ve zaman almas1 gibi
dezavantajlara sahiptir. Bu yontemde, degerlendiren
kisinin bilgi ve deneyimi One ¢ikmaktadir. Bu-
nun yaninda niikleer antijen tiplendirmesinin ba-
zen yapilamamas: diger bir dezavantajdir. 1B
yonteminde ise tek bir test stripi ile birden fazla
antijenin saptanabilmesi, striplerin saklanip tekrar
degerlendirilebilmesi avantaj olustururken, ekonomik
olarak pahali olmasi ve siirli sayida antijeni tespit
edebilmesi bu testin dezavantajin1 olusturmaktadir
(7). Ayn1 zamanda IB testinde bazi antijenlerin (60-
kDa SS-A ve Scl-70) zayif band olusturdugu ve bu
ylizden yanlis negatifliklere yol agtigi bilinmekte-
dir(11). Bu yiizden 6zellikle bu testlere ait ANA pozi-
tif sonuglarin IB’da negatif goriildiigiinde sonuglar
siiphe ile karsilanmalidir.

Yapilan calismalarda, Avsar ve ark.(7) toplam 2587
hasta Orneginde, IIF yontemi ile ANA arastirdi ve
IIF ile pozitif bulunan 215 hasta 6rnegi (+2< ANA
pozitifligi saptanarak) IB testi ile calisildi. Calisma
sonucunda, 215 hastanin 171‘inde (% 79.5) en az bir
antijen tespit edildi ve en fazla SS-A/Ro-52 antijenine
kars1 antikor saptandi.

Yumuk ve ark.(9) yaptiklari calismada, 2869 serumda
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tanesi ANA pozitif olarak bulundu. ANA pozitif
208 hastanin 126’sinda (% 60.5) IB ile antijen tipi
belirlenmis olup en fazla SS-A antijenine karsi an-
tikor tespit edildi. Aksu ve ark.(13) ANA pozitifligini
saptamada IF ve IB metodlarinin karsilastirdiklari
caligmalarinda; 629 serum Orneginde ANA varligini
IIF yontemiyle %39, IB yontemiyle %28 oraninda
pozitif olarak belirlerken tiim O6rneklerin %15’inde
her iki yontemle pozitif tespit etmislerdir. Ayni
calismada en fazla anti-DNA (% 39), anti-Ro52 (%
39) ve anti-SSA (% 26) antijenlerine kars1 antikor
belirlenmistir.

Her iki calismada ANA pozitif hastalarin IB test
pozitifligi sirastyla % 79.5 ve % 60.5 bulunurken
bizim calisgmamizda ise % 42 olarak bulundu. Bu
caligmalara gore daha diigilk oranda IB pozitifligi
ile karsilasmamiz kullandigimiz diliisyonun 1/100
olmasi ile iligkili olabilecegini diistinmekteyiz. Diisiik
diliisyonlarda ¢alisilinca IB ile pozitiflik gelme
oranida digmektedir (14). Ayrica bu iki calisma
da SS-A ya kars1 en fazla antikor saptanirken bi-
zim c¢alismamizda IIF ile +1< pozitif olan serumlar
da isleme alindigindan dolay1 IB test ile hastalarin
%21’inde ds-DNA antijenine ve Ro-52 (% 16) anti-
jenine kars1 antikor saptandi. Ciinkii IIF gore homo-
jen patern diger paternlere gore herhangi bir titrede
veya diisiik titrelerde bile pozitif olarak saptandiginda
ds-DNA’y1 IB testinde gérme siklig1 yiikselmektedir
(14). Bizim IIF sonucumuza gorede homojen patern
diger paternlere gore daha yiliksek bulundugundan
dolay1 ds-DNA daha yiiksek oranda saptanmugtir.

Anti-ds-DNA antikorlar1 daha c¢ok sistemik lu-
pus eritematosus (SLE) ve otoimmiin karaciger
hastaliklarinda tani kriteri olarak kullanilmaktadir.
Cesitli calismalarda SLE hastalarinin yaklasik % 60-
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80’inde ds-DNA otoantikoru pozitif bulunmaktadir
(15). ANA pozitif otoimmun hepatitlerde, ds-DNA
antikorlarmin sikligi ¢alismada kullanilan yonteme
gore degiskenlik gostermektedir (5). Bu yiizden
her ds-DNA pozitifliginde kullanilan titrenin ¢ok
onemli oldugu ozellikle bu ¢alismada da gorildigi
gibi yiiksek oranda ds-DNA oranina rastlanabilecegi
ve bununda muhakkak hastanin klinigi ile birlikte
degerlendirilmesi gerektigi unutulmamalidir (14).

Bizim yaptigimiz bu ¢aligmanin sonuglar1 ve diger
caligmalar baslangic testi olarak ANA’nin IIF testi
ile ¢alisilmas1 gerektigini ve arkasindanda IB tes-
tinin daha ayiric1 sonuca gitmesi agisindan yapilmasi
gerektigi sonucuna varmaktadir. Bununda daha ytik-
sek titrelerde yapilmasi (160<) gerektigidir (7,9).
Yine bizim ¢alismamizda da gosterildigi gibi, IIF testi
taninin konulmasi agisindan énemli olmakla birlikte
alt tiplerinin belirlenebilmesi i¢in bazen yetersiz ka-
labilmektedir. Bunun ig¢in bu testlerin muhakkak IB
gibi bir testle dogrulanmasi gerekmektedir.

Sonug olarak; IIF ile ANA varliginin arastirilmasi,
maliyet ve is giicii degerlendirildiginde iyi bir tarama
testi olarak goriilmektedir. Test sonuglariin 6zellikle
kullanilan titreye gore degerlendirilmesi gerektigini
unutmamak gerekmektedir. Bunun yaninda IB
testi’nin pahali olmasi ve 60-kDa SS-A ve Scl-70’nin
antijenlerin strip iizerinde zayif bir band olarak goriil-
mesi seklindeki baz1 zorluklara ve deneyimli per-
sonel gereksinimi gibi dezavantajlara sahip olmasina
karsin, bu alanda kullanilan diger yontemlere gore
daha hassas olmasi nedeniyle, bu testin tanida uygun
diliisyonlu IIF ANA sonucundan sonra dogrulama
amaci ile kullanilmasi klinik ile laboratuar sonucunun
uyumu agisindan yararl olacaktir.
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Abstract

Aim: The objective of this study was to determine the alteration in serum trace element concentration, including zinc,
copper, and selenium in patients with newly diagnosed active pulmonary tuberculosis and compare them with the
results of healthy subjects.

Material and Methods: Seventy patients with pulmonary tuberculosis and 30 healhty individuals were in-
cluded in this study.

The serum zinc, copper and selenium concentrations were measured by using atomic arbsobtion spectrophometer in
sera of patients with pulmonary tuberculosis and statistically compared with those of healthy subjects.

Results: serum copper concentration was found to be significantly higher in patients with pulmonary tuberculosis
than that of healthy subjects (1.07 = 0.234 mg/dl, and 0.83 +0.17mg/dlI, respectively) (p<0.001).

Serum zinc concentration was not found to be significant statistically between in patients with pulmonary tuberculo-
sis and healthy individuals (0.66 + 0.37 mg/dl, and 0.55 + 0.33 mg/d|, respectively) (p>0.001).

Serum selenium concentration was significantly higher in patients with pulmonary tuberculosis than healthy subjects
(0.24 + 0.55 mg/dl, and 0.17 +0.06mg/dl) (p<0.001).

Conclusion: Serum trace element concentrations showed significant alterations in patients with pulmonary tu-
berculosis compared with healthy subjects.In conclusion,further controlled clinical studies with patients before and
after treatment are required for the determination of the clinical importance of seum Cu, Se and Zn levels in patients
with tuberculosis patients.

Keywords: pulmonary tuberculosis; trace elements.

Ozet

Amag: Bu ¢alismanin amact, yeni tani almig akciger tiiberkiilozlu hastalarin serum ¢inko (Zn), bakir (Cu), ve selenyum
(Se) diizeylerinin belirlenmesi ve saglikli bireylerinkiyle kargilagtirilmastydi.
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Akciger Tiiberkiilozlu Hastalar ve Saglikl Bireylerde
Serum Selenyum, Bakir ve Cinko Diizeyleri

Gere¢ ve Yontem : Caligmaya 70 akciger tiiberkiilozlu hasta ile 30 saglikli birey dahil edildi. Akciger tiiberkiilozlu
hastalar ve kontrol grubunun serum ¢inko, bakir ve selenyum diizeyleri atomik absopsiyon spektrofotometre ile dl¢iildii ve
sagliklt bireylerinkiyle istatistiksel olarak kargilagtirildi.

Bulgular: Serum bakir konsantrasyonu akciger tiiberkiilozlu hastalarda saglikli bireylerden anlamli oranda yiiksek bu-
lundu ( sirastyla; 1.07 + 0.234 mg/dl, ve 0.83 +0.17mg/dl) (p<0.001).

Serum ¢inko konsantrasyonu akciger tiiberkiilozlu hastalarla sagliklt bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermedi ( strastyla; 0.66 = 0.37 mg/dl, ve 0.55 + 0.33 mg/dl) (p>0.001).

Serum selenyum konsantrasyonu akciger tiiberkiilozlu hastalarda saglikli bireylerden anlamli oranda yiiksekti ( sirastyla;
0.24 + 0.55 mg/dl ve 0.17 +0.06mg/dl) (p<0.001).

SoNnug: Serum eser elementleri diizeyleri saglikli bireylerle kargilagtirildiginda tiiberkiilozlu hastalarda belirgin degisik-
lik gosterdi. Tiiberkiilozlu hastalarda serum Cu, Se ve Zn diizeylerinin klinik 6neminin belirlenebilmesi i¢in, tiiberkiilozlu

hastalarda tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi yapilacak baska kontrollii ¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Akciger tiiberkiilozu; eser elementler.

Introduction

Trace elements are found in the structure of many metal-
loproteins and metallo enymes play important roles bio-
chemically and nutritionally (1).

It has been frequently reported that the levels of serum
trace elements are an important marker of various infec-
tious and non infectious diseases. However, these param-
eters are not specific to disease,therefore, other serum pa-
rameters should be used for definitive diagnosis (2).

Tuberculosis is common public health problem in Tur-
key and throughout the world (3). Immun response and
various immunochemical mediators playing part in immu-
noresponse account for the metabolism of trace elements
such as zinc, copper and selenium and influence their lev-
els. Immunochemical mechanisms activated by the host
against tuberculosis may influence the trace element me-
tabolism of the host (4,5).

In this study, serum copper, (Cu), zinc (Zn) and Selenium
(Se) levels were investigated in newly diagnosed active
pulmonary tuberculosis patients and the results were com-
pared with those in healthy control group.

Material and Methods

Seventy patients with active pulmonary tuberculosis (44
male, mean age: 48.72, 26 female, mean age: 32.76) and
30 healthy volunteers (17 male, mean age: 43.52 and 13
female, mean age: 36.84) were included in the study. The
diagnosis of pulmonary tuberculosis was made with clini-
cal /radiological and bacterological findings. Healthy con-
trol group was chosen from subjects without tuberculosis
or any other disease.

In serum samples cooper (Cu) , zinc ( Zn) and selenium
(Se) levels were measured by using atomic absorbtion
spectrometer.
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In statistical evluation, SPSS Windows 6 program was
used. Mean values were compared between two groups
with Chi- square test. All results were given as mean value
+ standard deviation. p<0.001 was considered statistically
significant.

Results

Serum copper (Cu) concentration was established to be
1.07+ 0.234 mg/dl in patients with pulmonary tuberculosis
and 0.83= 0.17 mg/dl in healthy controls.

Serum Cu concentration was significantly higher in pa-
tients than healthy controls (p<0.001).

Serum selenium (Se) concentration was 0.24 + 0.55 mg/
dl in patients with pulmonary tuberculosis and 0.17+ 0.06
mg/dl in healthy controls, respectively. Serum Se concen-
tration was significantly higher in patients with tuberculo-
sis than healthy subjects (p<0.001).

Serum zinc (Zn) concentration was found to be 0.66+
0.37mg/dl in patients with pulmonary tuberculosis and
0.55+0.33 mg/dl in healthy controls, without any signifi-
cant difference between two groups (p>0.001). Results
were demonstarted in Table 1.

Table 1: Serum Cu, Se and Zn concentrations in pateints
with pulmonary tuberculosis and healthy controls.

Serum trace Patients Healthy p value
elements (Mean=SD*) subjects
(Mean£SD)
Cu (mg/dl) 1.07+£0.234 0.83+0.17 p<0.001
Se (mg/dl) 0.24+ 0.55 0.17+ 0.06 p<0.001
Zn (mg/dl) 0.66+0.37 0.55+0.33 p>0.001

SD*: Standard derivation
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Discussion

Tuberculosis is an important public health problem in Tur-
key and all over the world (3). Enviromental factors and
some diseases play an important part in the pathogenesis
of tuberculosis. Trace elements especially Zn and Cu play
important roles in host defence and metabolism. Zn and
Cu metabolism of the host is altered markedly in all infec-
tions and inflammatory conditions. It has been shown that
some enviromental factors and diseases change the home-
ostasis of trace elements. Characteristic changes in trace
element metabolism is an important part of acute phase
response (4-10). Serum Cu, Zn and Se are element play-
ing an important role in immun system. Cellular immunity
and some mediator have important functions in tubercu-
losis infection. Among cytokines, inrferon gamma , TNF
alpha , and IL-12 are important in tuberculosis infection
(6,8,11,12). There is close relationsship between cytokines
and trace elements. Some cytokines lead to hypozincoz-
emi by influencing Zn transport , which in turn causes im-
mune response to decrease. Some other cytokines cause
copper concentration to increase. For example, IL-1 gives
rise to hypercopremiae by increasing seruloplasmin (4,5-
10). In the present study, while serum Cu and Se concen-
tration were significantly higher in tuberculoisis patients
than healthy controls, no significant difference was seen
serum Zn concentration.

Ciftci et al. (8) reported that in newly disgnosed pulmonary
tuberculosis patients, two months after treatment, serum
Se and Cu levels were unaffected whilst serum Zn level
increased substantially and Cu/Zn ratio were decreased.

Koyanagi et al. (7) established that tuberculosis patients
have significantly lower Zn and Se levels than control
group wheras serum Cu concentration was significantly
higher.

In patients with pulmonary tuberculosis, a strong rela-
tion between hypzincemia and hyporetinolemia and acute
phase response (CRP). Therefore, it has been stressed that
while evaluating trace elements in serum, the degree of
acute phase response should be taken into consideration.

Liu et al. (6), in their study on tuberculosis patients and
healthy individuals, found serum Zn, Cu and Se levels to
be significantly lower.in controls.

Deveci and colleaques (12) found that serum Cu levels
were significantly lower in patients with active tuberculo-
sis than healthy controls.

In our study, serum Cu and Se concentraions were signifi-
cantly higher in patients with pulmonary tuberculosis than
healthy controls (p<0.001), while serum Zn concentrations
were not significantly different. Our findings are compat-
ible with those of Koyanagi et al. (7) and discrepant with
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Deveci et al. (12). As to Zn and Se levels, our results dif-
ferent from those reported in the literature, which may be
attributed to the selection of patients from different sub-
groups such as active or inactive tuberculosis and to differ-
ences in treatment status of the patients.

In conclusion, it is our suggestion that further controlled
clinical studies with patients not undergoing treatment
and in different subgroups are required for the determina-
tion of the importance of seum Cu, Se and Zn levels in
patients with tuberculosis patients.
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Ozet

Bu calismanin amact degisik klinik 6rneklerde makrolid direncinin fenotipik 6zeliklerini incelemektir.

Bu ¢aligmaya Ocak 2003 ve Aralik 2007 arasinda degisik klinik 6rneklerden izole edilen 208 A grubu beta hemolitik
streptokok susu dahil edildi. Eritromisin i¢in antimikrobiyal duyarlilik testi disk difiizyon metoduna gére yapildi. Ayrica
makrolid diren¢ fenotipleri eritromisin direngli izolatlarda double disk(D-zone) testine gore yapildi.

208 A grubu beta hemolitik streptokok susundan 12’si (%5.7) eritromisine direngli olarak bulundu. Bu eritromisine
direngli oniki susun dokuzu M tipi direng fenotipine sahipken ti¢ii indiiklenebilir MLSB tipi dirence sahip olarak tespit
edilmistir. Yapisal MLSB tipi diren¢ bulunmamistr.

Sonug olarak hastanemizde eritromisin direnci pratik olarak 6nemli olmamasina ragmen izole edilen A grubu beta hemolitik
streptokoklara D-zone testi yapilmalidir. Bu uygulama tedavinin basarisizligini sinirlandirabilir.

Anahtar Kelimeler: Eritromisin direnci; MLS,; streptokoklar.

Abstract
The aim of this study was to investigate phenotypic mechanisms of resistance to macrolides in various clinical samples.

Two hundred and eight group A beta-haemolytic streptococci strains isolated from various clinical samples between Jan-
uary 2003-December 2007 were included in this study. Antibiotic susceptibility testing for erythromycin was performed by
disk diffusion method. In addition, Macrolide resistance phenotypes were investigated in erythromycin resistant isolates
by double disk (D-zone) test.

Our results showed that 12 (%35.7) isolates of group A beta-haemolytic streptococci were resistant to erythromycin among
208 strains. Of this twelve erythromycin resistant strains, nine had M resistance phenotype and three had inducible MLSB
resistance phenotypes. Constitutive MLSB resistance phenotype was not found.

In conclusion, though resistance to erythromycin in our hospital has no pratical significance, these results suggest that
susceptibility test for macrolides and D-zone test should be performed whenever group A beta-haemolytic streptococci
are isolated in our hospital settings. This approach might limit the therapeutic failures due to macrolide resistance.

Keywo rds: Erythromycin resistance; MLS 5 Streptococci.
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A Grubu B-Hemolitik Streptokoklarda
Makrolid Direncinin Fenotiplerinin Arastirilmasi

Giris

Beta-hemolitik streptokoklar Lancefield siniflandirmasina
gore A-H ve K-V arasinda serogruplara ayrilmaktadir. Bun-
lar i¢inde insanlarda en sik enfeksiyona neden olan A gru-
bu PB-hemolitik streptokoklardir (1). A grubu B-hemolitik
streptokoklar (AGBHS) akut tonsilit ve farenjitin yaninda
deri enfeksiyonlar1 puerperal sepsis, pndmoni, menenjit,
nekrotizan fasiit, toksik sok sendromu ve enfeksiyon son-
ras1 akut romatizmal ates ve akut gomerulonefrit gibi ciddi
komplikasyonlara neden olmaktadir. A grubu B-hemolitik
streptokoklarin neden oldugu bu enfeksiyonlarin tedavi-
sinde ilk secenek penisilin grubu antimikrobiyal ilaglardir
ve kullanima girdigi 1941 yilindan bu yana bu ilaca kar-
s1 hicbir sus direng gelistirmemistir (2). Ancak penisiline
alerjisi olan hastalarda ise en iyi alternatif tedavi secene-
&i ise makrolidlerdir (3). Fakat ilk kez Lowbury ve Hurst
1959 yilinda dort yanikli hastanin yara drneklerinden erit-
romisin direngli Streptococcus pyogenes suslarini bildiril-
diginden bu yana son elli yilda eritromisin ve diger makro-
lid grubu antibiyotiklere kars1 direng, artan oranlarda bil-
dirilmeye baslanmigtir (4). Nitekim 2003 yilinda yapilan
bir ¢alismada dort yilda A grubu beta hemolitik strepto-
koklarda eritromisin direnci %2’den %14’e ¢iktigin bil-
dirmistir (5). Eritromisin direnci fenotipik olarak baslica
iki tipe ayrilmaktadir. Birincisi M tipi direng olarak adlan-
dirllan ve mef geni tarafindan aktarilan intraselliiler mak-
rolidlerin efliiks pompa sistemi ile digar1 attm mekanizma-
sidir. Bu tip direngten linkozamidler, 16 tiyeli makrolidler
ve streptograminler etkilenmez. Digeri ise makrolid linko-
zamid ve streptogramin (MLSB) tipi direng olarak adlan-
dirilir ve erm genleri tarafindan aktarilir. Bu formda mak-
rolidler ve linkozamidler ve streptograminlere kars1 direng
gelisir. Bu direng tipi de yapisal (¢cMLSB) ve indiiklene-
bilir (iMLSB) olmak iizere ikiye ayrilir. Bakteri ribozo-
munun 23S rRNA iinitinde adenin metilasyonu sonucu he-
def yerinde meydana gelen degisiklige baghdir. Ozellik-
le iMLSB tipi fenotipin saptanmasi énemlidir. Zira hasta-
ya uygulanan eritromisin enzim indiiksiyonu yapabilir ve
bu durumda tedavi sirasinda eritromisin ve linkozamidle-
re karsi direng gelisebilmektedir (6). Bu ¢alismada cesit-
li klinik 6rneklerden izole edilmis A grubu B-Hemolitik
streptokoklarda eritromisin direng oranlarini ve fenotiple-
rini tespit ederek verilerimizi bu dergi araciliiyla paylas-
mak amaclanmistir.

Gerec ve Yontem

Caligmamiza Ocak 2003 ile Aralik 2007 tarihleri arasin-
da GATA Egitim Hastanesi’nde farkli klinik 6rneklerden
izole edilen 208 A grubu B-hemolitik streptokok susu alin-
di. Gelen klinik 6rnekler %5’lik koyun kanli agara ekile-
rek %5-10’lik CO2’li etiivde bir gece inkiibe edildi. In-
kiibasyon sonucunda beta hemoliz gosteren koloniler kon-
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vansiyonel yontemlerle tanimlandi (7). Bu maksatla Gram
boyama ve katalaz testi yapildi. Gram pozitif kok ve ka-
talaz negatif izolatlardan basitrasin duyarli trimetoprim/
sulfametaksazol direngli suslar beta hemolitik streptokok
olarak degerlendirildi ve grup tayini icin BBL Streptocard
(Becton Dickinson, USA) lateks agliitinasyon testine alin-
dilar. Daha sonra izolatlarin eritromisin (15pug) ve klinda-
misin (2 pg) duyarliliklart CLSI 6nerileri dogrultusunda
Kirby-Bauer Disk Difiizyon yontemi kullanilarak yapil-
d1 (8). Eritromisin direngli izolatlar i¢in fenotiplerini tes-
pit edebilmek amaciyla eritromisin ve klindamisin diskleri
birbirlerinden 15-22 mm mesafede yerlestirilerek yapilan
D-test yontemi ile tespit edildi (9).

Sonuc

Bu caligmada A grubu beta hemolitik streptokok olarak
tiplendirilen 208 izolat arastirmaya dahil edildi. Calisma-
da 12 izolat eritromisine direngli (%5.7) olarak bulundu
ve bu 12 susun sadece ikisi (%16.6) indiiklenebilir MLSB
tipi dirence sahip oldugu tespit edilmistir. Geri kalan do-
kuz sus ise M Tipi direngli (%83.4) olarak bulunmustur.
Caligmada cMLSB tipi direng tespit edilmemistir.

Tartisma

Beta hemolitik streptokok infeksiyonlarnin tedavisinde
ilk tercih edilen antibiyotik olan penisiline bugiine kadar
yapilan yurt i¢i ve yurt digt ¢calismalarda MIC degerleri-
nin artmasina karsin heniiz direng bildirilmemistir (1, 10,
11). Penisiline allerjisi olan veya penisilin tedavisine ce-
vap vermeyen hastalarda eritromisin veya diger makrolid
tirevleri kullanilir (11). Ancak baglangicta da belirtildigi
gibi son elli y1ldir giderek artan oranlarda A grubu beta he-
molitik streptokoklarda direng bildirilmeye baslanmaistir.
Eritromisine duyarlilik cografik bolgeler arasinda ve hatta
ayn1 bolgede farkli zaman dilimlerinde degisiklik goster-
mektedir (12). Tiirkiye’de bu konuda yapilmis pek ¢ok ¢a-
lisma vardir. Erdogan ve ark.lar1 (13) %5.8, Kaya ve ark.
lar1 (14) % 4.25, Berkiten 1970 ile 2000 y1llar1 aras1 yapi-
lan farkli caligmalardan hazirladig1 derlemede eritromisine
kars1 direng oranint % 0.38-20 olarak bildirmistir (2). Gii-
nlimiizde yine Berkiten’nin yapmis oldugu bir bagka calis-
mada 2000-2005 yillar1 arasinda yapilmis farkl ¢alisma-
larda eritromisin direncinin % 2.7 ile 6.7 arasinda oldugu
bildirilmistir (6). Bu a¢idan bakildiginda bu ¢alismada tes-
pit ettigimiz % 5.7’lik direng orani iilkemizde yayinlanmig
diger verilerle uyumlu olarak bulunmustur.

Agrubu beta hemolitik streptokoklarda eritromisine kar-
st direng fenotipleri de farkli bolgelerde ¢esitlilik gdster-
mektedir. Desjardins ve ark. lar1 593 izolat lizerinden yap-
tiklar1 caligmada eritromisin direncini % 8.2 olarak bildir-
misler ve bunlar i¢inde M tipi direng % 67.3, iMLSB TiPI
direng ise % 16.3 cMLSB tipi fentipi ise % 19.4 olarak
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bildirmislerdir (5). Kore’de yapilan bir bagka caligmada
ise 51 eritromisin direncgli Streptococcus pyogenes susun-
da iMLSB tipi direng %51, cMLSB tipi direng %31 ve M
tipi direng ise %18 olarak tespit etmislerdir (3). Ispanya’da
Pe’rez-Trallero ve ark. larinin yaptig1 benzer bir ¢aligma-
da ise 445 Streptococcus pyogenes susunda % 64.5’inde
M tipi direng saptanirken MLSB tipi direng % 35.5 ola-
rak bulunmustur (15). Bu MLSB tipi direncin % 94.9°u
iMLSB tipi direng iken % 5.1°1, cMLSB tipi direng ola-
rak bildirilmistir. Bu konuda yapilmis bir baska calisma-
da 3188 AGBHS susu degerlendirilmis ve toplamda erit-
romisin direnci % 6.8 olarak bildirilmistir. Arastirmacilar
bu direngli izolatlarin % 83.8’1 M tipi, % 9.3’iinii iMLSB
tipi ve % 6.9’unun ise cMLSB oldugunu tespit etmislerdir
(16). Turkiye’de ise durum pek farkli degildir. Senses ve
ark. lar1 2000 y1linda yaptiklar bir ¢aligmada eritromisine
direngli bulduklar1 4 susun ii¢ii M tipi ve biri de iMLSB
tipi diren¢ oldugunu bildirmislerdir (17). A¢ikgdz ve ark.
ise tespit ettikleri eritromisin direngli 36 izolatin % 47.2’si
M tipi, %44.4’1 iMLSB tipi ve %8.3’ii de cMLSB tipi di-
reng olarak tespit etmislerdir (18). Ayrica 1970 ile 2005
yillarini igeren iki farkli calismaya da bakildiginda benzer
sonuclar goriilmektedir (2, 6). Bu yapilan ¢alismada 208 A
grubu B-hemolitik streptokok susunda 12 izolat eritromisi-
ne diren¢li(% 5.7) olarak bulundu ve bu 12 susun sadece
ikisi (% 16.6) indiiklenebilir MLSB tipi dirence sahip ol-
dugu tespit edilmistir. Geri kalan dokuz sus ise M Tipi di-
rengli (%83.4) olarak bulunmustur. Calismada cMLSB tipi
direng tespit edilmemistir. Bu agidan bakildiginda A grubu
B-hemolitik streptokok enfeksiyonlari, iilkemiz agisindan
tedbir almaya zorlayacak kadar yiiksek bir eritromisin di-
rencine sahip olmadigi degerlendirilmistir. Ayrica hem iil-
kemizde hem de diinyada en ¢ok goriilen direng fenotipi M
tipi direng oldugundan dolay1 bu ¢alismamizin verileri ile
paralellik gostermektedir.

Hastanemiz agisindan A grubu B-hemolitik streptokoklar-
da eritromisin direncinin pratikte ciddi bir sorun teskil et-
medigi ve ilk segenek penisiline, alternatif olan, eritromi-
sinin giivenle kullanilabilecegi ortaya ¢ikmustir. indiikle-
nebilen klindamisin diren¢ orani hastanemizde diisiik ola-
rak bulunmustur. Ancak eritromisin ile tedavi gerektigi
hallerde, tedavi basarisizligini 6nlemek i¢in rutin mikro-
biyoloji labortuvarlar tarafindan iMLSB tipi direng test
edilmeli ve kliniklere bildirilmesi onerilmektedir.
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The Comparison of Two Different Methods (Combined Disk And E-Test)
In The Screening of Metallobeta-lactamase Enzyme In Strains Of
Pseudomonas Aeruginosa
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Ozet

AmMag: Pseudomonas aeruginosa (Paeruginosa) suslari ok gesitli mekanizmalarla beta-laktam grubu antibiyotiklere direng
gelistirirler. Bu mekanizmalardan biri de karbapenem grubu antibiyotikleri hidrolize eden metallobeta-laktamazlar enzi-
mi tiretimidir.

Bu ¢alismanin amaci, daha énceden kombine disk (imipenem ve imipenem+EDTA) ydntemi ile metallobeta-laktamaz
(MBL) enzimi tirettigi saptanan 55 P aeruginosa susu ile, MBL negatif saptanan 45 susta, E-test yontemiyle MBL enzimi
varliginin arastirilmasi ve her iki yontemin kargilagtirilmasidir.

Gerec¢ ve Yontemler: Calismaya kombine disk yontemiyle MBL pozitif saptanan 45 Paeruginosa susu ile MBL
negatif saptanan 45 sus olmak {izere toplam 100 Paeruginosa susu dahil edildi. Suslarda MBL varligi IP/IPI E-test striple-
ri ile aragtirildi.

MBL yorumlanmass; IP/ IPI MIC oraninin >=8 veya >=3 log diliisyon olmast MBL tiretimi olarak degerlendirildi. Phan-
tom zonu veya elipste deformasyon IP/ IPI oranina bakilmaksizin MBL pozitifligi olarak degerlendirildi. IP/IPI oraninin
>256/>64 veya <4/<1 oldugunda ise tanimlanamayan olarak degerlendirildi. Tam suslar genotipik testlerle dogrulanmak
amaciyla muhafaza edildi.

Bulgular: Kombine disk yontemiyle MBL pozitif saptanan 55 susun 15’inde (%27.2) E-test ile pozitiflik saptanirken,
35’1 negatif (%63.6),5’i (%9.09) tanimlanamayan olarak saptandu.

Kombine disk yéntemiyle negatif saptanan 45 susun 14’i (%31) E test ile pozitif bulunurken, 29’u (%64.4) negatif, 2’si
(%4.4) tanimlanamayan olarak belirlendi.

Paeruginosa suslarinda MBL enziminin arastirilmasinda kombine disk yontemi ile E-test yontemi arasinda korelasyon sap-
tanmadi.

Sonug: Bu suslarda, MBL varliginin molekiiler yontemlerle de dogrulanmasi ve her iki tarama yonteminin altin stan-
dart olan molekiiler ydntemler esas alinarak birbirleriyle degerlendirilmesi sonucunda testlerin performansinin daha iyi yo-
rumlanabilecegi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Picudomonas aeruginosa; metallobeta-laktamaz enzimi; tarama testleri; kombine disk ydntemi
E-test.
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The Comparison Of Two Different Methods (Combined Disk And E-Test) In The Screening Of
Metallobeta-lactamase Enzyme In Strains Of Pseudomonas aeruginosa

Abstract

Aim: Pseudomonas aeruginosa ( P.aeruginosa) strains develop resistance to beta-lactam group antibiotics through
various mechanisms. One of these mechanisms is the production of metallobeta-lactamase (MBL) enzyme which hy-
drolise karbanapem group antibiotics.

The aim of this study was to investigate the presence of MBL enzyme using E- test method in 55 Pseudomonas aerugi-
nosa strains which were previously established to produce MBL enzyme and 45 strains which were found to be MBL
negative with combined disk (imipenem and imipenem+EDTA) method and to compare two methods.

Material and Methods: Overall 100 P. aeruginosa strains ( 45 strains found MBL positive and 45 strains found to
be negative by combined disk method) were included in the study. The presence of MBL in strains was investigated using
IP/IPI test strips.

The interpretation of MBL: When IP/IPI MIC ratio was >= 8 or >=3 log dilution, this was considered as the pro-
duction of MBL. And it was evaluated as MBL positivity regardless of the IP/IPI ratio of phantom zone or ellipse deforma-
tion. When IP/IPI ratio was >256/>64 or <4/>1, it was evaluated as undefined. All strains were preserved for confirmation
with genotypic tests.

Results: in 15 (27.2%) out of 55 strains in which MBL positivity was found with combined disk method was found to be
positive, 35 (63.6%) was found to be negative and 5 (9.09 %) undefined with E-test . No correlation was found between
combined disk method and E test method in the investigation of MBL enzyme in Pseudomonas aeruginosa strains.
Conclusion: it is our conclusion that the presence of MBL in these strains should be confirmed with molecular meth-
ods and that the performance of both screening methods should be evaluated based upon molecular methods, which
are gold standard.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; metallobeta-lactamase enzyme; screening tests; combined disk method; E-test.

antibiyotikleri (imipenem, meropenem, ertapenem) hidroli-

Giris
; ze eden MBL enzimlerinin farkl iilkelerden ve Tiirkiye’den

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) hastane orta-

minda 6zellikle yogun bakim iinitelerinde en sik karsilasi-
lan etken olmasi, neden oldugu enfeksiyonlarin mortalite
oranlarinin yliksek olmasi ve farkli mekanizmalarla birden
fazla antibiyotik grubuna direng¢ gelistirebilmesi nedeniy-
le Gram negatif bakteriyel enfeksiyonlar i¢erisinde 6nemli
bir yer tutmaktadir. Acinetobacter tiirleri ile birlikte mor-
talite oran1 yiiksek olan nozokomiyal pnémonilerin en sik
etkenidir (1).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda hastane ortaminda en sik
karsilagilan gram negatif basiller sirasiyla; Pseudomonas
tiirleri (spp.), Klebsiella spp., E.coli ve Acinetobacter spp.
oldugu bildirilmektedir (1, 2).

Pseudomonas aeruginosa suslart ¢ok c¢esitli mekanizma-
larla beta-laktam grubu antibiyotiklere direng gelistirirler.
Bu mekanizmalardan biri de karbapenem grubu antibiyo-
tikleri hidrolize eden metallobeta-laktamaz (MBL) enzi-
mi tiretimidir.

Son yillarda, Paeruginosa, Klebsiella spp ve Acinetobac-
ter spp. gibi hastane kaynakli etkenlerde karbapenem grubu
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bildirilmesi biiyiik bir endise yaratmistir (3-20).

Bu ¢alismanin amaci, daha 6nceden kombine disk (imipe-
nem ve imipenem+EDTA) yontemi ile MBL enzimi tiretti-
gi saptanan 55 P. aeruginosa susu ile, MBL negatif saptanan
45 susta, E-test yontemiyle MBL enzimi varliginin arasti-
rilmasi ve her iki yontemin birbirleriyle karsilastirilmasidir.

Gerec ve Yontemler

Calismaya daha dnceden kombine disk yontemiyle MBL
pozitifligi saptanan 55 P.aeruginosa susu ile MBL nega-
tif saptanan 45 sus olmak tizere toplam 100 Paeruginosa
susu dahil edildi. Suglarda MBL varlig1 imipenem/ imipe-
nem+ EDTA ( IP/IPI) E-test stripleri (AB Biodisk, Swe-
eden) ile arastirildu.

Kombine disk yénteminin uygulanmasi: Imipenem ve
imipenem+EDTA kombine disk sinerji testinin uygulanmast:

0.5 Mc Farland bulanikliginda hazirlanan bakteri siis-
pansiyonu Mueller-Hinton besiyerine (BBL, USA) yii-
zeyel olarak ekildi. Besiyerine yiizeyinin kurumasini ta-
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kiben aralarinda 22 mm mesafe olacak sekilde imipenem
(10 pg,0xo0id, UK) ve imipenem EDTA kombine diskleri
besiyeri ylizeyine yerlestirildi. Besiyeri 37° C’de bir gece
inkiibe edildikten sonra ertesi giin degerlendirildi. Imipe-
nem ve imipenem+EDTA iceren kombine diskin inhibis-
yon zon ¢apinda 7 mm ve iizerinde genisleme saptanmast
pozitif olarak degerlendirildi (6, 21).

Kontrol susu olarak Hacettepe Universitesi Tip Fakiilte-
si Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim dalindan te-
min edilen ve VIM-5 metallobeta-laktamaz tirettigi mole-
kiiler yontemlerle (Polimeraz zincir reaksiyonu) dogrulan-
mis Paeruginosa susu kullanildi.

E-test yonteminin uygulanmasi: Bu amacgla Mueller Hin-
ton agar (BBL, USA) besiyeri yiizeyine 0.5 Mc Farland
bulanikliginda ayarlanmis P.aeruginosa suslart siispansi-
yonu yayilarak tizerine IP/IPI E-test stripleri yerlestiridi.

Besiyerleri Besiyeri 37°C’de bir gece inkiibe edildikten
sonra ertesi giin degerlendirildi. Minimal inhibisyon kon-
santrasyonu (MIK) degerinin belirlenmesinde E-test kato-
logu kullanildi.

MBL yorumlanmasi; [P/ [PI MIC oraninin >=8 veya >=3
log diliisyon olmasit MBL fiiretimi olarak degerlendirildi.
Phantom zonu veya elipste deformasyon IP/ IPI oranina
bakilmaksizin MBL pozitifligi olarak degerlendirildi. 1P/
IPI oraninin >256/>64 veya <4/<1 oldugunda ise tanimla-
namayan olarak degerlendirildi.

Bulgular

Kombine disk yontemiyle MBL pozitif saptanan 55 susun
15’inde (%27.2) E-test ile pozitiflik saptanirken, 35’1 (%63.6)
negatif, 5’1 (%9.09) tanimlanamayan olarak saptandi.

Kombine disk yontemiyle negatif saptanan 45 susun 14’{inde
(%31) E- test ile pozitiflik bulunurken, 29°u (%64.4) nega-
tif, 2’si (%4.4) tanimlanamayan olarak belirlendi.

Molekiiler yontemlerle VIM-5 metallobeta-laktamaz tiret-
tigi gosterilen kontrol susunda her iki yontemlede metallo-
betalaktamaz enzimi varlig1 saptandi. Elde edilen sonuglar
Tablo’da gosterildi.

Tablo: Pseudomonas aeruginosa suglarinda MBL enzimi
taranmasinda E-test ve kombine disk yontemlerinin kar-
stlastiriimasi

E-test | Pozitif | Negatif | Tammlanamayan | Toplam
K.disk* Say1 Say1 Say1

1(>r<1>z51;1)f 15 35 5 55
I‘(Ig:%f‘stif 14 29 2 45
(Triﬁlf)‘g)‘ 29 64 7 100

K.disk* : Kombine disk yontemi
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Tartisma

Gram negatif bakteriler, karbapenem grubu antibiyotikle-
ri (imipenem, meropenem) hidrolize eden beta-laktamaz
enzimleri sayesinde karbapenem grubu antibiyotikle-
re direng gelistirirler. Gram negatif bakterilerde karbape-
nem grubu antibiyotikleri hidrolize eden iki enzim gru-
bu vardir. Bunlardan biri “serin karbapenamazlar”, digeri
ise “metallobeta-laktamazlar” dir. Serin karbapenamazlar
A — D sinifi arasinda degisen enzim tiirevleri olup, genel-
likle Enterobacteriaceae ve Acinetobacter tiirlerinde kar-
bapenem direncine aracilik ederler. Metallobeta-laktamaz
(MBL) enzimlerinin aktarimi, tiim beta- laktamaz enzim-
lerde oldugu gibi kromozom aracilikli ve transfer edilebi-
lir genlerle olmak iizere ikiye ayrilir. MBL enzimleri Bush
siniflamasina gore grup 3’ te yer almaktadir. Enterobacteri-
aceae, Acinetobacter tiirleri, Pseudomonas aeruginosa (P,
aeruginosa) ve Klebsiella tiirleri Gram negatif basillerde
¢ok sayida farkli MBL enzimi tanimlanmistir. Giiniimiiz-
de, transfer olabilir tip MBL enzimlerinin tizerinde ¢alis-
mis ve bu enzimlerin tiim diinyada hizla yayildig: bildiril-
mistir (3,6).

Son yillarda diinyada ve Tiirkiye’de metallobetalaktamaz
enzimi tiretimine baglh karbapenem direngli P.aeruginosa
suslart bildirilmektedir (3-20, 23).

Metallobeta-laktamaz enzimleri IMP, VIM, SPM ve GIM
serisi olmak iizere 4 enzim grubundan olusur (3,6). Ozel-
likle Akdeniz tilkelerinde VIM serisi enzimlere daha
sik rastlanmaktadir. Ilk tanimlanan IMP-1 Japonya’da
S.marcescens susunda saptanmistir. Daha sonra Italya’da
P.aeruginosa suglarinda integron iizerinde kodlu, transfer
edilebilen ikinci bir mettallobeta-laktamaz olan VIM-1 ta-
nimlanmigtir. En sik Giiney Dogu Asya ve Avrupa’da ol-
makla birlikte, tiim diinyadan ¢esitli iilkelerden MBL en-
zimi Ureten izolatlar bildirilmistir (3,6,19).
Metallobeta-laktamaz enzimleri; Grup 3 / Klas B betalak-
tamazlar i¢inde yeralirlar. Aktif bolgesinde metal iyonlar
cinko (Zn) igerirler. Klavulanatla inhibe olmazlar.

Metallobeta-laktamaz enzimlerini belirlemek amaciyla
cift disk sinerji testi (imipenem veya seftazidim diskleri
ve MBL-inhibitorii disklerinin ( EDTA/ veya 2-MPA kom-
binasyonunu igerir), kombine disk yontemi (IMP/ EDTA
emdirilmig IMP diskini icerir) ve E-test yontemi (bir ucun-
da IMP diger ucunda ise IMP+EDTA iceren stripler kulla-
nilir) tarama testleri olarak kullanilabilir. Testler uygula-
nirken besiyerindeki ¢inko (Zn+2) diizeyi 6nemlidir (3,6).
Kombine disk yonteminde imipenem ve Imipenem EDTA
zon ¢apinda 7 mm’ den fazla zon farki goriilmesi MBL po-
zitif olarak degerlendirilir. E-test yonteminde ise; imipe-
nem / imipenem+EDTA oraninda 8 kat (3 diliisyon) MIK
diisiisit MBL pozitif olarak kabul edilir (3,6,21).
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VIM tipi MBL enzimi Avrupa orjinli olmakla birlikte bu-
giine kadar bes kitada 20 iilkeden bildirilmistir. SPM en-
zimi Brezilya digsinda goriilmemekte ve bu iilkede Pseu-
domonas suslarindaki siklig1 %20’lere kadar ¢iktig1 rapor
edilmektedir.

GIM tipi MBL enzimi ise Almanya’da smirli kalmistir
(3,6,7).

Tiirkiye’de Bahar ve ark. (18) karbapeneme direngli bir
P.aeruginosa susunda, Aktas ve ark. (23) karbapeneme di-
rengli bir Klebsiella pneumoniae susunda molekiiler yon-
temlerle VIM-5 serisi MBL enzimi bildirilmistir.

Molekiiler yontemler disindaki yontemlerle MBL pozi-
tifligini pozitifligi bildiren cesitli calismalar mevcuttur
(17,19,20).

Toraman ve ark. 52 Paeruginosa susunun 14’iinde (%29),
24 Acinetobacter baumani susunun 5’inde(%21) ve
iki Klebsiella susunun 2’sinde imipenem ve imipenem
+EDTA E-test yontemiyle MBL enzimi pozitifligi bildir-
mislerdir.

Bayraktar ve ark. (19) yogun bakim iinitesinden izole edi-
len 27 P.aeruginosa susunun 17°sinde (%62.9) IP/ IPI (IP-
EDTA) E-testleri ile MBL pozitifligi bildirmislerdir.
Limoncu ve ark. (20) 38 Paeruginosa susunun 12’sinde
(%32), 17 Acinetobacter kdkeninin ise 5’inde (%29) MBL
varlig1 saptanmigtir.

Metallobeta-laktamaz enzimi saptanmasinda farkli yon-
temlerin karsilastirildigl az sayida ¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalardan birinde Lee ve ark. (24) Kore’de yaptik-
lar1 ¢alismada 1234 karbapenem direngli Pseudomonas
spp. ve Acinetobacter spp. susunun 211’inde imipenem
EDTA-sodyum merkaptoasetik asit ¢ift disk sinerji testi
ve E-test yontemiyle metallobeta-laktamaz varlig1 sapta-
mislar, bu suslarin 204 (%96)’iinde molekiiler yontemler-
le bla IMP-1 veya blaVIM-2 serisi aleli tasidiklar bil-
dirilmistir.

Yong ve ark. (25) ¢ogunlugu VIM-2 MBL iireten 102
Paeruginosa ve 20 Acinetobacter baumannii ve 3 Acine-
tobacter spp. ile yaptiklari ¢alismada imipenem ve imipe-
nem EDTA kombine disk yonteminin P.aeruginosa suslari
icin mitkemmel, Acinetobacter spp. iginse iyi sonug verdi-
gini rapor etmislerdir.

Walsh ve ark. (21) IP ve IP-EDTA E- testlerinin MBL en-
zimi saptama duyarliligimi %94, 6zgiilligiinii %95 olarak
bildirmislerdir.

Aktas ve ark. (26) karbapeneme direncli Pseudomonas ae-
ruginosa and Acinetobacter baumannii suslarinda MBL
varligin1 EDTA sinerji tarama yontemleri, E-test ve polime-
raz zincir reaksiyonu (PZR) yontemleriyle aragtirmislardir.

Bu calismada, E-test yontemiyle MBL pozitif saptanan
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suslarm higbirinde PZR yontemiyle IMP/ VIM enzimlerini
kodlayan gen bolgesi veya imipenemaz aktivitesiyle iligki-
li bir gen saptanmamustir. Bu ¢alismada, 0.5 M EDTA ige-
ren disk sinerji testiyle izolatlarin %63.6-100’{iniin, 0.1 M
EDTA igerenle ise % 0-7.7’sinde MBL iirettigi saptanmig-
tir.Bu sebeple, MBL taranmasinda yanlis pozitif sonuglar-
la karsilasmamak icin; 0.1 M EDTA igeren EDTA siner-
ji testinin daha kabul edilebilir oldugunu bildirmislerdir.

Ozgiimiis ve ark. (27) yaptiklar1 calismalarinda molekiiler
yontemlerle 100 Paeruginosa susunun 1’inde VIM tipi,
9’unda (%9) IMP-1 tipi metallobeta-laktamaz geni bla
(IMP-1) ve bla (VIM)] tasidiklarin1 PZR yontemiyle sap-
tamislardir. Ayni ¢calismada, IMP-1 tipi MBL enzimi sap-
tananlarin sadece 4’iinde (%44.4) E-test yontemiyle MBL
enzimi belirlenmistir.

Behera ve ark.(28) Hindistan’da yaptiklar1 ¢aligmada, imi-
peneme direncgli 56 izolatin 48’inde kombine disk yonte-
miyle, 36’sinda ise ¢ift disk sinerji testiyle MBL pozitif-
ligi saptamislardir. Metallobetalaktamaz enzimi iiretimi-
ni dogrulamak i¢in 30 izolata MBL E-test uygulanmis-
tir. Toplam 30 izolatin tiimiinde MBL pozitifligi E-test
yontemiyle dogrulanmistir. Calisma sonucunda imipe-
nem—EDTA kombine disk testinin, MBL enzimini sapta-
mada MBL E-testte esit etkinlikte oldugu, ancak; maliye-
tinin disiik olmasi nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratu-
varinda konvansiyonel tarama yontemi olarak kullanilabi-
lecegi bildirilmistir.

Caligmamizda altin standart olan molekiiler yontemle-
ri kullanma imkanimiz olmadigi i¢in gerek kombine disk
yontemi, gerekse E-test yonteminin MBL enzimini tara-
mada duyarlilik ve ozgilliiklerini belirleme imkanimiz
olmamigtir. Ancak, her iki test arasindaki uyumsuzlugun
dikkat cekici oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, Paeruginosa suslarinda MBL enziminin
arastirilmasinda kombine disk yontemi ile E-test yontemi
arasinda korelasyon goriilmemistir.

Bu nedenle, P. aeruginosa suslarinda, fenotipik yontem-
lerle (kombine disk, E-test yontemleri) MBL varlig1 sap-
tandiginda, yontemler molekiiler yontemlerle (PZR) de
dogrulanmas1 ve her iki yontemin altin standart olan mo-
lekiiler yontemler esas alinarak birbirleriyle degerlendiril-
mesi sonucunda testlerin performansinin daha iyi yorum-
lanabilecegi goriisiindeyiz.

Kaynaklar

1. Onciil O. Hastane kokenli gram negatif comaklarda direng. XXXI.
Tirk Mikrobiyoloji Kongresi, Kongre Kitabinda, 2004; s:94-6.

2. Giir D, Unal S ve ark. Yogun bakim iinitelerinde izole edilen gram
negatif bakterilerin gesitli antibiyotiklere in vitro duyarliliklar: . Flora
Dergisi 1996;1:153-9.

Cilt:2 Say1:2 S:69-73



Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Metallobeta-laktamaz Enziminin
Taranmasinda iki Farkli Yontemin (Kombine Disk ve E-Test) Karsilastiriimasi

3. Walsh TR, Toleman MA, Poirel L, Nordmann P. Metallo-beta-
lactamases: the quiet before the storm? Clin Microbiol Rev. 2005 ;18:
306-25. Review.

4. Giske CG, Libisch B, Colinon C, et al. Establishing clonal relati-
onships between VIM-1-like metallo-beta-lactamase-producing Pseu-
domonas aeruginosa strains from four European countries by multilo-
cus sequence typing. J Clin Microbiol. 2006 ;44 : 4309-15.

5. Nouer SA, Nucci M, Oliveira MP, et al. Risk factors for acquisition of
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa producing SPM metallo-
beta-lactamase. Antimicrob Agents Chemother. 2005 ;49:3663-7.

6. Bal C. Metallo Beta laktamazlar ve Klinik Onemi. XIL. TURK Kli-
nik Mikrobiyoloji ve infeksiyon Hastaliklart Kongresi Kongre Kitabin-
da. Antalya; 2005:146.

7.Yong D, Choi YS, Roh KH, et al. Increasing prevalence and diversity
of metallo-beta-lactamases in Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.,
and Enterobacteriaceae from Korea. Antimicrob Agents Chemother.
2006 May;50(5):1884-6.

8. Bellais S, Mimoz O, Leotard S, et al. Efficacy of B-lactams for trea-
ting experimentally induced pneumonia due to a carbapenem hydroy-
zing matallo-B-lactamase-producing strains of Pseudomonas aerugino-
sa. Antimicrob Agents Chemother. 2002 ;46(6):2032-4.

9. Fiett J, Batraniak A, Mrowka A, et al. Molecular epidemiology of ac-
quired mettalo-B-lactamase producing bacteria in Poland. Antimicrobi-
al Agents and Chemotherapy 2006; 50:880-6.

10. Sanchez A, Salso S, Culebras E, Picazo JJ. Carbapenem resistance
determined by metalloenzymes in clinical isolates of Pseudomonas ae-
ruginosa. Rev. Esp Quimioter ; 2004; 17:336-40.

11. Gupta V, Datta P, Chander J. Prevalence of metallo-beta lactamase
(MBL) producing Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. in a terti-
ary care hospital in India. J Infect. 2006 May;52(5):311-4.

12. Lagatolla C, Tonin EA, Monti-Bragadin C, et al. Endemic
carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa with acquired metallo-
beta-lactamase determinants in European hospital. Emerg Infect Dis.
2004; 10:535-8.

13. Laupland KB, Parkins MD, Church DL, et al. Population-based
epidemiological study of infections caused by carbapenem-resistant
Pseudomonas aeruginosa in the Calgary Health Region: importan-
ce of metallo-beta-lactamase (MBL)-producing strains. J Infect Dis.
2005;192:1606-12.

14. Lee K, Lee WG, Uh Y, et al. VIM- and IMP-type metallo-beta-

lactamase-producing Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. in Ko-
rean hospitals. Emerg Infect Dis 2003;9:868.

15. Navaneeth BV, Sridaran D, Sahay D, Belwadi M. A preliminary
study on mettalo B-lactamase producing Pseudomonas aeruginosa in
hospitalized patients. Indian ] Med Res 2002; 116: 264-8.

16. Lolans K, Queenan AM, Bush K, et al. First nosocomial outbreak
of Pseudomonas aeruginosa producing an integron-borne metallo-beta-
lactamase (VIM-2) in the United States. Antimicrob Agents Chemot-
her. 2005 ; 49:3538-40.

17. Toraman ZA, Yakupogullar1 Y, Kizirgil A. Detection of metallo
beta-lactamase production and antibiotic resistance with E-test method

Cilt:2 Say1:2 5:69-73

TURK KLINIK LABORATUVAR DERGISI

in Pseudomonas, Acinetobacter and Klebsiella strains, in Turkey. J In-
fect Chemother. 2004; 10:257-61.
18. Bahar G, Mazzariol A, Koncan R, et al. Detection of VIM-5 metallo-
3-lactamase in a Pseudomonas aeruginosa clinical isolate from Turkey.
J Antimicrob Chemother. 2004;54:282-3.
19. Bayraktar B, Yildiz D, Bulut E. Yogun bakim tinitesinden izole edi-
len karbapeneme direngli Pseudomonas aeruginosa suslarinda metal-
lobetalaktamaz {iretiminin arastirilmasi. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti
Dergisi 2004; 34:248-252.
20. Limoncu MH, Ermertcan §, Cavusoglu C, Era¢ B. Hastane infek-
siyonlarindan izole edilen Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
kokenlerinde metallo-beta-laktamaz varliginin arastirilmasi. Tiirk Mik-
robiyoloji Cemiyeti Dergisi 2006; 36: 79-82.

21. Walsh TR, Bolmstrom A, Qwarnstrom A, Gales A. Evaluation of a
new Etest for detecting metallo-beta-lactamases in routine clinical tes-
ting. J Clin Microbiol. 2002 ;40:2755-9.

22. E-test katalogu, AB Biodisk, Sweeden.

23. Aktas Z, Bal C, Midilli K,et al. First IMP-1-producing Klebsiella
pneumoniae isolate in Turkey. Clin Microbiol Infect. 2006 ; 12:695-6.
24. Lee K, Lim YS, Yong D, et al. Evaluation of the Hodge test and the
imipenem-EDTA double-disk synergy test for differentiating metallo-
beta-lactamase-producing isolates of Pseudomonas spp. and Acineto-
bacter spp. J Clin Microbiol. 2003 ; 41: 4623-9.

25. Yong D, Lee K, Yum JH, Shin HB, et al. Imipenem-EDTA disk
method for differentiation of metallo-beta-lactamase-producing clini-
cal isolates of Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. J Clin Micro-
biol 2002;40:3798-801.

26. Aktas Z, Kayacan CB. Investigation of metallo-beta-lactamase pro-
ducing strains of Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter bauman-
nii by E-test, disk synergy and PCR. Scand J Infect Dis. 2008; 40:320-5.
27. Ozgumus OB, Caylan R, Tosun I, Sandalli C, Aydin K, Koksal I.
Molecular epidemiology of clinical Pseudomonas aeruginosa isolates
carrying IMP-1 metallo-beta-lactamase gene in a University Hospital
in Turkey. Microb Drug Resist. 2007 ;13:191-8.

28. Behera B, Mathur P, Das A, Kapil A, Sharma V. An evaluation
of four different phenotypic techniques for detection of metallo-B-
lactamase producing Pseudomonas aeruginosa. Indian J] Med Microbi-
ol. 2008;26:233-7.

Tesekkiir
Bu ¢alisma i¢in gerekli malzemelerin temini T.C Saglik Bakanligi, Stra-

teji Gelistirme Bagkanligi tarafindan proje destegi olarak kargilanmistir.

Sorumlu Yazar: Dog. Dr. Salih CESUR

Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi,
Cebeci/ Ankara- TURKIYE

Tel:

E-mail: scesur89@yahoo.com

CESUR ve Ark. 13



Derleme

Candida: An Update of Distinctive Mycological Properties

Candida: Belirgin Mikolojik Ozellikler Uzerine Bir Giincelleme

4 N\
Ilknur DAG!, Yasemin OZ2, Nuri KIRAZ?

'Electron Microscope Laboratory, Eskisehir Osmangazi University, Eskisehir- TURKEY
?Department of Microbiology, Division of Mycology, Eskisehir Osmangazi University, Faculty of Medicine, Eskisehir- TURKEY

CDepartment of Microbiology and Clinical Microbiology, Cerrahpasa Medical Faculty, Istanbul University, Istanbul- TURKEY/

Abstract

Candida species are ubiquitous fungi and are most important fungal pathogens that are known for causing opportun-
istic infections in immunocompromised hosts. Infections are difficult to treat and can be very serious. Especially, there
has been a recent increase in infections due to resistant non-albicans Candida spp., such as C. glabrata and C. krusei.
Candida spp. are closely related but differ from each other with respect to epidemiology, virulence characteristics and
antifungal susceptibility. Distinction among species facilitates both the understanding of the epidemiology of Candida
spp. and management of the antifungal treatment. This review summarizes known mycological properties of Candida by
both comparing commonly observed clinical Candida species and emphasizing important differences.

Keywords: Candida; identification; mycological properties.

Ozet

Candida turleri her yerde bol bulunan ve immuinkompromize konakgida firsatci enfeksiyonlara yol agtigi bilinen ¢cok
onemli fungal patojenlerdir. Olusturdugu infeksiyonlarin tedavisi zordur ve cok ciddi olabilmektedir. Son yillarda
ozellikle C. glabrata ve C. krusei gibi C. albicans disi direngli tirlerin yol actigi enfeksiyonlarda bir artis gortilmek-
tedir. Candida turleri birbirleriyle yakindan iliskilidir ancak epidemiyoloji, virtilans karakteristikleri ve antifungal du-
yarlihk bakimlarindan farkliliklar gostermektedirler. Turler arasindaki ayirdedici 6zelliklerin farkedilmesi hem Candi-
da tirlerinin epidemiyolojisinin anlasiimasini hem de antifungal tedavinin planlanmasini kolaylastiracaktir. Bu der-
leme Candida turlerinin bilinen mikolojk 6zelliklerini, hem yaygin olarak gozlenen klinik Candida tirlerini karsilas-
tirmak hem de dnemli farkliliklari vurgulamak yoluyla 6zetlemeyi amacglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Candida; identifikasyon; mikolojik 6zellikler.
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Opportunistic fungal infections have increased dramati-
cally in recent years. The most important fungal pathogens
are yeast species belonging to the genus Candida (1, 2,
3,4, 5). C. albicans is the most common Candida species
isolated from the clinical samples however other species
of Candida are increasingly being reported (6). Candida
are also members of the natural microflora of the oral cav-
ity, gastrointestinal tract and vaginal mucosa but it be-
comes pathogen in situations where the host’s resistance
is lowered locally or systemically (7, 8). The majority of
nosomocial mycoses are also caused by Candida (9).

Yeasts that belong to the genus Candida are widely spread
in the environment . It can be found in human and other
mammals, birds, insects, arthropods, fish, animal waste,
plants, mushrooms, water and air (10). Candida is highly
heterogeneous and contains close to 200 species(11). Spe-
cies identification is very important in the genus because
different Candida species have variable antifungal suscep-
tibility patterns (12). So, classification to the species level
of Candida cultured from various clinical specimens is in-
creasingly necessary for clinical laboratories.

Generally Candida identification procedures start with a
germ tube test in clinical laboratories (13). Germ tube is
the beginning of true hyphae and observed by microscopic
examination upon inoculation of the strain in serum (14).
It is a rapid method to differentiate C. albicans and C. dub-
liniensis from other Candida species (15). Although it is
a rapid test it may lead to false positive and false nega-
tive results. When the yeast cannot be identified with this
method, further tests such as culturing on cornmeal agar,
carbohydrate fermentation and carbohydrate assimilation
tests and automated identification procedures are done

(16).

For searching the yeasts in clinical samples, the methods
such as gram stain, calcofluor white or KOH are used.
Candida species are gram positive microorganisms. They
grow on almost all common laboratory media, however,
Sabouraud’s agar with and without antibacterial antibiot-
ics is widely used for direct isolation . Some strains of C.
tropicalis, C. krusei and C. parapsilosis are susceptible to
cycloheximide. Most strains grow well at 37°C or at room
temperature (22-25 °C). On Sabouraud’s dextrose agar
(SDA), colonies are white to cream in colour, S type colo-
ny morphology and mature in 3 days (Figure 1). The tex-
ture of the colony may be pasty, smooth, glistening or dry,
wrinkled and dull, depending on the species (17). Young
colonies are white with a soft consistency; the surface and
margins of the colonies are smooth, although rough sur-
faced strains have been described.
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Figure 1- The general appearance of Candida colonies grown on

Sabouraud Dextrose Agar.

By observing growth on commercially available chro-
mogenic medium, a presumptive identification of several
Candida species may be made. Colonies of C. albicans ap-
pear light to medium green, C. tropicalis colonies appear
dark blue to metallic-blue, C. krusei colonies appear light
mauve to mauve, flat colonies with a whitish border, and
C. glabrata colonies appear light to dark mauve in chro-
mogenic media (18). This medium has proven to be useful
for detection of mixed cultures of Candida spp. within a
single specimen. (19, 20, 21).

Transition of growth to the mycelial stage in the absence
of fermentable carbohydrate is another characteristic of
genus. Candida species can use specific carbohydrates as
sole source of carbon in the presence of oxygen. Some of
them are fermentative. This characteristics are important
for the identification of Candida species and for their dif-
ferentiation from other yeast-like fungi (22).

The microscopic features of Candida spp. also show spe-
cies-related variations. All species produce blastoconidia
singly or in small clusters. Blastoconidia may be round or
elongate. Most species produce pseudohyphae which may
be long, branched or curved. True hyphae and chlamy-
dospores are produced by strains of some Candida spp (17,
23). Many investigators have expressed dissatisfaction
with these methods of differentiation, because, as differ-
ent isolates of Candida species may exhibit different phe-
notypical properties, different Candida species may also
exhibit similar phenotypical properties. For this reason,
identification that is made by using only these criteria may
be problematic (21).
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C. albicans

C. albicans which is the main causative agent of candi-
diasis is the most common medically significant Candida
species and it has been reported as a causative agent of all
types of candidiasis (24, 25). On SDA colonies are white
to cream colored, smooth, glabrous, glistening and yeast-
like in appearance. On Chromagar, colonies are light to
medium green (Figure 2).

Figure 2- The appearance of Candida species grown on CHRO-
Magar Candida.

Microscopic morphology can best be visualized when
the test isolate is incubated on Cornmeal-Tween 80 agar
(CA) and at 25°C for 72 h. It shows spherical to subspheri-
cal budding yeast-like cells, 2.0-7.0 x 3.0-8.5 pum in size.
Pseudomycelium present with blastoconidia in dense
grape-like arrangement (21, 26). C. albicans, together with
C. dubliniensis, are the two Candida spp. which produce a
typical asexual spore, chlamydoconidium (27). Chlamy-
doconidia are round, large, thick-walled and usually ter-
minal (Figure 3).

Figure 3- The appearance of C. albicans grown on Cornmeal-

Tween 80 agar.
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C. albicans produces no surface growth when inoculated
in Sabouraud broth. An interesting feature of C. albicans
is its ability to grow in two different ways; reproduction
by budding, forming an ellipsoid bud, and in hyphal form,
which can periodically fragment and give rise to new myc-
elia, or yeast-like forms (28). Transitions between the two
phenotypes can be induced in vitro in response to several
environmental cues such as pH or temperature, or different
compounds (28). Germ tube production is the other typi-
cal characteristic of this species. C. albicans germ tubes
formed after 2 h in serum at 37°C (Figure 4).

oS

@

Figure 4- C. albicans producing germ tubes in serum after 2 hours
incubation at 37°C

Occasional small constrictions at the junction of germ
tubes and parent yeast cells are not unusual in C. albicans,
however, pronounced constrictions and many blastospore-
germ tube units showing such constrictions may indicate
that a yeast isolate is a species other than C. albicans. (usu-
ally C. tropicalis). Similar to the chlamydoconidia produc-
tion, the two Candida spp. that produce germ tube are C.
albicans and C. dubliniensis (29). However, C. albicans
ferments glucose and maltose more rapidly than other sugars.

C. dubliniensis

The species occurs in the oral cavity of mostly HIV-
positive individuals, and are most frequently implicated
in cases of recurrent infection following antifungal drug
treatment (30). Phenotypically, isolates are very similar to
C. albicans in that isolates produce both germ-tubes and
chlamydoconidia, however, they have unusual carbohy-
drate assimilation patterns and grow poorly or not at all
at 42°C. On CHROMagar Candida medium, C. albicans
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colonies are light blue-green in colour, while those of C.
dubliniensis are a much darker green colour. On SDA,
colonies are white to cream coloured, smooth, glabrous
yeast-like in appearance (and are indistinguishable from
those of C. albicans). On CA, pseudohyphae with blasto-
conidia and terminal vesicles (chlamydoconidia) are pro-
duced usually in abundance (similar to C. albicans). Germ
tubes formed with serum (31).

C. tropicalis

The diploid yeast C. tropicalis is one of the most frequent
non-albicans causes of candidemia (32). Unlike C. albi-
cans, which is a normal commensal on human mucous
membranes, the detection of C. tropicalis is more often as-
sociated with the development of deep fungal infections
(33). On SDA, colonies are cream-colored with a slightly
mycelial border (Figure 5).

Figure 5- The appearance of C. tropicalis grown on Sabouraud
Dextrose Agar.

On Chromagar, colonies appear dark blue to metallic-blue
(Figure 6).

Figure 6- Growth of C. tropicalis with a blue colour on CHRO-
Magar Candida.
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It may produce a thin surface film and bubbles when grown
in Sabouraud broth. On CA, it produces oval blastospores
which are located along the long pseudohyphae. The blast-
ospores may appear singly or in clusters. The pseudohy-
phae branch abundantly (Figure 7).

Figure 7- The microscopic morphology of C. tropicalis grown
on Cornmeal-Tween 80 agar.

C. tropicalis may also produce true hyphae. However, it
produces thin-walled chlamydospores which resemble
those of C. albicans. It also undergoes colony morphol-
ogy switching, like C. albicans. These similarities mirror
the phylogenetic relationship of these species. C. tropica-
lis forms a closely related taxon with C. albicans, C. dub-
liniensis, and C. parapsilosis (21).

C. krusei

C. krusei is an emerging fungal nosocomial pathogen pri-
marily found in the immunocompromised patients and
those with hematological malignancies (34). Intrinsic re-
sistance to fluconazole and decreasing susceptibility to
other anti-fungal agents are problematic (35). The flat,
relatively dry colony of species, its production of a promi-
nent surface film which extends several milimeters up on
the inner surface of a broth tube and the elongated shape
of buds produced on agar are characteristics which make
identification of the species easy. On SDA, colonies are
white to cream colored, smooth, glabrous yeast-like colo-
nies (Figure 8).

On chromagar, C. krusei colonies appear light mauve to
mauve, flat colonies with a whitish border (Figure 9).
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Figure 8- The appearance of C. krusei grown on Sabouraud
Dextrose Agar

Figure 9- Growth of C. krusei with a pink colour on CHRO-
Magar Candida

On CA, following 72 hours incubation at 25°C, abundant pseu-
dohyphae are formed with some moderate branching; cells lib-
erated and arranged parallel to the main axis (Figure 10).

Figure 10- The microscopic morphology of C. krusei grown on
Cornmeal-Tween 80 agar.

This isolate grows at 42°C but fails to grow on media con-
taining cycloheximide. Care should be taken when identi-
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fying C. krusei as isolates of C. inconspicua are morpho-
logically and biochemically similar. These two species are
most easily differentiated by the production of pseudohy-
phae by C. krusei. While the majority of the clinical Can-
dida species have no urease activity, some origins of this
species are urease positive (36). Issatchenkia orientalis is
teleomorph form of C. krusei (20).

C. parapsilosis

C. parapsilosis is occasionally involved as an opportunist
in systemic mycoses (37). The species forms slimy bio-
films on tubing systems and prosthetic materials. On SDA,
colonies are white to cream colored, smooth, glabrous
and yeast-like in appearance. On CA, pseudomycelium
present, mostly abundant, consisting of branched chains of
elongate cells in more or less christmastree-like arrange-
ment, lateral branches gradually becoming shorter towards
the hyphal apex (Figure 11) (38, 39, 20).

Figure 11- The microscopic morphology of C. parapsilosis
grown on Cornmeal-Tween 80 agar

C. glabrata

Until recently, C. glabrata was considered a relatively
nonpathogenic commensal fungal organism of human mu-
cosal tissues. However, following the widespread and in-
creased use of immunosuppressive therapy together with
broad-spectrum antimycotic therapy, the frequency of mu-
cosal and systemic infections caused by C. glabrata has
increased significantly (40). A major obstacle in C. gla-
brata infections is their innate resistance to azole antimy-
cotic therapy, which is very effective in treating infections
caused by other Candida species (41). On SDA, colonies
are white to cream colored, smooth and glabrous yeast-
like in appearrance. C. glabrata colonies appear light to
dark mauve in chromagar (Figure 12). Microscopic mor-
phology shows numerous ovoid, budding yeast-like cells
or blastoconidia, 2.0-4.0 x 3.0-5.5 um in size (Figure 13).
C. glabrata is the only Candida species that does not form
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pseudohyphae at temperatures above 37°C. A critical dis-
tinguishing characteristic of C. glabrata is its haploid ge-
nome, in contrast to the diploid genome of C. albicans.
While C. glabrata rapidly metabolizes trehalose, but not
maltose (36).

Figure 12- The appearance of C. glabrata grown on CHRO-
Magar Candida (pink colonies).

Figure 13- The microscopic morphology of C. glabrata growth

on Cornmeal-Tween 80 agar.

C. guilliermondii

C. guilliermondii is occasionally involved in cutaneous
or subcutaneous infections, systemic infections are rare
(42). Like C. lusitaniae, C. guilliermondii is haploid and
has retained a complete sexual cycle including meiosis
and sporulation. On SDA, colonies are cream to pinkish
colored, smooth, glabrous and yeast-like in appearance.
Microscopic morphology shows spherical to broadly el-
lipsoidal budding yeast-like cells, 2.0-4.0 x 3.0-6.5 pum.
Pseudomycelium may be present, radiating from the cen-
tre of masses of budding cells; hyphae not produced. It’s
teleomorph is Pichia guilliermondii (26).

C. kefyr

C. kefyr is an opportunistic species that occasionally caus-
es human disease and has been isolated from nails and
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pulmonary specimens (43). Environmental isolations have
been made from cheese and dairy products (44). On SDA,
colonies are white to cream colored, smooth, glabrous and
yeast-like in appearance. Microscopic morphology shows
budding cells ellipsoidal to cylindrical, 6-10 x 3-6 um.
Hyphae absent; pseudomycelium mostly present, fragile,
emerging in a volcano-shaped arrangement with parallel
cells (Figurel4). Teleomorph form of this species is Kluy-
veromyces marxianus (20, 39).

Figure 14- The microscopic morphology of C. kefyr grown on
Cornmeal-Tween 80 agar.

C. viswanathii

C. viswanathii is isolated from spinal fluid and sputum.
Colonies are white to cream-coloured, smooth, moist in
SDA. On CA, budding cells obovoidal to ellipsoidal, 4-12
x 2.5-7.0 um; pseudomycelium present, poorly branched,
bearing few- obovoidal conidia with truncate scars (20, 39).

C. lusitaniae

C. lusitaniae has been isolated from several cases of dis-
seminated candidiasis, including septicemia and pyelone-
phritis (45). It has also been reported to colonize the
human respiratory, gastrointestinal and urinary tracts. De-
spite its low prevalence, C. lusitaniae poses unique thera-
peutic challenges as strains resistant to amphotericin B are
frequently isolated from patients. Resistance of strains to
azole drugs has also been reported. On SDA, colonies are
white to cream colored, glistening, soft and smooth. On
CA, well-developed pseudomycelium with short chains
of blastoconidia often present, strongly flexuose, growing
down into the medium. C. lusitaniae may also be difficult
to distinguish from C. tropicalis using some yeast identi-
fication systems. This species’ teleomorph form is Clavis-
pora lusitaniae (17).

DAG ve Ark. 79



Candida: Belirgin Mikolojik Ozellikler Uzerine Bir Giincelleme

C. norvegensis

Candida norvegensis has been an unusual cause of peritoni-
tis and disseminated candidiasis in humans (46). On SDA,
colonies are white to cream colored, smooth, glabrous and
yeast-like in appearance. Microscopic morphology shows
numerous ovoid, budding yeast-like cells or blastoconidia,
2.0-3.5 x 3.5-5.0 um in size. No pseudohyphae produced
(Figure 15). Pichia norvegensis is a teleomorph form of
C.norvegensis (20, 39).

Figure 15- The microscopic morphology of C. norvegensis
grown on Cornmeal-Tween 80 agar.

C. haemulonii

On SDA, colonies are white to cream colored, smooth, gla-
brous and yeast-like in appearance. Microscopic morphol-
ogy shows numerous ovoid to globose, budding yeast-like
cells or blastoconidia, 3.0-5.0 x 3.0-6.5 um in size. Pseu-
dohyphae absent or fragmentary pseudohyphae composed
of clavate cells present (26). C. haemulonii has been re-
ported from a few cases of fungemia but clinical isolations
remain rare (47). It has also been isolated from fish and a
dolphin. Distinguishable of C. haemulonii may be difficult
from C. famata, C. guilliermondii, C. parapsilosis using
some commercial yeast identification systems due to data
base limitations (20, 39).

C. colliculosa

Colonies (SDA) are white to cream-coloured smooth, gla-
brous yeast-like in appearance. In microscopic morphol-
ogy, spherical to ellipsoidal budding blastoconidia, 2-6 x
3-7 um in size. Ascospores may be produced on 5% malt
extract or cornmeal agar after 5-30 days at 25°C. No pseu-
dohyphae or true hyphae produced (20, 39).
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C. famata

This species is an emerging pathogen that has been report-
ed to have decreased susceptibility to amphotericin B (48).
On SDA, colonies are white to cream colored, smooth,
glabrous yeast-like in appearance. Microscopic morphol-
ogy shows numerous ovoid, budding yeast-like cells or
blastoconidia, 2.0-3.5 x 3.5-5.0 um in size. No pseudo-
hyphae produced. C. famata is a common environmental
isolate, however it is only rarely recovered from clinical
specimens, usually associated with skin. It’s teleomorph
form is Debaryomyces hansenii (26).

In summary, the increasing prevalence of candidal infec-
tions highlights the need for simple and rapid methods
in microbiological laboratories. Correct identification of
Candida to the species level has a great importance for the
clinician in determining the correct antifungal agent. Since
phenotypic properties are not sufficient alone, combina-
tion of several methods may be useful for identification of
Candida.
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Asymptomatic Tracheal Fistula to Adjacent Soft Tissue
Secondary to Blunt Trauma
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Asemptomatik Fistiil
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Abstract

Aim: Fistula formation between the trachea and adjacent structures such as esophagus, skin (cutaneous), and vas-
cular tissue have been previously well described. Their diagnosis, treatment modalities, and short- and long-term
prognosis have also been largely discussed. These pathological connections have been generally due to tracheal can-
nulations (iatrogenic), malignancies, vascular aneurysms, and blunt or penetrating trauma. Tracheal fistula formati-
on to adjacent soft tissue is a very rarely seen condition. For diagnosis and planning treatment strategies, CT scanning
of the neck might be the first choice, especially in trauma patients. Herein, we describe a male patient with such fistu-
la formation and discuss its radiological diagnosis.

Keywords: Fistula; rare; trachea.

Ozet

Amag: Trakea ile 6zefagus, cilt (kutendz) ve vaskiiler dokular gibi komsu yapilar arasindaki fistiil olusumu daha
once de iyi tanimlanmis bir durumdur. Bu fistiillerin tanilari, tedavi yontemleri ve kisa ve uzun vadeli prognozlar1 da
biiyiik dlciide ele alimmistir. Bu patolojik baglantilar genellikle trakeal kaniilasyonlar (iyatrojenik), maligniteler, da-
mar anevrizmalari, ve kiint veya penetran travma nedeniyle meydana gelmektedir. Komsu yumusak dokuya trakeal
fistlil olusumu ¢ok nadir goriilen bir durumdur. Tan1 ve tedavi planlama stratejileri igin, boyun bdlgesinin BT tarama-
st O0zellikle travma hastalarinda ilk secenek olabilir. Burada, buna benzer fistiil olusumlu bir erkek hastayi sunduk ve
radyolojik tanisini tartistik.

Anahtar kelimeler: Fistiil; nadir; trakea.

Case report by patient. Vital signs were stable. His physical examina-
tion was unremarkable. Afterward, a computed tomogra-
phy of the chest was performed (Emotion Dou, Siemens,
Germany). During examination, no pathology other than
air filled area adjacent to trachea at the first slice was ob-
served (Figure).

A 32 year old male patient was admitted to the emergency
department with chest pain after a blunt trauma because of
car accident. The event had occurred 2 hours before admis-
sion. No other complaint including dyspnea was declared
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Kiint Travmaya Sekonder Trakeadan

Komsu Yumusak Dokuya Uzanan Asemptomatik Fistiil

Figure: Air-filled area is seen adjacent to the trachea in coronal (A), sagittal (B) and transverse (C) planes (white arrows)

Discussion

Trauma to the neck either blunt or penetrating might be
result in laceration or rupture of the corresponding organ-
tissues. In case of vascular lacerations, bleeding complica-
tions such as hematoma or fistulous complications might
be seen. Trauma to the trachea has been relatively less en-
countered. Most of these fistulae have occurred between
the trachea and adjacent tissues such as esophagus, skin,
and vessels (1, 2, 3). Much of tracheal lacerations are due
to tracheal cannulation (iatrogenic) that results in fistula
formation especially in long-term follow-up (4). However,
fistula formation localized to adjacent soft tissue is very
rare. In diagnosis, some conventional and new diagnostic
radiological modalities can be performed. Use of ultra-
sonography in diagnosis of tracheal pathologies is limited.
Because the structures situated in the sonographic acoustic
shadow: behind bones, calcified cartilages, stones, and be-
hind organs containing gas such as trachea can not be visu-
alized. Although conventional bronchoscopy and contrast
radiodiagnostic study are the gold standard methods for di-
agnosis of tracheal pathologies such as fistulae, newer and
developing radiological tools such as computed tomogra-
phy has been increasingly used (5). Recent advances in-
cluding the advent of high-speed, helical scanners as well
as software development have allowed further anatomical
and tissue characterization of the inspected region. In addi-
tion, CT imaging might help in planning subsequent inter-
ventions. Therefore, CT scanning might be the first choice
in diagnosis of tracheal pathologies. In addition, the use of
advanced CT technologies as in three-dimensional CT can
further help in diagnosis of much more complicated and
difficult malformations (6).
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Retrofarengeal ve Retrosternal Uzanim Gosteren Dev
Multinodiiler Guatr

Huge Multinodular Goiter With Retropharyngeal and Retrosternal
Extention

Bige SAYIN, Nilgiin YILDIRIM, Perihan SOYDINC, Erdogan AKTAS, Dogan DEDE

Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, 4. Radyoloji Klinigi, Ankara- TURKIYE

Ozet

Amag: Guatr, tiroid glandinin neoplazm nedeniyle olmayan, agrisiz ve kronik biiyiimesidir. Diffiiz ya da nodiiler
olabilir. Tiroid glandi siklikla inferiora dogru biiyiir ve retrosternal uzanim gosterebilir. Tiroid glandinin superolate-
rale dogru biiyiiyerek retrofarengeal boslugu doldurmasi ve retrofarengeal kitle bulgusu ile karsimiza ¢ikmasi olduk-
c¢a nadir goriiliir.

Burada; hem inferiora hem de superolaterale dogru biiyliyerek retrosternal ve retrofarengeal uzanim gosteren biiyiik
boyutlardaki multinodiiler guatr olgusunun, konvansiyonel radyografi ve bilgisayarli tomografi bulgular1 sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Guatr; retrofarengeal kitle; bilgisayarli tomografi.

Abstract

Aim: Goiter is a term that describes a painless, nonneoplastic, chronic enlargement of the thyroid gland. It occurs
diffuse or nodular. Goiter usually extends to inferior and may also extend retrosternally towards to the mediastinum.
Rarely the goiter grows towards to the retropharyngeal space superiorly; to present clinically a retropharyngeal mass.

Herein, we presented X-ray and computed tomography findings of a patient with huge multinodular goiter which ex-
tends retropharyngeally and retrosternally.

Keywords: Goiter; retropharngeal mass; computed tomography.

Giris luk, Graves hastaligi, akut/subakut tiroidit ve tiroid hor-
’ mon direnci olarak sayilabilir. Guatr &tiroid olgularda sik-
likla tiroid bezinin multinodiiler hiperplazisi nedeniyle go-
riiliirken, hipotiroid olgularda Hashimato tiroiditine bag-
I1 olarak ortaya ¢ikar (1). Burada, retrofarengeal uzanim
gosteren Otiroid multinodiiler guatr olgusunun konvansi-
yonel radyografi ve bilgisayarli tomografi (BT) bulgula-
r1 sunulmustur.

Guatr tiroid bezinin endemik ya da sporadik nedenler-
le olan kronik ve nonneoplastik biliylimesidir. Guatr; pa-
rankim tutulumuna gore diffiiz veya nodiiler, salgi fonk-
siyonuna gore hipotiroid, hipertiroid veya 6tiroid, yaygin-
lik derecesine gore sporadik veya endemik olarak siniflan-
dirilir. En sik etiyolojik faktorler iyot eksikligi, guatrojen-
ler, Hashimato hastaligi, tiroid hormon sentezinde bozuk-
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Huge Multinodular Goiter With Retropharyngeal and
Retrosternal Extenion

Olgu Sunumu

38 yasinda erkek hasta bir haftadir giderek artan nefes dar-
1§81, carpinti, ates, gogiis ve sirt agrisi sikayetleri ile has-
tanemiz Acil Servisine bagvurdu. Hastanin 8 yil once re-
nal trasplantasyon dykiisli mevcuttu. 1,5 yil dnce tiroid ult-
rasonografi (US) tetkiki ve US esliginde tiroid ince igne
aspirasyon biyopsisi yapilarak multinodiiler guatr tanisi
konulmustu. O zamanki laboratuar sonuglarina gore tiro-
id hormonlar1 normal sinirlarda ve Anti TPO Ab negatifti.
Hastaya ilag tedavisi verilmemisti.

Hastanin fizik muayenesinde servikal bolgede inferiorda
suprasternal centige, yanlarda sternokleidomastoid kasi
on kenaria kadar uzanan multinodiiler tiroid gland1 palpe
edildi. Trakeada hafif sola deviasyon ve bilateral servikal
zincirde agrisiz lenf nodlar saptandi. Diger fizik muayene
bulgulari normal degerlendirildi.

Hastaya hipofarenkste kitle 6n tanisi ile iki yonlii servikal
grafi ¢ekildi. Servikal lateral grafide; prevertebral alan bo-
yunca uzanan, larenks ve trakea hava siitununu anteriora
iterek basilayan yumusak doku goriiniimii izlendi (Sekill).
Hastanin multinodiiler guatr oykiisii oldugundan, klinis-
yenler tarafindan US tetkikine gerek duyulmadan acil sart-
larda boyun ve toraks BT tetkiki istendi.

"1'

Sekil 1: Servikal lateral grafide prevertebral alan boyunca uza-
nan larenks ve trakea hava siitununu anteriora dogru yaylandiran
yumusgak doku goriintimii izleniyor.

Acil Bilgisayarli Tomografi Unitesinde intravendz 100 cc
noniyonik kontrast madde verilerek 5 mm kesit kalinlig1
ve kesit araligi ile boyun BT, 7 mm kesit kalinlig1 ve ke-
sit aralig1 ile toraks BT incelemesi yapildi. Tiroid glandi
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her iki lobunun ve isthmusun boyutlar1 artmis, konturla-
r1 lobiile olarak izlendi. Tiroid sag lobunun superolaterale
uzanim gostererek prevertebral ve parafarengeal alani dol-
durdugu, epiglot ve laringeal yapilar1 posteriordan ¢evre-
ledigi orofarenks diizeyine kadar uzanim gosterdigi sap-
tandi (Sekil2).

Sekil 2: Aksiyal BT kesitinde; tiroid sag lobunun prevertebral,
parafarengeal ve perivaskiiler alani doldurdugu, larengeal ya-
pilar1 posteriordan ¢evreledigi ve anterior servikal bolgeye uza-
nim gosterdigi goriiliiyor.

Sag piriform siniis bastya bagl oblitere goriiniimdeydi In-
feriorda trakeay1 anteriora deplase edip, hava siitununda
asimetrik daralmaya yol agmaktaydi. Tiroid parankimi ige-
risinde heterojen hipodens nodiiller saptandi (Sekil 3).

Sekil 3: Aksiyal BT kesitinde; multinodiiler tiroid glandinin

substernal intratorasik uzanim gosterdigi izleniyor.

Cilt:2 Sayi:2 S:85-88



Retrofarengeal ve Retrosternal Uzanim Gosteren
Dev Multinodiiler Guatr

Superiorda retrofarengeal olarak orofarens diizeyine kadar
uzanan ve inferiorda retrostrenal intratorasik uzanim gos-
teren yumusak doku kitlesi, belirgin kontrastlanma pater-
niyle multinodiiler guatr olarak rapor edildi. Kesitler dahi-
linde akciger alanlar1 normal olarak degerlendirildi.

Hastaya operasyon planlandi. Laboratuar sonuglarina gére
tam kan degerleri normaldi. Ure, kreatinin, firinojen ve
LDH degerleri yiiksek, kreatinin klirensi, Na ve Cl deger-
leri diisiik olarak geldi. Serbest T3: 1.78 pg/mL, serbest
T4:1.30 ng/dl, TSH: 0.10 IU/ml normal sinirlardaydi. Anti
TPO Ab negatifti. Klinisyenler tarafindan sonuglar trans-
plante bobrekte kronik rejeksiyon olarak degerlendirildi.

Laringoskopisinde; lateral farengeal duvarlarda sislik ve
orofarenks-hipofarenks diizeyinde hava pasajina dogru
bombelesme mevcuttu. Posterior duvarda, larinksi belir-
gin Orten diizgiin yilizeyli submukozal kitle izlendi. Sag vo-
kal kordda paramedian hareket kisitliligt mevcuttu. Rima
glottis agik olarak degerlendirildi.

Hasta opere edildi. Cerrahi operasyon bulgularina gore sag
lobu yaklagik 10x10x12 cm, sol lobu yaklagik 8x8x10 cm
boyutlarda olan, retrofarengeal alana uzanim gosteren ve
trakeay1 ¢cepegevre saran tiroid glandi total olarak ¢ikaril-
di. Patoloji sonucu multinodiiler guatr olarak geldi.

Tartisma

Tiroid glandinin degerlendirilmesi 6ncelikle klinik muaye-
ne bulgularina gore yapilir. Tiroid glandi siklikla inferior-
da mediastinum i¢ine dogru biiyiime gosterirken hem ret-
rosternal hem de retrofarengeal kitle ile prezantasyonu ol-
dukea nadirdir (1-7).

Tiroid dokusunun retrofarengeal boslukta biiyiimesi iki
sekilde olabilir. Birincisi, embriyolojik gelisim bozuklu-
gu nedeniyle ortaya ¢ikan ektopik tiroid glandidir. Tkinci-
si ve daha sik goriileni bilyiimiis tiroid glandinin dogrudan
retrofarengeal uzanimi sonucu meydana gelir. Bizim ol-
gumuzda da hiperplazi nedeniyle biiyiik boyutlara ulagan
multinodiiler tiroid glandi, dogrudan uzanim yoluyla su-
perolateralde retrofarengeal boslugu doldurmakta inferior-
da ise retrosternal intratorasik uzanim gostermekteydi. Li-
teratiirde yer alan olgular da genellikle multinodiiler biiyii-
mis tiroid glandinin dogrudan retrofarengeal uzanimi sek-
linde bildirilmistir (1,2,4,6). Bu hastalarda tiroid hormon
diizeyleri genellikle normal olup &tiroiddir (1). Bizim has-
tamiz da multinodiiler guatr tanisini aldig1 1.5 yildan beri
otiroid olarak seyretmekteydi. Ancak literatiirde Kenyon
ve Robb’un bildirdigi olgu ektopik tiroid dokusu kaynak-
11 olup tizerine hashimato tiroiditi eklenmesi nedeniyle di-
gerlerinden farklidir (3). Bizim olgumuzda Anti TPO Ab
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negatif olarak geldi ve hashimato tiroiditi saptanmadi.

Bunlarin disinda literatiirde bildirilmis tiroid kaynakli ret-
rofarengeal kitleler iginde, intraparankimal hemorajiye
bagli retrofarengeal ve parafarengeal hematom, akut piirii-
lan tiroidite bagh retrofarengeal abse, retrofarengeal kitle
seklinde bulgu veren metastatik papiller tiroid karsinomu
olgularina rastlanmistir (8,9,10).

Genellikle multinodiiler guatrin retrofarengeal uzanimi-
nin, mediastinum i¢ine uzanimindan daha sonra ve geg
bulgu olarak ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir (3). Retrofa-
rengeal guatra bagl gelisen semptomlar ses kisiklig1, k-
stirtik, dispne, giiriiltiilii solunum, yutma gii¢liigii, carpinti,
halsizlik, palpabl kitle olarak bildirilmistir (5). Bizim ol-
gumuzda da muhtemelen uzun yillardir multinodiiler guatr
mevcuttu ancak klinik olarak basi bulgusu vermedigi ve
kanda tiroid hormonlari normal sinirlarda oldugu i¢in an-
cak 1.5 yil o6nce tan1 konulmustu. Hastanin tan1 aldigi si-
rada nefes darlig1 ve ses kisiklig1 gibi glandin farenks ve
trakeaya basi bulgusunu diislindiiren sikayetleri bulunmu-
yordu. Bu nedenle olasi retrofarengeal uzaniminin deger-
lendirilmesi agisindan boyun BT tetkikine gerek duyulma-
misti. Hastanin son bir haftadan beri ses kisikligi, nefes
darligi, gogiis ve sirt agrisi sikayetleri mevcuttu.

Guatrin evrelendirilmesi 1960 yilindan bu yana 3 defa de-
gisiklige ugramistir.

2002 yili guatr siniflamasi1 (WHO/UNICEF/ICCIDD)
asagida verilmistir:

Evre 0: Palpe edilebilir ve goriinen guatr yok

Evre I: Palpe edilebilen fakat bas normal pozisyonda iken
gorinmeyen guatr

Evre II: Bas normal pozisyonda iken boyundaki siskinli-
gin goriindiigii guatr

Literatiirde guatrin retrosternal uzaniminin BT ye gore ev-
relendirilmesi ise asagidaki sekilde tanimlanmustir (11).

a) Glandin mediasten i¢ine uzanimi;

Evre 1: arkus aortanin iizerinde

Evre 2: arkus aorta diizeyinde

Evre 3: arkus aortanin altinda olarak siiflandirilirken,
b) Glandin anteroposterior boyutlarina gore;

Tip A (prevaskiiler), Tip B (retrovaskiiler-paratrakeal),
Tip C (retrotrakeal) ve c¢) Glandin latero-lateral boyutla-
rina gore ise monolateral ya da bilateral olarak siniflandi-
rilmaktadir.

Literatlirde glandin retrofarengeal uzanim ile ilgili bir si-
niflama bulunamadi.
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Huge Multinodular Goiter With Retropharyngeal and

Retrosternal Extenion

Retrofarengeal ve retrosternal uzanim gosteren guatrin te-
davisi genellikle cerrahidir. Servikal yaklasim retrosternal
guatr olgularinda ¢ogunlukla tercih edilen giivenli bir cer-
rahi metoddur. Ekstraservikal yaklasimin endikasyonlari
oldukga sinirlidir. 2004-2008 yillart arasinda tiroidektomi
yapilan 2263 hastadan 355’inde retrosternal guatr tanim-
lanmis ve iki hastaya (%0.6) ekstraservikal yaklasim uy-
gulanmigtir (12). BT kesitsel goriintiileme evrelemenin ya-
pilmasinda ve ekstraservikal cerrahi yaklagimin risk fak-
torlerinin belirlenmesine yardimcidir. Yapilan bir ¢aligma-
da Evre 2 ve tistiinde, Tip C retrosternal guatr olgularinda
ve malinitelerde cerrahi riski daha yiiksek olarak bildiril-
mistir (11). Bizim olgumuza kitlenin retrofarengeal uzani-
minin biiyiik boyutlara ulagmasi ve hava yoluna basi yap-
masi1 nedeniyle standart servikal yaklagima ek olarak to-
rakotomi uygulandi ve total tiroidektomi yapildi. Cerra-
hi sonrasinda hastanin semptomlar1 geriledi. Tiroid replas-
man tedavisine baslandi. Literatiirde nadiren, tiroid sup-
resyon tedavisi ile sonug alinan ve semptomlarda gerileme
olan vakalar bildirilmistir (2).

Sonug olarak retrofarengeal kitle semptomlar ile gelen
hastalarda, biiyiimiis tiroid glandinin retrofarengeal uza-
nmim gosterebildigi akilda tutulmalidir. BT tetkiki tiroid
glandmin karekteristik yapisi ve kontrastlanma 6zelligi sa-
yesinde biiylimiis glandin ve tiroid kaynakli kitlelerin uza-
nimlariin saptanmasinda, retrofarengeal kaynakli kitle-
lerden ayirici tanisinda ve cerrahi tedavinin planlanmasin-
da ¢ok degerli bir goriintiileme yontemidir.
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Editoére Mektup

Spontaneous Hematoma of the Rectus Sheath Associated
with Low Molecular Weight Heparin

Diisiik Molekiil Agirhikli Heparin Kullanimi ile iliskili Spontan Rektus
Kilift Hematomu

Nurdan CAY, Muharrem TOLA

Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi Radyoloji Klinigi, Ankara- TURKIYE

Abstract

Aim: A 67-year-old woman was on LMWH (enoxaparin) therapy because of atrial fibrillation. At the third day of treat-
ment, an abdominal pain, especially on the left side, was reported by the patient. On physical examination, a large
solid mass with a size of 10 x 15 cm was palpated in the upper and lower left quadrants of the abdomen. Laboratory
tests revealed a decrease in hemoglobin level by 5.8 gr/dL. Abdominal ultrasonography showed a large superficial
cyst-like mass on the abdominal wall. On CT scans, a large iso- to hyperdense mass (7x16x14 cm) with hypodense
areas in it posterior to the rectus abdominis muscle was demonstrated. LMWH treatment was discontinued, and 2 sets
of red blood cell replacement were done. At next day, volume of the mass decreased and abdominal ultrasonography
showed a smaller hematoma. Abdominal pain was resolved at the sixth day. She was discharged at the eighth day.

Keywords: Hematoma; Heparin;Low-Molecular-Weight.

Ozet

Amag: 67 yasinda bir bayan AF nedeniyle DMAH (enoksaparin) tedavisi aliyordu. Tedavisinin 3. giiniinde 6zellik-
le sol tarafta belirgin olan karin agrisi oldu. Fizik muayenede sol iist ve alt kadranlarda palpe edilen 10 x 15 cm bo-
yutlarinda biiytik bir kitle saptandi. Laboratuar testlerinde hemoglobin seviyesinde 5.8 gr/dL diisiis saptandi. Yapi-
lan abdominal ultrasonografide yiizeyel biiyiik kist benzeri bir kitle saptandi. Bilgisayarli tomografide ise rektus ab-
dominis kasinin posteriyorunda i¢inde hipodens alanlar olan biiyiik izo- , hiperdens bir kitle (7x16x14 cm) saptandi.
DMAH tedavisi kesilerek 2 tinite kirmizi kan transfiizyonu yapildi. Ertesi giin yapilan muayene ve ultrasonografide
kitle boyutunun azalmis oldugu gériildii. 6. glinde agrinin gegmesi iizerine 2 giin daha gozlenen ve tedavisi tamamla-
nan hasta 8. glinde taburcu edildi.

Anahtar Kelimeler: hematom; heparin; diisik molekiil agirhikli.

A 67-year-old woman with previous coronary artery bypass tive coronary and bypass angiography after compensation
surgery was on low molecular weight heparin (LMWH) of heart failure signs and symptoms were planned. At the
(enoxaparin) therapy because of atrial fibrillation during third day of treatment, an abdominal pain, especially on
hospitalization for decompensated heart failure. No warfa-  the left side, was reported by the patient. On physical exa-
rin therapy was started because she had angina, and selec- mination, a large solid mass with a size of 10 x 15 cm was
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Diisiik Molekiil Agirhikli Heparin Kullanimi ile
iliskili Spontan Rektus Kilifi Hema

palpated in the upper and lower left quadrants of the abdo-
men. Laboratory tests revealed a decrease in hemoglobin/
hematocrit level by 5.8 gr/dL and 17.4%, respectively. Ot-
her laboratory parameters like aPTT and INR were other-
wise normal. An abdominal ultrasonography showed a lar-
ge superficial cyst-like mass on the abdominal wall. For
further anatomical and tissue characterization, abdominal
computed tomography (Toshiba Aquilion 64, United Sta-
tes) was performed. On CT scans, a large iso- to hyperden-
se mass (7x16x14 cm) with hypodense areas in it posterior
to the rectus abdominis muscle was demonstrated (Figure).

Figure: Abdominal computed tomography showing the large
hematoma (arrows) with bleeding areas (black arrows) in the

left rectus sheath of the abdomen.

LMWH treatment was discontinued, and 2 sets of red
blood cell replacement were done. At next day, volume of
the mass decreased on physical examination and abdomi-
nal ultrasonography showed a smaller hematoma. Because
of high dose of radiation, no control computed tomogra-
phy was performed. The complaint of abdominal pain was
resolved at the sixth day of hospitalization. The patient
was discharged at the eighth day of therapy. Before dis-
charge, an abdominal ultrasonography demonstrated much
smaller hematoma with a size of 4 x 5 cm. Spontaneous
extraperitoneal bleeding might occur without trauma or
any specific underlying pathology, and often occurs in pa-
tients under anticoagulant therapy. Anticoagulant therapy,
especially LMWH, is used for various clinical conditions
such as acute coronary syndromes, pulmonary embolism,
immobilization, and atrial fibrillation. The most common
adverse effect of that treatment modality is bleeding com-
plication. Although great majority of bleeding is minor,
life-threading bleeding such as intracranial one might be
seen. In addition, although hemorrhage might be seen in
any region of the body, hematoma in the rectus sheath
can occur, occasionally. Older patients are more prone to

90 CAY ve Ark.

TURKISH JOURNAL of CLINICAL LABORATORY

bleeding with anticoagulant drugs than younger ones (1,
2). Several hypotheses have been suggested, including
diffuse small vessel arteriosclerosis, heparin-induced im-
mune microangiopathy, and unrecognized minor trauma
(3, 4). In the case of acute abdominal pain with an abdom-
inal mass and anemia, rectus sheath hematoma beside a
tumoral mass should be thought especially in the patients
who are on LMWH treatment, and non invasive radiologi-
cal diagnostic tools should be used. Computed tomogra-
phy is definitely superior to ultrasound in the diagnosis of
this rare clinical entity. Because it can provide much more
information about anatomical and tissue characterization.
In addition, in the case of difficulties in the diagnosis with
CT scan, magnetic resonance imaging can be used. So, un-
necessary laparotomic approaches can be avoided. In the
therapy, conservative approach with discontinuation of an-
ticoagulant therapy and fluid replacement is enough in the
majority of cases. However, an intervention such as percu-
tenous arterial embolization and sometimes open surgery
might be needed in patients with hemodynamic compro-
mise and continued bleeding (5).
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TURK KLINIK LABORATUVAR DERGISI
YAZIM KURALLARI / YAZARLARIN DiKKATINE

1.Tlrk Klinik Laboratuvar Dergisi DNT Ortadogu Yayinevi'nin sireli yayini olarak ¢ ayda (Subat, Mayis, Agustos ve Ka-

sim) bir yayimlanir.

2.Derginin amac Klinik Laboratuvar konularinda yapilan deneysel, klinik ve epidemiyolojik calismalar, derlemeler, olgu
sunumlari, kisa raporlar ve editére mektup tiriinden yazilar ile okuyucular arasi bilgi alis verisini saglamak ve bdylece il-
kemizin bilimsel gelisimine katkida bulunmaktir. Bu kapsamda Mikrobiyoloji, Biyokimya, Toksikoloji, Patoloji, Radyoloji
ve Nikleer Tip olmak lzere 6 klinik laboratuvar dali yer almaktadir.

3.Derginin dili Turkce ve ingilizcedir. Olgu sunumlari, deneysel, klinik ve epidemiyolojik calismalar icin ingilizce baslik,
ingilizce dzet, ingilizce anahtar kelimelerin bulunmasi zorunludur. Kisa raporlar, editére mektup ve derleme tiirii maka-
leler ile tamami ingilizce hazirlanan yazilarda Tiirkce 6zet olma zorunlulugu yoktur. Kisaltmalar uluslararasi kabul edilen
sekilde olmali ve ilk kullanildiklari yerde agik olarak yazilmali ve parantez icinde kisaltiimis sekli gdsterilmelidir.

4.Tirkce ve ingilizce 6zet en az 100 en cok 200 kelimeden olugmalidir. Arastirma tiirii yazilarda ézet, yapilandiriimis ol-
mali, Amac, Gerec¢ ve Yontem, Bulgular, Sonuc bdlimlerini icermelidir. Olgu sunumu ve derlemelerin 6zetlerinin yapi-
landiriimasi gerekli degildir. Ozet bélimiinde kisaltmalar kullaniimamali, kaynak gésterilmemeli ve tablo olmamalidir.
Ozet bélimiinden sonra en fazla 5 olmak iizere anahtar kelime verilmelidir. Anahtar kelimeler, Medical Subject Headings
(MeSH) of Index Medicus’ e gbre hazirlanmalidir.

5.Metinde mikroorganizmalarin isimleri ilk gectikleri yerde cins ismi blyik harf ile baslayarak tiir ismi ise tamami kiglik
harflerden olmak (izere tam olarak ve orjinal latince yazilmali, daha sonraki kullanimlarda cins isminin ilk harfi blyik ya-
zilarak nokta konulmali ve tir ismi kiicik harflerle tam bir sekilde yazilip kisaltilmis olarak kullaniimahdir (6rnegin: Tu-
berkiiloz etkeni yazida ilk gectigi yerde Mycobacterium tuberculosis ikinci ve daha sonraki yerlerde ise M. tuberculosis
olarak kisaltilmis halde yazilmaldir). Mikroorganizmalarin latince isimleri ya italik olarak yazilmali veya italik olmalarini
saglamaya yonelik altlari cizilerek yazilmalidir. Yazida mikroorganizmalarin sadece cins adi belirtiliyorsa ya Tirkce'ye ka-
zandiriimis sekli (6rnegin mikobakteri, brusella gibi) ya da orijinal latincesi (Mycobacterium, Brucella gibi) yaziimahdir.
Tirkce yazildig durumda isimlerin italik olarak yazilmasi zorunlu degildir.

6.Antibiyotik ve ilac isimleri dil bitiinligiini saglamak agisindan ayni metin icersinde ya okundugu gibi veya orijinal in-
gilizce olarak italik ve ciimle basinda degilse ilk harfi kiiclik olarak yazilmaldir. Ornegin: penisilin veya peniciline gibi.

7.Dergiye gelen yazilar, isimleri gizli tutularak konuyla ilgili ic danisma kurulu Gyesine génderilir. En az iki danisma ku-
rulu Oyesinin olumlu gériisiinii alan yazilar yayimlanmaya hak kazanir.

8.Belirtilen yazim esaslarina uygun olmayan yazilar isleme konulmaz.
9.Tlrkge olarak yazilan arastirma makaleleri asagida dizene uygun olarak yazilmalidir;

a.Sayfa: Baslik (Turkce), Yazarlar, Kurumu, Yazisma adresi.
b.Sayfa: Ozet (Turkce), Anahtar kelimeler, ingilizce baslik, ingilizce 6zet, ingilizce anahtar kelimeler.
c.Sayfa ve sonraki sayfalar sirasiyla Giris, Materyal ve Metod, Sonuclar, Tartisma ve Kaynaklar.

10.0lgu sunumu olarak yazilan makalelerde de yukaridaki ilk 2 sayfa icin gecerli diizene uyulmali, Gglinci sayfadan iti-
baren yazinin tiriine uygun sekilde kaleme alinmalidir.

11.Dergide yayinlanacak derleme tlrlindeki yazilar génderilmeden énce editérler kuruluna bilgi verilmeli ve onay alinmalidir.
12.Tablo, sekil ve resimler (numaralari ve/veya alt yazilari ile birlikte) gdnderilecek olan ¢ 6rnekten yalnizca birinde yazi
icinde yer almasi istenilen sekilde hazirlanmali (eklenmeli, yapistiriimali vs.), diger iki 6rnekte numara, baslik veya alt ya-
zilari ile birlikte her biri Jpg formatinda génderilmedir. Yine bu son iki érnekte yazi danisma kurulu lyelerine isim sakli
olarak gdnderilecegi icin, yazar isimleri ve calismanin yapildigi yer ile ilgili bilgiler bulunmamalidir (bos birakiimali veya
okunamayacak sekilde silinmelidir).

13.Kaynak numaralari metinde parantez icinde ve ciimle sonunda belirtilmeli, metin sonunda eser i¢indeki gegis sirasi-

na gbére numaralandiriimalidir. Kaynaklarin yazilimi asagidaki érneklere uygun olmalidir.



a)Kaynak bir dergi ise; Yazar(lar)in Soyadi Adinin basharf(ler)i, (6 ve daha az sayida yazar icin yazarlarin timu, 6’nin
Uzerinde yazari bulunan makaleler icin ilk 3 yazar belirtiimeli Tirkge kaynaklar icin “ve ark.”, yabanci kaynaklar i¢in “et
al.” ibaresi kullanilmahdir). Makalenin bashgi. Derginin Index Medicus’a uygun kisaltiimis ismi Yil; Cilt: ilk ve son say-
fa numarasi. Ornek: Saubolla MA, Keihn, TE, White MH, Rudinsky MF and Armstrong D. Mycobacterium haemophilum:
Microbiology and expanding clinical and geographic spectra of disease in humans. Clin. Microbiol.Rev. 1996;9:435-447.

b)Kaynak bir kitap ise; Yazar(lar)in Soyadi, adinin basharf(ler)i. Kitabin adi, Kaginci baski oldugu, basim yeri, basime-
vi, basim yili. Ornek: Murray PR, Rosenthal KS and Pfaller MA. Medical Microbiology. 5th Edition. London. The Mosby
Company, Wolfe Publications Ltd. 2005.

c)Kaynak kitaptan bir bolim ise; Bolim yazar(lar)inin Soyadi Adinin basharf(ler)i, Bolim basligi, In: Editér(ler)in so-
yadi adinin basharf(ler)i (ed) veya (eds). Kitabin adi, Kacinci baski oldugu, Basim yeri. Yayinevi. Baski yili. B&limun
ilk ve son sayfa numarasi. Ornek: Nolte FS and Metchock B. Mycobacterium. In: Murray PR, Baron EC, Pfaller MA, Te-
nover FC and Yolken RH (eds). Manual of Clinical Microbiology. Sixth edition, American Society for Microbiology Pres.
1995:400-437.

d)Bir derginin ilave eki ise : Yazar(lar)in Soyadi, adinin basharf(ler)i. (6 ve daha az sayida yazar icin yazarlarin tim,
6'nin Uzerinde yazari bulunan makaleler icin ilk 3 yazar belirtiimeli Tirkce kaynaklar icin “ve ark.”, Makalenin baslgi.
Derginin Index Medicus’a uygun kisaltiimis ismi Yil; Cilt: Parantez i¢cinde ilave sayl numarasi-kodu, ilk ve son sayfa nu-
marasi. Ornek:Weiss K. Vancomycin resistant enterococci: The value of infection control antibiotic control policy. Can J in-
fect Dis Med Microbiol 2006;17 (Suppl. B):9-12

e)Elektronik olarak yayimlanan dergi ise: Yazar(lar)in Soyadi, adinin basharf(ler)i. (6 ve daha az sayida yazar icin yazar-
larin timu, 6'nin dzerinde yazari bulunan makaleler icin ilk 3 yazar belirtilmeli. Turk¢e kaynaklar i¢in “ve ark.”, Maka-
lenin baghgi. Derginin Index Medicus'a uygun kisaltiimis ismi. Yil; Cilt: Sayfa(lar1) Elektronik baski tarihi. Ornek:Zhou L
and Pollard AJ. A fast and highly sensitive blood culture PCR method for clinical detection of Salmonella enterica sero-
var Typhi. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 2010;9:14 Epub 2010 Apr 19

f)Web sitesi ise: Sitenin adi, Erisim tarihi: Erisim adresi . World Health Organization (WHO). Erisim tarihi: 11 Mayis
2010: http://www.who.int

g)Yayimlanmamis veriler icerik ile kuvvetli bir baglantisi varsa ve gerekli ise, ismi ve tarihi yazilabilir.
14.0lgu sunumlarinin giris ve tartisma kisimlari kisa-6z olmali, kaynak sayisi 15 den az olmalidir.

15.Kisa raporlara ézet yazilmamali, en fazla 5 adet anahtar kelime, 10 kaynak, 1500 kelime, 2 tablo ve/veya sekil olma-
[I ve yazinin hemen sonunda sirasiyla yazar isimleri, Gnvanlari ve yazisma adresleri bulunmalidir.

16.Editére mektup, dergide daha 6nce yayimlanmis yazilara bilimsel elestiri yapmak, katki saglamak ya da orjinal bir ¢ca-
lisma olarak sunulmamis veya sunulamayacak bilgilerin paylasiimasi amaciyla hazirlanmis en fazla 1000 kelimeden olu-
san, kisa-6z ve 6 dan az sayida kaynagi olmali 6zet icermemelidir.

17.Yazilar, yazinin yayimlanmamis yada yayimlanmak (izere baska bir dergide Uzere génderilmemis oldugunu bildiren,
makaledeki isim sirasina uygun bicimde yazarlarca imzalanmis bir st yazi ile génderilmelidir.

18.Daha 6nce sunumu yapilmis bildiriler tarih ve yer belirtilmesi durumunda yayimlanabilir.
19.Yayimlanan yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlarina aittir. Yazarlara telif tcreti 6denmemektedir.
20.Dergimizde yayimlanan yazilarin yayin hakki DNT Ortadogu Yayincilik A.S.'ne aittir.

21.Metinler yazici ile A4 kagida, kagidin sadece bir yiiziine ve ¢ift aralikl olarak yazilmalidir. Ug niisha olarak Flash disk
veya CD ye kaydedilmeli asagidaki adrese veya e-mail: bilgi@ortadoguyayincilik.com gdnderilmelidir. Baska bir elektro-
nik aygit 6rnegin 3.5” disket kullaniimamalidir.

Adres: DNT Ortadogu Yayincilik A.S.

Bayindir 2 Sok. 63/12 Kocatepe/ANKARA

Tel: 0 (312) 418 40 77 & Fax: 0 (312) 418 40 67
www.ortadoguyayincilik.com

e-posta: bilgi@dntortadoguyayincilik.com

iletisim: Asli CALISKAN
Tel: (0312) 418 40 77
e-posta: aslicaliskan_O6@hotmail.com
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