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Hastane enfeksiyonlari iginde karbapenem direngli Gram negatif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin
sayisi giderek artmaktadir. Bu bakteriler genellikle diger grup antibiyotiklere de direngli olduklarindan dolayi
saglik icin ciddi bir tehdit olusturmaktadirlar. Calismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Klebsiella pneu-
moniae izolatlarinda OXA-48 ve alt tiirevlerinde karbapenemaz direncinin fenotipik ve genotipik yéntemlerle
belirlenmesi ve direng gézlenmeyen izolatlarda genotipik olarak OXA-48 gen bélgesinin var olup olmadiginin
arastiriimasi hedeflenmistir.

Calismaya Mart 2015-Mart 2016 yillari arasinda polikliniklere basvuran veya cesitli servis ve yogun bakim
tinitelerinde tedavi géren hastalardan izole edilen 127 K.pneumoniae izolati déhil edilmistir. BD Phoenix oto-
matize sistemiyle identifikasyonu ve antibiyogrami yapilan izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklari Kirby-Bauer
disk difiizyon yéntemiyle de tespit edilmistir. OXA-48 tipi enzimlerin varligini gésterdigi kabul edilen temosilin
diski ile fenotipik olarak direng varligina bakilmistir. Tiim izolatlarda “in-house” polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile OXA-48 tipi enzimin varligi arastiriimis ve pozitif saptanan izolatlara DNA dizi analizi yapilarak OXA-
48 varyant varligina bakilmistir.

Karbapenem direng orani % 35 ve GSBL pozitifligi ise % 46 olarak tespit edilmistir. Temosilin disk yénteminin
K.pneumoniae suslarinda OXA-48 gen varligini saptamadaki duyarliligi % 88; 6zgiilliigi % 89 olarak bulun-
mustur. OXA-48 varligina bagli gelisen karbapenem direncini saptamada duyarlilik ve 6zgdilliik dengesi icin en
iyi karbapenemin ertapenem oldugu gézlenmistir. Otomatize sistemle karbapenemlere direngli olarak tespit
edilen K.pneumoniae izolatlarinda bla,,, ., gen bélgesi varligi % 80 bulunmustur. OXA-48 pozitif olarak sapta-
digimiz 42 izolatta yapilan DNA dizi analizi ile elde edilen tiim dizilerin OXA-48 oldugu ve diziler iginde varyant
OXA-48 geni bulunmadigi tespit edilmistir. Genotipik olarak OXA-48 gen bdélgesine sahip g izolatta direncin
fenotipik olarak yansimasinin dogrudan dogruya ortaya ¢ikmadigi gézlenmistir.

Karbapenemlere direncli K.pneumoniae izolatlarindaki bla,,, ,. gen bélgesi varligi yaygindir. Bunun yaninda
OXA-48 gen bdlgesine sahip bazi izolatlarda direncin fenotipik olarak yansimasinin hemen ortaya ¢ikmamasi
nedeniyle tedaviye ragmen iyilesmeyen hastalarda bu tip izolatlarin olabilecegi akilda tutulmalidir.

Anahtar kelimeler: fenotipik yansima, karbapenem, K.pneumoniae, OXA-48
ABSTRACT

The number of infections caused by carbapenem-resistant Gram negative bacteria is increasing among
nosocomial infections. These bacteria are a serious threat to health because they are usually resistant to
other antibiotics. This study was aimed to determine the carbapenemase resistance of OXA-48 and its sub-
derivatives in Klebsiella pneumoniae isolates isolated from various clinical samples by phenotypic and
genotypic methods and to investigate the presence of OXA-48 gene region genotypically in isolates without
resistance.

A total of 127 K.pneumoniae strains isolated from patients treated in various clinics and intensive care units
were included in this study from March 2015 to March 2016. The isolates were identified and susceptibilities
were tested using BD Phoenix automated system and also with Kirby-Bauer disk diffusion method. The
presence of resistance was examined phenotypically with the disk of temosillin, which is considered to indicate
the presence of OXA-48 type enzymes. The presence of OXA-48 type enzyme was investigated by “in-house”
polymerase chain reaction (PCR) in all isolates and the presence of OXA-48 variant was investigated by DNA
sequencing analysis on positive isolates.

Carbapenem resistance rate was 35 % and ESBL positivity was determined as 46 %. The sensitivity of
temocillin disk method in the identification of OXA-48 gene presence in K. pneumoniae strains was found to
be 88 %, and specificity 89 %. Ertapenem was the best carbapenem with sensitivity and specificity balance to
detect carbapenem resistance caused by OXA-48. The presence of bla,, . gene region was 80 % in K.
pneumoniae isolates detected as resistant to carbapenems by an automated system. All sequences obtained
by DNA sequence analysis of 42 OXA-48 positive isolates were OXA-48 and there was no variant OXA-48 gene
among the sequences. It was observed that the phenotypic reflection of resistance did not occur immediately
in three isolates genotypically having OXA-48 gene region.

The presence of bla,,, ., gene region in carbapenems-resistant K.pneumoniae isolates is common. In addition,
in some isolates having OXA-48 gene region, should be kept in mind in patients who do not recover despite
treatment, due to phenotypic reflection of resistance does not occur immediately.

Keywords: carbapenem, K.pneumoniae, OXA-48, phenotypic reflection

© Telif hakki Antibiyotik ve Kemoterapi (ANKEM) Dernegi’ne aittir. Logos Tip Yayincilik tarafindan yayinlanmaktadir.
Bu dergide yayinlanan bitiin makaleler Creative Commons Atif-Gayri Ticari 4.0 Uluslararasi Lisanst ile lisanslanmigtir.

Copyright Society of Antimicrobial Chemotherapy. This journal published by Logos Medical Publishing.
Licenced by Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International (CC BY)

Received/Gelis: 07.10.2020
Accepted/Kabul: 22.02.2021
Published Online/Online Yayin: 29.04.2021

Atif/Cite as: Uyanik Parlak A, Gudictioglu
H, Parlak M, Bayram Y, Otlu B. Klebsiella
pneumoniae suglarinda OXA-48 ve alt
tlrevlerinin arastiriimasi ve fenotipik yansima.
ANKEM Derg. 2021;35(1):1-8.

Mehmet Parlak

Van Yiziinci Yil Universitesi

Tip Fakultesi,

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Van, Turkiye

e mehmetparlak65@hotmail.com
ORCID: 0000-0001-6030-2244

A. Uyanik Parlak 0000-0003-1048-8268
Ankara Atatiirk G6gls Hastaliklari ve
GOdlis Cerrahisi Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari,
Ankara, Tiirkiye

H. Giidiiciioglu 0000-0003-1048-8268
Y. Bayram 0000-0001-6083-5550

Van Yiiziincii Yil Universitesi

Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dall,

Van, Tiirkiye

B. Otlu 0000-0002-6220-0521
inénii Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Malatya Tiirkiye


http://orcid.org/0000-0001-7137-7356
http://orcid.org/0000-0003-1048-8268
mailto:%20mehmetparlak65%40hotmail.com%0D?subject=
http://orcid.org/0000-0001-6030-2244
http://orcid.org/0000-0001-6083-5550
http://orcid.org/0000-0002-6220-0521

GiRIS

Klebsiella cinsi bakteriler, tedavi edilmediginde
yuksek 6lim oranlarina sahip toplum kaynakli bakte-
riyel pnédmoni etkeni olabilmektedir. Nozokomiyal
enfeksiyonlardan sorumlu esas bakteri Klebsiella
pneumoniae olup, bu cinsin medikal olarak en 6nem-
li tiridir. insanlarin nazofarinksinde ve intestinal
sisteminde saprofit olarak bulunmaktadir. Diski
orneklerinde tespit orani % 5 ile % 38 arasinda degi-
sirken, nazofarenksteki oranlar % 1 ile % 6 arasinda
degismektedir. Bu tasiyicihk oranlari, kolonizasyon
oranlarinin kalis sliresiyle dogru orantih olarak arttig
hastane ortaminda bliyik dlgide degisir.

Hastanede yatan hastalarda bildirilen tasiyici
oranlari diskida % 77, farinkste % 19 ve hastalarin
ellerinde % 42°dir?),

Bu yuzyihn baslarindan itibaren genislemis spekt-
rumlu beta-laktamaz (GSBL), Enterobactericeae Uye-
leri arasinda hizla yayilmistir. Son yillarda bu yayilim
kontrolden ¢ikmis ve toplum kaynakli enfeksiyonlar
olarak karsimiza g¢ikmaya baslamistir. GSBL (ireten
K.pneumoniae enfeksiyonlarinda kullanilabilecek az
sayidaki etkili ajanlar arasinda en givenilir olani ise
karbapenemlerdir. Karbapenem direngli
K.pneumoniae izolatlarinin ortaya ¢ikisi hem tedavi
seceneklerini kisitlamakta hem de morbidite ve mor-
taliteyi artirmaktadir. Ayrica karbapenemaz Ureten
Enterobactericeae Uyeleri, tigesiklin ve polimiksin
disindaki ajanlara karsi dirence sahip olduklarindan
ciddi bir tehdit olusturmakta ve dikkatle takip edil-
meleri gerekmektedir.

Karbapenemazlar, fonksiyonel siniflamada grup
2d, 2f ve 3’te, Ambler molekiler siniflamada ise A, B
ve D sinifi igerisinde bulunmaktadir. Sinif D igerisinde
OXA enzimleri bulunmaktadir™. Bu gruptan OXA-48
ilk olarak tilkemizde, istanbul’da karbapenem direncg-
li bir K.pneumoniae izolatinda tanimlanmistir. Bu
izolat ayrica sinif A GSBL olan SHV-2a, dar spektrum-
lu beta-laktamaz TEM-1 ve OXA-47’yi bulundurmak-
tadir. OXA-48 beta-laktamazi penisilinleri ve penisi-
linlerden daha disik diizeyde imipenemi hidrolize
etmektedir fakat genis spektrumlu sefalosporinlere
karsi aktif degildir. Bu enzim, imipenem igin bilinen
en vyuksek katalitik aktiviteye sahip sinif D
B-laktamazdir. Diger sinif D beta-laktamazlari ile
olan aminoasit benzerligi % 46’dan daha azdir ve
OXA-23 ve OXA-40 ile zayif benzerlige sahiptir (sira-
siyla % 36 ve % 32)®°.
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Calismamizda; cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen K.pneumoniae izolatlarinda OXA-48 tipi (OXA-
48 ve varyantlarin) karbapenemaz direncinin fenoti-
pik ve genotipik yontemlerle belirlenmesi fenotipik
olarak karbapenem direnci gostermeyen izolatlarin
direng genlerine sahip olup olmadiginin tespit edil-
mesi ve llkemize ait epidemiyolojik verilere katki
saglamak amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin Toplanmasi:

Calisma, Mart 2015-Haziran 2016 tarihleri arasin-
da Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapilmistir.
Calismaya cesitli klinik 6rneklerden enfeksiyon etke-
ni olarak izole edilmis ve Phoenix100 (Becton
Dickinson, ABD) otomatize sistemi ile karbapenemle-
re duyarli, orta direncli veya direncli olarak belirle-
nen 127 K.pneumoniae izolati dahil edilmistir. Bir
hastadan birden fazla izolat ¢alismaya dahil edilme-
mistir.

Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen klinik
ornekler % 5 koyun kanl agar (RTA, Tirkiye) ve Eozin
Metilen Mavisi agar (Oxoid, ingiltere) besiyerlerine
ekimler yapilmistir. Gram boyama ile Gram negatif
basil morfolojisinde olan tiim izolatlarin tir tanim-
lanmasi otomatize Phoenix 100 bakteri tanimlama
sistemi ile yapilmistir. K.pneumoniae olarak tanimla-
nan izolatlar -80°C’de derin dondurucuda (Sanyo,
Japonya) saklanmistir.

Tum izolatlar igin antibiyotik duyarlilik testleri ve
GSBL tespiti Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ve
Phoenix100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sis-
temi panelleri kullanilarak yapilmistir. Sonuglar 2015
yilinda Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ve 2016 yilinda ise European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) kriter-
lerine gore degerlendirilmistir(®24),

Temosilin disk diflizyon testi igin plaklara 30 pg
temosilin (Mast Diagnostics, Merseyside, Birlesik
Krallik) iceren antibiyotik diski yerlestirilip 35-37°C’de
18-24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. inhibisyon
zon ¢apl £10 mm ise yiksek temosilin direnci olarak
degerlendirilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

Bu yontemle K.pneumoniae izolatlarinda OXA-48
ve varyanti olan (OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-
204, OXA-232) karbapenemaz direng geni varligi
arastirilmistir. DNA izolasyonunda Exgene™ Clinic SV
Mini kit (GeneAll, Guney Kore) kullaniimistir.
Kullanilan primerler Monteiro ve ark./nin®*® calisma-
sindan alinmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Karbapenemaz genlerinin saptanmasi amaciyla kullani-
lan primer dizileri.

Gen Primer Sekans(5’-3’) Kaynak

OXA-48-F  TGTTTTTGGTGGCATCGAT

bla ., s 10
OXA-48-R  GTAAMRATGCTTGGTTCGC

OXA-48A TTGGTGGCATCGATTATCGG

OXA-48B GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

Amplifikasyon i¢in SensoQuest Labcycler
(SensoQuest Biomedizinische, Almanya) cihazi kulla-
nilmistir. izole edilen DNA ile Tag DNA polimeraz
(Geneall, Gliney Kore) kitinin 6nerisi dogrultusunda
reaksiyon karisimi hazirlanmistir.

OXA-48 ve Diger Varyantlarin Tespiti:

Bakteriyel DNA izolasyonu, QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen-Hilden, Almanya) ile yapiimistir. PCR ile OXA-
48-like gen bolgesinin cogaltilmasi asamasinda bili-
nen tim bla OXA-48-like genlerinin amplifikasyonu
icin kullanilan primerler Tablo 1’de verilmistir. PCR
sonrasinda urtinlerin % 1,5’luk agaroz jelde, 1X TBE
tamponunda 1 saat elektroforez yapilmistir.
Elektroforez islemi sonrasi olusan bantlar jel goriin-
tileme sisteminde (Gel logic 2200 imaging system,
Kodak Company, NY, ABD) goriintilenmistir. 743bp
blylkltglindeki bantlar OXA-48-like geni pozitif ola-
rak degerlendirilmistir.

PCR iiriinlerinin dizileme igin saflagtirilmasi:

PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon Grinle-
ri, DNA saflastirma islemine alinmistir. Bu amacgla
ticari bir saflastirma kiti (Qiaquick PCR purification
Kit, Qiagen, Almanya) kullanilmistir. Uretici firmanin
onerileri dogrultusunda uygulanan protokol uygulan-
mistir. islem sonunda elde edilen driinlerin safligi %
1,5’luk agaroz jelde yurutilerek kontrol edilmis ve
yeterli miktarda DNA igeren saflastirilma Urunleri
sekans reaksiyonunda kullanilmak {zere -20°C’de
saklanmistir.

DNA dizi analizi icin sekans reaksiyonu; ¢ift yonla
olarak her iki primerle yapilmistir. Dongisel dizileme
icin amplifikasyon kosullari 45 dongl boyunca
96°C’de 10 saniye, 50°C’de 5 saniye ve 60°C’de 4
dakika olarak uygulanmistir (Gene Amp PCR System
9700, Applied Biosystems, ABD).

Sonuglarin Analizi:

Dizileme sonuglarini igeren kromatogram dosya-
lar FinchTV v1.3.1 yazilimina (GeoSpiza Inc., ABD)
aktarilarak, diziler gérsel olarak incelenmis ve gerekli

gorilen dizeltmeler yapilmistir. Suslarin elde edilen
OXA-48-like gen dizileri Ugene yazihm kullanilarak
(hhtp://ugene.unipro.ru), tim diziler hizalanmistir.
Bunun yaninda OXA-48 tipini (varyantini) belirlemek
icin National Centre for Biotechnology Information
(NCBI) icinde yer alan GenBank ve Nucleotide ve
Protein BLAST (Basic Local Alignment Tool) sunucula-
ri kullanilmistir.

BULGULAR

Calismaya, her biri ayri hastalardan izole edilen
47 adet karbapenem direncli ve 80 adet karbapene-
me duyarli olmak lizere 127 K.pneumoniae izolat
dahil edilmistir. Calismaya alinan izolatlarin 77’si (%
60,6) erkek, 50’si (% 39,4) kadin hastalardan izole
edilmistir. Hastalarin 58’i polikliniklere basvuru
yapan hastalardan, 69’u ise farkli servis ve yogun
bakim Unitelerinde takip edilen hastalardan olus-
maktadir. izolatlar en fazla sirasiyla pediatri (% 47),
anestezi (% 16), uroloji (% 10) ve dahiliyeden (% 9)
elde edilmistir. Orneklerin cogunlugunu idrar drnek-
leri olustururken (% 66), bunu sirasiyla kan (% 17),
yara (% 5) ve solunum yolu 6rnekleri (% 3) takip
etmistir. izolatlarin antibiyotiklere duyarlilik sonucla-
ri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Klebsiella pneumoniae izolatlarinin karbapenemlere
duyarhlik test sonuglari.

Phoenix (MiK) Disk Difiizyon

Antibiyotik

n S I R(® n s 1 R(%
Ertapenem 122 76 (3%‘,‘1) 127 86 6 (23;?6)
imipenem 121 90 12 (115?7) 127 87 7 (236::‘0)
Meropenem 122 97 5 (1%5?4) 127 90 6 (2‘1,14)

S: Duyarl
I: Duyarli, yiiksek doz
R: Direngli

K.pneumoniae izolatlarinin % 35’inde karbape-
nemlerden en az birine karsi direng oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 127 K.pneumoniae izolatinin 58’i
(% 46) GSBL pozitif olarak saptanmistir. Fenotipik
olarak temosilin disk diflizyon testi sonucuna goére 46
(% 36) izolatta temosilin direnci saptanmistir.
izolatlarin 42’sinde (% 33) bla,,, ., 8en bolgesi varligi
tespit edilmis (Sekil 1), bunlarin 38’inde otomatize
sistemle yapilan MiK sonuclarina gére ertapenem,



imipenem veya meropenemden birine direng sap-
tanmustir. Diger (g izolatta ise herhangi bir karbape-
neme direng belirlenmemistir (Tablo 3). bla_, ,. gen
bolgesi varligi tespit edilen 38 izolatin 35’inde (% 92)
sefalosporin direnci (sefotaksim, seftazidim, sefe-
pim) tespit edilmistir.

Tablo 3. Galismaya alinan izolatlarda OXA-48 geni varlig: ile
izolatlarin; ertapenem, imipenem, meropenem ve temosi-
lin duyarhlik sonuglarinin karsilagtiriimasi.

. OXA-48
Deger Toplam
Pozitif Negatif
Karbapenemlerden R 38 10 48
herhangi birine
(Ertapenem S/l 4 75 79
imipenem
Meropenem) Toplam 42 85 127
R 34 10 44
Ertapenem S/l 4 74 78
Toplam 38 84 122
R 15 3 18
imipenem s/l 23 80 103
Toplam 38 83 121
R 16 4 20
Meropenem S/l 22 80 102
Toplam 38 84 122
R 37 9 46
Temosilin S/l 5 76 81
Toplam 42 85 127
S: Duyarl
I: Duyarli, yiiksek doz
R: Direngli

ANKEM Derg 2021;35(1):1-8

Karbapenemler ve temosilin diski sonuglarina
gore OXA-48 saptanmasi icin duyarlilik ve 6zgullik
Tablo 4’te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Ertapenem, imipenem, meropenem ve temosilin icin
duyarhlk ve 6zgiilliikk sonuglari.

Antibiyotik  Duyarhlik Ozgiillik PPD NPD Dogruluk

Ertapenem 89 88 77 95 89
imipenem 39 96 83 78 79
Meropenem 42 95 80 78 78
Temosilin 88 89 80 94 89

Galisilan 127 6rnekten 42’'sinde OXA-48-like geni
pozitif bulunmustur. PZR Grlinlerinin dizi analizi, ytk-
sek oranda benzerlik oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Farkliliklar dizilemenin stabil olmadigi ilk ve son oku-
malarda gozlenmistir. Dizilerin global hizalamalari
degerlendirildiginde tumianin OXA-48 oldugu (E
value: 0.0, Ident. 2% 99) ve diziler iginde varyant
OXA-48 geni bulunmadigi tespit edilmistir.

TARTISMA

Klebsiella izolatlarinin izole edildigi klinik 6rneklerin
dagilimi gesitli calismalarda degisiklik géstermekte-
dir. Temiz ve ark./nin!?® yaptiklari calismada Klebsiella
spp. izolatlarini sikhk sirasiyla % 41 idrar, % 24 kan, %
16 trakeal aspirat, % 15 yara ve % 4 diger klinik
orneklerinden izole etmislerdir. Calismamizda da
izolatlarin literatiirle benzer klinik 6rneklerden

N k45 k47 k54 k53 e18 k48 k51 k5 k46 e61 k39 k20 k1 e45 k17 k49 k22

M, marker; P, pozitif kontrol; N, negatif kontrol; bp, base pair; k52, k42....., sus kodlari

Sekil 1. K.pneumoniae izolatlarinda OXA-48 pozitif gen bolgeleri.
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izole edildigi belirlenmistir.

Enterobacteriaceae ailesinde karbapenem diren-
¢i 2000 yilindan 6nce ihmal edilebilir bir olgu olarak
gorilmekteydi. Bu durum 1990’larin sonlarinda
K.pneumoniae’nin KPC-tipi karbapenemaz Uretmesi-
nin gorulmesi ile degismistir ve 2000’li yillarda tim
diinyaya yayilmistir. Bunu NDM-tipi karbapenemaz
Ureten Enterobactericeae ve OXA-48-tipi karbapene-
maz Ureten K.pneumoniae’lerin ortaya cikmasi izle-
mistir®,

CLSI ve EUCAST karbapenemaz lretiminin sap-
tanmasi icin farkli tarama 6nerileri sunmaktadir. CLSI
tarama icin ertapenemi Onermektedir. Ancak,
EUCAST ertapenemi duyarhliginin yiksek olmasina
karsin 6zgullugunin disiuk olmasindan dolayi tercih
etmemektedir. Bunun yerine, karbapenemaz tara-
masinda duyarlilik ve 6zgullik dengesinin uyumlu
olmasi nedeniyle meropenemi 6nermektedir®?4,
Ortega ve ark.®® calismalarinda ertapenemin, OXA-
48 Ureten E.coli taramasi icin imipenem veya mero-
penemden daha duyarh oldugunu bulmuslardir.
Gakar ve ark.“"nin yaptiklari calismada OXA-48 enzi-
mi iceren izolatlarin birgogunu meropeneme duyarl,
ancak tamami ertapeneme direncgli bulunmus ve
karbapenemaz taramasinda ertapenemin en uygun
antibiyotik oldugu saptanmistir. Calismamizda imipe-
nem ve meropenemin ozgulllklerinin birbirine yakin
oldugu (sirasiyla % 96 ve % 95) saptanmistir. Ancak,
her iki karbapenemin de duyarliliklari diistk (sirasiyla
% 39 ve % 42) bulunmustur. Calismamizda OXA-48
varligina bagh gelisen karbapenem direncini sapta-
mada duyarlilik ve 6zgullik dengesi en iyi karbape-
nemin ertapenem oldugu gozlenmistir.

Zarakolu ve ark.® 2016’da yayinlanan galismala-
rinda 279 karbapenem direngli K.pneumoniae izolati-
nin 270’'inde OXA-48 benzeri karbapenemaz tespit
etmis olup tim izolatlarda temosiline direng tespit
etmislerdir. Teethaisong ve ark.??’nin temosilin disk
diftizyon yontemi kullanarak yaptiklari calismada;
temosilin diskinin meropenemin PBA veya EDTA ile
yapilan sinerji testleri de negatif oldugu durumlarda
OXA-48 varhgini saptamadaki duyarlilik ve 6zgulligu-
ni % 100 olarak bulmuglardir. Florian ve ark.® cals-
malarinda OXA-48 benzeri karbapenemaz lreten
tim izolatlarinda temosilinin duyarliigint % 100
Ozgulligunl ise % 43,9 olarak bulmuglardir. Omnia
ve ark.?” 2017’de yaptiklari calismalarinda temosilin
diskinin OXA-48 varligini saptamada duyarliigini %
97,9 ozgllligini % 50 olarak saptamislardir.

Calismamizda temosilin diskinin duyarlihgi % 88
0zgulligu ise % 89 olarak bulunmus olup OXA-48'in
varligini tespit etmek ve dislamak icin tek basina
yeterli olmayacagi dustuinilmektedir. (Tablo 4).

Haciseyitoglu ve ark.“Y calismalarinda karbepe-
nem direncli 44 K.pneumoniae izolatin 33’Ginde OXA-
48 pozitifligi saptamislardir. Ece ve ark.® karbape-
nem direngli 14 K.pneumoniae izolati ile yaptiklari
calismalarinda tim izolatlarda OXA-48 pozitifligi sap-
tamiglardir. Yapilan galismalar Ulkemizde OXA-48
Ureticilerinin yaygin oldugunu gdstermektedir*>*3,
Calismamizda otomatize sistemle karbapenemler-
den en az birine direngli olan 47 K.pneumoniae izola-
tinin 38’inde (% 80) in-house PCR ile bla_, ,. gen
bolgesi tespit edilmistir ve calismamiz sonucunda
buldugumuz sonug literatiirle uyum gostermektedir.
Karbapenemlere direngli olan bu 38 izolatin genisle-
mis spektrumlu sefalosporinlere karsi direng olmasi
bu izolatlarda OXA-48 tipi enzimlerin yanisira bir
GSBL enziminin de olabilecegini diisindirmektedir.
Karbapenem direncli 38 izolatin 14’iinlin tim karba-
penemlere (ertapenem, imipenem ve meropenem)
direngli olmasi bu izolatlarin ek olarak baska bir kar-
bapenemaz geni tasimasi veya dis membran porin
defekti durumunu akla getirmektedir.*?

Messaoudi ve ark.*¥ 2020’de yayinlanan ¢alisma-
larinda 240 karbapenem direncli K.pneumoniae izo-
latinin 196’iInda OXA-48 benzeri gen bulunmustur ve
iclerinden secilen alt gruba ileri analiz yapilmis olup
27 K.pneumoniae izolati arasinda 10 ve 17 izolat,
sirasiyla bla_,, . ve bla_, .., genlerini barindirmigtir.
Erdem ve ark. ™ 2020'de yayinlanan 10 MDR
K.pneumoniae izolati ile yaptiklari ¢alismalarinda bir
izolatlarinda bla_,, .. geni tespit etmislerdir.
Calismamizda OXA-48 pozitif olarak saptadigimiz 42
izolatta yapilan DNA dizi analizi ile elde edilen tim
dizilerin OXA-48 oldugu ve diziler icinde varyant
OXA-48 geni bulunmadigi tespit edilmistir.

Carrer ve ark.? cesitli tlkelerden 18 OXA-48 pozi-
tif klinik izolat (13 K.pneumoniae, 2 Enterobecter
cloacaea, 1 Providencia rettgeri ve 1 Citrobacter
freundii) toplayarak yaptiklari galismada izolatlarin
disk difizyon ve gradient testi ile antibiyotiklere
duyarhhklariniincelemislerdir. OXA-48 pozitif olan 18
izolattan 14’G karbapenemlere direncli iken dort
tanesi orta duyarl veya duyarl olarak saptanmistir.
Cuzon ve ark.®2008’de Turkiye disindaki ilk OXA-48
vakasini yayinlamislardir. Phoenix (Becton-Dickinson,
Erembodegem,Belgika) ve VITEK (bioMérieux,



Fransa) ile izolat amoksisilin ve AMC’ye direncli,
genis spektrumlu sefalosporinlere ve meropeneme
duyarh olarak bulunmustur. Disk difiizyon ile imipe-
nem ve meropenemin zon ¢aplarinda azalma bulu-
nurken ertapenem ise orta duyarli olarak saptanmis-
tir. Gradient testi ile CLSI kriterlerine gore imipenem
ve meropeneme duyarli; araliginda ertapeneme ise
orta duyarli bulunmustur. PCR ve sekans analizi ile
bla,,,,, geni gosterilmistir. Otomatize sistemlerin
(Phoenix ve VITEK) karbapenem duyarlligindaki azal-
mayI saptayamadigi ve bu yeni direng mekanizmasi-
nin gorildiginden daha yaygin olabilecegi belirtil-
migtir.

Galigmamizda bla_,, . gen bélgesini pozitif olarak
saptadigimiz (g izolatin otomatize sistemle belirle-
nen karbapenem MK degerleri duyarli sinirda bulun-
mustur. Bu (g izolatin gradient test yontemiyle de
konfirmasyonu yapilmis ve yine duyarli aralikta oldu-
gu tespit edilmistir. izolatlarin elde edildigi ic hasta-
nin da gecmisinde hastanede yatis 6ykist bulun-
maktadir. iki hastanin bakteriler izole edilmeden
oncesinde ve sonrasinda karbapenem tedavisi alip
almadiklari tespit edilememistir. Son hasta ise izolat
tespit edildikten sonra imipenem tedavisi almistir ve
tedaviye cevap vermistir. OXA-48 pozitif olarak sap-
tadigimiz bir izolat ise otomatize sistemle ertapene-
me direncli tespit edilmistir ancak gradient test yon-
temiyle duyarli olarak saptanmistir. Calismamizda
elde ettigimiz veriler ve literatlrdeki bilgiler 1518inda
OXA-48 tipi direncin genotipik olarak varliginin feno-
tipik yansimasinin dogrudan dogruya ortaya ¢ikmadi-
gidir ve boyle bir izolatla enfekte hastalarin karbape-
nem tedavisine verdikleri cevap hakkindaki bilgileri-
miz yetersiz kalmaktadir. OXA-48 tipi enzim Uretimi-
nin yaygin oldugu llkemizde tedaviye ragmen iyiles-
meyen hastalarda bu tip izolatlarin olabilecegi akilda
tutulmalidir.

Sonuc¢ olarak; hastanemizde izole edilen
K.pneumoniae izolatlari arasinda karbapenem direng
orani % 35 ve GSBL pozitifligi ise % 46 olarak tespit
edilmistir. Temosilin disk yonteminin K.pneumoniae
suslarinda OXA-48 gen varligini saptamadaki duyarli-
lig1 % 88, 6zgllligu % 89 bulunmustur ve literatlirde
bazi yayinlarda bahsedildigi kadar (% 100) yuksek
olmadig gorilmustir. OXA-48 varligina bagli gelisen
karbapenem direncini saptamada duyarhlk ve 6zgul-
lik dengesi en iyi karbapenemin ertapenem oldugu
gozlenmistir. Otomatize sistemle karbapenemlere
direncli olarak tespit edilen K.pneumoniae izolatla-

ANKEM Derg 2021;35(1):1-8

rindaki bla_,, ,. gen bolgesi varligi % 80 olarak bulun-
mustur ve bu durum UGlkemizde OXA-48 Ureticilerinin
yaygin oldugunu gostermektedir. Fenotipik testlerle
sinif D B-laktamazlarin fenotipik testlerle kolayca
belirlenememesi®® genotipik olarak OXA-48 gen bol-
gesine sahip bazi izolatlarda direncin fenotipik olarak
yansimasinin dogrudan dogruya ortaya ¢ikmamasina
neden olup tedaviye ragmen iyilesmeyen hastalarda
bu tip izolatlarin olabilecegi akilda tutulmasi gerek-
mektedir.
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Evaluation of Diagnostics Colistin MIC-Strip Test for
Colistin Susceptibility Testing

Giilsen Altinkanat Gelmez ©
Elvan Sayin ©

Ufuk Hasdemir ©

Giiner Soyletir @

0z

Giiniimiizde ¢oklu ilag direncine sahip Gram negatif mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon-
larin tedavisinde kullanilacak antimikrobiyallerin kisith olmasi nedeniyle kolistin gibi eski antibiyotik-
ler siklikla tercih edilmeye baslanmistir. Ancak, kolistinin katyonik yapisi nedeniyle rutin laboratuvar-
da siklikla kullanilan antibiyotik duyarlilik testlerinde (disk difiizyon, gradient test, otomatize sistem-
ler) birtakim sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) ve Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan kolistin duyarliligini
saptamak igin sadece sivi mikrodiliisyon testi 6nerilmektedir. Ancak sivi mikrodiliisyon testlerinin
zaman alici ve zahmetli olmasi nedeniyle rutin laboratuvarlarinda hizli ve giivenilir kolistin duyarliligi
sonucu saglayabilen testlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alismada, Klebsiella pneumoniae ve
Acinetobacter baumannii kbkenlerinde kolistin duyarliliginin saptanmasinda ticari olarak hazir olarak
uretilen Diagnostics MIC-COL (Diagnostics I.n.c., Galanta, Slovakya) testinin performansinin deger-
lendirilmesi amaglanmustir. Rutin laboratuvarimizda 2016-2019 yillari arasinda cesitli klinik érnekler-
den izole edilen K.pneumoniae (n=22) ve A.baumannii (n=28) kékenleri ¢calismaya dahil edilmistir.
Kékenlerin kolistin minimum inhibitdr konsantrasyonlari (MIK) hem referans yéntem olan sivi mikro-
diltisyon yéntemi ile hem de ticari olarak iretilen Diagnostics MIC-COL testi ile ¢alisiimistir. Elde edilen
sonuglar karsilastirilarak testin temel uyum, kategorik uyum, biiyiik hata ve ¢ok bliyiik hata oranlari
hesaplanmigtir. Sivi mikrodiliisyon yéntemi ile karsilastirildiginda Diagnostics MIC-COL testinin temel
uyumu % 84, kategorik uyumu % 98, biiyiik hata orani % 3,8 olarak tespit edilirken ¢ok biiyiik hata
tespit edilmemistir. Rutin laboratuvarlarda hizli ve gtivenilir kolistin duyarliliginin tespit edilerek teda-
vinin yénlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Calismamizda kullanilan ticari test kullanimi kolay ve zaman
alici olmayan bir testtir. Ayrica strip seklinde olmasi sayesinde her izolat ayri ¢alisilabilmektedir.
Biiyiik hata oraninin beklenilen degerlerin lizerinde olmasi nedeniyle daha fazla sayida ve farkh
direng diizeylerine sahip kékenlerle yapilacak ileri calismalarla bu oranlarin yeniden degerlendirilme-
si faydali olacaktir.

Anahtar kelimeler: A.baumannii, diagnostics MIC-COL-strip, kolistin duyarliligi, K.pneumoniae
ABSTRACT

Due to the limited number of antimicrobials to be used in the treatment of infections caused by
Gram-negative microorganisms with multi-drug resistance recently, old antibiotics such as colistin
have started to be preferred frequently. However, some problems are encountered in antibiotic
susceptibility tests (disk diffusion, gradient test, automated systems) which are frequently used in the
routine laboratory due to the cationic nature of colistin. For this reason, only the broth microdilution
test is recommended by European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for the detection of colistin susceptibility. Since
broth microdilution tests are time consuming and inconvenient, tests that can provide fast and
reliable colistin susceptibility result is needed in routine laboratories. In this study, it was aimed to
evaluate the performance of the commercially produced Diagnostics MIC-COL test (Diagnostics I.n.c,
Galanta, Slovakia) for the detection of colistin susceptibility in Klebsiella pneumoniae and
Acinetobacter baumannii strains. The strains of K.pneumoniae (n = 22) and A.baumannii (n = 28)
isolated from various clinical specimens between 2016 and 2019 in our routine laboratory were
included in the study. Colistin minimum inhibitory concentrations (MIC) of the strains were studied
with both the reference broth microdilution method and the commercially produced Diagnostics
Colistin MIC-COL test. The essential agreement, categorical agreement, major error, and very major
error rates of the test were calculated by comparing the obtained results. The essential agreement
of the Diagnostics Colistin MIC-Strip test was determined as 84 %, categorical agreement as 98 %,
and major error rate as 3.8 %, while no very major error was detected. It is very important to guide
antimicrobial treatment with rapid and reliable detection of colistin susceptibility. The commercial
test used in our study is easy to use and not time-consuming. Also, due to its strip from, each isolate
can be studied separately. Because of the major error rate being above the expected values, it will be
useful to re-evaluate these rates with further studies to be conducted with a larger number of strains
with different resistance levels.

Keywords: A.baumannii, colistin susceptibility, diagnostics MIC-COL-strip, K.pneumoniae
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GiRIS

Son yilda Acinetobacter spp., Pseudomonas spp.
ve karbapenemaz lireten Enterobacterales gibi cok
ilaca direncli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar tim dinyada endise verici dizeyde
artmaktadir. Bu enfeksiyonlarda kullanilacak tedavi
secenekleri de oldukca sinirlidir. ik olarak 1949'da
Paenibacillus polymyxa’dan izole edilen kolistin, bir
heptapeptid halkasi, bir ekzosiklik zincir ve Gram
negatif lipopolisakkarit membrani ile etkilesime
giren pozitif yukli bir yag asiti kuyrugundan olusan
katyonik bir polipeptitdir. Klinik kullanima 1959’'da
girmis ancak nefrotoksik ve norotoksik etkileri ve doz
optimizasyonundaki problemler nedeniyle
1980’lerde kullanimlari sinirlandiriimistir. Yapilan
bazi ¢alismalarda kolistin sulfatin intravendz formu-
nun daha givenilir oldugu gosterildikten sonra ¢ok
ilaca direncli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda kullanimi tekrar glindeme gelmistir.
Kolistinin hizli bakterisidal etkisi, genis spektrumlu
aktiviteye sahip olmasi ve yeni gelistirilen antibiyo-
tiklerin sayisinin azalmasi gibi nedenlerden otiri
1990’lardan itibaren klinisyenler tarafindan tekrar
tercih edilmeye baslanmistir®,

Son yillarda kolistin kullanimindaki artis berabe-
rinde direng oranlarinin da artisina sebep olmustur.
Uygun tedavi protokoliniin belirlenmesi icin hizli,
dogru ve glvenilir in vitro antibiyotik duyarhhk test-
lerinin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Kolistinin katyo-
nik yapisi, buyik molekil agirligi nedeniyle agarda
zayif difiizyonu, ilag kompozisyonlarindaki degisimler
ve heterodirenc gibi 6zellikleri nedeniyle rutin labo-
ratuvarda sikhkla kullanilan antibiyotik duyarhlik
testlerinde (disk diflizyon, gradient test, otomatize
sistemler)  birtakim sorunlar yasanmaktadir®®,
Yapilan birgok ¢calismada bu yontemler ile elde edilen
sonugclarda kabul edilemeyecek diizeyde ¢ok biyik
hata tespit edilmistir®”), Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) - European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
Polimiksin Calisma Grubu tarafindan 2016 yilinda
kolistin duyarhihgini saptamak igin polisorbat-80 gibi
katki maddeleri olmaksizin polistren plaklarda yapi-
lan sivi mikrodilisyon yéntemi referans yéntem ola-
rak belirlenmistir®. Ancak sivi mikrodiltisyon testleri-
nin zaman alici ve zahmetli olmasi nedeniyle glnlik
is akisi icerisinde rutin mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinda uygulanmasi oldukc¢a zordur. Bu nedenle hizl,
glvenilir, tekrarlanabilirligi yiksek ve kullanici dostu
antibiyotik duyarhhk testlerinin gelistiriimesine ihti-
yag vardir. Bu amagla gelistirilen Diagnostics MIC-
COL (Diagnostics l.n.c, Galanta, Slovakya) testi, liyofi-
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lize 7 farkh konsantrasyonda (0,25-16 mg/L) kolistin
iceren tekli polistren stripler halinde kullanima hazir
bir sivi mikrodiltGsyon kitidir.

Calismamizda, Klebsiella pneumoniae ve
Acinetobacter baumannii kokenlerinde kolistin
duyarhhginin saptanmasinda ticari olarak hazir ola-
rak Uretilen Diagnostics MIC-COL (Diagnostics l.n.c,
Galanta, Slovakya) testinin performansinin degerlen-
dirilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bakterilerin seg¢imi: 2016-2019 vyillari arasin-
da Marmara Universitesi Hastanesinde servis ve
yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalar-
dan alinip laboratuvarimiza gonderilen cesitli klinik
orneklerden (apse, bronkoalveolar lavaj, balgam,
kan, derin trakeal aspirat, idrar, yara) etken olarak
izole edilen Klebsiella pneumoniae ve Acinetobac-
ter baumannii kdékenleri incelenmistir. Kokenlerin
tir dizeyinde tanimlamalari matriks aracili lazer
dezorpsiyon iyonizasyon-ugus zamanli-kitle spekt-
rometresi (MALDITOF-MS) VITEK-MS (bioMérieux,
Marcy-I’Etoile, Fransa) kullanilarak yapilmistir. Rutin
antibiyotik duyarliliklari K.pneumoniae kokenleri icin
VITEK Compact (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fran-
sa) otomatize sistemi ile, A.baumannii kdkenlerinin
ise disk difizyon yontemi ile yapilmistir. Rutin
antibiyotik duyarlilik profillerine bakilarak cok ilaca
direncgli oldugu tespit edilen 22 K.pneumoniae
ve 28 A.baumannii kokeni kolistin duyarhihginin
belirlenmesi igin ¢calisma kapsamina alinmistir.

Antibiyotik duyarhlik testi: Tum kokenlerin kolis-
tin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) deger-
leri EUCAST oOnerileri dogrultusunda International
Organisation for Standardization (ISO) Standart
20776-1'e uygun olarak sivi mikrodiliisyon yontemi
ile belirlenmistir”. Mikrodilisyon plaklarinda aktif
madde olan kolistin siilfatin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, A.B.D) seri diltsyonlari (0,25- 16 mg/L) katyon
eklenmis Mieller Hinton sivi besiyeri (Becton
Dickinson, A.B.D) kullanilarak hazirlanmistir. Tim
kokenlerden hazirlanan 0,5 Mc Farland standart
bulanikhgi son bakteri konsantrasyonu 5 x 10° cfu/ml
olacak sekilde mikrodillisyon plaklarina eklenmis ve
18-20 saat 35°C’de inkiibe edilmistir. Ayrica, ayni
bakteri inokGlimu kullanilarak es zamanli olarak
0,25-16 mg/L liyofilize kolistin silfat konsantrasyon-
lari iceren ticari Diagnostics MIC-COL (Diagnostics
I.n.c, Galanta, Slovakya) ureticinin 6nerileri dogrul-
tusunda galisilmistir. Sonuglar EUCAST’in kolistin sinir
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degerlerine (<2 mg/L duyarl; >2 mg/L direngli) gbre
yorumlanmistir. Her iki yéntem igin de kontrol kdken
olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve mcr-1 pozitif
E.coli NCTC 13846 kullanilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi: Temel uyum (TU)
referans sivi mikrodillisyon testi ile ticari yontem ile
elde edilen antibiyotik MiK degerlerinde +1 diliisyon
fark olmasi, kategorik uyum (KU) ise test edilen koke-
nin EUCAST kriterlerine gére yorumlanan duyarlilik
sonuglariin (duyarli, direngli) her iki yontem arasin-
daki uyumu olarak tanimlanmistir. Bliylk hata (BH)
referans sivi mikrodiliisyon yontemi ile duyarli bulu-
nan bir kékenin ticari yontem ile direngli bulunmasi,
cok bilylk hata (CBH) ise referans sivi mikrodilisyon
yontemi ile direncli olan bir kdkenin ticari yontem ile
duyarh bulunmasi olarak tanimlanmistir. ISO tarafin-
dan belirlenen kriterlere gore kabul edilebilir perfor-
mans TU ve KU igin 2% 90, CBH ve BH'ler igin <% 3
olarak belirlenmistir*Y. Kohen’in kappa (k) katsayis,
yontemler arasindaki uyum derecesini gostermek
icin hesaplanmistir. k > 0,75 ise ¢ok iyi uyum; k =
0,4-0,75 ise orta-iyi uyum ve k <0,4, zayif uyum sek-
linde yorumlanmustir.

BULGULAR

Referans sivi mikrodilisyon yontemi ile ¢alismaya
alinan K.pneumoniae koékenlerinin 9'u (% 40,9),
A.baumannii kokenlerinin 17'si (% 67) kolistine
duyarli bulunmustur.

A.baumannii  kdkenlerinde referans sivi
mikrodiliisyon yontemi ile Diagnostics MIC-COL testi
arasindaki temel uyum % 82,1, kategorik uyum ise %
100 iken K.pneumoniae kokenlerinde temel uyum %
86,3, kategorik uyum ise % 95,4 olarak saptanmistir.
Bir K.pneumoniae kékeninin kolistin MiK degeri sivi
mikrodilisyon yontemi ile 2 mg/L (duyarli) iken
Diagnostics MIC-COL testi ile 8 mg/L (direncli) olarak
belirlenmistir. A.baumannii kékenlerinde blyik hata
ve ¢ok biylik hata gozlemlenmemistir. Tim kokenler
birlikte degerlendirildiginde sivi mikrodillisyon yon-
temi ile Diagnostics MIC-COL testi arasindaki temel
uyum, kategorik uyum, biylk hata ve g¢ok blyik
hata oranlari sirasiyla % 84, % 98, % 3,8 ve % 0’dir
(Tablo). Kappa istatistigi ile yontemler arasinda ¢ok
iyi diizeyde uyum bulunmustur (k = 0.96).

TARTISMA

Antibiyotik direnci, halk saghgini tehdit eden
onemli bir sorundur. Tum diinyada ¢ok ilaca direngli

(MDR) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlardaki
artis endise verici diizeydedir. Tedavide kullanilacak
antimikrobiyaller her gecen giin azalmakta ve yeni
ilag Uretimi neredeyse yok denecek kadar azdir.

Tablo. Klebsiella pneumoniae (n = 22) ve Acinetobacter bauman-
nii (n = 28) igin Diagnostics MIC-COL testi ve referans sivi mikro-
diliisyon yontemiyle elde edilen kolistin MiK degerlerinin karsi-
lastinimasi.

Kolistin Referans Yontem MiK (mg/L)

025 05 1 2|4 8 16 >16

0,25 1 2
0,5 3 9 1
1 2 2

Diagnostics 1 2 2

MIC -COL

(mg/L) 4 1
8 1 2 3 1
16 4 5 3
>16 2 1 2

Kolistin, karbapenem direngli Gram negatif bak-
terilere karsi sinirh tedavi segenekleri nedeniyle son
zamanlarda 6nemli bir antibiyotik olarak yeniden
glindeme gelmistir. Yakin zamana kadar kolistin
direncinin kromozomal olarak kodlandigi bilinirken,
2015 yihinda ilk plazmid aracili direng geni olan mcr-1
tanimlanmistir. Son yillarda da diger direng genleri
(mcr-2, mcr-3, mer-4, mer-5, mcr-6, mcr-7 ve mcr-8)
tespit edilmistir. Plazmid aracili§iyla transfer edilen
bu direng genlerinin 4-8 mg/L gibi dustik duizey kolis-
tin direncine neden oldugu belirlenmistir®213),
European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), Haziran 2016’da plazmid aracili kolistin
direncinin yayilmasini kontrol etmek igin bir rapor
hazirlamistir®. Bu raporda siirveyans ve antimikrobi-
yal yénetim uygulamalarina yonelik yapilmasi gere-
ken eylem planlari ele alinmistir. Bu planlar arasinda
kolistin MiK degerini dogru tespit edebilecek labora-
tuvar yontemlerinin belirlenmesi ve direng genleri-
nin molekuler olarak tespit edilmesi yer almaktadir.
Hem basarili antibakteriyel tedavi saglamak hem de
kolistinin olasi toksik etkilerinden korunmak igin
glvenilir bir yéntem ile MiK degerinin belirlenmesi
enfeksiyonun dogru yonetimi igin olduk¢a 6nemli-
dir®, Ancak, kolistin klinik uygulamalarda siklikla
tercih edilmeye devam ederken rutin laboratuvarlar-
da kolistin duyarhligini belirlemek i¢in hangi yontem-
lerin kullanilabilecegi belirsizligini korumaktadir.

Birgcok laboratuvarda siklikla kullanilan antibiyotik
duyarlilik yontemleri disk difiizyon, gradient test ve
otomatize sistemlerdir. Disk diflizyon ve gradient test
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yontemleri 6zel ekipman gerektirmeyen, distik mali-
yetli ve kullanimi kolay testlerdir. Ancak polimiksinler
blylk ve katyonik yapilarindan dolayi agar ylizeyine
yeterli miktarda difiize olamazlar. Bu nedenle disk
difiizyon ve gradient test yontemleri kolistin icin
glvenilir antibiyotik duyarlilik test kategorisinde yer
almamaktadirlar. Kolistin disk difiizyon ve gradient
diflizyon testleriyle yapilan ¢alismalarda kabul edile-
meyecek diizeylerde biiylik hata veya ¢ok biyilk hata
oranlari tespit edilmistir. Duyarli ve direngli izolatlar
arasinda ayirim yapilamamakta ve ozellikle dusik
diizey direncin saptanmasinda yetersiz kalmaktadir-
|ar(4,12,14,15,17)'

Otomatize sistemler ise klinik mikrobiyoloji labo-
ratuvarlarinda is ylikini azaltmalari. tekrarlanabilir-
liklerinin yiksek olmasi. uzman sistem analizi ile veri
yonetimi yapilabilmesi ve daha kisa slirede sonuca
ulasilabilmesi nedeniyle sik kullanilan yontemlerdir.
Ancak her antibiyotik icin test edilen konsantrasyon
sayisi sinirhdir ve gercek bir MiK degeri vermezler.
Chew ve ark/min® yaptiklari calismada VITEK 2 ile
referans yontem arasinda temel uyum orani % 93,4
ve kategorik uyum orani % 88,2 olmasina ragmen
cok buyuk hata orani % 36 olarak tespit edilmistir.
Vourli ve ark.®® tarafindan yapilan ¢calismada kolistin
duyarhhginin belirlenmesinde kullanilan Phoenix 100
ve VITEK 2 otomatize sistemlerinin ¢ok blyik hata
oranlari sirasiyla % 41,4 ve % 37,9 olarak tespit edil-
mistir. Cok bilyiik hatalar genellikle MiK degeri 1-2
mg/L olan izolatlarda tespit edilmistir. Bu nedenle
otomatize sistemde duyarli olarak saptanan kdkenle-
rin referans yontem ile dogrulanmasi gerektigini
vurgulamislardir®®, Girardello ve ark.®® yaptiklar
calismada VITEK 2 ile en iyi performansin MiK degeri
<0,5 ve 216 mg/L olan K.pneumoniae ve E.coli
kokenlerinde elde edildigini ve MiK degeri 1-8 mg/L
olarak belirlenen tiim koékenlerin referans yontem ile
dogrulanmasi gerektigini belirtmislerdir.

Bircok laboratuvarin bu yontemleri siklikla labo-
ratuvarda kullandigl gbz 6niine alindiginda, kolistin
icin bu yontemlerle hatali sonu¢ verme ihtimali
oldukga ylksektir. Bu da klinisyenlerin uygunsuz
kolistin kullanmasina yol agacak bir durumdur. Bu
nedenle CLSI-EUCAST Polimiksin Calisma Grubu tara-
findan kolistin duyarliliginin belirlenmesi icin sadece
sivi mikrodilisyon yontemi énerilmektedir®- Sivi mik-
rodillisyon yontemi zahmetli, zaman alici ve 6zellikle
dilisyonlarin hazirlanmasi agisindan deneyim gerek-
tiren bir yontemdir. Bu nedenle rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yapilmasi oldukga zordur. Bu agli-
dan klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari icin yeni yon-
temlerin gelistirilmesi zorunludur. Ticari antibiyotik
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duyarhhk test panelleri (Sensititre, Micronaut, UMIC
vb) Umit vadeden alternatif yontemler olarak karsi-
miza c¢ikmaktadir. Bu yontemlerin performansini
degerlendiren calismalarin mevcut verileri 1siginda
rutin laboratuvarda kolistin duyarhhgini saptamada
kullanilabilecek guvenilir yontemler olarak goziik-
mektedirler. Matuschek ve ark. *® calismalarinda bes
ticari Urtnin (Sensititre, Micronaut-S, Micronaut
MIC-Strip, SensiTest ve UMIC) referans sivi mikrodi-
lGsyon yontemi ile temel uyum oranini % 82-% 99,
kategorik uyum oranini % 89-% 95, blyiik hata ora-
nint % 3-% 7 ve ¢ok blylk hata oranini %3 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda kullanilan Diagnostics
MIC-COL testinin hazirhk prosediiri kolaydir ve ek bir
ekipman gerektirmemektedir. Degerlendirilmesi
basit ve hizli bir testtir. Testin strip seklinde olmasi
her hasta 6rneginin ayri ayri ¢alisiimasina imkan sag-
lamasi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Testin referans
yontem ile kategorik uyum orani yiksek olup, cok
blylik hata gézlemlenmemistir. Blylk hata ylzdesi
(% 3,8) tavsiye edilen degerlerin (BH<% 3)lzerinde
kalmaktadir. Bu durum ¢alismamizda kullanilan izolat
sayisinin az olmasi ile iliskili olabilir. Bu nedenle daha
fazla sayida ve farkli direng diizeylerine sahip koken-
lerle yapilacak ileri calismalarla bu oranlarin yeniden
degerlendirilmesi faydali olacaktir.

Ticari dilisyon panelleri yogun 6rnek kapasitesi-
ne ve direng oranlarina sahip rutin laboratuvarlar icin
kullanigh olabilir. Uygun tedavi kararinin verilebilmesi
icin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarina bu Grinle-
rin entegre olmalari olduk¢a 6nemlidir. Bu sayede
uygunsuz kolistin kullaniminin 6nlne gecilerek
direng gelisimi sinirlandirilabilir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir
cikar catismasi bildirilmemistir.

Conflict of Interest: No conflict of interest was dec-
lared by the authors.

KAYNAKLAR

1. Baron S, Hadjadj L, Rolain JM, Olaitan AO. Molecular
mechanisms of polymyxin resistance: knowns and
unknowns. Int J Antimicrob Ag. 2016;48(6):583-91.
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2016.06.023

2. Caniaux|, van Belkum A, Zambardi G, Poirel L, Gros MF.
MCR: modern colistin resistance. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis. 2017;36(3):415-20.
https://doi.org/10.1007/s10096-016-2846-y

3. Chew KL, La MV, Lin RTP, Teo JWP. Colistin and
polymyxin b susceptibility testing for carbapenem-
resistant and mcr-positive Enterobacteriaceae:
comparison of Sensititre, MicroScan, Vitek 2, and Etest
with broth microdilution. Journal of Clinical



G.Altinkanat Gelmez ve ark., Kolistin Duyarllik Testi i¢in Diagnostics Colistin Mic-Strip Testinin Degerlendirilmesi

10.

11.

12.

Microbiology. 2017;55(9):2609-16.
https://doi.org/10.1128/JCM.00268-17

Dafopoulou K, Zarkotou O, Dimitroulia E, et al.
Comparative evaluation of colistin susceptibility
testing methods among carbapenem-nonsusceptible
Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii
clinical isolates. Antimicrob Agents Chemother
2015;59(8):4625-30.
https://doi.org/10.1128/AAC.00868-15

ECDC. Plasmid-mediated colistin resistance in
Enterobacteriace ae. 2016. https://ecdc.europa.eu/
sites/portal/files/media/en/publications/Publications/
enterobacteriaceae-risk-assessment-diseases-caused-
by-antimicrobial-resistant-microorganisms-europe-
june-2016.pdf.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Recommendations for MIC determination of
colistin (polymyxin E) as recommended by the joint
CLSI-EUCAST Polymyxin Breakpoints Working Group.
(2016).

European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. 2019. Breakpoint tables for interpretation of
MICs and zone diameters, version 9.0.(2019).

Ezadi F, Ardebili A, Mirnejad R. Antimicrobial
susceptibility testing for polymyxins: challenges,
issues, and recommendations. J Clin Microbiol.
2019;57(4).

https://doi.org/10.1128/JCM.01390-18

Galani I, Kontopidou F, Souli M, et al. Colistin
susceptibility testing by Etest and disk diffusion
methods. Int J Antimicrob Agents. 2008;31(5):434-9.
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2008.01.011
Girardello R, Cury AP, Franco MRG, et al. Colistin
susceptibility testing and Vitek-2 (TM): is it really
useless? Diagn Microbiol Infect Dis. 2018;91(4):309-
11.
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2018.03.019
International Organization for Standardization (ISO).
Clinical Laboratory Testing and In Vitro Diagnostic Test
Systems. Susceptibility Testing of Infectious Agents and
Evaluation of Performance of Antimicrobial
Susceptibility Test Devices. Part 2: Evaluation of
Performance of Antimicrobial Susceptibility Test
Devices. International Standard 1SO 20776-2:2007.
Geneva, Switzerland. (2007).

Lee SY, Shin JH, Lee K, et al. Comparison of the Vitek 2,
MicroScan, and etest methods with the agar dilution

13.

14.

15.

16.

17

18.

19.

method in assessing colistin susceptibility of
bloodstream isolates of Acinetobacter species from a
Korean University Hospital. J Clin Microbiol.
2013;51(6):1924-6.
https://doi.org/10.1128/JCM.00427-13

Liu YY, Wang Y, Walsh TR, et al. Emergence of plasmid-
mediated colistin resistance mechanism MCR-1 in
animals and human beings in China: a microbiological
and molecular biological study. Lancet Infect Dis.
2016;16(2):161-8.
https://doi.org/10.1016/5S1473-3099(15)00424-7
Lo-Ten-Foe JR, de Smet AMGA, Diederen BMW,
Kluytmans JAJW, van Keulen PHJ. Comparative
evaluation of the VITEK 2, disk diffusion, etest, broth
microdilution, and agar dilution susceptibility testing
methods for colistin in clinical isolates, including
heteroresistant  Enterobacter  cloacae and
Acinetobacter baumannii strains. Antimicrob Agents
Chemother. 2007;51(10):3726-30.
https://doi.org/10.1128/AAC.01406-06

Maalej SM, Meziou MR, Rhimi FM, Hammami A.
Comparison of disc diffusion, Etest and agar dilution
for susceptibility testing of colistin against
Enterobacteriaceae. Lett Appl Microbiol.
2011;53(5):546-51.
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2011.03145.x
Matuschek E, Ahman J, Webster C, Kahlmeter G.
Antimicrobial susceptibility testing of colistin -
evaluation of seven commercial MIC products against
standard broth microdilution for Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and
Acinetobacterspp. Clin Microbiol Infec.2018;24(8):865-
70.

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2017.11.020

. Tan TY, Lily SYN. Comparison of three standardized disc

susceptibility testing methods for colistin. J Antimicrob
Chemother. 2006;58(4):864-7.
https://doi.org/10.1093/jac/dkI330

Vasoo S. Susceptibility Testing for the polymyxins: two
steps back, three steps forward? J Clin Microbiol.
2017;55(9):2573-82.
https://doi.org/10.1128/JCM.00888-17

Vourli S, Dafopoulou K, Vrioni G, Tsakris A, Pournaras S.
Evaluation of two automated systems for colistin
susceptibility testing of carbapenem-resistant
Acinetobacter baumannii clinical isolates. J Antimicrob
Chemother. 2017;72(9):2528-30.

13



i B o,

ANKEM Derg 2021;35(1):14-21
doi: 10.5222/ankem.2021.014

Arastirma / Research Article

Yara Yeri Orneklerinden izole Edilen
Mikroorganizmalar ve Antibiyotik Direng
Oranlari

Microorganisms Isolated from Wound Samples
and Their Antibiotic Resistance Rates

Ezgi Kose ©

Emel Caliskan ©
Nagihan Memis ©
Betiil Donmez ©
Pelin Duran ®

074

Bu ¢alismada, hastanemizin mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen yara yeri érneklerinden izole edilen
patojen mikroorganizmalarin dagilimi ve antibiyotik duyarliliklari belirlenerek, epidemiyolojik verilere
katki saglanmasi ve ampirik tedavide yol gésterici olunmasi amaglanmistir.

Laboratuvarimiza 02.01.2017-20.07.2020 tarihleri arasinda génderilen yara yeri enfeksiyonu etkenleri
retrospektif olarak incelenmistir. Ureyen mikroorganizmalar konvansiyonel mikrobiyolojik yéntemler ve
otomatize sistem ile tanimlanmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
veya otomatize sistem ile yapilmis ve EUCAST kriterlerine gére degerlendirilmistir.

Calismamizda 722 érnekten izole edilen toplam 956 etkenin 370’i (% 39) Enterobacterales takimi, 286’si
(% 30) Gram pozitif kok, 134°l (% 14) Pseudomonas spp., 83’ (% 9) Acinetobacter baumannii, 27’si
(% 3) Candida spp. olarak tanimlanmstir. Stafilokok ve enterokoklarda vankomisin, teikoplanin ve
linezolid direncine rastlanmamustir. Staphylocoocus aureus’a karsi en etkili antibiyotigin trimetoprim-
stilfametoksazol (TMP-SXT) (% 11), koaglilaz negatif stafilokoklara ise gentamisin (% 30) ve TMP-SXT
(% 28) oldugu saptanmistir. Enterokoklarda siprofloksasin (% 48) ve levofloksasin (% 58) direncinin diger
antibiyotiklerden yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, Klebsiella spp. suslarinin diger Enterobacterales cinsi
suslardan daha yliksek direng oranlarina sahip oldugu ve A.baumannii ve Pseudomonas spp. suslarinda en
dtstik direng oraninin kolistine (% 1) karsi oldugu belirlenmistir. Yogun bakim (initelerinde ise enterokoklar
disindaki etkenlerde antibiyotik direncinin diger kliniklerden yiiksek oldugu saptanmistir.

Calismamizda bir¢ok bakteri tiirii ve mantarlarin yara yeri enfeksiyonunda etken olabildigi ve antibiyo-
tiklere olduk¢a yiiksek oranlarda direng gelistigi gérilmdistiir. Bu nedenle tiim yara yeri enfeksiyonu
disdiniilen érneklere kiltir ve antibiyogram islemlerinin yapilarak tedavilerin diizenlenmesi gerektigi
diisdindlmustdir.

Anahtar kelimeler: antibiyotik direnci, yara yeri enfeksiyonlari, yogun bakim Gnitesi
ABSTRACT

In this study, it was aimed to contribute to available epidemiological data and guide empirical
treatment by determining the distribution and antibiotic susceptibility of pathogenic microorganisms
isolated from wound samples sent to the microbiology laboratory of our hospital.

The agents of wound infection sent to our laboratory between 02.01.2017 and 20.07.2020 were
retrospectively analyzed. The microorganisms grown were identified by conventional microbiological
methods together with automated system. Antibiotic susceptibility testing was done by Kirby-Bauer disk
diffusion method and an automated system and evaluated according to EUCAST criteria.

Of the 956 bacteria isolated from 722 samples, 370 (39 %) were order Enterobacterales, 286 (30 %)
were Gram positive cocci, 134 (14 %) were Pseudomonas spp., 83 (9 %) were Acinetobacter baumannii
and 27 (3 %) were Candida spp. Vancomycin, teicoplanin and linezolid resistance were not found in
staphylococci and enterococci. The most effective antibiotic against Staphylococcus aureus was
trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SXT) (11 %), and gentamicin (30 %) and TMP-SXT (28 %) for
coagulase negative staphylococci (CNS). Ciprofloxacin (48 %) and levofloxacin (58 %) resistance was
higher in enterococci compared to other antibiotics. In addition, Klebsiella spp. strains have higher
resistance rates than other Enterobacterales genus strains while A. baumannii and Pseudomonas spp.
strains had the lowest resistance rate against colistin (1 %). Antibiotic resistance was higher in intensive
care units than in other clinics, except for enterococci.

In our study, it was observed that many species of bacteria and fungi could be an agent in wound
infection, and high rates of resistance developed against antibiotics. Therefore, it was thought that the
treatments should be regulated by performing culture and antibiogram procedures on all samples for
which wound infection is suspected.

Keywords: antibiotic resistance, intensive care unit, wound infections
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GiRIS

Deri, insan vicudu ile dis gevresi arasinda
koruyucu bir bariyer gorevi goren hayati bir
organdir. Derideki Ulserler veya travmatik yaralar,
deri alti dokuyu aciga c¢ikararak mikrobiyal
kolonizasyon icin uygun nem, sicaklik ve besleyici
kosullar saglamaktadir®?)), Bu yaralar kronik yara
olarak tanimlanan, U¢ ay boyunca boyutunda
kiigilme olmayan veya artis goOsteren Ulserler
olabilecegi gibi U¢ ay icinde normal iyilesme
stirecinden gecen akut yaralar da olabilmektedir®?),
Yara yeri enfeksiyonlari travma, cerrahi kesi, dekiibit
Ulseri, yabanci cisim gibi ekzojen nedenlerle ya da
apse, osteomyelit, septik artrit ve dis enfeksiyonlari
gibi endojen kaynaklardan olusabilmektedir®.
Hastane kaynakli enfeksiyonlarda ilk Ug¢ siraya giren
yara yeri enfeksiyonlari, olustugu takdirde hastayi
psikolojik olarak da etkileyebilmekte, hastanede
yatis suresini uzatmakta, morbidite ve mortaliteyi
arttirabilmektedir®. Dekilbit yara enfeksiyonlari
gibi kronik vyaralarda enfeksiyon g¢ogunlukla
polimikrobiyal olarak gelismekte, etken olarak ise
bircok ajan suglanmakla birlikte en sik enterik
bakteriler, nonfermentatif bakteriler ve Gram
pozitif bakteriler saptanmaktadir. Bu enfeksiyonlar;
sellllit, osteomyelit ve sepsis gibi daha ciddi ve
hayati tehdit eden durumlara neden olabilmek-
tedir(8,10,12,13)_

Bakterilerde artan antimikrobiyal direng ise
bltin dinyada oldugu gibi Glkemizde de 6nemli bir
saglik sorunu olma 6zelligini sirdirmektedir®. Yara
enfeksiyonu etkenlerinin antimikrobiyal duyarlilik-
larinin  degerlendirilmesi, klinisyene tedavi
basarisinda destek olacak ve antimikrobiyallerin
bilingli kullanimini saglayarak direngli bakterilerin
ortaya c¢ikmasini ve yayillmasini engelleyecektir. Bu
¢alismada da, hastanemizin mikrobiyoloji labora-
tuvarina gonderilen yara yeri orneklerinden izole
edilen patojen mikroorganizmalarin dagilimi ve
antibiyotik duyarhliklari belirlenerek ampirik

tedavide yol gosterici olunmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

02.01.2017-20.07.2020

tarihleri arasinda gonderilen ve Gram boyamasi Q

Laboratuvarimiza

skoruna gore degerlendirilerek enfeksiyon varligi
belirlenen yara yeri kultlrleri retrospektif olarak
incelenmistir. Orneklerin ekimi % 5 koyun kanli agar
ve “eosin methylene blue” agara (EMB) (Oxoid,
ingiltere) yapilarak 35°C’de 18-24 saat aerobik
ortamdainkiibe edilmistir. Ureyen mikroorganizmalar
konvansiyonel mikrobiyolojik y&ntemler veya
otomatize sistem (VITEK 2, bioMérieux, Fransa) ile
tanimlanmistir. Gram pozitif koklar, Enterobacterales
takimina ait tdrler, Pseudomonas spp. ve
Acinetobacter baumannii suslarinin antibiyotik
duyarhhklari Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi veya
otomatize sistem (VITEK 2, bioMérieux, Fransa) ile
calisilmis ve European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) kriterlerine gore
belirlenmistir. Kolistin duyarliigini saptamada sivi
mikrodilisyon yéntemi uygulanmistir??, Verilerin
istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 22.0 (IBM
Corp.) paket programinda Ki-kare ve Fisher’s Excat,
Fisher- Freeman- Halton testleri kullanilmistir. p<0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Calisma icin Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi invaziv
olmayan klinik arastirmalar etik kurulundan
07.12.2020 tarih ve 2020/253 numarasi ile izin
alinmigtir.

BULGULAR

Calismaya hastanemizin gesitli poliklinik, servis
ve yogun bakim Unitelerinden gonderilen 722
hastaya ait yara yeri 6rnegi dahil edilmistir. Hastalarin
337’sinin (% 47) kadin, 385’inin (% 53) erkek oldugu
ve yas ortalamalarinin 55,7229 (en kiglk O- en
blylk 99) oldugu gorilmustir. Toplam 772 6rnekten
izole edilen 956 etkenin 628'i (% 66) Gram negatif
basil, 301’i (% 31) Gram pozitif kok, 27’si (% 3) maya
olarak saptanmistir. 370°i (% 39) Enterobacterales
takimina ait turler, 233’0 (% 23) stafilokok, 53’0
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enterokok (% 6), 134’G (% 14) Pseudomonas spp.,
83'U (% 9) A. baumannii, 27’si (% 3) Candida spp.
(16's1 C.albicans, altisi C.glabrata, ikisi C.guilliermondii,
ikisi C.tropicalis, biri C.krusei), 15'i (%2) beta
hemolitik streptokok, 11'i (% 1) Stenotrophomonas
maltophilia, 30'u (% 3) diger bakteriler olarak
saptanmistir.

Hastalarin 526’sinda (% 73) tek, 196’sinda (% 27)
coklu etken Uremesi saptanmistir. Bir hastada iki
veya U¢ mikroorganizma tirl Uremesinin, yogun
bakim Gnitelerindeki hastalardan gonderilen yara
yeri Orneklerinde, dahili ve cerrahi bdlim
hastalarindan génderilen yara yeri érneklerine gore
daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Stapylococcus aureus suslarinda gentamisin,
siprofloksasin, trimetoprim-silfametoksazol (TMP-
SXT), eritromisin, klindamisin, sefoksitin ve fusidik
asit diren¢ oranlarinin koagiilaz negatif stafilokok
(KNS) suslarindan daha disik oldugu saptanmistir
(p<0,05). Levofloksasin ve tetrasiklin duyaliliginin ise
KNS ve S.aureus’ta benzer oldugu goérialmistir
(p>0,05). Stafilokok suslarinda vankomisin,
teikoplanin ve linezolid direncine rastlanmamistir. Bu
antibiyotikler disinda S.aureus’a karsi en etkili
antibiyotigin TMP-SXT, KNS’'ye karsi en etkili
antibiyotiklerin ise gentamisin ve TMP-SXT olduklari

saptanmistir.  Enterokoklarda da vankomisin,

Tablo 1. Gram pozitif bakterilerin antibiyotik direng oranlari (n=286).

ANKEM Derg 2021;35(1):14-21

teikoplanin ve linezolid direnci gorilmemis;
siprofloksasin ve levofloksasin direncinin diger
antibiyotiklerden yiiksek oldugu belirlenmistir. Gram
pozitif bakterilerin antibiyotik direng oranlari Tablo
1’de gosterilmistir.

Enterobacterales takimina ait tlrlerin antibiyotik
direng oranlari incelendiginde, Klebsiella spp.
suglarinin ¢alismaya dahil edilen tiim antibiyotiklere
diger bakterilerden daha ylksek oranda direng
gosterdigi belirlenmistir (p<0,05). Bakterilerin
antibiyotik duyarliliklari Tablo 2’de gosterilmistir.

Nonfermenter Gram negatif bakterilerden
A.baumannii ve Pseudomonas spp. suslarinin
antibiyotik direng oranlari incelendiginde; imipenem,
gentamisin, amikasin ve tobramisin direncinin
A.baumannii  suslarinda  Pseudomonas spp.
suslarindan daha fazla odugu belirlenmistir. Kolistin
direnci her iki bakteri tiri icin de % 1 olarak
belirlenmistir. Kolistin haricinde Pseudomonas spp.
suslarinin  en duyarli oldugu antibiyotiklerin
gentamisin, amikasin ve tobramisin; A.baumannii
suglarinin ise en duyarli oldugu antibiyotiklerin
tobramisin ve tigesiklin oldugu saptanmistir (Tablo 3).

Yogun bakim Unitesindeki hastalardan génderilen
yara yeri orneklerinden izole edilen bakterilerde
kinolonlar basta olmak Uzere, bazi antibiyotiklere
direncin diger kliniklerden gonderilen 6rneklerden

Bakteri tiirii

Antibiyotik S. aureus (n=142) KNS (n=91) Enterococcus spp. (n=53)
n % n % n %
Metisilin 50/140 36 54/89 61 - -
Gentamisin 21/125 17 26/86 30 - -
TMP-SXT 15/137 11 25/90 28 - -
Eritromisin 47/140 34 55/91 60 - -
Klindamisin 28/139 20 42/88 48 - -
Fusidik asit 2/14 14 5/6 83 - -
Tetrasiklin 34/140 24 32/90 36 - -
Levofloksasin 28/127 22 29/80 36 25/43 58
Siprofloksasin 33/140 24 34/89 38 23/48 48
Vankomisin 0/141 - 0/90 - 0/53 -
Teikoplanin 0/142 - 0/91 - 0/53 -
Linezolid 0/141 - 0/90 - 0/51 -
Gentamisin YD - - - - 15/50 30
Streptomisin YD - - - - 18/49 37
Ampisilin - - - - 16/51 31

TMP-SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol, YD: Yiiksek diizey
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Tablo 2. Enterobacterales takimina ait tiirlerin antibiyotik direng oranlari (n=370).

Bakteri tliri

Antibiyotik Escherichia coli Klebsiella spp. Proteus spp. Enterobacter spp. Diger*

(n=145) (n=82) (n=61) (n=50) (n=32)

n % n % n % n % n %
Ampisilin 113/133 85 - - 34/56 61 - - - -
AMC 86/143 60 57/79 72 26/59 44 - - - -
Sefuroksim 84/138 61 58/78 74 16/58 28 28/46 61 SRk SE
Sefotaksim 77/136 57 49/70 70 6/57 11 14/44 32 4/27 15
Seftriakson 78/143 55 54/77 70 3/59 5 14/46 30 2/30 7
Seftazidim 74/138 54 56/80 70 6/60 10 22/46 48 4/32 13
Sefepim 72/143 50 54/82 66 3/55 6 7/48 15 1/31 3
TMP-SXT 64/134 48 48/78 62 36/60 60 8/47 17 8/32 25
Gentamisin 40/139 29 35/75 47 20/57 19 6/45 13 4/32 13
Amikasin 28/143 20 25/81 31 6/58 10 5/49 10 2/31 7
Tobramisin 57/135 42 41/71 58 18/57 32 13/45 29 3/28 11
Piperasilin 102/137 75 59/71 83 20/56 36 16/46 35 7/29 24
TzZP 62/140 44 48/79 61 5/58 9 16/48 33 2/31 7
Siprofloksasin 70/139 50 44/78 56 16/58 28 9/49 18 5/31 16
Levofloksasin 63/128 49 32/66 49 13/53 25 6/43 14 4/29 14
imipenem 3/139 2 15/73 21 2/57 4 1/44 2 1/28 5
Ertapenem 22/145 15 34/78 a4 6/60 10 11/46 24 2/29 7
Tigesiklin 15/177 13 35/69 51 - - 14/41 34 17/27 63

AMC: Amoksisilin klavulanik asit, TMIP-SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol, TZP: Piperasilin-tazobaktam,
*Diger: Morganella morganii (n=15), Serratia marcescens (n=14), Citrobacter spp. (n=3), **: Serratia marcescens dogal direngli oldugundan bu

grup verisi tabloya dahil edilmemistir.

Tablo 3. Nonfermenter Gram negatif bakterilerin antibiyotik
direng oranlan (n=217).

Tablo 4. Yogun bakim unitelerinde diger kliniklere gére ddaha
yiiksek direng orani saptanan antibiyotikler (%).

Bakteri tiirii

Antibiyotik Pseudomonas spp. Acinetobacter baumannii
(n=134) (n=83)
n % n %
imipenem 43/132 33 72/78 92
Gentamisin 24/128 19 67/82 82
Amikasin 23/131 18 69/82 84
Tobramisin 19/123 15 52/71 73
TZP 48/133 36 - -
Piperasilin 58/128 45 - -
Sefepim 46/130 35 - -
Kolistin 1/97 1 1/78 1
Tigesiklin - - 53/79 67
TMP-SXT - - 61/79 77
Seftazidim 46/130 35 - -
Levofloksasin 54/127 43 63/67 94
Siprofloksasin 58/130 45 75/81 93

TZP: Piperasilin-tazobaktam,
TMP-SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol

izole edilen bakterilerdeki direngten istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu saptanmistir
(Tablo 4).

TARTISMA

Mikrobiyolojik agidan yara 6rneklerinin

Antibiyotik Enterobacterales Stafilokoklar Enterokoklar NFGNB
Siprofloksasin 67 71 * 86
Levofloksasin 66 83 * 83
Gentamisin 44 71 - 54
Amikasin 34 - - 62
Tobramisin * - 55
imipenem 15 - - 73
Ertapenem 36 - - -
TMP-SXT 65 * - *
Seftriakson 62 - - -
Seftazidim 64 - - 68
Sefotaksim 62 - - -
Sefepim 60 - - 65
TZP 59 - - 76
Piperasilin * - - 73

TMP-SXT:  Trimetoprim-siilfametoksazol, TZP: Piperasilin-tazobaktam,
NFGNB: Nonfermenter Gram Negatif Basil

Piperasilin, TZP, seftazidim ve sefepim NFGNB’lerden yalnizca Pseudomonas
spp. suslari igin, SXT ise A. baumannii suslari igin hesaplanmustir.

-: degerlendirme disi, *: diger kliniklerle benzer direng orani

incelenmesi, diger 6rnek tirlerine gére daha zaman
alicidir ve dikkat gerektirmektedir. Yara enfeksiyonu
duslintilen hastalarda, ornekler dogru sekilde
alinmaz ise deri florasinda bulunan bakteriler etken
mikroorganizma olarak izole edilebilirler®®, Bu da
uygunsuz antibiyotik kullanimina ve tedavi siiresinin
uzamasina yol acabilir. Mikrobiyoloji laboratuvari
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tarafindan etkenin dogru tespit edilmesi ve
antibakteriyel  duyarhliklarinin  belirlenmesi,
klinisyenin tedavi kararlarinda o6nemli kolaylik
saglamaktadir®.

Ulkemizde vapilan bircok calismada, bizim
¢alismamizla  benzer  sekilde yara  vyeri
enfeksiyonlarinda Gram negatif bakterilerin daha sik
etken oldugu gorilmektedir. Gram negatif bakteri
sikhginin % 53 ile % 80,2; Gram pozitif bakteri
sikliginin ise % 21,2 ile % 46,4 arasinda oldugu
bildirilmektedir®4&111425)  7Zdravkovska ve ark.’nin®”
Kuzey Makedonya’da yapmis oldugu bir ¢alismada
ameliyat sonrasi yaralarda en yaygin izole edilen
patojenler S.aureus (% 27), Escherichia coli (% 17) ve
Paeruginosa (% 13) olarak belirlenmistir. Abdu ve
ark. Nijerya’da yaptiklari galismada ise yara yeri
enfeksiyonlarindan en sik izole ettikleri bakterileri
siraslyla P.aeruginosa, E.coli ve Klebsiello pneumoniae
olarak bildirmislerdir. Gram negatif bakterilerin genel
olarak antiseptiklere karsi daha direngli olmasi ve
antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin giderek
yayginlasmasi nedeniyle gram pozitiflerden daha sik
etken olarak karsimiza ¢iktigi distnilmustar.

Gram pozitif bakterilerden stafilokoklar ve
enterokoklar yara yeri enfeksiyonlarinin 6nemli
etkenleri olarak goriilmektedirler. Bunlarin iginde ise
enfeksiyon kaynagi olarak karsimiza en sik S.aureus
cikmaktadir®4692327.28 - (jlkemizde yapilan galisma-
larda bu suslarda genellikle vankomisin, teikoplanin
ve linezolid direncine rastlanmamaktadir®#23),
Davarci ve ark/nin® 2014-2016 yillarini kapsayan
¢alismalarinda S.aureus’ta bu antibiyotiklere direng
gorilmezken, enterokoklarda % 10 vankomisin ve %
4 linezolid direncine rastlanmistir. italya’da yapilan
bir calismada yine S.aureus suslarinda vankomisin,
teikoplanin, linezolid direncine rastlanmamis; KNS
suslarinda ise vankomisin ve linezolid direnci
gorilmemis ve % 28,6 oraninda teikoplanin direnci
saptanmistir®. Malezya’da yapilan bir ¢calismada da
stafilokoklarda vankomisin direncine rastlanmazken;
enterokoklarda % 1,2 oraninda linezolid direnci
gorulmis, vankomisin direnci saptanmamigtiri?®),

Calismamizda ise yara 6rneklerinde treyen stafilokok
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ve enterokok suslarinda vankomisin, teikoplanin ve
linezolid direnci gorilmemistir. Metisilin direncinin
giderek arttigi stafilokoklar diistintldigiinde, yiksek
olan glikopeptid duyarhiliginin  devamliliginin
saglanmasi icin bu ajanlarin kisith bildirimi ve kisith
kullanimi 6nem arz etmektedir.

Ampirik tedavide kullanilabilecek antibiyotiklerin
direng oranlarinin % 20’nin altinda olmasi gerekliligi
disindldiginde calismamizda KNS ve enterokok
suslarinda ampirik tedaviye uygun antibiyotigin
olmadigi, S.aureus suslarinda ise TMP-SXT (% 11),
fusidik asit (% 14), gentamisin (% 17) ve klindamisin
(% 20) disindaki antibiyotiklere karsi direng
oranlarinin ylksek oldugu gorlilmdastir.
Stafilokoklarda en yiiksek metisilin direnci ise KNS
suslarinda (% 61) bulunmus, S.aureus suslarindan (%
36) cok daha ylksek oldugu gozlenmistir. Bu oranlari
Gundem ve ark. % 33,3 ve % 21,7; Avcioglu ve ark.
% 58,8 ve % 16,7 olarak bulmusken Turhanoglu ve
ark. calismamizla benzer sekilde % 71,1 ve % 35,8;
Bessa ve ark. % 85,7 ve % 21,8 olarak
saptamiglardir®®1523), TMP-SXT direncinin (% 11) bu
suslarda tlkemizde yapilan diger ¢alismalarla benzer
sekilde oldukea diisiik oldugu, eritromisin (% 34) ve
siprofloksasin (% 24) direncinin ise ¢calismamizda ¢ok
daha yiksek oldugu bulunmustur®®23, Saptadigimiz
yliksek makrolid ve kinolon direngleri, metisilin
direngli stafilokoklarin ampirik tedavisinde bu
antibiyotik gruplarinin uygun olmadigini, TMP-SXT
kullaniminin ise uygun klinik durumlarda daha etkin
olacagini gostermektedir. Yara orneklerinde lreyen
enterokoklarin duyarlliklari incelendiginde, Odemis
ve ark/nin® yaptigi bir calismada E.faecium suslar
siprofloksasine % 86, yliksek doz gentamisine % 67;
E.faecalis suslari ise siprofloksasine % 36, yiiksek doz
gentamisine % 42, ampisiline % 50 direngli olarak
bulunmustur. Avcioglu ve ark.” siprofloksasin ve
ampisilin direncini % 20 olarak bildirmiglerdir. Davarci
ve ark.® yiksek doz gentamisin direncini % 30,
ampisilin direncini % 24 olarak bulmuslardir.
Calismamizda ise bu direng oranlari yiksek doz
gentamisinigin % 30, ampisilinigin % 31, siprofloksasin

icin % 48 olarak saptanmistir. Avcioglu ve ark.nin®
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calismasi ilimize komsu olan Bolu ilinde yapilmis
olmasina ragmen direnci daha dugsiik saptamalari,
bolgesel olarak yakin merkezler de bile antibiyotik
kullanim politikalarina bagli olarak direng oranlarinin
degisebilecegini dusindirmistlr. Ayrica enterokok
suglarindaki yiiksek siprofloksasin direnci ampirik
tedavi icin kinolonlarin kullaniminin uygun olmadigini
gostermektedir.

Enterobacterales tirlerinin antibiyotik direng
oranlari incelendiginde galismamiza dahil edilen tim
antibiyotiklere Klebsiella spp. suslarinin diger
bakterilerden daha vyiksek oranda ve tim
antibiyotiklere % 20’nin (izerinde direng gosterdigi
belirlenmistir. Avcioglu ve ark.® ile Cirit ve ark.’nin®
yapmis oldugu calismalarda da benzer sekilde
Klebsiella spp. suslarinin diger bakterilerden daha
yliksek oranda direng gosterdigi belirlenmistir.
Karbapenemler ve aminoglikozidlerin ¢alismamizda
izole edilen Enterobactericeae Uyelerine en etkili
antibiyotikler oldugu saptanmustir. Cirit ve ark.nin ©
yapmis oldugu calismada da benzer sonuglar
bildiriimistir. Uclincii kusak sefalosporin direnci ise
bakterilerde

Galismamizda E.coli suglarinin sefotaksime % 57,

enterik giderek  artmaktadir.
seftriaksona % 55, seftazidime % 54 oraninda direng
saptanmisken Klebsiella spp. suslarinda Ug
antibiyotige de % 70 oraninda direng oldugu
gorilmustir. Davarcioglu ve ark.® E.coli suglarinin
seftazidim direncini % 60,7, Klebsiella spp. suslarinin
seftazidim direncini ise % 69.7 olarak saptamiglardir.
Avcioglu ve ark. ¥ da E.coli suslarinin seftriakson
direncini % 47,9, seftazidim direncini % 41,7,
K.pneumoniae’nin seftriakson direncini % 51,5,
seftazidim direncini % 48,5 olarak bildirmislerdir.
Nijerya’da Abdu ve ark/nin® yapmis oldugu ¢alismada
Gram negatif bakterilerde sefalosporinlere yiksek
oranda direng (sefotaksim % 91,46, seftriakson %
91,46, seftazidim % 87,20) tespit edilmistir. Bu
yuksek diren¢ Pondei ve ark. ¥ tarafindan da tespit
edilmistir. Enterobacterales suslarindaki yiksek
sefalosporin diren¢ oranlari genislemis spektrumliu
beta-laktamaz ve Amp-C beta-laktamaz gibi birgok

beta-laktamaz enziminin bakterilerde hizli sekilde

yayildigini distindirmektedir.

Nonfermenter bakteriler yara yeri enfeksiyon-
larinin 6nemli etkenleridir. Cesitli calismalarda yara
yeri enfeksiyonlarinda en sik saptanan non fermenter
etkenler P.aeruginosa ve Acinetobacter spp. olarak
bildirilmektedir®®. Turhanoglu ve ark.?®) yaptiklari
calismada Pseudomonas suslarinin gentamisine %
80,9, sefepime % 73,7, amikasine % 71,5, seftazidime
% 70,9, siprofloksasine % 66,7, imipeneme % 59,6
oraninda; Acinetobacter suglarinin gentamisine %
34,8, siprofloksasine % 16,7, imipeneme % 13,1
oraninda duyarl oldugunu bildirmislerdir. Bessa ve
ark.® italya’da 217 enfekte yaranin incelendigi
calismada 46 (% 17) ornekte Paeruginosa Uremesi
tespit etmisler ve bu suslarda amikasine % 81,7,
meropeneme % 69,6, gentamisine % 60,9 oraninda
duyarlilik saptamislardir. Bayram ve ark/nin® 179
hastanin yanik yarasinin incelendigi c¢alismalarinda
da Paeruginosa suslarinin 13’tndn (% 43) ¢oklu ilaca
direngli oldugu, meropenem, amikasin, siprofloksasin
ve sefepimin Paeruginosa’ya karsi en etkili
antibiyotikler oldugu; A.baumannii’ye karsi en etkili
antibiyotiklerin ise tigesiklin ve kolistin oldugu tespit
edilmistir. Cirit ve ark.® ¢alismalarinda P.aeruginosa
suslarina en etkili antibiyotikleri meropenem ve
tobramisin; A.baumannii suglarina karsi en etkili
antibiyotikleri ise tobramisin, kolistin ve tigesiklin
olarak belirlemiglerdir. Galismamizda P.aeruginosa
suslarinda kolistin duyarliigi en yiksek olmakla
birlikte diger calismalarla benzer sekilde
aminoglikozid duyarhiliklarinin da diger
antibiyotiklerden daha yuUksek oldugu ve
Pseudomonas spp. suslarinin  A.baumannii
suslarindan daha dusik direng oranlarina sahip
olduklari tespit edilmistir. A.baumannii suslarnda ise
kolistin % 1 diren¢ oraniyla en duyarli antibiyotik
iken, tigesiklin % 33 direng¢ oraniyla ikinci sirada
duyarli olarak tespit edilmistir. Ozellikle
A.baumannii suslarindaki ¢oklu ilag direnci kolistin
kullanimini yeniden gindeme getirmistir. Kolistin
duyarhhg calismamizda % 99 gibi ylksek bir oranda
bulunmustur. Kullanimina bagli nefrotoksisite gibi

onemli yan etkilerinin oldugu distnuldigiinde bu

19



ajanin  duyarhhiginin  Onerilen  sekilde sivi
mikrodillisyon yontemiyle dogru sekilde tespit
edilmesi gerekmektedir.

Yara yeri enfeksiyonlarinda Candida turleri nadir
etkenler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Altan ve ark.?
tiim yara yeri enfeksiyon etkenleri icerisinde % 11,4,
Avcioglu ve ark.” % 0,6 oraninda Candida spp.
Uremesi tespit etmiglerdir. Calismamizda ise bu oran
% 3 olarak saptanmistir. Enfeksiyonun bolgesi, akut
ya da kronik olmasi, hastane kaynakli olmasi gibi bir
cok degisken nedeniyle farkli merkezlerde farkh
oranlarin olabilecegi distinilmastir.

Yogun bakim Unitelerinde tedavi géren hastalarin
yara yeri 6rneklerinde Ureyen, enterokoklar disindaki
etkenlerin, antibiyotiklerin bircoguna servis ve
poliklinik hastalarinda saptanan etkenlerden daha
direncli ve polimikrobiyal oldugu gorilmustdr. Yogun
bakim Unitesindeki hastalarin genellikle daha ileri
yas grubunda olmasi, eslik eden kronik hastaliklarinin
bulunmasi ve yogun antibiyotik kullaniminin bu
direng yuksekliginden sorumlu oldugu distnilmis-
tur. Yara yeri enfeksiyonlarinda Gram negatif ve
Gram pozitif bircok bakteri etken olabilmekte ve
yuksek antibiyotik direnci saptanmaktadir. Bu
nedenle tim vyara yeri enfeksiyonu disinilen
orneklere kultlir ve antibiyogram islemlerinin

yapilarak tedavinin diizenlenmesi gerekmektedir.
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074

Pseudomonas aeruginosa hastane enfeksiyonlarinin en temel etkenlerinden biridir. Farkli antibiyotik
gruplari P.aeruginosa tedavisi icin kullanilsa da, kinolon gruplari oral kullanilabilme avantajlariyla éne
¢tkmaktadir. Ancak son yillarda bu grubun lyelerine karsi kazanilan direng, tedaviyi giderek daha zor
hale getirmektedir. Bu calismanin amaci Ege Universitesi Hastanesi’nden izole edilen siprofloksasin
direngli P.aeruginosa izolatlarinda, epidemiyolojik iliskinin ve direngten sorumlu olasi mekanizmalarin
arastirilmasidir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda klinik érneklerden izole edilen P.
aeruginosa bakterilerinin tir diizeyinde tanimlanmalari VITEK compact, antimikrobiyal duyarliliklari
VITEK MS otomatize sistemleri araciligiyla belirlenmistir. Siprofloksasin direngli oldugu belirlenen izolat-
larin epidemiyolojik iliskileri “Enterobacterial repetitive intergenic consensus”-polimeraz zincir reaksiyo-
nu (ERIC-PZR) ile saptanmstir. Genetik olarak iliskisiz klonlardan secilen temsilcilerde kinolon direncin-
den sorumlu olacagdi distiniilen gnrA, qnrB, gnrS, gepA genlerinin varli§i PZR ile tespit edilmistir. Disa
atim pompasina ait regiilatér genleri olan nfxB, mexR varligi PZR ile belirlenirken, phenylalanine-argini-
ne B-naphthylamide (PABN), disa atim pompasinin aktivasyonunun tespiti icin kullanilmistir.

Yirmi iki izolat (% 26.5) siprofloksasin direngli olarak saptanmistir. ERIC-PZR sonuglarina gére 11 iliskisiz
klon tespit edilmistir. PABN varliginda 10 izolatta siprofloksasin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerinde 2-64 kat arasinda azalma gériilmiistiir. Bir izolatta siprofloksasin MIK dedisikligi belirlen-
memistir. On bir temsilci izolatin 10 tanesinde pompaya ait regiilatér genlerinin varligi belirlenirken,
kinolon direnciyle iliskili olan genlerden sadece qnrB yedi temsilci izolatta saptanmistir. gnrA, gnrS, gepA
genleri higbir izolatta belirlenmemistir.

Siprofloksasin direngli P.aeruginosa izolatlari hastanemizden izole edilmektedir. Farkli genetik gruplara
ait olan izolatlarin kliniklerde dolasimda olmasi dikkat gekici bir durumdur. Temel diren¢ mekanizmala-
rinin disa atim pompasi ve gnrB genleri oldugu diisiinilmektedir.

Anahtar kelimeler: direng, Pseudomonas aeruginosa, PZR, siprofloksasin
ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is one of the most important causes of hospital infections. Although different
antibiotic groups are used for the treatment of Paeruginosa infections, quinolone groups are
distinguished by the advantages of oral administration. However, in recent years, resistance against
members of this group has made treatment more difficult. The aim of this study was to investigate the
epidemiological relationship and possible mechanisms of resistance in ciprofloxacin resistant P.
aeruginosa isolates from Ege University Hospital.

The identification of Paeruginosa bacteria isolated from clinical samples in Ege University Medical
Faculty Medical Microbiology Laboratory was determined by VITEK MS automated systems by VITEK
compact, antimicrobial susceptibility. The epidemiological relationships of the ciprofloxacin resistant
isolates were determined by Enterobacterial repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction
(ERIC-PCR). The presence of qnrA, qnrB, gnrS, gepA genes, the quinolone resistance genes and nfxB,
mexR, the regulatory genes of the efflux pump, was determined by PCR. The phenylalanine-arginine
B-naphthylamide (PABN) assay was used to determine the activation of the efflux pump.

Twenty-two isolates (26.5 %) were found resistant to ciprofloxacin. According to the ERIC-PCR results,
11 unrelated clones were detected. Ciprofloxacin minimum inhibitory concentration (MIC) values were
decreased 2-64 times in 10 isolates in the presence of PAIN. No ciprofloxacin MIC change was detected
in one isolate. The presence of pump regulatory genes was determined in 10 of the 11 representative
isolates, while only qnrB of the genes associated with quinolone resistance was detected in seven
representative isolates. gnrA, qnrS, gepA genes were not detected in any isolate.

Ciprofloxacin resistant P.aeruginosa isolates are isolated from our hospital. It is noteworthy that the
isolates belonging to different genetic groups are in circulation in clinics. Basic resistance mechanisms
are thought to be efflux pumps and gnrB genes.

Keywords: ciprofloxacin, PCR, Pseudomonas aeruginosa, resistance
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GiRIS

Pseudomonas aeruginosa dis ¢evre ortamlarin-
dan, insan mikrobiyotasina kadar ¢ok genis bir alan-
da yasayabilme yetenegine sahip énemli bir firsatgl
patojendir®), Saglik kuruluslarinda oldukca sik izole
edilen bu bakterinin nozokomiyal enfeksiyonlarin
yaklasik % 10-15’inden sorumlu oldugu diistiniimek-
tedir®, Farkli ortamlarda yasayabilmesi ve pulmo-
ner ve Uriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi,
endokardit ve yanik enfeksiyonlari gibi farkh bolge-
lerde enfeksiyona neden olabilmesi bakterinin yik-
sek adaptasyon yetenegiyle iliskilendirilmektedir.
Farkh kosullara hizlica adapte olabilmesi, &zellikle
kliniklerde antibiyotik ve dezenfektan stresi altindaki
durumlarda hizlica direngli suslarin segilimine neden
olmaktadir. Ozellikle son yillarda hemen tiim anti-
mikrobiyal gruplarina direngli izolatlarin etken olarak
gbziikmesi, tedavinin daha zor hale gelmesine ve
artan 6lim oranlarina neden olmasini saglamistir??.

Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarinin teda-
visinde farkl antibiyotik gruplari kullaniimaktadir.
Bununla birlikte kinolon gruplari kolay ulasilabilirlik
ve oral tedavi olanagi gibi avantajlari nedeniyle sik
kullanilan molekullerdir. 1980’li yillarin sonundan
beri enfeksiyon tedavisinde basariyla kullanilan bu
molekiller DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini
inhibe ederek etkinlik gésterirler®™?, Ozellikle siprof-
loksasin dinya saghk orgiti tarafindan esansiyel
ilaglar listesinde yerini almistir. Bu gibi sebepler
nedeniyle bu ilaca karsi olusan hizli direng pek ¢ok
arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir?, Bu molekile
karsi direncin ve sorumlu mekanizmalarin tanimlan-
masinin, tedavi protokolleri agisindan faydal olacagi
disinulmektedir.

Bu ¢alismanin amaci kinolon direngli P.aeruginosa
izolatlarinin epidemiyolojik iliskisini ve direncten
sorumlu olmasi muhtemel mekanizmalarin ortaya

konulmasidir.

GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvar’nda farkl
kliniklerden izole edilen 6rnekler VITEK MS otomati-
ze sistemi (bioMérieux, Fransa) ile tar tayini yapila-
rak tanimlanmistir. Bakteriler galisilincaya kadar % 10
gliserinli buyyonda -80°C’de stoklanmistir. izolatlara
ait antibiyotik duyarhhklar VITEK 2 Compact® oto-
matize sistemi (bioMérieux, Fransa) kullanilarak
belirlenmistir. Otomatize sistemde elde edilen sonug-
lar Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)®
kriterleri dogrultusunda duyarli, orta derece duyarl ve
direncli olarak siniflandiriimistir.

Tum polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ¢alismala-
rinda kullanilmak Gzere, DNA izolasyonu yapilmistir.
Bu amagla taze kiltirden alinan koloniler steril
ependorflar icerisindeki 400 ul steril ultra distile su
(UDS) ile stispanse edilmis ve 10 dk. vortekslenmistir.
Daha sonra 95°C’lik 1s1 blogunda 10 dk. bekletilmis,
+4°C derecede 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmis-
tir. Stpernatant, steril bos mikrottplere alinarak kul-
lanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

Pseudomonas aeruginosa oldugu belirlenen ve
kinolonlara direngli oldugu saptanan izolatlarin
epidemiyolojik olarak yakinliklarini belirlemek icin
“Enterobacterial repetitive intergenic consensus”-
polimeraz zincir reaksiyonu (ERIC-PZR) calismalari
yapiimistir. Bu amacla tekrarlayici gen dizileri olan
ERIC sekanslarini hedef alan primerler kullanilmistir.
(Tablo 1) Deney sonucunda elde edilen bant
paternleri baz alinarak Jaccard katsayilari (S))
hesaplanmis ve MEGA 4 programi araciligiyla UPGMA
dendogrami olusturulmustur. S <0.8 ise, iki sus klonal
olarak farkli olarak kabul edilmistir. Her bir klondan
secilen temsilci izolatlar sayesinde diren¢ genleri,
dizenleyici genlerin varligl ve disa atim pompasinin
aktivasyon deneyleri yapilmistir.

Siprofloksasin direng genleri ve disa atim pompa
genlerinin tespiti icin ilgili bélgeleri hedef alan pri-
merler (Tablo 1) kullanilarak yapilan DNA amplifikas-
yonlari agaroz jelde vyuritllerek goriintilenmistir.
izolatlardaki disa atim pompalarinin aktif olup olma-
diklarinin tespiti siprofloksasin minimum inhibitor
konsantrasyon (MIiK) degerlerinin PABN varliginda

incelenerek karsilastiriimasiyla tespit edilmistir. MiK

23



Tablo 1. Calismada kullanilan primer dizileri.
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Gen Primer Dizisi (5’-3’) Referans Baglanma Sicakligi
ERIC-2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G (12) 40 C°
mexR-1 CTG GAT CAACCACATTTACA @4 55 C°
mexR-2 CTT CGA AAA GAATGT TCTTAAA 24 55¢C°
nfxB-1 ACG CGA GGC CAG TTT TCT (24 60 C°
nfxB-2 ACT GAT CTT CCC GAG TGT CG 24 60 C°
qnrs-1 ACG ACA TTC GTC AAC TGC AA (10) 63 C°
qnrS-2 TAA ATT GGC ACC CTG TAG GC (10) 63 C°
qnrA-1 ATT TCT CAC GCC AGG ATT TG (10) 52C°
qnrA-2 GAT CGG CAA AGG TTA GGT CA (10) 52¢C
qnrB-1 GAT CGT GAA AGC CAG AAA GG (10) 50 C°
qnrB-2 ACG ATG CCT GGT AGT TGT CC (10) 50C°
qepA-1 GCA GGT CCA GCA GCG GGT AG @ 62 C°
qepA-2 CTT CCT GCC CGA GTATCG TG @ 62 C°

Tablo 2. izolasyon yapilan klinikler.

Klinikler izolat sayisi

GOgus Hastaliklar
Anestezi

Pediatri
Kardiyoloji

Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
Ortopedi

KBB

Uroloji
Gastroenteroloji
Radyoloji

Acil klinigi

RPRRRPRRERRRREWAN

degerlerinde 4 kat ve Uzeri azalmalar pompalarin

aktive oldugu seklinde yorumlanmistir.

BULGULAR

Ekim 2014-Ocak 2015 tarihleri arasinda hastane-
mizde 83 adet Paeruginosa izolati belirlenmistir. Bu
izolatlar icerisinde 22 tanesinin siprofloksasin direnci
gosterdigi saptanmustir. Direncli izolatlar 11 farkli kli-
nikte tespit edilirken, G6gus hastaliklari klinigi en ¢ok
izolasyonun vyapildigi klinik olarak belirlenmistir.
(Tablo 2).

Kinolon direnci gozlemlenen bu izolatlarin diger
antibiyotik gruplarina olan duyarliliklari incelendigin-
de, imipenem direncinin (% 68,2) olduk¢a yiiksek
diizeyde oldugu saptanmistir. Sekil 1’de antibiyotik
duyarhliklari 6zetlenmistir.

ERIC-PZR ile direngli izolatlarin genetik yakinlikla-
ri incelendiginde % 80 benzerlik lzerinden 22 adet

24

Siprofloksasin direncli izolatlarin
antimikrobiyal duyarhliklar

=22)

zolat sayisi (n

BDirencli
BQ0rta duyarh| 2 1 1 0 1 2 2
[EDuyarll 9 11 9 7 10 6 16

Sekil 1. Siprofloksasin direngli izolatlarin antibiyotik duyarliliklar.
AK: Amikasin, CN: Gentamisin, MEM: Meropenem, IMP: /mipenem,
TAZ: Tazobaktam, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim

izolatin, 11 genetik iliskisiz grupta yer aldiklari belir-
lenmistir. 24, 35, 50, 70, 79, 85, 111, 127, 135, 144,
171 numarali izolatlar genetik olarak iliskisiz klonla-

rin temsilcileri olarak segilmislerdir (Sekil 2).

93
85

42

12
22
124
7
127
m
1105
{135
|128
144
60
70

N s

35

035 030 025 020 015 0.10 005 000

Sekil 2. izolatlara ait ERIC-PZR dendogrami (Kirmizi gizgi %80 ben-
zerlik hattini (SJ 0.8) belirtmektedir.)
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Tablo 3. Temsilci izolatlarda kinolon direnci ve diga atim pompasina ait 6zellikler.

Kinolon direng genleri DAP genleri DAP aktivasyonu Siprofloksasin
duyarhhginda
izolat numarasi qnrA  qnrB  qnrS gepA mexR nfxB Cip (ug/mL)  Cip+PABN (pg/mL) azalma
24 (-) (+) (-) (-) (+) (+) 32 16 2 (kat)
35 () (+) () (-) (+) (+) 16 2 8 (kat)
50 () (-) () () (+) (+) 32 4 8 (kat)
70 () () () (-) (+) (+) 8 1 8 (kat)
79 () () () () (+) (+) 4 0,25 8 (kat)
85 () (+) () (-) (+) (+) 16 16 0
11 () (+) () () (+) () 32 8 4 (kat)
127 () (+) () (-) () (+) 32 16 2 (kat)
135 () (+) () () (+) (+) 2 0,5 4 (kat)
144 () (+) () (-) (+) (+) 8 0,25 16 (kat)
171 (-) (-) (-) (-) (+) (+) 16 0,125 64 (kat)

DAP: Disa atim pompasi, Cip: Siprofloksasin, PABN: Phenyl-arginine beta naphthylamide

izolatlarda siprofloksasin direncinden sorumlu
mekanizmalar incelendiginde, qnrA, qnrS ve gepA
genleri hicbir izolatta saptanmamistir. gnrB geni ise 11
ayri genetik klona ait temsilcilerin yedi tanesinde
belirlenmistir (Tablo 3). Disa atim pompa iliskili
dizenleyici genler olan nfxB ve mexR genleri 10 ayri
genetik klon temsilcisinde saptanmistir. Ayrica bu
temsilcilerin  disa atim pompalarinin  aktivasyonu
incelendiginde PABN ile 4 kat ve (izeri artis gosteren sekiz

ayri genetik temsilci oldugu belirlenmistir (Tablo 3).

TARTISMA

Antimikrobiyal direng nedeniyle enfeksiyon sagal-
timinda karsilasilan problemler tim diinyada 6nemli
bir sorun haline gelmistir. Hemen tim Ulkelerde ve
kliniklerde izole edilen direngli bakteriler, mortalite
ve morbidite oranlarinda artisa neden olmaktadir. Bu
duruma ek olarak yeni antimikrobiyallerin kullanima
girme hizinin diismesi, yasanan direng probleminin
boyutlarini artirmaktadir. Bu direngli izolatlara ait
ozelliklerin daha iyi tanimlanmasi cephanemizdeki
molekillerin daha akilci kullanilabilmesi acisindan
6nem arz etmektedir*®,

Pseudomonas aeruginosa en sik izole edilen
biridir.

Normal bireylerde nadiren enfeksiyona yol agmasina

nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinden

ragmen, firsatgl patojen olarak siklikla izole edilmek-

tedir. Farkli antibiyotik gruplarina hizlica direngli hale
gelmesi, farkli gen ve sistemler araciligiyla direng
gbstermesi ve bu direnci baska izolatlara aktarabil-
mesi gibi nedenler tedavisini olduk¢a zor hale getir-
mektedir (1417,

Sentetik olarak Uretilen ilk antimikrobiyaller olan
kinolon gruplari DNA giraz ve topoizomeraz 1V,
enzimlerini inhibe ederek etkinlik gosterirler. Bakteri
icerisinde genetik materyalin istikrarli sekilde sigabil-
mesini saglayan bu enzimlerin yoklugunda bakteri
hiicresinin 6lumi gergeklesmektedir. Kinolonlar,
Paeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla
kullanilan antibiyotik gruplaridir. Bu molekdllerin tek
baslarina kullanilabilmelerinin yaninda, gesitli grup-
larla kombine halde kullanilabilmesi, oral kullanimla-
rinin miimkidn olmasi gibi avantajlari bulundurmala-
ri, siklikla tercih edilmelerine sebep olmaktadir. Son
yillarda hizlica goriilmeye baslanan kinolon direnci
farkli mekanizmalar araciligiyla olusabilmektedir. Bu
mekanizmalar, disa atim pompa genleri, enzimi kod-
layan genlerde goriilen mutasyonlar ve plazmit araci-
I olabilmektedir®

Ulkemizde ve diinyada yapilmis calismalar ince-
lendiginde disa atim pompalari araciligiyla gelisen
direncin 6nemli bir sorun oldugu bilinmektedir.
(RND) olarak

tanimlanan pompa ailesi P.aeruginosa’da 6nemli

“Resistance Nodulation Division”

diren¢ mekanizmalarinda biridir. Oldukga fazla lyesi

(gliniimiize kadar tanimlana 11 adet) bulunan bu
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pompa ailesinde mexAB-oprM, mexXY-oprM, mexEF-
oprN ve mexCD-opr) pompa sistemleri, klinik izolat-
lardaki direncle iliskilendirilmistir*®. Bizim c¢alisma-
mizda mexAB-oprM ve mexCD-opr) pompalarina ait
diizenleyici genler olan mexR ve nfxB, oldukca yik-
sek yuzdeyle tespit edilmistir (11'de 10 koken).
Florokinolonlar basta olmak lzere pek c¢ok farkli
molekiliin hicre digina atilmasindan sorumlu olan
bu yapilarin varligi direk olarak direngle iliskilendiril-
memektedir. Standart kékenlerde normal kosullarda
dizenleyici genlerin bulunmasina ragmen direng
saptanmamasi, genin varligindan 6te mutasyonlar
nedeniyle ortaya ¢ikan farklilasmanin bir sonucudur.
Bu sebeple pompalarin aktif olarak islev yapip yap-
madiginin tespiti amaciyla, pompa inhibitora varli-
ginda siprofloksasin MiK degerlerindeki degisimler
incelenmistir. Bizim ¢alismamiza ait 11 temsilci izola-
tin sekiz tanesinde pompa inhibitéri varliginda MiK
degerlerinde 4 kat ve Uzeri azalmalar saptanmistir.
Bu veri hastanemizden izole edilen P.aeruginosa bak-
terilerinde kinolonlara ait ana direng mekanizmasi-
nin diga atim pompalari oldugu seklinde yorumlan-
mistir. Bu pompalarin ayni zamanda beta-laktam
antibiyotikler ve cesitli dezenfektanlari da substrat
olarak kullanabilmesi nedeniyle, bu mekanizmayi
bulunduran kinolon direngli izolatlarin ayni zamanda
farkli gruplara karsi da direng gosterebilecegi dikkat
¢eken bir durumdur.

ERIC-PZR bakterilerin genetik yakinligini belirle-
mek igin kullanilan basit ve hizli bir ydntem olarak
one c¢ikmaktadir. Bakterilere ait parmak izleri elde
edilerek izole edilen etkenlerin genetik olarak benzer
olup olmadig ortaya konulmaktadir®, Bizim ¢alisma-
mizdaki 22 direngli izolatta 11 ayri klon tespit edilmis
olmasi, multiklonal dagilim gosterdigini ortaya koy-
mustur. Bu durum hastanemizin genis bir hasta
popilasyonuna hizmet veren bolge hastanesi olmasi
ve izolatlarin farkh kliniklerden izole edilmesi nede-
niyle olustugu distinilmektedir®,

Plazmit kaynakli kinolon direng determinantlari,
bakterinin pentapeptid yapida bir protein sentezle-
mesi sayesinde islev gorirler. Olusan bu protein DNA

ve gen (DNA giraz veya topoizomeraz IV) kompleksle-
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rini, kinolonlarin etki etmesini engelleyecek sekilde
koruyarak islev yaparlar?y, Tanimlanan bu plazmit
kaynakli genler diger direng mekanizmalarina oranla
daha nadir olarak goézikmekle birlikte pek ¢ok
Enterobacteriaceae Uyesinde ve P.aeruginosa izolat-
larinda tanimlanmigtir®*3), Bizim ¢alismamizda tem-
silci izolatlarin yedi tanesinde gnrB geni saptanmistir.
Ulkemizde P.aeruginosa bakterilerinde gnr genleri-
nin arastiran az sayida calisma bulunmaktadir.
Bununla birlikte calismalarda gnr genlerinin hig biri
saptanmamistir®?). Ulkemizde P.aeruginosa izolatla-
rinda ilk defa belirlendigi dustnilen bu genin, farkli
genetik klonlarda yer alan izolatlarda bulunmasi dik-
kat gekicidir. Ayrica disa atim pompasinin aktif olma-
dig1 3 izolatta gnrB geninin saptanmasi, bu izolatlar-
daki direncin nedenini ortaya koymaktadir.
Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin kinolonla-
ra olan duyarliliklari tiim diinyada farkh diizeylerde
seyretmektedir. Bununla birlikte tilkemizden yapilmis
¢alismalarda bu direng oranlarinin % 24-35 araliginda
seyrettigi gorilmektedir. Bizim calismamizda da
buna benzer bir direng orani saptanmistir®4, Bununla
birlikte, gerek recetelenme tercihleri gerek ampirik
tedavide tercih edilmeleri gibi nedenlerin yani sira,
plazmit kaynakl diren¢ determinantlarinin izolatlar
arasi yayllim gostermesi gibi sebeplerle, kokenlerin
direnclilik durumlarinin dikkatle takip edilmesi gerek-
tigine inaniyoruz. Direncin yaylliminin ve izolatlarin
epidemiyolojik iliskilerinin ¢ok merkezli daha ylksek
izolat sayili galismalar ile arastiriimasi gerekmektedir.
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Vibrio parahaemolyticus, diinyanin bircok bélgesinde saptanmaktadir. Asya llkelerinde ve Japonya’da
gida kaynakli enfeksiyonlarin en yaygin sebeplerinden biri olup genellikle ondan az vakay iceren
kiigiik salginlar seklinde gériiliir.

Bu ¢alismada laboratuvarimizda ishal etkeni olarak saptadigimiz V.parahaemolyticus olgularina isti-
naden, artan kabuklu deniz triinleri tiiketimine bagli olarak tilkemizde de V.parahaemolyticus olgu-
larinin gériilebilecegine dikkat ¢ekilmesi amaglanmistir.

Temmuz-Agustos 2018 déneminde; deniz irtiinleri tiiketimi sonrasi gelisen gastrointestinal sistem
enfeksiyon semptomlari ile hastanemiz acil servisine basvuran hastalara rutin incelemeler kapsamin-
da gaita mikroskopisi ve kiiltiirii yapilmistir. Diski 6rnekleri Hektoen Enterik Agar, MacConkey agar ve
koyun kanli agar besiyerlerine ekilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiirde saptanan laktoz
negatif, oksidaz pozitif kolonilere klasik biyokimyasal testler, VITEK 2 ve MALDI-TOF MS (bioMérieux,
Fransa) ile tanimlama yapilmistir.

Yaslari 12-59 arasinda degisen yedi hastanin dérdiinde midye dolmasi, birinde balik, birinde ise “fast-
food” tarzi gida tiiketimi sonrasi ishal ile baslayan gastrointestinal sistem sikayetleri saptanmustir. Bir
hastaya ulasilamadigindan bilgi alinamamistir. Makroskopik olarak sulu ve mukuslu olan diski érnek-
lerinin mikroskopik incelemesinde bol I6kosit, bir 6rnekte I6kosit yaninda bol eritrosit gorilmustiir.
Kiltirde lreyen bakteriler, konvansiyonel testler ve otomatize sistemle yapilan tanimlamalarda
VITEK 2 cihazi ile % 96 dogruluk ve MALDI-TOF MS ile % 99 dogrulukla V.parahaemolyticus olarak
isimlendirilmistir. ~ Sonuglar Halk Saghdi Genel Midiirliigi, Ulusal Enterik Patojenler Referans
Laboratuvari’nda konvansiyonel testler, APl 20 E ve MALDI-TOF MS (BrukerDaltonics, ABD) ile dogru-
lanmustir.

Yaz aylarinda gelisen ishal vakalarinda, ézellikle deniz iriinleri tiketimi 6ykiisi varliginda V.
parahaemolyticus‘un gastroenterit etkeni olarak izole edilebilecedi akilda tutulmali ve bu yénde ileri
incelemeler yapiimalidir.

Anahtar kelimeler: Gastroenterit, gida kaynakli olgu, TCBS besiyeri, Vibrio parahaemolyticus
ABSTRACT

Vibrio parahaemolyticus (V.parahaemolyticus) is detected in many parts of the world. It is one of the
most common causes of food-borne infections in Asian countries and Japan, and is usually seen as
minor outbreaks involving less than ten cases.

In this study, it is aimed to investigate V.parahaemolyticus in diarrhea cases in our laboratory in order
to draw attention to the possible cases of this agent due to the increase in the consumption of
shellfish.

In the period of July-August 2018; patients who applied to the emergency service of our hospital with
gastrointestinal tract infection symptoms following seafood consumption were investigated by stool
microscopy and culture as part of routine procedures. Stool samples were cultured on Hektoen
enteric agar, MacConkey agar, and sheep blood agar and were incubated at 37°C for 24 hours. After
the incubation period, lactose negative and oxidase-positive colonies were identified by classical
biochemical tests, VITEK 2 and MALDI-TOF MS (bioMérieux, France).

In seven patients aged between 12-59, clinical symptoms associated with gastroenteritidis started
after consuming stuffed mussels in four, eating fish in one, and in a patient after consuming fast food.
One patient could not be contacted. In the microscopic examination of the macroscopically watery
and mucous stool samples, abundant leukocytes in all samples, and abundant erythrocytes in
addition to leukocytes in one sample were seen. The bacteria grown in culture were identified as
V.parahaemolyticus by conventional methods and automated systems, Vitek 2 with 96 % and MALDI-
TOF MS with 99 % accuracy. The results were also confirmed by the General Directorate of Public
Health, National Enteric Pathogens Reference Laboratory by conventional methods, APl 20 E and
MALDI-TOF MS (BrukerDaltonics, USA).

It should be kept in mind that V.parahaemolyticus can be isolated as a cause of gastroenteritis in
diarrhea cases during the summer months, especially in the presence of a history of seafood
consumption, and further investigations should be performed in this direction.

Keywords: Food-borne cases, Gastroenteritis, TCBS media, Vibrio parahaemolyticus
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GiRIS

Deniz Grinleri tim diinyada yaygin olarak tiiketil-
mekte ve gida pazarinda 6nemli oranlara ulasmakta-
dir. Vibrio cinsi bakteriler deniz Grlnlerini enfekte
ederek, insan sagligi icin risk olusturmaktadir. Vibrio
turleri icinde 6nemli yeri olan Vibrio parahaemolyti-
cus ilk olarak 1950’de Fujino tarafindan
Japonya’daki 272 kisiyi etkileyen, 20 6liimle sonug-
lanan biylk salginin ardindan gida kaynakl hasta-
lik etkeni olarak bildirilmistir®,

V.parahaemolyticus nehir agzi, deniz ve kiyi bol-
gelerinde bulunan, halofilik, kivrik Gram negatif
comak sekilli, oksidaz pozitif, fakiltatif anaerop bir
bakteridir. V.parahaemolyticus ¢ig, az pismis veya
uygun olmayan sekilde hazirlanmis deniz Urlnlerinin
tiketimini takiben insanlarda akut gastroenteri-
te sebep olmaktadir®. Nadir vakalarda ise yara,
kulak enfeksiyonu ve immiinkompromize hastalarda
bakteriyemi etkeni olabilir®”,

Vibrio parahaemolyticus, gesitli cevresel kosullar-
da drettikleri somatik (O) ve kapsiler (K) antijenleri-
ne gore serotiplendirilir?,

V.parahaemolyticus deniz Urinleri tiketiminin
yaygin oldugu cogu llkede global diizeyde bildirilme-
sine ragmen®*319 (jlkemizde 2005 yilina kadar sap-
tanmamistir. Son yillarda deniz suyu 6rnekleri, mid-
yeler, tezgahtan satin alinan balik érnekleri ve balik
ciftliklerinde izole edilmis olmasina ragmen gastro-
enterit etkeni olarak bildirimi yapilmamistir>4,

Bu calismada, deniz Grinleri tlkettikten sonra,
gastroenterit sikayeti ile hastanemize basvuran has-
talarin gaita 6rneklerinde, tlkemizde ilk defa sapta-
nan V.parahaemolyticus olgulari sunulmustur.

GEREC VE YONTEM

Temmuz- Agustos 2018 tarihleri arasinda bulanti,
karin agrisi ve ishal sikayetleri ile hastanemiz acil
servisine basvuran ve muayene edilen hastalardan
gaita kiltliri ve direkt’ mikroskopi istenmistir.
Laboratuvarimiza ulasan érneklerden I6kosit, eritosit
ve parazit varligi agisindan direkt mikroskopik incele-
me yapilmistir.

Gaita 6rnekleri Hektoen Enterik agar (HE) (RTA,
Turkiye), MacConkey agar (RTA, Tirkiye) ve koyun
kanl agar (bioMérieux-Fransa) besiyerlerine ekim
yapilarak 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonunda MacConkey agar ve HE besiye-
rinde laktoz negatif olan koloniler sipheli kabul edil-
mistir. Bu koloniler g sekerli demirli besiyeri (Triple
Sugar Iron Agar, TSI), Simmon’s Sitrat Agar, ire agar
ve triptofan iceren sivi besiyerlerine ekim yapilmis ve

bir gece inkilibe edilmistir. Ayrica Gram boyama ve
oksidaz testi yapilmis, lam- lamel arasi yontemi ile
hareket incelenmistir. Stpheli olan koloniler igin ileri
tanimlama VITEK 2 (bioMérieux, Fransa) ve MALDI-
TOF MS (bioMérieux, Fransa) ile yapilmistir.
Tanimlama sonrasi kolonilerden, Thiosulphate Citrate
Bile Salt Sucrose (TCBS, Oxoid ingiltere) agara ekim
yapilmis, ayrica laboratuvarimizda hazirlanan
Wagatsuma besiyerinde® Kanagawa fenomeni aras-
tirilmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi icin disk diflizyon yon-
temi kullanilmistir. Bunun igin 0.5 McFarland bulanik-
likta bakteri sUspansiyonu (1-1,5x 108 koloni/ml
hazirlanarak Mueller Hinton agara (MHA) ekim yapil-
mis ve ampisilin, sefotaksim, siprofloksasin, tetrasik-
lin ve trimetoprim/silfametoksazol (Bioanalyse,
Turkiye) diskleri agar ylizeyine yerlestirilerek 37°C’de
20-24 saat inktbasyona birakilmistir. Antibiyotik
duyarlilk testi sonucu Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) Dokiiman M45-A2“ 6neri-
leri dogrultusunda degerlendirilmistir.

izolatlar dogrulama amacli Tiirkiye Halk Saglig
Kurumu Ulusal Enterik Patojenler Referans
Laboratuvarina da gonderilmistir. Referans
Laboratuvarda izolatlar koyun kanl agar ve TCBS agar
(Oxoid, ingiltere) besiyerlerine ekilmis ve 37°C’de
aerobik olarak bir gece inkibe edilmistir. Stpheli
koloniler konvansiyonel yontemler (Koloni 6zellikleri,
katalaz, oksidaz, Gram boyama, Kligler Iron Agar
(KIA), IMVIC testleri, Gireaz, karbonhidrat fermentas-
yon testleri, lizin, arjinin ve ornitin aminoasit dekar-
boksilasyon testleri, hareket, 0129 duyarhligi,
NaCl'de treme) kullanilarak identifiye edilmistir®.
Ayrica APl 20E (bioMérieux, Fransa) ve MALDI-TOF
MS (BrukerDaltonics, ABD) ile de tanimlama yapil-
mustir. Antimikrobiyal duyarlilik testi CLSI® 6nerileri-
ne gore Kirby Bauer disk diflizyon yontemi ile ¢alisil-
mis ve degerlendirilmistir. Kalite kontrol susu olarak
E.coli ATCC 25922 kullaniimustir.

BULGULAR

Hastalarin besi erkek, ikisi kadin olup 12- 59 yas
araligindadir. Hasta o6ykilerinden doért hastanin
midye dolmasi, bir hastanin esinin yakaladig olta
baligini ve bir hastanin “fast food” yedigi 6grenilmis-
tir. Olgularda yemek yedikten 8- 15 saat sonra bulan-
ti, mide agrisi ve ishal sikayetleri baslamistir. Bir
hastaya ulasilamadigindan bilgi alinamamustir.

Hastanemiz Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapi-
lan incelemede gaita 6rneklerinin makroskopik ola-
rak sulu ve mukuslu oldugu gortlmustir. Mikroskopik
incelemede tum 6rneklerde bol I6kosit, bir 6rnekte
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I6kosit yaninda bol eritrosit gorilmis, protozoon,
protozoon kisti, helmint ve helmint yumurtasi sap-
tanmamistir.

Besiyerilerinde Ureyen supheli kolonilerden, TSI
besiyerinde yatik kisimda alkali, dipte sari olan gaz ve
H,S olusturmayan, sitrat negatif, katalaz, oksidaz,
indol ve metil kirmizisi pozitif, hareketli Gram negatif
comaklar VITEK 2 cihazi % 96 ve MALDI-TOF MS % 99
dogruluk oranlari ile V.parahaemolyticus olarak
tanimlamistir. Tim izolatlar TCBS besiyerinde yesil
renkli koloniler seklinde Uremis (Resim 1A) ve
Wagatsuma besiyerinde Kanagawa fenomeni pozitif
(insan eritrositini hemoliz eden, sitotoksik ve kardi-
yotoksik ozellik) bulunmustur (Resim 1B)®2,
Antibiyotik duyarlilik testine gore, tim suslar ampisi-
line direngli, trimetoprim/sulfametoksazol, tetrasik-
lin, sefotaksim ve siprofloksasine duyarli bulunmus-
tur.

Halk Saghgr Genel MudurlGgl, Ulusal Enterik
Patojenler Referans Laboratuvarinda koyun kanli
agarda Ureyen ve oksidaz pozitif olduklari belirlenen
kolonilerden yapilan Gram preparatlarinda; Gram
negatif, hafif kivrik comaklar gézlenmistir. izolatlarin
TCBS agar besiyerinde yesil renkli koloniler olustur-
dugu belirlenmistir. Biyokimyasal testler sonucunda
KIA’'da laktozu kullanmayip, gaz ve H,S Gretmedikleri
saptanmistir. indol ve metil kirmizisi pozitif, Voges
Proskauer, sitrat ve Ure testleri negatif olarak deger-
lendirilmistir. Tum izolatlarin hareketli oldugu, lizin
dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz testleri pozitif,

Resim 1. A. TCBS besiyerinde V.parahaemolyticus kolonileri.

B. Wagatsuma besiyerinde Kanagawa fenomeni pozitifligi.
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arjinin dehidrolaz testlerinin negatif oldugu gozlen-
mistir. Ayrica laktoz ve sukroz negatif, mannitol pozi-
tif olduklari saptanmistir. 0129 (pteridin) duyarhhgi
incelendiginde, izolatlarin 10 pg’lik diske direngli,
150 pg’hk diske duyarh olduklari belirlenmistir. % 0
ve % 10 NaCl konsantrasyonlarinda reme gozlen-
mezken, % 3 ve % 6 NaCl konsantrasyonlarinda
Ureme saptanmigstir. APl 20E testi ve MALDI-TOF MS
analizi sonucunda, izolatlar V. parahaemolyticus ola-
rak degerlendirilmistir. Antimikrobiyal duyarhlk test-
leri sonucunda, izolatlar ampisiline direncli, kloram-
fenikol, sllfonamid, tetrasiklin, trimetoprim/sulfa-
metoksazol ve siprofloksasine duyarli bulunmustur.

TARTISMA

Deniz Urlnleri saghkli beslenmenin 6nemli bir
parcasidir. Dinya ¢apinda denizlerdeki patojen bak-
terilerin varhgi ve cevresel kosullara baglh olarak sal-
ginlarin ortaya ¢ikmasi, insanlarin  gida kosullarina
iliskin endiselerini artirmaktadir®.

V.parahaemolyticus enfeksiyonlari lokal Gretilen
kabuklu deniz hayvanlarinin tiiketimi ile iliskili olarak
genellikle sporadik vakalar halinde goralar.
V.parahaemolyticus  dagilimi bulunduklari ortamin
sicakhgi, tuz orani ve cografi konum gibi cesitli faktor-
lerden etkilenmektedir”. V.parahaemolyticus’a bagli
gastroenterit salginlari, diinyanin bircok bdlgesinde
gorilmektedir. Ozellikle son yirmi yilda iklim degisik-
ligi nedeniyle enfeksiyon kiiresel capta genisleme
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gostermistir.

Ulkemizde 2005 yilina kadar deniz driinleri ile
yapilan calismalarda farkli Vibrio tirleri saptanmis
olmasina ragmen V.parahaemolyticus bildirimi yapil-
mamistir. Terzi ve ark.“¥ 2006-2010 yillari arasinda
yaptiklari calismada, Karadeniz bolgesinde inceledik-
leri toplam 114 midye, deniz suyu ve balik 6rneginde
% 39 oraninda V.parahaemolyticus tespit etmislerdir.
Son doénemlerde Gilineydogu Karadeniz bolgesinde
2010- 2015 yillari arasinda ag kafeslerde kultlra
yapilan levrek baliklarinda % 30’a varan olimler
yasanmistir. Bu salginlar esnasinda 520 hastalikl
balik incelenmis ve 52 adet Vibrio spp. izole edilmis-
tir. Yapilan tanimlama galismasinda bunlarin 18’inin
V.parahaemolyticus oldugu saptanmistir?

Qu ve ark.®® Pekin’de Nisan 2010- Aralk 2011
tarihleri arasinda 4803 akut diyareli 6rnegi inceledik-
leri calismada 6rneklerin 968’inde (% 20,2) enfeksi-
yon etkeni saptamislar; siklik sirasina gére Shigella
spp./den sonra ikinci sirada % 5,2 orani ile
V.parahaemolyticus izole etmislerdir. Ayni ¢calismada
55 ko-enfeksiyonun  28’inde (% 50,9)
V.parahaemolyticus, ve bu bakteri ile birlikte en sik
Salmonella spp. saptamislardir.

Fildisi Sahili’nde, 322 kabuklu ile yapilan ¢alisma-
da, orneklerin % 7,8’inden Vibrio spp. izole etmisler-
dir. Vibrio turlerinden en sik Vibrio alginolyticus (%
40) ve V.parahaemolyticus (% 36) saptanmistir™),
New ve ark.* tarafindan Malezya’da yapilan calis-
mada deniz Urlnlerinde % 33,3, sebzelerde % 10
oraninda V.parahaemolyticus tespit edilirken tavuk
ve meyvelerde saptanmamistir.

Literatlirde V.parahaemolyticus’un enfeksiydz
dozu 10° -107 olarak bildirilmekte-
dir®. Olgularimizda ayni Grinu tiketen fakat semp-
tom gostermeyen hasta yakinlarinda, diski 6rnegi
temin edilemediginden V.parahaemolyticus Greme-
si olup/olmadigi ve semptom goriilmemesinin enfek-
siyoz dozun dusiklugine bagh olup olmadigi yorumu
yapilamamistir.

Calismamizda ampisiline duyarlilik gézlenmemis,
trimetoprim/silfametoksazol, tetrasiklin, sefotak-
sim ve siprofloksasine karsi % 100 oraninda duyarlilik
saptanmistir. Balta ve ark.? baliklardan izole ettikle-
ri 18 V.parahaemolyticus’'ta benzer sekilde ampisili-
ne % 100 direng, sulfametoksazol ve trimetoprim/
stlfametoksazole % 100 duyarlihk saptamistir.
Diinyanin bircok bolgesinde insanlarda
V.parahaemolyticus kaynakli enfeksiyonlar bildirilir-
ken, iklim kosullarinin degisimi ve artan deniz Griin-
leri tliketimi ile birlikte Glkemizde de vakalarin gorul-
mesi kaginilmazdir. Rutin mikrobiyolojik ¢alismalar
sirasinda 6zel olarak aranmadigl takdirde vakalarin

atlanma olasiligi mevcuttur. S6z konusu dénemde
bolgemiz disinda bildirim yapilmamis olmasi boyle
bir ihtimali akla getirmektedir.

Laboratuvarimizda rutin c¢alisma kapsaminda
2019 ve 2020 yaz aylarinda V.parahaemolyticus sap-
tanmamis olmakla birlikte, olgularimiz nedeniyle
Ulkemizde yaz aylarinda gastroenterit etkeni olarak
V.parahaemolyticus izole edilme potansiyeli mevcut-
tur. Deniz Urlnleri tiketim 6ykisi olan veya labora-
tuvar olarak slipheli durumlarda ileri tanimlama
yapilmasinin V.parahaemolyticus vakalarinin atlan-
mamasi acisindan 6nemli oldugu disiincesindeyiz.
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DUZELTME

ANKEM Dergisi Cilt 33 Sayr 1’de yer alan, “Tam idrar tetkiki ve idrar kdltirinin gebe populasyonunda
karsilastirmas!” baslkli makalenin yazar siralamasi igindekiler sayfasinda hatali basiimistir.

Baslik ve yazarlar asagidaki gibidir:
Tam Idrar Tetkiki ve idrar Kiiltiiriinin Gebe Populasyonunda Karsilastirmasi
Nihan CEKEN?, Esin AVCI?

1Balikesir Devlet Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, BALIKESIR
2Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, DENIZLi
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ANKEM DERGISI YAZIM KURALLARI

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

Gonderilecek makalelerde arastirma ve yayin etigine
uygunluk en basta aranan o6zelliklerdir.

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

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

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

1. Yazim ve dil diizeni:

Makaleler Tiirkge veya ingilizce olarak yayinlanir. Dilimi-
ze yerlesmis terimler yazim kurallarimiza gore kullaniimali,
Turk Dil Kurumu’'nun hazirladigl “Yeni Yazim Kilavuzu” ve
“Turkge So6zIUk” esas alinmalidir.

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

Escherichia coli E.coli gibi

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

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

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

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

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

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

Cumleler zorunluluk olmadik¢a rakamla gosterilen
sayilarla baslamamahdir.

Makaleler bir zorunluluk olmadikga “misli gecmis” kipi
ile yazilmahdir.

2. Yazi formu:

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

Derleme makaleler yazarin uygun gorecegi sekilde
bolimlere ayrilir.

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

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

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

GIRIS konuyu anlamay kolaylastiracak bilgileri ve calis-
manin amacini kisa ve 6zlu bir sekilde vermelidir.

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

BULGULAR, galismanin sonuglarini gerekiyorsa tablo ve
sekillerin yardimi ile vermelidir. Sekil, grafik ve fotograf ¢ok
gerekmedikge kullanilmamalidir.

TARTISMA bo6lim bulgular ve tablolarin tekrari olma-
mal, bulgularin 6nemli yonlerini vurgulamali ve baska
arastiricilarin bulgulari ile karsilastirmalidir.

Makale, tablo ve sekiller disinda 10 sayfayi, kaynak



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

3. Tablo ve sekil diizeni:

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

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

Tablolarda (ve metinde) ortalamalar ve yiizde oranlari
anlamli degilse tam sayidan sonra ylritilmemeli (veya
anlamli oldugu kadar yaritulmeli), en yakin saylya yuvarla-
narak gosterilmelidir.

Ornegin:

34 susun 13’Unl % 38 olarak belirtmek anlamayi
kolaylastirici olabilir, fakat bu oran % 38,2 seklinde uzatiima-
malidir. Uzatmadaki ilk rakamin binde bir olasiligi gosterdigi,
ancak buyuk sayilarda bu olasihgl belirtmek hakki olacagi
disuntlmelidir.

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

Makaleye ancak cok gerekli ise eklenecek siyah-beyaz
sekil, grafik, kimyasal formdl, fotograf, mikrofotograflar
“Sekil” olarak adlandirilip siralanmahdir. Renkli sekil, grafik,
fotograf...... kullaniilmamalidir.

4. Kaynaklarin diizenlenmesi:

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

Yararlanilan bitiin eserler kaynak olarak verilmeli,
fakat sayiyr arttirma amaciyla kaynak kullaniimamalidir.
Yararl olacak Turkge kaynaklar géz ardi edilmemelidir.

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

Kaynaklar listesi harf dizinine gore siralanmal ve
metin icinde climle sonuna konacak paranteze numarasi
yazilmalidir: “...gosterilmistirtse" gibi.

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

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

Kaynak verilirken agagidaki 6rnekler esas alinmali,
noktalamalar, s6zciik ve harf araliklari, biiyiik harfler, dergi,
cilt, sayi, sayfa numaralari buna gére yazilmalidir. Dergi
adlari: Uluslararasi dergiler “PubMed Journals Database”,
yerli dergiler “http://www.atifdizini.com/Journals/
tr-index.html” adresindeki seklinde kisaltiimalidir.

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

internetten kullanilan kaynaklarda,

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

Toreci K. Ankem Dergisinin geng yazarlarina, ANKEM
Dernegi, http://www.ankemdernegi.org.tr/?sp=konuk0606
(erisim tarihi1.1.2015)

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

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

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

Kitap:

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

Kitap bolimu:

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

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

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

Kongre bildirileri:

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

Ozel bir kongre kitabinda yayinlananlar su érnege gore
kaynak verilebilir:

1. Akyiz Z, Ding U, Guler NC ve ark. Hastanemizde
2005-2008 yillari arasinda kan orneklerinden izole edilen
kandida tirlerinin dagiliminin belirlenmesi, XXXIIl. Tark
Mikrobiyoloji Kongresi Kitabi, s.846-7, Bodrum (2008) (sayfa
yerine Poster no. da olabilir).



