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Mycobacterium tuberculosis Kompleksi
Suslarinda Duyarlilik Oranlari

Sensitivity Ratios in Mycobacterium tuberculosis
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Amag: Tiiberkiiloz tiim diinyada ciddi bir halk sagligi sorunu olarak halen énemini korumakta,
ozellikle direncli suslarla infekte olan hastalarda ciddi morbidite ve mortaliteye neden olmak-
tadir. Bu ¢alismanin amaci klinik érneklerden izole edilmis Mycobacterium tuberculosis komp-
leksi (MTK) suslarinin primer anti-tiiberkiloz ilaglari olan izoniyazid (INH), rifampisin (RIF),
streptomisin (SM) ve etambutole (ETM) karsi gelistirdikleri direng oranlarinin tespit edilmesi-
dir.

Yontem: Ocak 2011-Eyliil 2017 tarihleri arasinda laboratuvarimiza génderilen 15,172 érnek isle-
me alinmis, Kinyoun ve Auramin-Rhodamin boyama ile preparatlar hazirlanip, Léwenstein-
Jensen ve Middlebrook 7H9 besiyerlerine ekimi yapilmistir. MTK oldugu saptanan 251 susun pri-
mer anti-tiberkiloz ilaglara duyarliliklari BACTEC MGIT 960 otomatize sistem cihazi ile saptan-
mustir. Suslarin 181°i (% 72) test edilen tim ilaglara duyarli iken ilaglarin her birine karsi toplam
direng oranlari INH, RIF, SM ve ETM igin sirasiyla % 20, % 5.2, % 9.6 ve % 8.2 olarak bulunmustur.
En az izoniazid ve rifampisine direng gésteren ¢ok ilaca direngli MTK sus sayisi 10 (% 4) olarak
bulunmustur.

Sonug: Tiiberkiiloz hastaligi giiniimiizde hala 6nemini korumaktadir. Tiiberkiiloz tanisi koyabilmek
ve tedavide direng gelisimini nlemek igin her hastaya kiiltiir ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
calisiimasi, verilerin elde edilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, antimikrobiyal ilag direnci, antitiiberkiiloz anti-
biyotikler

ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis remains a serious public health problem in the world and causes seri-
ous morbidity and mortality, particularly in patients infected with resistant strains. The aim of this
study was to determine the resistance rates of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC)
strains isolated from clinical samples against isoniazid (INH), rifampicin (RIF), streptomycin (SM)
and ethambutol (ETM) which are primary anti-tuberculosis drugs.

Method: Between January 2011 and September 2017, 15,172 samples were sent to the labora-
tory. Preparations with Kinyoun and Auramine-Rhodamine staining were prepared and cultivated
in Léwenstein-Jensen and Middlebrook 7H9 media. The primary anti-tuberculosis drugs suscepti-
bility of 251 MTC strains was determined by BACTEC MGIT 960 automated system device. While
181 (72 %) of the strains were susceptible to all drugs tested, the total resistance rates for each
of the drugs were 20 %, 5.2 %, 9.6 % and 8.2 % for INH, RIF, SM and ETM, respectively. The num-
ber of multi-drug resistant MTC strains was 10 (4 %).

Conclusion: Tuberculosis disease still remains important today. In order to diagnose tuberculosis
and to prevent the development of resistance in treatment, it is necessary to study the culture
and antibiotic susceptibility tests and to obtain data.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, antimicrobial drug resistance, antitubercular antibiotics
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GiRiS

Tuberklloz (TB), tim dinyada ciddi bir halk
sagligl sorunu olarak halen 6nemini korumaktadir.
Dinya Saghk Orgiiti 2018 Global Tiberkiiloz
Raporu’na gore 2017 yilinda 10 milyon yeni TB
vakasi saptanmis, insidans 133/100,000 olarak
verilmistir®. Tum dinyada 6zellikle Asya ve
Afrika’da 6nemli bir hastalik ve 6lim sebebi olan
TB, 2017 yilinda 1,3 milyon kisinin 6liimine sebep
olmustur. Halk Sagligi Genel Mudurliga, Tarkiye'de
Verem Savasi 2017 Raporu’na gore tlkemizde 2015
yihinda 8,100°G (% 55.8) erkek ve 6,400°U (% 44.2)
kadin toplamda 14,500 yeni tlberkiloz olgusu
kayitlara girmistir(®).

Taberkilozun o6nlenmesi ve tedavisi igin
mikobakterilerin hizli ve dogru tanisi 6nem tasi-
maktadir. Tani igin kullanilan yayma mikroskopisi
oldukga hizli ve ucuz bir ydontem olmasina karsin
dustk duyarhligi ve negatif prediktif degeri agisin-
dan sinirli bir degeri vardir. Tani icin altin standart
kaltardart?,

TB tedavisinde birinci segenek ilaglar; izoniazid
(INH), rifampisin (RIF), etambutol (ETM) ve strepto-
misindir (SM). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
ve DSO tarafindan tiiberkiilozun baslangi¢ tedavisin-
de birinci segenek ilaglarin kombine kullanimi éneril-
mektedir. Ancak, diinyada oldugu gibi Turkiye’de de
birinci segenek anti-TB ilaglara direng 6nemli bir
sorundur®,

ilaca direng siirveyansinin yapilmasi tiiberkiiloz
kontrol ve tedavi programlarinin temelini olusturur.
Bu calismada, laboratuvarimizda izole edilen
Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) izolat-
larinin primer antitliberkiloz ilaglardan INH, RIF, SM
ve ETM’e tekli ve ¢oklu direng oranlarinin belirlen-
mesi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na Ocak 2011-Eyliil 2017 tarihleri ara-
sinda gelen 8,282 pulmoner ve 6,890 ekstrapulmo-
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ner ornek calismaya dahil edilmistir. Klinik 6rnekle-
rin N-asetil-L-sistein (NALC) ve sodyum hidroksit
(NaOH) ile homojenizasyonu ve dekontaminasyonu
yapilirken, steril kabul edilen (plevra sivisi, beyin
omurilik sivisi gibi) 6rnekler dekontaminasyona tabi
tutulmadan, miktari yeterli ise santrifij edilerek
ekim islemine alinmistir. Orneklerden mikrobiyolo-
jik inceleme igin Kinyoun ve Auramin-Rhodamin
boyama ile preparatlar hazirlanmistir. Kiltlr igin
islenmis 6rneklerin Lowenstein- Jensen kati besiye-
rine (BectonDickinson, ABD) ve igerisinde
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri bulunan MGIT tiiple-
rine (Mycobacterial growth indicator tubes, BD,
ABD) dretici Onerileri dogrultusunda ekimi yapil-
mistir. Kati ve sivi besiyerine yapilan ekimler sekiz
hafta inktibe edilmistir. Bu sire sonunda lreme
olmamasi durumunda o6rnekler negatif olarak
degerlendirilmistir. Ureme oldugunda, aside direng-
li basil varligini saptamak igin besiyerinden Kinyoun
boyama ile preparatlar hazirlanmistir. MTK tanim-
lanmasi icin MPT64 antijenini saptayan immunok-
romatografik yontem kullaniimistir. Duyarlilik test-
leri, streptomisin, izoniazid, rifampisin ve etambu-
tol (SIRE) kiti kullanilarak nonradyometrik bir yén-
tem olan BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson,
ABD) sistemi ile, Uretici firmanin dnerileri dogrultu-
sunda gergeklestirilmistir. Bir hastanin ayni tdr
orneginde birden c¢cok kez Ureyen MTK izolatina
antibakteriyel duyarhlik testi yapilmis ise bu hasta-
nin ilk izolati calismaya alinmistir. Duyarlilik testleri-
nin kalite kontroliinde, denenen ilaglara duyarl
oldugu bilinen M.tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv)
susu kullanilmistir. Laboratuvarimizda GeneXpert
MTB/RIF (Cepheid, ABD) testi ile molekiler yon-
temlerle MTK varligi ve rifampisin direnci belirlene-
bilmektedir. Mikobakteri kiilturu istenen her hasta-
da molekdler test istenmedigi icin bu veriler ¢alis-
mamiza dahil edilmemistir.

Cahsmanin yapildigi laboratuvar Halk Saghgi
Genel MudurlGgi Ulusal antimikrobiyal direng siirve-
yans programina, NEQAS (National External Quality
Assessment Site) ve Halk Saghigi Genel MudurliGga
dis kalite kontrol programina dahildir.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 15,172 6rnegin % 55’inin
solunum ornegi, % 45’inin solunum yolu disindaki
ornekler oldugu gozlenmistir. Degerlendirilen 15,172
ornegin 355’inde MTK, 71’inde tiiberkiloz disi miko-
bakteri saptanmistir. Ureme saptanan bu 426 érne-
gin 147’sinde (% 34.5) yayma pozitifligi goralmustir.

Ayni hastaya ait MTK kokenlerinden bir tanesi
alinarak toplam 251 6rnek igin antibiyotik duyarlilik
testi yapilmistir. Bu suglarin 159’u (% 63.3) solunum
sistemi, 92’si (% 36.7) solunum sistemi disi 6rnekler-
den izole edilmistir (Tablo 1).

Table 1. Antibiyotik duyarlihk testleri yapilan Mycobacterium
tuberculosis kompleks suslarinin izole edildigi 6rneklerin dagili-
mu.

Ornek tipi Say1 (%)
Solunum sistemi 6rnekleri Balgam 72 (28.6)
Bronkoalveolar lavaj 76 (30.2)
Trakeal aspirat 4 (1.5)
Plevra sivisi 7(2.7)
Solunum sistemi digi érnekler  idrar 6(2.3)
Doku-Apse 64 (25.4)
Steril viicut sivilar 14 (5.5)
Aclik mide suyu 8(0.3)
Toplam 251

Table 2. Mycobacterium tuberculosis kompleks izolatlarinin tek
ve ¢ok ilaca direng oranlari.

Direng saptanan antibiyotik Sayi (%)
Tek ilaca direng INH 29 (11.5)
RIF 4 (1.5)
SM 6(2.4)
ETM 8(3)
iki ilaca direng INH+RIF 2(0.7)
INH+SM 7(2.7)
INH+ETM 2(0.7)
Ug ilaca direng INH+SM+ETM 4 (1.5)
Dért ilaca direng INH+RIF+SM+ETM 8(3)
Cok ilaca direng En az INH ve RIF 10 (4)
Toplam 251

INH: Izoniazid, RIF: Rifampisin, SM: Streptomisin, ETM: Etambutol

izole edilen MTK suslarinin antitiiberkiiloz
duyarlilik testleri sonucunda 181 (% 72) sus test edi-
len tiim ilaglara duyarh bulunurken, 70 sus i¢in bir
veya birden fazla ilaca karsi diren¢ gozlenmistir.
ilaglarin her birine karsi toplam direng oranlari INH,
RIF, SM ve ETM igin sirasiyla % 20, % 5.2, % 9.6 ve
% 8.2 olarak bulunmustur. Tek ilaca ve birden fazla
ilaca direng oranlari Tablo 2’de gosterilmistir. En az
INH ve RIF’e direng gosteren cok ilaca direngli MTK
sus sayisi 10 (% 4) olarak bulunmustur.

TARTISMA

Glnlmiuzde tiberkiloz hala énemini korumak-
ta, ozellikle direncli suslarla enfekte olan hastalarda
ciddi morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Bu
nedenle MTK’in saptanmasi ve antibiyotik duyarllik
testlerinin yapilmasi, uygun tedavi rejimlerinin sap-
tanmasi blyik 6neme sahiptir*2,

Laboratuvarimizda tiiberkiloz tanisinda Kinyoun
ve Auramin-Rhodamin boyama ile ARB aranmasi ve
kiltar testleri kullanilmaktadir. Mikroskopik incele-
me tliberkiloz tanisinda basit, hizl, ucuz ve 6zgil bir
yontem olmasina ragmen dusik duyarliliga sahiptirt®,
Direkt preparat duyarliliginin % 22 ile % 78 arasinda
oldugu bildirilmistir?. Nitekim c¢alismamizda yayma
pozitiflik orani % 34.5 saptanmistir.

Laboratuvarimizda, kultir ve antibiyotik duyar-
lihk testlerinin sonuglanma siresini Lowenstein
Jensen besiyerine gore daha aza indiren otomatize
sistemler kullanilmaktadir. Bu sistemler ile laboratu-
varimiza yaklasik alti yillik bir siire icinde tiberkiiloz
on tanisi ile gonderilen 6rneklerin % 2.8’inde kaltir
pozitifligi elde edilmistir. 2011 yilinda Kurtoglu ve
ark’nin® yaptigi calismada tim o6rnekler arasinda
kiiltirde saptama orani bizim galismamizin sonucuy-
la benzer olup % 2.8 bulunmustur. Aydin ve ark.nin®
yaptigi calismada bu oran % 5.8 olarak tespit edilmis-
tir. Calismamizda kiltlr pozitifligi oraninin disik
olmasi hastanemizin gogus hastaliklari dal hastanesi
olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Ozmen ve ark./nin® 2014- 2016 yillari arasinda
Erzurum Bolge Tuberklloz Laboratuvari’na gelen
orneklerden MTK oldugu saptanan 120 susla yaptig



calismada, suslarin 106’sinin (% 88.3) her dort antibi-
yotige duyarl oldugu saptanmistir. Aydin ve ark.nin®
2005-2010 yillari arasinda yaptigi calismada 212 kdil-
tlr pozitif tiberkilozlu hastanin 55’inde (% 26) INH,
RIF, SM ve ETM’den herhangi birine karsi direng sap-
tanmius; ilaglarin her birine karsi toplam direng oran-
lari INH, RIF, SM ve ETM igin sirasiyla % 17.5, %
5.7, % 13.7 ve % 5.7 olarak bildirilmistir. Tlrkiye'nin
degisik bolgelerinde son yillarda yapilan ¢alismalarda
da tek basina INH, RIF, ve SM ve ETM igin direng
oranlari % 12-18.2, % 0-10.1, % 4-15.8, % 0-6 ara-
sinda degismektedir?>%918_ Bizim galismamizda anti-
biyogrami yapilan 251 susun 70’inde (% 28) dort ila-
cin herhangi birine karsi diren¢ saptanmis, ilaglarin
her birine karsi toplam direng oranlari INH, RIF, SM
ve ETM igin sirasiyla % 20, % 5.2, % 9.6 ve % 8.2 ola-
rak bulunmustur.

Ulkemizde yapilan calismalarda en sik tek ilaca
direncin INH ve SM’e karsi oldugu bildirilmigtir®2),
Bizim calismamizda da benzer sekilde INH ve SM
direncinin diger antibiyotiklere karsi daha yiksek
oldugu goérilmistir. Ozellikle INH direnci yiiksekligi-
nin, bu ilacin hem profilaksi hem de tedavide siklikla
kullanilmasi ile iligkili olabilecegi dustinilmektedir.

ispanya’da 15 yillik verilerle yapilan bir ¢alisma-
da 1,207 susun 207’sinde (% 17.2) INH, RIF, SM ve
ETM’den herhangi birine karsi direng saptanmis, ilag-
larin her birine karsi toplam direng oranlari INH, RIF,
SM ve ETM igin sirasiyla % 5.3, % 1, % 3, % 0.2 olarak
bulunmustur®. Bu diren¢ oranlari ayni yazarlarin
onceki calismalarindaki direng oranlarindan daha
distk bulunmustur. Bu durum siirveyans calismalari-
nin klinik dikkati arttirmasi ve bolgedeki antitliberki-
loz ilag direncine gore dogru tedavi verilmesiyle
aciklanabilir.

Calismamizda, 10 (% 4) izolatin en az INH ve
RIFa direng gosteren cok ilaca direncli (CiD) MTK
susu oldugu tespit edilmis olup, bu oran llkemizdeki
diger calismalara yakin degerlerdedir. Ozmen ve
ark/nin®™) yaptigi calismada CiD MTK sus sayisi 4
(% 3.3) olarak saptanmis, Aydin ve ark.nin® yaptigi
calismada CiD MTK sus sayisi 10 (% 4.8) olarak bulun-
mustur. Tberkiloz Laboratuvar Siirveyans Agi (TuLSA)
grubu tarafindan 2011 yilinda yapilmis olan ve (lke-
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mizdeki bircok tiiberkiloz laboratuvari ve verem savas
dispanserinin katildigi cok merkezli calismada ise tes-
pit edilen CID MTK orani % 3.5’tir),

Diinya Saghk Orgiti’niin 2018 yili raporuna
gore yeni vakalarin % 3,5’i tedavi gormuslerin % 18'i
CiD tiiberkiiloz olarak belirlenmistir®. Kiresel
Tiberkiiloz 2016 Raporu CiD-TB haritalarinda
Turkiye’de yeni tiberkiloz olgularinda Rifampisin
direncli(RD)/CIDTB orani % 3-5.9 araliginda, dnceden
tedavi gérmiis tiiberkiiloz olgularinda RD/CID-TB
oraniise % 12-29.9 araliginda verilmistir®. Elde edi-
len bu veriler 1siginda, bélgemizde son yillarda CiD
MTK oraninin Ulke ve diinya geneli ortalama ile
uyumlu oldugu dikkati cekmektedir.

Calismamizda elde edilen sonuglarin primer
veya kazanilmis bir direng olup olmadigi bilinmemek-
tedir. Hasta bilgileri ve klinik seyri hakkindaki verilere
laboratuvarda ulasmak pek mimkin olmamaktadir.
Bu husus ¢alismanin kisitliligi olarak belirtilebilir.

Kullanilan antibiyotiklere karsi olusan direng
sorunu tedavi protokollerini etkilemekte, hastanin
tedaviye uyumunu zorlastirmakta ve tedavi maliyet-
lerini artirmaktadir. Bu sebeple tiuberkiiloz tedavisin-
de direng gelisimini 6nlemek ve tedavinin saghkli bir
sekilde yapilabilmesi icin her hastaya kiltiir ve anti-
biyotik duyarllik testlerinin ¢calisilmasi, verilerin elde
edilmesi gerekmektedir. Bolgesel diizeyde elde edi-
len bu verilerin stirekli olarak takibi, Glkemizde basari-
Il bir tliberkiiloz siirveyans programinin uygulanmasi-
na biyuk katki saglayacaktir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢i-
kar ¢atismasi bildirilmemistir.

Conflict of Interest: No conflict of interest was decla-
red by the authors.
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Amag: Uriner sistem enfeksiyonlari (USE) gebelikte en sik gériilen enfeksiyonlardandir. Gebelikte
mekanik ve hormonal faktérlerin yol agtidi fizyolojik degdisiklikler nedeniyle idrar yolu enfeksiyonu
riski artar. Ayrica mesanenin yetersiz bosalmasi nedeniyle, idrarin bir kismi burada kalarak bak-
teri Uremesine zemin hazirlar. Bu ¢alismada amacimiz 1. basamak aile hekimlerine basvuran
gebelerde USE sikligini belirlemek ayrica tam idrar tetkiki (TiT) ve kiiltiir sonuglari arasindaki
uyumu saptamaktir.

Yéntem: Laboratuvar bilgi sisteminde 2014 yili siiresince Aile Saghgi Merkezleri’nden (ASM, birin-
ci basamak saglhk merkezleri) Halk Sagligi Laboratuvari’'na génderilen, gebelere ait toplam 1295
TiT ve idrar kiiltiir istemi saptanmistir. Laboratuvarimiza kabul edilen ve es zamanli kiiltiir ile TIT
istemi bulunan 1191 6rnek ¢alismaya alinmistir. TiT, Labumad Urised (77 Electronica, Budapest,
Hungary) cihazinda yapilmistir. Kiiltiir calismasi konvansiyonel yéntemler ile mikrobiyoloji uzmani
tarafindan gerceklestirilmistir. Kiiltiir altin standart olarak kabul edilerek TiT-kiiltiir karsilastirma-
si1 gergeklestirilmistir.

Bulgular: Kiiltiir analizi sonucu iiremesi olan 107 numunenin 41’inde TiT sonucunda pozitif 6zellik
saptanmistir. Bunlar bakteri/lGkosit varligi ve nitrit pozitifligidir. Kiltirlerde 92 Escherichia coli,
sekiz Klebsiella spp., bes Proteus mirabilis ve iki diger idrar yolu patojeni saptanmistir. Orneklerin
292’sinde (% 24.5) kontaminasyon saptandigindan érnek tekrari istenmis, 768 érnekte ise ireme
olmamistir.

Sonug: Calismamizda TiT’in duyarliiginin disik ézgiilliginin yiiksek oldudu gérilmiistiir. Bu
nedenle, gebelerde tek basina idrar yolu enfeksiyonunu dislamakta TiT yetersiz kalmis ve gebeler-
de tiim gebelik siireci boyunca mutlaka en az bir kez idrar kiiltiir istemi yapilmasi yararli olabile-
cektir. Ayrica, kontaminasyon sayilarinin yiiksek olmasi, idrar kiiltiir test degerlendiriimesinde
preanalitik siirecin 6nemli bir yer tuttugunu ¢alismamiz bir kez daha géstermistir.

Anahtar kelimeler: gebelik, idrar kiiltiir testi, tam idrar analizi
ABSTRACT

Objective: Urinary tract infections (UTI) are one of the most commonly diagnosed infections in
pregnancy. The risk of urinary tract infection increases due to physiological changes caused by
mechanical and hormonal factors. In addition, due to inadequate discharge of the bladder, some
of the urine remains and prepares the suitable environment for bacterial growth. The aim of this
study was to determine the incidence of UTIs in pregnant women who applied to primary care
physicians and to determine the concordance between complete urinalysis and culture results.
Method: A total of 1295 urinalysis and urine culture requests of pregnant women submitted to
Public Health Laboratory from Family Health Centers (FHC, primary healthcare centers) during
2014 were detected in the Laboratory Information System (LIS). Of these, 1191 accepted speci-
mens with simultaneous urine culture and urinalysis requests were included the study. Urinalyses
were done in LabUMat-UriSed (77 Electronica, Budapest, Hungary). Culture was performed with
conventional methods by the microbiology specialist. Urinalysis-culture result comparison was
made by accepting culture as the gold standard.

Results: Of the 107 culture positive specimens, 41 had positive urinalysis result. Those are pres-
ence of bacteria/leucocyte and positive nitrit result. In cultures, 92 Escherichia coli, eight
Klebsiella spp., five Proteus mirabilis and two other urinary tract pathogens were detected.
Repeat testing was requested in 292 (24.5 %) samples because of contaminationand no growth
was detected. No growth was detected in 768 of the specimes.

Conclusion: In our study, low sensitivity and high specifity were detected for urinalysis. Therefore,
urinalysis could not rule out UTI and at least one compulsary urine culture submission during the
pregnancy period might be beneficial. In addition, high contamination rate showed the impor-
tance of preanalytical phase in evaluation of urine culture results once again.

Keywords: pregnancy, urine culture test, urinalysis
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GiRiS

Uriner sistem enfeksiyonlari (USE), kisa iretra
ve Uretranin anatomik olarak anal bdlgeye yakin
olmasi nedeni ile kadinlarda daha siklikla karsimiz
¢ikmaktadir. Gebelikte ortaya gikan anatomik, fizyo-
lojik ve hormonal degisiklikler normal popilasyona
gore enfeksiyon sikligini arttirmaktadir®>', idrar yolu
enfeksiyonlari (IYE) asemptomatik bakteriiiriden
akut piyelonefrite kadar degisebilen cok farkli klinik
durumlari icermektedir. Asemptomatik bakterilri
hastada semptom olmaksizin idrarda belirgin bakteri
olmasi durumuna denmektedir”. Gebelerde asemp-
tomatik bakteritri % 4-7 oraninda gorilebilmekte ve
semptomatik USE, postpartum USE’ye veya pyelo-
nefrite yol agabilmektedir®®. Bu populasyonda en sik
rastlanan sus ise toplum kaynakli idrar yolu enfeksi-
yonlarina benzer sekilde Escherichia coli olarak
saptanmistirt?,

Asemptomatik bakteritirinin monitorizasyonu ve
takibi, Saglik Bakanliklari hedefinde yer alan maternal
ve fetal sagligin gelistirilmesi dogrultusunda 6nemli
bir yer kaplamaktadir. Tani konulmamis bakteritirinin
yan etkileri nedeni ile aile hekimine basvuran gebe
kadinlarda mutlaka idrar kaltirt yapiimalidir®),

Bu hedeften yola gikarak halk saghgi laboratu-
varimiza gelen gebe idrar érneklerinde USE 6n tani-
sinda hizli bir test olarak kullanilan tam idrar tetkiki
(TIT) ile altin standart olmakla birlikte daha uzun
zaman alan idrar kaltird sonuglarinin karsilagtiriima-

st amaglanmistir.
GEREC VE YONTEM

Usak ili Aile Sagligi Merkezleri'nde (ASM) ¢alisan
aile hekimlerinin 2014 yili boyunca ASM’lere bagvuran
gebeler icin yaptiklari TiT ve idrar kiiltiir istemleri Usak
ili Halk Saghg Laboratuvari Laboratuvar Bilgi
Sistemi’nden (LBS) retrospektif olarak alinmistir.

Calismaya uygun olmayan numune, yanlis kap
kullanimi, kapagin agik kalmasi, barkotsuz numune,
istemin yanhs vyapilmasi/yapilmamasi, beklemis

numune ¢alismamizda ret nedenleri olarak tanimla-

nan preanalitik hatalardir.

Preanalitik hatalarin azaltilmasina yonelik aile
hekimlerine ve de aile saghgi elemanlarina yilda en
az 1 kez egitim verilmistir.

Ornek Analizi:

Tam idrar tetkiki analizleri LabUMat&UriSed (77
Elektronika Kft, Budapeste, Macaristan) cihazinda ger-
ceklestirilmistir. LabUMat kismi kimyasal analizleri
gergeklestirirken, UriSed kisminda dijital goriintileme
yontemi ile tam saha gorintiisi elde edilmistir. TiT
analiz® sonucuna gore pozitif olarak kabul edilen esik
(cut-off) degerleri asagidaki sekildedir: Mikroskopide
her alanda >10 I6kosit >100 bakteri; kimyasal test
sonucunda l6kosit pozitifligi, nitrit pozitifligi.

Tam idrar tetkiki ile es zamanli gelen gebe idrar
drneklerinden idrar kiiltiiri ¢alisilmistir. Ornekler % 5
koyun kanli agar ve Eosin Methylene Blue (EMB) agar
plaklarina ekilmis ve 37°C’de 18-24 saat aerop kosul-
larda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 103
CFU/ml ve Uzeri Greme saptanan ornekler isleme
alinmistir?. Konvansiyel yéntemler kullanilarak TSI
(Ug sekerli demir agar), indol, metil kirmizisi, Voges-
Proskauer, sitrat ve (re besiyeri kullanilarak
tanimlanmistir®. Uremesi olan grubun antibiyogrami
gergeklestirilmistir®®. Kontaminasyon olarak deger-
lendirilen ornekler calisma disi  birakilmistir.
Kontaminasyon igin; karisik bir tGreme komplike
olmayan poliklinik hastalarinda buyuk olasilikla kon-
taminasyonu isaret edebildiginden yada dulsik sevi-
yelerde <10*/ml deri ve dis ile i¢ genital bolgelerde
bulunan organizmalar kontaminasyon olarak
degerlendirilir™, Ureyen mikroorganizmalar konvan-
siyonel yontemlerle tanimlanmustir.

istatistiksel Analiz:

Kaltur altin standart kabul edilerek, idrarin kim-
yasal ve mikroskopik incelemesi ile karsilastiriimistir.

Karsilastirma icin TiT sonuglari dért gruba ayril-
mistir.

1. Grup: L6kosit >10 /hpf + Bakteri >100 /hpf +
Lokosit pozitif + Nitrit pozitif

2. Grup: Lokosit >10 /hpf + Bakteri >100 /hpf +

7



Nitrit pozitif

3. Grup: Bakteri >100 /hpf + Nitrit pozitif

4. Grup: Calismaya alinan dért TIiT bulgusu da
negatif

SPSS 15 kullanilarak idrar yolu enfeksiyonu gos-
tergesi olabilecek testlerin tanisal dogruluk paramet-
releri ve giiven araligl hesaplanmis ve TiT’in kiltir
istemini 6ngérmedeki performansi degerlendirilmis-
tir. Her bir grup icin tanisal testlerin performansi ve
glven araliklari hesaplanmistir.

BULGULAR
Laboratuvar Bilgi Sisteminden geriye donuk

olarak alinan verilere gore; 1295 gebeye ait ayni
anda TiT ve/veya idrar kiiltiir analiz istemi gercekles-

Tablo 1. Kiiltiir sonuglarina gére 6rnek dagilimlar ve yiizdesi.

Kiltir Sonuclari Ornek n (%)

Belirgin bakteritri (>10° cfu/ml) 107 (9.0)
Belirgin olmayan bakteritri (102-10° cfu/ml) 24 (2.0)
Kontaminasyon 292 (24)
Ureme yok 768 (65)
Toplam 1181 (100)

Tablo 2. Ureyen mikroorganizmalarin sayi ve yiizde dagilimlari.

Ureyen Mikroorganizmalar n (%)
Escherichia coli 92 (86.0)
Proteus spp. 5(7,5)
Klebsiella spp. 8(5.0)
Pseudomonas spp. 1(0.75)
Citrobacter spp. 1(0.75)

ANKEM Derg 2019;33(1):6-11

tirilmistir. Calismaya alinmayan 6rnek sayisi 104’tir.
Bunlardan 19’u numunenin galismaya uygun olma-
masi (yanlis kap, kapak agilmasi, barkodsuz numune),
68’ sadece kultur istemi yapilmis olmasi, 17’si ise
sadece TiT istemi yapilmis olmasi nedeniyle ¢alisma
disi birakilmistir. Eszamanh TiT ve kiltir istemi olan
ve calismaya kabul edilen 6rnek sayisi 1191'dir. idrar
kiltirinde 768 ornekte lreme saptanmamis, 292
ornekte kontaminasyon gozlenmis, 24 ornekte ise
belirgin olmayan lUreme kabul edilmistir (10*-10°
CFU/ml)? (Tablo 1). Ureyen mikroorganizmalar ve
sayilari Tablo 2’de verilmistir. Gram negatif bakteri-
lerde en sik izole edilen E.coli, Klebsiella spp. ve
Proteus spp. izolatlarina en etkili antibiyotikler ami-
kasin, piperasilin-tazobaktam, seftazidim ve kinolon
grubu olarak bulunmustur. Ureme saptanan 107
drnegin belirtilen TIiT sonug gruplarina dagihimi ile
TiT sonucu ile USE tanisinin duyarlihg ve 6zgilligi

Tablo 3’te verilmistir.

TARTISMA

Uriner sistem enfeksiyonlarinin gebelik kompli-
kasyonlari asemptomatik bakteritriden ciddi pyelo-
kadar klinik
gozlenmektedir®. Schieve ve ark."® yaptiklari gahs-

nefrite genis  bir yelpazede
malarinda gebeligi boyunca USE gegiren kadinlarin
prematiire ve preterm digik dogum agirlikh bebek
dogurma riskinin arttigini géstermislerdir. Bu neden-
le aile hekimleri tarafindan sikayeti olmayan bir
gebede ilk antenatal vizitte (geg ilk veya erken ikinci

trimester) ve Uglncl trimesterde tarama amagh

Tablo 3. Kiiltiir iireme sonuglarinin TiT ile karsilastirilmasi, karsilastirma sonuglarina gore idrar analizinin duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar.

TIT sonuglar
TIT gruplari Lokosit Nitrit Bakteri >100 Lokosit >10 Kiiltar pozitif rnek Duyarlilik Ozgiilluk
(strip) (strip) (mikroskopi) (mikroskopi) saylsi
1. grup + + + + 11 %10 %29
2. grup - + + + 12 %21 %31
3. grup - + + - 18 %38 %55
4. grup - - - - 66 %38 %29
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idrar kilturt cahsiimali ve yuksek yanlis negatiflik
nedeni ile gebe sadece dipstick idrar taramasi ile
degerlendirilmemelidir®®.

Sonuglar incelendiginde 66 Ornekte lireme
olmasina karsin herhangi bir TiT bulgusu saptanama-
digi gorilmistir. Cahsmamiz TiT’in kiltir yerine
gecebilecek bir test olmadigini® desteklemistir. LBS
verilerine bakildiginda bu 66 gebeye ait USE 6n tani-
st olmadigi rutin gebe kontroli icin basvurduklar
gorulmus ve bu hastalarda asemptomatik bakteritri
varligi saptanmistir. Ulkemizde de asemptomatik
bakteriuri sikligini % 4-12 arasinda bildiren ¢alismalar
mevcuttur®,

Gram negatif patojenler igin anlamli olan kil-
tirde saf Gram negatif basil (210° CFU/ml) Gremesi
idrar yollarinin akut bakteriyel enfeksiyonlari ile
iliskilidir?. Ancak, gebe kadinlarda USE’nin potansi-
yel olarak ciddi sekelleri goz dnline alindiginda, bak-
teriyolojik incelemede Ureme sinirlari 10® olarak
kabul edilmistir.

Tam idrar tahlili zaman ve para kaybini 6nle-
yen ve hizli sonug elde ederek tedaviye erken bas-
lanmasina yarayan bir test iken kiltir en az 48
saat sonra sonuglanan, zahmetli bir testtir. Ancak,
galismamiz TiT’in gebelerdeki idrar yolu enfeksi-
yonlarini saptamadaki duyarhliginin diisiik oldugu-
na isaret etmistir. Bulgular kaltir pozitifligini
dngoérdirmede TiT’in duyarliiginin disiik 6zgilli-
glinun ylksek oldugunu gostermistir. Bazi ¢calisma-
lar ise bulgularimizin aksi yéniinde TiT’in duyarlili-
ginin yiksek oldugunu gostermislerdir>®%1%_ Ancak
calismamiza benzer sekilde Mokube ve ark.**) 102
gebede yaptigl calismada nitrit pozitifligi duyarhli-
gini % 8, l0kosit esterazin duyarhligini % 20.8 bul-
mus, bu iki testin o6zgulliklerini daha yiksek
saptamiglardir®®. D’souza’nin 100 gebede, idrar
kultur testine karsin strip duyarlihgini ortaya koy-
duklari ¢alismasinda orta akim idrar orneklerinde
stripte Ozellik saptanmaz ise ileri tetkikin gerekli
olmadigi, protein ve kan pozitif ¢ikarsa tedavi
verilmeden kultire 6rnek gonderilmesi gerektigi
ve de nitrit pozitif saptanirsa 6érnegin kiltir igin

gonderilmesi ama antibiyotik baslanmasi gereke-

bilir énerilerinde bulunmustur®, Bizim c¢alisma-
mizda stripte nitrit pozitiflig§i ve mikroskopide
bakteri varliginda TiT’in 6zglliginin en yiiksek
oldugu goriildigliinden bakteriyolojik testler dnce-
si proflaktik antibiyotik baslanabilecegi gorisiine
destek olmaktadir. Sezgin’in *2 982 ¢ocuk hastada
gerceklestirdigi TiT-idrar kiltiiri ¢alismasinda nit-
rit pozitifligi ile kiltirde Ureme arasindaki uyum
%85 oraninda bulunmus, tanisal performans olgut-
lerinin 16kosit pozitiflig§ine gore daha degerli bul-
gular ortaya koydugu gorulmastar.

Biz de calismamizda her ne kadar TiT in duyarli-
liginin dislik olmasina karsin 6zgulligi yiiksek oldu-
gundan, antenatal vizitlerde ilk énce TIT calisilmasi
gerekliligini maliyet etkinligi acisindan oOnerebiliriz.
Tincello 898 gebe &rneginde gerceklestirdigi TiT
duyarhhk ve 6zgullik calismasinda strip kullaniminin
yilda tek basina 4000 avro kazang sagladigini ortaya
koymustur. idrar &érneklerinin kiiltiir calismasina gén-
derilmeden strip ile analizinin énemli oldugunu orta-
ya koymuslardirt?,

Calismamizda Proteus spp.’nin % 60 oraninda
ampisilin ve tazobaktama, Klebsiella spp.’nin % 28.50
oraninda kinolon grubu ajanlara ve E.coli'nin ise
% 17.39 oraninda piperasilin tazobaktama direncli
oldugunu gordiik. Benzer sekilde Sibi ve ark’nin®?
395 gebe idrarinda yaptiklari ¢calismada en direncli
suglarin E.coli ve Klebsiella tirrlerinin oldugunu, en
cok direncin ise eritromisin ve amoksisiline karsi
gelistigini bildirmislerdir.

Calismamizin  kisithhiklari, orneklerin Aile
Sagligi Merkezleri’nden laboratuvarimiza transfer
araglari ile tasinmasi ve 6rnek toplama asamasinda
preanalitik evrenin kontrol edilememesi idi. Bu
sireclerin kontaminasyon oranini yikselttigini ve
gercek idrar kultiri Gremelerini maskeledigini
dusinmekteyiz. Transfer araglarimizda nakil streci-
ni ¢ok yakindan takip eden “data logger” sicaklik
takip sistemi kurularak uzaktan erisimle 6rneklerin
sicakhklari takip edilmistir. Ayrica yilda en az bir kez
aile hekimlerine ve aile sagligi elemanlarina idrar
kaltar alimi ve de 6rneklerin taginmasi/nakli stireg-

leri ilgili egitimler verilmistir. Tum bu 6nlemlere
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ragmen calismamizda preanalitik ret oranlari kayda
deger oranda yuksekti.

Sonuclarimiz, hizli sonug veren TiT’in asla kiil-
tur yerine kullanilabilecek bir tanisal test olmadigini
acikca gdstermektedir. Kiiltlir sonuglari ile TIT ara-
sinda mutlak korelasyon beklenmemekle birlikte
strip testlerde yanlis pozitiflik yada negatiflik goz
onlinde bulundurulmalidir. Ancak maliyet etkinlik
acisindan strip nitrit pozitifliginin ve mikroskopide
bakteri varliginin gereksiz kultlr testleri agisindan
yonlendirici olabilecegini destekler yonde bulgulari-
mizi da ortaya koyduk. Ozellikle USE bir sonucu
olarak ciddi komplikasyonlar ile karsi karsiya kalabi-
lecek gebe toplumunda kiltirin her trimestirde
mutlaka TiT’de pozitif bulgu varligina bakilmaksizin
¢alisilmasi gereklidir.
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Arastirma / Research Article

Giimiishane ili icme Sularindan izole Edilen
Escherichia coli izolatlarinda Antibiyotik
Direnci ve Genislemis Spektrumlu
Beta-Laktamaz Varliginin Arastiriimasi

An Investigation of Antibiotic Resistance and
Extended Spectrum Beta-Lactamase Presence in
Escherichia coli Strains Isolated from Drinking
Water Collected from Giimiishane Province

Figen Kayserili Orhan ©
Ulkii Altoparlak ®
Levent Odaci

(074

Su kaynakl enfeksiyonlar diinya ¢apinda énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Aritma tesisi ¢ikisinda
bakteriyel standartlari saglayan icme suyu, dagitimi sirasinda kirlenebilmekte ve bakteri sayisinda artis meyda-
na gelebilmektedir. Antimikrobiyal ajanlarin insanlardaki kullanim alanlari disinda, hayvan yetistiriciligi ile
tarimda da kullanilmasi, antimikrobiyal direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina ve bunlarin dogaya
ozellikle su ve topraga bulasmasina katkida bulunmaktadir.

Bu ¢alismada Giimiishane ili Halk Sagligi Laboratuvari’na kontrol izleme analizleri igin getirilen icme sularindan
izole edilen Escherichia coli izolatlarinda toplumda yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere kars! direng paterni-
nin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismaya 2016 yili Haziran-Eyliil aylari arasinda, Gimishane ili ve g¢evresinden numune alma kosullarina
uygun olarak alinan ve laboratuvara getirilen su érneklerinden izole edilen 50 adet E.coli izolati dahil edilmistir.
Ornekler membran filtrasyon yéntemi ile siiziildiikten sonra Chromogenic Coliform Agar (CCA-sartorius,
Almanya) besiyerine ekim yapilmis ve 3612 °C’de 21+3 saat inkiibasyona birakilmistir. Buradan izole edilen
E.coli suslari standartta belirtildigi sekilde dogrulamaya alindiktan sonra suslarin disk difiizyon yéntemi ile klinik
tedavide siklikla kullanilan 13 adet antibiyotige karsi direnci test edilmis ve genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) varligi arastirilmigtir.

Calisma sonunda E.coli izolatlarinin 38’i test edilen tiim antibiyotiklere karsi duyarl bulunurken, 12’si ¢esitli
antibiyotiklere direngli ya da orta duyarl bulunmustur. izolatlar sefoksitine % 16 direngli, % 6 orta duyarli;
sefepime % 2 direngli; seftazidime % 2 direngli; ampisilin sulbaktama % 2 direncli, % 2 orta duyarli; piperasiline
% 2 direngli; sefuroksime % 2 direngli, % 6 orta duyarli bulunmustur. Trimetoprim/siilfametoksazol, ertapenem,
ampisilin, gentamisin ve amikasine karsi herhangi bir dirence ve GSBL varligina rastlaniimamistir.

Bu ¢alisma, igme suyunda fekal kirlilik indikatérii olan E.coli izolatlarinin bulunmasi igme suyunda fekal bir
bulasin oldugunu gésterirken, lreyen E.coli izolatlarinda antibiyotiklere direng ydniinden bu bélgede halk sag-
ligini tehdit edecek boyutta olmadigini disindirmdstdr.

Anahtar kelimeler: antibiyotik direnci, Escherichia coli, icme suyu
ABSTRACT

Waterborne infections are important causes of morbidity and mortality worldwide. Drinking water that
adheres to the bacterial standards at the water treatment plant output, may be contaminated during distribu-
tion and an increase in bacterial count may occur. The use of antimicrobial agents in animal husbandry and
agriculture in addition to the uses in humans, contributes to the emergence of antimicrobial resistant microor-
ganisms and their transmission to nature, especially to water and soil. The aim of this study was to determine
the resistance of E.coli isolates isolated from drinking water and brought to the Public Health Laboratory of
Gimdshane province for control and follow-up analysis.

The study included 50 E.coli isolates isolated from the water samples collected from the samples taken from
the province of Giimishane and its surroudings from June to September 2016. The samples were drained by
membrane filtration method and cultured on Chromogenic Coliform Agar (CCA-sartorius, Almanya) and incu-
bated at 36 + 2 °C for 21 + 3 hours. The isolated E.coli strains were confirmed as described in the standard and
the resistance of the strains to 13 antibiotics, which were frequently used in clinical treatment, were tested by
disc diffusion method and the presence of extended spectrum beta-lactamase (ESBL) was investigated.

At the end of the study, 38 of the E.coli isolates were susceptible to all tested antibiotics, while 12 of them were
resistant or intermediate to various antibiotics. The isolates were 16 % resistant, 6 % intermediate to cefoxitine;
2 % resistant to cefepime; 2 % resistant to ceftazidime; 2 % resistant, 2 % intermediate to ampicillin sulbactam;
2 % resistant to piperacillin; 2 % resistant, 6 % intermediate to cefuroxime. There was no resistance to
trimethoprim/sulfamethoxazole, ertapenem, ampicillin, gentamicin and amikacin, and no ESBL presence.

This study showed fecal contamination in drinking water, because E.coli isolates, which are the indicator of fecal
contamination were detected in drinking water. However, in terms of antimicrobial resistance in E.coli isolates,
it suggested that the problem was not at threatening levels for the public.

Keywords: antibiotic resistance, drinking water, Escherichia coli
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GiRiS

Ulkemiz dogal su kaynaklari yéniinden oldukca
zengindir. Ancak hizli sehirlesme icilebilir suyun kali-
tesini dinya genelinde hizla azaltmakta ve bunu
engellemek icin pek fazla 6nlem alinmamaktadir.
Saglikli ve glivenilir bir igme suyunun temin edilerek
tiketiciye ulastiriimasi toplum sagligi icin son derece
énemlidir®,

igme sularinin mikroorganizma yiiki ve bu mik-
roorganizmalarin antibiyotik direnci halk saghigi aci-
sindan 6nem arz etmektedir®. Antibiyotik direngli
bakteriler (ARB) ve antibiyotik direnc¢ genleri (ARG),
hem klinik hem de dogal ortamlarda, diinya ¢apinda
artik endise verici boyuttadirt*?,

icme suyu, Escherichia coli bakterisinin dogal
yasam ortami degildir ve bu bakteriler temiz suda
cogalmazlar. E.coli'nin igme suyunda tespit edilmesi,
bir ya da daha fazla asamada dogrudan ya da dolayl
olarak suda fekal bulasin gostergesidir*?.

insan bagirsak florasinda R-plazmidleri tasiyan
bakteriler yaygin olarak bulunur ve enterik bakteri-
lerin rezervuari olan kanalizasyon sularinin aritil-
maksizin sucul ortamlara katilmasi, bu tip direngli
bakterilerin ve R-plazmidlerinin ¢evreye yayilmasi-
na sebep olur®. Bir arastirmada, denizlerdeki bak-
teri popllasyonlari arasinda konjugasyon yoluyla
ylksek dizeyde plazmid transferinin gerceklestigi
saptanmistir®,

Bu calismada Gimishane igme sularindan izole
edilen toplam 50 E.coli izolatinin toplumda yaygin
olarak kullanilan antibiyotiklere karsi direng profili-
nin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Membran Filtrasyon Yontemi ile E.coli Tayini

Arastirmada materyal olarak, icme sularinda
fekal kirlilik indikatori olan E.coli kullanilmistir.
Kontrol izleme analizi icin 250 ml’lik steril tiyosulfat
iceren numune kaplarinda laboratuvara getirilen su
numuneleri bekletilmeden isleme alinmis ve analiz-
ler TS EN ISO 9308-1 standardina gore gergeklestiril-
mistir. 100 ml su numunesi 0.45 um por ¢apl memb-

ran filtreden sizilmis ve CCA agar besiyeri (Sartorius-
Almanya) lizerine konularak 36+2°C de, aerop ortam-
da 2143 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
bakteri tGremesi gorilen plaklara standartta belirtil-
digi sekilde dogrulama yapilmis ve her bir plaktaki bir
koloniden alinan E.coli 6rnegi Eozin Metilen Blue
(EMB) agara ekim yapilmis ve lreyen bakteriler kon-
vansiyonel yontemlerle dogrulanmistir®®),

izolatlarin Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

izole edilen E.coli suslarinin antibiyotik duyarli-
lik testleri Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) kriterleri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiiz-
yon yontemine gore yapilmistir. 0.5 McFarland (10°
cfu/ml) bulanikhgina ayarlanmis bakteri stispansi-
yonlari Mueller Hinton agara ekilerek 24 saat sonun-
daizolatlarin toplam 13 adet antibiyotige karsi diren-
ci test edilmis, genislemis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) varligi ise cift disk sinerji yontemi ile arastiril-
mis ve sonuglar EUCAST kilavuzlarina gore
degerlendirilmistir®*®, Testin kalite kontrolii icin E.
coli ATCC 25922 referans susu kullanilmistir.

BULGULAR

izole edilen E.coli izolatlarinin 38’i test edilen
tiim antibiyotiklere duyarli bulunurken, 12’si cesitli
antibiyotiklere direngli ya da artmis dozda duyarh
bulunmustur. Calisilan izolatlarin higbirinde GSBL
varligina rastlaniimamistir. Antibiyogram testi sonug-
lari Tablo’da verilmistir.

Tablo. Test edilen izolatlarin antibiyotik direng oranlari (%).

Antibiyotik Duyarli Artmig Direngli
dozda duyarli

Amikasin 100 0 0
Ampisilin sulbaktam 96 2 2
Ertapenem 100 0 0
Gentamisin 100 0 0
imipenem 100 0 0
Piperasilin tazobaktam 100 0 0
Piperasilin 98 0 2
Siprofloksasin 100 0 0
Sefepim 98 0 2
Sefoksitin 78 6 16
Sefuroksim 92 6 2
Seftazidim 98 0 2
Trimetoprim sulfametoksazol 100 0 0
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TARTISMA

Diinya (zerinde bozulmamis araziler harig,
ylzey sularinda antibiyotiklerin tespit edilemedigi bir
alan bulmak artik zordur. Nebhirler, kanalizasyonlar,
okyanus suyu ve icme suyu da dahil olmak Uzere
cesitli sucul ortamlarda antibiyotik direnci tespit
edilmistir812),

GunUmuzde akuatik ortamlarda ARB ve
ARG'lerin ortaya cikisi ile ilgili artan bir endise vardir
ve su ortami antibiyotik direncinin kazanilmasi ve
yayllmasi icin ideal bir ortam saglar. ARB’lerin ortaya
cikisi ve yayilmasi, 21. ylzyilda kiiresel halk saghgi
icin Uclncl en blylk tehdit olarak kabul
edilmektedir®®),

Antibiyotikler insan ve hayvanlarda sadece
tedavi edici olarak kullanilmayip, koruyucu ya da
blylime promotéru olarak da kullanilabilmektedir.
Spiramisin, tilosin, karbadoks, virginiamisin, monen-
sin gibi biyime promotoérleri, insanlarin tedavisinde
kullanilmamasina ragmen, diger antibiyotiklere karsi
capraz direng gelistirdigi distintlmektedir®,

Sulardan izole edilen mikroorganizmalarin anti-
biyotik direng oranlari bize bulasmanin kentsel ya da
kirsal kaynakh oldugu hakkinda bilgi verebilmektedir.
Ornegin izole edilen bakterilerde coklu antibiyotik
direncinin olmasi, bulasin antibiyotik kullanimi yogun
olan bir bdlgeden oldugunu ya da hastane kokenli
kanalizasyon suyu ile kontaminasyonun gostergesi
olabilir®),

Glnumuzde cevresel oOrneklerde antibiyotik
direncine odaklanan calismalarin ¢ogu, atik su arit-
ma tesis c¢ikislarina yakin tarimsal havza ve nehirler
gibi antropojenik faaliyetlerden énemli 6lglide etki-
lenen ciddi kirlilik veya sulara sahip su ortamlarinda
yapilmaktadir. Ancak igme suyu kaynagi gibi 6zel bir
su ortaminda antibiyotik direncinin varhgi ve dagili-
mi, her zaman ihmal edilmektedir. Literatlirlere gore,
icme suyu kaynaklarindaki antibiyotik direncinin
orani ciddi bir endise kaynagidir. Yurdumuzda bu
konuda galismalar yapilmis ve enterik bakteriler ara-
sinda R plazmidlerine bagli direng 6zelligi oraninin
ylksek oldugu belirtilmistir®7,

E.coli, insan ve diger sicakkanli hayvanlarin
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bagirsak florasindaki yaygin bakterilerden birisidir ve
antibiyotik baskisina her zaman maruz kalmaktadir.
E.coli su ortaminda diger bakterilere gére daha uzun
sire (4 ile 12 hafta) yasamasi sebebiyle, ARG’lerin
yayginlastiriimasina dakatkida bulunurlar. 1890’larda,
su aritma glvenliginin biyolojik gostergesi olarak
segilen E.coli canli ve cansiz ylzeylerde biyofilm olus-
turma yetenegine sahip olup, olusturdugu biyofilm
yapisiyla zorlu gevre kosullarina, antibiyotiklere ve
dezenfektanlara direncli hale gelir ve antibiyotik
direng genleri icin bir rezervuar gorevi gorir®,

E.col’nin sucul ortamlarda iyi hayatta kalabilen
bir firsatcl patojen olmasi ve antibiyotik direng yayil-
mi icin vektor olarak gorilen yatay gen transferinde
oldukga usta olmasi sebebiyle ¢calismamizda bu bak-
teri tercih edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda saghkli kisilerin digki 6rnek-
lerinin % 80.5’inin antibiyotiklere direncli bakteri
icerdigi tespit edilmistir ve izole edilen bakterilerin
% 98’inin E.coli oldugu bildirilmistir. Biyik bir aritma
tesisinin atik suyunda 10°® CFU/ml direngli koliform
bakteri izole edilmis ve bunlarin % 17’sinde antibiyo-
tiklere karsi alti kat direng tespit edilmistir®. Akkan
ve ark.®) hastane atik sulariyla kontamine edilen
deniz suyundan izole ettikleri Gram negatif bakteri-
lerde sefazoline % 85, sefuroksime % 28, sefotaksime
% 8 ve sefepime karsi % 5 oraninda direng tespit
etmislerdir. Ayrica, izolatlarin % 91’inin ¢oklu antibi-
yotik direng (CAD) indeksi referans deger olan 0.2'nin
Gzerinde saptamislardir. Hastane atik sularinin desar;j
edildigi deniz suyundan izole edilen Gram negatif
bakterilerin 6nemli oranda antibiyotik direncine
sahip oldugunu ve bunun halk saghgl acisindan
potansiyel bir risk olusturabilecegi sonucuna varmis-
lardir.

Calismamizda test edilen 13 antibiyotigin altisi-
na karsi direngli E.coli izolatlari bulunmustur.
Calismamizda en fazla direng sefalosporin grubunda
gorialmustir (% 16 sefoksitin, % 2 sefepim, % 2 sefta-
zidim, % 2 sefuroksim). Test edilen E.coli izolatlarinin
birinde 2. 3. ve 4. kusak sefalosporinlere karsi (sefok-
sitin, seftazidim ve. sefepime) direng saptanmistir.
Bir izolatta ise sefoksitin, sefuroksim, piperasilin ve
ampisilin sulbaktama karsi diren¢ gorilmustir. iki
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izolat sefoksitin ve sefuroksime (2. kusak sefalospo-
rin), bir izolat sefoksitine, bir izolat ise sefuroksime
orta duyarh bulunmustur.

Uciincii kusak sefalosporinlerle yapilan bir aras-
tirmada, dogal direnglilik frekans yuzdesinin, yliksek
dizeyde oldugu ve bunun nozokomiyal atiklarla
sucul ortama katilan antibiyotiklerden kaynaklandigi
belirtilmistir®. Calismamizda en fazla direng 2. kusak
sefalosporin grubundan sefoksitine (% 16) karsi
gorialmustar.

Florokinolonlar tip ve veteriner hekimliginde
yaygin olarak kullanilan antibiyotikler arasindadir.
Siprofloksasin ise en ¢ok tlketilen florokinolon grubu
antibiyotiktir. Tetrasiklinler, stilfonamidler ve beta-
laktamlar gibi antibiyotikler, sadece bakteriyel enfek-
siyonlari tedavi etmek icin degil ayni zamanda gida
icin kullanilan hayvanlarin buyime hizini arttirmada
gida katki maddeleri olarak da kullanilmaktadir®®),
CGalismamizda florokinolon grubundan siprofloksasin
calisilmis ve harhangi bir dirence rastlanilmamistir.

Reinthaler ve ark.“” Giiney Avusturya’daki tg¢
ayri kanalizasyon aritma tesisinden ¢ikan ¢amurdan
izole ettikleri 767 E.coli izolatini, 24 farkl antibiyotik
icin test etmisler ve en yiiksek direnci bir hastanenin
kanalizasyonunu aritan tesisten izole edilen E.coli
suslarinda bulmuslardir. Test edilen antimikrobiyal
ajanlar arasinda, penisilin grubundaki en yiksek
direng oranlarini ampisilin (% 18) ve piperasiline
(% 12) karsi bulmuslardir. Sefalosporin grubunda
sefalotin % 35 ve sefuroksim-aksetil icin % 11; kino-
lonlar grubunda nalidiksik asit i¢in % 15 ve trimetop-
rim/sulfametoksazol icin % 13 ve tetrasiklin i¢in % 57
oraninda direng belirlemislerdir.

Efuntoye ve ark.” Nijerya’da 50 adet su kuyu-
sundan topladiklari 200 su 6rneginde yaptiklari cahs-
mada 96 izolatta yedi farkli cins bakteri izole etmis
Klebsiella,
Pseudomonas, Staphylococcus ve Alcaligenes) ve en

(Escherichia,  Bacillus,  Proteus,
yuksek oranda direncin E.coli izolatlarinda oldugunu
bildirmislerdir (% 36.5). izole edilen E.coli’lerin timii
amoksisilin/klavulanik asite direngli bulunmus, strep-
tomisin, tetrasiklin, ampisilin ve vankomisine direncg
oranlari ise sirasiyla % 71.4, % 80, % 82.9, % 88.6

olarak bulunmus ve en az diren¢ ofloksasine karsi

belirlenmistir (% 8.6).

Ozgiimiis ve ark." tarfindan 2000-2002 yillari
arasinda Rize'de yapilan bir ¢alismada, toplam 51
adet icme suyu noktasindan (36 musluk suyu ve 15
kaynak suyu) koliformlarin varligini tespit etmek
amaclyla 457 su 6rnegi alinmis ve izole edilen E.coli
izolatlari disk difiizyon yodntemi ile antibiyotiklere
direng yoniinden test edilmistir. Tim E.coli izolatlari-
nin test edilen bir veya daha fazla antibiyotige
direncli oldugu, suslarin 49’unun (% 41.8), test edilen
¢ veya daha fazla antibiyotige direncli oldugu ve ¢ok
direngli fenotip olarak tanimlandigi belirtilmistir.
izolatlarin yaklasik % 47’si ampisiline, % 19.6’u
trimetoprim-silfametoksazole, % 17.9’u amikasine,
% 15.3’U netilmisine, % 13.6’sI gentamisine, % 12.8'si
tetrasikline ve % 2.5’i kloramfenikole direng goster-
mistir. Musluk ve kaynak sularindan izole edilen E.coli
izolatlari arasinda toplam antibiyotik diren¢ oranlari
arasinda anlamli bir fark olmadigi belirtilmistir.

Patoli ve ark.*® Pakistan’da 2010 yilinda yap-
tiklari bir arastirmada, 42 adet icme suyundan izole
edilen 27 E.coli izolatinin % 93’linln bir antibiyotige
karsi direngli oldugunu ve izolatlarin % 63’Unin
¢oklu ilag direncine sahip oldugunu belirtmislerdir.
En yiksek direng nalidiksik asite (% 92.6), ardindan
ampisiline (% 88.8), seftriaksona (% 40.7), siprof-
loksasine (% 37.0), seftazidime (% 25.2), sefotaksi-
me (% 18.5) ve gentamisine (% 18.5) karsi goril-
mistir. E.coli izolatlarin timi amikasine karsi
duyarli bulunmustur.

Chen ve ark.® 2017 yilinda Cin’de yaptiklari
calismada, icme suyu kaynaklarindan izole edilen
toplam 200 E.coli izolatininin antimikrobiyal ajanlara
karsi direng profilini belirlemigler ve bunlar arasinda,
99 izolatin (% 49.5) test edilen 18 antibiyotigin en az
birine karsi direngli oldugunu ve antibiyotik direng
indeksini 0.13 olarak bildirmislerdir. En sik antibiyotik
direncinin tetrasikline (% 42), ardindan ampisiline
(% 29), piperasiline (% 27) ve trimetoprim/siilfame-
toksazole (% 25.5) karsi oldugunu bildirmislerdir.
imipeneme ve meropeneme karsi direng goriilme-
mistir. Farkh su kaynaklarindan farkli mevsimlerde
izole edilen E.coliizolatlarinin farkh antibiyotik direng
profillerinin degisebilecegini, su kaynaklarinin iyi
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korunmasi ve daha az yeni kirlilik sayesinde E.coli’nin
antibiyotik direng¢ seviyelerinin azaltilabilecegini
ve bazi su kalitesi parametrelerinin antibiyotik
direnci seviyelerini etkileyebilecegi sonucuna var-
mislardir.

Hastane ortamlarinda klinik érneklerden elde
edilen E.coli izolatlarinin antibiyotik direncini goste-
ren ¢alismalar oldukga fazla olmasina ragmen, cevre
orneklerinden izole edilen E.coli izolatlarinin antimik-
robiyal direncini belirleyen g¢alismalar oldukga azdir
ve su ortaminda antibiyotik direncgli bakterilerin
genotipi ve modelleri hakkinda ¢ok az veri mevcut-
tur.

Antibiyotiklerin yanlis ve asiri kullanimindan
kacinarak antibiyotik tiketimini azaltmak direncli
kokenlerin olusmasini dnleyen en etkili yontemdir.
Akilcr antibiyotik kullanim politikalarini belirlenmesi
ve uygulanmasi, infeksiyonlarin erken tani imkanlari-
nin artmasiyla viral infeksiyonlar icin gereksiz antibi-
yotik kullanimini ve hayvan yemlerine antibiyotik
katilmasini 6nlemek antibiyotik direncli bakterilerin
¢ogalmasi ve cevreye yayillmasina engel olmak icin
alinacak énlemlerdir. Ayrica halkin kitle iletisim arac-
lariyla bilinglendirilmesi, regetesiz antibiyotik veril-
mesinin 6nlenmesi ve insanlarin antibiyotiklerin ras-
yonel kullanimi ve antibiyotik iceren atiklarin giivenli
bir sekilde bertaraf edilmesi konusunda insanlara
egitim  verilmesi  etkili olabilecek diger
onlemlerdir®),

Sonug olarak calismamizdaki sinirli sayida sus
ile saptadigimiz bulgulara dayanarak, Gumushane
ilinde icme suyundan izole edilen E.coli izolatlarinin
antimikrobiyal diren¢ paterni yéninden temel bir
veri saglanmis olup, direncin endise verici boyutta
oladig1 ancak kesin bir yargiya varmak icin, daha fazla
izolatla yapilacak fenotipik ve genotipik ¢alismalara
ihtiyac oldugu sonucuna varilmistir.
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Solunum Yolu Orneklerinde Streptococcus
pneumoniae’nin Saptanmasinda Optokin
Duyarliligi, Safrada Erime ve psaA Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Yontemlerinin Yeri

The Role of Optochin Sensitivity, Bile Solubility
and psaA Polymerase Chain Reaction Methods in
the Diagnosis of Streptococcus pneumoniae in
Respiratory Tract Samples

Barigs Can ©
M. Derya Aydin ©

6z

Streptococcus pneumoniae; pnémoni, bakteriyemi ve menenijit gibi hayati tehdit eden ciddi
infeksiyonlarin yanisira otit, siniizit gibi sik rastlanan infeksiyonlara da yol agcan 6nemli bir
patojendir. S.pneumoniae’nin hizli ve dogru tanisi, infekte hastalarin uygun tedavi gérme-
sinde son derece énemlidir. Calismamizda rutin tanida kullandigimiz fenotipik testlerin
Ozglilliik ve duyarliliginin, altin standart yontem olarak kullandigimiz psaA PCR ile karsilas-
tinlmasi amaglanmstir. Klinik 6rneklerden izole edilen 90 adet alfa hemolitik streptokok
susu optokin duyarliligi ve safrada erime-damlatma testlerine gére; S.pneumoniae oldugu
bilinen (optokine duyarli ve safrada erime-damlatma testi pozitif) 30 sus (Grup 1), S.pneu-
moniae olmayan (optokine direngli ve safrada erime-damlatma testi negatif) 50 sus (Grup
2) ve S.pneumoniae siipheli (optokine direngli ama safrada erime-damlatma testi pozitif) 10
sus (Grup 3) olmak lizere 3 gruba ayrilmistir. Tiim izolatlara psaA PCR ve safrada erime-tiip
testi uygulanmis; Grup 1 deki suslar pozitif, Grup 2 ve 3’teki suslar ise negatif olarak bulun-
mustur. Grup 3’teki 10 susa APl 20 Strep testi yapilmis ve viridans grup streptokok olarak
tanimlanmistir. Bu bulgulara gére safrada erime-tiip testinin; damlatma testine gére daha
6zglil, psaA PCR yontemiyle ise benzer ézglilliige sahip oldugu gérilmustiir.

Anahtar kelimeler: Optokin duyarlihigi, safrada erime, psaA PCR
ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae; in addition to serious life-threatening infections such as pneu-
monia, bacteremia and meningitis, is also an important pathogen which causes common
infections such as otitis and sinusitis. The rapid and accurate diagnosis of S.pneumoniae is
extremely important for the appropriate treatment of infected patients. In our study, we
aimed to compare the specificity and sensitivity of the phenotypic tests used in routine
diagnosis with the psaA PCR we used as the gold standard method. 90 strains isolated from
the clinical specimens were grouped according to their optochin sensitivity and bile solubil-
ity: 30 S.pneumoniae strains (optochin sensitive and bile solubility-drip test positive) (Group
1), 50 non-pneumococcus strains (optochin resistant and bile solubility-drip test negative)
(Group 2) and 10 S.pneumoniae suspicious strains (optochin resistant but bile solubility-drip
test positive) (Group 3) psaA PCR and bile solubility-tube test were applied to all isolates;
the strains in Group 1 were positive and the strains in Groups 2 and 3 were negative. The
10 strains in Group 3 were determined as viridans group streptococci in API 20 Strep test.
According to these findings, bile solubility-tube test was found to be more specific than the
drip test and similar to psaA PCR method.

Keywords: Optochin sensitivity, bile solubility, psaA PCR
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B. C. ve M.D. Aydin, Solunum Yolu Orneklerinde Streptococcus pneumoniae’nin Saptanmasinda Optokin Duyarlilig), Safrada Erime ve psaA

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemlerinin Yeri
GiRiS

Streptococcus pneumoniae; pnémoni, bakteri-
yemi, menenijit ile otitis media ve sinlzit gibi Gst
solunum yolu infeksiyonlarina neden olur.
Pnomokoklar; toplum kaynakli pnémoni, menenijit,
splenektomili hastalarda sepsis, otitis media ve sini-
zitin en sik nedenidir. Ozellikle cocuklarda olmak
lizere konjuktivitin sik etkenlerinden birisidir.
S.pneumoniae, tim yas gruplarinda 6nemli bir mor-
bidite ve mortalite nedenidir?”.

S.pneumoniae’nin hizli ve dogru tanisi, infekte
hastalarin uygun tedavi gérmesinde son derece
onemlidir. S.pneumoniae’nin tanisina yaklasim aci-
sindan laboratuvarlar arasinda farkliliklar vardir.
Daha ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle
optokin duyarlhg! ve safrada erime yontemleri sik
olarak kullaniimaktadir. Genelde pnémokok tanisi
klasik yontemlerle basittir fakat atipik pndmokokla-
rin (kapsilsiiz, optokine direngli, safrada erimeyen)
ve atipik streptokoklarin (optokine duyarh) varhgin-
da, pnémokoklari diger alfa hemolitik suslardan ayirt
etmek zorlagir®019),

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi, mik-
roorganizmalarin tanisinda yiiksek duyarhliga sahip,
hizli bir yontemdir. Pnémokoklarin klinik 6rneklerden
tanimlanmasi amaciyla pnémokok virlilans genleri-
nin tespitine dayali amplifikasyon yontemleri
gelistirilmigtir2),

Pnomokok virtlans genlerinden biri olan pno-
mokok ylzey adhezin A (psaA) geni hem asi galisma-
larinda hem de tanida kullaniimaktadir. Morrison ve
ark. S.pneumoniae’nin 90 serotipinde de psaA geni-
nin varhigini PCR yontemiyle gostermislerdir. Verhelst
ve ark., yaptiklari calismada Ug genle (ply, IytA, psaA)
yapilan PCR g¢alismalarini karsilagtirmiglar ve pnémo-
kok suslarinin tanisinda psaA PCR yonteminin spesi-
fik oldugunu bildirmislerdir{t%1418),

Calismadaki amacimiz, tipik S.pneumoniae sus-
larinda ve pnomokok stpheli alfa hemolitik strepto-
kok suslarinda optokin duyarliligi ve safrada erime
(damlatma ve tlp) yontemlerinin 6zgillik ve duyar-
liligini psaA PCR testini altin standart olarak kullana-
rak arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakdltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Bilim Dali’'na gonderilen klinik 6rnekler-
den (balgam, bogaz salgisi, burun sirintisd, kan,
kulak akintisi, trakeal aspirat, beyin omurilik sivisi ve
konjunktiva stiriintlist) izole edilen 90 alfa hemolitik
streptokok susu incelenmeye alinmistir. Bu suslar
rutin laboratuvar sonuglarina gore; S.pneumoniae
oldugu bilinen (optokine duyarli ve safrada erime-
damlatma testi pozitif) 30 sus (Grup 1); S.pneumoniae
olmayan (optokine direngli ve safrada erime-
damlatma testi negatif) 50 sus (Grup 2) ve S.pneu-
moniae supheli (optokine direngli ama safrada
erime-damlatma testi pozitif) 10 sus (Grup 3) olarak
gruplandiriimistir. Tim suslara psaA PCR ve safrada
erime-tlp testi uygulanmistir. Sonug olarak optokin
duyarliligi ve safrada erime (damlatma ve tiip) testle-
rinin duyarlilik ve 6zgillikleri altin standart yontem
olarak kullandigimiz psaA PCR sonuglarina gore
degerlendirilmistir.

Fenotipik testler:

Hastalardan alinan ornekler % 5 koyun kanli
besiyerine ekilmis, 37°C’'de % 5-10 CO,’li ortamda
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra tGremeler deger-
lendirilmistir. S.pneumoniae tanimlanmasi Gram
boyanma, katalaz negatifligi, koloni morfolojisi, alfa
hemoliz, safrada erime ve optokin duyarlligina goére
yapimistir.

Safrada erime: Safra tuzu (sodyum deoksiko-
lat) bakterinin erimesine neden olan, indirekt etkili
bir maddedir; otolitik enzim sentezini aktive ederek
etkisini gosterir. Safrada erime-damlatma testinde
% 5 koyun kanli besiyerinde lreyen kolonilerin (ize-
rine % 2’lik sodyum deoksikolat damlatiimis ve
35°C’de 30 dakika bekledikten sonra erime olup
olmadigl gozlenmistir. Safrada erime-tlip testinde
ise kontrol ve test olmak lzere iki ayri tip kullanil-
mistir. 0,5 ml % 0,9’luk serum fizyolojik icerisinde
0,5-1 McFarland yogunlugunda bakteri stispansiyo-
nu hazirlanmistir. Test tiptine 0,5 ml % 10’luk sod-
yum deoksikolat, kontrol tlipine 0,5 ml serum fiz-
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yolojik eklenmis ve 35°C’de iki saat inklibe edilmis-
tir. Test tlplnde berraklasma gorilip kontrol tlip
bulanik ise safrada erime tip testi pozitif olarak
degerlendirilmistir®),

Optokine duyarhlik: Safrada erimesi olan ve/
veya koloni morfolojisi S.pneumoniae’ye benzeyen
kolonilerin saf kiiltlirinden % 5 koyun kanl agara
ekim vyapilip ortasina 5 pg optokin (ethyl-
hydrocupreine hydrochloride) iceren 6 mm capinda
disk yerlestirilmis ve 35°C’de, % 5 CO,’li ortamda 24
saat inktbe edilerek inhibisyon zonuna goére (>14
mm=duyarh) degerlendirilmistir®.

Bakteri tanimlanmasi: Safrada erime-damlatma
testi ile pozitif, safrada erime-tip testi ile negatif
olan suslarin tanimlanmasi igin API 20 Strep yari oto-
matize sistemi (bioMérieux, Fransa) kullaniimistir.
inokiilasyon, inkiibasyon ve test sonuglarinin okun-
masi Uretici firmanin énerileri dogrultusunda yapil-
mistir.

PsaA PCR:

Klinik 6rneklerden elde ettigimiz suslarin geno-
tipik tanimlamasi icin psaA PCR gen amplifikasyon
metodu kullaniimigtir. DNA ekstraksiyonu igin 18-24
saatlik inklibasyon sonrasi ireyen koloniler ekiivyon-
la alinarak 200 pl steril distile suda stispanse edilmis
ve daha sonra 10 dakika kaynatiimistir. Kaynatildiktan
sonra 10,000 g’de 2 dakika santrifuj edilmis ve super-
natant kismi PCR reaksiyonunda kalip DNA olarak
kullanilmistir. Hemen kullanilmayan oOrnekler
-20°C’de saklanmistir. Uyguladigimiz PCR yontemin-
de, S.pneumoniae’nin yizeyindeki 37 kDa’luk bir
protein olan psaA’yi kodlayan gen hedef olarak kulla-
nilmistir. PsaA geninin 838 bp’lik pargasini amplifiye
etmek igin P1(5’-CTT TCT GCA ATC ATT CTT G -3’) ve

ANKEM Derg 2019;33(1):18-23

P2(5’-GCC TTC TTT ACC TTG TTC TGC-3’) primerleri
kullaniimistir. Amplifikasyon karisimi toplam hacmi
50 ul (Distile su (35.7 ul), Tampon 10x (5 pl), dNTP
mix 10 mM (1 pl), MgCl, 25 mM (2 ul), P1 primer (0.5
ul), P2 primer (0.5 ul), Tag DNA polimeraz (0.3 pl),
DNA ekstrakti (5 pl) olacak sekilde hazirlanmistir.
Amplifikasyon kosullari denatlrasyon basamagi
94°C’de 5 dk, uzama basamagi 40 siklus 95°C’de 30
sn, 52°C’de 30 sn, 72°C’de 2 dk ve sonlanma basama-
g1 72°C’de 8 dk olacak sekilde termal déngi cihazin-
da (Techne/Progene) gergeklestirilmistir. PsaA PCR
yonteminin 6zgulligliniin belirlenmesi amaciyla
kontrol sus olarak st solunum vyolu florasindaki
cesitli  bakteriler (Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus spp.,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae) ve pozitif kontrol olarak da S.pneumo-
niae ATCC 49619 susu kullanilmigtir®®,

BULGULAR

Bu calismada tiim izolatlara psaA PCR ve safra-
da erime-tlip testi uygulanmis; Grup 1’deki suglar
pozitif, Grup 2 ve 3’teki suslar ise negatif olarak
bulunmustur. Grup 3’teki 10 susa APl 20 Strep testi
yapilmis ve viridans grup streptokok olarak tanimlan-
mistir. U¢ gruba uygulanan psaA PCR ve fenotipik
test sonuglari Tablo 1’de gosterilmistir.

Galismamizin sonuglarina gore optokin duyarli-
lig1 ve safrada erime-tiip testinin duyarlilik ve 6zgul-
likleri % 100 olarak saptanmistir. Safrada erime-
damlatma testinin duyarhhgr % 100, 6zgulligul ise
% 83 olarak saptanmistir (Tablo 2).

Tablo 1. Calismaya dahil edilen suglarin fenotipik ve genotipik test sonuglari.

Safrada Erime (%)

Grup Sus Sayisi Optokine Duyarhhk Damlatma  Tip PsaA PCR pozitifligi
(n) (%) (%)

Grup 1 30 100 100 100 100

Grup 2 50 0 0 0 0

Grup 3 10 0 100 0 0
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Tablo 2. Calismada kullanilan testlerin duyarlilik ve 6zgiilliik sayi ve oranlari.

Test Gergek pozitif Yalanci pozitif Yalanci negatif Gergek negatif Duyarhhk Ozgiillik
(n) (n) (n) (n) (%) (%)
Optokine duyarlilik 30 0 0 60 100 100
Safrada erime-damlatma testi 30 10 0 50 100 83
Safrada erime-tip testi 30 0 0 60 100 100
TARTISMA (n=30) ve tirde (n=14) bu ydontemi denemisler ve

S.pneumoniae’nin infeksiyon etkeni olarak tani-
st bakterinin infeksiyon bdlgesinden izolasyonuna
dayanir. Pnémokoklara yonelik laboratuvar tani yon-
temleri mikroskopi, kiiltiir, antijen saptama ve niikle-
ik asit tabanli testler olarak siralanabilirt®),

Kanli agarda alfa hemoliz olusumu, pnémokok-
lari Ust solunum yolunun diger normal flora tyeleri
olan viridans streptokoklardan ayirt etmek icin yeter-
sizdir ve bunun icin safrada erime deneyi ve optokin
duyarhhg gibi testlere ihtiya¢ duyulur. Geleneksel
yontemlerle yapilan S.pneumoniae tanisinda atipik
suglarin varligi nedeniyle bazen zorluklar yasanabilir.
Yapilan ¢alismalarda optokine direngli veya safrada
erimeyen pndomokoklarin ve optokine duyarl viri-
dans streptokoklarin varhigi bildirilmigtir(” 101218,

Kaijalainen ve ark.®’ mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda genellikle optokin duyarhli§inin standart
metod olarak kullanildigini ve atipik koloni morfoloji-
si olan veya optokine direncli suslarda safrada erime
deneyinin uygulandigini soylemislerdir. Optokine
duyarh ve safrada erime testi pozitif bir alfa hemoli-
tik streptokok pndmokok olarak kabul edilebilir. Eger
susun koloni morfolojisi farkliysa ya da kan veya
beyin omurilik sivisi gibi bir 6rnekten izole edilmis ise
ileri inceleme igin iyi bir neden olusturur. Ornegin
genotipik testlerle bakterinin virlilans genleri arasti-
rilabilir. Optokine direngli, safrada eriyen, kapsulli
bir sus pndmokok olabilir fakat kapstlstiz, optokine
direngli veya safrada erimeyen bir bakteriye pnémo-
kok tanisi konmamalidir.

Morrison ve ark.“Y tanimladiklari primer setiyle
yaptiklari PCR ile tim pndmokok serotiplerinde psaA
geninin varligini gostermislerdir. Ayrica kullandiklari
psaA PCR yonteminin 6zgulliginli gostermek igin
viridans grup streptokoklari da iceren cesitli cins

negatif sonug almislardir.

Verhelst ve ark!® optokine direngli 49 pnémo-
kok benzeri susta yaptiklari ¢alismada bes farkh
genotipik yontemi [AccuProbe, psaA, IytA, ply ve
ARDRA (amplified rDNA restriction analysis)] karsi-
lastirmislardir. Tim testlerde kapsullu ve tipik koloni
morfolojisine sahip 11 pndmokok susu pozitif olarak,
20 alfa hemolitik streptokok susu da negatif olarak
saptanmistir. Geriye kalan 18 sus bir veya daha fazla
sayida testte pnomokok karakteristigi gostermistir.
En blylk problem AccuProbe ydntemiyle pozitiflik
veren yedi susta ortaya ¢ikmistir. Bunlarin hepsi kap-
sulstiz ve psaA spesifik PCR negatif olarak saptanmis,
bazilari ply ve IytA spesifik PCR pozitif bulunmus,
bazilari da safrada erimistir. Sonug olarak gercek
pnémokoklari identifiye etmedeki en iyi genotipik
teknigin Morrison ve ark./nin®? tanimladiklari psaA
spesifik PCR oldugu ve optokine direngli kapsullu
serotiplerde dogru sonuclar verdigi belirtilmistir.

Messmer ve ark.® tiplendirilemeyen (kapstil-
stz) pnémokok suslari ve S.pneumoniae ile yakin
iliskili atipik streptokoklarin tanisinda dort farkli yon-
temi (lytA PCR, psaA PCR ve iki farkli primer setiyle
ply PCR) denemis ve bunlari diger laboratuvar testle-
riyle (optokine duyarlilik, safrada erime, Quellung
reaksiyonu ve AccuProbe) karsilastirmislardir.
Tiplendirilemeyen pnédmokoklar hem PCR yontemle-
ri hem de diger laboratuvar testleriyle taninmislardir.
Ancak sik kullanilan fenotipik laboratuvar testleri
atipik streptokoklari, tiplendirilemeyen pndmokok-
lardan ayirt edememislerdir. Atipik streptokoklarla
karistirilabilen bu suslarin tanisinda psaA ve lytA PCR
metodlarinin givenilir oldugu bildirilmigtir{316:17.18),

El Alia ve ark.? yaptiklari calismada S.pneumoniae’nin
belirlenmesinde 16S rRNA bazli Spne-PCR yontemini
diger dort genotipik yontemle (psaA, IytA, ply,
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spn9802-PCR) karsilastirmislar ve denedikleri dort
genotipik yontemden sadece psaA PCR’in S.pneumo-
niae ile Streptococcus pseudopneumoniae’yi net bir
sekilde ayirt edebildigini saptamislardir.

Susun izole edildigi 6rnegin ve altta yatan has-
tahgin bilinmesi 6zellikle atipik suslarin identifikasyo-
nu agisindan énemlidir. Yapilan galismalarda optoki-
ne direngli pndmokok suslarinin genellikle kan ve
beyin omurilik sivisindan, tiplendirilemeyen (kapsul-
stiz) suslarin ise konjunktivit olgularindan izole edil-
digi bildirilmistir®4,

Kellogg ve ark/nin®® yaptiklari ¢alismada da
bizim ¢alismamiza benzer bir sekilde safrada erime-
tlp testinin 6zgllligi damlatma testine gore daha
yuksek olarak bulunmustur.

Sik infeksiyon etkenlerinden biri olan
S.pneumoniae’nin identifikasyonunun 6zellikle atipik
suslarda 6nemli bir sorun oldugu gozlenmektedir.
S.pneumoniae, basta penisilin olmak Uzere birgok
antibiyotige karsi direng kazandigindan bakterinin
hizli ve dogru tanisi tedaviyi yonlendirme agisindan
da 6nem tasimaktadir.

Safrada erime-tiip testinin kolay, ucuz ve 6zgil-
Itk oraninin yiksek olmasi nedeniyle PCR deneyle-
rinden o6nce yapilmasi onerilmektedir. Sonuclar
degerlendirilirken safrada erimeyen atipik pnémo-
koklarin varligi unutulmamalidir&19:20,
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VITEK-MS Sistemi ile Karbapenemaz
Uretiminin Hizli Tespiti*

Rapid Detection of Carbapenemase Detection by
VITEK-MS
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Son yillarda karbapenemaz lireten Enterobacteriaceae kaynakli enfeksiyonlarin diinya ¢capinda
artmasi 6nemli halk sagligi sorunudur. Arastiricilar, mikroorganizmanin kisa siirede tanimlan-
masina olanak saglayan MALDI-TOF sisteminin antibiyotik duyarlilik testlerinde de kullanilabi-
lecegini gdsteren g¢alismalar bildirilmektedir. Calismamizda karbapenemaz (retiminin hizli
saptanmasina yénelik olarak ertapenemin karbapenemazlar tarafindan hidrolizinin VITEK-MS
(bioMérieux, Fransa) sistemi tarafindan tespit edilebilirligi degerlendirilmistir. Calismamiza
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen karbapenem direngli (n=86) ve duyarli (n=20) toplam 106
Klebsiella pneumoniae kékeni dahil edilmistir. KPC, NDM, IMPB, VIM ve OXA-48 genlerinin varli-
gini PCR ile tespit edilmistir. Bakteri siispansiyonlari 4 McFarland bulanikliginda hazirlanmis,
0.5 ug/ml’lik ertapenem ile muamele edildikten sonra iki ve dért saat inkiibe edilip analiz edil-
mek lzere VITEK-MS RUO (bioMérieux, Fransa) sistemine aktarilmistir. Karbapenem direngli 86
K.pneumoniae kékeninin bla, ,. (n=39), bla, , (n=37), bla,, (n=8) ve bla,,. (n=2) karbapene-
maz genlerini tasidigi tespit edilmistir. Tiim antibiyotiklere duyarli olan kékenlerde hi¢bir karba-
penemaz genine rastlanmamistir. Ertapenemin tek basina sahip oldugu spektrumlar ¢alisma
kékenlerinin ertapenem ile muamele edilip inkiibe edilmesi sonucu elde edilen spektrumlar ile
karsilastirildiginda; iki saatlik inkiibasyon sonrasinda NDM, IMP ve KPC geni pozitif kbkenlerin
tamaminda ertapenem hidrolizi gézlenirken, OXA-48 geni pozitif olan 14 kékende ertapenem
hidrolizinin zayif oldugu tespit edilmistir. Dért saatlik inkiibasyon sonrasi OXA-48 geni pozitif
olan kékenlerin sadece % 64.1’inde ertapenem hidrolizi gézlemlenmistir. iki ve dért saat inkii-
basyon sonrasi karbapenemaz geni icermeyen kékenlerin hicbirinde ertapenem hidrolizi géz-
lemlenmemistir. Rutin laboratuvarda mikroorganizmalarin hizli tespitinde 6nemli basari sagla-
yan MALDI-TOF sistemlerinin antibiyotik duyarlilik testlerinde de benzer basari géstermesi
oldukga imit vericidir. Ancak OXA-48 pozitif kékenlerin saptanmasini kolaylastiracak farkl
protokollerin gelistirilmesi gereklidir. MALDI-TOF sistemleri ile kisa siirede, diisiik maliyetle
karbapenemaz tiretiminin tespit edilmesi ézellikle salginlarin ¢ok daha kisa siirede kontrol alti-
na alinmasinda 6nemli katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: ertapenem, karbapenemaz, Klebsiella pneumoniae, MALDI-TOF
ABSTRACT

In recent years, the increasing of infections caused by carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE) is an important public health problem in the worldwide. Some research-
ers have been reported studies showing that MALDI-TOF MS system can also be used in antibi-
otic susceptibility testing. The aim of this study was to evaluate the performance of VITEK-MS
(bioMérieux, France) system based on ertapenem hidrolysis for the detection of carbapenemase
activity. One hundered-six Klebsiella pneumoniae strains isolated from various clinical samples
were tested in this study, which included 86 carbapenem resistant and 20 carbapenem suscepti-
ble isolates. The presence of KPC, NDM, IMP, VIM ve OXA-48 genes were detected by PCR. After
the 4 McFarland bacterial suspensions was treated with 0.5 mg/ml of ertapenem, the suspension
was incubated for 2h and 4h, and transferred to VITEK-MS RUO (bioMérieux, France) system for
analysis. Eighty-six carbapenem resistant K.pneumoniae strains had bla . (n=39), bla,,
(n=37), bla,,, (n=8) ve bla,,. (n=2) genes. No carbapenemase gene was found in the carbapenem
susceptible K.pneumoniae strains. According to results of VITEK MS, ertapenem hydrolysis was
observed in all of the NDM, IMP, and KPC after 2h of incubation. Poor hydrolysis was observed in
14 OXA-48 positive strains within 2h. After 4h of incubation strong ertapenem hydrolysis was
observed in 64.1 % of the OXA-48 positive strains. All non-carbapenemase producing strains were
detected as negative. According to our study results, the detection of NDM, IMP and KPC using
VITEK-MS seems to be a rapid, reliable and cost-effective method for routine laboratory. Since
similar results were not observed in OXA-48, different protocols should be developed for the
detection of these enzymes. The detection of carbapenemases by MALDI-TOF-MS systems in a
short time will make a significant contribution especially in controlling the outbreaks.

Keywords: carbapenemase, ertapenem, Klebsiella pneumoniae, MALDI-TOF
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GiRiS
Son yillarda karbapenemaz Greten
Enterobacteriaceae Uyelerinin neden oldugu enfeksi-
yonlarin sikhginin tim dinyada giderek artmasi
oldukga endise vericibirdurumdur. Karbapenemazlari
kodlayan genler siklkla diger antibiyotiklere ait
direng genlerini de barindiran konjugatif plazmid ve
transpozonlarda tasinmaktadir. Enterobactericeae
ailesinde en sik gdzlemlenen karbapenemazlar sinif
A (KPC, GES), sinif B (IMP, VIM, NDM) ve Sinif D (OXA-
48)"dir. Bu mobil genetik elementler tiirler arasinda
ve kisiden kisiye kolaylikla yayillim gosterebil-
mektedir®”), Bu nedenle antimikrobiyal yénetimin
ve enfeksiyon kontrol dnlemlerinin erken asamada
etkili olabilmesi icin karbapenemaz ureten
Enterobacteriaceae taslyicilarini veya enfeksiyonlari-
ni rutin laboratuvarda tespit eden hizl, givenilir ve
uygun maliyetli testlere ihtiyag vardir. Karbapenemaz
genlerinin molekiler yontemlerle tespit edilmesi
altin standart olmakla birlikte deneyimli personel ve
spesifik ekipman gerektirmesi, pahali olmasi nede-
niyle rutin laboratuvarda uygulanmasi zordur. Ote
yandan, ticari molekuler paneller yalnizca en yaygin
bes karbapenemaz genini (KPC, NDM, OXA-48, IMP,
VIM) tespit etmek Uzere gelistirilmistir. Ancak bu
paneller yeni bulunan karbapenemaz genlerini tespit
edemezler®?9, Son yillarda, Enterobacteriaceae’deki
karbapenemaz aktivitesinin saptanmasi igin birgok
fenotipik yontem (Modifiye Hodge testi, karbape-
nem inaktivasyon ydntemi, immiinokromatografik
testler vb.) gelistirilmistir. Farkli calismalarda, bu
yontemlerin duyarliliklarinin ve 6zgllliginin karba-
penemaz tiirline gore degistigi bildirilmistir. Bu test-
lerin bazilari uygulamasi 6zen ve deneyim gerektiren
ve uzun inkiibasyon siirelerine ihtiyag¢ duyan testler-
dir. Ozellikle CARBA NP testi karbapenemlerin hidro-
lizi sonucu olusan pH degisikligine bagli olarak karba-
penemaz Uretimini tespit edebilen hizli bir test
olmasina ragmen OXA-48 pozitif kokenlerin tespitin-
de yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, daha dogru,
hassas ve kullanimi kolay fenotipik yontemlere ihti-
yag vardir.

Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon

ugus zamani kutle spektrometresi (MALDI-TOF MS)
mikroorganizmalarin tir ve cins dlzeyinde hizh
tanimlanmasinda kullaniimak Gzere rutin mikrobiyo-
loji laboratuvarina giren onemli bir teknolojidir.
Konvansiyonel yontemlerle karsilastirildiginda kisa
siirede sonug veren etkili bir sistemdir. Bu sistemler
ile kisa strede etkenin tlr dizeyinde belirlenmesi
uygun antimikrobiyal tedavinin baslanmasina % 11-44
arasinda katki sagladigi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir®, Son yillarda arastiricilar bu sistemle-
rin sadece mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
degil ayni zamanda antibiyotik duyarllik testlerinde
de kullanilabilecegini gésteren calismalar bildirmek-
tedir. Ozellikle beta laktamaz ve karbapenemazlarin
antibiyotikleri hidroliz etmesi sonucu olusan degisik-
liklerin MALDI-TOF MS aracigiyla saptanmasina yéne-
lik ¢aligmalar tim dinyada hiz kazanmistir®712
14,16,18,21,24).

Calismamizda VITEK-MS (bioMérieux SA, Marcy-
I’E'toile, Fransa) sistemi kullanilarak ertapenem hid-
rolizi aracigl ile karbapenemaz retiminin hizli sap-
tanmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bakterilerin Se¢imi: Calismamizda, Marmara
Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda
cesitli klinik 6rneklerden etken olarak izole edilen ve
otomatize sistem (VITEK Compact, bioMerieux SA,
Marcy-I'E’toile, Fransa) ile ertapenem, meropenem
ve imipenemden en az birine direngli saptanan 86
Klebsiella pneumoniae kdkeni dahil edilmistir. Negatif
kontrol grubu olarak tiim antibiyotiklere duyarli sap-
tanan 20 K.pneumoniae kokeni kullaniimistir.

DNA ekstraksiyonu ve Karbapenemaz genleri-
nin amplifikasyonu: Calismaya dahil edilen K.pneu-
moniae kdkenleri % 5 koyun kanli agara pasajlanip
bir gecelik inkiibasyona birakilmistir. DNA izolasyonu
icin, inklibasyon sonrasi Ureyen kolonilerden 2-3
adet alinip 250 pl distile su icerinde bakteri stispan-
siyonu hazirlanarak 95°C’de 10 dakika isitilmistir.
Bakteri stispansiyonu 5 dakika 13,000 x g’de santrifij
edildikten elde edilen stipernatan polimeraz zincir
reaksiyonunda (PCR) kalip DNA olarak kullaniimistir.
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Tablo 1. PCR’da kullanilan primerler ve amplifikasyon kosullari.
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Primer Dizi Boyut(bp) Amplifikasyon Kosullari Referans
OXA-48-R 5'-TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG-3'

743 94°C 5 dk, 35 siklus (94°C 60 sn, 56°C 45 sn, 72°C 60 sn), 72°C 7 dk 1
OXA-48-F 5'-GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC-3'
NDM-R 5'-GGG CAG TCG CTT CCA ACG GT-3' .

475 95°C 5 dk, 30 siklus (95°C 30 sn, 60°C 40 sn,72°C 50sn ), 72°C 6 dk 22
NDM-F 5'-GTA GTG CTC AGT GTC GGC AT-3'
iMP-R 5'- GAA GGY GTT TAT GTT CAT AC-3'
. 587 95°C 5 dk 35 siklus(95°C 45 sn, 60°C 45 sn,72°C 1 dk), 72°C 8 dk 23
IMP-F 5'- GTA MGT TTC AAG AGT GAT GC-3'
VIM-R 5'-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC-3'

389 95°C 5 dk, 35 siklus (95°C 45 sn, 60°C 45 sn,72°C 1 dk), 72°C 8 dk 23
VIM-F 5'- AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG-3'
KPC-R 5'-TGT CAC TGT ATC GCC GTC-3"

880 95°C 5 dk, 35 siklus (95°C 45 sn, 60°C 45 sn,72°C 1 dk), 72°C 8 dk 9
KPC-F 5'-CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC-3'

Ambler siniflandirmasina gore en sik gozlemlenen
karbapenemazlar olan sinif A (KPC), sinif B (NDM,
IMP, VIM) ve sinif D (OXA-48) beta-laktamazlari kod-
layan genler spesifik primerler ve amplifikasyon
kosullari kullanilarak PCR ile tespit edilmistir (Tablo
1)®92223) Her bir reaksiyon igin 10X PCR tamponu, 2
mM dNTP, 3 pmol primer, 2.5 mM MgCl,, 1 U Taq
DNA polimeraz ve 2 pl of genomik DNA iceren 50
ul’lik PCR karisimi hazirlanip amplifikasyon gergek-
lestirilmistir. Elde edilen PCR drlinleri, % 1.5’luk aga-
roz jelde yaritilip, etidyum bromid varliginda ultra-
viyole 15181 altinda goriintilenmistir.

Karbapenemaz iiretiminin fenotipik tespiti:
Karbapenemaz iretiminin fenotipik olarak saptan-
masi MALDI-TOF MS sistemi kullanilmistir. Calismada
ertapenemin piyasadaki mevcut ticari formu olan
Invanz IV/IM (1 gr) (Merck Sharp&Dohme) etken
madde olarak kullanilmistir. Cihaz kalibrasyonu,
LaunchPad version 2.9.3 software programinda E.coli
ATCC 8739 standart kokeni kullanilarak yapilmistir.
% 5 koyun kanli agarda 18-24 saat inkibe edilen
kokenlerden % 0.9'luk NaCl'de 4 McFarland bakteri
siispansiyonu hazirlanip 13,400 g’de santriflij edil-
mistir. Stpernatan atildiktan sonra pellet Gzerine 20
ul ertapenem (0.5 pg/ml) eklenip 2 saat ve 4 saat
inkiibe edilmistir®. inkiibasyon sonrasi tekrar santri-
fij edilen orneklerin stpernatant kismindan 1 pl
VITEK-MS (bioMérieux SA, Marcy-I'E'toile, Fransa)
slaytina aktarildiktan sonra Gzerine 1 pl a-siyano-4-
hidroksisinamik asit (CHCA) matriks soltsyonu eklen-
mistir. Analiz isleminin gerceklestirmek lzere Uretici-
nin onerileri dogrultusunda VITEK-MS RUO
(bioMérieux SA, Marcy-I'E'toile, Fransa) sistemine
aktarilmistir. sistemi kullanilarak ertapenemin tek
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basina spektrumlari ile bakteri-ertapenem birliktelik-
lerinde elde edilen spektrumlar karsilastiriimistir.
Ertapenemin tek basina sahip oldugu spektralarin
(388, 430, 476, 497 Da), test edilen kokenlerde goz-
lemlenmemesi karbapenemaz (retimi acgisindan
pozitiflik olarak degerlendirilmistir 5614152 Calisma-
mizda pozitif kontrol koken olarak; K.pneumoniae
ATCC BAA-1705(KPC-2 pozitif koken), K.pneumoniae
IMP-1 pozitif koken, P.aeruginosa VIM-4 pozitif
koken, K.pneumoniae 05-506 (NDM-1 pozitif koken),
K.pneumoniae 4936 (OXA-48 pozitif koken), negatif
kontrol kéken olarak da E.coli ATCC 25922 ve K. pneu-
moniae ATCC BAA-1706 kullaniimigtir 29,

BULGULAR
Calismaya dahil edilen 86 K.pneumoniae koke-
ninin bla

oxass \N=39), bla,  (n=37), bla
bla,,. (n=2) karbapenemaz genlerini tagidigi molek-

(n=8) ve

NDM IMP

ler olarak tespit edilmistir. Kékenlerin hicbirinde
bla , geni tespit edilmemistir. Negatif kontrol gru-
bunda ise test edilen karbapenemaz genlerinin higbi-
ri saptanmamistir.

Ertapenemin tek basina sahip oldugu spekt-
rumlar (388, 430, 476, 497Da) calisma kdkenleri-
ertapenem birlikteliklerinde saptanan spektrumlar
ile karsilastirildiginda; 2 saatlik inklbasyon sonrasin-
da bla,,, bla
tamaminda ertapenem hidrolizi gézlenirken, bla

e Ve bla, . geni pozitif kékenlerin

OXA-48
geni pozitif olan kdkenlerde ertapenem hidrolizinin
zayif oldugu tespit edilmistir. Dort saatlik inkiibasyon
sonras! bla_, .
25’inde (% 64.1) ertapenem hidrolizi gézlemlenmis-

geni pozitif olan kokenlerin sadece

tir. iki ve 4 saat inkiibasyon sonrasi karbapenemaz
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geni icermeyen kokenlerin higbirinde ertapenem
hidrolizi gbzlemlenmemistir. Testin 6zgUllGgl 2. ve 4.
saatte % 100 iken, duyarligi sirasiyla % 70.9 ve % 83.7
olarak tespit edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Karbapenemaz iiretiminin VITEK-MS ile analiz sonuglari.

Karbapenemaz Karbapenemaz
VITEK MS ile karbapenem hidrolizi P P

Pozitif (n) Negatif (n)
Karbapenem hidrolizi pozitif
2.saat 61 20
4.saat 72 20
Karbapenem hidrolizi negatif
2.saat 25 20
4.saat 14 20

TARTISMA

Glnimuzde antibiyotik direnci halk saghgini
tehdit eden ¢ok 6nemli bir sorundur. Son vyillarda
tiim dinyada karbapenem direncinde gelinen nokta
endise verici diizeylerdedir. Karbapenem direncine
neden olan en 6nemli mekanizma karbapenemaz
Uretimidir. Simdiye kadar 100’den fazla karbapene-
maz enzimi tanimlanmistir®. Karbapenemaz ureten
Enterobactericeae Uyelerinin neden oldugu enfeksi-
yonlarin sikhginin artmasi ve yeni gelistirilen antimik-
robiyallerin sayisinin azalmasi nedeniyle bu direncli
mikroorganizmalarin yayiliminin énlenmesinde yeni
stratejilere ihtiyag vardir. Bu hedefe ulasmanin 6nem-
li bir basamagi da direng mekanizmasinin en erken
siirede belirlenmesidir. Bu amacla rutin mikrobiyolo-
ji laboratuvarinda direng mekanizmalarin saptanma-
sina yonelik hizli tani testlerinin gelistirilmesine ihti-
ya¢ dogmustur.

Karbapenem direncinin saptanmasi rutin labo-
ratuvarlarda antibiyotik duyarhlik testleri, fenotipik
ve genotipik yontemler kullanilarak yapiimaktadir. Bu
amagla rutin laboratuvarda kullanilmak lizere birgok
fenotipik yontem (Modifiye Hodge, karbapenem
inaktivasyon metodu, CARBA-NP vs.) gelistirilmistir.
Her ne kadar bu yontemlerin bazilari antibiyotik
duyarlilik rehberleri (EUCAST, CLSI) tarafindan oneril-
se de yapilan ¢alismalarda bu testlerin farkli 6zgullik
ve duyarhhklara sahip oldugu belirlenmistir. Su ana
kadar gelistirilen fenotipik yontemler tim karbape-

nemaz tiplerini saptayabilme yetenegine sahip degil-
dir. Ozellikle OXA-48 pozitif kdkenlerin bu fenotipik
yontemlerle tanimlanmasinda sikintilar vardirt*¢24),
Ayrica bu yontemlerin bircogu uzun inklbasyon
sirelerine ihtiyag duymaktadir. Bu nedenle gerek
enfeksiyon kontrol énlemlerinin yapilmasi gerekse
uygun tedavi protokollerinin olusturulabilmesi gecik-
mektedir. Genotipik testlerde ise ayni gilin icerisinde
sonug alinabilmesine ragmen daha pahali olmasi ve
deneyimli personel ve ekipman ihtiyaci nedeniyle
rutin laboratuvarlarda kullanimlari zordur.
Konvansiyonel tanimlama yontemleri ile kiyas-
landiginda ¢ok sayida mikroorganizmanin cins ve tir
dizeyinde dogru ve kisa slirede tanimlanmasina ola-
nak saglayan MALDI-TOF MS sistemlerinin rutin mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda kullanima girmesi
onemli bir devrim yaratmigtir. MALDI-TOF sistemleri
son vyillarda 6nemli direng mekanizmalarina sahip
mikroorganizmalarin ayirt edilmesinde de kullanil-
maya baslamistir. Direncin bu yéntemle ortaya kona-
bilmesi hiicre duvar yapilari ve proteomdaki degisik-
lerin saptanmasina ya da enzimlerin (beta laktamaz,
karbapenemaz vb.) antimikrobiyaller tizerinde yapti-
g1 degisikliklerin saptanmasina dayanmaktadir. Bu
sayede rutin laboratuvarda ¢ok kisa slirede mikroor-
ganizmanin herhangi bir enzimatik dirence sahip
olup olmadigi tespit edilebilmektedir11213),
Karbapenemaz aktivitesinin MALDI-TOF MS ile
tespiti icin her ne kadar standart bir protokol bulun-
masa da farkli yontemler kullanilarak bircok ¢alisma-
da yapilmistir. Bu galismalarda testlerin duyarhliklari
% 77-100, dzgullikleri % 94-100 arasinda degismek-
tedir. Yalanci negatif sonuclar cogunlukla OXA-48
pozitif kokenlerde tespit edilmigtirl®7:1412.1316.1821,24)
Calismamizda ise KPC, NDM ve IMP tipi karbapene-
mazlarin VITEK MS ile tespiti 2 saat gibi kisa bir suire-
de saglanmistir. Ayrica negatif kontrol grubunda
yalanci pozitiflik saptanmamistir. Bu karbapenemaz
tipleri icin testin duyarlk ve 6zgullugi % 100°dir.
Ancak inklUbasyon siiresi 4 saate uzatilmasina rag-
men OXA-48 tipi karbapenemazlarin sadece % 64.1'i
tespit edilebilmistir. Bu nedenle testin duyarlilig
% 83.7 olarak tespit edilmistir. Literatirdeki diger
calismalara benzer sekilde kullandigimiz protokol ile
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OXA-48'lerin yaklasik 1/3 tespit edilememistir. ilk
olarak Tirkiye’de tanimlanan OXA-48 enzimi daha
sonra Orta Dogu, Hindistan, Kuzey Afrika ve birgok
Avrupa Ulkesinde bildirilmeye baslanmigtir:8),
Ulkemizde en sik karsilagilan karbapenemaz olmasi
nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle tlkemiz gibi
OXA-48’in yaygin goruldugu ulkelerde bu enzimin
kisa sirede tespiti enfeksiyon kontrol énlemlerinin
alinabilmesi icin olduk¢a 6nemlidir. MALDI-TOF ile
OXA-48’lerin tespit edilememesi diger fenotipik test-
lerde oldugu gibi dusik hidroliz aktivitesine baglan-
maktadir. Bunun yani sira Ulkemizde ikinci siklikla
karsilasilan karbapenemaz NDM’dir ve bu enzimlerin
tespiti de oldukga 6nemlidir. Calismamizda kullanilan
yontem ile NDM pozitif kokenlerin kisa siirede tespit
edilmesi bu enzimlere sahip mikroorganizmalarin
yaylliminin énlenmesinde ve antimikrobiyal yéneti-
mine blylk katki saglayacaktir.

MALDI-TOF MS’in en 6nemli avantaji lreme
gozlemlenen klinik 6rneklerden identifikasyon sonra-
si ¢cok kisa slrede karbapenemaz (retimi hakkinda
bilgi sahibi olunabilir. Ayni zamanda tek bir slayt lize-
rinde ¢ok sayida kokenin ayni anda calisilabilmesi
mimkindr. Bu kadar kisa slirede sonug alinabilmesi
bu mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonla-
rin yonetiminde ve yayilimlarinin énlenmesinde kri-
tik 6nem tasimaktadir. Ozellikle salgin siiphesi olan
durumlarda hizli sonug elde edebilmek icin oldukca
avantajldir. Uygulanmasi oldukga kolaydir ve deger-
lendirmenin bilgisayar aracili olmasi sonuglarin
yorumlanmasindaki hatalari minimize etmektedir.
Cihazin temini yapildiktan sonra test maliyeti olduk-
¢a ucuzdur. Es zamanli olarak birden fazla enzimatik
kaynakli direng profili test edilebilir. Bu yontemin en
onemli dezavantaji ise diger karbapenem direng
mekanizmalarini saptayamamaktadir. OXA-48 pozitif
kokenlerin tespitindeki zorluklar mevcut yontemler
ile hala zor gibi goziikmektedir. OXA-48 lireten kdken-
lerin daha iyi tespit edilebilmesi icin yeni protokoller
gelistiriimesine ihtiyag vardir.
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Dis Tedavisini Takiben Gelisen,
Streptococcus anginosus’a Bagli, Omuz
Eklemini Tutan Bir Septik Artrit Olgusu

A Case of Septic Arthritis of Shoulder Joint Due to
Streptococcus anginosus Following Dental
Treatment
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Romatolojik acil durumlar iginde siniflanan septik ya da piyojenik artrit olarak da bilinen bakteri-
yel artritler erken tani konulamaz ve uygun tedavi yapilamazsa kalici eklem harabiyetine yol
acabilmektedir. Enfeksiyonun olusma yolu ve hastaya badl risk faktérlerine gére enfeksiyon
etkenleri degiskenlik gdsterir. Tim olgularda en sik goriilen etkenler % 75-80 oraninda Gram
pozitif koklardir ancak immiin yetmezlik, iv ilag aliskanlidi, ileri yaslar veya iatrojenik olgularda
gram negatif basiller de etken olabilirler.

Streptococcus anginosus grubu bakteriler hareketsiz, fakiiltatif anaerop, diger tiim streptokoklar
gibi katalaz negatif gram pozitif koklar olup 6zellikle agiz boslugu olmak lizere tiim gastrointesti-
nal sistemin normal florasinda bulunur. S.anginosus’a bagl enfeksiyonlarin diger streptokok
enfeksiyonlarindan farkli olarak en 6nemli karakteristigi apse olusturma egilimidir ve diger diistik
virtilansli streptokoklardan farkli olarak izolasyonunda gercek patojen olarak kabul edilmelidir.
Dis apseleri, gingivit gibi minér oral kavite enfeksiyonlarindan, derin boyun enfeksiyonlarina,
metastatik akciger, karaciger, beyin apselerine yol agcabilmektedir. Literatiirde kemik ve eklem
tutulumu ¢ok nadiren bildirilmistir.

Bu sunumda sol omuzda sislik ve adri sikayeti ile basvuran immiin kompetan, 64 yasindaki kadin
hastada, dis tedavisinden bir ay sonra gelisen septik artrit tablosu bildirilmektedir. Hastanin basvu-
rusundaki sinoviyal sivi incelemesinde 26,000 I6kosit/mm?3, % 82 polimorfoniikleer I6kosit saptan-
masi ve gram boyamada mikroorganizma gdérilmemesi lizerine ampirik piperasilin-
tazobaktam+daptomisin iv tedavisi baslanmistir. Kiltir sonucunda dérdiincii giinde S.anginosus
tiremesi saptaninca piperasilin-tazobaktam kesilip tedaviye iv daptomisin ile devam edilerek 14
gline tamamlanmistir. Hasta amoksisilin-klavulanik asit 1000 mg 2x1 oral antibiyoterapi ile taburcu
edilmis, iki hafta sonunda kontroliinde klinik iyilesme saptanarak tedavisi sonlandiriimistir.

Anahtar kelimeler: dis tedavisi, septik artrit, Streptococcus anginosus
ABSTRACT

Septic arthritis is classified in acute rheumatologic emergencies and prompt diagnosis and treat-
ment is critical for prognosis since the infection may lead to permanent destruction. Etiology
varies due to routes of infection and host factors. Gram positive cocci are responsible in most of
the cases (75-80 %) but in case of immune supression, elderly patients, intravenous drug usage
and iatrogenic cases, Gram negative bacilli may also be involved.

S.anginosus group are non-motile, facultative anaerobe and catalase-negative Gram-positive
cocci that are recognized as normal flora of the human oral cavity and gastrointestinal tract.
The unique characteristic of the S.anginosus group that sets these streptococci apart from other
pathogenic streptococci is their ability to cause abscesses and should be considered as true
pathogens when isolated. Infections vary from dental abscesses, gingivitis and other periodontal
infections to deep neck infections, metastatic lung, liver, intra-abdominal and brain abscesses. In
the literature soft tissue infections, septic arthritis and osteomyelitis are very rarely reported.

In this case report we present a case of septic arthritis due to S.anginosus in an otherwise immu-
nocompetant 64 year old woman that presented with pain and swelling of the left shoulder one
month after a dental treatment. The sinoviyal fluid analyses revealed a WBC count of 26,000/
mm? with 82 % polymorphonuclear leukocytes with a negative Gram stain. The patient was
started on ampirical intravenous treatment with piperacilin-tazobactam and daptomycine. At the
fourth day, the synovial fluid culture results yielded S.anginosus, then piperacilin-tazobactam was
stopped and daptomycine continued till the 14th day. The patient was discharged with oral
amoxiciline-clavulanic acid 1 gr/day for 14 days. After two weeks the therapy was stopped due
to clinical improvement.
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GiRiS

Septik artrit, eklemlerdeki sinoviyal zar ve sino-
viyal sivinin (SS) bakteriyel, viral ya da fungal etken-
lerle olusan iltihabidir. Sinoviyal zar oldukga vaskiler
bir yapidir ancak koruyucu bazal membrani olmadigi
icin mikroorganizmalarin kolaylikla yerlesmesi igin
uygun bir alan teskil eder*®),

Bakteriler eklem ve eklem sinoviyasina en sik
olarak vicuttaki diger bir enfeksiyon odagindan
hematojen yolla, daha seyrek olarak da lokal trav-
ma (acik kiriklar, eklem igi cerrahi girisimler, artrop-
lasti ameliyatlari vs.) veya osteomiyelit, selilit,
bursit gibi komsu bir enfeksiyon odagindan gelirler.
En sik tutulan eklem % 45 oraninda diz eklemidir ve
bunu kalca, ayak bilegi, dirsek, el bilegi ve omuz
eklemleri takip eder*®'”) Septik artrit atagi akut bir
tablodur. Olgularda genellikle ates yukselmesi, hal-
sizlik, istahsizlik, bulanti vb. sistemik bulgulara ek
olarak eklemde sislik, kizariklik, sicaklik artisi, has-
sasiyet ve hareket kisithligi gibi lokal inflamasyon
bulgulari vardir. Kesin tani sinovyal sivinin steril
kosullarda aspire edilerek makroskopik, mikrosko-
pik, mikrobiyolojik ve biyokimyasal degerlendiril-
mesi ile konulur. Sinovyal sividaki |6kositlerin
50,000/mm? lzerinde ve polimorf c¢ekirdekli |6ko-
sitlerin % 80 Uzerinde olmasi akut bakteriyel enfek-
siyon lehinedir®. Hiicre sayisinin 20,000-50,000/
mm? arasinda olmasi taniyr zorlastirabilir, 16kosit
sayisinin 20,000/mm?¥{in altinda olmasi ise enfeksi-
yon olasihgini azaltir®¥. Gram boyamasi ile Gram
pozitif bakteriler % 75-80, Gram negatif bakteriler
% 40-50, gonokoklar ise % 20-25 oraninda gozlene-
bilir. SS’de etken Uretme orani ise ortalama % 60
civarindadir ve % 14’lik bir kissmda ek olarak kan
kaltlrd ile tani konulmaktadir. Bu yiizden SS’ya ek
olarak kan kulttrt alinmasi da 6nemlidir?,

Oral ve gastrointestinal sistemin normal flora-
sinda bulunan ve ¢ogunlukla agiz igcinde lokal enfek-
siyonlara yol acan S.anginosus susu bakteremi ile
birlikte genellikle apse olusumu ile karakterize siste-
mik enfeksiyonlara yol acabilir®. Bununla birlikte kas
ve iskelet sistemi tutulumu olduk¢a nadir olarak
bildirilmektedir®. Bu olgu sunumunda 64 yasinda
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kadin hastanin sol omzunda dis tedavisini takiben bir
ay sonra gelisen S.anginosus’a bagh septik artrit bil-
dirilmektedir.

oLGU

Altmis dort yasinda kadin hasta sol omuzda bir
haftadir olan agri, sislik ve hareket kisitliligi nedeniy-
le basvurmustur. Travma 6ykisli olmayan hastanin
anamnezinde yaklasik bir ay 6nce dis tedavisi yaptir-
dig1 6grenilmistir.

Fizik muayenesinde viicut sicakligl 36.4°C sap-
tanirken, sistemik enfeksiyon hastaligina ait muaye-
ne bulgusu saptanmamistir. Hareket sistemi muaye-
nesinde sol omuz hareketleri kisith ve agrili oldugu
gozlenmistir. Diger eklemlerin muayenesi olagan
bulunmustur. Rutin laboratuvar incelemesinde tam
kan sayiminda I6kosit: 6130/mm?3, C-reaktif protein
(CRP): 146 mg/L, sedimentasyon 132 mm/saat, kan
biyokimyasinda karaciger ve bdbrek fonksiyonlari
normal sinirlarda saptanmistir. Sol omuz eklem gra-
fisinde dejeneratif degisiklikler ve eklem araliginda
artisi oldugu gorulmustir (Resim). Hastanin sol
omuz ekleminden steril kosullar altinda 20 ml
sinovyal sivi aspire edilmistir. SS incelemesinde
26.000 lokosit/mm?3 + % 85 polimorfoniikleer |6ko-
sit saptanmasi ve Gram boyamada bakteri gozlen-
memesi Uzerine ampirik olarak piperasilin-
tazobaktam 3x4.5 g/giin iv ve daptomisin 1x400
mg/gin iv baslanmistir. Hastanin SS kultarinde
dordiinct glinde Streptococcus anginosus Gremesi
saptaninca piperasilin-tazobaktam kesilip tedaviye
daptomisin ile devam edilmistir. Damar i¢i antibiyo-
terapisi 14 gline tamamlanan hastada kontrol CRP:
21 mg/L, sedimentasyon 56 mm/saat olarak sap-
tanmasi ve enfeksiyon kliniginde belirgin gerileme
olmasi tzerine oral amoksisilin/klavulanik asit 1000
mg 2x1 14 gin kullanim 6nerisi ile taburcu edilmis-
tir. Taburculuktan 14 giin sonrasindaki kontroliinde
sol omuzdaki agri ve hareket kisithliginin gerilemesi
ve CRP degerinin 5 mg/L dismesi Uzerine tedavi
sonlandirilmistir. Hastanin 30 giin sonraki kontro-
linde eklemde agri ve hareket kisithligi goézlenme-
mistir.
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Resim. Sol omuzu tutan septik artrit ve cevre yumusak dokuda
yaygin 6dem.

TARTISMA

Septik artrit etiyolojisinde en siklikla Gram pozi-
tif bakteriler sorumlu tutulmakta ve olgularin yakla-
stk % 80’ini olusturmaktadir. Ozellikle Staphylococcus
aureus extraselller matriks proteinlerine baglanan
yuzeyel adezyon molekdlleri igerdiginden septik art-
ritlerin en sik etkenidir®,

Streptokokkal septik artritler non-gonokokal
septik artritlerin % 15-30’unu olusturmakta ve ¢ogun-
lukla Streptococcus pyogenes (Grup A), Streptococcus
agalactiae (Grup B) ve pnomokoklara bagl
gelismektedir®®), Viridans streptokoklar, dzellikle agiz
ve gastrointestinal sistem florasinda yer alan disik
patojeniteye, ylksek antimikrobiyal duyarliga sahip
Gram pozitif koklardir. Dis ¢trtkleri ve enfektif endo-
karditin baslica etkenlerinden olmalarina karsilik
septik artrit etyolojisinde nadiren yer almaktadirlar®,
Kapsamli yorum ve derlemelerde etkenler arasinda
sayllmamakla birlikte diz, ¢cene, sternoklavikular, sak-
roiliak eklemlerin tutuldugu olgular bildiriimekte-

dirt6814,19)

Viridans grubu tyeleri arasinda olan S.anginosus

enfeksiyonlari genellikle agiz ici, bas boyun, pulmo-
ner ve intraabdominal yerlesimli olup tipik olarak
apse olusumu ile karakterizedir®!?. Cok nadir olarak
septik artritte izole edilmislerdir®. Literatirde
S.anginosus’a bagh bes adet olgu bildirilmistir®7102022),
Olgulardan gl diz, biri sternoklavicular ve biri de
supraklavikular eklem tutulumu olup Ug¢ olguda
onemli derecede predispozan durum bildirilmistir
(bir hastada romatoid artrit, bir hastada steroid teda-
visi, bir hastada gut, diabetes mellitus ve steroid
tedavisi). Bes hastanin dérdiine cerrahi drenaj yapil-
mig, dort hasta penisilin, bir hasta da ¢ hafta ampi-
silin tedavisini takiben alti hafta sefazolin ile tedavi
gormustir. Sternoklavikular ve supraklavikular eklem
tutulumu olan hastalar tiimdyle iyilesmis, diz tutulu-
mu olan Ug¢ hastada enfeksiyon temizlenmesine rag-
men kalici eklem destriksiyonuna bagli hareket
kisithhgr devam etmistir?:9,

Literatlirde dig tedavisini takiben gelisen septik
artrit olgulari yer almaktadir ancak bunlarin biyik
kismi protez eklemlerde goriilmekte ve tedavi sonra-
st olusan bakteremiye bagh gelistigi ongorilmek-
tedir@>1321_ Al Himdani ve ark.? kanal tedavisini
takiben gelisen grup C streptokoklara bagh kalga
eklem artriti rapor etmisler ve literatlirde yer alan
benzer olgulari da goz online alarak eklem protezi
olan hastalara dis tedavisinden iki saat 6nce ve dort
saat sonra oral 625 mg amoksisilin-klavulanik asit ile
profilaksi dnermislerdir.

Dis tedavisini takiben dogal eklemde gelisen
septik artrit cok nadiren bildirilmistir. Papaioannides
ve ark.®¥ ve Patrick ve ark.*® invazif bir dis tedavisini
takiben dGglnct ve dordianch haftalarda gelisen
Streptococcus sanguinis’e baglh iki diz eklem artriti
bildirmisler ve yakin zamanda dis tedavisi sonrasi
gelisen septik artritlerde oral streptokoklarin da 6n
planda duslnilmesi gerektigini vurgulamislardir.
Olgumuz literatiirde S.anginosus’a bagli rapor edilen
altinci septik artrit olup dis tedavisini takiben gelisen
ilk olgudur. Son olgu Balentine ve ark.? tarafindan
1989'da bildirilmis, yazarlar g haftalik damar igi
ampisilin ile tedavi ettikleri ve sonrasinda akut rekir-
rens ve sepsis ile basvuran olgularini ve literattrdeki
olgularin goreceli olarak yliksek morbidite ile seyret-
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mesini géz Onlne alarak tedavinin alti haftaya
tamamlanmasini 6nermislerdir. Olgumuz iki hafta
damar ici iki hafta da oral tedavi ile iyilesme saptan-
mis olup sonrasinda rekiirrens gézlenmemistir. Ancak
immin supresif durumunun veya eklemi ilgilendiren
predispozan faktorlerin bulunmamasi goz ardi edil-
memelidir.

Sonug olarak, oral viridans streptokoklara bagh
septik artritlerin, olduk¢a nadir gortilmekle ve kap-
samli rehberlerde etkenleri arasinda yer almamakla
birlikte yakin zamanda dis tedavisi sonrasi gelisen
septik artritlerde olasi etkenler arasinda 6n planda
akla gelmesi gerektigini diisinmekteyiz.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢i-
kar catismasi bildirilmemistir.
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ANKEM DERGISI YAZIM KURALLARI

Antibiyotik ve Kemoterapi Dernegi’nin yayin organi olan
ANKEM Dergisi; antimikrobiklere diren¢ basta olmak Uzere
mikrobiyoloji ve infeksiyon hastaliklari alanlarindaki ¢alisma,
derleme, olgu sunumu, yayin tanitmasi ve haberleri yayinlar.
Dergide yayinlanan ¢alismalarla ilgili gorisler ve bunlara yayin
sahibinin cevaplarina “Editére mektup” boliminde yer verir.

Gonderilecek makalelerde arastirma ve yayin etigine
uygunluk en basta aranan ozelliklerdir.

ANKEM Dergisi 29. ciltten itibaren yilda g sayi (Nisan,
Agustos, Aralik) olarak yayinlanmakta, her sayida arastirma
makalesi agirlikli olmakta, derleme ve olgu sunumuna az
sayida yer verilmektedir.

Makaleler microsoft word programinda yazilmig olmali ve
ankem@ankemdernegi.org.tr adresine gonderilmelidir. Ayrica
makalenin tam metin olarak baska bir dergide yayinlanmadigi-
ni (yayinlanmissa tekrar yayinlama istegi icin gerekgeyi), yazar-
larin makalenin ANKEM Dergisinde yayinlanmasini ve tim
icerigini onayladiklarini bildiren ve bitiin yazarlarin imzaladig,
Bio, Dr, Uzm Dr, Prof Dr.... gibi akademik unvanlarini da igeren
bir yazi ve gerekli oldugunda Etik Kurul onayi posta ya da faks-
la Dernek adresine gonderilmelidir. Yazismaci yazarin posta
adresi, tel, GSM, faks numaralari ve e-posta adresi belirtilme-
lidir. Makale 6nceden yapilmis bir sunu ile ilgili ise sununun
yapildig toplanti isim-tarih-yer ve sunu numarasi ile bildiril-
melidir. Herhangi bir destek alinmigsa belirtilmelidir.

ANKEM Dergisinde yayinlanacak arastirma makaleleri
editorler kurulunca hem kapsami, hem dizeni bakimindan
uygun gorilmelidir. Bu tiir makaleler ANKEM formatina gore
diizenlendikten sonra yazarlar ve adresler gizlenerek en az
¢ bilimsel hakeme gonderilir. Bir ciltteki makaleler igin
ANKEM'e yardimci olan hakemler cildin 3. sayisinda listelen-
mekte ve kendilerine tesekkiir edilmektedir. Makalelerin
yayinlanip yayinlanmamasina, dizeltildikten sonra yayinlan-
masina, yayinlanma Onceligine hakem raporlarini dikkate
alarak editorler kurulu karar verir. Editorler kurulunun maka-
lenin mesajini degistirmeyen dizeltmeleri ve kisaltmalari
yapma vyetkisi vardir. Makale ile ilgili bilimsel ve hukuki
sorumluluk yazarlara aittir. Derleme makaleler lizum gori-
lirse hakeme gonderilir.

1. Yazim ve dil diizeni:

Makaleler Tiirkge veya ingilizce olarak yayinlanir. Dilimi-
ze yerlesmis terimler yazim kurallarimiza gore kullaniimal,
Turk Dil Kurumu’nun hazirladigi “Yeni Yazim Kilavuzu” ve
“Turkge S6zIUk” esas alinmalidir.

Metin iginde kullanilan (tablo ve kaynaklardakiler digin-
da) Latince mikroorganizma adlari italik yazilmalidir. ilk kulla-
nildiginda tam olarak yazilan mikroorganizma adi, daha son-
raki kullanislarinda cins adinin ilk harfi kullanilarak kisaltma-
hdir:

Escherichia coli E.coli gibi

Stafilokok, streptokok gibi Tlirkge’ye yerlesmis cins adlari
ve antibiyotik adlari Tlrkge olarak yazilmalidir.

Yaninda birim gosterilmeyen ondan kiiglik sayilar yazi
ile yazilmali, rakam ile yazilan sayilara takilar kesme isareti ile
eklenmelidir.

bes hasta,  suslarin 38’i gibi
Sira belirten sayilar: beginci, 118. veya 118’inci gibi
yazilmalidir.

% isaretinden, birim eklenen sayilardan, ard arda yazi-
lan sayilar arasindaki virglllerden sonra bir harflik bosluk
birakilmalidir.

% 18,10 ml, Tablo 1,2,3,4 1,2,3.sira gibi

Boyama yontemi olan Gram buytk harfle ve Gram (-)
yerine Gram negatif seklinde yazilmaldir.

Cumleler zorunluluk olmadik¢a rakamla gosterilen
saylilarla baslamamaldir.

Makaleler bir zorunluluk olmadik¢a “misli gecmis” kipi
ile yazilmahdir.

2. Yazi formu:

Bir calisma ile ilgili makaleler BASLIK, INGILIZCE BASLIK,
0z, ABSTRACT, GIRiS, GEREC VE YONTEM, BULGULAR, TAR-
TISMA, KAYNAKLAR bélimlerini icermelidir. TESEKKUR yaz-
mak isteniyorsa kaynaklardan 6énceye konulmahdir.

Derleme makaleler yazarin uygun gorecegi sekilde
bolumlere ayrihir.

Baslikta yazar adlarinda, soyadlar biylk harfle olmak
lizere, 6n adlar da acik olarak yazilmahdir. Yazarlarin galistig
kurulus adresi en kisa sekli ile yazar adlarinin altinda goste-
rilmeli, yazarlar farkli kuruluslarda calisiyorlarsa adlar ve
kurulusglar sayilarla belirtilmelidir.

0z, yazinin igerigini, bulgularla ilgili 6nemli hususlari
icermeli ve okuyucuya makalenin bltini hakkinda yeterli
bilgi verecek uzunlukta olmalidir ve 250 kelimeyi gegmeme-
lidir. Ozden sonra 4-6 “Anahtar kelimeler” konmalidir. Bu
sozcukler konu indekslerinde kullanilacagindan itina ile segil-
meli, uygunlugu Turkiye Bilim Terimleri (http://www.bilimte-
rimleri.com)'nden kontrol edilmeli ve harf dizinine gore
siralanmalidir.

ABSTRACT yazilirken 6zete sadik kalinmalidir. Abstract’tan
sonra (anahtar kelimelere karsilik) 4-6 “Keywords” Turkge anah-
tar sozcikleri buldugunuz sayfadaki MeSH karsiliginda yer alan
sozciklerden segilmelidir.

GIRIS konuyu anlamay kolaylastiracak bilgileri ve calis-
manin amacini kisa ve 0zIi bir sekilde vermelidir.

GEREC VE YONTEM bélimi konuyla ilgili kisilerce
esasen bilinenleri tekrar anlatmamali, kolay eriselebilecek
kaynaklarin gésterildigi anlatim tercih edilmelidir.

BULGULAR, galismanin sonuglarini gerekiyorsa tablo ve
sekillerin yardimi ile vermelidir. Sekil, grafik ve fotograf cok
gerekmedikge kullaniilmamalidir.

TARTISMA bolima bulgular ve tablolarin tekrari olma-
mali, bulgularin 6nemli yonlerini vurgulamali ve bagka
arastiricilarin bulgulari ile karsilastirmahdir.

Makale, tablo ve sekiller disinda 10 sayfayi, kaynak



sayisi (derlemeler disinda) 25’i gegmemelidir. Daha uzun
makaleler editorler kurulunca gerekli gorulirse kabul edilir,
kurulca kisaltilabilir veya yazardan kisaltmasi istenebilir.

3. Tablo ve sekil diizeni:

Tablolar alt ve Ust gizgiler ve geregine gore ara gizgileri
icermeli (gereksiz yatay ve dikey cizgilerden kaginiimal),
arap rakamlari ile siralanmali, tablo adi tablo Ust gizgisinin
Ustline yazilmahdir.

Tablonun adi igerigine uygun en kisa sekilde olmahdir.
Bulgularin kolay anlasilmasi igin tablolar halinde verilmesine
gayret edilmeli, ancak metin iginde birkag ciimle ile belirtilen
hususlar icin ayrica tablo diizenlenmemelidir. Metin iginde
tablodaki bilgiler gereksiz yere tekrar edilmemeli, 6nemli
hususlarin belirtilmesi ile yetinilmelidir.

Tablolarda (ve metinde) ortalamalar ve ylizde oranlari
anlaml degilse tam sayidan sonra yurutilmemeli (veya
anlamh oldugu kadar yurittlmeli), en yakin saylya yuvarla-
narak gosterilmelidir.

Ornegin:

34 susun 13’'Unu % 38 olarak belirtmek anlamayi
kolaylastirici olabilir, fakat bu oran % 38.2 seklinde uzatiima-
malidir. Uzatmadaki ilk rakamin binde bir olasiligi gosterdigi,
ancak buylk sayilarda bu olasihgl belirtmek hakki olacagi
dustnulmelidir.

Ortalamalar anlamli olacak ve kolay anlagilacak sekilde
verilmelidir. Ornegin eritrosit sayimlarinin ortalamasi
4,365,248 degil, 4,365,000 olarak verilmelidir.

Makaleye ancak ¢ok gerekli ise eklenecek siyah-beyaz
sekil, grafik, kimyasal formil, fotograf, mikrofotograflar
“Sekil” olarak adlandirihp siralanmahdir. Renkli sekil, grafik,
kullaniimamahdir.

4. Kaynaklarin diizenlenmesi:

Kaynaklarin yazim sekli “Vancouver” kaynak goster-
me stiline uygun olmalidir. Asagidaki 6rnekler ve dergimi-
zin web sayfasindaki yazim kurallarindan da érnek alinabi-
lir. (http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.
html)

Yararlanilan bitin eserler kaynak olarak verilmeli,
fakat sayiyr arttirma amaciyla kaynak kullanilmamalidir.
Yararh olacak Turkge kaynaklar goz ardi edilmemelidir.

Kaynaklarin tamaminin metin iginde kullaniimis olmasi
ve metin iginde kullanilanlarin tamaminin da kaynaklar liste-
sinde yer almasi gereklidir.

Kaynaklar listesi harf dizinine gore siralanmali ve
metin icinde climle sonuna konacak paranteze numarasi
yazilmaldir: “...gosterilmistirtss" gibi.

Metinde kaynak verilirken yazar adi kullaniliyorsa kay-
nak numarasi yazar adinin yanina yazilmalidir. Smith ve
Jones’a® gore.......... , ikiden fazla yazar varsa Smith ve ark.a®
gore........ gibi. Kaynak listesi hazirlanirken alti veya daha az
sayidaki yazarlarin timunun adlari kullanilmali, yedi ve daha
fazla yazarl kaynaklarda ilk li¢ yazar adindan sonra “et al.”
veya “ve ark.” kisaltmasi kullanilmahdir. Siralamada bitiin

yazar adlari ayni olan kaynaklar igin yil, ayni yilda ve dergide
ise cilt ve sayfa numarasi dikkate alinmali, ayni yilda farkh
dergide olan kaynaklardan metin iginde dnce gegene 6nde
yer verilmelidir.

Kaynak verilirken asagidaki ornekler esas alinmali,
noktalamalar, s6zciik ve harf araliklari, biiyiik harfler, dergi,
cilt, sayi, sayfa numaralari buna gére yazilmalidir. Dergi
adlari: Uluslararasi dergiler “PubMed Journals Database”,
yerli dergiler “http://www.atifdizini.com/Journals/
tr-index.html” adresindeki seklinde kisaltiimahdir.

9. Hindler JF, Stelling J. Analysis and presentation of
cumulative antibiograms: a new consensus guideline from
the clinical and laboratory standards institute. Clin Infect
Dis. 2007;44(6):867-73.
https://doi.org/10.1086/511864

internetten kullanilan kaynaklarda,

Yazarl ise; ANKEM Dergisi yazim kurallarina uygun
olarak yazar adi, konu bashgi, sayfanin ait oldugu kurum,
erisim adresi ve erisim tarihi seklinde,

Toreci K. Ankem Dergisinin geng yazarlarina, ANKEM
Dernegi, http://www.ankemdernegi.org.tr/?sp=konuk0606
(erisim tarihil.1.2015)

Yazarh degil ise; konu bashgi, sayfanin ait oldugu
kurum, erisim adresi ve erisim tarihi seklinde verilmelidir.

Inappropriate antibiotic use for pneumonia common.
Medscape Infectious Diseases, http://www.medscape.com/
viewarticle/876918, (erisim tarihi 30.03.2017)

Kaynak olarak kitap ve kitap bolimi kullanildiginda
yazim sekli ve noktalama isaretleri bakimindan asagidaki
ornekler esas alinmahdir:

Kitap:

4. Baron EJ, Peterson LR, Fingeold SM. Bailey and
Scott’s Diagnostic Microbiology, 9. baski, s.168-204, Mosby
Co., London (1994).

Kitap bolim:

4. Swenson JM, Hindler JA, Peterson LR. Special tests
for detecting antibacterial resistance, “Murray PR, Baron EJ,
Pfaller MA, Tenover FC, Yolken RH (eds): Manual of Clinical
Microbiology, 6. baski” kitabinda s.1356-72, ASM Press,
Washington (1995).

Yerli kitaplarda basimevinin degil, yayinlayan kurulusun
adi ve varsa yayin numarasi kullanilmalidir.

“Ist Tip Fak Yayini No.20, istanbul (2001)” gibi. Dergi
adlari Index Medicus’daki gibi kisaltilmalidir.

Kongre bildirileri:

ANKEM Kongrelerindeki 6zetler ve sunularin ANKEM
Dergisinde yayinlanmasi gibi bir dergide yayinlanan bildiriler
dergideki diger makaleler gibi kaynak verilir.

Ozel bir kongre kitabinda yayinlananlar su érnege gore
kaynak verilebilir:

1. Akylz Z, Ding U, Giler NC ve ark. Hastanemizde
2005-2008 vyillari arasinda kan orneklerinden izole edilen
kandida tdrlerinin dagiliminin belirlenmesi, XXXIII. Tirk
Mikrobiyoloji Kongresi Kitabi, s.846-7, Bodrum (2008) (sayfa
yerine Poster no. da olabilir).
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