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Güncel Literatür Işığında Kene Kaynaklı Viral Patojenlere 
Genel Bir Bakış

ÖZ

Arachnida sınıfındaki Ixodoidea süperailesinin üyeleri 
olan keneler memeli, kuş, sürüngen ve amfibilerin kanıyla 
beslenen karasal organizmalardır. Kenelerin konak kanıyla 
beslenmeleri sırasında aldıkları enfeksiyöz organizmalar 
tükürük bezlerine, ovaryumuna, yumurtalarına ve 
larvalarına geçebilmektedir. Kene kaynaklı viral hastalık 
etkenlerinin tümü Arbovirüsler içinde yer alır. Bu 
virüslerden Heartland virus Amblyomma americanum adlı 
keneler tarafından taşınmakta ve çoklu organ yetmezliği ile 
ölüme neden olabilmektedir. “Trombositopeni sendromlu 
yüksek ateş virüsünün” majör vektörü Haemaphysalis 
longicornis türü kenelerdir. Nörolojik hastalıklara neden 
olan “Kene kaynaklı ensefalit virüsü”, Powassan virus ve 
Louping hastalığı virüsü Ixodes türleri tarafından insanlara 
bulaştırılır. Hyalomma cinsi keneler tarafından taşınan 
“Kırım-Kongo kanamalı ateş virüsü” tüm dünyada yaygın 
olan bir virüstür. Sinir sistemini etkileyen Omsk hemorajik 
ateş virüsü ve hematopoetik hücreleri etkileyen “Colorado 
kene ateşi virüsü” Dermacentor spp. ile taşınırlar. Bu 
virüslerin hepsi bireysel ve toplumsal risk oluşturan 
biyogüvenlik düzeyi yüksek ajanlardır. Bu nedenle klinik 
örneklerle çalışırken dikkatli olunması gerekir. Bu derleme 
makalesinde, yukarıda sözü edilen kene kaynaklı viral 
patojenler hakkındaki mevcut bilgiler güncel kaynaklar 
ışığında sunulmuştur.

Anahtar kelimeler: Kene kaynaklı virüsler, Heartland 
virus, Kırım Kongo hemorajik ateşi

ABSTRACT

An Overview of Tick-Borne Viral Pathogens in the Light 
of Current Literature

Ticks, the members of the superfamily Ixodoidea in the class 
Arachnida are terrestrial organisms that feed with the blood 
of mammals, birds, reptiles and amphibians. Infectious 
organisms being taken by ticks during feeding with host 
blood pass into the salivary glands, the ovaries, the eggs and 
the larvae of them. All of the tick-borne viral disease agents 
are examined within arboviruses. “Heartland virus”, one of 
these viruses, is transmitted by Amblyomma americanum 
ticks and can cause multiple organ failure and death. The 
major vector of “Severe fever with thrombocytopenia 
syndrome virus” is Haemaphysalis longicornis. “Tick-borne 
encephalitis virus”, “Powassan virus” and “Louping ill 
virus” which cause neurological diseases are transmitted to 
humans by Ixodes spp. “Crimean-Congo hemorrhagic fever 
virus” which is widespread all over the world is transmitted 
by Hyalomma spp. Omsk virus affecting the nervous system 
and “Colorado tick fever virus” affecting hematopoietic 
cells are carried by Dermacentor spp. All of these viruses are 
high-level biosecurity agents that constitute individual and 
social risk. For this reason, it is necessary to be careful while 
working with clinical specimens. In this review paper, the 
existing information about the tick-borne viral pathogens 
mentioned above are presented in the light of current 
literature.

Keywords: Tick-borne viruses, Heartland virus, Crimean-
Congo hemorrhagic fever

GiRiŞ

Kenelere ilişkin ilk yazılara kene humması hak-
kında MÖ 1550 tarihli Mısır papirüslerinde 
rastlandığı, yazarı bilinen ilk yazıların ise MÖ 
800 yılında Homeros tarafından yazıldığı 
sanılmaktadır(1). Hastalıklarla ilişkisi yüzyıllar 

öncesinden bilinen keneler, insan ve hayvanlar-
da ölümle sonuçlanabilen çeşitli enfeksiyon 
etkenlerini taşımaları ile günümüze önemini art-
tırarak gelmişlerdir.

Karasal omurgalı canlı gruplarının tüm sınıfları-
nın zorunlu dış paraziti olan kenelerin tek besin 
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kaynağı kandır. Ağız kısmını konağın derisi içe-
risine sokarak onun kanını emer. Yumurta döne-
mi hariç, yaşam döngüsünde ortaya çıkan tüm 
formları kanla beslenir. Bu beslenmeleri sırasın-
da bu makalede sunacağımız viral hastalıkların 
yanı sıra Lyme hastalığı, Q humması, Tularemi, 
yinelenen ateş, babesiozis ve ehrlichiozis gibi 
çok sayıda hastalık etkeninin insanlara taşınma-
sında vektörlük yaparlar(2).

Kenelerin morfolojik özellikleri ve fizyolojik 
mekanizmaları onların konaklarını seçmelerin-
de, omurgalı konaklarından kan almalarında, 
çiftleşmeleri ve üremelerinde kolaylık sağlayan 
bir yapıda gelişmiştir(2). Değişik habitatlardaki 
dağılımlarında farklılıklar olsa da bu eklemba-
caklılar sıcak ya da soğuk, kurak ya da yağışlı 
tüm iklim kuşaklarında yaşamaya kusursuz 
uyum sağlamış canlılardır(3). Coğrafi olarak yedi 
bölgeye ayrılmış yurdumuz dağlık ve engebeli 
yapısıyla, ırmakları, ovaları, ormanları ve bozkır-
larıyla, deniz seviyesinden neredeyse 2000 metre-
ye kadar varan yerleşim alanlarıyla çok yağış alan 
ya da kurak bölgeleriyle ve geniş mağara çevrele-
riyle kenelerin yaşamı için uygun ekolojik habi-
tatlar içeren bir yapıya sahiptir. Yerleşik bölgele-
rinde çiftlik ve kümes hayvanlarının; kırsalda 
yabani hayvanların bolluğu kenelere konak bul-
mada olanak sağlayan bir durumdur. 

Yaygın turizm ve seyahatlerle ve hızlı ulaşım 
araçlarıyla ya da biyoterörizm gibi kötü niyetli 
yaklaşımlarla bu patojenlerin hemen her ülkeye 
taşınma ve oralarda görülme riski vardır. Sonuç 
olarak, bir diğer biyolojik vektör olan Anopheles 
cinsi sivrisineklerin gemi, tren, uçak gibi araçla-
rın kabin ve bagajlarında bir ülkeden endemik 
olmayan diğer bir ülkeye taşındığı bildiril-
mektedir(4). İnsan ve kene temas sıklığının yıllar 
içinde giderek arttığı belirtilmektedir(5). Bu 
makalede insan sağlığını ciddi bir şekilde tehdit 
eden ve “Heartland virus (HRTV)” ve “Trombosi-
topeni sendromlu yüksek ateş virüsü [Severe 
fever with thrombocytopenia syndrome virus 

(SFTSV)]” gibi bazıları son yıllarda tanımlanan 
kene kaynaklı viral etkenlerin yanı sıra “kene 
kaynaklı ensefalit virüsü [Tick-borne encephali-
tis virus (TBEV)]”, “Powassan virus (POWV)”, 
“Louping hastalığı virüsü [Louping ill virus 
(LIV)]”, “ Kırım-Kongo hemorajik ateşi (KKHA) 
virüsü [Crimean-Congo haemorrhagic fever 
virus (CCHFV)]”, “Omsk hemorajik ateşi virüsü 
[Omsk haemorrhagic fever virus (OHFV)]” ve 
“Kolorado kene ateşi virüsü [Colorado tick fever 
(CTFV)]” hakkında güncel literatür bilgileri 
özetlenerek sunulmuştur. Bu derleme çalışma-
sında, yararlandığımız kaynaklar ışığında hazır-
ladığımız Tablo 1’de kenelerle taşınan viral 
patojenlerin vektörleri, konakları ve coğrafik 
dağılımları, Tablo 2’de ise kene kaynaklı viral 
hastalıklarda semptomlar, laboratuvar tanı ve 
tedavi/aşı durumları verilmiştir.

Heartland virüs (HRTV)

HRTV günümüze yakın bir zaman önce tanımla-
nan önemli patojenlerden biridir. Virüs 3 seg-
mentli, negatif polariteli tek iplikçikli bir RNA 
(-ssRNA) virüsüdür(6). HRTV Bunyaviridae aile-
sinin beş cinsinden biri olup, dünyanın hemen 
her yerinde görülen Flebovirüs cinsine ait bir 
patojendir. İlk olarak 2009 yılında, Missouri’de 
(ABD) lökopeni ve trombositopenisi olan iki 
çiftçiden izole edilmiştir(7). Daha sonra 
Amblyomma americanum türü sert kenelerin bu 
virüsü taşıdığı gösterilmiştir(8). Daha çok ağaç-
lıklı alanlarda yaşamayı tercih eden, larval, nim-
fal ve yetişkin evrelerini farklı konaklarda geçi-
ren (üç-konaklı) kenelerden olan Amblyomma 
americanum dişilerinin sırtında yıldıza benzer 
bir benek olması nedeniyle bu kenelere “tek yıl-
dız kenesi (lone star tick)” adı verilmiştir(2). Bu 
keneler Missouri’nin kuzeybatısında yaygındır 
ve Amerika Birleşik Devletleri’nin güneydoğu 
ve güney orta kesimini aşarak Atlantik kıyıların-
dan Maine’ye kadar uzanır(9). 

Bunyaviridae ailesinin Orthobunyavirus, 
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Tablo 1. Kenelerle taşınan viral patojenlerin vektörleri, konakları ve coğrafik dağılımları.

Virüs

HRTV

SFTSV

TBEV

POWV

LIV 

CCHFV

OHFV

CTFV

Majör Vektör 

Amblyomma americanum

Haemaphysalis longicornis

Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus

Ixodes cookei, Ixodes scapularis

Ixodes ricinus

Hyalomma spp.

Dermacentor reticulatus

Dermacentor andersoni

Majör Konaklar

Rezervuar konağı bilinmiyor.

Kedi, fare, kirpi maymun, yaklar (İnsanlara 
kazaren bulaşır.)

Ruminantlar, kemiriciler, etoburlar, kuşlar,  
atlar ve insanlar

Memeliler, kuşlar, insan

Koyun, keçi, sığır, kazaren insan

Sığır, koyun, keçi, kemiriciler, insan

Kemiriciler, Misk sıçanları, insan

Küçük kemirgenler (fare, gelengi)

Coğrafik dağılımı

ABD (Missouri, Tennessee)

Çin, Japonya, Güney Kore

Avrupa, Sibirya, Uzakdoğu ülkeleri

ABD (Kuzeydoğu ve Büyük Göller bölgesi), 
Kanada, Rusya ve Uzakdoğu

İngiltere, İskoçya ve diğer Avrupa ülkeleri

Balkanlar, Afrika, Ortadoğu, Orta Asya, 
Türkiye (Orta Anadolu bölgesinde sık)

Sibirya

Kuzey Amerika, Kanada, Kaliforniya, 
Kolorado Kayalık Dağlar

Tablo 2. Kene kaynaklı viral hastalıklarda semptomlar, laboratuvar tanı ve tedavi durumu.

Virüs

HRTV enfeksiyonu

SFTSV enfeksiyonu

TBEV enfeksiyonu

POWV enfeksiyonu

LIV enfeksiyonu

CCHFV enfeksiyonu

OHFV enfeksiyonu

CTFV enfeksiyonu

Semptomlar 

Ateş, yorgunluk, anoreksi, baş ağrısı, bu-
lantı, miyalji, atralji, lökopeni, pıhtılaşma 
bozuklukları

Yüksek ateş, diyare, karın ağrısı, iştah-
sızlık, yorgunluk, kas ağrısı, lökopeni, 
karaciğer ve böbrekte hasar, pıhtılaşma 
bozuklukları, bazen cilt, konjunktiva ve diş 
etlerinde kanama

Genelde asemptomatik, menenjit, menen-
goensefalit, baş ağrısı, ateş

Ateş, baş ağrısı, kusma, zayıflık, konfüz-
yon, koordinasyon bozukluğu, konuşma 
güçlüğü

Grip benzeri semptomlar, ateş, nefes alma-
da güçlük, sinirlilik, koordinasyon bozuk-
luğu, ataksi

Ateş, miyalji, kas ağrısı, baş dönmesi, bo-
yunda ağrı ve sertlik, sırt ağrısı, fotofobi 
(ışığa duyarlılık), kusma, ishal, karın ağrısı, 
depresyon, uykusuzluk, hâlsizlik, taşikardi, 
ciltte ve iç mukozal yüzeylerde kanamadan 
kaynaklanan döküntü

Ateş, baş ağrısı, mide bulantısı, şiddetli kas 
ağrısı, öksürük ve orta şiddette hemoraji

Ateş, titreme, baş ağrısı, göz arkasında ağrı, 
fotofobi, kas ağrısı, hâlsizlik, karın ağrısı, 
bulantı-kusma, hepatosplenomegali

Laboratuvar

Viral nükleik asit aranması

Hücre kültürü,

Viral nükleik asit tespiti, EIA ile serumda 
antikor arama, IFA ve serum nötralizas-
yon testleri

BOS’ta ELISA ile IgG ve IgM aranması

Serum ve BOS’ta

ELISA ile özgün antikorların aranması

Hücre kültürü, BOS’ta viral antijen ya da 
nükleik asit; serumda nötralizan antikor 
aranması

ELISA ile serumda özgün IgM, nötrali-
zan antikor aranması; PCR ile viral RNA 
aranması, kültürde virüs izolasyonu

Serolojik testlerle antijen, dokuda viral  
RNA aranması

Direkt ve indirekt İmmünoflüoresans 
testleri, kompleman fiksasyon testi, erit-
rositlerde viral antijen aranması

Tedavi/aşı

Özgün tedavi ya da aşı yok

Özgün tedavi ya da aşı yok

Aşısı var, özgün tedavi yok

Özgün tedavi ya da aşı yok

Koyun, keçi ve sığırlar için aşı 
var, özgün tedavi yok

Tedavi de ribavirin kullanılır,
güvenli ve etkili bir aşı yok

Özgün tedavi ya da aşı yok

Özgün tedavi ya da aşı yok
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Nairovirus ve Phlebovirus cinsine ait türler art-
hropodlar ile bulaşan ve insan ve/veya hayvan 
hastalıklarına neden olan virüslerdir(10,11). Diğer 
bir cins olan Hantavirus artropod vektörü olma-
yan esas itibariyle kemirgenlerin virüsleri olup, 
insanlara aerosollerle taşınırlar(12). Bu ailenin 
1980’lerden beri dünya çapında giderek önem 
kazandığı belirtilen Tospovirus cinsi ise bitkileri 
etkileyen ve Thysanoptera üyesi böceklerle taşı-
nan virüslerdir(13). Phlebovirus cinsi içerisinde 
Rift Vadisi ateşi, kumsineği ateşi, Toscana, 
SFTS ve Heartland virüslerini içinde barındıran, 
flebotomin kum sinekleri, sivrisinekler ve sert 
ve yumuşak keneler dâhil olmak üzere çok sayı-
da eklembacaklının vektör olduğu, insan ve 
hayvan sağlığını tehdit eden etkenler bulun-
maktadır(14). Bu etkenlerden biri olan HRTV, 
hastalarda, çoklu organ yetmezliği ile hızlı ölüme 
neden olan geniş çaplı yayılma gösteren bir 
enfeksiyona neden olur. Fill Ma ve ark.(15). 2016 
yılında yaptıkları çalışmada, birden fazla organ 
dokusunda bu virüse ait antijen belirleyerek 
HRTV’nin yayılmacı özelliğini kanıtlamıştır. 
Heartland virüs enfeksiyonunu önlemek veya 
tedavi etmek için geliştirilmiş herhangi bir aşı 
veya ilaç yoktur. Virüsün insanlara bulaşmasın-
da keneler veya diğer eklembacaklılar rol oyna-
dığı için korunmak amacıyla böcek kovucuların 
kullanılması, dağlık ve ağaçlık alanlarda uzun 
kollu gömlek ve uzun paçalı pantolon giyilmesi 
uygundur. Ateş, lökopeni ve trombositopenisi 
olan, Ehrlichia ve Anaplasma enfeksiyonu açı-
sından negatif bulunmuş veya doksisiklin teda-
visine yanıt vermeyen hastaların Heartland virus 
enfeksiyonu yönünden dikkate alınması ve test 
edilmesi önerilmektedir(8).

Trombositopeni sendromlu yüksek ateş virüsü

Henüz Türkçemizde ismi herhangi bir bilimsel 
çalışmada dillendirilmemiş olan “Trombosito-
peni sendromlu yüksek ateş virüsü; bazı hasta-
larda 40°C’den daha yüksek bir ateşe neden 
olmaktadır. İngilizce “Severe fever with thrombo-

cytopenia syndrome virus” olarak anılan virüs-
ten ilk olarak 2009 yılında Çin’de şüphe edilmiş 
ve 2011 yılında izole edilerek varlığı 
doğrulanmıştır(16). İnsanlara taşınmasında ana 
vektörlüğünü Haemaphysalis longicornis türü 
kenelerin yaptığı bu virüse atıfta bulunmak için 
literatürde önceleri “trombositopeni sendromu 
virüsü” adı kullanılmıştır. Hastalarda ortaya 
çıkardığı klinik bulguları ve genetik yapısının 
Heartland virüsüne çok benzediği belirtilmek-
tedir(17). Bunyaviridae ailesine yeni katılan bu 
virüs Phlebovirus cinsi içerisinde yer almakta-
dır. Ailenin diğer üyeleri gibi negatif zincirli üç 
RNA segmenti içerir. Büyük segmenti L viral 
transkripsiyon ve replikasyonda rol oynayan 
RNA’ya bağımlı RNA polimeraz (RdRP) enzi-
mini kodlar, orta büyüklükteki M segmenti bağı-
şıklık ile ilgili olan ve “glikoprotein n” (Gn) ile 
“glikoprotein c” (Gc)’yi kodlayan bölgedir; 
diğerlerinden küçük olan S segmenti ise virüsün 
nükleoproteinleri (Np) ve yapısal olmayan pro-
teinlerini (NSs) kodlar(18).

Esas itibariyle bahar ve yaz aylarında 
Haemaphysalis cinsine ait kenelerin ısırıkları 
sonrasında ya da SFTS’li hastaların vücut sıvıla-
rıyla temas sonrasında ortaya çıkan hastalık ani 
bir ateş, trombositopeni, kanama eğilimi ve gast-
rointestinal semptomlarla kendini gösterir. Çin, 
Güney Kore ve Japonya’ya özgü olduğu belirti-
len bu virüsün neden olduğu enfeksiyondan 
kaynaklanan ölüm oranı yüksek olduğu gibi 
bulaşıcılığı da yüksektir(19). Geliştirilmiş herhan-
gi bir aşısı veya özgün bir tedavisi olmayan 
hastalığın ileri evrelerinde çoklu organ bozuklu-
ları ortaya çıkabilmektedir. Bu virüsle enfekte 
kişilerde ölüm oranının %12-30 arasında değiş-
tiği, bu rakamın Japonya’da %55’e kadar yük-
seldiği belirtilmiştir(20). Hasta serumundaki viral 
RNA seviyesi hastalığın klinik seyir hakkında 
önemli ipuçları verir. Ölümcül olgularda viremi-
nin mL başına 109 viral kopyaya kadar yüksel-
diği, iyileşme evresinde viremi seviyelerinin 
düştüğü ve klinik laboratuvar parametrelerinin 
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normalleştirildiği görülür(19). SFTS ve diğer 
bulaşıcı hastalıklara, özellikle semptomlar spesi-
fik olmadığında klinik olarak mikrobiyolojik 
testler olmadan tanı koymak zordur. SFTS tanısı 
için konvansiyonel reverz transkripsiyon-PCR 
(RT-PCR), kantitatif RT-PCR ve diğer genom 
amplifikasyona dayalı yöntemler ya da viral 
Ag’lerin saptanması için sandviç ELISA yönte-
minin kullanılabileceği belirtilmiştir(19). 
Günümüzde SFTSV’nin laboratuvar tanısı çeşit-
li hücre kültürlerinde virüs izolasyonu, nükleik 
asit belirlenmesi ve serumda antikor arama yön-
temleriyle yapılmaktadır. Nükleik asit tespiti 
diğer yöntemlere göre kısmen daha pahalı olsa 
da erken tanı için uygundur. Viral nükleik asit 
genellikle hastalığın başlangıcından 2 hafta 
sonra, hastalığın akut döneminde hastalardan 
alınan serum örneklerinde saptanabilir. Virüse 
özgü IgM, IgG antikorları “in-house Mac-EIA”, 
indirekt EIA ve çift antijen sandviç EIA testleri 
ve ayrıca indirekt immünofluoresans (IFA) ve 
serum nötralizasyon testleri ile araştırılır(21).

İlk kez Çin’in kırsal yörelerinde tanımlanan 
daha sonra bu ülkenin 11 ilinde yüksek mortalite 
oranıyla kendini gösteren SFTS daha sonra 
Japonya ve Kore’de gözlenmiş ve artık dünya-
nın başka yerlerinde de halk sağlığı yönünden 
önemli bir risk hâline gelmiştir(22).

Kene kaynaklı ensefalit virüsü

İngilizcede adı Tick-borne encephalitis virüs 
(TBEV) olan “kene kaynaklı ensefalit virüsü” 
Flaviviridae familyasına ait tek sarmallı bir 
RNA virüsüdür(23). Olgun viriyonlar yaklaşık 50 
nm çapındadır ve E (zarf) ve M (membran) 
olmak üzere iki zarf glikoproteini içeren lipid 
çift katmanı ile çevrelenmiş bir elektron yoğun 
çekirdekten oluşur(24).

Ülkemizde bildirimi zorunlu hastalıklardan biri 
olan “kene kaynaklı ensefaliti” (TBE)’nin 
Avrupa’da en sık gözlenen kene ısırması sonucu 

ortaya çıkan viral enfeksiyon olduğu ve etkeni-
nin coğrafik farklılıklarına göre tümü nörotropik 
olan Avrupa TBEV (TBEV-Eur), Sibirya TBEV 
(TBEV-Sib) ve Uzak Doğu TBEV (TBEV-FE) 
olmak üzere 3 alt tipinin bulunduğu belirtilmiş-
tir(23). Konağın merkezi sinir sistemine saldıran 
bu virüs insanda ölüme neden olabilmektedir. 
Zoonotik bir patojen olan TBEV’nin omurgalı 
konakları küçük memeliler ve kemirgenlerdir. 
Ana vektörlüğünü yapan keneler Avrupa’da 
Ixodes ricinus; Sibirya ve Uzakdoğu’da ise 
Ixodes persulcatus’tir(25).

Virüsün patogenezi hakkındaki bilgilerin çoğu 
diğer flavivirüslerle ilgili çalışmalardan elde 
edilmiştir. Diğer laboratuvar sonuçları nonspesi-
fik olduğundan tanı mikrobiyolojik bulgularla 
onaylatılmalıdır. Kene kaynaklı ensefalit virüsü 
enfeksiyonunun rutin laboratuvar tanısı genel-
likle beyin omurilik sıvısında virüse özgü IgM 
ve IgG antikorlarının ELISA yöntemi ile belir-
lenmesiyle yapılır. Hastalığın spesifik bir antivi-
ral tedavisi yoktur. Kene kaynaklı ensefalitin 
endemik olduğu alanlarda yaşayanlar ya da o 
alanları ziyaret edenler için uygulanan aşılama 
ile hastalıktan korunmak olasıdır(26). 

Powassan virus (POWV)

Nörotropik özellikte olan POWV zarflı, pozitif 
polariteli ve Flavivirus cinsine ait tek sarmallı 
bir RNA virüsüdür. Zarf (E) glikoprotinlerine 
karşı organizmada oluşan antikorların nötralizan 
etkisi vardır.

Esas konakları fareler ve tarla fareleri olan 
POWV’nin diğer konakları arasında dağ sıçan-
ları, sincaplar, beyaz ayaklı fare, beyaz kuyruklu 
geyik gibi hayvanlar yer almaktadır. Vektörleri 
ise Ixodes scapularis, Ixodes cookie, Ixodes 
marxi, Ixodes spinipalpus ve Dermacentor 
andersoni gibi sert kenelerdir(27,28). Powassan 
virus enfeksiyonları bu kenelerin yaygın olduğu 
Amerika Birleşik Devletleri, Kanada ve Rusya’da 
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görülür(29). İlk olarak Kanada’da 1958 yılında 
keşfedilen ve insidansı Kuzey Amerika’da art-
maya devam eden POWV’nin insanlarda semp-
tomatik bir hastalığa ender olarak neden olduğu 
ancak semptomatik olduğunda neredeyse her 
zaman ciddi ensefalit olarak kendini gösterdiği 
belirtilmektedir(30). Enfekte kenelerle insana 
bulaşan POW virüsünün % 10’un üzerinde olgu 
ölüm hızı ile ciddi bir nöroinvaziv hastalığa 
neden olabildiği dile getirilmektedir(31). POWV 
enfeksiyonlarının tanısı kan ve omurilik sıvısı-
nın biyokimyasal değerleri ile enfeksiyona karşı 
oluşan antikorların tespitine yönelik laboratuvar 
testlerinin birleşimi ile konulur. 

POWV enfeksiyonlarından korunmada kene 
kovucu maddeler kullanmak, ormanlık ve 
ormanlık alanlarda uzun kollu gömlek ve panto-
lon giymek etkili olmaktadır.

Louping ill virüs (LIV, Louping hastalığı 
virüsü)

LIV, genetik ve antijenik olarak TBEV ile yakın 
ilişkisi olan ve özellikle koyunlarda ve orman 
tavuklarında hastalık ve ölüme neden olarak 
ekonomik açıdan önem taşıyan bir flavivirüs-
tür(32). Bu virüslerin konaklarına taşınmasında 
Avrupa’da Ixodes ricinus vektörlük yapar. 
Koyunların hastalığı olarak bilinen Louping 
hastalığı ender olarak insanlarda da görülmekte-
dir. İlk insan enfeksiyonu 1934 yılında bildi-
rilmiştir(33). Hastalık koyun çobanlığı yapan, 
mezbahalarda koyun kesimi ile ilgilenen kişiler-
de hayvan sağlığı ile ilgili meslek gruplarında ya 
da laboratuvar çalışanlarında görülmüştür(34). 
LIV enfeksiyonları yalnızca koyun ve insanlarla 
sınırlı olmayıp sığır, keçi, domuz, at, geyik, dağ 
tavşanı ve orman tavuğu da dâhil olmak üzere 
çeşitli çiftlik ve yabani hayvan türlerini de 
enfekte ettiği belirtilmektedir(35). 

Virüsün vektörleri Ixodes ricinus olup konakları 
koyunlardır. Bu virüsün enfeksiyonları bu kene-

lerin görüldüğü İngiltere, İskoçya ve diğer 
Avrupa ülkelerinde yaygındır(33). Ağırlıklı olarak 
ormanlık alanlarda bulunan ve küçük kemirgen-
lerin rezervuarlığını yaptığı Batı TBEV’den 
farklı olarak, LIV genellikle küçük kemirgenler 
tarafından değil, koyun, orman tavuğu ve dağ 
tavşanları tarafından bulaştırılmaktadır(32). 

Kırım-Kongo hemorajik ateşi virüsü 
(Crimean-Congo haemorrhagic fever virus, 
CCHFV) 

Kırım-Kongo hemorajik ateşi (KKHA), ilk kez 
1944’te Kırım’da tanımlandığı için hastalık bir 
süre “Kırım hemorajik ateşi’’ adıyla anılmış son-
raki yıllarda Kongo’da da tanımlanmış olduğun-
dan hastalığın adı KKHA olarak değiştiril-
miştir(36). KKHA etkeni CCHFV zarflı, negatif 
polariteli ve üç segmentten oluşan tek iplikçikli 
bir RNA virüsüdür. Büyük segmenti viral poli-
meraz enzimini, orta büyüklükteki segmenti zarf 
proteinlerini ve küçük segmenti ise viral nükle-
okapsidi kodlayan parçalardır.

CCHFV yurdumuzda yaptığı enfeksiyonlarla 
çok sayıda olgu bildiriminin yapıldığı virüsler-
den biridir. Viral kanamalı ateşlerin öldürücülü-
ğü yüksek zoonotik karakterli hastalıklar oldu-
ğunu belirten Uğurlu ve ark.(37) bu hastalıklar 
içinde yurdumuz için en önemli olanının KKHA 
olduğunu vurgulamışlardır. Virüsün vektörleri 
Hyalomma cinsine ait kenelerdir. Konakları ara-
sında sığır, koyun keçi, kemirgenler, tavşan ve 
kuşlar yer almaktadır. KKHA bu kenelerin görül-
düğü Doğu Avrupa, Afrika, Ortadoğu ve Orta 
Asya ülkelerinde yaygındır(38). KKHA’ya neden 
olan Nairovirusların vektörlüğünü yapan 
Hyalomma anatolicum, H. marginatum, 
H. detritum, H. dromedarii, H. excavatum 
H. turanicum yurdumuzda sıklıkla bulunan tür-
lerdir. 

CCHFV kenelerin ısırması ile ya da enfekte 
viremik hayvanların kesilmesi sırasında hayvan 
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kanı ve dokuları ile temas sonucu bulaşabildiği 
gibi nozokomiyal olarak da bulaşabilmekte-
dir(39). Hastalığın etkili bir aşısı ve özel bir anti-
viral tedavisi yoktur(40,41). Bu nedenle hastalığın 
mortalite oranının % 10–60’a kadar ulaşabildiği 
bildirilmektedir(38). Dünya Sağlık Örgütü özel 
bir tedavisi olmayan hastalığın tedavisinde riba-
virin kullanılması önermektedir(42). Bodur ve 
ark.(43) 2004 yılında yayınladıkları ve KKHA’lı 
iki olguyu sundukları çalışmalarında, ülkemizde 
o zamanlar yeni tanımlanan bu hastalığa dikkat 
çekmişler ve hastalardaki yakınmaların yüksek 
ateş, baş ağrısı, cilt ve mukozalarda kanama, 
ishal, bulantı-kusma olduğunu rapor etmişler-
dir(43). Hastalığın kuluçka süresi enfekte kenenin 
ısırmasını takiben daha kısa (genellikle 1-3 gün) 
buna karşın enfekte kan, salgı ve diğer dokularla 
temas durumuna göre bu süre daha uzun (genel-
likle 5-6 gün) olmaktadır(39).

Güvenli ve etkili bir aşısı bulunmayan 
KKHA’dan korunmak için akarasitlerle kenele-
rin kontrolü gerekir. Ayrıca endemik bölgelerde 
kenelerin yaygın bulunduğu alanlardan kaçınıl-
ması, giysilerin ve vücudun kene yönünden 
kontrol edilerek varsa kenelerin çıkarılması alı-
nacak önlemlerdendir. Klinik örneklerin işlen-
mesinde çalışan tüm personelin laboratuvar 
güvenlik önlemlerine eksiksiz uymalıdır.

Omsk hemorajik ateşi virüsü (Omsk hae-
morrhagic fever virus, OHFV)

Omsk hemorajik ateşi (OHF) Flaviviridae aile-
sinde yer alan B grubu arboviruslerin neden 
olduğu ve özellikle Rusya’da Batı Sibirya’nın 
bazı bölgelerinde görülen akut bir arboviral 
hastalıktır(44). OHFV’nin yerleştiği bölgelerde 
hasarlar ve orta şiddette kanamalarla özellikle-
nen bu hastalığın belirtileri arasında ateş, 
hâlsizlik, baş ağrısı, mide bulantısı, şiddetli kas 
ağrısı ve öksürük vardır. OHF’nin primer hedefi 
sinir sistemi olup, hastaların 1/3’inde pnömoni, 
nefroz, menenjit ya da bu komplikasyonların bir 

kombinasyonu ortaya çıkar. Mevcut tek tedavi 
semptomların kontrolüne yöneliktir. Özgün bir 
aşısı bulunmamaktadır. TBE’ye karşı kullanılan 
aşılar Omsk hemorajik ateş virüsüne karşı da 
kullanılarak çapraz bağışıklama yoluyla koruma 
sağlanabilmektedir(45). Virüs çoğunlukla 
Dermacentor reticulatus keneleri tarafından 
taşınır, ancak insanlar esas olarak enfekte misk 
sıçanları (Ondatra zibethicus) ile temastan sonra 
enfekte olur. Misk sıçanları Omsk hemorajik 
ateş virüsüne karşı çok duyarlı hayvanlardır. Bu 
türün 1930’larda Sibirya’ya girmesi olasılıkla 
daha önce bu bölgede bulunmayan OHF’nin bu 
bölgeye girmesine yol açmıştır(44).

Dermacentor reticulatus’un yüksek üreme hızı, 
hayatta kalma ve değişken habitatlar içinde 
yayılma yeteneğiyle, misk sıçanları, tarla farele-
ri başta olmak üzere 60’ın üzerinde farklı vahşi 
ve evcil hayvanları konak olarak kullanmasıyla 
sıra dışı özellikleri olan kusursuz bir biyolojik 
vektör olduğu belirtilmektedir(46).

Kolorado kene ateşi virüsü

İngilizce “Colorado tick fever (CTF)” adıyla 
bilinen Kolorado kene ateşi Reoviridae ailesinde 
Coltivirus cinsinin bir türü olan CTFV tarafın-
dan oluşturulan, hemopoietik hücreleri, özellikle 
eritrositleri tutan bir enfeksiyondur. Virüsün 
eritrositleri enfekte etmesi onun kan nakli yoluy-
la bulaşma riskinin yüksek olduğu anlamına 
gelmektedir. Çoğu zarfsız ancak endoplazmik 
retikulumdan geçmesi sırasında bazıları zarfla-
nan CTFV ikosahedral nükleokapsit simetrisine 
sahip 80 nanometre çapında çembersel yapıda 
bir viriyondur. Çift sarmallı RNA’sı 12 segment-
li olup, viral genomu yaklaşık 29 kbp uzunluğun-
dadır(47).

Koltivirüsler, kemirgenlerden, insanlardan ve 
sert kenelerden izole edilmiştir. CTFV insanlara 
odun keneleri olarak bilinen Dermacentor 
andersoni ısırığıyla bulaşır. Rakımı 1200-3000 
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metre arasındaki yerlerde rastlanılan hastalığın 
kuluçka süresi, kene ısırmasından sonra yaklaşık 
3-5 gün kadar sürer(48). Hastalığın insandan insa-
na bulaştığını gösteren herhangi bir kanıt göste-
rilememiştir. Ancak ender olarak kan nakline 
bağlı olarak hastalığın bulaştığı olgular bildiril-
miştir. CTFV, Kuzeybatı Amerika’da (Kolorado, 
Kaliforniya ve “Kayalık Dağlar” bölgesinde) 
endemiktir ve daha çok ilkbahar aylarında görü-
len hastalığı ateş, titreme, baş ağrısı ve hâlsizlik 
gibi belirtilerle karakterizedir(49). Hastalığın 
özgün bir antiviral tedavisi ya da aşısı yoktur.

Sonuç olarak, CTFV enfeksiyonu tanısında 
kanda lökopeni, trombositopeni saptanması ve 
periferik yaymada tipik olmayan eritrositlerin 
gösterilmesi önemli kriterlerdir. Kan ve BOS’tan 
virüs izolasyonu zaman alıcılığı ve enfeksiyo-
nun ilk haftasında kanda reverz transkriptaz-
PCR ile viral nükleik asit aranması pahalı oluşu 
ile pratik değildir. Enfeksiyondan 10-14 sonra 
indirekt immünoflüoresans antikor (İFA), nötra-
lizasyon, kompleman fiksasyon ve ELISA ve 
testleri ile antikor aranması uygundur(50).
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Kan Kültürlerinden ve Diğer Klinik Örneklerden 
İzole Edilen Candida parapsilosis Kompleks Suşlarının 
Salgısal Asit Proteinaz, Fosfolipaz Aktivitesi ve Slime 
Üretiminin Karşılaştırılması

ÖZ

Amaç: Yüksek mortalite ve morbidite nedeni olan hastane 
kaynaklı kan akımı enfeksiyonlarında Candida türleri en sık 
dört etkenden biridir. Candida parapsilosis, Candida 
albicans’tan daha az virülan olarak kabul edilmesine rağmen, 
son yirmi yılda insidansında en fazla artış görülen Candida 
türü olmuştur. Çalışmamızda kan ve diğer klinik örneklerden 
izole edilen C. parapsilosis suşlarının salgısal asit proteinaz 
(Sap), fosfolipaz enzim aktivitelerinin ve slime üretiminin 
karşılaştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: On sekiz aylık süreçte kan kültürleri ve 
diğer klinik örneklerden izole edilen 28 C. parapsilosis 
suşunun asit proteinaz aktivitesi süt tozu agaroz yöntemiyle, 
fosfolipaz aktivitesi yumurta sarılı agar yöntemiyle, slime 
üretimi ise glukozlu sıvı sabouraud besiyeri ve glukozlu triptik 
soy broth kullanılarak tüp adezyon yöntemi ile belirlendi.

Bulgular: Çalışma izolatlarının tümünde Sap aktivitesi 
belirlenemedi. Ancak kan ve kan dışı klinik izolatların Sap 
aktiviteleri arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmadı. 
İzolatların hiçbirinde fosfolipaz aktivitesi belirlenemedi. 
İzolatların 23’ünde her iki besiyeriyle de slime üretimi görüldü. 
Yalnızca bir izolat her iki besiyeri ile de slime negatifti. Dört 
izolatta ise iki farklı besiyeri ile slime üretimi açısından farklı 
sonuçlar elde edildi. Kan izolatları ile diğer klinik izolatların 
slime üretimleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
görülmedi.

Sonuç: C. parapsilosis izolatlarında Sap aktivitesi ve slime 
üretimi virülans faktörü olarak öne çıkmaktadır. Fosfolipaz 
aktivitesinin belirlenmesinde başka yöntemlerin kullanıl-
masının yararlı olabileceği düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: Fosfolipaz, Candida parapsilosis, salgısal 
asit proteinaz, Slime

ABSTRACT

Comparison of Secretory Acid Proteinase, Phospholipase 
Activity, and Slime Production in Candida parapsilosis 
Complex Strains Isolated from Blood Cultures and Other 
Clinical Samples

Objective: Candida species comprise one of the four most 
common agents in hospital-acquired bloodstream infections with 
high mortality and morbidity. Although C. parapsilosis is 
accepted as less virulent than C. albicans, it has been the 
Candida species with the highest increase in incidence within  the 
last two decades. In our study, a comparison is made between the 
secretory acid proteinase (Sap), phospholipase enzyme activity 
and the slime production of C. parapsilosis strains isolated from 
blood with those isolated from other clinical samples.

Material and Methods: Sap activity was determined by the 
milk powder agarose method, phospholipase activity by the 
egg-yolk agar method and slime production by the tube 
adhesion method using a liquid Sabouraud medium with 
glucose and tryptic soy broth with glucose of 28 C. parapsilosis 
strains isolated from blood cultures and other clinical samples 
during a period of  eighteen months.

Results: Sap activity was detected in all the study isolates; 
however, there was no statistically significant difference in Sap 
activity between the blood and non-blood clinical isolates. 
Phospholipase activity was not detected in any of the isolates. 
In 23 of the isolates, slime production was observed in both 
media, while only one isolate was slime negative in both 
culture media. In the remaining four isolates slime production 
results were different for the two different media. There was no 
statistically significant difference in slime production between 
the blood and other clinical isolates.

Conclusion: Sap activity and slime production are important 
virulence factors in the C. parapsilosis isolates. It is considered 
that methods other than egg-yolk agar may be useful in 
determining phospholipase activity in C. parapsilosis isolates.

Keywords: Phospholipase, Candida parapsilosis, secretory 
acid proteinase, Slime
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GİRİş

Yüksek mortalite ve morbidite nedeni olan has-
tane kaynaklı kan akımı enfeksiyonlarında 
Candida türleri en sık görülen dört etkenden biri 
olarak karşımıza çıkmaktadır(1). Candida parap-
silosis, Candida albicans’tan daha az virülan 
olarak kabul edilmesine rağmen, 1990’lardan 
günümüze kadar insidansında en fazla artış 
görülen Candida türü olmuştur. Çok sayıda 
çalışmada kan kültürlerinden en sık izole edilen 
ikinci Candida türü olduğu rapor edilmiştir. 
Hatta günümüzde bazı Avrupa, Asya ve Kuzey-
Güney Amerika hastanelerinde C. albicans’ın 
önüne geçtiği bildirilmiştir(2). Ülkemizde de kan 
kültürlerinden ikinci sıklıkta(3) izole edilen 
Candida türü olduğu bildirilmekle birlikte, ilk 
sırada(4) yer aldığı da rapor edilmiştir.

Salgısal hidrolitik enzimler C. albicans’ın adhe-
ransını, doku penatrasyonunu ve dolayısıyla 
konak invazyonunu kolaylaştıran önemli virü-
lans faktörleridir. Salgısal asit proteinaz (Sap) ve 
fosfolipaz, karakterize edilmiş bu enzimler ara-
sında en önemlileridir(5-7). Ancak non-albicans 
Candida türlerinde bu patojenite belirleyicileri-
nin varlığı büyük oranda belirsizdir. 

Araştırmacılar C. parapsilosis fungemilerinin 
artışını, bu organizmanın özellikle kateterlere ve 
benzeri plastik yüzeylere tutunma eğiliminin 
yüksek olmasıyla açıklamaktadırlar(8). Yüzey-
lere tutunma kapasitesi slime oluşumuyla bağ-
lantılıdır ve slime oluşumu Candida’larda böyle 
enfeksiyonlara yol açan temel faktördür. İzole 
edilen suşlarda slime oluşumunun gösterilmesi, 
bir slime odağının olası varlığının ve antimiko-
tik tedavi sırasındaki olası farklılıkların belirle-
yicisidir(9,10).

Candida’ların virulans faktörlerinin belirlenme-
si enfeksiyon etiyolojisindeki rolleri açısından 
önemlidir. Bu nedenle çalışmamızda kan ve 
kan dışı klinik örneklerden izole edilen 

C. parapsilosis kompleks suşlarının salgısal asit 
proteinaz ve fosfolipaz enzim aktivitesi ve slime 
üretimi özelliklerinin değerlendirilmesi, kan ve 
diğer klinik izolatların bu virülans faktörleri 
açısından karşılaştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Suşlar ve kültür besiyerleri. Çalışmaya 
Karadeniz Teknik Üniversitesi Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Mikrobiyoloji Hasta Hizmetleri 
Laboratuvarı’nda on sekiz aylık süreçte kan ve 
kan dışı klinik örneklerden izole edilen 28 
C. parapsilosis kompleks suşu dâhil edildi. 
Yirmi sekiz suşun 15’i kan kültürlerinden, 13’ü 
diğer klinik örneklerden izole edildi. Kan dışı 
izolatlar 6 idrar, 2 yara, 1 idrar sondası, 1 yanık, 
1 ağız içi lezyon, 1 kulak sürüntüsü ve 1 tırnak 
izolatından oluşmaktaydı. Çalışma izolatlarında 
germ tüp testi ile C. albicans ve C. dubliniensis 
diğer Candida’lardan ayrıldı. Bu türler dışındaki 
Candida türleri API 20C AUX (BioMériux, 
Fransa) ticari kiti kullanılarak tür düzeyinde 
tanımlandı. Suşlar Mısır unu-tween 80 agardaki 
(Corn Meal Agar, Himedia, Hindistan) mikros-
kobik görünümleri ve kromojenik agardaki 
(CHROMagar, BD, ABD) koloni renkleriyle de 
tanımlandı. C. parapsilosis kompleks olarak 
tanımlanan suşlar gliserollü YEPD sıvı besiyeri 
(maya özütü %1, pepton %2, dektroz %2, glise-
rol %20 w/v) içerisinde -80ºC’de saklandı.

Proteinaz aktivitesi. Proteinaz aktivitesi 
Banerjee ve ark.’nın(11) önerdiği şekilde süt tozu 
agaroz yöntemiyle belirlendi. Sığır serum albu-
mini (BSA) içeren sıvı besiyeri %0.17 yeast 
nitrogen base (YNB) w/o aa ve as, %2 glukoz, 
%0.2 BSA olacak şekilde distile suda hazırlanıp, 
pH 4.0’a ayarlandıktan sonra 0.45 µm’lik filtre 
ile steril edilerek steril tüplere 2’şer ml dağıtıldı. 
Test edilecek suşlardan 107 hücre, BSA sıvı 
besiyeri içerisine ekim yapıldı ve 30 ºC’de çal-
kalayıcı su banyosunda 200 rpm’de 3 gün süre 
ile inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda 
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elde edilen kültür süpernatantları -20 ºC’de sak-
landı. Süt tozu ilaveli agaroz, %1 yağsız süt tozu 
(Pınar, Türkiye), %1 agaroz ve 0.114 M sodyum 
asetat (pH 5.2) tamponu ile hazırlandı ve 1 mm 
kalınlığında cam plaka üzerine dökülüp katılaş-
ması beklendi. Kültür süpernatantları agaroz 
üzerine damlatıldı ve oda ısısında 24 saat inkübe 
edildi. Süt tozu içerisindeki kazeinin parçalan-
ması ile oluşan beyaz zonların çapları ölçülerek, 
suşların Sap aktiviteleri değerlendirildi. Hiç pre-
sipitasyon zonu görülmeyenler suşlar Sap akti-
vitesi negatif, presipitasyon zonu ≤0.5 cm ise 
(+), 0.6-0.9 cm ise (++), 1-1.4 cm ise (+++), 
≥1.5 cm ise (++++) olarak değerlendirildi. 
Pozitif kontrol olarak C. albicans CBS 2730 
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, 
Utrecht, Hollanda) suşu kullanıldı.

Fosfolipaz aktivitesi. Suşların fosfolipaz aktivi-
tesi yumurta sarılı agar kullanılarak belirlendi(12). 
Yumurta sarılı agar besiyeri 1.25 g pepton, 2.75 
g glukoz monohidrat, 2.5 g agar, 7.3 g sodyum 
klorit, 0.07 g kalsiyum klorür hekzahidrat 115 
ml distile su içinde çözülerek hazırlandı ve otok-
lavlanarak steril edildi. Yumurta sarısını hazırla-
mak için yumurtalar steril koşullarda kırılarak 
sarısı ayrıldı, üzerine eşit hacimde serum fizyo-
lojik eklendi ve manyetik karıştırıcıda karıştırıl-
dıktan sonra 2000 rpm’de 30 dakika santrifüj 
edilerek süpernatantı ayrıldı. On ml süpernatant 
ile 125 ml sitrik asit disodyum fosfat tamponu 
(pH: 4.4) ilk hazırlanan besiyerine eklendi ve bu 
besiyeri petrilere 4 mm kalınlığında döküldü. 
McFarland standart bulanıklığı 0.5 olan maya 
süspansiyonunlarından 5 µl, yumurta sarılı besi-
yeri üzerine değdirilmek suretiyle ekim yapıldı 
ve 37ºC’de 8 gün inkübe edildi. Fosfolipaz akti-
vitesinin ölçülmesinde ve hesaplanmasında, 
koloninin etrafında oluşan halka şeklindeki pre-
sipitasyon zonu (Pz) dikkate alındı. Fosfalipaz 
aktivitesi, koloni çapının koloni ile birlikte pre-
sipitasyon zonunun toplam çapına oranı olarak 
hesaplandı. Bu sistemde Pz değeri küçüldükçe 
fosfalipaz aktivitesi artmakta, Pz=1.00 değeri, 

test edilen suşun fosfalipaz aktivitesinin negatif 
olduğunu göstermektedir. Suşlar Pz değeri 0.9-
1.00 ise (+), 0.89-0.8 ise (++), 0.79-0.7 ise 
(+++), <0.69 ise (++++) olarak değerlendirildi. 
C. albicans ATCC 10231 (American Type 
Culture Collection, Rockville, Maryland, ABD) 
pozitif kontrol olarak kullanıldı.

Slime üretimi. Koagülaz negatif stafilokoklarda 
slime üretiminin belirlenmesi için tanımlanan 
yöntem esas alındı(13,14). Glikozlu sıvı Sabouraud 
besiyeri (GSSB) için 10 g pepton ve 80 g glukoz 
1000 ml distile su içinde çözülerek tüplere 5’er 
ml dağıtıldı. Glikozlu triptik soy broth besiyeri 
(GTSB) için 17 g kazein pepton, 3 g soya pepto-
nu, 5 g sodyum klorit, 2.5 g dipotasyum hidrojen 
fosfat ve 80 g glukoz 1000 ml distile su içinde 
çözülüp tüplere 5’er ml dağıtıldı. SDA’daki 
maya kolonilerinden birer öze dolusu alınarak 
Falkon tüplerdeki Sabouraud sıvı besiyeri ve 
triptik soy broth içerisine inoküle edildi. Tüpler 
35ºC’de 48 saat inkübe edildikten sonra sıvı 
besiyeri tüplerden uzaklaştırıldı ve tüplerin 
kenarları %0.25’lik safranin ile boyandı. Ayrıca 
GSSB ve GTSB içeren tüpler hazırlandı; maya 
inokülasyonu yapılmayan bu tüpler negatif 
kontrol olarak kullanıldı. Tüp duvarında her-
hangi bir slime tabakası olmaması veya tüpte 
yalnızca hava-sıvı seviyesinin olduğu yerde 
halka şeklinde boya tutulumu olması negatif 
olarak değerlendirildi. Tüpün çeperlerindeki 
slime oluşumu var ya da yok şeklinde çıplak 
göz ile belirlendi.

Bütün deneyler iki kez gerçekleştirildi ve iki 
gözlemci tarafından ayrı ayrı değerlendirildi.

İstatistiksel analiz: Kan kültürlerinden ve 
diğer klinik örneklerden izole dilen suşların 
proteinaz, fosfolipaz aktiviteleri ve slime üre-
timleri arasındaki fark ki-kare (χ2) testi ile 
değerlendirildi, p<0.05 değerleri anlamlı olarak 
kabul edildi.
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BULGULAR

Proteinaz. Kan izolatlarının 12’si (++), 3’ü (+); 
idrar izolatlarının 5’i (++), 1’i (+); 2 yara izolatı 
(++); idrar sondası izolatı (++), yanık izolatı 
(++), ağız içi lezyon izolatı (++), kulak izolatı 
(++) ve tırnak izolatı (+) proteinaz aktivitesi 
belirlendi. Resim 1’de çalışma izolatlarımızın 
süt tozu agaroz üzerindeki Sap aktivitesi zonları 
görülmektedir. Çalışmamızda, Sap aktivitesi 
açısından kan izolatları ile diğer klinik izolatlar 
arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
bulunmadı (Sap aktivitesi için p=1.00, χ2 test, 
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.). 

A

B

C

D

E

1 2 3 4 5 6

Resim 1. Süt tozu agaroz üzerinde Sap aktivitesi zonları.
D3: +, B3: ++ görünümü temsil eder. C3: C. albicans CBS 2730 
(+++), C4: negatif kontrol (BSA sıvı besiyeri)

Resim 2. Yumurta sarılı agarda pozitif kontrol suşunun (A) koloni etrafında oluşturduğu presipitasyon zonu (Pz: 0.79) ve fosfolipaz 
negatif çalışma suşlarının koloni görünümleri.

Sap aktivitesi (+) bulunanlar klinik izolatlar, kan 
(n:3), idrar (n:1) ve tırnak (n:1) izolatlarıydı.

Fosfolipaz. Çalışma izolatlarımızın (n:28) hiç-
birinde fosfolipaz aktivitesini gösteren presipi-
tasyon zonu (opak zon) görülmedi. Resim 2’de 
yumurta sarılı agarda, pozitif kontrol suşunun 
kolonisi etrafında oluşturduğu presipitasyon 
zonu (Pz:0.79) ve fosfolipaz negatif çalışma 
suşlarının kolonileri görülmektedir. 

Slime üretimi. GSSB ve GTSB ile yapılan tüp 
tutunma deneylerinde kan ve diğer klinik izolat-
ların slime üretimi sonuçları Tablo 1’de görül-
mektedir. Toplam 23 suşta her iki besiyeriyle de 
slime oluşumu görüldü. Yalnızca bir kan izolatı 
iki besiyeri ile de slime negatif bulundu. Diğer 
dört suşta ise iki besiyeriyle farklı sonuçlar elde 
edildi. Üç suş GSSB ile slime üretimi pozitif, 
GTSB ile negatif bulunurken; 1 suş GTSB ile 
slime üretimi pozitif, GSSB ile negatif bulundu. 
Slime pozitif ve negatif suşların tüp görünümle-
ri Resim 3’te görülmektedir. Çalışmamızda, kan 
izolatları ile diğer klinik izolatların slime üre-
timleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark görülmedi. (GSSB ile yapılan tüp tutunma 
deneyinde p=0.484, GTSB ile yapılan tüp tutun-
ma deneyinde p=1.00, χ2 test, p<0.05 istatistik-
sel olarak anlamlı kabul edildi).
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TARTIşMA

Candida enfeksiyonlarının patogenezinde virü-
lans faktörlerinin önemi büyüktür. Hücre dışı 
Sap ve fosfolipaz hidrolitik enzimlerinin bu 
virülans faktörlerinden olduğu gösterilmiştir(5). 
Candida’larda asit proteinaz varlığı ilk defa 
1965 yılında Staib tarafından saptanmış ve 3 yıl 
sonra Remold ve Fasold proteinaz enzimini saf-
laştırarak özelliklerini belirlemişlerdir(6,15). 
Fosfolipaz aktivitesi ilk kez 1968 yılında Costa 
ve ark.(7) tarafından gösterilmiş ve fosfolipaz B 
1995 yılında saflaştırılmıştır. Bu hidrolitik 
enzimler konak dokuya invazyon yoluyla pato-
jenitede etkili olurlar(5). Slime faktör üretimi 
özellikle koagülaz negatif stafilokok enfeksi-
yonlarında ayrıntılı biçimde incelenmiş ve mik-

Tablo 1. Candida parapsilosis suşlarının GSSB ve GTSB ile slime üretimi sonuçları.

Besiyeri GSSB
GTBS

Pozitif 
n (%)

13 (86.7)
12 (80)

Negatif 
n (%)

2 (13.3)
3 (20)

Kan

Pozitif 
n (%)

13 (100)
10 (76.9)

Negatif 
n (%)

0 (0)
3 (23.1)

Kan dışı örnekler

Pozitif 
n (%)

26 (92.8)
22 (78.5)

Negatif 
n (%)

2 (7.2)
6 (21.5)

Toplam 

GSSB: Glukozlu sıvı sabouraud besiyeri, GTSB: Glukozlu triptik soy broth besiyeri

Resim 3. Slime üretimi pozitif (sol) ve negatif (sağ) suşların tüp 
görünümleri.

roorganizmanın virülansını artırdığı saptanmış-
tır(16). Slime üretimi Candida’lar için de patoje-
nite faktörü olarak kabul edilmektedir. Slime 
faktör varlığında Candida’ların konak hücresi-
ne, protez ve kateter yüzeylerine tutunup daha 
kolay kolonizasyon ve enfeksiyonlara yol açtığı 
bildirilmektedir. Araştırmacılar C. parapsilosis 
fungemilerinin artışını, bu organizmanın slime 
oluşturma yeteneği ile açıklamaktadırlar(8).

Dağdeviren ve ark.(17), toplam 33 C. parapsilosis 
suşu ile BSA agar yöntemini kullanarak yaptık-
ları çalışmalarında, C. parapsilosis suşlarının 
14’ünün (%42.42) asit proteinaz ürettiğini ve bu 
izolatların 11’inin (%79) güçlü (++), 3’ünün 
(%21) orta düzey (+) Sap aktivitesi gösterdiğini 
belirlemişlerdir. On dokuz kan izolatının 5’i 
(%26.31) ve diğer klinik izolatların 9’u (%64.29) 
proteolitik aktivite göstermiştir. Bu iki grup ara-
sında fark istatistiksel olarak anlamlıdır. Kan 
dışı klinik izolatların tümü asit proteinaz aktivi-
tesine sahip iken, bu gruptaki 5 idrar izolatı en 
yüksek düzey (++) Sap aktivitesi göstermiştir. 
França ve ark.’nın (18) çal ışmasında,  34 
C. parapsilosis izolatının 31’i (%91.2) proteaz 
aktivitesi göstermiştir. Bu izolatların %38.2’si 
güçlü proteinaz aktivitesine (+++) sahiptir. Kan 
kültüründen izole edilen 7 C. parapsilosis suşu-
nun tamamının diğer klinik örneklerden (trakeal 
sekresyon, cilt ve tırnak) izole edilen suşlardan 
düşük olmakla birlikte, proteinaz aktivitesi gös-
terdiği belirlenmiştir. C. parapsilosis’in hem 
vulvovajinal hem de deri izolatlarının kan izolat-
larına göre daha yüksek in vitro sap aktivitesi 
sergilemesi bakımından Sap üretimi ve izolas-
yon yeri arasında ilişki belirlenmiştir. Bu nedenle, 
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Saps, lokalize invaziv hastalara (özellikle vaji-
nal enfeksiyonlarda) kıyasla kan dolaşımı enfek-
siyonlarının patogenezi için daha az önemli 
görünmektedir(2). İlginç bir veri olarak, Brezilya, 
Sao Paulo’da kandidürili hastalardan izole edi-
len C. parapsilosis suşlarının (n=4) hepsi prote-
olitik aktivite sergilemiştir(19). Mohan ve 
Ballal’ın(20) çalışmalarında da, kan kültürlerin-
den izole edilen 5 C. parapsilosis izolatının 
tümünde proteinaz aktivitesi belirlenmiştir. 
Gürcan ve ark.(21) kan kültürlerinden izole edilen 
farklı Candida türlerinde yaptıkları çalışmada, 
33 C. parapsilosis suşunun hiçbirinin fosfolipaz 
aktivitesi göstermediğini belirlerken, BSA içe-
ren katı besiyeri kullandıkları deneylerinde suş-
ların %85’inde proteolitik aktivite belirlemişler-
dir. Çalışmamızda, hem kan hem de kan dışı 
klinik izolatların tümünde Sap aktivitesi sapta-
nırken hiçbir izolatta fosfolipaz aktivitesi belir-
lenememiştir. Hem asit proteinaz hem de fosfo-
lipaz aktivitesi açısından kan izolatları ile diğer 
izolatlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark bulunmamıştır (Sap aktivitesi için p=1.00, 
χ2 test). Çalışmamızda yalnızca bir hastanın hem 
kan hem idrar sondası izolatı bulunmaktadır, 
diğer tüm izolatlar farklı hastalardan izole edil-
miştir. Bu hastanın aynı tarihte laboratuvara 
gönderilen kan izolatında (+), idrar sondası izo-
latında (++) Sap aktivitesi belirlenirken, slime 
üretimi iki farklı besiyerinin ikisinde de pozitif 
bulunmuştur. Literatürdeki tutarsız sonuçlar, 
çalışmalarda inokülum miktarı, inkübasyon süre-
si, substrat ve özellikle zon çapına atfedilen pozi-
tiflik derecesinin farklılık göstermesinden kay-
naklanıyor olabilir.  Ayrıca literatürdeki 
C. parapsilosis kompleks Sap aktivitesi çalışma-
ları genellikle az sayıda suşla yapılmıştır ve kan 
dışı klinik örnek tipleri değişkenlik göstermekte-
dir. Suş sayısının artırıldığı çalışmalar, bu türün 
Sap aktivitesini daha iyi açıklayacaktır.

Çalışmamızda suşların fosfolipaz aktivitesini 
ölçmek için yumurta sarılı besiyeri kullanılmış-
tır. Yumurta sarılı agara fosfolipit kaynağı olarak 

yumurta sarısı eklenmiştir. Yumurta sarılı besi-
yeri esasen fosfalipaz B aktivitesini ortaya çıkar-
maktadır. İbrahim ve ark.(22) yaptıkları bir çalış-
mada, hangi tip fosfolipazın tüm aktiviteye katkı 
sağladığını değerlendirmişler ve izolatların fos-
folipaz B aktivitesi ile toplam hücre dışı fosfali-
paz aktivitelerinin iyi korelasyon gösterdiğini 
saptamışlardır.

Klinik örneklerden izole edilen Candida türleri-
nin fosfolipaz aktivitesi yönünden büyük deği-
şiklikler gösterdiği saptanmıştır. Uzun bir dönem 
Candida türleri arasında, fosfolipaz üretiminin 
C. albicans’a özgü olduğu gibi bir izlenim edi-
nilmiştir. Samaranayake ve ark.(12), 41 Candida 
izolatının fosfolipaz üretimini yumurta sarılı 
agar yöntemi ile taramış ve test edilen C. albicans 
suşlarının %79’unun hücre dışı fosfalipaz üretti-
ğini, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis 
suşlarının ise bu aktiviteyi göstermediğini sapta-
mışlardır. Shimizu(23) ve Kantarcıoğlu(24), yumur-
ta sarılı besiyeri kullanarak yaptıkları çalışmala-
rında, C. parapsilosis suşlarında fosfolipaz akti-
vitesi saptamadıklarını belirtmişlerdir. Çalış-
mamızda da, C. parapsilosis kompleks suşların-
da fosfolipaz aktivitesi saptanmamıştır. Buna 
karşın, Barrett-Bee ve ark.(25) ise, RIA yönte-
miyle C. parapilosis suşlarının düşük oranda 
fosfalipaz aktivitesi gösterdiğini saptamışlardır. 
Ghannoum ve ark.(7), 51 izolatın test edildiği 
çalışmalarında, hem yumurta sarılı besiyeri hem 
de kolorimetrik yöntemler kullanılarak albicans 
dışı Candida türlerinin de hücre dışı fosfalipaz 
ürettiğini göstermişlerdir. Bu çalışmada, 
C. glabrata suşlarının %41’inin, C. parapsilosis 
suşlarının %51’inin, C. tropicalis suşlarının 
%70’inin, C. lusitaniae suşlarının %80’inin ve 
C. krusei suşlarının %100’ünün saptanabilir 
düzeyde fosfalipaz ürettikleri gösterilmiştir. 
Bununla birlikte araştırıcılar, albicans dışı 
Candida türlerinde saptanan fosfolipaz aktivite-
sinin C. albicans’a göre daha düşük düzeyde 
olduğunu vurgulamışlardır. C. parapsilosis pato-
genezinde fosfolipazların rolü daha az açıklana-
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bilmiştir. Bazı araştırmacılar, C. parapsilosis 
suşlarının %51’inde fosfolipaz aktivitesi bildi-
rirken ve bazıları fosfolipaz aktivitesi 
belirlememişlerdir(2). Ayrıca, bazı araştırmacılar 
sistemik ve yüzeysel izolatları karşılaştırırken 
yalnızca kan dolaşımı izolatlarında fosfolipaz 
aktivitesini tanımlarken(17), diğerleri yüzey-
sel C. parapsilosis izolatlarında sistemik izolat-
lardan çok daha yüksek aktiviteler açıklamakta-
dır(26). Brezilya’nın Sao Paulo kentinde kandi-
düri’ye neden olan dört C. parapsilosis suşundan 
yalnızca bir tanesi fosfolipaz aktivitesi 
sergilemiştir(19). Dolayısıyla bu aktivite bulguları 
çelişkilidir. Verilerdeki bu tür tutarsızlıklar, test 
edilen suşlar arasındaki biyolojik farklılıkların 
yanı sıra düşük suş sayılarının sonucu olabilir. 

İlk defa 1982’de Christensen tarafından 
Staphylococcus epidermidis için tanımlanan 
slime faktör; protein, hekzoaminler, nötral şeker-
ler, fosforlu bileşikler gibi birçok maddenin 
oluşturduğu karışık bir yapıdır(13). Candida’larda 
yapılan slime aktivitesi çalışmaları daha çok 
C. parapsilosis üzerine yoğunlaşmıştır. Farklı 
C. parapsilosis izolatlarının çeşitli dokularda 
hastalığa neden olma kapasiteleri, slime oluştur-
ma yeteneklerinden etkilenebilir. Brancini ve 
ark.(9), kan ve kataterden izole edilen 30 
C. parapsilosis izolatının 24’ünde (%80) slime 
üretimi belirlemişlerdir. İzolatların çoğu (%67) 
orta (2+, 3+ pozitif) ya da güçlü (4+) slime üre-
timi gösterirken, dört izolat (%13) zayıf (1+) 
pozitif bulunmuştur. Altı izolatta ise (%20) 
slime üretimi belirlenmemiştir. Bu çalışmada, 
slime testinin yinelenebilirliği >%95 olarak bil-
dirilmiştir. Özkan ve ark.(27), kan kültürlerinden 
izole edilen 19 C. parapsilosis suşunun tüp 
tutunma yöntemi ile %89.4’ünün slime pozitif 
olduğunu bildirmişlerdir. Kandan izole edilen 
Candida suşlarında slime aktivitesinin araştırıl-
dığı başka bir çalışmada tüp tutunma yöntemi 
kullanılarak 4 C. parapsilosis suşunun 2’si slime 
pozitif bulunmuştur(28). Yücesoy ve Karaman(29), 
tüp tutunma deneyi ile slime pozitifliğini 12 

C. parapsilosis izolatında %17 olarak belirle-
mişlerdir. Pfaller ve ark.(30) 60 C. parapsilosis 
izolatının 39’unda (%65) slime üretimi belirle-
mişlerdir. İzolatların 22’si (%37) orta veya güçlü 
slime pozitif, 17’si (%28) zayıf slime pozitifken; 
21 izolat (%35) slime üretimi negatif belirlen-
miştir. Testin yinelenebilirliğini %l00 olarak 
bildirillmiştir. Bu çalışmada, kan ve katater izo-
latlarının slime üretme yeteneği diğer izolatla-
rınkinden yüksek bulunmuştur. Aynı yöntemle 
yapılan başka bir çalışmada, kan kültürlerinden 
izole edilen 35 C. parapsilosis suşunun %86’sı 
slime pozitif bulunurken, diğer örneklerden izole 
edilen 17 C. parapsilosis suşunun %47’si slime 
pozitif bulunmuş, kan izolatları ile diğer izolat-
ların slime üretimleri arasında istatistiksel olarak 
anlamlı fark belirlenmiştir(31). İkinci bir çalışma-
da kan dolaşımı izolatlarının %59’unun ve deri 
izolatlarının %39’unun slime ürettiği 
belirlenmiştir(32). Buna karşın, başka bir araştır-
ma, kan izolatlarının yalnızca %21.8’inin slime 
oluşturabilecek özellikte olduğunu bulmuştur(33). 
Sonuçlardaki farklılık, slime üretimini değerlen-
dirmek için kullanılan koşullara ve çalışmadan 
önce suşun depolanma uzunluğuna ve yöntemi-
ne bağlı olabilir. Slime üretimi C. parapsilosis 
suşlarında yüksek oranlarda saptanmıştır. 
Çalışmamızda, GSSB kullandığımız tüp tutun-
ma deneyinde tüm izolatların %92.8’inde, GTSB 
kullandığımız tüp tutunma deneyinde ise tüm 
izolatların %78.5’inde slime oluşumu görülmüş-
tür. Çalışmamızda, GSSB ile yapılan tüp tutun-
ma deneyinde, kan izolatlarının %86.7’si pozitif, 
diğer izolatların ise %100’ü pozitif belirlenmiştir. 
GTSB ile yapılan tüp tutunma deneyinde, kan 
izolatlarının %80’i pozitif, diğer izolatların ise 
%76.9’u slime pozitif bulunmuştur. Çalışma-
mızda, kan izolatları ile diğer izolatların slime 
oluşturma oranları arasında istatistiksel olarak 
anlamlı bir fark görülmemiştir (GSSB ile yapılan 
tüp tutunma deneyinde p=0.484, GTSB ile yapı-
lan tüp tutunma deneyinde p=1.00, χ2 test, p<0.05 
istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.). Ancak 
dört suşta iki besiyeri ile farklı sonuçlar elde edil-
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miştir. Üç suş GSSB ile slime üretimi pozitif, 
GTSB ile negatif bulunurken, 1 suş GTSB ile 
slime üretimi pozitif, GSSB ile negatif bulunmuş-
tur. Slime üretiminin tesbitinde GSSB’nin daha 
iyi bir tercih olduğu görülmüştür.

Sonuç olarak, Candida parapsilosis kompleks 
izolatlarında Sap aktivitesi ve slime üretimi 
virülans faktörü olarak öne çıkmaktadır. 
Çalışmamızda kan ve kan dışı klinik izolatlar, 
Sap aktivitesi ve slime üretimi bakımından fark-
lılık göstermemiştir. Fosfolipaz aktivitesinin tes-
biti için yumurta sarılı agarın hazırlanmasında 
değişiklikler yapılmasının yarar sağlayacağı 
düşünülmektedir.
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Trichosporon Türlerinin Tanımlanmasında Matriks Aracılı 
Lazer Dezorpsiyon İyonizasyon-Uçuş Zamanlı-Kütle 
Spektrometresi (MALDI-TOF MS) Sisteminin API ID 32C ve 
VITEK 2 ile Karşılaştırılması§

ÖZ

Amaç: Trichosporon türleri doğada geniş dağılım gösterir; 
insanlarda ise deri ve mukozada kolonize olabilen maya-
lardır. Trichosporon türlerinin neden olduğu invaziv enfek-
siyonlar yaygın olmamakla birlikte, bağışıklık sistemi bas-
kılanmış hastalarda sıklıkla fatal seyirlidir. Trichosporon 
türlerinin doğru identifikasyonu zor olmasına karşın uygun 
tedavi yaklaşımları açısından önemlidir. Fenotipik ve 
genotipik yöntemlere alternatif olarak Matriks aracılı lazer 
dezorpsiyon iyonizasyon-uçuş zamanlı-kütle spektrometresi 
(MALDI-TOF MS) hızlı ve doğru bir identifikasyon yönte-
mi olarak gündeme gelmektedir. Bu araştırmada, çeşitli 
klinik örneklerden izole edilen Trichosporon cinsi mayala-
rın MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) 
ile tür düzeyinde tanımlanması ve bu sonuçların rutin mik-
robiyoloji laboratuvarlarında mayaların identifikasyonun-
da sıkça kullanılan API ID 32C (bioMérieux, Marcy 
I’Etoile, Fransa) ve VITEK 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile, 
Fransa) sistemleri ile karşılaştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Yoğun bakım hastalarından izole edilen 
ve konvansiyonel yöntemlerle cins düzeyinde tanımlanan 
toplam 45 Trichosporon suşu, MALDI-TOF MS, API ID 
32C kiti ve VITEK 2 otomatize sistemi ile tanımlanmış ve 
sonuçlar karşılaştırılmıştır.

Bulgular: Her üç sistem ile yapılan tanımlama tüm izolatlar 
için %100 uyumlu bulunmuştur. İzolatların 44 (%97.8)’ü 
T. asahii, biri (%2.2) ise T. mucoides olarak tanımlanmıştır. 

Sonuç: Buna göre MALDI-TOF MS yöntemi invazif enfek-
siyonlarda en sık rastlanan Trichosporon türü olan 
T. asahii’nin tanımlanmasında API ID 32C ve VITEK 2 ile 
aynı doğrulukta ancak daha hızlı ve kolay uygulanabilen 
bir yöntemdir, ayrıca düşük maliyetli olması bir alternatif 
oluşturmaktadır.

Anahtar kelimeler: Trichosporon, identifikasyon, MALDİ 
TOF MS

ABSTRACT

Comparision of Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-
time of Flight (MALDI-TOF MS) with API ID 32C and 
VITEK 2 For the Identification of Trichosporon Species

Objective: Trichosporon species have a widespread 
distribution in the nature and human skin and mucosa can 
be colonized with Trichosporon species. Invasive infections 
caused by Trichosporon species are uncommon but 
frequently fatal in immunosuppressive patients. Correct 
identification of Trichosporon species is challenging but 
important for appropriate treatment approches. As an 
alternative to phenotypic and genome-based identification 
techniques, Matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) is 
emerging as a rapid and accurate identification method. In 
this study we aimed to evaluate MALDI-TOF MS (Bruker 
Daltonics, Bremen, Germany) for the identification of 
Trichosporon species and compare it with frequently used 
API ID 32C (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) and 
VITEK 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France).

Material and Methods: A total of 45 Trichosporon strains 
that were isolated from intensive care unit patients and 
identified by conventional methods at the genus leve, were 
identified by MALDI TOF MS, API ID 32C and VITEK 2 
and the results were compared.

Results: All systems yielded fully (100 %) concordant results 
for all of the isolates. Forty-four (97.8%) of the 45 isolates 
were identified as T. asahii and one (2.2%) as T. mucoides.

Conclusion: The MALDI TOF MS method was found to be 
an easily applicable alternative tool for identifying T. 
asahii strain of Trichosporon spp. with the comparable 
diagnostic accuracy as API ID 32 C, and VITEK 2 but with 
low costs, and faster yield.

Keywords: Trichosporon, identification, MALDI TOF MS
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GİRİŞ

İnvazif mantar enfeksiyonları, hematolojik 
maligniteli ve derin nötropenik hastalar başta 
olmak üzere, bağışıklık sistemi baskılanmış kişi-
lerde morbidite ve mortalitenin önemli nedenleri 
arasındadır. Bu hastalarda görülen mantar enfek-
siyonlarından sıklıkla Candida ve Aspergillus 
türleri sorumlu olsa da, günümüzde Candida 
cinsi mayalarla benzer klinik tablolara yol açan, 
fakat tedavi seçenekleri daha sınırlı olan ender 
görülen diğer maya mantarlarının insidansları 
dikkat çekici şekilde artmaktadır(1,2).

Trichosporon türleri doğada geniş bir dağılıma 
sahip olup, toprak, su ve bitkiler üzerinde bulu-
nabilen ve insanlarda deriyi ve mukozaları kolo-
nize edebilen mayalardır. Önceleri yüzeyel 
enfeksiyon etkeni olarak bilinen bu mikroorga-
nizmalar, günümüzde invazif enfeksiyonlardan 
giderek artan sıklıkta izole edilmektedir. 
Trichosporon cinsi mayalarla meydana gelen 
sistemik enfeksiyonların neredeyse tümü 
Trichosporon asahii, Trichosporon asteroides, 
Trichosporon cutaneum, Trichosporon inkin, 
Trichosporon mucoides ve Trichosporon ovoides 
türleri ile oluşmaktadır(3).

Klinik örneklerden izole edilen Trichosporon 
cinsi mayaların identifikasyonunda zorluklar 
yaşanmakla birlikte, antifungal duyarlılık profili 
nedeniyle hastaların uygun tedaviye yönlendiri-
lebilmeleri için bu mayaların doğru ve hızlı bir 
şekilde tanımlanması önem taşımaktadır(4). Bu 
mantarlar rutin klinik laboratuvarlarda konvan-
siyonel olarak makroskobik, mikroskobik ve 
bazı biyokimyasal özelliklerine göre cins düze-
yinde tanımlanabilmektedir(3,5). Trichosporon 
türlerinin identifikasyonunda API ID 32C 
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa), API 20C 
AUX (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) ve 
RapID Yeast Plus (Innovative Diagnostic 
Systems, Norcross, GA, ABD) gibi asimilasyon 
temelli hazır ticari kitler ile VITEK 2 (bioMérieux, 

Marcy I’Etoile, Fransa) gibi otomatize sistemle-
ri kullanılabilmekle birlikte, bu yöntemlerin 
veritabanlarında sınırlı sayıda Trichosporon 
türünün yer alması kısıtlayıcı bir faktör olarak 
karşımıza çıkmaktadır(6). Mayaların tanımlan-
masında çeşitli moleküler yöntemler de kullanı-
labilmekle birlikte, bu yöntemler her rutin labo-
ratuvar için ekonomik açıdan uygun değildir(4).

Son yıllardaki gelişmelerle çeşitli patojenlerin 
kütle spektrometre temelli tekniklerle tanımlan-
ması, mikrobiyoloji laboratuvarında identifikas-
yonda kullanılabilecek yeni bir seçenek sun-
maktadır. Mikroorganizmaların spesifik protein 
yapılarının iyonize olarak uçuş zamanına göre 
protein parmak izinin oluşturulması prensibine 
dayanan matriks aracılı lazer dezorpsiyon 
iyonizasyon-uçuş zamanlı-kütle spektrometresi 
(MALDI-TOF MS) yöntemi ile patojen mikro-
organizmalar hızlı bir şekilde tanımlanabilmek-
tedir. Bu yöntemde mikroorganizmaların protein 
parmak izleri, sistemin veritabanındaki referans-
larla karşılaştırılmaktadır(4). 

Günümüzde Bruker Biotyper (Bruker Daltonics, 
Bremen, Almanya), Saramis (bioMérieux, Marcy 
I’Etoile, Fransa), VITEK MS (bioMérieux, 
Marcy I’Etoile, Fransa) ve Andromas (Andromas, 
Paris, Fransa) olmak üzere ticari olarak dört 
farklı sistem bulunmaktadır(7). 

Bu araştırmada, çeşitli klinik örneklerden izole 
edilen Trichosporon cinsi mayaların MALDI-
TOF MS yöntemi ile tür düzeyinde tanımlanma-
sı ve bu sonuçların rutin mikrobiyoloji laboratu-
varlarında mayaların identifikasyonunda sıkça 
kullanılan API ID 32C (bioMérieux, Marcy 
I’Etoile, Fransa) ve VITEK 2 (bioMérieux, 
Marcy I’Etoile, Fransa) sistemleri ile karşılaştı-
rılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, Mayıs 2014-Haziran 2015 tarihleri 
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arasında, 26-95 yaş aralığındaki, yoğun bakım 
ünitelerinde tedavi gören 45 hastanın klinik 
örneklerinden (43’ü idrar ve ikisi kan) izole edi-
len 45 maya suşu dâhil edilmiştir. İdrar örnekle-
ri rutin prosedür olarak üriner sistem patojenle-
rinin izolasyonunda kullanılan kromojenik agara 
(RTA, Türkiye) ekilmiştir. Kan örnekleri ise 
BACTEC 9120 (Becton-Dickinson, Sparks, 
MD, ABD) otomatize kültür sisteminde inkübe 
edilerek, pozitif sinyal veren şişelerden Gram 
boyama yapılarak, %5 koyun kanlı agar (RTA, 
Türkiye), çikolata agara (RTA, Türkiye) ve 
Sabouraud dekstroz agara (SDA) (RTA, Türkiye) 
ekim yapılmıştır. Maya suşlarının konvansiyo-
nel olarak tanımlanmasında %1 Tween 80 ilave 
edilmiş mısır unlu jelozda 25°C’de 72 saatte 
mikroskobik morfolojisi, üre agarda üreaz enzi-
mi varlığı incelenmiştir. Üreaz testinde negatif 
kontrol olarak Escherichia coli ATCC 25922, 
pozitif kontrol olarak Proteus mirabilis ATCC 
12453 kullanılmıştır(5).

Suşlar, VITEK 2 YST Compact Otomatize 
Sistem maya tanımlama kartı (bioMérieux, 
Marcy I’Etoile, Fransa) ve API ID 32C maya 
tanımlama kiti (bioMérieux, Marcy I’Etoile, 
Fransa) ile üretici firma önerileri doğrultusunda 
çalışılarak tanımlama yapılmıştır(6). 

MALDI-TOF MS Sistemi: Bu işlem için tüm 
izolatların SDA’daki 24 saatlik taze pasajları 
kullanılmıştır. Mayalardan protein ekstraksiyo-
nu işlemi üretici firmanın önerileri doğrultusun-
da etanol formik asit yöntemi ile gerçekleştiril-
miştir. Ekstraksiyon sonrası oluşan süpernatant 
kısmından 1 μl alınarak MALDI plağı üzerinde-
ki iki ayrı noktaya konulmuştur. Bu noktalardaki 
sıvı kuruduktan hemen sonra örneğe 1 μl mat-
riks solüsyonu (α-cyano-4-hydroxycinnamic 
acid) ilave edilmiş ve yine kuruması beklenmiş-
tir. Ardından plak MALDI-TOF MS (Bruker 
Daltonics, Almanya) cihazına konularak Flex 
Analysis bilgisayar programı ile kütle spektro-
metreleri elde edilmiştir. Elde edilen protein 

profilleri Bruker BioTyper v3.1 (Bruker 
Daltonics, Almanya) yazılımı ve rutin veri taba-
nı kullanılarak incelenmiş ve maya suşları tanım-
lanmıştır. Elde edilen skor değerleri 2,0’ın üze-
rinde ise sonuç tür düzeyinde anlamlı ve 1,7-2,0 
arasında ise cins düzeyinde güvenilir olarak 
belirlenmiştir. Bu değerlerin 1,7’nin altında 
olması ise güvenilir olmayan identifikasyon ola-
rak kabul edilmiştir(6).

BULGULAR

Çalışmada incelenen 45 maya izolatının tümü-
nün SDA’da 37°C’de 24-48 saatte ürediği, %1 
Tween 80 ilaveli mısır unlu jelozda hif, blastos-
por ve artrospor oluşturduğu ve hepsinin üreaz 
testinin pozitif olduğu belirlenmiştir. Bu sonuç-
lara göre tüm suşlar Trichosporon cinsi olarak 
tanımlanmıştır. 

Mayaların tanımlanmasında kullanılan VITEK 
2, API ID 32C ve MALDI-TOF MS sistemleri-
nin her üçü ile %100 uyumlu olarak suşların 44 
(%97.8)’ü T. asahii, 1’i (%2.2) ise T. mucoides 
olarak tanımlanmıştır. VITEK 2 ve API ID 32C 
ile elde edilen identifikasyon sonuçlarının geçer-
lilik değeri %99’un üzerinde olmuştur. Bruker 
MALDI-TOF MS ile tanımlanan tüm mikroor-
ganizmaların skor değerleri 2.0’ın üzerinde ola-
rak saptandığından, bu sonuçlar tür düzeyinde 
anlamlı olarak kabul edilmiştir. İdentifikasyon 
API ID 32C ile 48 saatte, VITEK 2 ile 24 saatte 
ve MALDI-TOF MS ile 25-30 dakikada gerçek-
leştirilmiştir. 

TARTIŞMA

Trichosporon cinsi mayalar günümüzde yaşamı 
tehdit eden fırsatçı patojenler olarak karşımıza 
çıkmakta, özellikle hematolojik maligniteli ve 
bağışıklığı baskılanmış hastalarda sıklığı gide-
rek artan oranlarda invazif enfeksiyonlara neden 
olmaktadır. Bu cinse ait mayaların hızlı ve güve-
nilir bir şekilde tanımlanması hastaların uygun 
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tedaviye başlayabilmesi ve enfeksiyon kontrol 
önlemlerinin efektif olarak uygulanabilmesi açı-
sından oldukça önemlidir(8). Trichosporon cinsi 
mayaların tanımlanmasında kullanılan konvan-
siyonel yöntemler zaman alıcıdır ve tür düzeyin-
de identifikasyon için yetersizdir. Bu mayalar 
moleküler yöntemler ile tür düzeyinde güvenilir 
bir şekilde tanımlanabilmekle birlikte, pahalı, 
zaman alıcı deneyim gerektirmelerinden dolayı 
her laboratuvarda uygulanamamaktadır. Bu 
nedenle çoğu klinik mikrobiyoloji laboratuvarı 
mayaların tanımlanması için API ID 32C 
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa), VITEK 2 
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa), Phoenix 
100 (Becton-Dickinson, Sparks, MD, ABD) gibi 
hızlı ticari tanımlama sistemleri kullanmaktadır(4).

Guo ve ark.’nın(9) altı farklı Trichosporon türün-
den oluşan 45 klinik izolatı dâhil ettikleri çalış-
malarında, moleküler yöntem referans alındığın-
da VITEK 2 Compact YST sistemi ile 36 
T. asahii izolatının %75’i doğru tanımlanırken, 
yedi suş tanımlanamamış ve iki suş da yanlış 
tanımlanmıştır. Veri tabanında bulunmayan tür-
lerden oluşan dokuz izolatın beşi tanımlanamaz-
ken, iki suş Cryptococcus laurentii, iki suş da 
T. asahii olarak yanlış tanımlanmıştır.

Mayaların tanımlanmasında kullanılan API ID 
32C, AuxaColor ve VITEK 2 ticari testlerinin 
değerlendirildiği bir metaanaliz çalışmasında, 
26 literatür incelenmiş, sonuçlara göre VITEK 
2 sistemi ile 61 T. asahii suşunun %85’inin, 
21 T. mucoides suşunun tamamının; API ID 
32C sistemi ile ise 11 Trichosporon beigelii 
suşunun %90’ının doğru tanımlandığı 
belirtilmiştir(10).

Son dönemlerde MALDI-TOF MS, rutin mikro-
biyoloji laboratuvarında mikroorganizmaların 
tanımlanmasında güvenilir sonuç vermesi, hızlı 
ve kolay uygulanması ve maliyetinin düşük 
olması nedeniyle umut veren bir sistem olarak 
ortaya çıkmıştır(7). 

Chao ve ark.(1) sekizi Trichosporon cinsi içinde 
bulunan toplam 200 maya suşunun tanımlanma-
sında iki MALDI-TOF MS sisteminin (Bruker 
Biotyper ve VITEK MS) sonuçlarını DNA 
sekans analizi, Phoenix 100 ve VITEK 2 sistem-
lerinden elde edilen sonuçlarla karşılaştırmışlar-
dır. Trichosporon cinsinde yer alan altı T. asahii, 
bir T. mucoides ve bir Trichosporon insectorum’dan 
oluşan sekiz suşun MALDI-TOF MS sistemleri 
ile tanımlanmasında, Bruker Biotyper ile altısı 
(%75), VITEK MS ile beşi (%62.5) doğru ola-
rak tanımlanmıştır. Bruker Biotyper sistemi 
T. asahii suşlarından birini tanımlayamamış, 
T. insectorum suşunu ise C. albicans olarak 
tanımlamıştır. VITEK MS ise T. asahii suşlarından 
birini T. asteroides olarak, T. mucoides suşunu ise 
Geotrichum klebahnii olarak tanımlamıştır. 

Durán-Valle ve ark.(11) üçü T. mucoides olan 175 
maya suşunun taımlanmasında VITEK MS ile 
API ID 32C’yi karşılaştırdıkları çalışmalarında, 
VITEK MS’in API ID 32C’den daha güvenilir 
olduğu ve yalnızca birkaç dakika içerisinde 
sonuç alınabildiğini belirtmişlerdir. Her üç 
T. mucoides suşu VITEK MS ile doğru olarak 
tanımlanmıştır. 

Dhiman ve ark.(2) üçer T. asahii ve T. mucoides 
suşu dâhil olmak üzere toplam 261 maya suşunu 
inceledikleri çalışmalarında, Trichosporon türle-
rinin tamamını Bruker MALDI-TOF MS sistemi 
ile doğru olarak tanımlamışlardır.

Almeida Junior ve ark.(12) 16’sı Trichosporon 
türü ve 71’i T. asahii olan toplam 93 maya suşu-
nu Bruker Biotyper sistemi ile tanımlamış, 
sonuçları IGS1 (intergenic spacer 1) geni sekans 
analizi verileri ile karşılaştırmışlardır. Bruker 
Biotyper 3.0 veritabanı ile suşların cins düzeyin-
de %85.1’ini ve tür düzeyinde ise yalnızca 
%31.3’ünü doğru olarak tanımlamışlardır. 
Trichosporon dermatis suşlarının tamamı, bu tür 
veritabanında bulunmadığı için T. mucoides ola-
rak tanımlanırken, 21 adet T. asahii suşunun 11’i 
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(%52.4) T. cutaneum olarak identifiye edilmiştir. 
Araştırmacılar bu veritabanının geliştirilmeye 
gereksinimi olduğu sonucuna varmışlardır. 

Trichosporon cinsi için en kapsamlı araştırmayı 
yapan Kolecka ve ark.(4) 14 farklı Trichosporon 
türüne ait toplam 45 kültür koleksiyonu suşunun 
41’ini (%91.1) ve klinik örneklerden izole edil-
miş, 10 farklı Trichosporon türüne ait toplam 
102 suşun 101’ini (%99.0) Bruker MALDI-TOF 
MS sistemi ile doğru olarak tanımlamışlardır. 
Bu çalışmada, ilk olarak 2009 yılında tanımla-
nan bir tür olan Trichosporon mycotoxinivorans’ın 
da doğru olarak tanımlandığı bildirilmiştir. 
Bununla birlikte, yazarlar, birbirine çok yakın 
türler olan T. inkin/T. ovoides, Trichosporon 
japonicum/T. asteroides ve T. dermatis/T. mucoides’in 
doğru tanımlanamadığını vurgulamışlardır.

Bu çalışmada ise, MALDI-TOF MS sistemi olan 
Bruker Biotyper ile 45 suşun 44’ü (%97.8) 
T. asahii, biri (%2.2) ise T. mucoides olarak 
tanımlanmıştır. Bu sonuçların, API ID 32C ve 
VITEK 2 ile elde edilen sonuçlarla %100 uyum-
lu olduğu görülmüştür.

Mayaların MALDI-TOF MS ile identifikasyonu 
öncesinde yaklaşık 25 dakika süren bir ekstrak-
siyon aşaması gerçekleştirilmesi gerekli olmakla 
birlikte, bazı araştırmacılar buna alternatif olan 
ve daha kısa süren yöntemler geliştirdiklerini 
bildirmişlerdir(13-19). 

Trichosporon asahii Türkiye dâhil birçok ülkede 
en sık izole edilen Trichosporon türüdür(20-23). Bu 
türün birçok antifungale karşı yüksek MİK 
değerlerine sahip olması özellikle daha sık izole 
edildiği immunsupresif ve yenidoğan hasta gru-
bunda sorun oluşturmaktadır(20). Ülkemizde 
yapılan bir çalışmada, bu türün amfoterisin B, 
flukonazol ve 5-flusitozine düşük duyarlı oldu-
ğu ve vorikonazolün en aktif antifungal olduğu 
belirtilmiştir(23). Mantar tedavisinde sıklıkla kul-
lanılan bu antifungallere karşı duyarlılığının 

düşük olması, bu türün hızlı ve doğru olarak 
tanımlanmasının tedaviyi yönlendirmede önem 
taşıdığını göstermektedir(21-23).

MALDI-TOF MS, laboratuvarlarda kullanılan 
API ID 32C ve VITEK 2’ye göre daha hızlı, 
aynı gün içinde sonuç alınabilen bir sistemdir. 
Cihaz ve bilgisayar yazılımı için başlangıçta 
yüksek bir fiyat ödense de, sarf malzeme ve 
reaktif gereksinimi ihmal edilebilecek düzeyde-
dir. Ayrıca aynı cihazla Gram pozitif ve Gram 
negatif bakteriler, Nocardia ve Actinomycetes 
spp. ve mikobakteriler gibi birçok mikroorga-
nizma tanımlanabilmektedir(2,13,24). 

Bu çalışmanın bazı eksik yönleri bulunmaktadır. 
Çalışmamızda, bir tek T. mucoides suşunun hari-
cinde T. asahii dışındaki türler yer almadığın-
dan, diğer Trichosporon türlerinde MALDI-TOF 
MS ile diğer iki sistemin uyumu değerlendirile-
memiştir. Yine, incelenen 45 suşun kullanılan 
yöntemlerle elde edilen tür tanımları moleküler 
yöntemlerle doğrulanamamıştır. Bu çalışma izo-
lat sayısı yönünden yurdumuzda ve dünyada 
yapılmış olan az sayıdaki çalışmadan biridir. 

Sonuç olarak, MALDI-TOF MS yöntemi 
T. asahii’nin tanımlanmasında VITEK 2 ve API 
ID 32C ile %100 oranında uyumlu olan, hızlı 
sonuç alınan, düşük maliyetli bir yöntem olarak 
karşımıza çıkmaktadır. Diğer türlerin bu konuda 
değerlendirilebilmesi için ek çalışmalara gerek-
sinim vardır. 
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Kinolon Dirençli Escherichia coli ve Klebsiella spp. 
İzolatlarında Direnç Sağlayan Gen Mutasyonlarının ve 
Direnç Genlerinin Araştırılması

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada, bölgemizdeki Escherichia coli ve 
Klebsiella spp. izolatlarında kinolon direnç sıklığının belir-
lenmesi, bu izolatlarda sık görülen kinolon direnç mekaniz-
malarının varlığının araştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Şubat-Ağustos 2009 tarihleri arasında 
izole edilen nalidiksik asite dirençli/orta duyarlı bulunan 
265 Escherichia coli, 33 Klebsiella pneumoniae ve 2 
Klebsiella oxytoca izolatında qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib, 
gyrA ve parC gen bölgelerinin araştırılması polimeraz 
zincir reaksiyonu yöntemiyle yapılmıştır. gyrA ve parC gen 
bölgelerindeki mutasyonların saptanması için dizi analizi 
yapılmıştır.

Bulgular: Nalidiksik asit direnci E. coli için % 52, 
Klebsiella spp. için % 27.5 olarak belirlenmiştir. Nalidiksik 
aside dirençli izolatlarda beta-laktam, aminoglikozit, 
trimetoprim-sülfometoksazole direncinin ve GSBL üretimi-
nin anlamlı olarak daha yüksek olduğu belirlenmiştir. gyrA 
için kinolon direncini tanımlayan bölgede (Ala67-Gln106) 
çift mutasyon olduğu, bunların Ser83Leu ve bir izolat 
dışında Asp87Asn, tek izolatta ise Asp87Tyr şeklinde oldu-
ğu belirlenmiştir. parC için dizileme yapılan izolatların 
hepsinde Ser80Ile değişimi olduğu gözlenmiş, izolatların 
32’sinde (% 40,3) ilave bir mutasyon bulunduğu ve bunla-
rın 26 izolatta Glu84Val, 4 izolatta Glu84Gly, 2 izolatta ise 
Glu84Ala olduğu belirlenmiştir. E. coli izolatlarının 
99’unda (% 37,4), K. pneumoniae izolatlarının dördünde 
(% 12,1) aac(6’)-Ib geni belirlenmiştir. İncelenen izolatlar-
da qnr geni bulunmamıştır.

Sonuç: İzolatlarımızda kinolon direnci ve GSBL üretimi 
yüksek bulunmuştur. Kinolon dirençli izolatlarımızda gyrA 
ve parC bölgelerinde üç ve daha fazla mutasyonun bulun-
duğu ilave olarak aac(6’)-Ib’nin belirgin olarak direnç 
mekanizmasına eşlik ettiği belirlenmiştir. İzolatlarımızda 
qnr belirlenmemiştir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Klebsiella spp., 
kinolon direnci, qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib, gyrA 
mutasyonu, parC mutasyonu

ABSTRACT

The Evaluation of Resistance Genes and Gene Mutations 
in Quinolone Resistant Escherichia coli and Klebsiella 
spp. Isolates

Objective: The aims of this study are to detect the quinolone 
resistance rates among Escherichia coli and Klebsiella 
pneumoniae spp. isolates in our region and to investigate 
the most common quinolone resistance mechanisms.

Material and Methods:  The presence of qnrA, qnrB, qnrS, 
aac(6’)-Ib, gyrA and parC genes were investigated by 
polymerase chain reaction method in 265 Escherichia coli, 
33 Klebsiella pneumoniae and two Klebsiella oxytoca 
strains which were isolated between February–August 
2009, and found to be non/intermediate susceptible to 
nalidixic acid . Sequence analysis was used for detection of 
gyrA and parC mutations.

Results: Resistance to nalidixic acid was determined as 52% 
for E. coli and 27.5% for Klebsiella spp. Beta-lactam, 
aminoglycoside, trimethoprim-sulfamethoxazole resistance 
and ESBL-production rates were significantly higher among 
nalidixic acid resistant isolates. Double mutations were 
detected in gyrA quinolone resistance defining region 
(Ala67-Gln106); the first one being Ser83Leu in all isolates 
and the other being Asp87Tyr in one isolate and Asp87Asn 
in other isolates. Ser80Ile alteration was observed among all 
isolates sequenced  for parC mutations; while 32 (40.3%) of 
the isolates had an additional mutation, as Glu84Val, 
Glu84Gly and Glu84Ala in 26, four and two, respectively. 
The aac(6’)-Ib gene was detected in 99 (37.4%) of E. coli 
and four (12.1%) of K. pneumoniae isolates. The qnr gene 
was not detected in any of the tested isolates.

Conclusion: The quinolone resistance rates and accompanying 
ESBL-production was high among the isolates in our region. 
We have detected three or more mutations in gyrA and parC 
regions in quinolone resistant isolates, and additional aac(6’)-
Ib gene in a significant number of isolates. The qnr gene was 
not detected in any of the tested isolates.

Keywords: Escherichia coli and Klebsiella spp., quinolone 
resistance, qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib, gyrA mutation, 
parC mutation
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GİRİŞ

Kinolon grubu antibiyotiklere yaygın olarak 
kullanılmaları nedeniyle hastane kaynaklı izo-
latların yanı sıra toplum kaynaklı izolatlarda 
da direnç oranlarında belirgin artış gözlen-
mekte, ülkemiz için ampirik tedavide güveni-
lirliklerini yitirmek üzere oldukları 
bildirilmektedir(1). Kinolon grubu antibiyotik-
lere karşı direnç doğal ve kazanılmış olabil-
mektedir. Doğal direnç endojen “çoklu ilaç 
atım pompalarının” üretimi ile tanımlanmıştır. 
Kazanılmış direnç ilacın hedefi olan bakteri 
enzimlerinde (DNA giraz ve DNA topoizome-
raz IV) kromozomal mutasyonlar, çoklu ilaç 
atım pompalarının aşırı üretimini aktive eden 
mutasyonlar, ilaca geçirgenlik azalması veya 
plazmid aktarımlı olarak gerçekleşmektedir(2). 
Topoizomeraz II’yi kinolon inhibisyonundan 
koruyan Qnr, genel aminoglikozid asetiltrans-
feraz enziminin bir varyantı olan aac(6’)-Ib-cr 
ve kinolon pompa proteinleri olan QepA ve 
OqxAB plazmid aracılı dirençte rol oynadığı 
düşünülen proteinlerdir(3-5). Kinolon direnci-
nin aktarımında rol oynayan plazmidin aynı 
zamanda genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz 
(GSBL), kloramfenikol asetiltransferaz ve 
bazı dezenfektan direnç genlerinin aktarımını 
da yaptığı bildirilmiştir(3).

Escherichia coli ve Klebsiella spp. başta idrar 
yolu enfeksiyonları olmak üzere en sık rastla-
nan enfeksiyon etkenlerinin başında gelmek-
tedir(6). Bu özellikleri ve özellikle toplum 
kökenli idrar yolu enfeksiyonlarında kinolon 
grubu antibiyotiklerin ampirik olarak yaygın 
kullanımı nedeni ile bu bakteriler için kinolon 
grubuna karşı yüksek direnç oranları bildiril-
mektedir(1). Bu çalışmada, hastanemize başvu-
ran hastalardan etken olarak izole edilen E. coli 
ve Klebsiella spp. izolatlarında en sık rastlanan 
kinolon direnç mekanizmalarının araştırılması 
amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

İzolatların tanımlanması ve antibiyotik 
duyarlılık testleri

Şubat-Ağustos 2009 tarihleri arasında çeşitli 
klinik örneklerden (idrar, kan, yara ve yumuşak 
doku, solunum yolu, steril vücut sıvısı, vb.) 
elde edilen 628 izolatta (508 E. coli ve 120 
Klebsiella spp.) kinolon direnci araştırıldı. 
Bakteri tanımlamaları geleneksel biyokimyasal 
testlerle (üç şekerli demirli besiyeri, Simmon’un 
sitratlı besiyeri, üre ve Motilite-indol-lizin 
besiyerinde biyokimyasal reaksiyonlar, indol 
pozitifliği ve hareket değerlendirmesi) yapıldı. 
İzolatlarda kinolon direnci taraması nalidiksik 
asit antibiyotik diski (Oxoid) ile yapıldı(7). 
Kalite kontrol suşu olarak E. coli ATCC 25922 
suşu kullanıldı. Nalidiksik aside dirençli olan 
izolatlar için nalidiksik asit (Sigma-Aldrich, 
Almanya) ve siprofloksasin (Sigma-Aldrich, 
Almanya) için minimum inhibitör konsantras-
yon (MİK) agar dilüsyon yöntemiyle belir-
lendi(8). İzolatların diğer antibiyotikler (ampisi-
lin, amoksisilin-klavulanik asit, sefalotin, 
sefoksitin, sefotaksim, seftriakson, sefepim, 
imipenem, meropenem, amikasini gentamisin, 
tobramisim, trimetoprim-sulfame-toksazol) için 
antimikrobiyal duyarlılık testi disk difüzyon 
yöntemi ile yapıldı(7). İzolatlarda genişlemiş 
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) üretimi çift 
disk sinerji yöntemiyle belirlendi(9).

İzolatlarda kinolon direnci sağlayan gen mutas-
yonlarının ve direnç genlerinin gösterilmesi

İzolatlardan DNA eldesi ticari izolasyon kiti 
(EZ-10 Spin Column Genomic DNA MiniPreps 
Kit, Bio Basic, Kanada) kullanılarak yapıldı. 
qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib, gyrA, parC gen 
bölgelerinin çoğaltılması için Tablo 1’de belirti-
len primerler kullanıldı. aac(6’)-Ib geni belirle-
nen izolatlarda aac(6’)-Ib-cr varyantları BtsCI 
restriksiyon enzimi ile araştırıldı(10).
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) için 1X PZR 
tamponu (200µM dNTP, 1.25mM MgCl2, 100 
µg/ml sığır serum albümini) kullanıldı (pH 8.4). 
Her reaksiyon için 20 pmol/µl primer, 2.5U Taq 
DNA polimeraz (Bioron, İngiltere), 5 µl DNA 
konularak son reaksiyon hacmi 50 µl olacak 
şekilde steril distile su ile tamamlandı(11).

Amplifikasyon için Gene Amp PCR System 
9700 Termal Cycler ve görüntüleme için Gel 
Doc UV görüntüleme sistemi (BioRad, İtalya), 
belirleyici (marker) olarak 100-bç’lik DNA 
Ladder (Sigma, Almanya) kullanıldı.

Nükleik asit dizileme

Kinolon dirençli izolatlar arasından rastgele 
seçilen 57 izolat için kinolon direncini tanımla-
yan bölge dizisi (gyrA ve parC) Türkiye Bilimsel 
ve Teknolojik Araştırma Kurumu Marmara 
Araştırma Merkezi, Gen Mühendisliği ve 
Biyoteknoloji Enstitüsü’nde (TÜBİTAK MAM 
GMBE) yapıldı. PZR ürünlerinin tamamı agaroz 
jelde yürütüldükten sonra, agaroz jel DNA eks-
traksiyon kiti (Roche, Katalog No. 11696505001) 
kullanılarak agaroz jelden saflaştırıldı. Saflaştı-
rılan DNA örneklerinin dizi analizi, ilgili genle-
re özgü primerler kullanılarak gerçekleştirildi. 
Beckman Coulter Dye Terminator Cycle 
Sequencing Kit (DTCS) kullanılarak kurulan 
dizi reaksiyonlarında özgün “forward” veya 
“reverse” primerler 3.2 pmol ve kalıp PZR ürün-
leri 50 fmol konsantrasyonlarda kullanıldı. Dizi 
analizi başarılı olan tüm örneklere ait sonuçlar 
“fasta” ve “scf” olmak üzere iki farklı formatta 

elektronik olarak kaydedilerek tarafımıza gön-
derildi. Elde edilen protein dizileri, National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) 
web sayfasında bulunan protein BLAST progra-
mıyla gen bankasındaki protein dizileriyle 
karşılaştırıldı(15).

İstatistiksel analiz

İstatistiksel değerlendirme SPSS (Versiyon 13.0) 
programı kullanılarak yapıldı. Tanımlayıcı ista-
tistikler sayı ve yüzde olarak belirtildi. Kategorik 
yapıdaki değişkenler bakımından gruplar arası 
farklılıklar ki-kare testi ile incelendi. Sonuçlar 
%95 güven aralığında değerlendirildi ve p<0.05 
değeri anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

Çalışmaya alınan E. coli izolatları için nalidiksik 
asit ve siprofloksasin direnci sırasıyla %52 ve 
%28.1, Klebsiella türleri için ise sırasıyla %46.7 
ve %21.1 bulunmuştur. Nalidiksik aside dirençli 
olan izolatların ampisilin, amoksisilin/klavula-
nik asit, sefalotin, sefepim, sefotaksim, sefurok-
sim, sefoksitin, gentamisin, tobramisin, amika-
sin, trimetoprim-sülfametoksazole karşı anlamlı 
olarak daha dirençli oldukları saptanmıştır 
(p<0.001). İzolatlarda karbapenem direncine 
rastlanmamıştır. 

Nalidiksik aside dirençli olan izolatlarda nali-
diksik asit için MİK50 ve MİK90 değerleri >256 
µg/ml, siprofloksasin için ise >32 µg/ml bulun-
muştur. Yatan hasta izolatlarında nalidiksik asit 

Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan primer çiftleri.

Gen Bölgesi

qnrA
qnrB
qnrS
aac(6)-Ib
gyrA
parC

Forward Primer

5`-ATTTCTCACGCCAGGATTTG-3`
5`-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3’
5`-ACGACATTCGTCAACTGCAA-3’
5’-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3’
5’-TACACCGGTCAACATTGAGG-3’
5’-AAACCTGTTCAGCGCCGCATT-3’

Reverse Primer

5`-GATCGGCAAAGGTTAGGTCA-3`
5`-ACGATGCCTGGTAGTTGTCC-3
5`-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3
5’-CTCGAATGCCTCCCGTGTTT-3’
5’-TTAATATTGCCGCCGTCGG-3’
5’-GTGGTGCCGTTAAGCAAA-3’

Bant
Büyüklüğü (bç)

516
469
417
482
648
395

Kaynak no

(12)
(12)
(12)
(10)
(13)
(14)
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direnci anlamlı olarak yüksek bulunmuştur 
(p=0.049). Nalidiksik aside dirençli olan izolat-
larda GSBL üretimi (%83.3), duyarlı olanlara 
göre (%16.7) anlamlı olarak yüksek bulunmuş-
tur (p<0.001) (Tablo 2).

Kinolon direnci sağlayan gen mutasyonları-
nın ve direnç genlerinin belirlenmesi

gyrA için QRDR olarak tanımlanan Ala67-
Gln106 arasında aminoasit dizilimleri incelendi-
ğinde 57 izolatın tümünde 83. kodonda serin 
yerine lösin (Ser83Leu) ve bir izolat dışında 87. 
kodonda aspartat yerine asparajin (Asp87Asn), 
tek izolatta ise 87. kodonda aspartat yerine tiro-
zin (Asp87Tyr) bulunduğu belirlenmiştir. parC 
için 57 izolatın hepsinde 80. kodonda serin yeri-
ne izolösin (Ser80Ile) geçişi olduğu belirlenmiş-
tir. parC için ilave mutasyon olarak, 84. kodonda 
glutamat yerine 26 izolatta valin (Glu84Val), 4 
izolatta glisin (Glu84Gly) ve iki izolatta alanin 
(Glu84Ala) geçişi olduğu belirlenmiştir.

aac(6’)-Ib geni E. coli izolatlarının 99’unda 
(%37.4), Klebsiella pneumoniae izolatlarının 
dördünde (%12.1) belirlenmiştir. Klebsiella 
oxytoca izolatlarında bu gen bölgesi bulunma-
mıştır. aac(6’)-Ib pozitif olan E. coli izolatların 
ikisi dışında tümünün (%98) aac(6’)-Ib-cr var-
yantı oldukları belirlenmiştir.

aac(6’)-Ib geni saptanan E. coli izolatlarında 
tobramisin, gentamisin direnci ve GSBL üretimi 
istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek 

bulunmuştur (p<0.001). Bu izolatlarda trimeto-
prim-sulfametoksazole azalmış duyarlılık belir-
lenmiş, ancak istatistiksel olarak anlamlı bulun-
mamıştır (p=0.485). 

İzolatlarda qnr (qnrA, qnrB ve qnrS) geni bulun-
mamıştır. 

TARTIŞMA

Son yıllarda yapılan bildirimler kinolon direnci-
nin dünyada ve ülkemizde oldukça yüksek 
düzeylere ulaştığını göstermektedir(16). Çalışma-
mızda, siprofloksasin direnci  E. coli  ve 
K. pneumoniae izolatları için sırasıyla %46.7 ve 
%21.1 olarak bulunmuştur. Enterobacteriaceae 
üyelerinde GSBL üretimi ile florokinolon diren-
ci arasında yakın ilişki olduğu bildirilmektedir(17-

19). Çalışmamızda da, kinolon dirençli izolatlarda 
GSBL üretimi anlamlı olarak yüksek bulunmuş-
tur (p<0.001). Çalışmamızda, GSBL belirlenme-
si için kullanılan çift disk sinerji yöntemi CLSI 
tarafından önerilen referans yöntem olmamakla 
birlikte, çoğu suş için özellikle de diskler arası 
uzaklık 15-20 mm. arası olduğunda standart 
yöntemle uyumlu sonuç verdiği bildirilmiştir(20).
Kinolon direncinin en önemli mekanizması 
DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerinde kino-
lon direncini tanımlayan bölgede oluşan mutas-
yonlardır. Topoizomeraz IV, kinolonlara DNA 
giraz kadar duyarlı olmaması nedeniyle Gram 
negatif bakteriler için ikinci hedeftir. Genellikle 
gyrA genindeki çift mutasyonlar (birinci sıklıkta 
83, ikinci sıklıkta 87. kodonda) yüksek düzeyde 

Tablo 2. İzolatlarda belirlenen GSBL oranları.

GSBL Pozitif
GSBL Negatif

Toplam

Escherichia
coli

190 (37.4)
318 (62.6)

508

Klebsiella
pneumoniae

36 (31.6)
78 (68.4)

114

Klebsiella
oxytoca

1
5

6

Tüm Bakteriler 
(n,%)

Escherichia
coli

165 (62.3)
100 (37.7)

265

Klebsiella
pneumoniae

23 (69.7)
10 (30.3)

33

Klebsiella
oxytoca

1
1

2

Nalidiksik Asit Dirençli/Orta Duyarlı 
(n,%)
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kinolon direncinin nedeni olarak bildirilmiştir. 
E. coli’de parC ve parE mutasyonlarının her 
zaman gyrA mutasyonları ile birlikte bulunma-
sı, topoizomeraz IV mutasyonlarının, DNA 
girazda gelişen mutasyonlarla oluşan azalmış 
kinolon duyarlılığı olmadan gelişmediğini 
göstermekte-dir(21). Buna ilave olarak parC 
geninde oluşan tek veya çift mutasyonların 
artan kinolon direncinde tamamlayıcı bir rol 
oynadığı düşünülmektedir(13,22). Kinolon direnç-
li izolatlarımızın nalidiksik asit ve siprofloksa-
sin için belirlenen MİK50 ve MİK90 değerleri 
izolatlarımızda kinolon direncinin yüksek 
düzeyde olduğunu göstermiştir. Çalışmamızda, 
ilaç hedeflerinde kinolon direncini belirleyen 
bölgelerde dizileme yapılan izolatların tümün-
de gyrA bölgesinde Ala67-Gln106 arasında çift 
mutasyon olduğu, ilave olarak parC bölgesinde 
bu izolatların tümünde tek mutasyon bulundu-
ğu saptanmış, ayrıca parC bölgesinde izolatla-
rın 32’sinde (%56) ilave mutasyonlar bulundu-
ğu belirlenmiştir. Belirlenen mutasyonlar lite-
ratürde belirtilen sık rastlanan mutasyonlar ile 
uyumludur(23-25). Bu konuda ülkemizde Eraç ve 
ark.(26) sekiz E. coli izolatında gyrA bölgesinde 
Ser83Leu değişimi saptamış, siprofloksasin 
duyarlı nalidiksik asit dirençli olan bir izolat 
hariç diğer izolatlarda ek olarak Asp87Tyr veya 
Asp87Asn mutasyonları olduğunu belirlemiş-
lerdir. Güven Ö(27), sağlıklı çocukların dışkıla-
rından elde ettiği nalidiksik asit ve siprofloksa-
sin dirençli altı E. coli izolatında, gyrA’da çift 
mutasyon (Ser83Leu ve Asp87Asn) saptamıştır. 
Aynı çalışmada parC bölgesinde suşların hep-
sinde yine çift mutasyon (Ser80Ile ve Ser83Tyr) 
belirlenmiştir. Bu mutasyonlara ek olarak 
kökenlerin birinde parC’de Glu84Gly, bir diğe-
rinde ise Glu84Val değişimi gözlenmiştir(27). 
Belirlenen mutasyonlar bakımından bu çalışma 
bizim sonuçlarımızla benzerlik göstermektedir. 
Çalışmamızda, daha önceki bildirimlerden 
farklı olarak parC’de Glu84Ala değişimi belir-
lenmiştir. Ayrıca izolatlarımızda ikinci en sık 
rastlanan mutasyon olarak Glu84Val değişimi 

gözlenmiş, Güven’in bildirdiği Ser83Tyr deği-
şimi bulunmamıştır.

Çalışmamızda, hedef bölge değerlendirmesi 
yapılan izolatların yedisinde gyrA bölgesinde 
kinolon direncini tanımlayan bölge dışında 162. 
kodonda daha önce bildirilmeyen mutasyonun 
(Lys162Gln) yer aldığı gözlenmiştir. Literatüre 
bakıldığında gyrA’da QRDR dışında saptanmış 
mutasyonlar (Ala196Glu, Ala51Val) bildirildiği 
gözlenmiş, ancak bunların kinolon direnci ile 
ilişkisi kesin olarak belirlenmemiştir(28,29).

1998 yılında çoğul dirençli bir K. pneumoniae 
izolatında qnrA geninin gösterilmesi ile birlikte, 
kinolon direncinin plazmidle ilişkili olabildiği 
gündeme gelmiş ve büyük ilgi uyandırmıştır(30). 
Qnr proteinleri pentapeptid yine ailesinin bir 
üyesi olup, DNA giraz ve topoizomeraz IV’e 
bağlanarak bu hedef bölgeleri kinolonların inhi-
bitör etkisinden korumaktadır. Tanımlanmış olan 
ilk protein 218 aminoasit içeren QnrA’dır. 
Bundan sonra iki protein daha tanımlanmıştır. 
Bunlar QnrA ile sırasıyla %40 ve %59 aminoasit 
benzerliği gösteren QnrB ve QnrS proteinleridir. 
Qnr proteinleri başta K. pneumoniae ve 
Enterobacter spp. başta olmak üzere 
Enterobacteriaceae üyelerinde değişik üyeler-
den bildirilmektedir. Qnr taşıyan plazmidler 
aynı zamanda GSBL de taşımaktadır. Dünya 
genelinde bu konuyla ilgili yapılmış çalışmalara 
bakıldığında, Norveç ve İsveç’te E. coli ve 
Klebsiella spp. izolatlarında qnr prevalansı(31) 

sırasıyla %0.7 ve %7.7, Danimarka’da(32) %1.63, 
Fransa’da GSBL üreten E. coli ve Klebsiella 
spp. izolatlarında (33,34) %1.6, Kanada’da sip-
rofloksasin ve/veya tobramisine dirençli E. coli 
ve Klebsiella spp. izolatlarında %1 bulunmuş-
tur(35). İspanya(36) (%5), Çin(37) (%8) ve Amerika(12,14) 
(%15) gibi bazı ülkelerde daha yüksek preva-
lanslar belirlenmiştir. Klebsiella spp. izolatların-
da qnr gen prevalansının E. coli’ye göre daha 
yüksek olduğu yapılan bazı çalışmalar da dikkat 
çekmektedir. Örneğin, Fransa’da E. coli izolatla-
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rının %0.63’ünde, Klebsiellae spp. izolatlarının 
ise %7’sinde qnr genleri bulunmuştur(33). Yine 
benzer şekilde Karah ve ark.(31) E. coli ve 
Klebsiella spp. izolatlarında qnr genlerinin pre-
valansını sırasıyla % 0.7 ve %7.7 olarak bulmuş-
tur. Ülkemizde bu konuyla ilgili olarak az sayıda 
çalışma yapılmış olması ve yapılan bu çalışma-
larda incelenen izolat sayısının da düşük olması 
nedeniyle qnr genlerinin sıklığı hakkında 
kısıtlı veri bulunmaktadır. Türkiye’de E. coli 
ve K. pneumoniae suşları ile yapılmış çalışmala-
ra bakıldığında, qnr genlerinin, ya bu çalışmada 
olduğu gibi hiç bulunamadığı ya da düşük bildi-
rim oranlarının bulunduğu görülmektedir(27,38,39). 
Nazik ve ark.(39) 2008 yılında yoğun bakım izo-
latı olan 460 Gram negatif bakterinin üçünde 
(%0.65) qnr geni (bir qnrB1 ve iki qnrS1) sap-
tanmıştır. Poirel ve ark.(40) Türkiye’de farklı 
hastanelerde izole edilen ve GSBL oluşturan 
138 E. coli ve 110 K. pneumoniae izolatından 
yalnızca birinde qnrB1 geni saptamışlardır. 
Öktem ve ark.(41) kan kültürlerinden izole edilen 
nalidiksik asite dirençli 356 Enterobacteriaceae 
üyesinin olan ve altısında qnrA, üçünde qnrS 
geni saptamışlardır. qnrA saptanan suşların ikisi-
nin ve qnrS saptanan suşların birinin GSBL 
pozitif belirlendiği bu çalışmada, literatürle 
uyumsuz olarak GSBL negatif kökenlerdeki sık-
lık daha yüksek bulunmuştur(41). Yine Öktem ve 
ark.(42) bir başka çalışmada, hepsi kinolon direnç-
li ve GSBL pozitif kan kültürü izolatı olan 34 
E. coli’nin birinde ve 44 K. pneumoniae’nın 
dördünde qnrA saptamışlar, qnrA pozitiflik ora-
nını %6.4 olarak bildirmişlerdir. Bu çalışmada, 
qnrB ve qnrS genleri bulunmamıştır(42). Nazik ve 
ark.(43) yaptıkları başka bir çalışmada, 971’i 
Enterobacteriaceae üyesi, 73’ü non-fermentatif 
Gram negatif çomak olmak üzere toplam 1044 
izolatta üç qnrA, iki qnrB, bir qnrS geni bildir-
miş, qnr genlerinin GSBL üreten izolatlarda 
daha sık olduğunu gözlemişlerdir. Özgümüş ve 
ark.(44) Türkiye’nin kuzeydoğu bölgesindeki on 
nehirden aldıkları su örneklerinden izole ettikle-
ri 88 E.coli ve 35 K. pneumoniae’da birer qnrS 

geni bulmuşlardır. Araştırmacılar nehirler gibi 
çevresel kaynakların çoğul dirençli 
Enterobacteriaceae üyeleri için bir rezervuar 
rolü oynayabileceğini vurgulamışlardır(44). 
Güven Ö(27), sağlıklı çocukların dışkılarında 
kinolon dirençli E. coli taşıyıcılığı ve direnç 
mekanizmalarını saptamak amacıyla yaptığı 
araştırmada, kinolon direnci saptadığı 15 E. coli 
izolatında qnr geni saptamamıştır. Avrupa’daki 
çalışmalarda(31,33,45), genellikle qnrS ve qnrB 
genleri baskın görülmekle birlikte, İngiltere’de 
yapılmış olan bir çalışmada(46), qnrA geni, 
İspanya’da yapılmış olan bir çalışmada(36) ise, 
qnrA1 geni yüksek oranda belirlenmiştir. 
Türkiye’de E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarıy-
la yapılan çalışmalara bakıldığında, qnrA’nın, 
qnrS ve qnrB genlerine göre daha yüksek oranda 
görüldüğü, qnrS ve qnrB genlerininse birbirine 
yakın oranlarda görüldüğü gözlenmektedir. 
Çalışmamızda, incelenen izolatlarda plazmid 
kaynaklı kinolon direnci saptanmamıştır. 

Plazmid geçişli direnç genlerinden diğeri, sip-
rofloksasin ve norfloksasin gibi piperazinil 
grubu taşıyan kinolonların enzimatik inaktivas-
yonu ile gerçekleşmektedir. aac(6’)-Ib geni 
kanamisin, tobramisin ve amikasin direncine 
neden olan bir aminoglikozit asetiltransferazı 
kodlamaktadır. Bu genin bir varyantı olan 
aac(6’)-Ib-cr geni ise, aac(6’)-Ib’den Trp102Arg 
ve Asp179Tyr farklılığı göstermektedir. Enzim 
bu şekilde siprofloksasini asetilleme yetisi 
kazanmaktadır. qnr ve aac(6’)-Ib-cr aynı hücre-
de birlikte bulunduklarında qnr’nin yalnız başı-
na yaptığından dört kat daha fazla MİK artışı 
oluşmakta, duyarlılık bakımından klinik direnç 
sınırına (1 µg/ml) yaklaşılmaktadır. Bunun yanı 
sıra aac(6’)-Ib-cr’nin yalnız bulunması, siprof-
loksasine maruz kalma durumunda oluşacak 
kromozomal mutasyon sıklığını arttırmakta-
dır(47). qnr, aac(6’)-Ib-cr ve CTX-M genlerinin 
aynı plazmid üzerinde lokalize olarak birlikte 
aktarılabildiği gösterilmiştir(37,48). Dolayısıyla bu 
mekanizma GSBL üreten izolatlarda yüksek 
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kinolon direncinin açıklanmasına katkı sağla-
mıştır. Türkiye’de aac(6’)-Ib-cr geninin araştı-
rıldığı kısıtlı sayıda çalışma mevcuttur. Poirel ve 
ark.(40) Türkiye’den gönderilen GSBL oluşturan 
E. coli ve K. pneumoniae izolatlarının % 78’inde 
aac(6’)-Ib-cr bulunduğunu göstermişlerdir. 
Nazik ve ark.(43) ikisi qnrB-pozitif K. pneumoniae, 
biri qnrA pozitif E. coli olmak üzere üç suşta 
aac(6’)-Ib-cr geni saptamışlardır. Çalışmamızda 
E. coli  izolatlarının 99’unda (%37.4), 
K. pneumoniae izolatlarının dördünde (%12.1) 
aac(6’)-Ib geni belirlenmiş, bunların da 101’i 
(%98) aac(6’)-Ib-cr bulunmuştur. İzolatlarımız-
daki GSBL üretimi ile aac(6’)-Ib gen varlığı 
arasındaki ilişki istatiksel olarak anlamlıdır 
(p<0.001). aac(6’)-Ib geni saptanan izolatlar 
incelendiğinde tobramisin ve gentamisin diren-
ci istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek 
bulunmuştur (p<0.001). Bu izolatlarda trime-
toprim-sulfametoksazole azalmış duyarlılık 
tespit edilmiş, ancak bu istatistiksel olarak 
anlamlı bulunmamıştır (p=0.485). aac(6’)-Ib 
pozitif türlerin ek olarak trimetoprim-
sulfametoksazole de azalmış duyarlılık göster-
mesi aac(6’)-Ib-cr’nin genellikle kompleks 
integronlarda bulunması(49) ve bu integronların 
3’-CS bölgelerinin sul1 geni kodlaması(50) ile 
açıklanmaktadır. 

Sonuç olarak izolatlarımızda kinolon direnci 
E. coli ve Klebsiella spp. izolatları için sırasıyla 
%46.7 ve %21.1 olarak bulunmuş, bu izolatlar-
daki direnç düzeyinin yüksek olduğu belirlen-
miş, GSBL üretimi anlamlı düzeyde yüksek 
bulunmuştur. İlaç hedef bölgesi değerlendirilen 
dirençli izolatlarımızın tümünde üç ve yarıdan 
fazlasında dört mutasyon bulunmuş, izolatları-
mızda %37.4 oranında aac(6’)-Ib-cr mevcudi-
yeti belirlenmiştir. Kinolon dirençli izolatları-
mızda yüksek düzey kinolon direnci belirlenmiş, 
bununla ilişkili ve literatürle uyumlu olarak 
temel kinolon direnç mekanizmasının ilaç hedef 
bölgesindeki çoklu mutasyonlar olduğu tespit 
edilmiştir.

Teşekkür

Bu çalışma Bülent Ecevit Üniversitesi Bilimsel 
Araştırmaları Destekleme Fonu (Proje No: 2009-
20-01-14) tarafından desteklenmiştir. Bu çalış-
mada kullanılan pozitif kontrol izolatlarını bize 
sağlayan Prof. Dr. Zeynep Gülay’a ve PZR 
deneylerinde yardımcı olan Bio. Eldan Subaşı’na 
teşekkür ederiz.

KAYNAKLAR

1. Dündar D, Willke A, Sonmez G. İdrar yolu infeksiyonu 
etkenleri ve antimikrobiyal duyarlılıkları. Klimik Derg 
2008; 21:7-11.

2. Jacoby GA. Mechanisms of resistance to quinolones. 
Clin Infect Dis 2005;41:120-6.

 https://doi.org/10.1086/428052
3. Li XZ. Quinolone resistance in bacteria: emphasis on 

plasmid-mediated mechanisms. Int J Antimicrob Agents 
2005; 25:453-63.

 https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2005.04.002
4. Yamane K, Wachino J, Suzuki S, et al. New plasmid-

mediated fluoroquinolone efflux pump, QepA, found in 
an Escherichia coli clinical isolate. Antimicrob Agents 
Chemother 2007; 51:3354-60.

 https://doi.org/10.1128/AAC.00339-07
5. Strahilevitz J, Jacoby GA, Hooper DC, Robicsek A. 

Plasmid-mediated quinolone resistance: a multifaceted 
threat. Clin Microbiol Rev 2009; 22:664-89.

6. Eisenstein BI, Zaleznik DF. Enterobacteriaceae. In: 
Mandell GL, Bennett JE, Dolin R (eds). Churchill 
Livingstone Philadelphia, 2000; 2294-2310.

7. CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Disk 
Susceptibility Tests; Approved Standard Tenth Edition. 
CLSI document M02-A10. Wayne, PA: Clinical and 
Laboratory Standards Institute; 2009.

8. CLSI. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility 
Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved 
Standard-Ninth Edition. CLSI document M07-A9. 
Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 
2009.

9. Jarlier V, Nicolas MH, Fournier G, Philippon A. 
Extended-spectrum beta-lactamases conferring 
transferable resistance to newer beta-lactam agents in 
Enterobacteriaceae; hospital prevalence and 
susceptibility patterns. Rev Inf Dis 1988; 10:867-78.

10. Park CH, Robicsek A, Jacoby GA, Sahm D, Hooper 
DC. Prevalence in the United States of aac(6′)-Ib-cr 
encoding a ciprofloxacin-modifying enzyme. 
Antimicrob Agents Chemother 2006; 50:3953-5.

11. Persing DH, Tenover FC, Versalovic J, Tang YW, 
Unger ER, Relman DA, White TJ. Moleküler 
mikrobiyoloji tanı prensipleri ve uygulamalar, (Ed’ler) 
Tekeli A, Ustaçelebi Ş. Palme Yayıncılık. Ankara, 
2006.

12. Robicsek A, Strahilevitz J, Sahm DF, Jacoby GA, 
Hooper DC. Qnr prevalence in ceftazidime-resistant 
Enterobacteriaceae isolates from the United States. 



183

O. Pazarlı ve ark., Kinolon Direnç Mekanizmaları

Antimicrob Agents Chemother 2006, 50:2872-4.
13. Saenz Y, Zarazaga M, Brinas L, Ruiz-Larrea F, 

Torres C. Mutations in gyrA and parC genes in 
nalidixic acid-resistant Escherichia coli strains from 
food products, humans and animals. J Antimicrob 
Chemother 2003, 51:1001-5.

14. Vila J, Ruiz J, Go-i P, de Anta MT. Detection of 
mutations in parC in quinolone-resistant clinical 
isolates of Escherichia coli. Antimicrob Agents 
Chemother 1996; 40:491-3.

15. BLAST. National Center for Biotechnology Information. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

16. de Kraker ME, Jarlier V, Monen JC, Heuer OE, van 
de Sande N, Grundmann H. The changing 
epidemiology of bacteraemias in Europe: trends from 
the European Antimicrobial Resistance Surveillance 
System. Clin Microbiol Infect 2013; 19:860-8.

 https://doi.org/10.1111/1469-0691.12028
17. Paterson DL, Mulazimoglu L, Casellas JM, et al. 

Epidemiology of ciprofloxacin resistance and its 
relationship to extended-spectrum β-lactamase 
production in Klebsiella pneumoniae isolates causing 
bacteremia. Clin Infect Dis 2000; 30:473-8.

 https://doi.org/10.1086/313719
18. Lautenbach E, Fishman NO, Bilker WB, et al. Risk 

factors for fluoroquinolone resistance in nosocomial 
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae infections. 
Arch Intern Med 2002; 162:2469-77.

 https://doi.org/10.1001/archinte.162.21.2469
19. Kang CI, Kim SH, Park WB, et al. Clinical 

epidemiology of ciprofloxacin resistance and its 
relationship to broad-spectrum cephalosporin resistance 
in bloodstream infections caused by Enterobacter 
species. Infect Control Hosp Epidemiol 2005; 26:88-92.

 https://doi.org/10.1086/502492
20. Paterson DL, Bonomo RA. Extended-spectrum 

β-lactamases:a clinical update. Clin Microbiol Rev 
2005; 18:657-86.

 https://doi.org/10.1128/CMR.18.4.657-686.2005
21. Ruiz J. Mechanisms of resistance to quinolones: target 

alterations, decreased accumulation and DNA gyrase 
protection. J Antimicrob Chemother 2003; 51:1109-17.

 https://doi.org/10.1093/jac/dkg222
22. Fendukly F, Karlsson I, Hanson H. S, Kronvall G, 

and Dornbusch K. Patterns of mutations in target 
genes in septicemia isolates of Escherichia coli and 
Klebsiella pneumoniae with resistance or reduced 
susceptibility to ciprofloxacin. APMIS 2003; 111:857-
66.

 https://doi.org/10.1034/j.1600-0463.2003.1110904.x
23. Betitra Y, Teresa V, Miguel V, Abdelaziz T. 

Determinants of quinolone resistance in Escherichia 
coli causing community-acquired urinary tract infection 
in Bejaia, Algeria. Asian Pac J Trop Med 2014; 
7:462-7.

 https://doi.org/10.1016/S1995-7645(14)60075-4
24. Hopkins KL, Davies RH, Threlfall EJ. Mechanisms 

of quinolone resistance in Escherichia coli and 
Salmonella: Recent developments. Int J Antimicrob 
Agents 2005; 2:358-73.

 https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2005.02.006
25. Chakrabarty RP, Sultana M, Shehreen S, Akter S, 

Hossain MA. Contribution of target alteration, 
protection and efflux pump in achieving high 

ciprofloxacin resistance in Enterobacteriaceae. AMB 
Express 2016; 6:126.

 https://doi.org/10.1186/s13568-016-0294-9
26. Eraç B, Gill A, Amyes SGB, Gülay Z. Siprofloksasine 

dirençli Escherichia coli suşlarında Gyr A 
mutasyonlarının incelenmesi. Mikrobiyol Bul 2003; 
37:125-30.

27. Güven Ö. Sağlıklı çocuklarda dşkıda kinolon dirençli 
Escherichia coli taşıyıcılığının ve direnç 
mekanizmalarının saptanması. [Yüksek Lisans Tezi] 
İstanbul: İstanbul Üniversitesi, Sağlık Bilimleri 
Enstitüsü, 2007.

28. Komp Lindgren P, Karlsson Å, Hughes D. Mutation 
rate and evolution of fluoroquinolone resistance in 
Escherichia coli isolates from patients with urinary 
tract infections. Antimicrob Agents Chemother 2003; 
47:3222-32.

 https://doi.org/10.1128/AAC.47.10.3222-3232.200
29. Griggs, DJ, Gensberg K, Piddock LJ. Mutations in 

gyrA gene of quinolone-resistant Salmonella serotypes 
isolated from human and animals. Antimicrob Agents 
Chemother 1996; 40:1009-13.

30. Martínez-Martínez L, Pascual A, Jacoby GA. 
Quinolone resistance from a transferable plasmid. 
Lancet 1998; 351:797-9.

 https://doi.org/10.1016/S0140-6736(97)07322-4
31. Karah N. Prevalence of plasmid-mediated quinolone 

resistance in Norwegian and Swedish clinical isolates 
of Escherchia coli and Klebsiella spp. [Master’s Thesis 
in Medical Microbiology] Tromsø, Norveç: Department 
of Microbiology and Virology Institute of Medical 
Biology University of Tromsø, 2008.

32. Cavaco LM, Hansen DS, Friis-Møller A, Aarestrup 
FM, Hasman H, Frimodt-Møller N. First detection of 
plasmid-mediated quinolone resistance (qnrA and qnrS) 
in Escherichia coli strains isolated from humans in 
Scandinavia. J Antimicrob Chemother 2007; 59:804-5.

 https://doi.org/10.1093/jac/dkl554
33. Poirel L, Leviandier C, Nordmann P. Prevalence and 

genetic analysis of plasmid-mediated quinolone 
resistance determinants QnrA and QnrS in 
Enterobacteriaceae isolates from a French university 
hospital. Antimicrob Agents Chemother 2006; 
50:3992-7.

 https://doi.org/10.1128/AAC.00597-06
34. Cattoir V, Poirel L, Nordmann P. Plasmid-mediated 

quinolone resistance determinant QnrB4 in France 
from an Enterobacter cloacae clinical isolate 
co-expressing a QnrS1 determinant. Antimicrob Agents 
Chemother 2007; 51:2652-53.

 https://doi.org/10.1128/AAC.01616-06
35. Pitout JD, Wei Y, Church DL, Gregson DB. 

Surveillance for plasmid-mediated quinolone resistance 
determinants in Enterobacteriaceae within the Calgary 
Health Region, Canada: the emergence of aac(6’)-Ib-
cr. J Antimicrob Chemother 2008; 61(5): 999-1002.

36. Lavilla S, González-López JJ, Sabaté M, et al. 
Prevalence of qnr genes among extended-spectrum 
β-lactamase producing enterobacterial isolates in 
Barcelona, Spain. J Antimicrob Chemother 2008; 
61:291-5.

 https://doi.org/10.1093/jac/dkm448
37. Jiang Y, Zhou Z, Qian Y, et al. Plasmid-mediated 

quinolone resistance determinants qnr and aac(6’)-ib-cr 



184

Türk Mikrobiyol Cem Derg 47(4):176-184, 2017

in extended-spectrum β-lactamase-producing 
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae in China. 
J Antimicrob Chemother 2008; 61:1003-6.

 https://doi.org/10.1093/jac/dkn063
38. Nazik H, Poirel L, Nordmann P. Further identification 

of plasmid-mediated quinolone resistance determinant 
in Enterobacteriaceae in Turkey. Antimicrob Agents 
Chemother 2005; 49:2146-7.

 https://doi.org/10.1128/AAC.49.5.2146-2147.2005
39. Nazik H, Öngen B, Kuvat N. Investigation of plasmid-

mediated quinolone resistance among isolates obtained 
in a Turkish intensive care unit. Jpn J Infect Dis 2008; 
61:310-2.

40. Poirel L, Gür D, Minarini L, Arslan U, Nordmann 
P. Molecular epidemiology of plasmid mediated 
quinolone resistance determinants in extended spectrum 
beta-lactamase producing E. coli and K. pneumoniae 
isolates from Turkey. 18th European Congress of 
Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 
Barcelona, İspanya, 2008: P1527.

41. Öktem MA, Biçmen M, Gülay Z. Kan kültürlerinden 
soyutlanan Enterobacteriaceae izolatlarında plazmit ile 
ilişkili kinolon direnci genlerinin saptanması, 8. 
Antimikrobik ve Kemoterapi Günleri, Program ve Özet 
Kitabı, İstanbul, 2008: P28.

42. Oktem IM, Gulay Z, Bicmen M, Gur D, HITIT 
Project Study Group. qnrA prevalence in extended-
spectrum beta-lactamase-positive Enterobacteriaceae 
isolates from Turkey. Jpn J Infect Dis 2008; 
61:13-7.

43. Nazik H, İlktaç M, Öngen B. Prevalence of qnrA, 
qnrB, qnrS and aac(6’)-Ib-cr (in qnr-positive isolates) 
among the ESBL-positive and/or ciprofloxacin-resistant 
isolates in Turkey. J Chemother 2009; 21:219-21.

 https://doi.org/10.1179/joc.2009.21.2.219
44. Ozgumus OB, Sandalli C, Sevim A, Celik-Sevim E, 

Sivri N. Class 1 and class 2 integrons and plasmid-
mediated antibiotic resistance in coliforms isolated 
from ten rivers in Northern Turkey. J Microbiol 2009; 
47:19-27.

 https://doi.org/10.1007/s12275-008-0206-z
45. Chen YT, Shu HY, Li LH, et al. Complete nucleotide 

sequence of pK245, a 98-kilobase plasmid conferring 
quinolone resistance and extended-spectrum-β-
Lactamase activity in a clinical Klebsiella pneumoniae 
isolate. Antimicrob Agents Chemother 2006; 
50:3861-6.

 https://doi.org/10.1128/AAC.00456-06
46. Corkill JE, Anson JJ, Hart CA. High prevalence of 

the plasmid-mediated quinolone resistance determinant 
qnrA in multidrug-resistant Enterobacteriaceae from 
blood cultures in Liverpool, UK. J Antimicrob 
Chemother 2005; 56:1115-7.

 https://doi.org/10.1093/jac/dki388
47. Robicsek A, Strahilevitz J, Jacoby GA, et al. 

Fluoroquinolone modifying enzyme: a novel adaptation 
of a common aminoglycoside acetyltransferase. Nat 
Med 2006; 12:83-8.

48. Strahilevitz J, Jacoby GA, Hooper DC, Robicsek A. 
Plasmid-mediated quinolone resistance: a multifaceted 
threat. Clin Microbiol Rev 2009; 22:664-89.

 https://doi.org/10.1128/CMR.00016-09
49. Wang M, Tran JH, Jacoby GA, Zhang Y, Wang F, 

Hooper DC. Plasmid mediated quinolone resistance in 
clinical isolates of Escherichia coli from Shanghai, 
China. Antimicrob Agents Chemother 2003; 
47:2242-8.

 https://doi.org/10.1128/AAC.47.7.2242-2248.2003
50. Bennett PM. Integrons and gene cassettes: a genetic 

construction kit for bacteria. J Antimicrob Chemother 
1999; 43:1-4.

 https://doi.org/10.1093/jac/43.1.1



185

Alındığı tarih: 07.02.2017
Kabul tarihi: 21.07.2017
Yazışma adresi: Münevver Kayın, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Bornova / İzmir
e-posta: munevver.kayin@outlook.com

AraştırmaTürk Mikrobiyol Cem Derg 47(4):185-189, 2017

doi:10.5222/TMCD.2017.185

Münevver KAYIN, Çağla Yıldız ALAGÖZ, Ayşın ZEYTİNOĞLU, İmre ALTUĞLU
Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, İzmir

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi’ne Başvuran 
Hastalarda Varisella Zoster Virüs Serolojik Test Sonuçlarının 
Değerlendirilmesi

ÖZ

Amaç: Herpesviridae ailesinin bir üyesi olan varisella zoster virüs 
(VZV) klinikleri farklı olan varisella (suçiçeği) ve zona (herpes 
zoster) hastalıklarının etiyolojisinden sorumlu bir virüstür. Doğru 
tanı ile tedavi edilebilir bir enfeksiyon etkeni olan VZV antiviral-
lere duyarlıdır. Serolojik tanıda VZV IgG testi özellikle kişinin 
etkenle karşılaşıp karşılaşmadığını göstermek açısından önemli-
dir. VZV IgG avidite testleri eski enfeksiyonu ayırt etmede yararlı-
dır, ancak henüz standart değildir. Bu çalışmanın amacı, rutin 
tanıda yeni kullanmaya başladığımız VZV IgM ve IgG enzim 
immunoassay (EIA) testlerinin ve VZV IgG avidite testinin değer-
lendirilmesi ve rutin laboratuvar tanı yaklaşımımızı belirlenmesi-
dir. 

Gereç ve Yöntem: Viroloji laboratuvarına VZV enfeksiyonu ön 
tanısı ya da viral tarama testleri istemi nedeniyle gelen 5884 VZV 
IgG ve 3570 VZV IgM testi, VZV IgG testi uygulandı. 

Bulgular: Üç bin beş yüz yetmiş örnekte uygulanan VZV IgM tes-
tinin %7.6’sı (273 örnek) pozitif, %3.4’ü (120 örnek) sınır değer ve 
%89 (3177) negatif olarak bulundu. VZV IgG testinde de pozitif, 
negatif ve sınır değer olarak saptanan hasta sayısı sırası ile 4251 
(%72.2), 1363 (%23.2) ve 270 (%4.6) idi. Klinik olarak suçiçeği 
düşünülmeyen ancak VZV IgM testi yinelendiğinde de pozitif çıkan 
15, suçiçeği kliniği olan ve VZV IgM testi pozitif saptanan iki ve 
VZV IgM testinin sınır değer çıkıp yinelendiğinde pozitif/sınır 
değer/negatif çıkan 7, toplam 24 örnekte VZV IgG avidite testi 
çalışıldı. Olguların hiçbirinde düşük avidite indeksi saptanmadı. 
Dört olguda avidite indeksi sınır değer olarak saptandı. Tüm diğer 
örneklerde avidite indeksi yüksek saptandı.

Sonuç: Klinik enfeksiyonun bulunmadığı durumlarda, akut 
enfeksiyon tanısının onaykanmasında, VZV IgM EIA testinin 
uygun bir test olmadığı düşünülmektedir. VZV IgM testlerinin 
beklenmedik pozitifliği, izotip antikorların saptanmasındaki 
standardizasyon eksikliği ile ilgilidir. VZV IgG avidite testi tanı-
da yardımcı değildir. Bu çalışmada, VZV IgM ve IgG avidite EIA 
testlerinin akut enfeksiyon tanısında yararının sınırlı olduğu 
sonucuna varılmıştır.

Anahtar kelimeler: VZV, seroloji, avidite

ABSTRACT

Evaluation of Varicella Zoster Virus Serologic Test Results in 
Patients Admitted to Ege University Faculty of Medicine

Objective: Varicella zoster virus (VZV) is a member of 
Herpesviridae family and is the responsible etiological agent in 
two clinical forms as varicella (chicken pox) and zona (herpes 
zoster). VZV which is the infectious agent of a treatable  infection 
based on accurate diagnosis is susceptible to antivirals. Serologic 
VZV IgG avidity test is important as  VZV Ig G test shows whether 
the patient has ever acquired this infectionVZV IgG avidity test 
helps to distinguish recent infection from the past; but is not 
standardized yet. The aim of this study is to evaluate the VZV IgM 
and IgG enzyme immunoassay (EIA) tests and VZV IgG avidity test 
which we have started to use routinely and to determine our 
routine laboratory diagnostic approach. 

Material and Methods: A total of 5884 VZV IgG and 3570 VZV 
IgM test and VZV IgG avidity test were performed  in the patients’ 
sera with the pre-diagnosis of VZV infection or request for viral 
screening tests.

Results: In this study, of the 3570 samples tested with VZV IgM; 
7.6% (273 samples) were positive, 3.4% (120 samples) were 
borderline and 89% (3177) were negative. The number of VZV IgG 
positive, negative, and borderline results were 4251 (72.2%), 1363 
(23.2%) and 270 (4.6%) respectively. VZV IgG avidity test was 
performed in a total of 24 samples including  15 samples clinically 
not thought to be associated with varicella yet repeated VZV IgM 
test result was positive for the disease, 2 samples of the patients 
with clinical manifestations of varicella, and 7 samples of the 
patients whose initial VZV IgM test gave borderline positivity, 
however when the test was repeated it yielded  positive/borderline/
negative result. Lower avidity indices were not detected in any 
case, In only 4 cases borderline avidity index value was detected., 
while the remaining samples had high avidity indices. 

Conclusion: In conclusion the VZV IgM enzyme immunoassay test 
is not considered  to be a suitable test in the confirmation of the 
diagnosis of  acute infection in the absence of clinical infection . 
Unexpected positivity in VZV IgM tests is related to the lack of 
standardization of EIA for the detection of these isotype antibodies. 
The VZV IgG avidity test has not helped for the diagnosis. The 
utility of VZV IgM and IgG avidity EIA tests were considered to be 
limited in diagnosing acute infection.

Keywords: VZV, serology, avidity
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GİRİş

Herpesviridae ailesinin bir üyesi olan varisella 
zoster virüs (VZV) klinikleri farklı olan vari-
sella (suçiçeği) ve zona (herpes zoster) hasta-
lıklarının etiyolojisinden sorumlu bir virüstür. 
VZV, primer enfeksiyonu suçiçeğinden sonra 
dorsal kök veya kraniyal sinir gangliyonlarında 
latent hâlde kalır ve hücresel bağışıklığın bas-
kılanması durumunda reaktivasyon görülebi-
lir(1,2). Doğru tanı ile tedavi edilebilir bir enfek-
siyon etkeni olan VZV antivirallere duyarlıdır. 
Bu nedenle VZV enfeksiyonlarında klinik ya 
da mikrobiyolojik tanı önemlidir. VZV primer 
enfeksiyonu olan suçiçeği olgularında klinisye-
nin tanı yaklaşımı genellikle tipik olan kliniğin 
değerlendirilmesi ile yapılmaktadır. Ancak ati-
pik enfeksiyonun izlendiği immunsuprese olgu-
larda, aşılanmış kişilerde görülen atipik enfek-
siyonlarda ve aşı suşunun neden olabileceği 
olgular gibi klinik tanının yetersiz kalabileceği 
durumlarda, VZV’nin mikrobiyolojik tanısı 
gereklidir(1,2).

Mikrobiyolojik tanı; suçiçeği salgınlarında etke-
ni belirlemek, fatal seyreden olgularda kesin 
tanıyı koymak ve özellikle üçüncü basamak sağ-
lık sisteminde, immünsuprese olguların VZV 
enfeksiyonuna duyarlılığını taramak için (Örn. 
transplantasyon alıcı/vericilerde vb.) önemlidir. 
İmmunkompetan hastada tanıda, viremi kısa 
süreli olduğundan, kanda VZV DNA’nın saptan-
ması sorunludur. VZV enfeksiyonu tanısında 
lezyonlardan dev hücrelerin gösterilmesi 
(Tzanck), Cowdry A inklüzyonlarının belirlen-
mesi yararlı olabilir. Lezyonda PCR ile geno-
mun saptanması, duyarlılık ve özgüllük açısın-
dan en yeğlenen yöntemdir. Serolojik tanıda 
VZV IgG testi özellikle kişinin etkenle karşıla-
şıp karşılaşmadığını göstermek açısından önem-
lidir. Ancak, enfekte tüm hücreyi kullanan rutin 
IgG testleri doğal geçirilmiş enfeksiyonu sapta-
mada başarılı olmakla birlikte, aşı sonrası anti-
korları saptamada duyarlılığı düşüktür. Antikor 

saptanmasında, saflaştırılmış glikoprotein (gpE-
LISA) ve membran antijenlerini floresan yön-
temle saptayan (FAMA) testleri de kullanılmak-
tadır. Aşılı ve aşısız olgulara yönelik IgG testleri 
ile ilgili standardizasyonlar sürmektedir. VZV 
IgG avidite testleri eski enfeksiyonu ayırt etme-
de yararlıdır, ancak henüz standart değildir. 
Suçiçeğinde VZV IgM testinin duyarlılığı, lez-
yon örneğinden VZV DNA’nın gösterilmesine 
göre düşüktür. Duyarlılığın, lezyonda VZV DNA 
saptanmasına göre düşük olması ve akut enfek-
siyonda klinisyenin klinik tablo ile karar verme 
eğilimi nedeniyle VZV IgM testi rutin kullanım-
da yerini alamamıştır. Yine, testin yalancı nega-
tifliği ve reenfeksiyon/reaktivasyon ile akut 
enfeksiyonu ayıramaması testin kullanımını 
sorunlu hâle getirmektedir. Ancak, döküntüsü 
olan olgularda VZV IgM pozitifliği varisella 
tanısı için laboratuvar tanıyı koydurur(1-3).

Bu çalışmanın amacı, rutin tanıda yeni kullan-
maya başladığımız VZV IgM ve IgG enzim 
immunoassay (EIA) testlerinin ve VZV IgG avi-
dite testinin değerlendirilmesi ve rutin laboratu-
var tanı yaklaşımımızı belirlenmesidir.

GEREÇ ve YÖNTEM

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dalı Viroloji Laboratuvarı’na, 
VZV enfeksiyonu ön tanısı ya da viral tarama 
testleri istemi nedeniyle 16.9.2011-31.12.2015 
tarihlerinde gelen 5884 VZV IgG ve 3570 VZV 
IgM testi değerlendirmeye alındı. VZV IgG testi, 
3115 kadın ve 2769 erkek, VZV IgM testi ise 
1863 kadın ve 1707 erkek olguda uygulandı. 

Örneklerden Varisella IgG ve Varisella IgM, 
Diesse (Diagnostica Senese S.p.A, İtalya) kitleri 
ile Chorus Trio (Diagnostica Senese S.p.A, 
İtalya) platformunda kit üretici talimatına göre 
çalışıldı ve indeks değeri 1.1’in üzerindeki olgu-
lar pozitif, 0.9’un altındakiler negatif; 0.9-1.1 
arasındakiler sınır değer olarak yorumlandı. 
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VZV IgG avidite indeksi katı-faz immunanalitik 
bir test (ELISA-VIDITEST Anti-VZV IgG and 
IgG Avidity, Çek Cumhuriyeti) ile belirlendi. 
Örnekler kit talimatına göre çalışıldı ve “relative 
avidity index” (RAI) belirlendi. RAI %40’ın 
altında ise düşük aviditeli, %40-60 arasında ise 
sınır değer, %60’ın üzerinde ise yüksek aviditeli 
antikor olarak değerlendirildi. 

BULGULAR 

VZV IgG ve VZV IgM testinde yaşlar sırasıyla 
1-95 (ort 23.05 yaş) ve 1-95 (22.73 yaş) idi. Üç 
bin beş yüz yetmiş örnekte uygulanan VZV IgM 
testinin %7.6’sı (273 örnek) pozitif, %3.4’ü (120 
örnek) sınır değer ve %89 (3177) negatif olarak 
bulundu. VZV IgG testinde de pozitif, negatif ve 
sınır değer olarak saptanan hasta sayısı sırası ile 
4251 (%72.2), 1363 (%23.2) ve 270 (%4.6) idi. 

Klinik olarak suçiçeği düşünülmeyen ancak 
VZV IgM testi yinelendiğinde de pozitif çıkan 
15, suçiçeği kliniği olan ve VZV IgM testi pozi-
tif saptanan iki ve VZV IgM testinin sınır değer 
çıkıp yinelendiğinde pozitif/sınır değer/negatif 
çıkan 7, toplam 24 örnekte VZV IgG avidite 
testi çalışıldı. Olguların hiçbirinde düşük avidite 
indeksi saptanmadı. Dört olguda avidite indeksi 
sınır değer olarak saptandı. Tüm diğer örnekler-
de avidite indeksi yüksek saptandı. IgG avidite 
indeksi araştırılan örnekler tabloda gösterilmiş-
tir. 

VZV IgM pozitif olan olguların 18’inde HSV1+2 
IgM bakılmış ve 8’inde eşzamanlı pozitiflik sap-
tanmıştır. Yine, EBV VCA IgM bakılan 167 
örneğin 13’ünde ve CMV IgM testi yapılan 208 
örneğin 34’ünde VZV IgM ile birlikte pozitiflik 
saptanmıştır.

TARTIşMA

Ülkemizde suçiçeği seroprevalansı çalışmaları 
ve hastalık komplikasyonlarına bağlı hastane 
yatışların değerlendirildiği çok merkezli çalış-
malar yapılmıştır. Suçiçeği epidemiyolojisi ile 
ilgili kapsamlı bir çalışmada, dokuz ilde rando-
mize seçilen 4800 kişide, 30 yaş altı olanlarda 
seroprevalans %77.8 olarak saptanmıştır(4). 
İzmir’de aşı öncesi yapılan iki farklı çalışmada, 
VZV seroprevalans oranları %71.5 ve %94.3 
olarak belirlenmiştir(5,6). Erzurum’da yapılan bir 
diğer çalışmada, 30 yaş altı kişilerde seropreva-
lans %78, Manisa ilinde yapılan bir diğer çalış-
mada, 7-15 yaş arasında VZV IgG pozitiflik 
oranı %61.6, Ankara’da adolasanlarda yapılan 
çalışmada, %55.7 ve Adana’da ilk öğretim 
öğrencilerinde %78 olarak bulunmuştur(7-9). Yine 
rutin aşılama öncesi dönemde, 0-15 yaş arası 
çocuklarda varisella ile ilgili hospitalizasyon 
oranı 100.000’de 5.29-6.89 olarak bulunmuştur(10). 
Türkiye’de Şubat 2013’te çocuklara VZV aşısı 
uygulanmaya başlanmıştır. Çalışmamızda, yaş-
ları 1 ile 95 arasında değişen (ortalama değer 
23.05 yaş) hasta grubunda Varisella IgG olumlu-

Tablo. VZV IgG avidite testi ile indeks araştırılan 24 örneğin sonuçları.

VZV IgM

VZV IgM  
 Birinci çalışma (+)
 İkinci çalışma (+)

Suçiçeği kliniği olan ve VZV IgM (+)  

VZV IgM 
 Birinci çalışma SD
 İkinci çalışma (+)/SD/(-)

Toplam

Örnek sayısı

15

2

7

24

Yüksek AI

14

0

6

20

Sınır AI

1*

2

1**

4

Düşük AI

0

0

0

0

AI: avidite indeksi; SD: sınır değer; * Kawasaki sendrom tanısı alan bir olgu ** birinci çalışma SD, ikinci çalışma (-) bir olgu
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luğu oranı diğer çalışmalarla uyumlu olarak, 
%72.2 olarak bulunmuştur. 

VZV enfeksiyonu mikrobiyolojik tanısında fark-
lı laboratuvar yöntemleri kullanılmaktadır. 
Hastalığın erken döneminde veziküllerin PCR 
ile test edilmesinin tanıda duyarlı ve özgül oldu-
ğu gösterilmiştir(11,12). Yine oral sürüntü örnekle-
rinin de PCR ile test edilmesi oldukça duyarlı bir 
yöntem olarak bildirilmektedir(13). Tanıda hücre 
kültürü ile virüs izolasyonu zaman alıcı olması 
ve düşük duyarlılığı nedeni ile yaygın olarak 
kullanılmamaktadır(12). Diğer laboratuvar tanı 
yöntemlerinden lezyonun direkt floresan antikor 
yöntemi (DFA) ile incelenmesi hem deneyimli 
personel gerektirmesi, belirsiz sonuç elde edile-
bilmesi ve hem de duyarlılık ve özgüllüğünün 
düşük olması nedeni ile tanıda çok yararlı ola-
mamaktadır. Serolojik testler ile IgG saptanması 
kişideki immüniteyi belirlemek açısından kulla-
nılmaktadır. IgG titresinde artışı gözlemlemek 
açısından iki farklı örnek gerektiğinden akut 
hastalık tanısında rolü kısıtlıdır. Ek olarak aşı 
veya daha önce geçirilmiş enfeksiyon nedeni ile 
antikoru olan hastalarda IgG tiresindeki artışı 
göstermek zor olabilmektedir. Primer enfeksi-
yon sırasında kan alındığı sırada IgG henüz 
oluşmamış olabilir(13). VZV aktif enfeksiyonunu 
desteklemek için pratikte VZV IgM kullanıl-
makla beraber IgM antikorlarını saptayan pek 
çok ticari kitin duyarlılıklarının değişken olabil-
diği, diğer yandan başta HSV olmak üzere diğer 
herpesvirüslerle yalancı pozitiflik verebildiği 
belirtilmektedir(14). Bu çalışmada, VZV IgM 
olumluluğu olan bazı hastalarda eş zamanlı HSV 
1+2 IgM, EBV VCA IgM ve CMV IgM saptan-
ması bunun bir göstergesidir. Yine, VZV IgM 
varlığı, yakın dönem karşılaşmanın göstergesi 
olabildiği gibi reenfeksiyon ve reaktivasyona da 
bağlı olabilmektedir(15). IgG avidite testleri pri-
mer enfeksiyon (varisella) ve reküren enfeksi-
yon (zoster) ayrımında yardımcı olabilmekle 
beraber, deneyim sınırlıdır(16).

Leung ve ark. (13), Varisella enfeksiyonunun tanı-
sında kullanılan farklı laboratuvar testlerinin 
değerlendirildiği ve veziküllerden alınan örne-
ğin PCR ile saptanmasının altın standart olarak 
tanımlandığı çalışmada, vezikülden DFA ile 
antijen saptanmasının duyarlılığını % 75, kanda 
IgM saptanması duyarlılığını %25, kanda PCR 
duyarlılığını %42 olarak belirlemiştir. Aynı çalış-
mada, klinik tanının duyarlılığı aşısızlarda %100 
aşı ile modifiye olmuş olgularda %85 olarak 
saptanmıştır.

Bu çalışmada, 3570 örnekte uygulanan VZV 
IgM testinin %7.6’sı (273 örnek) pozitif, %3.4’ü 
(120 örnek) sınır değer olarak bulunmuştur. 
Pozitif olarak saptanan hastaların ön tanıları 
incelendiğinde 11 hastanın suçiçeği ve üç hasta-
nın zona zoster (pozitif çıkan 273 örneğin 
%5.1’i) ön tanısı ile yollandığı gözlenmiştir. 
Diğer yandan suçiçeği ön tanısı ile yollanan 25 
hastanın 14’ünde VZV IgM pozitif olarak sap-
tanmamıştır. VZV enfeksiyonu laboratuvar tanı-
sında, diğer çalışmalarda sözü edilen sorunlar bu 
çalışmada da gözlenmiş, VZV IgM sonuçlarının 
klinik hastalık tanısı ile uyum içinde olmadığı ve 
saptanan IgM olumluluklarının çoğunun primer 
enfeksiyonun göstergesi olmadığı sonucuna 
varılmıştır. 

Bu çalışmada, VZV IgG avidite testi uygulanan 
olgu sayısı sınırlıdır. Çalışılan 24 hasta örneği-
nin yalnızca 4’ünde sınır değer avidite elde edil-
miş, geriye kalan örneklerde yüksek avidite 
saptanmıştır. Sınır değer elde edilen 2 olgu suçi-
çeği kliniği olan olgulardır. Bu bulgular elde 
edilen pozitifliklerin çoğunun yakın dönem 
enfeksiyon olmadığını düşündürmektedir. Diğer 
yandan klinik bulgusu olan hastalarda yüksek 
avidite elde edilmesi beklenmeyen bir durum 
olmuştur. Sınırlı sayıda uygulanan avidite testi 
sonuçlarının tanıya yararı olmamıştır.

Sonuç olarak, bu çalışmada uygulanan VZV 
IgM enzim immunoassay testi laboratuvar tanı-
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da klinik hastalığın olmadığı durumlarda akut 
enfeksiyonu doğrulama için uygun bir test ola-
rak görülmemektedir(17). Gerekli olmadığı 
durumlarda istenen VZV IgM testlerinde bek-
lenmedik IgM pozitiflikleri, bu izotip antikorla-
rın saptanmasında enzim immunoassay testleri-
nin henüz standardize olmaması ile ilgilidir. 
VZV IgG avidite testi tanıyı netleştirme konu-
sunda yardımcı olmamıştır. Bu çalışmada, VZV 
IgM ve IgG avidite EIA testlerinin akut enfeksi-
yon tanısında yararının sınırlı olduğu sonucuna 
varılmıştır.
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Acinetobacter spp. Klinik İzolatlarında Karbapenem 
Direncinin Moleküler Epidemiyolojisi

ÖZ

Amaç: Acinetobacter baumannii çoklu antimikrobiyal direnç gös-
terebilen ve hastaneden kazanılmış enfeksiyonlarda önemi olanbir 
patojendir. Çoklu ilaca dirençli A. baumannii suşlarının tedavisin-
de karbapenemler seçenektir. Çalışmamızda, karbapenem dirençli 
A. baumannii suşlarında direnç mekanizmalarının ve moleküler 
epidemiyolojisinin araştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızdaki 122 Acinetobacter spp. kökeni-
nin tanımlanmasında tam otomatik tanımlama kitleri kullanılmış-
tır. Antibiyotik duyarlılıkları CLSI Klavuzuna göre test edilmiş ve 
yorumlanmıştır. Bu suşlarda, OXA-23 grup, OXA-24 grup OXA-51 
grup, OXA-58 grup oksasilinaz genleri ve IMP, VIM, GIM, SPM, 
SIM, NDM-1 metallo-betalaktamaz genleri PZR ile araştırılmıştır. 
Klonal dağılımı PFGE ile araştırılmıştır.

Bulgular: Karbapenem dirençli 42 suş bulunmuştur. ARDRA 
deneyi ile 41 tanesi A. baumannii, bir tanesi Acinetobacter sp. 
olarak tanımlanmıştır. Bu suşların tamamı sefaperazon/sulbaktam, 
piperasilin/tazobaktam, seftazidime dirençli, %95’i siprofloksasi-
ne, %86’sı amikasine, %21’i tigesikline, %12’si polimiksine 
dirençli, kolistine dirençli suş bulunmamıştır. Suşların 30’u bir 
klona ait (A) bulunmuştur. Karbapenem dirençli suşlardan 18’i 
(%78) OXA-23 grup, 5’i (%12) OXA-58 grup direnç geni pozitif 
bulunurken OXA-24 grup direnç genine sahip suş bulunmamıştır. 
Yirmi üç (%54) suşta yalnızca OXA-51 grup pozitif bulunmuştur. 
Dört suşta, OXA-23 ve OXA-58 direnç geni beraber bulunmuştur. 
Karbapenemaz enzimlerinden IMP, VIM, GIM, SPM, SIM genleri 
bulunmaz iken, A. baumannii dışı bir suşta NDM-1 direnç geni 
bulunmuştur.

Sonuç: Acinetobacter spp. suşları bir suş dışında A. baumannii 
bulunmuştur. Karbapenem direnç oranı %34 bulunmuştur. 
Karbapenem direncinden en çok oksasilinaz tipi enzimler sorumlu 
(en sık OXA-51 grup) bulunmuştur. Otuz suşun bir klona ait olma-
sı, direnç yayılımında belli bir hastane klonunun sorumlu olduğu 
gösterilmiştir. Yalnızca A. baumannii dışı bir suşta NDM-1 direnç 
geni bulunmuştur, diğer metallo-beta laktamaz direnç enzimleri 
bulunmamıştır.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem direnç, 
epidemiyoloji

ABSTRACT

Molecular Epidemiology of Carbapenem Resistance in Clinical 
Isolates of Acinetobacter spp

Objective: Acinetobacter baumannii can develop multi-drug 
resistance and is an important pathogen in hospital-acquired 
infections. Carbapenems are the choice of treatment for 
A. baumannii strains resistant to multidrug therapy. The aim of this 
study is to detect carbapenem resistance mechanisms detected in 
A. baumannii strains, and to investigate molecular epidemiology of 
this resistance.

Material and Methods: We investigated 122 Acinetobacter spp. 
strains and identified with fully automated identification system. 
Antimicrobial susceptibilities were tested and interpreted according 
to the CLSI guidelines. In these strains, metallo-beta-lactamase 
genes (IMP, VIM, GIM, SPM, SIM, NDM-1) and oxacillinase 
genes (OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58) were investigated 
with PCR. Clonal distribution was investigated with PFGE.

Results: We obtained forty-two carbapenem resistant isolates. 
Using ARDRA assay 41 of these strains were identified as 
A. baumannii and one as Acinetobacter spp. All carbapenem 
resistant isolates were also resistant to cefoperazone/sulbactam, 
piperacillin/tazobactam and ceftazidime. Other resistance rates 
were 95% to ciprofloxacin, 86% to amikacin, 21% to tigecycline 
and 12% to polymyxin. None of the isolates were resistant to 
colistin. Thirty isolates were found to belong to a unique clone (A). 
Of the carbapenem resistant isolates 18 (78%) were OXA-23 
group and 5 (12%) were OXA-58 group resistance gene positive. 
OXA-24 group of resistance genes was not observed in any of the 
isolates. Of the carbapenem resistant isolates 23 (54%) harboured 
only OXA-51 genes. Both OXA-23 and OXA-58 genes were 
observed in four isolates. Other karbapenemase genes IMP; VIM, 
GIM, SPM, SIM, were not detected in any of the isolates while 
NDM-1 was positive in only one that was non-A. baumannii.

Conclusion: In conclusion, carbapenem resistance rate was 34% 
and all Acinebacter spp. strains were A. baumannii except one. 
Oxacillinase group of enzymes were found to be more responsible  
(most frequent OXA-51) from carbapenem resistance. Thirty 
strains belonged to a unique clone and this hospital clone was 
considered to be responsible for the spread of resistance. NDM-1 
resistance gene and other metallo-beta-lactamase genes were not 
found in these strains.

Keywords: Acinetobacter baumannii, carbapenem, resistance, 
epidemiology
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GİRİş

Acinetobacter türleri nonfermantatif bakterilerin 
etken olduğu enfeksiyonlarda ikinci sıklıkta 
izole edilmektedir. İnsanda en sık izole edilen 
tür Acinetobacter baumannii’dir. Bu mikroorga-
nizma; antimikrobiyallere çoğul direnç kazanma 
ve çevresel yüzeylerde yüksek oranda canlılığını 
sürdürebilme yeteneği ile hastane ortamında 
kolayca kolonize olmakta ve özellikle yoğun 
bakım ünitelerinde olmak üzere hastane enfeksi-
yonlarına yol açmaktadır(1,2). 

Çoklu ilaca dirençli suşların tedavisi, geniş 
spektrumlu beta-laktamlara, aminoglikozidlere, 
fluorokinolonlara dirençli oldukları için zordur. 
Bu durum tedavide karbapenemlerin sık kulla-
nılmasına neden olmuştur. Günümüzde karbape-
nem direnci tüm dünyada giderek artan oranlar-
da bildirilmekte ve önemli bir halk sağlığı soru-
nu oluşturmaktadır(3,4). Acinetobacter türlerinde 
karbapenemlere direnç; beta-laktamaz üretimi, 
dış membran porin (omp) kaybı, efflux pompası 
ve penisilin bağlayan proteinlerde değişiklik 
gibi çeşitli mekanizmalar ile olmaktadır(5). 
A. baumannii’de karbapenemlere dirençtenso-
rumlu en yaygın beta-laktamaz tipi kazanılmış 
oksasilinazlardan, OXA-23, OXA-24, OXA-40, 
OXA-58 ve OXA-143 enzimleri olan serin beta-
laktamazlardır. Ayrıca OXA-51 tipi doğal oksasi-
linazın aşırı üretimi ve diğer OXA enzimleriyle 
birlikteliği de yüksek düzey karbapenem diren-
cine neden olmaktadır(6,7). Bu çalışmada, karba-
penemlere dirençli Acinetobacter spp. suşlarının 
belirlenerek, dirence en sık neden olan mekaniz-
ma/ enzimin ve klonal ilişkilerinin ortaya kon-
ması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

İzolatların Tanımlanması ve Antibiyotik 
Duyarlılık Testleri: Ocak 2007 ile Eylül 2010 
tarihleri arasında hastanemiz Tıbbi Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’na gönderilen klinik örneklerden 

izole edilen Acinetobacter spp. olarak tanımlan-
mış 122 suş çalışmaya dâhil edilmiş ve karbape-
nem dirençli suşlar araştırılmıştır. Bakteri tanım-
lanması Phoenix 100 BD (BD Diagnostic, ABD) 
otomatize sistemi ve/veya Amplified ribosomal 
DNA restriction analizi (ARDRA) ile yapıldı. 
Çalışmaya aynı hastadan izole edilen suşlardan 
yalnızca biri tahlil edilmiştir. 

Tüm bakterilerin, imipenem (IMP), meropenem 
(MEM), sefaperazon/sulbaktam (SCP), piperasi-
lin/tazobaktam (TZP), seftazidim (CAZ), sipro-
floksasin (CIP), amikasin (AM), gentamisin 
(GN), duyarlılıkları disk difüzyon yöntemi ile 
Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) önerilerine göre test edildi ve yorum-
landı(12). Karbapenem dirençli kökenlerde imipe-
nem, meropenem, tigesiklin, sefoperazon/sul-
baktam, piperasilin/tazobaktam, amikasin, poli-
miksin B, kolistin, seftazidim ve siprofloksasin 
minimal inhibitör konsantrasyonları (MİK) 
E-test yöntemi (Biomeriux, Fransa) ile üretici 
firma önerileri doğrultusunda uygulandı ve CLSI 
kılavuzuna göre yorumlandı(12). CLSI kılavuzun-
da sınır değerleri olmaması nedeniyle SCP 
duyarlılık sınır değerleri <=16, 32, >=64 mg/L(13) 
olarak ve TG sınır değerleri ise ilaç üreticisi 
firmanın prospektüs bildirimlerine göre <=2, 4, 
>=8 mg/L (Wyeth AŞ, İstanbul) olarak alındı. 
Kontrol suşu olarak A. baumannii ATCC 19606 
suşu kullanıldı.

Moleküler Yöntemler 

Amplified ribosomal DNA restriction analizi 
(ARDRA): Karbapenem dirençli suşların geno-
tipik tür ayrımı için ARDRA deneyi yapıldı. 
DNA eldesi için, bir gecelik koyun kanlı besiye-
rinde inkübe edilmiş suşlardan bir öze dolusu 
bakteri 500 µL steril distile su içinde süspanse 
edildikten sonra 95°C’de 15 dakika tutulduktan 
sonra 14000 rpm de 3 dakika santrifüj edildi. 
Üsteki sıvı bu test ve daha sonraki testlerde poli-
meraz zincir reaksiyonlarında (PCR) hedef DNA 
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araştırılması için kullanıldı. Daha sonra 16S 
rRNA ait gen spesifik dizileri kullanılarak 
(Forward-TGGCTCAGATTGAACGCTG 
GCGGC, Reverse- TACCTTGTTACG ACTTCA 
CCCCA) PCR yapıldı. Çoğaltılan gen bölgesi 
Alu I (AGCT), Cfo I (GCGC), Mbo I (GATC), 
Msp I (CCGG), Rsa I (GTAC) DNA kesim 
enzimleri ile kesildi ve oluşan bantlar görüntü-
lendi. Bant paternleri gözle değerlendirilerek 
genomik tür ayrımı yapıldı(8). 

Karbapenem Direnç Mekanizmalarının 
Moleküler Yöntemler ile Araştırılması: 
Karbapenem direncine neden olan oksasilinaz 
genlerinden OXA-23 grup, OXA-24 grup, OXA-
51 grup, OXA-58 grup ve metallo-betalaktamaz 
genleri IPM, VIM, GIM, SPM, SIM, NDM-1 ile 
ISAba1 integronlarının varlığı bu enzimleri kod-
layan gen bölgelerine ait spesifik primer dizileri 
kullanılarak PCR ile araştırıldı(9-11) (Tablo 1).

Konjugasyon Deneyi 

Direnç genlerinin plazmid aracılı transferinin 
araştırılması amacıyla konjugasyon deneyi 
yapıldı. Alıcı suş olarak Escherichia coli J53 
(sodyum azid dirençli, 200 mg/L) suşu kullanıl-
dı. Her iki alıcı ve verici suş logaritmik üreme 
fazı için 3 saat beyin-kalp infüzyonu buyyonda 
inkübe edildi. Alıcıdan 2.2 ml ile vericiden 0.2 
ml karıştırılıp 1 saat inkübe edildi ve ardından 
selektif besiyerinde transkonjugatlar (200 mg/L 
sodyum azide, 4 mg/L imipenem) seçildi. Bu 
transkonjugatlardan plazmid DNA izolasyonu 
ticari kit kullanılarak üretici firmanın (GeneJET 
plasmid miniprep kit; Fermentas, İsveç) önerile-
ri doğrultusunda yapıldı ve direnç genleri 
araştırıldı(14). 

Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Karbapenem dirençli suşlardaki klonal ilişkinin 
ortaya çıkarılması için PFGE deneyi yapıldı. Bir 
gece koyun kanlı agarda inkübe edilmiş saf 
A. baumannii suşlarından, 1 ml hücre süspansi-
yon solüsyonunda (HSS; 100M Tris-HCL, 
100mM EDTA, ph 8.0) 4 McFarland bulanıklık-
ta bakteri süspansiyonu hazırlandı. Bakteri süs-
pansiyonu 13.000 rpm olacak şekilde 2 dakika 
süre ile santrifüjlendi. Üstteki sıvı atıldı ve pellet 
1 ml HSS ile çözüldü. Bu solüsyonun 100 µl ile 
5 µl proteinaz K (20 mg/ml stok) karıştırıldı. %1 
sodyum dodesilsülfat içeren %2’lik “low mel-
ting” agarın 100 µl’si ile bu bakteri süspansiyo-
nu karıştırıldı. Daha sonra bu karışım “plug-
mold” kalıplarına dağıtıldı. Oluşan bakteri jel 
plakları 1 ml hücre lizis solüsyonu (HLS; %50 
mM Tris, %50 mM EDTA, pH 8, %1 sarkozil) 
ve 3 µl proteinaz K (20 mg/mL stok) içeren sıvı-
nın içine kondu ve 2 saat 54°C’de inkübe edildi. 
Daha sonra 2 defa distile su ile 4 defa Tris-
EDTA tampon sıvısı ile 50 °C’de yıkama işlemi 
yapıldı. Lizis sonunda açığa çıkan DNA, ApaI 
(30 ünite) enzimi ile kesildi. Kesilen DNA par-
çaları %1’lik agaroz jel içinde CHEF DRIII 

Tablo 1. Kullanılan primer dizileri (9-11).

Primer 
Adı

OXA23-F 
OXA23-R 

OXA24-F 
OXA24-R  

OXA51-F 
OXA51-R

OXA58-F 
OXA58-R 

IMP F 
IMP-R 

VIM- F
VIM-R 

GIM-1-F 
GIM-1-R

SPM-1- F
SPM-1- R

SIM-1- F
SIM-1- R

NDM-1 F
NDM-1 R

ISAba1 F 
ISAba1 R

Gen Dizisi (5’-3’)

GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA
ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA
AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT

TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG 
TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG

AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG
CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC

GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C
CCA AAC YAC TAS GTT ATC T

GAT GGT GTT TGG TCG CAT A
CGA ATG CGC AGC ACC AG

TCG ACA CAC CTT GGT CTG AA
AAC TTC CAA CTT TGC CAT GC

AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG
ACA TTA TCC GCT GGA ACA GG

TAC AAG GGA TTC GGC ATC G
TAA TGG CCT GTT CCC ATG TG

CCA ATA TTA TGC ACC CGG TCG
ATG CGG GCC GTA TGA GTG ATT G

CAC GAA TGC AGA AGT TG
CGA CGA ATA CTA TGA CAC

Baz 
Büyüklüğü 

(bp)

501

246

353

599

188

390

477

271

570

794

-
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(Bio-Rad Laboratories, Belçika) sisteminde 14 
°C’de ve 6V/cm2’de 20 saat koşullarında yürü-
tüldü. Oluşan bantlar 15 µl/ 200 ml “safeview” 
DNA boyayıcı içinde 40 dakika tutularak UV 
ışıkta görüntülendi. Bantlar arasındaki ilişki 
“Tenover kriterleri”ne göre gözle değerlen-
dirildi(15,16).

Adnan Menderes Üniversitesi Bilimsel Araş-
tırma Projeleri Komisyonu tarafından desteklen-
miştir (TPF: 10030).

BULGULAR 

Çalışmaya alınan 122 A. baumannii veya 
A. baumannii/calcoaceticus complex suşu oto-
matize sistemle tanımlanmıştır. Çalışmamızdaki 
suşların elde edildiği örneklerin dağılımı şöyley-
di: 52’si (%42) solunum yolu, 32’si (%26) kan, 
23’ü (%19) yara yeri, 8’i (%7) idrar ve yedisi 
(%6) diğer örneklerdir (göz, periton, plevra, 
kateter). Bu örneklerin 38’i (%31) dâhili bilim-
lere ait servislerinden, 33’ü (%27) cerrahi bilim-
lere ait servislerinden, 31’i (%26) pediatri servi-
sinden ve 20’si (%16) yoğun bakım ünitelerin-
den gönderilmişti.

Çalışmaya dâhil edilen 122 suş disk difüzyonla, 
42’si (%34) IMP ve MEM’e, 67’si (%55) SCP, 
95’i (%78) CAZ, 94’ü (%77) GN, 91’i (%75) 
CIP, 91’i (75) TZP ve 61’i (%50) AM dirençli 
bulunmuştur. Karbapenemlere dirençli 42 suşun 
tamamı SCP, TZP ve CAZ’e dirençli, %95’i CIP, 
%86’sı AM, %21’i TG, %12’si PO dirençli iken, 
kolistine dirençli suş bulunmamıştır. Karbape-
nem dirençli suşların MİK50/90 değerleri; imipe-
nem >=64/>=64, meropenem >=64/>=64, pipe-
rasilin/tazobaktam >=512/>=512, polimiksin B 
1/4, sefoperazon/sulbaktam 128/>=512, kolistin 
0.5/2, tigesiklin 1/8, seftazidim >=512/>=512, 
siprofloksasin >=64/>=64 ve amikasin 128/>=512 
olarak bulunmuştur. 

Karbapenem dirençli suşların ARDRA yönte-

miyle genot iplendir i lmesi  sonucu 41’i 
A. baumannii, bir suş A. baumannii-dışı tür olarak 
tanımlanmıştır. Karbapenem dirençli suşlarda 
birbirinden farklı 8 PFGE klonu (a1 subklonunda 
30 suş, bunun a2 subklonunda 3 suş, b ve c klon-
larında 3’er suş, d klonunda 2 suş, e, f, g, h klon-
larında birer suş) bulunmuştur (Şekil 1). 
Karbapenem dirençli suşların 18’inde (%42) 
OXA–23 grup, 5’inde (%12) OXA-58 grup direnç 
geni pozitif bulunurken, OXA-24 grup direnç 
genine sahip suş bulunmamıştır. Tüm A. baumannii 
suşlarında doğal olarak bulunan OXA–51 grup 
direnç geni bulunmuştur. OXA–51 direnç geni 
olan ve test ettiğimiz diğer direnç geni olmayan 
23 suş bulunmuştur. Dört suşta OXA–23, OXA-58 
direnç geni birlikteliği saptanmıştır. Diğer karba-
penemaz enzimlerinden IMP, VIM, GIM, SPM, 
SIM hiçbir suşta bulunmaz iken, A. baumannii 
dışı bir suşta NDM–1 direnç geni bulunmuştur. 
OXA–58 direnç genine sahip suşlar a2(3), f(1), 
g(1) klonlarına ait iken, OXA–23 direnç genine 
sahip olanlar a1(9), b(2), c(3), d(2), e(1), h(1) 
klonlarına aittir. NDM–1 direnç genine sahip suş 
g klonuna ait bulunmuştur. OXA–23, OXA–53, 
OXA–51 grup pozitif suşlarda ISAba1 geni ilişki-
si araştırılmış ve hepsinde negatif bulunmuştur.

OXA–23 ve OXA–51 ve OXA–53 direnç geni 
pozitif suşlarda direnç geninin transfer edilebi-

şekil 1. Seçili izolatlardan PFGE görüntüsü M; marker, A klo-
nu; 77, 97, 127, 150, B klonu; 73, 128, 134, C klonu; 135, 143, 
146, D klonu; 158
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lirliliği konjugasyon deneyi ile araştırılmış ancak 
gösterilememiştir. Elde edilen plazmid DNA’da 
bu genler çoğaltılamamıştır.

TARTIşMA 

Acinetobacter türlerinde görülen çoklu ilaç 
direnci, Acinetobacter enfeksiyonlarının tedavi-
sinde, karbapenemlerin yoğun olarak kullanımı-
na neden olmakla birlikte, karbapenem direnci 
de giderek yaygınlaşmaktadır(7). Günümüzde, 
bilinen tüm antibiyotik gruplarına dirençli 
A. baumannii suşları bildirilmektedir(3). Çalış-
mamızda, A. baumannii izolatlarında karbape-
nem direnci %34 oranında bulunmuştur. 
Anabilim Dalı’mızın içinde bulunduğu ulusal 
bir çalışmada, 2007 yılında A. baumannii suşla-
rında karbapenem direnci görülmez iken, çalış-
mamızda, karbapenem direnci %34 olarak 
bulunmuştur(17). 

Çalışmamızda, 18 suşta OXA-23 geni, beş suşta 
OXA-58 geni ve dört suşta hem OXA-23 hem de 
OXA-58 geni bulunmuştur. OXA-24 genine rast-
lanmamıştır. Acinetobacter baumannii suşların-

da karbapenem direncinden sorumlu tutulan 
temel mekanizma OXA enzimleridir(18). OXA-23 
enziminin daha çok İngiltere, Fransa, Brezilya 
ve Yunanistan’da, OXA-24 enziminin İspanya’da, 
OXA-58 enziminin ise Fransa, İspanya, İtalya, 
Yunanistan ve Avusturya’da daha sık görüldüğü 
bildirilmektedir(5). Türkiye, Yunanistan ve 
İtalya’nın da aralarında bulunduğu Akdeniz 
ülkelerini içeren bir çalışmada, 1999-2009 yılla-
rı arasında karbapeneme dirençli A. baumannii 
izolatlarında en yaygın genin OXA-58 olduğu 
2009 yılından itibaren ise OXA-23 geninin gide-
rek artarak OXA-58 geninin yerini almaya başla-
dığı bildirilmiştir(19). Sarı ve ark.(20), 62 karbepe-
neme dirençli A. baumannii izolatını inceledik-
leri çalışmalarında, tümünde OXA-23 genini 
saptarken, hiçbirinde OXA-58-benzeri enzimleri 
kodlayan genler saptamamışlardır. A. baumannii 
suşlarında intrinsek olarak bulunan OXA-51 
direnç geninin fazla miktarda üretildiğinde kar-
bapenem direncine katkıda bulunduğu ve ISAba1 
genetik elemanının OXA-51 geninin önüne gele-
rek ekspresyonunu artırdığı gösterilmiştir(20,21). 
Çalışmamızda, tüm suşlarda OXA-51 benzeri 
enzimleri kodlayan genlerin varlığı belirlenmiş, 

şekil 2. Multipleks PCR reaksiyonu ile OXA pozitif seçili izolatların jel görüntüsü.

Oxa58

Oxa23

Oxa51
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OXA-23 ve OXA-58 direnç genine sahip suşlarda 
ISAba1 insertion sekans bölgesi ile ilişki bulu-
namamıştır. Direnç genlerinin hiçbiri konjugas-
yon deneyinde transfer edilememiştir bu da 
genlerin kromozomda yerleşik olduğunu düşün-
dürmüştür.

Acinetobacter baumannii suşlarında metallo-
beta-laktamaz (MBL) türü enzimler OXA tipi 
karbapenemazlardan daha az görülmesine rağ-
men, MBL’lerin karbapenemaz aktivitesi daha 
yüksektir(3,22). IMP direnç geninin daha çok 
İtalya, Japonya, Güney Kore, Portekiz’de, VIM 
ve SIM direnç genlerinin ise daha çok Güney 
Kore’de görüldüğü bildirilmektedir(5,23). Çalışma-
mızda, IMP, VIM, GIM, SPM ve SIM direnç 
genlerine rastlanmamış, bir A. baumanni-dışı. 
suşda NDM-1 direnç geni bulunmuştur.

Çoklu ilaca dirençli A. baumannii suşlarının 
epidemiyolojik olarak tanımlanması önemlidir. 
A. baumannii’ye bağlı salgınlarda genellikle bir 
baskın klonun epidemiyolojik olarak egemen 
olduğu bildirilmektedir(18,24). Hastanelerde kolo-
nize genotiplerin ciddi mortalite ve morbidite 
artışına neden olabileceği belirtilmektedir(25). 
Karbapenem dirençli A. baumannii suşlarının 
özellikle ventilatör ilişkili pnömoni tedavisinde 
mortalite artışına neden olduğu bildirilmekte-
dir(26). Çalışmamızda, karbapenem dirençli suş-
lar sekiz farklı genotipte bulunmuştur. Otuz suşu 
içeren A genotipini, ağırlıklı olarak pediatri ser-
visinden gönderilen hasta örneklerinden izole 
edilen suşlar oluşturmaktadır. Bu suşların 2009 
Ocak ayı ile 2010 Kasım aylarında kümelenmesi 
bir epideminin yaşanmış olduğunu düşündür-
müştür. Genotip A, en çok solunum yolu örnek-
lerinden (%18), daha sonra invazif örneklerden 
(%12) izole edilmiştir. Bu genotipin kolonize 
hastalardan izole edilebildiği gibi ciddi enfeksi-
yonlara da neden olabileceği görülmüştür. 
blaOXA-23 direnç geni 6 farklı genotipte (A, B, C, 
D, E, H) bulunmuştur. blaOXA-58 direnç geni ise 3 
farklı genotipte (A, F, H) bulunmuştur. Her iki-

sine sahip suşlar iki farklı genotipte (A, H) 
bulunmuştur. Sadece blaOXA-58 geni sahip suşlar 3 
farklı genotipte bulunmuş, ancak bunların %91’i 
(21 suş) genotip A’ya ait iken diğer B ve G geno-
tiplerinde birer suş bulunmuştur. G genotipi 
NDM-1 direnç genini içeren tek suşa ait bir 
genotip olarak bulunmuştur.

Sonuç olarak, çalışmamızda, A. baumannii izo-
latlarında karbapenem direnci %34 oranında 
bulunmuştur. Bu dirençten OXA tipi direnç 
enzimleri bunlardan da en çok OXA-51 grup 
sorumlu bulunmuştur. NDM-1 direnç genine 
sahip A. baumannii dışı bir suşta tek bir klona ait 
olarak bulunmuştur. Klonal dağılım olarak da 8 
farklı genotip bulunmuş ve bunların içinde 30 
suş tek bir klonda toplanmıştır. Bu bize hastane-
mizde bir nozokomiyal suşun bulunduğu ve 
özellikle pediatri servisinde belirli bir zaman 
aralığında epideminin olduğunu göstermiştir. 
Ayrıca dirençten sorumlu genlerin direnç oluş-
turmasında, ISAba1 dışında bir insertion dizisi-
nin sorumlu olabileceği ve daha ileri çalışmala-
rın yapılması gerekliliği ortaya konmuştur.
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Mikrobiyolojik ve Demografik Olarak Değerlendirilmesi*

ÖZ

Amaç: Mycobacterium tuberculosis, çeşitli doku ve organlara 
yerleşerek hastalık oluşturmakta, akciğer dışında yerleşen tüber-
küloz (TB) akciğer dışı tüberküloz (ADTB) olarak adlandırılmak-
tadır. Bu çalışmada bölgemizdeki kültür pozitifliği ile doğrulanmış 
ADTB olgularımızın organ ve doku yerleşimleri açısından dağılım 
ve demografik özelliklerinin incelenmesi ile tanıda kullanılan yön-
temlerin tanısal performanslarının karşılaştırılması amaçlanmış-
tır. 

Gereç ve Yöntem: Mikobakteriyoloji Laboratuvarı’na çeşitli kli-
niklerden ADTB şüpheli 2230 hastadan gönderilen klinik örnekler 
rutin işleme alındı. Ehrlich-Ziehl Neelsen boyama yöntemi ve 
kültür yöntemi ile Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC) 
yönünden değerlendirildi. Kültüründe MTC üremesi belirlenen 
hastalar retrospektif olarak değerlendirildi.

Bulgular: ADTB şüpheli 2230 hastanın 101 (%4.5)’inde kültür 
yöntemleri ile MTC üremesi, 25 (%1.1)’inde aside dirençli basil 
pozitifliği belirlendi. Lenf bezi biyopsisi yapılan 35 (%34.7) hasta-
nın 24 (%68.6)’ünde kazeifikasyon nekrozu saptandı. ADTB sıklığı 
tutulum yerlerine göre sınıflandırıldığında TB lenfadenit %34,7, 
genito-üriner sistem TB’si %19.8, TB plörezi %18.8, kemik-eklem 
TB’si %12.9, TB menenjit %10.9, periton TB’si %2 ve %1 gastro-
intestinal sistem TB olarak belirlendi.

Sonuç: Bölgemizde kültür pozitifliği ile doğrulanan ADTB görül-
me sıklığı %4.5 olarak bulundu. Olguların en üretken yaşlarda 
görülmesi ülkemizin ekonomik kaybının boyutlarını göstermesi 
açısından önemlidir. ADTB tanısındaki gecikmeler tedavide sorun-
lara yol açmakta bu ise mortalite ve morbiditenin artmasına neden 
olmaktadır.

Anahtar kelimeler: Akciğer dışı tüberküloz, tanı, mikroskobik 
inceleme, kültür

ABSTRACT

Microbiologic and Demographic Evaluation of Extrapulmonary 
Tuberculosis Cases in Mersin Province

Objective: Mycobacterium tuberculosis causes disease by settling in 
various tissues and organs; and tuberculosis (TB) that has settled 
out of the lungs is called extrapulmonary tuberculosis (EPTB). In 
this study, we aimed to investigate the demographic features and 
distribution of organ and tissue localization of EPTB cases in our 
region which are all confirmed by culture positivity; and the 
comparison of diagnostic performance of the diagnostic methods.

Material and Methods: Clinical specimens of 2230 patients sent 
from various clinics, suspected of EPTB, were examined in the 
Department of Mycobacteriology. The presence of Mycobacterium 
tuberculosis complex (MTC) was evaluated by Ehrlich-Ziehl 
Neelsen and culture methods. Patients whose cultures demonstrated 
growth of MTC were evaluated retrospectively.

Results: Of the 2230 patients suspected of EPTB, MTC was isolated 
from cultures of 101 (4.5%) patients, and in 25 (1.1%) of them 
growth of acid-resistant bacilli was detected. Caseation necrosis 
was detected in 24 (68.6%) of 35 (34.7%) patients that had lymph 
node biopsy. The frequency of EPTB classified according to the sites 
of infection were as follows: TB lymphadenitis ( 34.7%), genitourinary 
system TB (19.8%), pleural TB (18.8%), bone and/or joint TB 
(12.9%), TB meningitis (10.9%), peritoneal TB (2%) and 
gastrointestinal system TB (1%).

Conclusion: The frequency of EPTB confirmed with culture 
positivity was found to be 4.5% in our region. Observation of the 
cases during the most productive age is important to show the 
extent of economic loss of our country. Delays in the diagnosis of 
EPTB cause problems in treatment of the disease with an increase 
in the mortality and morbidity.

Keywords: Extrapulmonary tuberculosis, diagnosis, microscopic 
examination, culture
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GİRİŞ

Tüberküloz (TB), Myocbacterium tuberculosis’in 
neden olduğu dünya çapındaki en önemli bulaşı-
cı hastalıklardan biridir. TB, HIV’den sonra 
dünya genelinde enfeksiyon hastalıklara bağlı 
ölümlerde ikinci sırada yer almaktadır. Dünya 
Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün 2016 Küresel TB 
raporuna göre dünya genelinde yaklaşık 10.4 
milyon yeni TB hastası vardır ve yaklaşık 1.4 
milyon kişi bu hastalıktan dolayı ölmektedir(1).

Tüberküloz her doku ve organı tutabilen çok 
geniş spektruma sahip bir hastalıktır. Akciğer 
dışında yerleşen çeşitli doku ve organ TB’ları 
akciğer dışı tüberküloz (ADTB) adı altında 
toplanır(2). Ülkelerin demografik ve gelişmişlik 
düzeylerine göre TB olgularının yaklaşık %80’i 
akciğer, %20’si ADTB’dur. Ülkemizde Türkiye 
Halk Sağlığı Kurumu’nun 2015 yılında hazırla-
dığı rapora göre 2013 yılında 4754 (%35.4) 
ADTB olgusu olduğu bildirilmektedir(3). ADTB, 
birincil enfeksiyondan yıllar sonra ortaya çıka-
bildiği gibi, hızla ilerleyerek akut bir klinik tablo 
da oluşturabilir. Lenf nodları, plevra, genito-
üriner sistem, kemik ve eklemler, miliyer, sant-
ral sinir sistemi (SSS), periton tutulumu başta 
olmak üzere tüm organları tutabilir. Tanısal güç-
lükleri nedeniyle yıllarca gözden kaçabilen 
ADTB hastalarındaki sıklık, son yıllarda tanı 
yöntemlerindeki gelişmelere bağlı olarak artış 
göstermektedir. TB hastalığın böbrek yetmezli-
ği, diyabet, siroz, kazanılmış immün yetmezlik 
sendromu (Acquired Immun Deficiency 
Syndrome-AIDS) gibi bağışıklık yetmezliği 
durumlarında daha sık ortaya çıkması da bu artı-
şın nedeni olarak gösterilmektedir(4,5).

Bu çalışmada, Ocak 2005-Aralık 2010 tarihleri 
arasında bölgemizdeki kültür pozitifliği doğru-
lanmış ADTB olgularımızın organ ve doku yer-
leşimleri açısından dağılım ve demografik özel-
liklerinin incelenmesi ve tanıda kullanılan yön-
temlerin tanısal performanslarının karşılaştırıl-

ması amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışmada, Ocak 2005-Aralık 2010 tarihle-
ri arasında Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 
Mikobakteriyoloji Laboratuvarı’na çeşitli kli-
niklerden ADTB şüpheli 2230 hastadan gön-
derilen toplam 3280 klinik örnek (periton 
sıvısı, plevra sıvısı, beyin omurilik sıvısı 
[BOS] ve diğer steril vücut sıvıları [SVS] ile 
lenf nodu, yara, abse, doku ve biyopsi örnek-
leri ile idrar ve diğer örnekler) rutin işleme 
alındı. Tüm örnekler Hastalık Korunma ve 
Kontrol Merkezi (Centers for Disease Control 
and Prevention-CDC) tarafından önerilen 
N-asetil-L-sistein (NALC)-NaOH yöntemiyle 
homojenize ve dekontamine edilip Ehrlich-
Ziehl Neelsen (EZN), kültür yöntemleri 
Löwenstein-Jensen (LJ) ve sıvı otomatize sis-
temler (BACTEC-460 ve/veya MGIT 960) ile 
Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC) 
yönünden değerlendirildi. Kültüründe MTC 
izole edilen hastalar ADTB’lu olarak değerlen-
dirildi ve çalışma grubumuza dâhil edildi. 
Hastaların birinci seçenek anti-TB ilaçlara karşı 
duyarlılıkları sıvı otomatize sistemler ile belir-
lendi. Bu hastaların dosyaları da incelenerek 
demografik özellikler (yaş, cinsiyet, yaşadıkları 
yer), önceden geçirilmiş TB öyküsü, aile içi 
temas, anti-TB ilaç kullanımı, histopatolojik 
bulguların varlığı, ADTB’ye eşlik eden diğer 
tıbbi sorunlar ve HIV seropozitifliği yönünden 
değerlendirildi.

İstatistiksel Analiz: Bu çalışmada laboratuvarı-
mıza ADTB şüphesi ile gönderilen klinik örnek-
lerde mikobakteri varlığını belirlemede kullanı-
lan EZN yönteminin kültür yöntemlerine göre 
duyarlılık, özgüllük, pozitif prediktif değeri 
(PPD) ve negatif prediktif değeri (NPD) hesap-
lamaları yapıldı.



199

G. Aslan ve ark., Akciğer Dışı Tüberküloz Olgularının Mikrobiyolojik Değerlendirilmesi

BULGULAR

Çalışmada, ADTB şüphesi ile klinik örneği gön-
derilen 2230 hastanın 101 (%4.5)’inin kültürü 
pozitif olarak belirlendi. Laboratuvarımıza kli-
nik örneği gönderilen hastaların 25 (%1.1)’inde 
aside dirençli basil (ARB) belirlendi. ARB pozi-
tifliği belirlenen hastaların 17 (%68)’sinin kültü-
rü pozitif bulunurken, 8 (%32)’inin kültürlerinde 
üreme olmadı (Tablo 1). Hastalardan izole edi-
len izolatların 87 (%86.1)’sinin birinci seçenek 
anti-TB ilaçlara karşı duyarlı olduğu, 6 hastada 
izoniazid direnci, 2 hastada streptomisin direnci, 
1 hastada rifampisin direnci ve 1 hastada etam-
butol direnci; 3 hastada ise streptomisin ve izo-
niazid direnci ve 1 hastada da rifampisin ve 
etambutol direnci belirlendi.

Çalışmada, incelenen kültür pozitif 101 hastanın 
52 (%51.5)’si erkek, 49 (%48.5)’u kadın, yaş 
ortalaması 43.4 (1-97) olarak bulundu. Çalışma-
da, hastaların geçmişe yönelik sorgulamaları 
yapıldığında, 3 (%3) hastada önceden geçirilmiş 
TB, 9 (%8.9) hastada ise aile içi temas belirlen-
di. On dokuz (%18.8) hastada, altta yatan hasta-
lık ya da kolaylaştırıcı etken (DM, kardiyovas-
küler hastalık, malignite), saptandı. Biyopsi 
yapılan 35 (%34.7) olguda histopatolojik incele-
me ile granülamatöz özellikte lezyon belirlendi 
ve bu olguların 24 (%68.6)’ünde kazeifikasyon 
nekrozu saptandı. Hastalarımızın hiçbirinde HIV 
seropozitifliği saptanmadı (Tablo 2).

Akciğer dışı tüberküloz olgularının tutulum yer-
leri sıklık sırasına göre incelendiğinde 35 
(%34.7) lenf bezi biyopsi, 20 (%19.8) idrar, 19 

Tablo 1. Çalışmaya dâhil edilen 2230 hastanın kültür ve ARB sonuçları ile duyarlılık, özgüllük, pozitif ve negatif prediktif değerleri.

ARB Pozitif
Negatif

Pozitif

17
84

Negatif

8
2121

Duyarlılık

%16.8

Özgüllük

%99.6

PPD

%68

NPD

%96.2

Kültür

PPD: Pozitif prediktif değer, NPD: Negatif prediktif değer
ARB: Aside dirençli basil

Tablo 3. Akciğer dışı tüberküloz olgularının tutulum yerlerine 
göre dağılımı.

Klinik Örnek

Lenf bezi biyopsisi
İdrar
Plevra sıvısı
Kemik-eklem dokusu
Beyin omurilik sıvısı
Periton
Dışkı 

n

35
20
19
13
11
 2
 1

%

34.7
19.8
18.8
12.9
10.9

2
1

DM: Diabetes mellitus

Tablo 2. Kültür pozitif saptanan 101 hastanın klinik özellikleri.

Klinik Veri

Önceden tüberküloz geçirme
Aile içi temas
Eşlik eden diğer hastalıklar (malignite/DM)
Histopatolojik tanı
Klinik bilgisine ulaşılamayan hasta

n

3
9
19
35
24

%

3
8.9
18.8
34.7
24.4

DM: Diabetes mellitus

(%18.8) plevra sıvısı, 13 (%12.9) kemik-eklem 
dokusu, 11 (%10.9) BOS, iki (%2) periton sıvısı 
ve bir (%1) dışkı örneğinde MTC üremesi belir-
lendi (Tablo 3). 

Tüberküloz lenfadenitli hastaların 18’i kadın, 
17’si erkek ve yaş ortalamaları 46.2 idi. Bu has-
taların yalnızca 24 (%68.6)’ünde histopatolojik 
inceleme ile kazeifikasyon nekrozu gösterildi. 
Kültür pozitif örneklerin yalnızca 9 (%25.7)’unda 
ARB pozitifliği saptandı. TB lenfadenitli hasta-
ların 9 (%25.7)’u servikal, 23 (%65.7)’ü perife-
rik iken, 3 (%8.6)’ünün batında yerleştiği sap-
tanmıştır. On üç (%37.1) hasta, TB lenfadenit 
tanısıyla tedaviye alındı. Bu hastalardan 1’inin 
tedaviyi terk ettiği belirlendi. Diğer hastaların 
ise klinik izlemlerine ulaşılamadı. TB lenfade-
nitli hastaların 1’inde aile içi temas öyküsü 
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bulundu. Hastaların birinin daha önce akciğer 
TB’u geçirdiği ve kronik böbrek yetmezliği 
olduğu, diğer 1 (%2.9) hastanın ise 2002 yılında 
TB lenfadenit tanısı ile tedaviye alındığı, fakat 
dördüncü aydan sonra tedavisini terk ettiği öğre-
nildi. TB lenfadenitli hastaların birinde akut 
myelositik lösemi, birinde malign neoplazm, 
birinde Hepatit C virüs (HCV) enfeksiyonu ve 
ikisinde DM bulunduğu belirlendi.

Genito-üriner sistem TB’u olan hastaların 11’i 
kadın, dokuzu erkek, yaş ortalamaları 48.1 idi. 
Bu hastalarda kültür pozitifliği yanında ARB 
pozitifliği, 3 hastada belirlendi. Kültür pozitif 
bir hastanın malignite nedeni ile immünsüpresif 
tedavi aldığı, bir hastada kronik böbrek yetmez-
liği, bir hastada ise DM bulunduğu belirlendi.

Tüberküloz plörezi (TBP) olan hastaların 13’ü 
erkek, altısı kadın, yaş ortalamaları 46.9 idi. 
Hastaların 3’üne yapılan plevra biyopsisi 
sonucuna göre histopatolojik olarak kronik 
granülamatöz inflamasyon tanısı konuldu. 
TBP’li hastaların yalnızca 1’inde ARB pozi-
tifliği bulunurken dört hastada eşlik eden 
bronş kanseri, mezotelyoma, meme kanseri ve 
kronik böbrek yetmezliği belirlenmiştir. Başka 
bir hastada ise geçirilmiş TB öyküsü ve kronik 
karaciğer hastalığı olduğu belirlendi. TBP’li 2 
hastada aile içi TB’lu hasta ile temas öyküsü 
belirlendi. 

Kemik-eklem TB’u saptanan 13 olgunun 8’i 
kadın, 5’i erkek ve yaş ortalamaları 36.2 idi. Bu 
hastaların 2’sinde psoas absesi, 2’sinde vertebra 
tutulumu olması nedeniyle paravertebral abse 
bulunmaktaydı. Kronik osteomyelit tanısı konu-
lan bir hastanın operasyonda alınan kemik doku-
su kültüründe MTC izole edildi. Bu hastaların 
yalnızca 2’sinde ARB pozitifliği, 3’ünün histo-
patolojik incelemesinde ise granülamatöz infla-
masyon saptandı. Kemik-eklem TB’u saptanan 
hastaların 7’sine TB tanısı konulduğu ve tedavi-
lerine başlanıldığı belirlendi.

Çalışmada bulunan 11 tüberküloz menenjit 
(TBM)’li hastanın 6’sı erkek, 5’i kadın ve yaş 
ortalamaları 25.1 idi. Yalnızca 2 hastada ARB 
pozitifliği gözlendi. TBM’li hastaların 1’inde 
aile içi temas öyküsü bulundu. TBM’li 2 hasta 
milier TB’den hayatını kaybetmiş, diğer hastalar 
ise tedaviye alınmıştır.

Çalışmaya dâhil edilen periton TB’lu 2 hastanın 
1’i 78 yaşında erkek, diğeri ise 54 yaşında kadın 
hastaydı. Bu hastaların ARB negatif olduğu, 
histopatolojik olarak tanı konmamış hastalar 
olduğu belirlendi.

Çalışmamızda iki yaşında bir erkek çocuk hasta-
nın dışkı örneğinden Mycobacterium bovis izole 
edildi.

Çalışmaya dahil edilen hastaların klinik örnekle-
rinden mikobakteri varlığını belirlemede kulla-
nılan EZN yönteminin kültür yöntemine göre 
duyarlılığı %16.8, özgüllüğü %99.6, pozitif pre-
diktif değeri %68 ve negatif prediktif değeri 
%96.2 olarak bulundu (Tablo 1).

TARTIŞMA

Akciğer dışı tüberküloz genellikle akciğerlerde-
ki TB basillerinin lenfohematojen yolla yayıl-
ması ile meydana gelmektedir. ADTB, en sık 
lenf bezleri, plevra ve osteoartiküler sistemde 
görülmektedir. Amerika Birleşik Devletleri’nde 
1963-1986 yılları arasında akciğer TB oranı aza-
lırken, ADTB 1964’te %7.8’den 1986’da 
%17.5’e çıkmıştır. Bunun yanı sıra 1985 yılın-
dan itibaren AIDS’in yayılışına paralel olarak 
tüm TB formlarında artış görülmüştür(6,7). Yine 
Amerika Birleşik Devletleri’nde tüm TB olgula-
rı arasında ADTB oranı 1991’de %16 iken, 2001 
yılında %20’ye çıkmıştır(8). Ülkemizde DSÖ’nün 
2016 yılına ait raporunda TB insidansı yüz binde 
18 olup,ADTB formları, tüm TB olgularının 
yaklaşık olarak %36’sını oluşturmaktadır(1). 
Ülkemizde ise 2013 yılında 4754 (%35.4) ADTB 
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olgusu olduğu bildirilmektedir(3). Türkiye’de 
yapılan çalışmalarda, ADTB görülme sıklığının 
%3.2-%25.9 arasında değiştiği belirtilmekte-
dir(9-13). Yaptığımız çalışmada ise çalışmaya dâhil 
edilen 2230 hastanın 101 (%4.5)’ine ADTB 
tanısı konulmuştur. Kültür pozitif 101 ADTB 
olgumuzun 17 (%16.8)’sinde ARB pozitifliği 
saptanmasına karşın, 35 (%34.7) olguda granü-
lomatöz lezyon, bu hastaların 24 (%68.6)’ünde 
ise granülomatöz lezyona kazeifikasyon nekro-
zunun eşlik ettiği saptanmıştır.

Akciğer dışı tüberkülozun tanısı için alınacak 
olan klinik örnekler, erişilmesi kısmen daha güç 
bölgelerden alındığı ve bu örneklerdeki basil 
miktarı az olduğu için tanısal testlerin duyarlılığı 
düşüktür. Yayma mikroskobisinin duyarlılığı 
%0-40 arasında değişmekle birlikte, negatif 
yayma sonuçları TB varlığını dışlamamalıdır. 
Kültür yöntemlerinin duyarlılığının ise %30-80 
arasında değiştiği belirtilmektedir(14). Bizim 
çalışmamızda da, kültür yöntemine göre ARB 
pozitifliğinin duyarlılığı %16.8, özgüllüğü ise 
%99.6 olarak bulunmuştur (Tablo 1).

Tüberkülozun yaygın olduğu toplumlarda ADTB, 
genellikle çocuklarda ve genç erişkinlerde görü-
lürken, yaygın olmadığı toplumlarda ileri yaşlar-
da, özellikle 30 yaş üzerinde görülmektedir(15). 
HIV enfeksiyonu ile birlikte hem akciğer hem de 
ADTB olgularında artış olduğu bildirilmek-
tedir(16,17). Ülkemizde 2013 kayıtlara giren 13409 
TB olgusundan 32’sinin HIV pozitif olduğunun 
belirtilmesine rağmen, ADTB olgularında HIV 
pozitifliği ile ilgili bir bilgi verilmemiştir(3). 
Çalışmamızda hastalarımızın hiçbirinde HIV 
seropozitifliği saptanmamıştır.

Verem Savaşı 2015 Raporu’na(3) göre ülkemizde 
ADTB olguları en çok 25-34 yaş grubunda 
(%18.2) görülürken, ülkemizin çeşitli bölgele-
rinde yapılan araştırmalarda(13,18,19), ADTB olgu-
larının yaş ortalamasının 33-42 yaş arasında 
olduğu bildirilmiş olup, çalışmamızda ise yaş 

ortalamasının diğer çalışmalara benzer olarak 
43.4 olduğu belirlenmiştir. ADTB olgularının 
toplumumuzda en üretken yaşlarda görülmesi, 
ülkemizde önemli ekonomik kayba neden 
olmaktadır.

Tüberkülozdan şüphelenildiğinde hastanın önce-
den TB geçirme ve hasta veya aile içi yakın 
teması kesinlikle sorgulanmalıdır(18,20). Yapılan 
farklı çalışmalarda, %26 ile %65.8 arasında 
TB’ye maruziyet bildirilmiştir(20). Çalışmamızda, 
kültür pozitif 101 hastanın 12’sinde (%11.9) 
TB’lu hasta ile temas ve önceden TB geçirme 
öyküsü saptanmıştır. Çalışmada, hastalarımızın 
üçünde geçirilmiş TB öyküsü, dokuzunda ise 
aile içi temas öyküsü bulunmaktadır. Çalışma-
mızda, temas oranının düşük olmasının nedenle-
ri olarak, hastalarımızın anemnezlerinin eksik 
alınması veya bu olguların hastalıklarını sakla-
malarından kaynaklanabileceği düşünülmekte-
dir. ADTB gelişiminde önceden TB geçirme ve 
aile içi temas dışında hastanın uzun süreli stero-
id kullanımı, alkolizm, kronik obstriktif akciğer 
hastalığı, diyabet, kronik böbrek yetmezliği, 
malignite, immünsüpresyon gibi eşlik eden tıbbi 
sorunlarının olması, TB reaktivasyonuna yol 
açarak ADTB gelişimine neden olmaktadır. Bu 
birliktelik önceki çalışmalarda %6-66 oranında 
bildirilirken(18,20), çalışmamızda incelenen hasta-
ların 19’una malignite eşlik etmekteydi.

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) ve ülkemizde yapı-
lan çeşitli araştırmalarda ADTB tiplerinin dağı-
lımı, Tablo 4’te verilmiştir. TB lenfadenit ya 
primer TB döneminde ya da primer enfeksiyon 
döneminde lenfojen veya hematojen yolla lenf 
bezlerine yerleşen ve dormant basil olarak yaşa-
mını sürdüren basillerin yıllar sonra immün sis-
temin zayıflaması ile çoğalarak hastalık oluştur-
ması sonucu gelişmektedir(21). TB lenfadenit, 
özellikle gelişmekte olan ülkelerde ADTB’nin 
en sık görülen şekli olmaya devam etmektedir. 
TB prevalansının yüksek olduğu ülkelerde TB 
lenfadenit, daha çok çocuk ve gençlerde görü-



202

Türk Mikrobiyol Cem Derg 47(4):197-204, 2017

lürken düşük prevalanslı ülkelerde ise daha ileri 
yaşlarda, özellikle kadınlarda saptanmaktadır(22). 
Hitit ve ark.’nın(20) yaptıkları çalışmada, hastala-
rın %83.3’ünün kadın olduğu ve %83.3’ünde 
periferik lenfadenit saptandığı belirtilirken, 
Taşova ve ark.’nın(18) yaptıkları çalışmada, has-
taların %64.3’ünün kadın olduğu ve %96.4’ünde 
periferik lenfadenit saptandığı rapor edilmiştir. 
TB lenfadenitli hastalarımızın 18 (%51.4)’inin 
kadın olduğu, 9’unun (%25.7) servikal, 23 
(%65.7)’ünün periferik lenfadenitken 3’ünün 
(%8.6) ise batında yerleştiği saptanmıştır. 
Yapılan çalışmalarda, TB lenfadenit tanısı alan 
hastalarda akciğer tutulumunun %5-70 oranında 
geniş bir aralıkta olabileceği bildirilmiş, bu 
geniş aralığın çalışmaların yapıldığı merkezlerin 
özelliklerinden dolayı olabileceği vurgulan-
mıştır(23). Çalışmamızda, iki (%5.7) olguda aynı 
anda akciğer TB’u bulunmaktaydı. 

Genito-üriner sistem TB’si, dünya genelinde 
ADTB’un yaklaşık %20’sini oluşturur(24). 
Genito-üriner sistem TB’u, özellikle 20-40 yaş 
arası genç erişkinlerde görülür ve ADTB olgula-
rının %2.8’ini oluşturmaktadır(25). Gelişmiş ülke-
lerde akciğer TB’si olan hastaların yalnızca 
%8-10’unda, gelişmekte olan ülkelerde ise 
%15-20’sinde genito-üriner sistem TB’si 
gelişmektedir(24). Verem Savaşı 2015 Raporu’na(3) 
göre ülkemizde genito-üriner sistem TB olguları 
%4.4 oranında görülürken, ülkemizde yapılan 
çalışmalarda, ADTB hastalarının %1.8-%27.2 
arasında değişen oranlarda genito-üriner sistem 
TB’si bildirilmiştir(9,10,12,13,26). Çalışmamızda, 20 

(%19.8) olguda genito-üriner sistem TB’si sap-
tanmıştır. Bu olguların 27-68 yaş arasında olduk-
ları gözlenmiştir.

Tüberküloz plörezi, TB olgularının yaklaşık 
%10’unu oluşturmakta ve eksuda nitelikli plev-
ral sıvıların en önemli nedenleri arasında yer 
almaktadır(27). TBP’nin, gelişmiş ülkelerde pri-
mer enfeksiyonun ileri yaşlara kayması nedeniy-
le daha ileri yaşlarda ortaya çıkmasına karşın 
,ülkemizde yapılan çalışmalarda, en sık 30 yaşın 
altındakilerde görüldüğü bildirilmiştir(28). TBP 
tanısında ARB incelemesi ve kültür pozitifliği-
nin duyarlılığı, %0-30 arasında değişmekte, 
örneklerin histopatolojik incelemesi, ARB bakı-
sı ve kültürün birlikte kullanılması duyarlılığı 
%90’lara çıkarmaktadır(29). Plevranın hem histo-
lojik hem de mikrobiyolojik incelenmesi ile tanı 
oranı, %80-90’lara çıkabilmektedir(30).

Mihmanlı ve ark.’nın(31) 105 hastada yaptıkları 
çalışmada, hastaların yaş ortalaması 32.6, ARB 
pozitifliği %11.5 bildirilmiş, histopatolojik ince-
leme sonucunda, 81 hastanın %62.9’unda TB ile 
uyumlu histopatolojik bulgular elde edilmiştir. 
Çalışmamızda TBP tanısı konan 19 hastanın yaş 
ortalaması 46.9 olup, %5.3’inde ARB pozitifliği, 
histopatolojik inceleme ile %15.8’ünde TB ile 
uyumlu granülamatöz inflamasyon belirlenmiş-
tir. Ülkemizde yapılan çoğu çalışmada, plevral 
sıvıda basil görülme oranı düşük (%0-10.5), 
plevra biyopsisinin histopatolojik incelemesiyle 
tanı oranının daha yüksek (%62-96.5) olduğu 
bildirilmektedir(23). 

Tablo 4. Dünya Sağlık Örgütü ve ülkemizde yapılan çeşitli araştırmalarda Akciğer dışı tüberküloz tiplerinin dağılımı.

TB lenfadenit (%)
TBP (%)
GÜS-TB (%)
Kemik-eklem TB (%)
Miliyer TB (%)
TBM (%)
TB Peritonit (%)
Diğer (%)

DSÖ(6)

30.9
23

11.9
9.8
7.3
4.6
3.3
9.8

Taşova ve ark.(18)

28.6
-
4

11.2
5.1
48.9

-
-

TB: Tüberküloz, TBP: Tüberküloz plörezi, GÜS-TB: Genitoüriner sistem tüberkülozu, TBM: Tüberküloz menenjit, DSÖ: Dünya Sağlık Örgütü

Hitit ve ark.(20)

9
--
--

20.9
6

53.7
--
--

Günal ve ark.(13)

9.7
10.7
27.2
10.7
0.9
19.4
9.7
11.6

Mevcut çalışma

34.7
18.8
19.8
12.9

--
10.9

2
1
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Kemik-eklem TB’si herhangi bir kemik veya 
eklemi tutabilmektedir. Kemik-eklem TB’si 
olgularının %25-50’si, omurgada görülür. En sık 
alt torasik, ikinci sıklıkla lomber bölgede gelişir, 
%50’sinde paravertebral abse eşlik eder. Kemik-
eklem TB’si her yaş grubunda görülebilir(20). 
Taşova ve ark.(18) çalışmalarında, olgularının 
%36.4’ünün kadın olduğunu ve yaş ortalaması-
nın 35.4 olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan diğer 
bir çalışmada ise, Hitit ve ark.(20) olgularının 
%64.3’ünün kadın olduğunu ve yaş ortalaması-
nın 48.7 olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmamızda 
olguların %61.5 (8/13)’i kadın, %38.5 (5/13)’i 
erkek ve olguların yaş ortalaması 36.2 idi. 
Kemik-eklem TB’li olgularımızda daha çok ver-
tebra tutulumu gözlenmiş, aynı zamanda verteb-
ra tutulumu olan 2 hastada da paravertebral abse 
görülmüştür. Kemik-eklem TB’sinde tanıda 
sinoviyal sıvıda ARB pozitiflik oranı %20’den 
daha az iken, kültürde etkeni izole etme oranı 
%80’dir(32). Olgularımızda ise 2 olguda (%15.4) 
ARB pozitifliği saptanmıştır.

Tüberküloz menenjit, primer enfeksiyonun erken 
veya geç komplikasyonu olarak ya da kazeifiye 
TB odağının (Rich odağı) subaraknoit odağa 
açılması sonucu oluşmaktadır. TB prevalansının 
yüksek olduğu popülasyonlarda TBM, en sık 
0-4 yaşlarında görülmesi ile akciğer ve akciğer 
dışı diğer TB formlarından farklılık gösterir. TB 
prevalansının daha düşük olduğu popülasyonlar-
da olguların çoğunu erişkinler oluşturur. Erişkin 
yaş grubunda her yaşta görülebilirse de en fazla 
25-45 yaşlar arasında görülmektedir(4). Çalışma-
mızda, TBM olgularının 5 (%45.5)’i çocuk 
olgulardı ve 1 (%9.1) olguda da aile içi temas 
öyküsü bulunmaktaydı. Diğer olgularımız ise 
erişkin yaş grubundaydı ve TBM’li tüm olgula-
rımızın yaş ortalaması 25.1 idi. 

Tüberküloz menenjit ile yapılan çeşitli çalışma-
larda, ARB bakısı ile %10-40 oranında pozitiflik 
saptanabildiği, kültür pozitifliğinin ise %50’nin 
altında olduğu bildirilmiştir(18,33). Çalışmamızda, 

kültür pozitif 11 TBM olgusundan yalnızca iki 
(%18.2)’sinde ARB pozitifliği saptanmıştır. 

Tüberküloz menenjit, kafa travmasını takiben, 
gebelik veya alkolizm gibi vücut direncinin bas-
kılandığı durumlarda da ortaya çıkabilmektedir(4). 
TBM’den hayatını kaybeden bir olgumuzun 24 
haftalık gebe olduğu saptandı.

Akciğer dışı tüberküloz tipleri içinde bulunan 
TB peritonit, en sık rastlanılan gastrointestinal 
TB tipidir. Hematojen ya da bağırsaktan doğru-
dan yayılımla oluşur. Genç erişkinlerde sık 
görülmekle birlikte, her yaşta olabilmekte ve 
peritondan yapılan biyopsi örneği, %65 oranın-
da tanı koydurucudur(32). Çalışmamızda, 78 
yaşında bir erkek ile 54 yaşında bir kadın hasta-
da TB peritonit saptanmıştır. Bir yaşında mal-
nütrisyon, gelişme geriliği olan erkek hastanın 
dışkı kültüründen M. bovis saptanmıştır.

Sonuç olarak, ADTB, her geçen gün önemi ve 
yaygınlığı daha da artan ve ülkemiz için boyut-
ları tam olarak bilinmeyen, önemli bir halk sağ-
lığı sorunudur. ADTB, sinsi olarak seyretmekte 
ve klinikte ancak şüphe edilmesi durumunda 
tanı olasılığı artmaktadır. ADTB tanısındaki 
gecikmeler, tedavide sorunlara yol açmakta, bu 
ise mortalite ve morbiditenin artmasına neden 
olmaktadır. ADTB’u takip eden her kliniğin 
mikrobiyoloji laboratuvarı ile iletişim hâlinde 
olması güvenilir veriler elde edilmesi açısından 
önemlidir.
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Yenidoğan Dışı Menenjit Şüpheli Hastalarda Bakteriyel 
Menenjit Etkenlerinin Klasik ve Moleküler Yöntemlerle 
Araştırılması§

ÖZ

Amaç: Pürülan menenjit olgularının büyük kısmından 
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ve 
Neisseria meningitidis sorumludur. Bu çalışmada, hastanemiz-
de izole edilen yenidoğan dışı bakteriyel menenjit etkeni olan 
bu bakterilerin tanımlanması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Çalışmaya Mersin Üniversitesi Sağlık 
Araştırma ve Uygulama Merkezi’nin çeşitli kliniklerinde yeni-
doğan dışı menenjit şüpheli 137 hastanın Beyin Omurilik Sıvısı 
(BOS) örnekleri dâhil edildi. Örneklerin Gram boyamaları, 
hücre sayımı ve klasik kültürleri yapıldı. Kültürde üreyen suş-
ların serotiplendirmeleri yapıldı. Bu bakteriyel etkenlerin hızlı 
tanısı için BOS örneklerine polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 
ve Lateks Aglütinasyon Testi (LAT) uygulandı.

Bulgular: Hastaların 87 (%63.5)’si erkek ve 50 (%36,5)’si 
kadındı. Gram boyama ile BOS örneklerinde beş Gram pozitif 
diplokok saptandı. Örneklerin dördünde (%2.9) kültür pozitif-
liği (üçünde S. pneumoniae, birinde H. influenzae), 18 
(%13.1)’inde PZR pozitifliği ve 17 (%12.4)’sinde LAT pozitif-
liği belirlendi. Bu üç yöntem ile bakteriyel menenjit tanı alan 
hasta sayısı 19 (%13.8) olarak belirlendi. S. pneumoniae suş-
larının serotipleri 6A/B, 23F ve 8 olarak, H. influenzae suşu-
nun serotipi ise tip b olarak belirlendi.

Sonuç: Bakteri izolasyonu ve antibiyotik duyarlılığının belir-
lenmesi açısından kültür vazgeçilmez bir yöntem olsa da özel-
likle öncesinde antibiyotik kullanan hastalarda moleküler 
yöntemler ve LAT’ın kültürle beraber kullanılması bakteriyel 
menenjitin hızlı tanısında oldukça yararlı olacaktır.

Anahtar kelimeler: Akut bakteriyel menenjit, kültür, polimeraz 
zincir reaksiyonu, lateks aglütinasyon testi

ABSTRACT

Investigation of Bacterial Meningitis Agents from Patients 
with Suspicion of Non-Neonatal Meningitis by Conventional 
and Molecular Methods

Objective: In the most of purulent meningitis cases Haemophilus 
influenzae, Streptococcus pneumoniae and Neisseria meningitidis 
are responsible. In this study we aimed to identify our these non-
neonatal bacterial meningitis agents isolated in our hospital.

Material and Methods: Cerebrospinal fluid (CSF) specimens 
of 137 suspected cases of non-neonatal meningitis from 
various clinics of Mersin University Health Research and 
Application Center were included in this study. CSF specimens 
were subjected to Gram staining, cell count and conventional 
cultures. Serotyping of the strains isolated from culture was 
done. For the rapid diagnosis of these bacterial agents 
polymerase chain reaction (PCR) and latex agglutination test 
(LAT) were performed with the CSF specimens.

Results: The study population consisted of 87 (63.5%)  male, 
and 50 (36.5%) female patients. Five gram positive diplococci 
were detected by Gram strain from CSF specimens. Culture 
was positive in four (2.9%) specimens (S. pneumoniae in 3, 
and H. influenzae in 1), PCR was positive in 18 (13.1%) and 
LAT was positive in 17 (12.4%) specimens. With these three 
methods 19 (13.8%) patients were diagnosed as bacterial 
meningitis. Serotypes of S. pneumoniae isolates were identified 
as 6A/B, 23F and 8; and serotype of H. influenzae isolates as 
type b.

Conclusion: Though culture is indispensable for the bacterial 
isolation and determination of antibiotic sensitivity; however, 
usage of molecular methods and LAT with culture would be 
very useful for rapid diagnosis of bacterial meningitis 
especially in patients with prior antibiotic usage.

Keywords: Acute bacterial meningitis, culture, polymerase 
chain reaction, latex agglutination test
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GiRiŞ

Menenjit, pia ve araknoid boşlukların enflamas-
yonudur(1). Erken tanı ve etkin tedavi mortalite 
ve morbiditeyi önemli oranda düşürmektedir. 
Çok farklı etkenler leptomeningeal enflamasyo-
na neden olabilmekle birlikte, gerek morbiditesi 
gerekse mortalitesi nedeni ile akla ilk gelmesi 
gereken etkenler bakterilerdir. Pürülan menenjit 
olgularının büyük kısmından Haemophilus 
influenzae, Streptococcus pneumoniae ve 
Neisseria meningitidis sorumludur(2). Bakteriyel 
menenjit etkenleri coğrafik bölge ve yaşa göre 
değişebilmektedir(1). Konjuge H. influenzae 
tip b (Hib) ve pnömokok aşılarının rutin aşı tak-
vimine girdiği ülkelerde akut bakteriyel menen-
jitin epidemiyolojik profilinde büyük değişiklik-
ler olmuştur(3).

Menenjitin klasik bulguları olan ateş, baş ağrısı, 
ense sertliği, mental değişiklikler, nöbetler ve 
kusma yetişkin hastaların yarısından fazlasında 
gözlenmekle beraber, özellikle yenidoğan, yaşlı 
ve immün yetmezlikli hastalarda nonspesifik 
belirtiler gözlenebilmektedir(4). Bakteriyel 
menenjitte gözlenen en sık bulgu ateştir. Özellikle 
ateş öyküsü varlığında peteşiyel, purpurik 
döküntüleri olan hastalarda ilk düşünülmesi 
gereken tanı akut bakteriyel menenjittir(5).

Bakteriyel menenjit tanısında; lomber ponksi-
yonla alınan Beyin Omurilik Sıvısı (BOS) örne-
ğinin incelenmesi, etkenin izolasyonu ve antibi-
yotik duyarlılığı için gereklidir(1). BOS’da top-
lam hücre sayımı ve hücre tipi diğer analiz 
sonuçları değerlendirilerek enflamasyonun tipi 
(viral, bakteriyel, vb.) hakkında fikir sahibi 
olunabilir(6). Bakteriyel menenjitte Gram boya-
manın duyarlılığı %50-90 arasında değişmekle 
birlikte, kültürün yapılamadığı durumlarda erken 
tedavi için oldukça yararlıdır. Kültür yöntemi, 
bakteriyel menenjit tanısında etkenin antibiyotik 
duyarlılığının belirlenmesine ve uygun tedaviye 
olanak sağlamasından dolayı altın standarttır. 

Ancak antibiyotik kullanılmış hastalarda duyar-
lılığı düşmektedir(7). Bakteriyel menenjitin eti-
yolojik tanısı bir saatten daha kısa sürede sonuç-
lanan Lateks Aglütinasyon Testi (LAT) ile müm-
kün olabilmektedir(8). Bu test bakteriyel menen-
jitin hızlı tanısında %50-100 arasında değişen 
duyarlılığa sahiptir. Öncesinde antibiyotik kulla-
nımından etkilenmediği için kültür ve Gram 
boyama sonucu negatif olan hastalarda 
kullanılabilmektedir(9). Kültür genellikle 24-48 
saat sonra sonuçlanabilmekle beraber, bazen 
bakteri yoğunluğunun azlığından dolayı üreme 
daha da uzayabilmektedir. Son zamanlarda bak-
teriyel menenjitin hızlı ve doğru tanısında poli-
meraz zincir reaksiyonu (PZR) tabanlı birçok 
test geliştirilmiştir(10). Bakteriyel menenjitin hızlı 
tanısında kullanılan PZR özellikle antibiyotik 
tedavisinden dolayı kültürün duyarlılığının düş-
tüğü durumlarda oldukça yararlıdır. Ancak 
PZR’nin kontaminasyondan etkilenmesi en 
büyük sorundur(11). 

Bu çalışmada, hastanemizde yenidoğan dışı bak-
teriyel menenjit etkenlerinden S. pneumoniae, 
H. influenzae ve N. meningitidis’in klasik ve 
moleküler yöntemlerle tanımlanması amaçlan-
mıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Dekanlığı Bilimsel Araştırmaları Değerlendirme 
Komisyonu’nun 02.03.2011 tarih ve 2011/45 
sayılı kararı ile Etik Kurul Onayını almıştır.

Çalışmaya, Mart 2011-Ocak 2013 tarihleri ara-
sında Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Sağlık 
Araştırma ve Uygulama Merkezi Yenidoğan 
Dışı kliniklerinden Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim 
Dalı Laboratuvarı’na bakteriyel menenjit şüphe-
lisi ile gönderilen 137 BOS örneği dâhil edildi. 

Steril tüp içerisine alınan BOS örnekleri labora-
tuvara ulaştığında hızlıca Gram boyama, hücre 
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sayımı ve kültürleri yapıldı. Hücre sayımında 
BOS’un bir milimetre küpündeki lökosit miktarı 
belirlendi. Gelen örneklerde BOS miktarı yeterli 
ise 4000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek kon-
santrasyon işlemi uygulandı. Üst kısım atıldık-
tan sonra tüpün dibinde kalan kısımdan Gram 
boyama, hücre sayımı ve bakteriyolojik kültür 
yapıldı. Hücre sayımı için Thoma lamı kullanıl-
dı. Kültür için BOS örnekleri %5 koyun kanlı, 
çikolata ve Eozin Metilen Blue agara inoküle 
edildi. Örneklerin geri kalan kısmı moleküler 
analizlerde kullanılmak üzere steril ependorfa 
alınarak -80°C’de saklandı. Ekim yapılan petri-
ler 24-48 saat süreyle 37°C’de hem aerob ortam-
da hem de %5 CO2’li ortamda inkübe edildi(12). 
Üreme olan kültürlerdeki şüpheli koloniler kla-
sik yöntemler [koloni morfolojisi, Gram boya-
ma, oksidaz, X ve V faktör, katalaz, optokin (5 
µg) duyarlılık, safrada erime testleri(13,14)] ile 
tanımlandı.

Kültürde üreyen H. influenzae suşlarının sero-
tiplendirmesi “Antisera set” (Denka Seiken™, 
Japonya; Lot: 135086) kiti ile kapsüler polisak-
karit antijenlerini araştırmak suretiyle, spesifik 
antiserumlar kullanılarak lam aglütinasyon yön-
temiyle yapılırken, S. pneumoniae suşlarının 
serotiplendirmesi; Türkiye Halk Sağlığı 
Kurumu’nda, bulaşıcı hastalıklar sürveyansı 
çalışması dâhilinde yapıldı. S. pneumoniae suş-
larının penisilin duyarlılığının belirlenmesinde 
E-test yöntemi kullanıldı(15).

BOS örneklerinden lateks aglütinasyon testi 
“Slidex Meningite-Kit 5” (BioMérieux, Lyon, 
Fransa; Ref. 58 803) kiti ile çalışıldı. Bu kit 
H. influenzae tip b, S. pneumoniae, N. meningitidis 
A, N. meningitidis B/Escherichia coli K1, 
N. meningitidis C antijen ekstrelerini içermektedir. 

Çalışmaya dâhil edilen BOS örneklerinden DNA 
ekstraksiyonu “High Pure PCR Template 
Preparation Kit” (Roche 11 796 828 001)’i kul-
lanılarak üretici firma önerileri doğrultusunda 

gerçekleştirildi. Elde edilen DNA’ların amplifi-
kasyonu için multipleks PCR prensibi ile çalışan 
“Speed-Oligo Bacterial Meningitis” (Vircell, 
İspanya; Ref: SPC003) kiti kullanıldı. Bu kit 
S. pneumoniae için lytA, H. influenzae için 
bexA ve N. meningitidis için ctrA genlerine spe-
sifik oligonükleotidler içermektedir.

Çalışmada S. pneumoniae ATCC 49619, 
H. influenzae ATCC 33391 ve N. meningitidis 
ATCC 13077 grup B standart suşları kullanıldı.

BULGULAR

Menenjit şüpheli 137 hastanın 87 (%63.5)’si 
erkek ve 50 (%36.5)’si kadın hastadan oluşmak-
tadır. Hastaların yaşları bir ay-83 yaş aralığında 
olup yaş ortalamaları 18.4 olarak bulundu. 
Hastaların 79 (%57.7)’u çocuk yaş grubunda 
(bir ay-18 yaş) iken, 58 (%42.3)’i erişkin yaş 
grubunda (19-83 yaş) idi.

Çalışmaya dâhil edilen hastaların 18 (%94.7)’inde 
ateş, 15 (%78.9)’inde baş ağrısı, 15 (%78.9)’inde 
meninks irritasyon bulguları ve 12 (%63.2)’sinde 
bulantı-kusmanın olduğu belirlendi (Tablo 1). 
Hastaların beşinin BOS örneğinde Gram boyama 
ile etken mikroorganizma (beş Gram pozitif diplo-
kok) saptandı. Kültür yöntemi ile örneklerin üçün-
de S. pneumoniae, birinde H. influenzae izole 
edildi. Bu izolatların dışında 7 (%5.1) koagülaz 
negatif stafilokok, 4 (%2.92) Serratia marcescens, 
2 (%1.46) Staphylococcus aureus, 2 (%1.46) 
Acinetobacter baumannii ve 2 (%1.46) 
Pseudomonas aeruginosa izolatı kültürde üretilmiş, 
ancak bu oldular çalışmaya dâhil edilmemiştir.

Kültür pozitif dört hastanın üçünde, (3 Gram 
pozitif diplokok) Gram boyama ile de BOS’da 
etken mikroorganizma belirlenirken, kültürde 
üreyen bir H. influenzae suşu BOS’da Gram 
boyama ile belirlenemedi. Kültürde izole edilen 
H. influenzae suşunun serotipi tip b, S. pneumoniae 
suşlarının serotipleri ise 6A/B, 23F ve 8 olarak 
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belirlendi. Serotip 6A/B ve 23F suşlarının peni-
silin E-test MİK değerleri sırasıyla 0.50 µg/ml 
ve 1.50 µg/ml dirençli olarak belirlenirken, sero-
tip 8 suşunun MİK değeri 0.06 µg/ml duyarlı 
olarak belirlendi.

LAT ile 17 (%12.4) hastada bakteriyel menenjit 
etkeni belirlendi. Bu hastaların 16 (%11.7)’sı 
S. pneumoniae, 1’i (%0.7) H. influenzae olarak 
tanımlandı. PZR ile 18 (%13.1) hastanın sonucu 
bakteriyel menenjit; bunların 16 (%11.7)’sı 
S. pneumoniae, 2’si (%1.4) H. influenzae olarak 
tanımlandı. LAT ve PZR ile hiçbir hastada 
N. meningitidis saptanmadı.

Gram boyama, kültür, LAT ve PZR yöntemlerin-
den herhangi biri ile pozitif 19 hastaya bakteri-
yel menenjit tanısı konuldu. Üç hastada tüm 

yöntemlerle, iki hastada Gram boyama, LAT ve 
PZR yöntemleriyle, 11 hastada LAT ve PZR 
yöntemleriyle, bir hastada kültür ve PZR yön-
temleriyle, bir hastada yalnızca LAT ile ve bir 
hastada da yalnızca PZR yöntemiyle pozitif 
sonuç elde edilmiştir (Tablo 2).

Tablo 1. Hastalara ait demografik bulgular ve laboratuvar sonuçları.

Cinsiyet (n:19)

Ortalama yaş (n:19)

Klinik bulgu (n:19)

Altta yatan hastalık

Laboratuvar (n:19)
 
 
 
 
 
 
 
 

Sonuç

Erkek/Kadın 12/7

9 ay-68 yaş ortalama: 23.9
Çocuk: 7 %36.8
Erişkin: 12 %63.2

Ateş
Baş ağrısı
Meninks irritasyon bulguları
Bulantı-kusma
Antibiyotik kullanma öyküsü

8 olguda %42.1

BOS/Kan glukoz değeri
BOS protein
BOS lökosit sayımı ortalama

Gram boyama

Kültür

LAT

PZR

16 olgu %84.2 tedavi ile şifa
2 olgu %10.5 nörolojik sekel
1 olgu %5.3 tedavinin ilk günü

18 olguda %94.7
15 olguda %78.9
15 olguda %78.9
12 olguda %63.2
13 olguda %68.4

<0.6, 15 olguda %78.9 
>450 mg/L, 13 olguda %68.4
2169/mm3 (17 olguda %89.5 PNL ağırlıklı)

5 olguda Gram pozitif diplokok

3 olguda Streptococcus pneumoniae
Serotipler 6A/B, E-test MIK 0.50 µg/ml
 23F, E-test MIK 1.50 µg/ml
 8, E-test MIK 0.06 µg/ml
1 olguda Haemophilus influenzae Serotip b

17 olguda pozitif
16 olguda Streptococcus pneumoniae
1 olguda Haemophilus influenzae

18 olguda pozitif
16 olguda Streptococcus pneumoniae
2 olguda Haemophilus influenzae

LAT: Lateks Aglütinasyon Testi, PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, BOS: Beyin Omurilik Sıvısı, PNL: Polimorf Hüveli Lökosit

Tablo 2. Bakteriyel menenjit tanısı alan 19 hastanın Gram 
boyama, kültür, lateks aglütinasyon testi ve polimeraz zincir 
reaksiyonu sonuçlarının karşılaştırılması.

Gram boyama

+
+
-
-
-
-

Kültür

+
-
-
+
-
-

Toplam

LAT

+
+
+
-
+
-

PZR

+
+
+
+
-
+

N

3
2
11
1
1
1

19

LAT: Lateks aglütinasyon testi, PZR:Polimeraz zincir reaksiyonu
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Hastalara ait demografik bulgular ve laboratuvar 
sonuçları Tablo 1’de özetlenmiştir.

TARTIŞMA

Bu çalışmada, yenidoğan dışı bakteriyel menen-
jit etkenlerinin (S. pneumoniae, H. influenzae, 
N. meningitidis) hızlı ve doğru bir şekilde sap-
tanması ve bölgemizdeki bu bakteriyel menenjit 
etkenlerinin epidemiyolojik verilerinin oluştu-
rulması amaçlandı.

Menenjit genellikle ateş, baş ağrısı, bulantı, 
kusma, bilinç değişikliği ve ense sertliği yakın-
maları ile başlamaktadır(16). Çalışmamızda, bak-
teriyel menenjit tanısı alan hastaların en sık 
semptomu literatürle(17,18) uyumlu olarak ateş, 
ardından ise meninks irritasyon bulguları ve baş 
ağrısı olarak bulundu.

Bakteriyel menenjitlerde BOS lökosit sayısı 
çeşitli çalışmalarda, 906-9455/mm3 arasında 
bildirilmiş(3,16,17,19), Gurley ve ark.(17) ise bu löko-
sitlerin %80’ini PNL olarak bildirmişlerdir. 
Çalışmamızda, hastalarımızın BOS lökosit sayı-
larının ortalaması 2169/mm3, lökosit tipi değer-
lendirmesinde ise %89.5’inin PNL ağırlıklı 
lökositlerden oluştuğunu belirlendi.

Gram boyama ile bakteriyel menenjit tanısı 
%60-90 oranında konulabilmektedir. Öncesinde 
antibiyotik kullanımı ile bu oran %20’lere kadar 
düşmektedir(9). Çeşitli çalışmalara %4.1(20), 
%40.4(21), %65.7(22) gibi çok farklı oranlarda 
tanıya katkısı bildirilmiştir. Çalışmamızda, 19 
hastanın 5 (%26.3)’inde Gram boyama ile mik-
roorganizma belirlenmiştir. Gram boyamada 
mikroorganizma belirleme oranımızın düşük 
olma nedenini; önceden kullanılmış antibiyotik 
tedavisinden dolayı, BOS’daki bakteri yoğunlu-
ğunun azlığından kaynaklı veya laboratuvara 
gelen örnek miktarının azlığından kaynaklı sant-
rifüj edilemeden preperat hazırlanmasından kay-
naklandığını düşünmekteyiz.

Ulusal ve uluslararası çeşitli araştırmalarda 
N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae 
izolasyon sayıları Tablo 3’te verilmiştir. 

Ceyhan ve ark.(24)’nın çok merkezli çalışmala-
rında, 7 coğrafik bölgede, Akdeniz bölgesi hari-
cinde, en çok görülen akut bakteriyel menenjit 
etkeninin N. meningitidis olduğu, Akdeniz böl-
gesinde ise S. pneumoniae’nin en sık izole edi-
len etken olduğu belirtilmiştir. Bu çalışmadaki 
epidemiyolojik verilerin çalışmamızla uyumlu 
olduğu belirlendi. Çalışmamızda, en sık etken 
olarak S. pneumoniae, daha sonra H. influenzae 
saptandı. Hiçbir hastamıza N. meningitidis 
saptanamadı. Sonuç olarak yurtdışı ve yurt içi 
çalışmaların birçoğu ile çalışmamızda bulduğu-
muz bakteriyel menenjit etkenlerinin uyumlu 
olduğunu, ancak etkenlerin bölgesel olarak da 
değişebildiğini söylemek olasıdır.

S. pneumoniae’nın beş yaş altı çocuklarda akut 
bakteriyel menenjite neden olan en yaygın etken 
olduğu bildirilmektedir(25). Yedi valanlı konjuge 
pnömokok aşısının kullanımından önce beş yaş 
altı çocuklarda serotip 6A, 6B, 19F ve 23F, eriş-
kinlerde serotip 3 ve 23F en sık invaziv hastalık 
nedeni olarak bildirilirken, aşılama sonrası ise 
bunların yerini serotip 19A, 6C, 11A, 15A ve 
15B/C almış ve menenjitli hastalarda özellikler 
19A ve 22F’de artış saptanmıştır(26). Yıldırım ve 
ark.(27) yaptıkları çalışmada, invaziv hastalığa 
yol açma potansiyeli en yüksek olan serotipleri 
3, 7F, 18C, 19A, 22F ve 33F olarak bildirmişler-
dir. Aslan ve ark.(28)’nın 1440 sağlıklı çocukta 
yaptıkları çalışmada iki suşu yüksek düzeyde 

Tablo 3. Çeşitli araştırmalarda Neisseria meningitidis, 
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae izolasyon 
sayıları.

Gurley ve ark. (17)

Kuti ve ark. (23)

Çelik ve ark. (19)

Ceyhan ve ark. (24)

Mevcut çalışma

Neisseria
meningitidis

136 (%18)
2 (%3.5)

17 (%22.7)
138 (%56.5)

-

Streptococcus 
pneumoniae

23 (%3)
23 (%40.4)
41 (%54.7)
55 (%22.5)
3 (%2.2)

Haemophilus 
influenzae

25 (%3)
28 (%49.1)

-
50 (%20.5)
1 (%0.7)
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dirençli olmak üzere 26 suşta penisilin direnci 
saptanmıştır. En sık rastlanan serotipleri ise sıra-
sıyla 6, 19, 1, 23, 20 ve 17 bulmuşlardır. 
Penisilin dirençli suşları ise serotip 20, 23, 14, 6 
ve 19 olarak bildirmişlerdir. Çalışmamızda, 
BOS’dan izole edilen üç pnömokok suşu serotip 
6A/B, 23F ve 8 olarak belirlendi. İnvaziv pnö-
mokok hastalığına neden olan suşlara bakıldı-
ğında serotip 8 dışındaki diğer iki suşun (serotip 
6A/B ve 23F) literatürle uygunluk gösterdiği 
belirlendi. Bölgemizde ve dünyada yapılan çalış-
malarla karşılaştırdığımızda, serotip 6A/B ve 
23F’de görülen direncin ve serotip 8’deki duyar-
lılığın uyumlu olduğu görülmektedir. Çalışma-
mızda, izole edilen serotip 6A/B ve 23F bölge-
mizde Aslan ve ark.(28) tarafından yapılan çalış-
madaki en sık görülen serotipler arasında yer 
alırken, bu serotiplerdeki penisilin direnci ile 
çalışmamızdaki direnç durumunun uyumlu oldu-
ğu gözlenmektedir.

LAT ile BOS’da canlı olmayan bakteriler belir-
leyebildiği için öncesinde antibiyotik tedavisi 
alan kültür negatif hastalarda bu yöntem bakte-
riyel antijenlerin belirlenmesi için kullanışlıdır(29). 
En yaygın olan bakteriyel menenjit etkenlerinin 
antijenlerinin belirlenmesinde LAT’ın duyarlılı-
ğının %50-100 arasında değiştiği bildirilmek-
tedir(8). Yadhav(29) yaptığı çalışmaya beş yaş altı 
klinik şüpheli 100 çocuğu dâhil etmiş, akut bak-
teriyel menenjit tanısı alan olguların (n=24) 21 
(%87.5)’inin kültür ile, 17 (%70.8)’sinin Gram 
boyama ile, sekizinin (%33.3) LAT ile pozitif 
olduğunu, Gram boyama ve LAT’ın birlikte 
değerlendirildiğinde, olguların %85’inin tespit 
edildiğini belirtmiştir. Yine Hindistan’da beş yaş 
altı klinik şüpheli 100 çocuğun dâhil edildiği 
başka bir çalışmada, 31 olguya akut bakteriyel 
menenjit tanısı konulduğu, bunların 15 
(%48.3)’inin kültür ile 22 (%70.9)’sinin Gram 
boyama ile ve 17 (%54.8)’sinin LAT ile pozitif 
olduğu bildirilmiştir(30). Hacımustafaoğlu ve ark.(31) 
40 pürülan menenjitli hastadan 14 (%35)’ünde 
kültür pozitifliği, 21 (%52.5)’inde LAT pozitifli-

ği, kültür pozitif 14 hastanın 8’inde LAT pozitif-
liği gözlendiğini bildirmişlerdir. Çalışmamızda, 
LAT ile 17 (%12.4) hastaya bakteriyel menenjit 
tanısı konuldu. Kültürde üreyen üç S. pneumoniae 
suşu LAT ile pozitifken, bir H. influenzae suşu 
LAT ile negatif bulundu. 

Bakteriyel menenjit tanısında altın standart yön-
tem kültür olmasına rağmen, tanı konmadan 
başlanan antimikrobiyal tedavi yöntemin duyar-
lılığını düşürmektedir(24). Moleküler testler teda-
vi alan hastalarda dâhil olmak üzere akut bakte-
riyel menenjit etkeni bakterilerin tanımlamasını 
anlamlı bir şekilde artırmaktadır(25). Wu ve ark.(32)’nın 
kültür, Gram boyama ve PZR yöntemlerini kar-
şılaştırdıkları çalışmalarında %17.7 kültür pozi-
tifliği, %25.1 PZR pozitifliği tbelirlemişlerdir. 
PZR’nin duyarlılığını %95 ve özgüllüğünü %90 
olarak bildirilmiş, örnek alımı öncesinde antibi-
yotik kullanan hastaların tanısında PZR’nin 
etkin olduğunu vurgulamışlardır. Nhantumbo ve 
ark.(25)’nın beş yaş altı 369 çocuğun BOS örneği-
ni dâhil ettikleri çalışmada, PZR ile 193 (%52.3) 
hastada akut bakteriyel menenjit etkenlerinin 
belirlendiği, bu hastaların yalnızca 27 
(%7.3)’sinin kültüründe üreme olduğu bildiril-
miştir. Ceyhan ve ark.(24)’nın bakteriyel menenjit 
etkenlerini belirlemede Gram boyama, kültür, 
LAT ve PZR yöntemlerinin kullanıldığı çalışma-
da kültür pozitifliği %17, LAT pozitifliği %21.8, 
PZR pozitifliği ise %100 olarak bildirilmiştir 
BOS kültüründe üreme olmayan 111 hastanın 
önceden antibiyotik kullanım öyküsü olduğu 
vurgulanmıştır. Çalışmamızda, kültür yöntemi 
ile dört hastaya tanı konulurken, PZR ile 18 has-
taya tanı konulmuş, kültüründe bakteri üremesi 
olan bütün BOS örnekleri PZR ile de pozitif 
bulunmuştur. Bakteriyel menenjit tanısı alan 19 
hastanın 13 (%68.4)’ünün öncesinde antibiyotik 
kullanım öyküsü olduğu düşünüldüğünde 
PZR’nin öncesinde antibiyotik kullanılan hasta-
ların tanısında oldukça başarılı olduğunu düşün-
mekteyiz.
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Sonuç olarak, menenjit mortalite ve morbiditesi 
yüksek bir hastalık olduğundan, olası olan en kısa 
sürede tanı konması ve tedavinin başlanması 
gerekmektedir. Bu nedenle LAT ve PZR ekono-
mik olarak Gram boyama ve kültürden pahalı 
olsa da riskli hastaların erken tanısında, Gram 
boyama ve kültür sonucu negatif, öncesinde anti-
biyotik tedavisi almış, kliniği menenjitle uyumlu 
olan hastalarda kesinlikle uygulanmalıdır.
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•	 Türk	 Mikrobiyoloji	 Cemiyeti	 Dergisi,	 Türk	
Mikrobiyoloji	 Cemiyeti’nin	 yayın	 organı	 olup	 ilgili	
alanlardaki	 özgün	 araştırma,	 derleme,	 olgu	 sunumu,	
bilimsel	haberler,	bilimsel	kitap	ve	dergi	tanıtım	yazıları	
ile	 okuyucu	 mektuplarını	 yayımlayan	 hakemli	 bir	
dergidir.

•	 Dergi	Mart,	Haziran,	Eylül	ve	Aralık	olmak	üzere	üç	
ayda	bir	çıkar	ve	dört	sayıda	bir	cilt	tamamlanır.

•	 Yazılar	Türkçe	olarak	yollanmalıdır.
•	 Yazıların	sorumluluğu	yazarlarına	aittir.
•	 Yayımlanması	istenen	metnin	dayandığı	çalışma,	daha	

önce	 bir	 yerde	 yayımlanmamış	 ya	 da	 yayımlamak	
üzere	 teslim	 edilmiş	 veya	 kabul	 edilmiş	 olmamalıdır.	
Özet	 biçiminde	 yayımlanmış	 bir	 ön	 bildirinin	 bitmiş	
biçimine	yer	verilebilir.

•	 Dergiye	gönderilen	yazılar,	ilk	olarak	dergi	standartları	
açısından	 incelenir.	 Derginin	 istediği	 forma	 uymayan	
yazılar,	daha	ileri	bir	incelemeye	gerek	görülmeksizin	
yazarlarına	iade	edilir.	Bu	nedenle	gereksiz	yere	zaman	
ve	 emek	 kaybına	 yol	 açılmaması	 için,	 yazı	 sahipleri	
dergi	kurallarını	dikkatli	incelemek	zorundadır.

•	 Dergi	 kurallarına	 uygunluğuna	 karar	 verilen	 yazılar	
Danışma	Kurulundan	veya	konu	ile	ilgili	kişilerden	en	
az	iki	hakeme	gönderilir	ve	hakemlerden	yayına	uygun	
olup	 olmadığı	 konusunda	 görüşleri	 alınır.	 Düzeltme	
isteniyorsa	 tekrar	 yazara	 gönderilir.	 Bu	 incelemeden	
geçen	 yazılar,	 Yayın	 Kurulu	 tarafından	 tekrar	
değerlendirilir	ve	basılacağı	yer	ve	sayı	kararlaştırılır.

•	 Danışma	ve	Yayın	Kurulları;	düzeltme,	kontrol	ve	dizgi	
aşamasında	 yayıncı,	 yazılarda	 düzeltme	 yapmak,	
biçiminde	 değişiklikler	 istemek	 ve	 yazarları	
bilgilendirerek	 kısaltma	 yapmak	 yetkisine	 sahiptir.	
Yazarlardan	istenen	değişiklik	ve	düzeltmeler	yapılana	
kadar,	 söz	 konusu	 yazılar	 yayın	 programında	 sırada	
bekletilir.

•	 Teslim	edilmiş	bir	metnin	tümünün	veya	bir	bölümünün	
bir	 başka	 yerde	 yayımlanması	 söz	 konusu	 olursa	
editörlere	bilgi	verilmesi	zorunludur.

Başvuru
•	 Sadece	on-line	başvurular	kabul	edilir.
•	 Başvurularda,	 tüm	 yazarların	 adları	 ve	 adresleri,	 açık	

olarak	 yazılmalıdır.	 Ayrıca,	 yazının	 tüm	 yazarlar	
tarafından	 onaylandığını	 ve	 daha	 önce	 hiçbir	 yerde	
yayımlanmadığını	 ve	 teklif	 hakkının	 dergiye	
bırakılacağını	 belirten	 ve	 tüm	 yazarlar	 tarafından	
imzalanmış	web	sayfasındaki	belgenin	(Copyright-Telif)	
on-line	 olarak	 veya	 posta	 ile	 aşağıdaki	 adrese	
gönderilmesi	zorunludur.

•	 İnsanlar	 üzerinde	 yapılan	 klinik	 araştırmalarla	 ilgili	
olarak	 etik	 kurulların	 onaylarının	 ve	 gönüllülerden	
alınmış	 yazılı	 onam	 formlarının	 da	 on-line	 olarak	 ve	
posta	ile	aşağıdaki	adrese	gönderilmesi	zorunludur.

	 Prof. Dr. Çağrı Ergin
	 Pamukkale	Üniversitesi	Tıp	Fakültesi	
	 Tıbbi	Mikrobiyoloji	Anabilim	Dalı
	 Kınıklı	Kampüsü	/	Denizli
	 Tel: 0258	296	2491
	 E-posta:	tmcdeditor@gmail.com

Metin Çeşitleri
•	 Metin	 çeşitlerinde	 on-line	 olarak	 yönlendirme	

bulunmaktadır.
•	 Özgün	Araştırma:	Gerekli	ve	uygun	sayıda	şekil/tablo/

fotoğraf/resim/grafik;	en	çok	250	sözcük	içeren	Türkçe	
ve	 İngilizce	 özetler;	 Türkçe	 ve	 İngilizce	 3	 anahtar	
sözcük	ve	ana	metinden	oluşmalıdır.

•	 Derleme:	 1-4	 şekil/tablo/fotoğraf/resim/grafik;	 en	 çok	
200	 sözcük	 içeren	 Türkçe	 ve	 İngilizce	 Özetler;	 3	
anahtar	sözcük	ve	ana	metinden	oluşmalıdır.

•	 Olgu	Sunumu:	Yeterli	sayıda	şekil/tablo/fotoğraf/resim/
grafik;	 en	 çok	 20	 kaynak;	 200	 sözcüğü	 geçmeyen	
İngilizce-Türkçe	 Özet;	 3	 anahtar	 sözcük	 ve	 ana	
metinden	oluşmalıdır.

•	 Editöre	Mektup:	Daha	önce	yayımlanmış	olan	bir	yazı	
hakkında,	 yeni	 bir	 araştırma	 bulgularının	 bildirilmesi	
veya	bir	görüş	bildirimi	olabilir.	Bir	şekil/tablo/fotoğraf/
resim/grafik	ve	en	çok	5	kaynak	içerebilir.

Metin yazımı esnasında uyulacak kurallar
•	 Yazının	Türkçe	başlığı	kısa,	açık	ve	içeriği	tam	yansıtır	

olmalıdır
•	 Yabancı	 dilde	 başlık	 Türkçe	 başlık	 ile	 birebir	

uyuşmalıdır
•	 On-line	ilgili	formlarda	tüm	aşamalar	doldurulmalıdır
•	 Araştırma	 daha	 önce	 bir	 bilimsel	 toplantıda	 bildiri	

(sözlü	 veya	 poster)	 olarak	 sunulmuş	 ise,	 bu	 bilgi	
toplantının	adı	ve	tarihiyle	birlikte	belirtilmelidir.

•	 Olgu	sunumu,	derleme,	editöre	mektup	gibi	diğer	metin	
çeşitlerinde	bölümlü	özet	hazırlamaya	gerek	yoktur.

•	 Özet	 bölümünde	 kısaltmalardan	 mümkün	 olduğunca	
kaçınılmalı	 ve	 kaynak,	 şekil,	 tablo	 ve	 atıf	 yer	
almamalıdır.

•	 Ana	 metin	 sayfaları,	 metin	 çeşidine	 göre	
bölümlendirilmelidir.	 Özgün	 araştırmalar	 amacın	
belirtildiği	giriş,	gereç	ve	yöntem,	bulgular	ve	tartışma	
kısımlarından	 oluşmalıdır.	 Bulgu	 ve	 tartışmanın	 kısa	
olduğu	 metinlerde	 iki	 başlık	 birleştirilerek	 de	
aktarılabilir.	Olgu	 sunumu	amacın	belirtildiği	kısa	bir	
girişten	sonra	detaylı	olgu	ve	tartışmadan	oluşmalıdır.	
Derlemelerde	 önce	 kısa	 bir	 giriş	 yapılmalıdır	 ve	
ardından	 derlemenin	 konusuna	 uygun	 oluşturulmuş	
bölümleri	kapsamalıdır.

•	 Mikroorganizma	 adlan	 ve	 MİK	 veya	 PFGE	 gibi	
kısaltmalar	 ilk	 kullanıldıklarında	 tam	 olarak,	 açık	
şekilleriyle	yazılmalı	mikroorganizma	adı	daha	sonraki	
kullanımlarda	 cins	 adının	 ilk	 harfi	 kullanılarak	
kısaltılmalıdır.	Staphylococcus aureus	S. aureus gibi.

•	 Escherichia coli	 ve	Entamoeba coli	 gibi,	 kısaltmaları	
aynı	olacak	adlar	aynı	yazıda	geçtiğinde	yazı	boyunca	
kısaltılmadan	 kullanılmalıdır.	 Stafilokok,	 streptokok	
gibi	sadece	cins	adı	geçen	cümlelerde	dilimize	yerleşmiş	
cins	adları	Türkçe	olarak	yazılabilir.

•	 Yanında	 birim	 gösterilmeyen	 ondan	 küçük	 sayılar	
yazı	 ile	 yazılmalı,	 rakam	 ile	 yazılan	 sayılara	 takılar	
kesme	 işareti	 ile	 eklenmelidir.	 Üç	 hasta	 suşların	 28’i	
gibi.	 Mümkün	 olduğunca	 cümlelere	 sayılarla	
başlanmamalıdır.

•	 Boyama	yöntemi	olan	Gram	büyük	harfle	yazılmalıdır.	

YAZARLARA BİLGİ



Bakteri	tanımlamasında	ise	küçük	harf	kullanılmalıdır.	
Örneğin	gram	negatif	kok	yazılmalıdır.	Negatif	/	pozitif	
kelimeleri	açık	olarak	yazılmalı;	(-)	veya	(+)	kısaltmaları	
kullanılmamalıdır.

•	 Bir	 teşekkür	 yazısı	 varsa	 Kaynaklar’dan	 önce	
olmalıdır.

•	 Çalışma	 kazanılmış	 bir	 burs	 veya	 proje	 ile	
tamamlanmışsa	belirtilmelidir.

•	 Kaynaklar	 listesinde	 yer	 alan	 kaynakların	 tamamının	
metin	içinde	kullanılmış	olması	gereklidir.

•	 Kaynaklar	metin	içinde	geçiş	sırasına	göre	sıralanmalı	
ve	metin	içinde	cümle	sonuna	konacak	parantez	içine,	
üst	 simge	 olarak	 yazılmalıdır.	 Örneğin;	 .....................	
gösterilmiştir(1,5,6).......Kaynak	 yazımı	 sırasında	 boşluk	
bırakmayınız

•	 Metinde	kaynaklar	üst	simge	olarak	bulunmalıdır
•	 Metinde	 kaynak	 verilirken	 yazar	 adı	 kullanılıyorsa	

kaynak	 numarası	 yazar	 adının	 yanına	 yazılmalıdır.	
Örneğin;	 Smith	 ve	 Gordon’a(4)	 göre	 ......................	
Kaynak	yazımı	sırasında	boşluk	bırakmayınız

•	 Henüz	yayınlanmamış	veriler	ve	çalışmalar	Kaynaklar	
bölümünde	yer	almamalıdır.

•	 Dergimiz,	 başka	 çalışmalarda	 bildirilen	 kaynakların	
aktarma	 şeklinde	 kullanılmasını	 kabul	 etmemektedir.	
Yazarlar	 tarafından	 doğrulanmayan	 kaynaklara	 bağlı	
olarak	çalışma	değerlendirme	dışı	bırakılabilir.

•	 Kaynaklarda,	yazar	sayısının	altı	veya	daha	az	olması	
durumunda	tüm	yazarların	isimleri	yazılmalıdır.	Yazar	
sayısının	 altıdan	 fazla	 olması	 durumunda	 ise	 ilk	 üç	
yazarın	ismi	yazılmalı,	sonrasında	Türkçe	makalelerde	
“ve	 ark.”,	 İngilizce	 makalelerde	 ise	 “et	 al.”	 ilave	
edilmelidir.

•	 Dergi	isimlerinin	kısaltılması	Index	Medicus’taki	stile	
uygun	 olarak	 yapılmalıdır	 (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nlmcatalog/).	Index	Medicus’ta	bulunmayan	dergi	
adları	kısaltılmadan	yazılmalıdır.

•	 Dergide	kaynaklar	yazılırken	aşağıdaki	örnekler	esas	
alınmalı;	 noktalamalar,	 kelime	 ve	 harf	 aralıkları,	
büyük	 harfler,	 dergi	 ve	 cilt	 numarası	 buna	 göre	
düzenlenmelidir.

Örnekler

A. Makaleler

	 Kaynak	yazımlarında	italik,	boşluk,	noktalama	işaretleri	
kullanımına	kesinlikle	dikkat	ediniz.

•	 Standart	 Dergi	 Makalesi:	 Davies	 J,	 Courvalin	 P.	
Mechanisms	of	resistance.	Amer J Med	1977;	62:868-
72.

•	 Dergi	 Ekinde	 (Supplement)	 yer	 alan	makale:	 Frumin	
AM,	Jennings	H.	Functional	asplenia.	J Infec Dis	1992;	
165	(Suppl	1):	S156-8.

•	 Yazarı	 verilmemiş	 makale:	 Anonymous.	 Coffee	
drinking	and	cancer	of	the	pancreas	(Editorial).	Br Med 
J	1981;	283:628.

•	 Elektronik	 formatta	 makale:	 Mansur	 T,	 Artunkal	 S.	
Fusarium oxysporum	 infection	 of	 stasis	 ulser:	

eradication	 with	 measures	 aimed	 to	 improve	 stasis.	
Mycosis	 2009	 (DOI:	 10.1111/j.1439	
0507.2009.01800.x)

B. Kitaplar

•	 Kitap:	Pelczar	MJ,	Chan	ACS,	Krieg	S.	Microbiology.	
5th	 ed.	 New	York:	 McGrew	 Hill	 Co,	 2003.	 (Türkçe	
yazarlı	kitaplarda	da	aynı	format	kullanılmalı,	ancak	5th	
ed	yerine	5.	baskı	denilmelidir).	Bir	kuruluş	tarafından	
yayımlanmış	 olan	 kitaplarda	 basımevinin	 değil,	
yayımlanan	 kuruluşun	 adı	 ve	 varsa	 yayın	 numarası	
kullanılmalıdır.	Örneğin	“İst.	Tıp.	Fak.	Yayın	No.	20.	
İstanbul	1956”	gibi.

•	 Kitap	Bölüm:	Cade	AR.	Gump	WS.	The	bisphenols.	In:	
Reddish	GF,	Davies	 J,	 eds.	Antiseptics,	Disinfectants	
and	 Fungicides.	 2nd	 ed.	 Philadelphia:	 Lea	 Febiger,	
1957:1657-9.

•	 Bildiri	Özeti:	Seyer	A,	Yaman	M.	Çeşitli	besiyerlerinde	
Candida	 türlerinin	 morfolojik	 özelliklerinin	
değerlendirilmesi.	In:	Ağaçfidan	A,	Erturan	Z	eds.	XI.	
Türk	 Mikrobiyoloji	 Kongresi	 Kitabı;	 21-25	 Ekim	
2008;	Antalya:	Türkiye	2008:509.

•	 Tez:	 Küçüker	 M.	 Mikoplazmalar	 [doktora].	 İstanbul:	
İstanbul	Üniversitesi,	1986.

C. Sanal Ortam

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

Şekil, Tablo, Fotoğraf, Resim, Grafik

•	 Tablo,	şekil,	fotoğraf,	resim	ve	grafikler	Arap	rakamları	
ile	 numaralandırılmalı	 ve	 yazı	 içinde	 geçtiği	 yerler	
belirtilmelidir.

•	 Tablo	başlığı	 tablo	üst	çizgisinin	üstüne,	sol	kenardan	
başlanarak	yazılmalı	ve	tablo	sıra	numarasından	sonra	
nokta	 kullanılmalıdır.	 Örneğin;	 Tablo	 1.	 E. coli 
izolatlarının	MİK	dağılımları,	gibi.

•	 Tablolarda	 kullanılan	 kısaltmalar	 alt	 kısımda	mutlaka	
açıklanmalıdır.

•	 Tablolarda	metnin	tekrarı	olmamalıdır
•	 Şekil,	fotoğraf,	resim	ve	grafiklere	ait	açıklamalar	ana	

metinle	beraber	en	sona	eklenerek	yollanmalıdır.
•	 Şekillerde	 ölçü	 önemli	 ise	 üzerine	 cm	 veya	 mm’yi	

gösteren	bir	ölçek	çizgisi	konmalıdır.
•	 Fotoğraflar	 tanınmayı	 engelleyecek	 şekilde	 olmalı	 ve	

hastalardan	yazılı	onam	alınmalıdır.
•	 İsim,	 baş	 harfler,	 hastane	 kayıt	 numarası	 gibi	 kimlik	

bilgileri	yazılmamalıdır.

	 Tablo,	şekil,	fotoğraf,	resim	ve	grafikler	gibi	dökümanlar	
başka	bir	yayından	alıntı	 ise	yazılı	baskı	 izni	mutlaka	
gönderilmelidir.






