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BOLUM I

Saghk Kurumlarinda Cevresel Enfeksiyon Kontrolii

Mahdi MARZI!
Ayse KARACALITUNC?

Giris

Saglik kurumlar, hastalarin tedavi edildigi, saglik c¢alisanlarinin
gorev yaptig1 ve hastane enfeksiyonlariin siklikla goriilebilecegi
riskli alanlardir. Bu ortamlarda cevresel faktorler, enfeksiyonlarin
bulasmasinda &nemli bir rol oynar. Ozellikle bagisiklik sistemi
zayiflamig bireyler, yogun bakim iiniteleri veya ameliyathaneler gibi
yuksek riskli alanlarda tedavi goéren hastalar, c¢evresel
enfeksiyonlarin neden oldugu komplikasyonlara kars1 daha
savunmasizdir. Cevresel enfeksiyon kontrolii, mikroorganizmalarin

ylizeyler, tibbi ekipmanlar, su ve hava yoluyla bulagsmasini 6nlemek

1 Dr.O§r.Uyesi, Fenerbahce Universitesi, Eczacilik Fakiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri
Bolimii, Istanbul / Tiirkiye, Orcid: 0000-0002-8518-0818, marzimehdi@gmail.com
2 Dr.Ogr.Uy*esi, Igdir Universitesi, Dis Hekimligi Fakiltesi, Teme Bilimler Bolumdi,
Istanbul / Tiirkiye, Orcid: 0000-0002-6453-988, ayse_karacali@hotmail.com
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amaciyla alinan 6nlemler biitiinii olup saglik hizmetlerinin giivenligi

acisindan kritik bir role sahiptir

Hastane kaynakli enfeksiyonlar (nosokomiyal enfeksiyonlar), hasta
saglig1 lizerinde ciddi etkiler yaratmakta ve kiiresel diizeyde saglik
sistemine biiyilk ekonomik yiikler getirmektedir. Diinya Saglk
Orgiiti'ne (WHO) gore, gelismekte olan iilkelerde hastane
enfeksiyonlar1, her 100 hastadan yaklasik 15'ini etkilemektedir. Bu
enfeksiyonlarin  bir kismi dogrudan c¢evresel faktorlerden
kaynaklanmaktadir.  Ornegin,  sterilizasyon  siireclerindeki
eksiklikler, kontamine olmus havalandirma sistemleri veya
uygunsuz temizleme protokolleri, mikroorganizmalarin yayilmasina

zemin hazirlar.

Direngli mikroorganizmalarin ¢evrede uzun siire canli kalabilmesi,
cevresel enfeksiyon kontroliinii daha da onemli hale getirmistir.
Ornegin, Staphylococcus aureus’un metisiline direngli formu
(MRSA), plastik yiizeylerde gilinlerce hayatta kalabilirken,
Clostridioides difficile  sporlari, uygun olmayan temizlik
kosullarinda haftalarca aktif kalabilir. Bu nedenle, saglik
kurumlarinda c¢evresel hijyen uygulamalar1 yalmzca rutin bir
temizlik faaliyeti degil, multidisipliner bir enfeksiyon kontrol

programinin vazgeg¢ilmez bir pargasidir.

Cevresel Enfeksiyon Kontroliiniin Onemi

Cevresel enfeksiyon kontrolii, hasta giivenligini saglamak ve saglik
calisanlarin1 korumak i¢in uygulanir. Bu kontroliin ii¢ temel amaci
mikroorganizmalarin barinabilecegi ylizeylerin diizenli olarak
temizlenmesi ve dezenfekte edilmesi, enfeksiyonlarin yayilma
riskini azaltir. Mikroorganizmalarin hava, su, yiizey veya insan

eliyle yayilmasini 6nlemek i¢in uygun bariyer yontemleri ve hijyen
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protokolleri uygulanir. Saglik tesislerinde kullanilan tibbi cihazlarin
sterilizasyonu ve tek kullanimlik malzemelerin tercih edilmesi,

enfeksiyon riskini azaltmaya katki saglar.

Cevresel temizlik ve dezenfeksiyon, enfeksiyon kontroliiniin temel
unsurlaridir. Hastane yiizeylerinin diizenli olarak temizlenmesi ve
uygun dezenfektanlarla  arindirilmasi, mikroorganizmalarin
yayilmasini 6nler. WHO ve CDC, dezenfektan se¢imi ve uygulama
yontemleri hakkinda detayli rehberler sunmaktadir.

Saglik kurumlarinda hava yoluyla bulasan enfeksiyonlar1 kontrol
altina almak i¢in HEPA filtreler, pozitif/negatif basing sistemleri
gibi 6zel teknolojiler kullanilir. Ozellikle meliyathaneler ve yogun
bakim initeleri gibi steril alanlarda, havalandirma sistemlerinin
etkinligi diizenli olarak denetlenmelidir.

Su sistemlerinin diizenli olarak test edilmesi ve kontamine su
kaynaklarimin derhal izole edilmesi gerekir. Ayrica, biyolojik ve
tibbi atiklarin uygun sekilde bertaraf edilmesi, gevresel enfeksiyon
riskini azaltir. Personelin el hijyeni, kisisel koruyucu ekipman
kullanim1 ve g¢evresel hijyen uygulamalar1 konusunda egitilmesi,
enfeksiyon kontrolii i¢in kritik 6neme sahiptir. Egitim programlari,
personelin bu uygulamalar1 dogru bir sekilde benimsemesini ve
uygulamasini saglar. Saglik tesislerinde enfeksiyon kontrol
onlemlerinin etkinligini degerlendirmek i¢in diizenli denetim ve
izleme yapilmalidir. Cevresel kontaminasyonun tespiti igin
mikrobiyolojik analizler, riskli alanlarmn belirlenmesine yardimci
olur. Cevresel enfeksiyon kontroliinde en biiyiik zorluklardan biri,
direncli mikroorganizmalarin  yayilimidir.  Ayrica, personel
yetersizligi, biitge kisitlamalar1 ve teknolojik altyapr eksiklikleri
uygulamalar zorlastirabilir. Bu sorunlarla basa ¢ikmak igin:
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e Daha fazla personel egitimi ve kaynak ayrilmasi,

e Gelismis dezenfeksiyon teknolojilerinin (6rnegin UV

15181 ve buhar sistemleri) kullanilmasi,

e (evresel kontaminasyon izleme  sistemlerinin

yayginlagtirilmasi gereklidir.

Hava
1.Havadaki Hastaliklarin bulasma yollar

Cesitli hava kaynakli enfeksiyonlar c¢evresel rezervuarlarin
bozulmas1 ile duyarli konaklarin, havaya salinan klinik olarak
onemli mikroorganizmalara (toprak, su, toz ve c¢iiriiyen organik
madde vs) maruz kalmalariyla kaynaklanabilir. Bu materyaller bir
saglik tesisinin i¢ine herhangi bir aragla (6rnegin, insanlar, hava
akimlari, su, insaat malzemeleri ve techizat) tasindiktan sonra,
tasinan mikroorganizmalar ekolojik olarak uygun i¢ mekanlarda
cogalabilir ve daha sonra havaya yayilirlarsa, hava saglik bakimiyla
iliskili enfeksiyonlar icin kaynak gorevi goriir. Solunum yolu
enfeksiyonlari, damlacik veya damlaciklar igindeki patojenlere
maruz  kalmmmasiyla  ortaya  c¢ikabilir. ~ Damlaciklardaki
mikroorganizmalara maruz kalma direkt bir bulas yoludur (Tsang,
2024). Bir hapsirma veya Oksiiriikk sirasinda >5 pum olan bulasict
parcaciklardan olusan bir bulut disar1 atilir ve bu da potansiyel olarak
3 fit i¢cindeki duyarli kisilerin maruz kalmasina neden olabilir. Bu
sekilde yayilan patojenlere influenza virus, rhinoviruses,
adenoviruses ve respiratory syncytial virus (RSV) 6rnek olarak
verilebilir. Bu ajanlar oncelikli olarak dogrudan bulasirlar. Ayrica
damlaciklar hizla havada yayilma egilimi gosterdigi i¢in bir saglik
tesisindeki hava akisini kontrol etmeye yonelik 6nlemler (6rnegin,
negatif basing odalarinin kullanimi) genellikle bu etkenlerin neden
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oldugu hastaliklarin yayilmasini 6nlemek i¢in endike degildi (Saadi
& ark 2022).

Damlacik ¢ekirdeklerinin havada yayilmasi, bulasici hastaliklarin
dolayli bir bulas seklidir (Bennett & ark 2015). Damlacik
cekirdekleri, damlaciklarin kalintilaridir ki havada asili kaldiktan
sonra kuruyup ve 1-5 um arasinda degisen boyutlarda parcaciklar
ortaya cikar.

Bu parcaciklarda
a) Potansiyel olarak canli mikroorganizmalar bulunabilir,
b) Kuru sekresyonlardan olusan bir tabaka ile korunabilir,
€) Havada siiresiz olarak asili kalabilir,
d) Uzun mesafeler taginabilir

Damlacik ¢ekirdegindeki mikroorganizmalar uygun kosullarda
hayatlarina devam ederler (6rnegin, gilines 1s18ma veya diger
radyasyon kaynaklarina maruz kalmayan, kuru ve serin bir
atmosferde). Damlacik c¢ekirdegi yoluyla yayilabilen patojenik
mikroorganizmalar arasinda Mycobacterium tuberculosis, Varisella
zoster viriisii (VZV), Rubeola ve smallpox viriis bulunur (Gammon
2018).

Bazi ¢evresel patojenlerin havada hayat dongiisii formlar1 vardir, bu
mikroorganizmalarin boyutlar1 damlacik cekirdekleri gibi olup
havada benzer davranislar gosterebilirler. 2-3 um capinda sporlara
sahip olan Aspergillus fumigatus'un sabit havada ¢okme hiz1 0,03 cm
/ sn (veya yaklasik 1 metre / saat) tahmin edilmektedir (Guirguis,
2022).

2. Saghk Kurumlarinda Havadaki Bulasic1 Hastahklar
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2.1. Hava Yoluyla Bulasan Mantar Hastalhiklar:

Aspergillosis, Aspergillus cinsine ait kiiflerden kaynaklanir.
Aspergilluss spp. Tozlu veya nemli ¢evre kosullariyla iliskili saglik
hizmeti kaynakli mikroorganizmalardir (Tsang, 2024). Mantar
sporlarimin  havadan taginmasi; dogrudan solunmasi, nadiren
cevresel kaynaklardan direkt inokiilasyon ile bulasir. Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus,
Aspergillus nidulans tiirleri etken faktorleri arasinda sayilabilir.
Aspergillus enfeksiyonlarinin %90-95'i hematopoetik kok hiicre
nakli (HSCT) hastalar1 arasinda Aspergillus fumigatus ile enfektedir
(Melenotte & ark., 2024; Pimenta & ark., 2022). insaat, tadilat,
yeniden modelleme, onarim, bina yikimi; fomitlerle iliskili
aktiviteler Aspergillus enfeksiyona neden olabilmektedir (Douglas
& ark., 2023; Sigera & ark., 2023).

Akut invaziv: zatiirree; ilseratif trakeo bronsit, osteomiyelit;
akciger, beyin, karaciger, dalak, bobreklerin  apseleri
(aspergillomas), derin kan damarlarinin trombozu, nekrotizan cilt
iilserleri, endoftalmit ve siniizit baslica klinik hastaliklardir. Kronik
invaziv, kronik pnomoni, hipersensite, alerjik bronkopulmoner,
aspergilloz kutandz, primer cilt ve yanik yaralarma da
rastlanmaktadir (Douglas & ark., 2023; Douglas & ark., 2023;
Ledoux, 2023; Gupta & ark., 2021).

En yiiksek risk altindaki hasta popiilasyonlart hematopoetik kok
hiicre nakli hastalar1 (HSCT): immiin sistemi baskilanmis hastalar
(altta yatan hastaliklar), kemoterapi goren hastalar, organ nakli
alicilar, erken dogmus yenidoganlar, hemodiyaliz hastalari,
bagisiklik sisteminde eksiklikleri olan genel yogun bakim
tinitelerinde (ICU'larda) bakim alan hastalar ve kistik fibroz hastalari
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tanimlanabilir (Melenotte & ark., 2024; Rafat & ark., 2020;
Trautmannsberger & ark., 2022). Hastanin bagisiklik durumu ve agir
notropeni hastaligin ciddiyetini ve sonuglari etkilemektedir. Siddetli
notropeni devam ederse hastalarin 6liim oran1 %100 kadar yiiksek
olabilir; Losemi hastalarinda mortalite %13-%80'dir (CDC, 2024,
Cadena & ark., 2021; Mohammad & ark., 2021; Goérzynska & ark.,
2023).

Aspergillus spp. Her yerde, toprakta, suda ve ciiriiyen bitkilerde
olusan aerobik mantarlardir; ayrica organizma saglik tesislerinde
mevcut olan hava, toz ve nem de iyi sekilde hayatta kalabilirler
(Martinez-Bracero & ark., 2022; Douglas & ark., 2023). Saglik
hizmeti tesislerinde aspergillus'un varligi, firsat¢i invaziv aspergilloz
icin 6nemli bir dig risk faktoriidiir (invaziv aspergilloz hastaligin en
ciddi seklidir) (Marekovi¢, 2023). Yer tadilati ve insaat tozu
Aspergillus ile kontamine olup havada mantar sporlar1 patlamasi
meydana getirebilir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda,
atmosferik olarak seviyeleri artmis toz ve mantar sporlari, saglik
hizmeti kaynakli enfeksiyonlar ile iliskilendirilmistir (Kanamori &
ark., 2015; 24. Preyer & ark., 2024; Douglas & ark., 2023; Ledoux
& ark., 2023; Almatrafi & ark., 2021; Park & ark., 2019; Lopez-
Gamboa & ark., 2021)

Emici yapis1 olan malzemeler (duvar levhasi), islanip ve nemli
kalmalar1 halinde bu organizmanin ¢ogalmasi i¢in ideal bir substrat
gorevi gormektedir. Hasta bakim iirlinleri, cihazlar1 ve ekipmanlar
Aspergillus spp. Sporlar1 ile kontamine olabilir ve eger bu tiir
alanlarda yerlesirse enfeksiyon kaynagi olarak gorev yapabilirler
(Zhang & ark., 2015). Optimal {iiremesi diger g¢ogu saprofit
mantarlar1 inhibe eden bir sicaklikta yaklagik 40 °© C meydana

gelmektedir (Kanamori & ark., 2015).
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Seliiloz veya sekeri karbon kaynagi olarak kullanabilir; solunum
stireci yeterli miktarda karbon gerektirdigi i¢in, organik maddenin
ayristirilmasi ideal bir substrattir (Tablo 1).

Saglik hizmetleriyle iliskili enfeksiyonlarla zaman zaman baglantili
olan diger firsat¢i mantarlar, Mucorales takiminin iyeleri (6rn.
Rhizopus spp.) ve ¢esitli tek hiicreli kiiflerdir (6rn. Fusarium spp. ve
Penicillium spp.) (Tablo 1). Bu mantarlarin ¢ogu nemli ortamlarda
(6rn. sudan zarar goérmiis ahsap ve yap1 malzemeleri) ¢ogalabilir.
Bazi mantarlar (6rn. Fusarium spp. ve Pseudoallescheria spp.) hava
yoluyla bulasan patojenler de olabilir (Acet-Oztiirk & ark., 2022).
Aspergillozda oldugu gibi, bu patojenlerden herhangi birinin neden
oldugu hastalik i¢in 6nemli bir risk faktort, altta yatan hastalik veya
immiinosiipresif tedavi nedeniyle konagin ciddi
immiinosiipresyonudur (Mycology and Medical Sciences., 2022;
Nucci & ark., 2007).

Giivercin digkilarinda bulunan Aspergillus, Cryptococcus ve
Histoplasma spp. saglik kurumlari enfeksiyonu ile iligkili
olabilmektedir. Kus diskis1 ile filtreleme sistemlerinin
kontaminasyonuna bagli en az ii¢ salgin yasanmistir (Lopez-
Gamboa & ark., 2021; Kanaujia & ark., 2023; Husain & ark., 2019).
Gilivercin akarlari, havalandirma sistemi araciligiyla saglik
tesislerine girebilirler (Sosa & ark., 2019).

Tablo 1. Cevresel fungal patojenler: saglhk kurumuna giris ve
bulasmasi (Saylan & ark., 2011, Gold & ark., 2022)

| Mantar patojen | Cevreye yerlelesme araci |
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Diizgiin calismayan havalandirma sistemleri
Hava filtreleri
Giivercinlerin digkilar ve tiinekleri
Hava Filtresi Cercgeveleri
Pencere klimalari
kontamine havanin geri akis1
Hava egzozunun kontamine olmasi
Asma tavanlar
Fibroz yalitim ve delikli metal tavanlar
Akustik tavan dosemeleri, algipan
Yangin (Yanmaz) malzeme
Nemli ahsap yap1 malzemeleri
Insaat alanine acilan kapilar
Insaat
Acik pencereler
Atik (imha) kanalinin girisi
Hastane elektrikli siipiirgesi
Asansor
Kol panolari
Duvarlar
Birim mutfagi
Yemek
Siis bitkisi
Mucorales / Hava filtresi
Asma tavanlar
Heliport
Scedosporium spp. Insaat
Ciirimiis ahsap dolap, boru s1zintis1
Havalandirma kanalinin cam elyaf yalitim1
Hava filtreleri
Topikal anestezi

Aspergillus spp.

Rhizopus spp.

Penicillium spp.

Acremonium spp. Hava filtreleri
Cladosporium spp. Hava filtreleri
Sporothrix Ingaat(yalanci salgin)

Saglik hizmetlerinde yakindaki zeminin bozulmas1 ve tesisin hava

bilesenlerinin  hatali  ¢alismasi ~ Cryptococcus  neoformans,

Histoplasma capsulatum veya Coccidioides immitis gibi

patojenlerin havalandirma sistemine girmesine izin verir. Bu durum
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enfeksiyonlart ortaya ¢ikabilir. C. neoformans, genellikle 4-8 um
boyutunda bir mayadir. Ancak, Ozellikle giivercinlerden
kaynaklanan kus pislikleriyle kirlenmis topraklarda <2 pum g¢apinda
(ve dolayistyla alveoler birikime izin veren) canli pargaciklar
bulunmustur (Lépez-Gamboa & ark., 2021; Burton & ark., 2023;
Husain & ark., 2019; Sterling ark., 2020). H. capsulatum, 2-5 pum,
arasinda degisen bulasici Microconidia ile Amerika Birlesik
Devletleri'nin merkezi nehir vadilerinin topraklarinda endemiktir.
Bu bulasict partikiillerin biiyiik ¢ogunlugunun, tavuk kiimesleri ve
kara tavuklarin tiinekleri ile iliskili oldugu gosterilmistir (WHO,
2024).

2.2. Hava Yoluyla Bulasan Bakteriyel Hastaliklar

Hava yolu ile en sik bulagan bakteri Mycobacterium tuberculosis'tir.
M. tuberculosis'in mikrobiyolojisi ve epidemiyolojisi ile tiiberkiiloz
(TB) enfeksiyonu kontroliine iligkin kapsamli bir klavuzlar
bulunmaktadir (CDC, 2024).

Mycobacterium tuberculosis 1-5 um c¢apinda olan damlacik
cekirdegi ile solunum yoluyla bulasmaktadir. Kiiciik ve kapali
alanlarda maruz kalma, damlacik cekirdeklerinin diizgiin sekilde
cikarilmamasiyla sonuglanan yetersiz havalandirma, uygun ¢evresel
kontrollere  sahip olmayan alanlarda  yapilan  Oksiirik,
Mycobacterium tuberculosis damlacik c¢ekirdegi igeren havanin
dolagimi, ekstrapulmoner silipheli hastalarda acik lezyonlarla temas
ederken maske (solunum korumasiin) kullanilmamas: bulas
yollarindan ~ bazilaridir.  Tiberkiiloz  etkenleri  arasinda
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
africanum sayilabilmektedir. Akciger, solunum yolu veya
girtlak(larynx) hastaligi, oksiirik veya diger giiglii ekspiratuar
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onlemlerin varligi, balgamda aside direngli basil varligi, dksiiriirken
hapsirirken hastanin agzmmi ve burnunu kapatmamasi, akciger
grafisinde kavitasyon varligi, uygunsuz veya kisaltilmis kemoterapi
stiresi bulas sonrasi hastalig1 hizlandiran faktorler arasindadir. Klinik
olarak pulmoner tiiberkiiloz, ekstrapulmoner tiiberkiiloz, herhangi
bir organ veya doku tiiberkiilozu, laringeal tiliberkiiloz ¢ok
bulasicidir. Immiin sistemi baskilanmis kisiler (HIV ile enfekte
kisiler), Tibbi bakimdan yetersiz kisiler, gelir diizeyi diisiik bireyler,
evsizler, yaglilar, gdcmen tarim iscileri, bilinen hastalar ile yakin
temaslilar, madde bagimlilari, mahkumlar1 TBC prevalansi yiiksek
olan bolgelerden gelen yabanci bireyler, saglik calisanlari en yiiksek
risk altindaki hasta popiilasyonlaridir. Hastaligin siddeti ise patojen
mikroorganizmaya maruz kalma siiresi, yas, cinsiyet, kronik
hastaliklar, maligniteler, lezyonlar ve akciger enfeksiyon gegmisine
gore degismektedir. Diinya Saghk Orgiitii 2023 verilerine gore
kiiresel olarak diinya capinda TB 1,30 milyon o6liime neden
olmustur. Yeni TB tanis1 konan kisi sayist ise 7,5 milyon olarak
bildirilmistir (WHO, 2024). Tiiberkiiloz aktif vakalarinda dogrudan
gozlenen tedavi spesifik diren¢ seviyelerinin belirlendigi 1zoniazid
(INH), rifampisin (RIF), pirazinamid (PZA), etambutol (EMB),
streptomisin  (SM) kombinasyonlarinin  kullanilmas1  seklinde
belirlenmistir. Latent enfeksiyon tedavisi izoniazid (INH) veya
rifampisin iceren (RIF) tedaviler dnerilmektedir (CDC, 2024).

M. tuberculosis, tretilen damlacik ¢ekirdekleri tarafindan tasinir

(oncelikle yetiskinler ve ergenler) pulmoner veya laringeal TB'si

olan kisi hapsirirken, oksiirlirken, konusurken veya sarki sdylerken

normal hava akimlar1 bu pargaciklar1 uzun siire boyunca havada

tutabilir ve bir odaya veya binaya yayabilir (American Thoracic

Society, 2024). Bununla birlikte, TBC'nin yayilmasi,
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ekstrapulmoner TBC hastalarinin bakimi sirasinda aerosol haline
getirilmis mikobakterilerden meydana gelmistir (Xu & ark., 2023;
Uden & ark., 2017).

Gram pozitif koklar ve saglikla ilgili olan 6nemli patojenler, cevrede
ve c¢evresel yiizeylerde uzun siire hayatta kalabilirler. Bu
organizmalar agir kolonize kisilerden ayrilip havaya yayilabilirler.
S. aureus'un havada yayilmasi, burun deliklerindeki bakteri
konsantrasyonuyla dogrudan iliskilidir (Wong & ark., 2024).
Saglikli tastyicilarin yaklasik %10'u, S. aureus'u havaya yayar ve
bazi kisiler S. aureus'u digerlerinden daha etkili bir sekilde yayarlar
(Valcarcel Salamanca, 2024; Harris & ark., 2023). S. aureus'un
havaya yayilmas1 es zamanda viral {ist solunum yolu enfeksiyonu ile
daha da siddetlenebilir, boylece bir tastyictyr "bulut kirie1" (“cloud
shedder”) haline doniisebilir (Page & ark., 2021). A grubu beta
hemolitik streptokok enfeksiyonlarin cerrahi alan salginlarinda,
kolonize ameliyathane personelinden hastalara hava yoluyla
bulagsmasi izlenmistir (Nadi & ark., 2024; Leili & ark., 2024). S.
aureus ve A grubu streptokoklar, ameliyathane, yanik iiniteleri ve
yenidogan servislerinin digindaki hava tasitlari ile baglantili degildir
(Zhang & ark., 2016; van der Schoor & ark., 2023).

Havada yayilan diger gram-pozitif bakteriler arasinda sporiilasyon
yetenegi olan Bacillus spp. Yer almaktadir. Dogumhane, pediatrik,
yogun bakim ve bronkoskopi iinitelerinde salginlar ve yalanci
salginlar Bacillus cereus'a dayanmaktadir. Bu bdliimlerin ¢gogunda,
sekonder ¢evresel kontaminasyonlar goriilmektedir (Ravine, 2019).
Gram-negatif bakteriler nadiren havadaki bulasma bdliimleriyle
iligkilendirilirler ¢iinkii genellikle hayatta kalip ve iireyebilmek i¢in
nemli ortamlar gerekmektedir. Acinetobacter spp. Onemli istisna

olarak kurulugun inaktive edici etkilerine dayanabilir. Pediatrik
15—



hastalar arasinda kan dolagimi enfeksiyonlarinin epidemiyolojik
incelemesinde, ayn1 tiir Acinetobacter spp.’nin bir cocuk odasindaki
hastalardan, havadan ve oda klimalarindan izole edildigi
goriilmiistiir (Mada, 2023).

Dus ve musluklardan iiretilen aerosoller potansiyel olarak lejyonella
ve diger gram negatif su kaynakli bakterileri (6rnegin, Pseudomonas
aeruginosa) igerebilir. Bu organizmalara maruz kalma dogrudan

soluma yoluyla olmaktadir.

Tablo 2. Hava yoluyla bulagan mikroorganizmalar

(Clinical Microbiology and Infection, 2024; GeroScience, 2024;
Microbiology Spectrum; 2023).

—-16—



Havadan
yayilim i¢in Mantar Bkteri Viriis
kanit

Saglik Aspergillus spp.+ Mycobacterium _Measles_ (rubeola)

kurumlarinda Mucorales . virus Varicella-zoster
. tuberculosis+ :
sayisiz rapor | (Rhizopus spp.) virus
Cremonium spp. | Acinetobacter spp. Smallpox virus
o Fusarium spp. Bacillus spp. (variola)§
Saglik - :
Pseudoallescheria Brucella spp. Influenza viruses
kurumlarinda - . .
boydii Staphylococcus | Respiratory syncytial
arasira raporlar . .

(atipik) Scedosporlum spp. aureus virus
Sporothrix Group A Adenoviruses
cyanescens Streptococcus Norwalk-like virus

Saglik

kurumlarinda Hantaviruses
rapor yok; [Coccidioides immitis Coxiella burnetii (Q Lassa virus
Disarida Cryptococcus spp. P Marburg virus
. ever) .
havadan Histoplasma Ebola virus
oldugu capsulatum Crimean-Congo virus
bilinmektedir.
Sorusturma Pneumocystis carinii n/a n/a
altinda

2.3. Hava Yoluyla Bulasan Viral Hastaliklar

Bazi insan viriisleri damlacik aerosolleri yoluyla insandan insana
bulagir, ancak ¢ok az sayida viriis siirekli olarak havada enfektif
olarak kalmaktadir. Saglik hizmetleriyle iliskili hava yoluyla bulasan
viral hastalik salginlar1 birka¢ etkenle sinirlidir. Sonug olarak, bu
viral hastaliklarin saglik tesislerinde yayilmasini 6nlemek igin
kullanilan enfeksiyon kontrol 6nlemleri, hava akisini veya kalitesini
kontrol etmeye yonelik Onlemlerden ziyade, Oncelikle hasta
izolasyonu, duyarli kisilerin asilanmasi ve uygun sekilde antiviral
tedaviyi icermektedir (Gammon 2018). Saglik tesislerinde siklikla
Varicella-zoster virus (VZV)nin neden oldugu enfeksiyonlar
tanimlanmaktadir. Primer enfeksiyonlu ve hastalardan kaynaklanan
VZV enfeksiyonlarmin saglik hizmetleri ile iliskili hava kaynakli
salginlar oldugu belirtilmistir (Wodi & ark., 2023; Mathis
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ark.,2024). VZV enfeksiyonu asilama ile 6nlenebilir, ancak sugicegi
asis1 aldiktan sonraki 6 hafta icinde dokiintii gelisen veya maruziyeti

takiben atilim gosteren sugigcegi gelisen hastalar bulasici olarak
kabul edilmelidir (CDC, 2024).

Baslica bulagma sekli damlacik temasi olan viriisler nadiren grup
ortamlarinda hava yoluyla enfeksiyon kiimelerine neden olmustur.
Enfektif durumdaki bu viriislerin hava yoluyla yayilmasin
kolaylastiran faktorler bilinmemekle birlikte, enfeksiyonun erken
evresinde olan ve havaya ¢ok sayida viral partikiil sacan bir kaynak
hastanin gerekli oldugu varsayilmaktadir. Saglik tesislerinde
kizamigin hava yoluyla bulagtigi goriilmiistiir (Saksena & ark., 2024;
Gelman & ark.,). Buna ek olarak, influenza viriisii enfeksiyonlarinin
kurumsal salginlart agirlikli olarak huzurevlerinde, daha az siklikla
yenidogan yogun bakim iinitelerinde, kronik bakim alanlarinda,
HSCT initelerinde ve pediatri servislerinde meydana gelmistir
(Milton & ark., 2013; Reses & ark., 2024; Lindsley & ark., 2010;
Steinzor, 2024). Influenza viriislerinin damlacik ¢ekirdekleri yoluyla
havadan bulagtigin1 bilinmektedir. Ayrica pediatri servislerindeki
vakalarin damlacik ¢ekirdeklerinin belirli solunum patojenlerinin
(6rnegin, Adenoviriisler ve Respiratory syncytial virus)
bulagsmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Lindsley &
ark.,2010; Wang & ark., 2023). 2012 yilinda Birlesik Krallik'taki bir
hastanede meydana gelen noroviriis salgini, 100'den fazla saglik
calisganin1 etkileyerek biiyiik bir saglik sorunu olusturmustur.
Baslangigta, enfeksiyonun gida ve su kontaminasyonuna bagh
oldugu diisiintilse de yapilan arastirmalar, havayla bulagsmanin en
olas1 bulagsma yolu oldugunu ortaya koymustur. Noroviris, 6zellikle
hasta odalarinin ¢evresindeki hava alanlarinda tespit edilmis, bu da
havayla bulagsmanin 6nemli bir faktor oldugunu goéstermistir. Bu
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vaka, kapali alanlarda havalandirma sistemlerinin ve hava
sirkiilasyonunun, viriislerin yayilmasindaki roliinii bir kez daha
gozler Oniine sermistir (McDonald et al., 2012; CDC, 2016). Hava
yoluyla bulagma, hantaviriislerin ve bazi hemorajik ates viriislerinin
(6rnegin Ebola, Marburg ve Lassa) dogal yayiliminda rol
oynayabilir, ancak bu etkenlerin saglik tesislerinde hava yoluyla
yayilldigina dair kanitlar yetersizdir (Wong, 2022). Hantaviriisler
kemirgen digkisindan aerosolize oldugunda bulasabilse de
hantaviriis enfeksiyonunun saglik merkezlerinde kisiden kisiye
yayllmasina rastlanmamistir (Ferro & ark., 2024; Martinez, 2020;
Toledo & ark., 2022; Afzal & ark., 2023). Bunun yam sira saglik
calisanlar1 bulasict enfeksiyon etkenleri ile ¢alisirken Ulusal Mesleki
Giivenlik ve Saglik Enstitiisii (NIOSH) onayli solunum korumasi
kullanmalar1 tavsiye edilmektedir (Kiederer & arl., 2024). Aerosol
yoluyla Lassa viriisii bulasmasi laboratuvarda gosterilmis ve
Afrika'da saglik hizmetleriyle iliskili enfeksiyonlarda ispatlanmigtir
(Besson & ark., 2024; WHO, 2024). Gelismis iilkelerde hava yoluyla
yayilmasina rastlanmamaktadir (Bhatia & ark., 2024). Sar1 humma,
yliksek aerosol enfektivite potansiyeline sahip bir viral hemorajik
ates etkeni olarak kabul edilmektedir, ancak bu virlisiin saglik
bakimiyla iligkili bulasmasi tanimlanmamistir (WHO, 2024, Pan
American Health Organization, 2024). Viral hemorajik ates
hastaliklar1 6ncelikle enfekte kan ve viicut stvilarina dogrudan maruz
kalindiktan sonra ortaya c¢ikmaktadir. Damlacik 6nlemlerinin
kullanilmas1 bu hastaliklarin seyrinin erken donemlerinde bulagsmay1
onlemektedir (Hewlett, 2017). Bununla birlikte, bu viriislerin
hastaligin ilerleyen asamalarinda Oksiirik veya kusmadan
kaynaklanan damlacik iiretiminden sonra kalabilecek damlacik
cekirdeklerinde kalict olup olamayacagi bilinmemektedir (CDC,
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2024). Hastaligin erken donemlerinde negatif basingli oda kullanimi1
gerekli olmasada, daha sonra hastaneye yatis sirasinda kullanimi
ongoriilebilir. Mevcut CDC kilavuzlari, hemorajik atesi olan hastalar
icin negatif basingli odalar, ayrica hastada belirgin oksiiriik, kusma,
ishal veya kanama oldugunda bu odalara giren kisilerin HEPA
solunum cihazi kullanmasin1 6nermektedir (CDC, 2024). Yiiz
siperleri veya gozliikler, bu durumlarda potansiyel olarak aerosol
haline gelmis enfeksiydz materyale maruz kalmasini onlemeye

yardimc1 olacaktir.

Su
1. Suda Bulunan Hastaliklarin Bulasma Yollar

Saglik kurumlarindaki nemli ortamlar ve sulu ¢6zeltiler, su kaynakl
mikroorganizmalar i¢in rezervuar gorevi gorme potansiyeline
sahiptir. Uygun ¢evresel kosullar altinda, bir¢cok bakteri ve bazi
protozoalar aktif c¢ogalabilirler. Ayni1 ortamda uzun siire stabil
kalmaya devam edebilir ve ¢evresel agidan direngli formlarda
kalabilirler. Su kaynakl1 enfeksiyonlar dogrudan temas, su tiiketimi,
dolayli temasla bulagma, su kaynaklarindan yayilmis aerosollerin
solunmasi ve kontamine su aspirasyonu ile bulasabilmektedir. Ilk iig
bulas sekli genellikle gram negatif bakterilerin ve tiiberkiiloz dis1
mikobakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarla iligkilidir. Legionella
spp. ile kontamine olmus su kaynaklarindan iiretilen aerosoller,
genellikle solunum sistemine lejyonella bulasmasi icin bir arag
gorevi gortir.

2. Saghk Kurumlarinda Su ile Bulasan Hastahklar

Legionellosis

Legionellosis, Legionella spp.’nin sebep oldugu enfeksiyondur.
Ayrica Lejyoner (Legionnaires) hastaligi, zatiirree ile birlikte ¢cok
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sistemik bir hastaliktir (Flinders University, 2023). Nakanishi &
ark., 2023). Lejyoner hastaligi solunum yolu enfeksiyonu olmasina
ragmen, saglik hizmetleriyle iliskili vakalar1 6nlemeyi amaclayan
enfeksiyon kontrol Onlemleri, Legionella tiirlerinin  baslica
rezervuart olan suyun kalitesine odaklanir. Lejyonella su
aspirasyonu, dogrudan soluma veya su aeroseolleri ile bulagmaktadir
(CDC, 2024; American Society of Heating, 2020; Kistemann & ark.,
2024). Insanlarda Lejyonella enfeksiyonuna neden olan 14 tiir
bulunmaktadir. Bunladan en sik Legionella pneumophila
(enfeksiyonlarin% 90'1); L. micdadei, L. bozemanii, L. dumoffii, L.
longbeachii tiirleri ile karsilasilmaktadir (HHS Public Access, 2016;
Carlson & ark., 2020; Farina & ark., 2023). Lejyonella klinik olarak
Pontiac atesi, kalp, bobrek ve gastrointestinal tutulumuna eslik
edebilen ilerleyici pndmoniye neden olmaktadir (Humphreys & ark.,
2022). En riskli grubu bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar (or,
nakil hastalari, kanser hastalar1 ve Kkortikosteroid tedavisi alan
hastalar); Immiin sistemi baskilanmis hastalar (&r, cerrahi hastalar,
altta yatan kronik akciger hastalig1 olan hastalar ve diyaliz hastalari);
yash ve sigara i¢en hastalar olusturmaktadir (Matsuo & ark., 2024).

Son yillarda yapilan calismalarda, Lejyonella'nin toplum kokenli
pnomoni (CAP) etkenlerinden biri olarak 6nemi vurgulanmistir.
2022'de yapilan bir inceleme, Lejyonella'nin CAP'deki roliiniin
kiiresel Olcekte dagilimimi ele almis ve diinya genelinde bu
enfeksiyonun hastaneye yatis gerektiren pndmoni vakalarinda %4.6
oraninda bir orana sahip oldugunu belirtmistir. Bunun yani sira,
ABD'deki vakalarda yillik insidansin 8.000 ile 18.000 arasinda
degistigi ve toplum kokenli pndmoni oraninin %1 ile %5 arasinda
seyrettigi de bildirilmistir (Graham et al., 2022; CDC, 2022). Giincel
caligmalara gore, saglik hizmeti ile iliskili Lejyonella pnodmonisi
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vakalarinin 6liim orani1 daha yiiksek olmaya devam etmektedir.
2020'lerde yapilan arastirmalara gore, bu vakalarda 6liim orani %14
civarindayken, toplum kokenli pndmonide bu oran %10
civarindadir. Bununla birlikte, yillar i¢cinde 6liim orani genel olarak
azalmis ve gilinlimiizde erken tan1 ve tedavi ile 6liim oranlar1 daha
diisiik seviyelere inmistir. (Cooley & ark., 2020). Legionella spp.
Yaygin olarak dogal veya insan yapimi ¢esitli sulu ortamlarda
bulunabilmektedir (Chaudhry & ark., Weber & ark., 2024). Saglik
hizmeti tesislerinin su sistemlerinde diisiik veya saptanamayan
sayilarda yasayabilir (Challis, 2024). Sogutma kuleleri, evaporatif
kondansatorler, sicak icme suyun dagitim sistemleri ve yerel olarak
iretilen distile su, lejyonellanin ¢ogalmasimi saglayabilen
ortamlardir (Solomon, & ark., 2023). Baz1 hastane salginlarinda,
hastalar sogutma kuleleri, duslar, musluklar, solunum terapi
cihazlari ve oda hava nemlendiricileri tarafindan olusturulan
kontamine aerosollere maruz kalarak enfekte olmuslardir
(Finkelstein, 2024). Insan yapmmi sulu ortamlarda 25 © C- 42 ° C
arasindaki sicaklik, durgunluk, hareketsizlik Legionella'nin hiicre i¢i
biliyiimesini destekleyebilen baz1 serbest yasayan sucul amiplerin
varligi, Olgek ve sedimantasyon Legionella’nin ¢ogalmasini artiran
faktorler arasindadir (CDC, 2021). Bakteriler ortamdaki tek hiicreli
protozoalarin iginde ve insanlarda alveolar makrofajlar iginde
cogalabilmektedirler.

Diger Gram Negatif Bakteriyel Enfeksiyonlar

Igme suyunda bulunan diger gram negatif bakteriler de saglik
bakimiyla iliskili enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Musluk
suyunda klinik olarak 6nemli ve firsatg1 organizmalar arasinda

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp. Burkholderia cepacia,
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Ralstonia  pickettii,  Stenotrophomonas  maltophilia  ve
Sphingomonas spp. Bulunur. Enfeksiyon gelisiminde en biiyiik risk
altinda olanlar Immiin sistemi baskilanmis hastalardir. Bu bakteriyel
ajanlarla ilgili tibbi durumlar, solunum ve idrar yollarinin
kolonizasyunundan, pndémoni ve kan dolasimi bakteriyemisine
neden olabilecek derin ve yayilmis enfeksiyonlara kadar
degismektedir. Sonug olarak, tibbi bakimda musluk suyu kullanimi1
maruziyet riskini arttirmaktadir. Dogrudan hasta bakiminda,
cozeltiler icin bir seyreltici olarak, tibbi cihaz ve ekipman i¢in bir su
kaynagi olarak ve cihazin dezenfeksiyonunun son asamalari
sirasindakullanilmaktadir. Ayrica kolonize hastalar, 6zellikle nemli
ortamlarda bulunan vantilatéor gibi tibbi ekipmanlar igin bir
kontaminasyon kaynagi olarak da islev gorebilirler. Legionella
spp.'ye ek olarak, Pseudomonas tiirleri sudan tespit edilen ve klinik
olarak en 6nemli gram negatif patojenler arasindadirlar. Bu ve diger
non fermentatif gram negatif bakteriler minimum beslenme
gereksinimlerine sahipler. Cesitli fiziksel kosullara tolerans
gosterebilirler. Bakterilerin bu 6zellikleri patojenik etkileri igin
kritik oneme sahiptir. Bu organizmalarin ve diger su kaynakli gram
negatif bakterilerin yayilmasini dnleyici tedbirler arasinda el hijyeni,
eldiven kullanimi, bariyer 6nlemleri ve potansiyel olarak kirlenmis
cevresel rezervuarlarin elimine edilmesi yer almaktadir (Wu & ark.,
2023; Abdelaziz & ark., 2024).

Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlar: su ile dogrudan temas,
aerosol; suyun aspirasyonu, su spreyinin solunmasi ve islak ¢evre
ylizeylerinden saglik ¢alisanlar tarafindan bulastirilmaktadir (Lu &
ark., 2022). Klinik olarak septisemi, pnomoni (6zellikle ventilatore
bagli), kistik fibroz hastalar1 arasinda kronik solunum yolu
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, cilt ve yumusak doku
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enfeksiyonlari, yanik yara enfeksiyonlari, folikiilit, endokardit,
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari (menenjit ve apse), goz
enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlarina neden olmaktadir
(Karaca & ark., 2023). Saglik hizmeti verilen yerlerde igme suyu,
distile su, musluk suyu ile kontamine olmus antiseptik ¢ozeltiler,
lavabolar, hidroterapi havuzlari, jakuzi ve jakuzi kaplicalari, su
banyolari, litotripsi terapi tanklari, diyaliz suyu, g6z yikama
istasyonlar1, ¢igek vazolart ve kanallarda artik kalan nemli
endoskoplar pseudomonasin c¢evresel kaynaklari arasinda yer
almaktadir (Karaca & ark., 2023). Pseudomonaslar toplumda
cevresel kaynakli olarak kirli suda depolanan ila¢ enjeksiyon
ekipmanlar1 arasinda da bulunabilmektedir (Camelo & ark., 2023).
Yogun bakim iinitesi hastalari, nakil hastalari, nétropenik hastalar,
yanik tedavisi ve hidroterapi hastalari, maligniteli hastalar, kistik
fibrozis hastalari, altta yatan tibbi rahatsizliklar1 olan hastalar ve
diyaliz hastalar1 en yiiksek risk altindaki hasta gruplarin
olusturmaktadir (Chen & ark., 2021).

Nemli ortamlarda cogalabilen iki ilave gram negatif bakteriyel
patojen Acinetobacter spp. ve Enterobacter spp.’dir (Mada. & ark.,
2023; Yan & ark., 2024; Ferry & ark., 2020). Her iki cinse de
saglikla 1ilgili kolonizasyondan, kan dolasimi enfeksiyonlari,
zatiirree ve tibbi olarak zarar gérmiis hastalar arasinda, 6zellikle
YBU'lerde ve yamk terapi {initelerindeki idrar yolu
enfeksiyonlarindan sorumludur (Ferry & ark., 2020; Ben-Chetrit &
ark., 2018). Acinetobacter spp.min neden oldugu enfeksiyonlar
onemli bir klinik sorununu temsil eder. Acinetobacter bakteriyemisi
ile iligkili oliim oranlar%]16-%55'tir. Acinetobacter spp. ve
Pseudomonas spp. Enfeksiyonlarinin neden oldugu pndémoni orani
%71 lere varmaktadir.
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Coklu ilaca direngli, 6zellikle tigiincii kusak sefalosporinlere direngli
Enterobacter tiirleri morbidite ve mortalitenin artmasina neden

olmaktadir.

Tablo 3. Saghk kurumlarinda su ve nemli ortamlarla iliskili diger
gram negatif bakteriler (CDC,2023)

Bakteri kontamine olmus bulasici gevre aract
Distile su
Kontamine olmus ¢ozeltiler ve dezenfektanlar
Dializ makineleri

Burkholderia -
cepacia Nebulizerler
P . Su banyolari
Oziinde-kontamine gargara
Ventilator sicaklik problari
Distile su
Kontamine olmus ¢ozeltiler ve dezenfektanlar
Stenotrophomonas ialvsi Kineleri
maltophlia, Sphingomonas Dialysis maxineter
' Nebulizeeler
Spp. Su

Ventilator sicaklik problari
Fentanil ¢ozeltileri

o . Klorheksidin
Ralstonia pickettii Distilled su
Kontamine solunum terapi ¢ozeltisi
: Icme suyu
Serratia > -
marcescens Kontamine antiseptikler

Kontamine dezenfektanlar
Nemi toplayan tibbi ekipmanlar
Acinetobacter spp. Oda nemlendiricileri
Cevre yiizeyleri
Nemlendirici su
Intravendz sivilar
Steril olmayan pamuklu swaplar
Ventilatorler
Bir emme makinesindeki kauguk borular
Kan gazi analizorleri

BMC Infectious Diseases, 2023; Pathogens, 2024). Ozellikle yogun
bakim {intelerinde bulunan Tibbi ekipmanin yapist ve ve bu

Enterobacter spp.

ekipmanla iligkili nem nedeniyle cihazlarin Acinetobacter ve
Enterobacter ile cevresel kontaminasyonu onemlidir (Morhart &
ark., 2023; Sartelli & ark., 2024). Saglk bakimiyla iligkili bu
organizmalarin ve S. marcescens'in yayilmasi el transferi yoluyla
dogrudan iliskilidir. Ozellikle Enterobacter spp. saglik calisanlart
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tarafindan hastalara yayilmaktadir (Hajar & ark., 2019).
Acinetobacter spp. bazi calismalarda saglik c¢alisanlarinin% 4-
33'liniin ellerinden izole edilmistir. Acinetobacter’in hastalarin
cildinden saglik calisanlarinin ellerine bulastigi, deneysel olarak
gosterilmistir  (Frontiers ~ Publishing  Partnerships,  2023).
Acinetobacter enfeksiyonlar1 ve salginlari, diisiik kalitede suyun
(6rn, musluk suyunda bir ventilatér devresinin durulanmasi)
kullanildig1 ekipman ve tibbi malzemeler (6rn, vantilatorler, soguk
sis nemlendiriciler, buharlastiricilar ve sis ¢adirlar1) ile
iligkilendirilmektedir (Kallet, 2019). El hijyenine siki sikiya baglh
kalmak, hem Acinetobacter spp. Hem de Enterobacter spp.'in
yayillmasint Onlemeye yardimci olmaktadir (Castanheira & ark.,
2023). Acinetobacter, kolonize veya enfekte olmus hastalarin
yakininda kuru yiizeylerde de (Orn, yatak raylari, tezgahlar,
lavabolar, yatak dolaplari, yatak takimlari, zeminler, telefonlar ve
tibbi cizelgeler) tespit edilmistir; bu tiir kontaminasyon, sikca
dokunulan yiizeylerin 6zel problemidir (Bereanu, 2024).

Nontiiberkiiloz Mikobakterilerden Kaynaklanan Enfeksiyonlar

Non-tiiberkiiloz Mycobacteriler (NTM), i¢gme suyunda yaygin
olarak bulunan aside dayanikli basillerddir. NTM hem saprofitik
hem de firsat¢1 organizmalar igerir. Birgok NTM nin patojenitesi
diistiiktiir ve klinik olarak hastaligin arttirilmasi i¢in konagin
bagisiklik sisteminin zayiflamast gerekmektedir. NTM ile iligkili en
yaygin enfeksiyonlara erigkinlerde akciger hastali§i, ¢ocuklarda
servikal lenf nodu hastaligi, cilt, yumusak doku ve kemik
enfeksiyonlari, immiin sistemi baskilanmis hastalarda yaygin olarak
rastlanmaktadir (Bents & ark., 2024).
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Ozellikle immiinokompetan kisilerde NTM enfeksiyonunun kisiden
kisiye bulagmasi gériilmemektedir. Hastalarda ¢ok sayida organizma
bulunmasina ragmen hastalarin yakin temaslar1 kolayca enfekte
olmamaktadir (Kuczynski & Griffith 2023). NTM, suyla baglantili
tim tasinma yollar1 ile yayilabilmektedir. Saglik bakimiyla iliskili
klinik enfeksiyonlarin yani sira saglik kurumlarinda, kontamine su
ve buz tiiketimi, aerosollerin solunmasi hastalarda NTM
kolonizasyonuna neden olabilmektedir. Kolonizasyon sonrasi
bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde enfeksiyon meydana
gelmektedir. Hicbir klinik belirtisi olmayan hastalarda balgam
kiiltiirii pozitif olabilir. Hasta prosediirleri ve numune toplama
sirasinda ve cihazin yeniden isleme isleminin son adimlarinda
musluk suyunun kullanilmasi, NTM kontaminasyonu sahte
salginlarina neden olabilmektedir (Bents & ark.,, 2024).
Mycobacterium chelonae, M. gordonae ve M. xenopi‘nin neden
oldugu NTM pseudo salginlar1 hem bronkoskopi hem de
gastrointestinal endoskopi ile iligkilendirilmistir (Meena & ark.,
2024).

NTM, her ortamdan izole edilebilmektedir. Bazt NTM tiirlerinin
(6rn, Mycobacterium xenopi) 45 ° C sicakligr olan suda hayatta
kalabildigi ve sicak su musluklarindan izole edilebildigi
belirtilmistir ki bu durum hastanelerin sicak su sicakligini diistiren
sistemler i¢in bir sorun teskil edebilmektedir. Diger NTM (6rn,
Mycobacterium kansasii, M. gordonae, M. fortuitum ve M.
chelonae), yiiksek sicakliklara tolerans gosteremez soguk su hatlari
ve musluklartyla daha sik iliskilidirler (Oda & ark., 2020).

NTM'nin klora kars1 direnci yiiksektir; muslukta bulunan 0.05-0.2
mg / L (0.05-0.2 ppm) serbest klor konsantrasyonlarini tolere

edebilirler (Flight & ark., 2020). Koliformlara kiyasla klorlara kars1
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20-100 kat daha dayaniklidirlar; yavas biiyliyen NTM suslari
(6rnegin, Mycobacterium avium ve M. kanasii), hizli biiyliyen
NTM'ye kiyasla, klorun etkisizlestirmesine karsi daha direngli
goriinmektedirler. Yavas iireyen NTM tiirleri, formaldehit ve
glutaraldehit'e bir miktar diren¢ gostermislerdir. Bu da
hemodiyalizorlerin yeniden kullanimi i¢in problem yaratmaktadir.
NTM'nin sivi yiizeylerin arayiizlerinde (6rn, su borularinin ig
ylizeyleri) biyofilm olusturma yetenegi, organizmalarin kimyasal
etkisizlesmeye karsi direnci, bilylimesi ve ¢ogalmasi i¢in bir mikro
ortam saglamaktadir (CDC, 2023, Frontiers in Microbiology, 2023).

Cryptosporidiosis

Cryptosporidium parvum normal konaklarda kendi kendini
sinirlayan  gastroenterite sebep olan ancak immiin sistemi
baskilanmis kisilerde hayati tehlikesi olan ciddi hastaliklara neden
olabilen bir protozoa parazittir. Ik olarak 1976 yilinda bir insan
patojeni olarak tanimlanan C. parvum, insan veya hayvan kaynakli
fekal kontaminasyondan sonra dogal ve i¢me sularda
bulunabilmektedir (Immunodeficiency UK, 2023).

Cok az miktarda C. parvum oocyst ile kontamine olan igme suyunun
icilmesi ile iliskili saglik riskleri bilinmemektedir. Bagisiklik sistemi
baskilanmis kisilerin, immiin sistemi normal olan kisilere gore diisiik
dozdaki ookistlere kars1 duyarli olup olmadiklar1 heniiz belirsizdir.
Yapilan caligmalarda, hayvan kaynakli farkli Cryptosporidium
tirlerine ait ookistlerin saglikli goniilliilerde enfeksiyona neden
oldugu ve insanlar i¢in  bulasiciliklarinda  degisiklik
gosterebilecegini gostermektedir (Hawaii Department of Health,
2023). Oosit'ler, oOzellikle kalin c¢eperli olanlart g¢evreye
dayaniklidirlar, ancak dogal su kosullarinda hayatta kalma durumlari
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yeterince anlasilmamistir. Laboratuvar kosullarinda, bazi oositler
aylarca sogukta (5 ° C) yasay1p ve bulasici kalabililer. igme sulari ile
yapilan g¢alismlaarda Cryptosporidium oosit'lerinin siklig1 dikkat
cekicidir. Oositler igme suyunu aritmak i¢in kullanilan yaygin
dezenfektanlara (6rn, klor) karst olduk¢a direngliler bu yiizden
suyun filtrasyonu bulagsma riskinin azaltilmasinda, 6nemlidir.
Koagiilasyon-flokiilasyon ve sedimantasyon, filtrasyon ile birlikte
kullanildiginda, oositlerin sayisinda yaklasik olarak 2.5 logl0
azalma saglayabilir. Bununla birlikte, salginlar hem filtrelenmis hem
de filtrelenmemis icme suyu sistemleriyle iligkilendirilmistir (6rn,
Milwaukee, Wisconsin'deki 400.000 kisiyi etkileyen 1993
patlamasi). Tiiketilen suda oositlerin varligi, enfeksiyon olusmasinin
mutlak bir gostergesi degildir. Ayni zamanda tespit edilebilir
oositlerin olmamasi ise enfeksiyonun gerceklesmeyecegini garanti
etmez. Saglik bakimuiyla iliskili Cryptosporidium salginlar1 6ncelikle
yasli hasta gruplar1 ve immiin sistemi baskilanmis kisiler arasinda
tanimlanmistir (Nascimento & ark., 2020; Rossi & ark., 2024).

Hasta bakim alanlarinda su i¢in en yaygin kullanim noktalar
lavabolar, musluklar, havalandiricilar, duslar, tuvaletler; géz yikama
istasyonlar1 ve 6zellikle laboratuvarlarda bulunan armatiirlerdir. Bu
armatiirlerin  agagidakilere hizmet etme potansiyeli patojen

mikroorganizmalar ic¢in bir rezervuar oldugu uzun zamandir
bilinmektedir (Hanlin & ark., 2023; Kanamori & ark., 2016).

Islak ylizeyler ve aerosol lretimi mikroplarin ¢ogalmasini ve
dagilmasini kolaylastirmaktadir. Kullanim noktas1 armatiirlerinden
aerosol tiretimi ile iligkili risk seviyesi degismektedir.

Tablo 4. Su kullanim noktalarindaki patojenlerin kaynagi ve bulas
yollart (WHO,2023)
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Rezervuar iligkili patojenler Bulasma
. Pseudomonas,gram-negative bacteria,
Icme suyu Temas
NTM
[cme suyu Legionella Aerosol
¢ Y g solunmasi
Kutsal su Gram-negatif bakteri Temas
Diyaliz suyu Gram-negatif bakteri Temas
Otomatik endoskop . .
durulama suyu Gram-negatif bakteri Temas
Pseudomonas, Burkholderia,
Su banyolar1 ] Temas
/Acinetobacter
. . Pseudomonas, Enterobacter,
'Tub immersion . Temas
Acinetobacter
Buz ve Buz NTM, Enterobacter, Pseudomonas, Ag1z yoluyla,
makineleri Cryptosporidium Legionella Temas
Musluk Legionella Aerosol
havalandiricilar g solunmasi
Musluk Pseudomonas, Acinetobacter, Temas,
havalandiricilar Stenotrophomonas, Chryseobacterium  |damlacik
Lavabo Pseudomonas Temas,
damlacik
Duslar Legionella Aerosol
solunmast
Dis linitesi su hatlari Pseqdomonas, Legl_onella, Temas
Sphingomonas, Acinetobacter
Termodiliisyon
kateterleri icin buz  [Ewingella, Staphylococcus Temas
banyolari
Dekoratif ¢esmeler  |Legionella Aerosol
solunmasi
.GOZ yikama Pseudomonas, amoebae, Legionella Temas
istasyonlari
Tuvaletler Gram-negatif bakteri n/a
Cicekler Gram-negatif bakteri, Aspergillus n/a

Dus basliklar1 ve havalandiricilardan kaynaklanan aerosoller,

ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin  bulundugu

alanlarda Lejyoner hastalig1 da dahil olmak iizere bircok sayida

gram-negatif bakteri kolonizasyonu ve enfeksiyon kiimeleriyle
iliskilendirilmistir (Hanlin & ark., 2023; Kanamori & ark., 2016).
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Su sisteminde Legionella pneumophila bulundugunda hastane
duglarim1  kullanan bagisiklik sistemi glicli  kisilerde klinik
enfeksiyona rastlanmamaktadir. Musluk havalandiricilariyla iliskili
salginlarin seyrekligi nedeniyle cihazlarin dezenfeksiyonu veya
genel kullanimdan kaldirilmast  konusunda  fikir  birligine
varilamamistir. Yiiksek riskli hasta bakim alanlarinda enfeksiyon
kiimeleri veya kolonizasyonlar meydana gelirse, havalandiricilarin
temizlenmesi ve dekontamine edilmesi Onerilmektedir. ASHRAE,
Legionella kontrol 6nlemlerinin bir pargasi olarak yiiksek riskli hasta
bakim alanlarindaki havalandiricilarin temizlenmesini ve aylik
dezenfeksiyonunu 6nermektedir (American Society Guideline,
2000). Tuvalet sifonuyla birlikte acrosoller olugsada, bu aerosollerin
dogrudan enfeksiyon tehlikesi olugturduguna dair epidemiyolojik bir
kanit bulunmamaktadir (Bartley & ark., 2016; Gerba, Yao & ark.,
2024).

Su Bazh Mikrobiyal Kontaminasyonu Kontrol Etme
Stratejileri

Saglik kurumlari, su sistemlerinin kirlenmesi sonrasinda iyilestirme
onlemleri olarak tamamlayici aritma yontemlerini kullanmanin yani
sira, bazen su kaynakli mikroorganizmalar siirekli olarak kontrol
etmek igin 6zel Onlemler kullanirlar. Bu onlemler ¢ogunlukla
lejyonellozis salginlar1 ve sonrasinda lejyonellay1 kontrol altina alma
cabalariyla iliskilendirilir, ancak bazi tesisler termofilik NTM'yi
daha iy1 kontrol altina almak i¢in ek onlemler de denemektedirler
(ASHRAE, 2020; Healthcare Facilities Today, 2024).

Hem soguk hem de sicak su sistemleri i¢in birincil dezenfektan
klordur. Ancak, tankta uzun siire kalmas1 ve yiiksek su sicakligi
nedeniyle sicak su tanklarinda klor kalintilarinin diisiik olmas1 ya da

hi¢ olmamasi beklenir. Ozellikle tankin dibinden ¢gamuru temizleyen
31—



yikama su sistemleri en etkili aritimi saglar. Sogutma kulelerinin
dezenfekte edilmesindeki durumun aksine, igme suyu sistemleri i¢in
ayni yontemler uygulanmamaktadir, ancak belirli miidahale
stratejileri bulunmaktadir. fcme suyu sistemlerinin
dezenfeksiyonuna yonelik temel yaklagimlar, 71°— 77°C sicakliklar
kullanilarak 1siyla yikama, hiperklorlama ve sicak su tanklarinin
fiziksel temizligidir (Saadi & ark 2022). I¢gme suyu sistemleri
kolayca yeniden kolonize olur ve siirekli miidahale gerektirebilir.
Sicak su sistemlerinin Legionella spp kaynagi olarak tanimlandigi
bazi hastaneler, sistemlerinde acil dekontaminasyon islemini darbeli
termal dezenfeksiyon/asirt 1sitma veya hiperklorlama yoluyla
gerceklestirmektedir. Organizmalart 1s1 ve klorun biyosidal
etkilerinden koruyan kireg ve tortu birikimlerini ortadan kaldirmaya
yardimci  olmak icin ek Onlemler gerekebilmektedir. Su
sistemlerinde lejyonellalar1 kontrol altina almak ve yok etmek i¢in
alternatif yontemler (suyun klor dioksit, agir metal iyonlari, ozon ve
UV 15181 ile aritilmasi) laboratuvar ve calisma kosullarinda
lejyonellalarin biliylimesini sinirlamistir (Saadi & ark., 2022).

Saghk Kurumlarinda Cevrenin Mikrobiyal Stratejileri

Saglik kurumlarinda ¢evrenin mikrobiyolojik Orneklemesinde,
enfeksiyon kontrolii, laboratuar uzmanlar1 ile birlikte, saglik
kurumunun Ornekleme yapma yetenegini degerlendirmeli ve

hizmetlere ne zaman ihtiya¢ duyuldugunu belirlemelidir.

Hava, su ve cansiz ylizeylerin mikrobiyolojik 6rneklemesi (yani
cevresel Ornekleme) protokol, analiz ve yorumlamada birgok
degisken tarafindan karmasiklastirilan pahali ve zaman alic1 bir
islemdir. Bu nedenle sadece dort durum i¢in endikedir (Fontana &
ark., 2024; Thompson & ark., 2023). Birincisi, ¢evresel rezervuarlar
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veya fomitler hastalik bulasmasinda epidemiyolojik olarak ortaya
ciktiginda, bir enfeksiyon salgiminin arastirilmasinmi desteklemektir
(Gold, & ark., 2022). Bu tiir kiiltiiriin epidemiyolojik verilerle
desteklenmesi Onemlidir. Cevresel Ornekleme, tiim laboratuvar
testlerinde oldugu gibi, elde edilen sonuglar1 yorumlama ve etkileme
icin bir plan yoksa yapilmamalidir. Cevresel orneklerden gelen
mikroorganizmalarin  klinik  izolatlarla  birlikte =~ Molekiiler
epidemiyoloji ile baglantili olmasi ¢cok énemlidir. Ikinci durum ise
hangi c¢evresel Orneklemenin garanti altina alinabilecegini
aragtirmaktir. Iyi tasarlanmis ve kontrollii deneysel ydntemler ve
yaklagimlar, saglik bakimiyla iligkili hastaliklarin yayilmast
hakkinda yeni bilgiler saglayabilir. Uciincii endikasyon, potansiyel
olarak tehlikeli bir ¢cevresel durumu izlemek, tehlikeli bir kimyasal
veya biyolojik ajan varligint onaylamak, tehlikenin basarili bir
sekilde azaltilmasim1 onaylamaktir. Bu tiir endikasyonlar saglik
bakim ekipmanmin c¢alismasindan salinan biyoerosolleri tespit
k1213 ¢

ortamda biyo-terérizm ajaninin salinimini tespit etmek ve etkisiz

etmek, tehlikeyi iceren onarimlarin basarisini belirleme

hale getirilmesini belirlemek, endiistriyel hijyen veya giivenlik
amacli numune izlenmesi i¢in kullanilabilir. Dordiincii gosterge
kalite giivencesi i¢indir. Ayrica enfeksiyon kontrol uygulamasinda
degisikligin etkilerini degerlendirmek, ekipman ve sistemlerin
beklenen sonuglara gore performans gostermesini saglamaktir.
Kalite giivencesi amaciyla herhangi bir drnekleme, ses drnekleme
protokollerini takip etmeli ve uygun sekilde secilmis kontrollerin
kullannmiyla sasirtic1 faktorleri ele almahidir. Tek bir cevresel
numuneden elde edilen sonuclarin referans veya perspektif cergevesi

olmadan yorumlanmasi zordur. Enfeksiyon kontrol
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uygulamasindaki degisimin degerlendirmesi, genellikle etkinin

siirlt bir siire zarfinda, 6l¢iilecegi varsayimina dayanmaktadir.

Sonug¢

Kalite gilivencesi i¢in Orneklemede, olumsuz bir sonu¢ olmadan,
genigletilmis bir sekilde Ornekleme yapmak, genellikle dogru
degildir. Istisna olarak, cevresel enfeksiyon kontrol &nlemlerindeki
kirilmalar  kalitatif olarak tespit etmek i¢in biiyiilk ingsaat
donemlerinde hava oOrneklemesi yapilabilir. Saglkla iligkili
aspergilloz salgini incelemesinin bir parcasi olarak baglayan bir
caligmada, yakindaki bir binanin ingaati sirasinda hastane kapilarinin
ve pencerelerin kapatilmasinin etkinligini degerlendirme ¢abalartyla
Aspergillus sporlarin havadaki konsantrasyonlart 6l¢iilmiistiir.
Kalite glivence programinin bir pargasi olarak dnerilen rutin ¢evresel
mikrobiyolojik ornekleme tiirleri; bakteriyel sporlar kullanilarak
sterilizasyon islemlerinin  biyolojik izlenmesi, hemodiyaliz
uygulamalarinda kullanilan suyun aylik kiiltiirlenmesidir (Duke
Center for Antimicrobial Stewardship and Infection Prevention,
2022).

Biyolojik kontaminantlar havada aerosol olarak olusurlar ve bakteri,
mantar, viriis ve polenleri icerebilirler (Sartelli & ark., 2023).
Aerosoller havada asili, kati veya sivi partikiiller olarak
tanimlanirlar. 5 dakika boyunca konusmak ve her bir okstirtik 3.000
damlacik ¢ekirdegi olusturabilir; hapsirma yaklasik 40.000 damlacik
iretebilir, bu damlaciklar daha sonra buharlasip 0.5-12 pum
boyutlarinda partikiillere doniisiirler. Biyolojik bir aerosol igindeki
parcaciklar genellikle <1 pm ila >50 pm arasinda degisir. Bu
parcaciklar, birka¢ bakteriyi i¢eren topaklar seklinde veya tekli,

serbest bir organizmadan olusabilirler. Ayrica toz kiimeleri,

34—



kurutulmus organik veya inorganik madde igerebilir. Bakteriyel
hiicrelerin ve virlislerin bitkisel formlar1 havada bakteriyel
sporlardan veya mantar sporlarindan daha az sayida bulunabilir. Bir
biyoerosol i¢indeki mikroorganizmalarin hayatta kalmasin
belirleyen faktorler slispansiyon ortami, sicaklik, bagil nem, oksijen
hassasiyeti, UV veya elektromanyetik radyasyona maruz kalma
oranidir (Zinke & ark., 2024; Zhang & ark., 2024).

Birgok bitkisel hiicre, koruyucu ortii olmadig: siirece havada uzun
slire yasayamaz. Kurumay1 onleyen patojenler (6rn; Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. ve fungal sporlar) uzun siire hayatta
kalabilir ve 6nemli mesafelerde hava yoluyla tasinabilir ve canli
kalabilirler. Ayni1 zamanda yiizeylere yerlesebilir ve belirli
faaliyetler sirasinda (0rn; siiplirme ve yatak yapma) ikincil aerosoller
olarak tekrar havalanabilirler (Zinke & ark., 2024).

Mikrobiyolojik hava orneklemesi, ic ortamdaki
mikroorganizmalarin veya partikiillerin sayilarimi ve tiirlerini
belirlemek i¢in gerektiginde kullanilir. Bununla birlikte, hava
kalitesi standartlarinin olmamasi nedeniyle, kalite kontrol i¢in hava
orneklemesi sorunludur. Havadaki Aspergillus spp. sporlar
notropenik hastalar i¢in risk teskil edebilmesine ragmen, aspergilloz
salginlarinin ortaya ¢ikmasinda beklenen bu sporlarin kritik sayist
tanimlanmamugstir. Saglik uzmanlari, belirli zamanlarda i¢ hava
kalitesini gosteren hava ornekleme sonuglarinin gesitli faktorlerden
etkilenebilecegini vurgulamaktadir. Bunlar kapali ortam, tesise giren
ziyaretgiler, sicaklik, giin veya yilin zamani, bagil nem, partikiillerin
veya organizmalarin nispi konsantrasyonu ve hava isletim sistemi
bilesenleri sayilabilir. Havadaki bakteriler, mantarlar ve partikiilleri
stvilarda sikisma, kati  ylizeylerde yogunluk, sedimentasyon,

filtrasiyon, santrifiijleme, elektrostatik persipitasyon ve termik
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precipitasiyon yontemleri ile tanimlanabilmektedir (Rastmanesh &
ark., 2024).

Saglik kurumlarinda su 6rneklemesi, bir tesisin dagitim sistemindeki
bitmis suyun kalitesini belirlemek i¢in kullanilir ve su kaynakli
patojenlerin tespiti i¢in klinik dneme sahiptir. Bir saglik tesisinde
suyun rutin test edilmesi genellikle gdsterilmemistir, ancak salgin
arastirmalarin1 destekleyen ornekleme, uygun enfeksiyon kontrol
onlemlerinin belirlenmesine yardimci olabilir. Su 6rneklemesi yapan
saglik tesisleri, numunelerini belirlenmis yontemleri ve kalite
giivence protokollerini kullanan bir laboratuvarda test etmelidir. Su
ornekleri ortam sicakliginda “statik ornekler” degildir; Tasima
sirasinda hem sayilarda hem de mikrobiyal popiilasyon tiirlerinde
potansiyel degisiklikler meydana gelebilir. Sonug¢ olarak, su
numuneleri test laboratuarina soguk olarak gonderilmelidir (4 © C)
ve numuneler toplandiktan sonra miimkiin olan en kisa siirede
(tercihen 24 saat icinde) test yapilmalidir. Saglik tesislerinde su
orneklemesinin ¢ogu, tesisin dagitim sisteminden bitmis suyun test
edilmesini igerdiginden, toplanan numunedeki kalinti kloru veya
diger halojeni notralize etmek igin bir indirgeyici madde (Na2S203)
eklenmelidir. Su, yliksek seviyelerde agir metaller iceriyorsa,
numuneye bir kenetleme (calatlama) maddesi eklenmelidir.
Toplanacak minimum su hacmi, belirtilen tiim analizleri
tamamlamak icin yeterli olmalidir; 100 mL, uygun bir minimum
hacim olarak kabul edilir. Her zaman steril toplama ekipmani
kullanilmalidir. Saglik hizmeti ortamlarinda rutin cevresel yiizey
orneklemesi ne uygun maliyetli ne de garantilidir (Stuckey & ark.,
2020; Kumar & ark., 2019). Belirtildigi zaman, yiizey 6rneklemesi
dikkatli bir sekilde ele alinan eylem ve politika planlarina bagh
olarak multidisipliner bir onayla yapilmalidir.
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BOLUM II

Kizamik Virusu

Mehmet KARABEY!

1.Genel Bilgiler

Kizamik  (rubeola)  virusu, Paramyxoviridac ailesi ve
Orthoparamyxovirinae alt ailesindeki Morbillivirus cinsinin bir
iyesidir

(https://ictv.global/taxonomy/taxondetails?taxnode_id=202101616)
. Virion, 100 ila 250 nm arasinda degisen boyutlarda, zarfli ve
pleomorfiktir. Alt1 yapisal protein (N, P, M, F, H ve L) ve iki yapisal
olmayan protein (V ve C) olmak {izere sekiz adet proteini kodlayan
alt1 geni igeren yaklasik 15.900 niikleotitlik bir genoma sahip, tek
sarmalli, segmentlere ayrilmamis, negatif polariteli bir RNA
viristidiir(Sekil 1) (Dunn et al., 2020). Hemaglutinin (H), baglanma
icin duyarli hiicrelerde viriis reseptorii ile etkilesir ve fusion (F),
baglanma ve giris icin H ve hiicre zar1 ile etkilesir. F, enfeksiy6z
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viriisler i¢in disilfit bagli F1-F2 fusion-aktif formuna hiicresel
proteazlar tarafindan islenmesi gereken bir Oncii olarak firetilir.
Helisel riboniikleokapsid, niikleokapsid (N) proteininin genetik
RNA ile sarilmis hali ile fosfoprotein (P) ve biiyiik polimeraz (L)
proteinleri tarafindan takip edilerek olugur. Matris (M) proteini,
riboniikleokapsit ve glikoprotein kuyruklart ile viriisiin birlesmesi
icin etkilesir. C ve V, enfeksiyona karsi hiicre yanitin1 diizenleyen
ve IFN sinyallemesini modiile eden P geninde kodlanan yapisal
olmayan proteinlerdir. V proteini, RNA helikaz MDA5'in
aktivasyonunu  PP1  araciligiyla CARD  etki  alaninin
defosforilasyonunu engelleyerek ve IFN indiiksiyonunu engellemek
icin IkB kinaz a ile engelleyerek ve Statl/2 ile etkilesime girerek
engeller. C proteini, viral RNA sentezini ve hiicre icinde viriis
tespitini azaltmak icin defektif interferans (DI) RNA iiretimini
diizenleyerek, viral RNA sentezini diisiiriir (Griffin, 2018).

Fusion protein A\ w\'““""“m.,é
@ ~ i f.———-N ucleoprotein
Haemagglutinin g a g '

1 (Y |CI~
S Phosphoprotein
&,,,
Vi ”"mu‘ \» Large protein
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Sekil 1. (a) kizamik viriisiiniin sematik gosterimi. (b) Kizamik

VIFUSt genomu.
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Kizamik virusu, B ve T lenfositleri, monositler, endotel ve epitel
hiicrelerini hedefler ve bir viriis susunda ve H proteini tarafindan
belirlenen hiicre tipine dzgii bir sekilde ¢oklu reseptorler kullanir. Ug
reseptor tanimlanmigtir: membran kofaktér proteini veya tiim
cekirdekli hiicrelerde bulunan bir tamamlayici diizenleyici protein
olan CD46 (Doérig, Marcil, Chopra, & Richardson, 1993; Naniche,
Wild, Rabourdin-Combe, & Gerlier, 1993); aktive edilmis bagisiklik
hiicreleri iizerinde bulunan sinyal lenfositik aktivasyon molekiilii
(SLAM) veya CD150 (Tatsuo, Ono, Tanaka, & Yanagi, 2000); ve
epitelyal hiicrelerde bulunan ¢ocuk felci viriisii reseptdrii 4 veya
nektin 4 ile ilgilidir (Noyce et al., 2011).

Kizamik  virusunun  molekiiler  epidemiyolojisi,  salgin
aragtirmalarinin 6nemli bir bilesenidir ve dolasimdaki vahsi tip
kizamik suslarinin siirveyansi i¢in kullanilir. Vahsi tip kizamik
viriisleri, viral genomdaki en degisken genler olan hemaglutinin (H)
ve niikleoprotein (N) genlerinin niikleotit dizilerine gore 24 genotip
iceren sekiz simifa (A-H) ayrilmistir. Her genotip i¢in, genellikle o
grubun bilinen en eski viriis izolat1 olan genetik analizde (filogenetik
analiz) kullanilmak tizere bir referans sus belirlenir. Bir genotip
i¢inde birden fazla farkli genetik soy olabilir. Bu siniflar i¢inde, A,
B1, B2, B3, C1, C2, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, E,
F, G1, G2, G3, H1 ve H2 ve 1 gecici genotip D11 olmak iizere 24
genotip tanimlanmistir (https://www.cdc.gov/measles/lab-
tools/genetic-analysis.html; Rota et al., 2011).

2. Yasam Dongiisii
2.1. Hiicre Girisi
Kizamik virusunun hiicre yiizeyine ilk baglanmasina, trimerik F

proteininin konformasyonel degisimini ve ardindan zar fiizyonunu
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ve viral RNP ¢ekirdeginin sitoplazmaya verilmesini tetikleyen hiicre
ylizeyi reseptorleri ile etkilesim yoluyla tetramerik H proteini
aracilik eder. (Brindley, Takeda, Plattet, & Plemper, 2012; El Najjar,
Schmitt, & Dutch, 2014). Morbillivirusun H proteinlerine benzer
sekilde, kizamik virusunun H proteini sialik asidi baglayamaz ve
ndraminidaz aktivitesinden yoksundur; bu nedenle HN degil H
olarak adlandirilir (Y. Jiang, Y. Qin, & M. Chen, 2016). Yabani tip
kizamik virus suslar1 i¢in birincil reseptorler CD150/SLAM ve
nektin-4/PVRL4'tiir ve baz1 laboratuvara uyarlanmis ve as1 suslari
da CD46'ya baglanir. Ek olarak, F proteini, enfekte olmus hiicrelerin
komsu hiicrelerle fiizyonu i¢in kritiktir, bu da sonunda kizamik virus
ve diger bir¢ok paramiksovirusun ayirt edici 6zelligi olan "sinsitya"
olarak adlandirilan ¢ok cekirdekli hiicre olusumuyla sonuglanir
(Yanliang Jiang, Yali Qin, & Mingzhou Chen, 2016; Miihlebach et
al., 2011; Tatsuo et al., 2000).

2.2. Transkripsiyon ve Cogaltma

Kizamik virusu, diger tiim paramiksoviriislerin temel 6zellikleri olan
gen sirasini ve transkripsiyon stratejisini paylasir (Dutch, 2008;
Whelan, Barr, & Wertz, 2004). Hiicre girisini takiben, genomik
RNP' ler sitozole salinir ve kapsidasyona alinmis viral RNA, hem
transkripsiyon hem de replikasyon i¢in RdARP kompleksinin bir
sablonu olarak hizmet eder (Cox & Plemper, 2015). Transkripsiyon,
genomun 3' ucunda baglar ve viral genler, siral1 bir "durdur-baslat"
mekanizmasiyla 3' ila 5' yoniinde kopyalanir. Kizamik virusu, diger
tim paramiksoviriislerin temel ozellikleri olan gen sirasin1 ve
transkripsiyon stratejisini paylasir (Dutch, 2008; Whelan et al.,
2004). Yeni sentezlenen viral mRNA'lar, konak ¢eviri makinesi
kullanilarak viral proteinlere gevrilir. Negatif iplikli genom ayni

zamanda, aymi viral RNA polimeraz yoluyla daha fazla genom
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iireten tiim genomun tamamlayici bir kopyasi olan pozitif iplikli bir
anti-genomun sentezlenmesi i¢in de kullanilir. Replikasyon
sirasinda, yeni sentezlenen genomik RNA, viral transkripsiyon ve
replikasyon i¢in sarmal bir sablon saglamak {izere N proteini ile
sikica sarilir. Transkripsiyondan replikasyona gegisin mekanizmasi
belirsiz kalsa da kanitlar N proteinlerinin birikiminin bunun igin
kritik oldugunu gostermektedir (Sekil 2) (Y. Jiang et al., 2016).

2.3. Montaj ve Cikis

Enfekte hiicrelerin plazma zarlarinda secilmis bolgelerde M proteini,
RNP kompleksi ve glikoproteinlerin bir araya getirilmesi, tamamen
enfeksiyon yapict kizamik virusu partikiillerinin olusumuna neden
olur. Bu, viriis bilesenleri arasindaki koordine etmis etkilesimlerin
yant sira, viral ve hiicresel faktorler arasindaki etkilesimlerin
sonucudur (EI Najjar et al., 2014; Harrison, Sakaguchi, & Schmitt,
2010). N proteinin C-terminal alaninin, maya iki-hibrit baglanma
deneyi ve memeli hiicrelerde ko-immiinopresipitasyon ile M proteini
ile etkilesiminde temel oldugu kanitlanmistir (Iwasaki et al., 2009),
ve M genindeki mutasyonlar veya delesyonlar enfeksiyon sirasinda
RNP kompleksinin plazma zarina taginmasii engeller, bu da M
proteinin RNP kompleksini virionlara dahil etmedeki hayati roliinii
daha da desteklemektedir (Runkler, Pohl, Schneider-Schaulies,
Klenk, & Maisner, 2007; Zhang, Zhong, Qin, & Chen, 2015).
Ayrica, M proteini daha yiiksek yapilar1 olusturmak i¢in bir araya
gelebilir ve hiicresel membranlara ve hiicresel faktorlere de
baglanabilir. Bu nedenle, genellikle paramiksovirus parcacik
olusumu ve tomurcuklanmasinin ana siirticiisii olarak kabul edilir.
Kizamik virus dahil bir¢ok paramiksovirus ig¢in, diger viral
proteinlerin yoklugunda ifade edilen M proteini, viriis benzeri
partikiiller olusturmak igin yeterlidir. Bir¢ok viriis ¢ikis sirasinda
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hiicresel endozomal siralama kompleksleri gerektiren transport
(ESCRT) mekanizmasindan yararlanirken, kizamik virus
partikiillerinin tomurcuklanmasi, c¢ogunlukla ESCRT bagimsiz
oldugu kanitlanmis olan M proteini tarafindan yonlendirilir (Y. Jiang
etal., 2016).
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Translation

Sekil 2. Kizamik viriisti yasam dongiisiinde yer alan konak

faktorlerinin semast.

3.Patogenez

Kizamigin bilinen tek konakgisi insandir. Viriis, havada asili kalan
viriis yiiklii damlaciklarin veya kiigiik partikiil aerosollerinin
inhalasyonu, enfekte sekresyonlarla dogrudan temas ve daha az
yaygin olarak kontamine yiizeyler ile temas ederek bulasabilir(A. K.
Leung, K. L. Hon, K. F. Leong, & C. M. Sergi, 2018). Kizamik
genellikle 14 giinliik bir kulugka déoneminden sonra, hastalik 2-4
giinliik bir istila faz1 ile baslar, 40 °C'ye ulasan ilerleyici ates, genel
halsizlik ve bas agrilar1 ile birliktedir. Hastalar siklikla burun
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akintisi, 0ksiiriik ve sulu gozlere neden olan konjonktivit ile rinitten
muzdariptir. Koplik lekeler vakalarin %70'inde
saptanabilir(Sekil.3). Hastaliga ishal, karin agris1 ve kusma eslik
edebilir. Daha nadiren konviilsiyonlar veya meningeal sendrom
gortilebilir. Makiilopapiiler dokiintii biiyiikk diizensiz ve birlesen
plaklardan olusan hafif kasint1 ile ortaya c¢ikar. Dokiintli yliz ve
boyunda baslar ve tek bir salgin halinde 3-4 giinde avug icleri ve
ayak tabanlar1 da dahil olmak {izere tiim viicuda yayilir. Ates 3-4 giin
icinde diiserken, dokiintii kaybolmadan o6nce pul pul dokiiliir.
Hastalar invazyon fazindan 2-3 giin 6nce bulagicidir ve 10 giin
boyunca bulasici kalir (Berche, 2022).

" -

Sekil 3. (a) Kopik lekeler. (b) Makiilopapiiler dékiintii.

Kizamik komplikasyonlar1 hastalarin yaklasik %10 ila %40'inda
ortaya c¢ikar ve bebek, ¢ok yasli, hamile, bagisiklig1 zayiflamis ve
kotii beslenmis hastalarda daha yaygin ve ciddi olma egilimindedir.
Pnoémoni, 6liime yol acan kizamikla iligkili vakalarin %60'mn1
olusturur. Pndmoni, kizamik viriisiiniin kendisi tarafindan (Hecht
dev hiicreli pnémoni) veya ikincil bir viral (6rnegin, adenoviriis,
herpes simplex viriis) veya bakteriyel (6rnegin, Streptococcus
pneumoniae,  Staphylococcus aureus) patojen  tarafindan
olusturulabilir. Diger solunum yolu komplikasyonlar1 arasinda otitis
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media, sensoryel isitme kaybi, otoskleroz, tonsillit, siniizit,
laringotraheobronsit ("kizamik astimi"), brongit ve tiiberkiilozun
alevlenmesi yer alir. Gastrointestinal komplikasyonlar arasinda
gastroenterit, gingivostomatit, perikoronit, mezenterik lenfadenit,
hepatit, pankreatit ve apandisit yer alir. GOz hastaliklari
komplikasyonlar1 arasinda keratokonjonktivit, korneal iilserasyon ve
korliik bulunur. Hematolojik komplikasyonlar trombositopeni ve
yaygin damar i¢i pihtilasma hastaligidir. Kardiyak komplikasyonlar
arasinda perikardit ve kardit yer alir. Bobrek komplikasyonlari
arasinda glomeriilonefrit ve akut bdbrek yetmezligi bulunur.
Norolojik komplikasyonlar arasinda atesli nobetler, primer kizamik
ensefaliti, akut enfeksiydz ensefalomiyelit, kizamik dahil viicut
ensefaliti ve subakut sklerozan panensefalit yer alir (A. K. Leung et
al., 2018).
4.Epidemiyoloji
Kizamik agisinin kullanilmaya baslanmasindan once, ¢ocuklarin
%90'indan fazlas1 15 yasina kadar kizamiga yakalaniyordu. Asinin
kullanilmaya baslanmasindan bu yana, hastalik Kuzey Amerika'da
ve birgok gelismis iilkede giderek daha nadir hale geldi. Kiiresel
olarak, bildirilen kizamik vakalarinin sayis1 2000'de milyonda 146
vakadan 2015'te milyonda 36 vakaya diistii. Kizamik her iki cinsiyeti
de esit derecede etkiler ve kiiciik g¢ocuklar en hassas yas
grubudur. Asi ile bagisikligi olan annelerden dogan bebekler, dogal
bagisiklig1 olan annelerden dogan bebeklere gére daha erken yasta
kizamiga duyarli hale gelir. Neredeyse tiim bebekler anne
bagisikligin1 6 aylikken kaybederler. Bununla birlikte, emzirmenin
koruyucu bir etkisi vardir: anne siitii, bebeklerden alinan kan
orneklerinden daha fazla kizamik hemagliitinasyon antikorlar1 igerir
(A. K. Leung, K. Hon, K. Leong, & C. Sergi, 2018).
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Kizamik laboratuvar siirveyansinin basladigi 2006 yilindan 2010 y1l1
sonuna kadar yerli kizamik vakasi saptanmamistir. 2008 yilinda
Ankara’da bir Irak’l1 6grenci ve ti¢ saglik calisaninda kizamik vakasi
goriilmiis ve genotip D4 olarak bulunmustur. 2009 yilinda
Istanbul’da Afgan miilteciler arasinda ii¢ kizamik vakasi olmus
ancak genotiplendirme yapilamamistir. 2010°da yedi adet importe
kizamik vakasinin genotipleri D4 (bes adet), B3 ve D9 olarak
saptanmistir. 2012 yilinda Romanya’li bir aile ile Suudi Arabistan
ziyaretinden donen Tiirk vatandaglarinda goriilmeye baslayan
kizamik vakalar1 2013 yilinda gozlenen salgini baslatmistir. 2012-
2013 yillarinda yaklasik 8500 kizamik vakasi laboratuvarca
dogrulanmistir. 2018 yili Mart ayindan itibaren degisik illerden
yabanci ve Tiirk uyruklu kisiler arasinda vaka sayisindaki artig
dikkati ¢ekmektedir. Kizamik genotiplerinin kiiresel dagiliminin
dogru sekilde tanimlanmasi igin, 2008-2018 yillar1 arasinda PCR
pozitif bulunan 331 Ornek genotiplendirilmistir. Bu orneklerin
%66,46’s1 (220) D8; %17,52°s1 (58) B3, %6,34°1 (21) D9, %5,13’1
(17) Edmonston as1 susu, %3,92°s1 (13) D4 ve %0,60’1 (2) H1 olarak
tanimlanmistir(Ref.Lab., 2024). 2018'den bu yana, kiiresel
siirveyans tarafindan sadece B3, D4, D8, HI1 genotipleri
tanimlanmaktadir(CDC, 2024).

5. Kizamik Asisi

Kizamik virusu ilk kez 1954 yilinda Enders ve Peebles tarafindan
birincil insan bobrek hiicreli doku kiiltiiriine, kizamikli bir ¢ocuk
olan David Edmonston'in kanmin inokiile edilmesi ile izole
edilmistir (Griffin, 2018). Izole edilen bu sustan ilk canli ateniie
kizamik asis1; insan bobrek hiicrelerinde, ardindan insan amniyotik
hiicrelerinde ve son olarak embriyonlu tavukta diizinelerce pasajla
zayiflatilarak 1958’de as1 susu olan Edmonston-B susundan
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gelistirildi (Berche, 2022). Ikinci asi, daha zayiflatilmis nesil
kizamik asilar1 (Schwarz, Edmonston-Zagreb, AIK-C ve Moraten

suglar1), tiimii Edmonston soyuna aittir ve su anda kullanilmaktadir
(Coughlin, Beck, Bankamp, & Rota, 2017).

Kizamik agis1 diinyada 1963 yilindan beri uygulanmaktadir.
Kullanilan tipi ise Edmonston susundan tiretilen Schwartz asisidir.
Tiirkiye’de kizamik asis1 1970’11 yillardan bu yana uygulanmaktadir.
As1 1987 yilina kadar sekizinci ve on besinci aylarda, 1987-1998
yillar1 arasinda dokuzuncu ayda tek doz, 1998-2006 yillar1 arasinda
dokuzuncu ay ve ilkdgretim birinci sinifta olmak tizere iki doz
uygulanmistir. Tirkiye’de 2003 yilindan bu yana uygulanan
eliminasyon stratejileri ile bildirilen kizamik vaka sayis1 30.000°den
34’e diismiistiir ve 2006 yilindan itibaren ulusal as1 programinda iki
doz kizamik-kizamikgik-kabakulak (MMR) iiclii as1 olarak, 12 ve
48. ay olarak programda yer almistir (Bulut, Ozdemir, Cetin, Giil, &
DEREAGZI, 2015). Tiirkiye’de yiiksek asilanma oranlarina
(genellikle >% 95, ilk doz kizamik asisi igin) bagl olarak DSO
Avrupa bolgesinin 2006 yilindan sonra kizamik hastaligi
insidansinin en diisiik oldugu iilkeler arasinda yer almistir
(BULBUL & HACIMUSTAFAOGLU). DSO verilerine gére 2021
yilinda Tirkiye’de asilama oranlar, 1.doz %96.1 ve 2.doz
%93.03’dur (WHO/Global, 2024). Kizamik virusu yiksek
bulasicilik oranina sahip oldugu i¢in, toplum koruma esigi de ¢ok
yiiksektir ve salgmlart 6nlemek igin popiilasyonda en az %95
bagisikligin  olmasi  gerekir. Yiiksek asilama oranlarinin
stirdiiriilememesi, salginlara yol agabilir (vaccinatio, 2024).

6. Kizamik Tanis1 ve Tedavisi
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Kizamik hastaliginin klinik tanisi, kizamigir hi¢ gérmemis olan
bir¢ok saglik hizmeti saglayicisi i¢in ve baslangicta daha az belirgin
klinik bulgular1 olan hastalar i¢in zor olabilir (Strebel & Orenstein,
2019). Kizamik hastaliginin erken teshisi, karantina uygulanmasini,
temas takibini, duyarh kisilerin agilanmasini ve diger halk saglig
miidahalelerini zamaninda yapilmasini saglar. Kizamik hastaligi,
klinik o6zellikleriyle kolayca taninmasina ragmen, hiicresel
bagisikligi bozuk hastalarda tipik kizamik dokiintiisii olmayabilir
(Moss, Cutts, & Griffin, 1999). Ayrica, dengue virlisii enfeksiyonu,
rubella viriisii enfeksiyonu, parvovirus B19 enfeksiyonu ve insan
herpes virlisii 6 enfeksiyonu gibi diger akut viral enfeksiyonlar
kizamik ile karigtirilabilir (Moss, 2017). Bu nedenle, iyi bir 6ykii ve
fizik muayene gereklidir. Ayrica oykii, hastanin ag1t durumunu ve
kizamiga olast maruz kalma durumunu belirlemede yardimci
olabilir, 6rnegin endemik bdlgelere seyahat kizamik siiphesini
artirir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) tarafindan
onerilen kizamik klinik tanimi, ates, yaygin makiilopapiiler dokiintii
(vezikiiler olmayan dokiintii), oksiiriik, koryza veya konjonktivit
olan herhangi bir kisi olas1 kizamik vakasidir (Chen & Tang, 2020Db).

Kizamik tanisinda en yaygin olarak kullanilan laboratuvar testi,
ELISA ile kizamik viriisii antijenlerine 6zgii IgM ‘yi saptar. Kizamik
virlisiine 6zgii IgM seviyeleri ¢ok diisiiktiir veya bir dokiintii ortaya
ciktiktan 4 giin sonrasina kadar saptanamaz. Bu nedenle, dokiintii
gelistikten sonraki 4 giin icinde yapilan testler yanlis negatif
sonuglar verir (Barbosa, Martins, Ruivo, & Carvalho, 2018).
Kizamik ile enfekte olmus bireylerin neredeyse tamami, dokiintiiniin
ortaya ¢ikmasindan 4 giin sonra saptanabilir seviyelerde kizamik
virlisiine 0zgii IgM gosterir ve kizamik viriisii ile enfekte kisilerin

%75'1, kizarikligin ilk 3 giinii i¢inde saptanabilir diizeyde kizamik
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viriisiine 6zgii IgM gosterir. Kizamik viriisiine 6zgii IgM seviyeleri,
dokiintii baslangicindan sonraki 1-3 hafta i¢inde en yiiksek
seviyededir ve dokiintli baslangicindan sonraki 4-8 hafta icinde
tespit edilemeyen seviyelere diiser (Dabbagh et al., 2018).

Kizamik viriisii enfeksiyonunu dogrulamak i¢in gercek zamanli PCR
(RT-PCR) gibi DNA tabanli yontemler kullanilir. RT-PCR,
kizamiga 0zgii antikorlar saptanabilir seviyelere ulasmadan once
stipheli kisilerin klinik 6rneklerinde viral RNA'y1 saptar. Kizamiga
0zgli antikorlar1 ve viral RNA'y1 saptamak i¢in oral sivilar ve
kurumus kan lekelerinden ¢ikarilan serum gibi farkli ornekler
kullanilir. Oral s1vi numuneleri genis 0lgekli arastirma amagclari igin
uygun olsa da bu yontemin duyarliligi diistiktiir (Rabaan et al.,
2022). Molekiiler analiz, kizamik viriisiiniin genotipini belirlemek
icin yapilabilir. Bu, vahsi tip kizamik viriisii enfeksiyonu ile as1 tipi
kizamik virlislinli ayirt edebilir ve vakalar iligkilendirmeye veya
iliskilendirmemeye yardimci olabilir (Chen & Tang, 2020b).

Kizamik i¢in spesifik bir antiviral tedavi yoktur ve tedavi yalnizca
dehidrasyonu Onlemek, beslenmeyi desteklemek ve ikincil
bakteriyel enfeksiyonu onlemek icin destekleyici olarak yapilir
(Moss, 2017). Cocuklarda siddetli kizamik vakalari igin Amerikan
Pediatri Akademisi (AAP), A vitamini ile tedavi Onermektedir.
Onerilen giinliik yasa 6zgii dozlar, 12 ay ve daha biiyiik cocuklar i¢in
200.000 1U, 6-11 aylik bebekler i¢cin 100.000 IU ve 6 aydan kiigiik
bebekler i¢in 50.000 IU' dur. Kizamik hastasi insanlar, prodromun
baslangicindan itibaren dokiintii ortaya c¢ikana kadar yliksek
derecede bulasici olduklarindan, enfekte insanlar dokiintii gelistikten
sonra 4 giin boyunca izole edilmelidir ve hastanede yatan hastalar
saglik hizmeti ortamlarinda hava yoluyla bulagma 6nlemleri ile izole

edilmelidir (Chen & Tang, 2020a; Strebel & Orenstein, 2019).
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Kizamigin viremi ortaya ¢ikmadan once uzun bir kulucka siiresi
oldugundan, antiviral tedavi i¢in genis bir pencere vardir. Ozellikle
hizli antiviral tedavi, saf hastalarda enfeksiyon baslangicini
tamamen Onleyebilir. Kizamik viriisii i¢in etkili ve spesifik bir anti-
viral tedavi olmamasina ragmen, bazi ¢alismalar siddetli kizamik
vakalarinda ribavirin ve interferon alfa gibi anti-viral ajanlarla umut
verici sonuglar gostermistir (Rabaan et al., 2022). Yakin zamanda
yapilan bir ¢alisma, ribavirin nanopargaciklarinin, tek basina
ribavirin'den 6nemli 6lglide daha yiiksek anti-viral aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir (Barnard, 2004).
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BOLUM 111

Microsporum canis’in Tamisinda Kullanilan Giincel
Teknikler

Ozcan BALIBAY!
Osman Yasar TEL?

Giris:

Dermatofitler, insan ve hayvanlarda deri, tirnak ve sag¢ gibi
keratinize dokularda yiizeysel enfeksiyonlara neden olan, keratini
sindirebilen ¢esitli mantar tiirlerini igeren bir gruptur (Moskaluk &
VandeWoude, 2022). Yiizeysel mantar enfeksiyonlari, ytlizyillardir
bilinmesine ragmen 1800’lerin ortalarina kadar sebep olan etkenler
ve tedavisi bilinmiyordu. 1830’lu yillarda etkenlerin kesifleri
baslamis ve bu yillar Tibbi Mikolojinin baglangic1 olarak kabul
edilmistir.  1900’lerde Raymond Sabouraud dermatofitlerin
tanimlanmas1 ve lretilmesi icin Sabouraud Dekstroz Agari
gelistirmis, bunu taksonomik kistas olarak kullanip dermatofitleri
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Achorion, Microsporum, Trichophytonve Epidermophyton olarak
dort cinse ayirmistir. Emmons 1934 yilinda Achorion cinsini silmis
ve diger li¢ cins giinlimiize kadar korunmustur. 1950’lerden sonra
dermatofitler morfoloji, fizyolojik ve eseyli ilireme temelinde
siiflandirilmistir. 1980°lerden sonra ise molekiiler yontemlerin
kullanilmasi ile dermatofitlerin siniflandirilmas: daha rasyonel ve
basit hale gelmistir. 2011 yilinda Amsterdam Declaration on Fungal
Nomenclature kapsamli bir isimlendirme sistemi olarak diinya
¢apinda benimsenmistir (Zhan, Liang & Liu, 2021). Gliniimiizde ise
Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton, Arthroderma,
Nannizzia, Paraphyton ve Lophophyton olmak iizere yedi cins
olarak siniflandirilmistir (De Hoog, & ark., 2017).

Microsporium canis kedi ve kopeklerde dermatofitoz yapan
etkenlerin basinda gelirken Trichophyton mentagrophytes,
Microsporium gypseum, Microsporium nanum, Trichophyton
terrestre gibi etkenlerde enfeksiyonlardan izole edilmistir. Sigirlarda
Trichophyton verrucosum en yaygin sekilde goriillen dermatofit
tiiriidiir. Insanlarda ise en sik izole edilen dermatofit etkeni
Trichophton rubrum olmakla beraber Trichophyton mentagrophytes
ve Epidermophyton floccosum’da enfeksiyonlardan izole edilmistir.
M. canis, sik¢a rastlanan bir dermatofit tiirtidiir, hem insanlarda hem
de kopek ve kedilerde dermatofitoza yol agmaktadir (Moskaluk &
VandeWoude, 2022; Zhan, Liang & Liu, 2021).

Dermatofitoz tanisinda klinik muayene, wood lambasi, direkt
mikroskopi yontemi, histopatoloji yontemi, antikor bazli yontemler,
molekiiler teknikler ve maldi — tof ms yontemleri kullanilmaktadir.
Dermatofitozun teshisi i¢in kiltiir, “altin standart” olarak kabul
edilmektedir; ancak modern molekiiler testler, kiiltliriin temel

dezavantajlarinin  iistesinden gelmis ve kiiltiirle  birlikte
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kullanilmasimna 6nemli yararlar saglamistir. (Moskaluk &
VandeWoude, 2022; Lin & ark., 2021;Spergser & ark., 2024).

Microsporum canis

Microsporum cinsine ait tiim tlirler, hem insanlarda hem de
hayvanlarda hastaliklara neden oldugu i¢in klinik agidan 6nemli bir
cins olarak kabul edilmektedir. Microsporum canis kompleksi, bir
zoofilik tiir olan M. canis ve iki antropofil tiir olan M. audouinii ve
M. ferrugineum'dan olusur. Zoofilik M. Canis izolatlarinin biiylime
oranlar1 ve lipaz, keratinoliz ve iire hidrolitik aktivitelerin timd,
antropofilik suslarinkinden daha yiiksektir. M. ferrugineum'un DNaz
aktivitesi M. canis'ten fazladir. M. canis’in Optimum biiylime
sicakligi 28 °C’dir. Ancak makrokonidia gelisimini 22 °C’de daha
iyidir (Zhou & ark., 2023).

Microsporum canis'in Morfolojisi ve Laboratuvar Ozellikleri

Microsporum canis, 28°C'de 14-21 giin inkiibasyon sonrasinda
beyaz, krem renginde ve altin sarisindan kahverengimsi sariya kadar
degisen renkte koloniler olusturur. Etkenin Patates Dekstroz Agar
(PDA)’da 28°C'de 14-21 giin boyunca kiiltiirii yapildiginda, ise
kolonileri beyazdan kreme, pamuksudan kadifemsiye, kabarik,
radyal c¢atlakli ve graniiler morfoloji gostermistir. PDA’da iireyen
bazi M. Canis izolatlar1 graniiler, yiizeyi pudrali yapida oldugu
gbzlenmistir. M. canis, ig seklindeki makrokonidia ve mikrokonidia
olmak iizere farkli tiirde konidialar tiretebilen bir dermatofittir (Zhou
& ark., 2023). M. Canis hifleri septumludur ve makrokonidyalari
bolmelidir. Ig seklindeki makrokonidyalar1 kalin duvarli olup 4-12
hiicreye sahiptir (Begum & Kumar, 2021). Sekil5

M. canis’te sporlanmay1 tesvik etmek icin laktrimel agar veya piring
besiyeri gibi 6zel besiyerleri kullanilabilir. Ancak laboratuvarda
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iiretmek i¢in 6zel besi yerine ihtiyaci yoktur. Lipaz, sa¢ perforasyon
testi, keratinoliz ve iireaz testleri pozitif oldugu bildirilmistir (Zhou
& ark., 2023). M. canis izolatlar1 genellikle UV 15181 altinda sari-
yesil floresans vermektedir (Asawanonda & Taylor, 1999).

Microsporum canis Prevelansi

M. canis’in prevalansi iilkeden iilkeye degismekle birlikte diinya
capinda yaygin bir tiir oldugu bildirilmistir (Begum & Kumar,
2021). M. canis Biiyiik Britanya, irlanda, Bat1 Avrupa, Ispanya,
Yunanistan, Kuveyt, Hong Kong, Malezya, Avustralya, Yeni
Zelanda, ABD, Kanada, Venezuela, Brezilya, Uruguay, Arjantin,
Sili, Cezayir, Sudan ve Giiney Afrika'da tinea capitisin 6nemli bir
nedenidir (Begum & Kumar, 2021). M. canis ayrica Avustralya,
Yeni Zelanda, Brezilya, Uruguay ve Gliney Afrika'da tinea corporis
icin birincil etkendir (Begum & Kumar, 2021). Tiirkiye’de kedi ve
kopeklerde izole edilen dermetofitlerin basinda M. canis geldigi
bildirilmistir (Begum & Kumar, 2021; Tel & Akan 2008).

Microsporum canis Enfeksiyonunun Klinik Goriiniimii

Keratinize doku M. Canis artrokonidilerine maruz kaldiktan sonra,
lezyonlar genellikle 1 ile 3 hafta sonra ortaya ¢ikmaya baslar.
Insanlardaki M. canis enfeksiyonlarinin antropofilik M. audouinii
enfeksiyonlarindan daha inflamatuar infeksiyonlar olusturdugundan
dolay1, M. canis'in insanlara adapte olmadigini diisiindiirmektedir.
Klinik belirtiler hafif pullanma ve alopesiden, piistiiller ve kil
folikiilleri yoluyla dermisin istilasi ile gelisen siddetli iltthaplanmaya
kadar degisebildigi bildirilmistir (Zhou & ark, 2023). M. canis
insanlarda genellikle tinea corporis ve tinea capitis’in nedenidir. M.
canis'e bagli tinak enfeksiyonu insanlarda nadir olarak
gorilmektedir (Zhou & ark., 2023). Dermatofitozisli kedilerde
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genellikle hafif dairesel alopesi ve pullanma gorilir. Kedilerde
dermatofitoz, cografi bolgeye bagli olarak vakalarin %90 ila
%1001nde M. canis'ten kaynaklanir. M. canis, kedilerde diger
dermatofit tiirlerine kiyasla daha zayif bir immiin yanit
olusturdugundan, kedilerin birincil konak oldugunu
diistindirmektedir. Kedilerde M. canis enfeksiyonlart diger
dermatofitlere gore tedaviye daha az duyarli oldugu, tedavi etkenin
yayllmasin1 azaltmak ve enfeksiyon siiresini kisaltmak icin
uygulanabilecegi bildirilmistir. Klinik tablo genellikle artrokonidiye
maruz kaldiktan sonra 7 ile 17 hafta arasinda diizelebilecegi
bildirilmistir (Begum & Kumar, 2021).

Microsporum canis’in Tanis1
Dermoskopik inceleme

Dermoskopi, sa¢ ve tirnaklar dahil olmak iizere kutan6z lezyonlari
incelemek i¢in elde tutulan bir biiyiitme aracinin kullanildig1 bir tani
aracidir. Son zamanlarda dermoskopi, dermatofitoz tanisinda
noninvaziv bir arag olarak, tanida kullanilmaktadir. Epiliiminesans
mikroskopi veya ylizey mikroskopisi olarak bilinen dermoskopi,
cildin hizli ve biiyiitiilmiis in vivo goriintiilenmesini saglar (Micali
& ark., 2011; Lim, Shin & Mun 2022). Hastanin dermoskopi
kullanilarak dogrudan incelenmesi, 6zellikle insan tibbinda klinik
uygulamalarda yaygindir. Non-invaziv oldugu i¢in dermoskopi hem
teshis hem de tedavi sirasinda enfeksiyonlarin izlenmesi igin
kullanilabilir (Lim, Shin & Mun, 2022) Dermoskopinin
Microsporum ve Trichophyton tiirleri ile enfekte killar1 klinik olarak
ayirt etmeye yardimci olababilecegi bildirilmistir (Lim, Shin & Mun,
2022). Ayrica dermoskopi, dermatofit kiiltiirii i¢in 6rnek alinacak
enfekte killar1 belirlemek i¢in yararli bir aragtir. Ciplak gozle

alopesik goriinen veya Wood lambasi ile gézden kagan bolgelerdeki
92—


https://scholar.google.com/citations?user=Ufw7QWwAAAAJ&hl=tr&oi=sra

kisa enfekte killar1 tanimlama avantajina sahip oldugu bildirilmistir
(Micali & ark.,2011).

Dermoskopik degerlendirme icin 10 ile 20 saniye yeterlidir (Micali
& ark., 2011) Dermoskopide virgiil seklindeki killar Trichophyton
spp. ile enfekte hastalarda, zikzak sekilli killar ise Microsporum spp.
ile enfekte hastalarda daha sik olarak gozlemlenmistir. Mors kodu
benzeri killar Trichophyton spp.'li higbir hastada gzlenmemistir ve
bu nedenle Microsporum spp. igin olduk¢a spesifik goriindigii
sonucuna varimistir. Dermoskopi yonteminin duyarliligt %94,
ozgilligli ise %83 olarak bildirilmistir (Dhaille & ark., 2019).
Ayrica, kedilerde, M.canis disindaki dermatofitleri tanimlayabildigi
belirtilmistir (Micali & ark., 2011).

Tan1 yontemi olarak dermoskopi, dermatofitik enfeksiyonlarinin
teshisinde Oonemli katki saglayarak dogru ve zamaninda tani
sagladig1 bildirilmistir (Chavan & ark., 2024). Ancak, teknigin
dogrulugu biiyiik dlclide muayeneyi yapan kisinin becerilerine ve
uzmanligina bagl olabilmektedir (Dong & ark., 2016).

Wood Lambasi

Wood lambasi, dalga boyu 320 nm ila 400 nm arasinda degisen,
ancak cogunlukla 365 nm olan UV radyasyonu kullanan bir tani
aracidir. Stipheli killar1 hizli bir sekilde bulmak i¢cin Wood lambasi
kullanilabilir. Is1gin dalga boyu ve yogunlugu sicakliga bagli oldugu
icin Wood lambasi kullanilmadan 6nce 5 ile 10 dakika isinmasi
beklenmelidir. Muayene sirasinda ortam karartilmali, lamba
lezyonun birka¢ santim yakininda tutulmali ve lezyonlu alan, 3 ile 5
dakika boyunca 1s1ga maruz birakilmalidir. Parlayan killar
cogunlukla kabugun altinda bulundugundan, kabuklarin hafifce
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kaldirilmas1 veya ¢ikarilmasi enfekte killarin bulunmasina yardimei
olabildigi belirtilmistir (Moriello, 2001).

M. canis, M. audouinii, M. ferrugineum, N. gypsea ve Trichophyton
schoenleinii dahil olmak {izere bazi dermatofit tiirlerinin UV 15181
altinda floresan verdigi bildirilmistir (Asawanonda, & Taylor, 1999).
Dermatofitler metabolizmalar1 sonucu pteridinin ve ksantiirenik asit
tiirevleri iiretirler olusan bu metabolitler UV 15181 altinda floresan
verirler. Pteridinin, M. canis ve N. gypsea tarafindan {iretilen
floresan bir bilesik oldugu bildirilmistir. Hem pteridin hem de
ksantiirenik asit tirevleri T. schoenleinii'nin floresans vermesine
neden oldugu bildirilmistir. Bu bilesikler UV 1s1gmma maruz
kaldiklarinda sirastyla mavi-yesil ve sar1 renk iiretirler (Moskaluk &
VandeWoude, 2022; Asawanonda & Taylor, 1999).

Direkt mikroskopi

Direkt mikroskopi yontemi, mantar yapilarinin varligini tespit etmek
amaciyla alinan 6rneklerin Potasyum hidroksit (KOH) ile muamele
edildigi bir yontemdir. Preparatlar klinik 6rneklerden hazirlanir ve
farkli mantar yapilarini goriintilemek igin ¢esitli boyalar ile
boyanabilir. Mantar yapilarinin varligini tespit etmek i¢in sa¢ veya
deri  kazmtilarna Potasyum  hidroksit (KOH) (%10-20)
uygulanmaktadir. Bu teknik mantar olup olmadigini belirlemede ¢cok
hassas olsa da, canli ve 6lii hiicreler arasinda ayrim yapamaz ve
spesifik tiirleri belirleyemez. Y6ntem, %5-15'lik bir yanlis negatiflik
oranina sahiptir. Bu teshis yonteminin diger dezavantaju ise egitimli
personel  gerektirmesidir. Bununla birlikte, mantar hiicre
duvarindaki seliiloz ve kitine baglanan ve UV 15181 altinda floresan
veren Calcofluor White veya Blankophor gibi boyalar direkt
mikroskopi hassasiyetini 6nemli dl¢lide artirmakta (sadece %74-85
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KOH preparatina kiyasla %82-91) ve preparatlarin daha hizh
taranmas1 amaciyla kullanilabilmektedir. Optik parlatic1 boyalar

da,dermatofit teshisi i¢in laboratuvar ¢alismalarinda 6nerilmektedir
(Kidd & Weldhagen, 2022). Sekil 1.

Kiiltiir

Kiiltiir yontemi, dermatofit ve diger mantar enfeksiyonlarinin teshisi
icin altin standart olarak kabul edilmekte ve etkenler tiir diizeyinde
tanimlanabilmektedir. Ancak kiiltiir yOnteminde, tiireme ve
tanimlama i¢in 2-4 hafta gerekmektedir. Tiir tanimlanmasi, koloni
ve mikroskobik morfolojinin ayrintili incelenmesini, 6zel besiyeri ve
uzmanlik gerektirmektedir. Kiiltiir i¢in, antibiyotik ve sikloheksimid
iceren Dermatofit Test Besiyeri (DTM) gibi 6zel izolasyon
besiyerlerine ihtiyag¢ vardir. Bu besiyeri, hizli biiyiiyen bakteriyel ve
fungal kontaminantlarin biiylimesini en aza indirerek daha yavas
biliyliyen dermatofitlerin {iremesine olanak saglamaktadir (Tel &
Akan 2008 ;Kidd & Weldhagen, 2022; Balibay & Tel, 2021).
DTM’de dermatofitler iiredigi zaman igerisinde bulunan fenol red
sayesinde besiyerinin rengini kehribardan kirmiziya ¢evirmektedir.
Sekil 2 DTM’nin dezavantajlar1 arasinda koloni tabaninda meydana
gelen pigmentasyon olusan renk degisikligi  nedeniyle
goriilememesidir. Dermatofitlerin tanimlanmasinda giivenirliliginin
%95 oldugu bildirilmistir. DTM’deki sorunlar1 asmak igin
Dermatofit identifikasyon medium (DIM) gelistirilmis bu
besiyerinin tanimlamadaki 6zgiilliiniin %95,7, duyarliligmin ise
%99 oldugu bildirilmistir (Tel & Akan, 2008 ;Kidd & Weldhagen,
2022).

Dermatofitlerin ilk kez izolasyonunda kullanilan en genel besi yeri
Sabouraud besiyeridir. Sabouraud besi yerinde iiremesi istenmeyen
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saprofit kiif mantarlarin1 engellemek i¢in (0.4 pg/ml) aktidion
(sikloheksimid), antibakteriyel olarak kloramfenikol (0.005 pg/ml)
ve/veya gentamisin (0.04 pg/ml) kullanilmasi gerektigi bildirilmistir
(Harris, 1986; Hainer, 2003).izolasyon amaciyla DTM’nin SDA’ya
gore daha etkin oldugu ortaya konmus ve ayrica dermatofit siipheli
olgularda pratisyen Veteriner Hekimler tarafindan kullanilabilecegi
bildirilmistir (Derincegdz & Parin, 2016)

Microsporum canis’i ayirt etmek igin kullanilan piringli besi yeri M.
canis igin sporlanmay1 artirirken M. audouinii i¢in sporlanmay1
artirmamaktadir (Kidd, Halliday, & Ellis, 2022).

Mantar identifikasyonu, makroskobik olarak koloni morfolojisi,
ylizey renkleri, taban pigmentleri tireme hizlari goz oniine alinarak
ve laktofenol pamuk mavisi boyast kullanilarak hazirlanan lam-
lamel aras1 preparatlar ile mikroskopik olarak hiflerin yapisi,
mikrokonidiyum, makrokonidiyum gibi yapilar incelenerek mantar
atlasindan yararlanilarak yapilmaktadir (Tel & Akan 2008 ;Kidd,
Halliday, & Ellis, 2022 ). Sekil 3,4,5

Histopatoloji

Histopatoloji yontemi, dokulardaki mantar hiicrelerini goriintiillemek
icin kullanilan bir tekniktir. Bu yontem dermatofit etkenleri icin
nadiren kullanilmaktadir. Dermatofitler dermisi veya daha derin
dokulart istila ettigi zaman bu derin dermatofit enfeksiyonlar1 i¢in
yararli olabilmektedir. Inceleme icin aseptik kosullarda kil
folikdillerini iceren deri lezyonunun aktif kenarindan biyopsi alinir
ve laboratuvara gonderilir. Ornek formalinle sabitlenir ve parafine
gomiiliir ve daha sonra dikey seri kesitler alinir. Hematoksilen ve

eozin ile periyodik asit schiff ve Gomori metenamin giimiisii ile 6zel
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boyama yapilip mantar hif ve yapilar1 incelenerek tani konulabilir
(Urmila & ark., 2023).

Antikor Bazli Analizler

Serolojik analizler, insan ve hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde
ilgilenilen patojenin spesifik bir antijen epitopuna kars1 antikorlarin
varliginin tespiti i¢in rutin olarak kullanilir (Giiven & ark., 2014).
Analizlerde, Direkt ELISA, Indirekt ELISA, Sandvi¢ ELISA,
Kompetitif ELISA olmak iizere dort c¢esit ELISA yoOntemi
kullanilmaktadir (Kabala & Celik,2022).

Kedilerde dermatofitozun tanisi i¢in ELISA ve Westernblot [WB]
metodu kullanilmis, %94 duyarlilik ve %75 6zgiilliikk gostermistir.
ELISA ve WB'nin M. canis'e maruz kalmis kedileri tespit etmek igin

giivenilir,yararli bir metot oldugu sonucuna varilmistir (Santana &
Ark., 2018).

Kopek dermatofitozunun teshisine yardimer olacak bir ELISA
testinin gelistirildigi bir calismada; M.canis’in neden oldugu
dermatofitozlu kopekler ve yakin zamanda enfekte olmus kdpeklerin
(enfeksiyon < 15 giin) kan serumlarinin IgG seviyelerinin kontrol
grubu ile arasinda anlamli fark bulunmustur. Daha uzun siireli (> 30
giin) enfeksiyonu olan kopekler arasinda oldukc¢a anlamli fark
bulunmustur. M. canis ile enfekte olmus biitiin kdpeklerin titreleri
pozitif ¢iktig1 bildirilmistir. Sonug olarak testin iyi bir duyarliliga
(%83,3) ve yiiksek ozgiillige (%95,2) sahip oldugu, ancak bazi
kopekler 1iyilestikten sonra pozitif titreleri korudugu ortaya
konmustur (Peano, Rambozzi & Gallo, 2005).

Testin dezavantajlari, enfeksiyon geciren hastalarin kaninda antikor
bulunabilmesi ve bununda ELISA testinde yanlis pozitiflige neden

olabilecegi bildirilmistir. Ayrica test i¢in serum alma asamasinin,
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hayvanlarda kil ve deri kazintis1 alinmasina oranla daha gii¢ olmasi
diger tan1 metodlarma goére baska bir dezavantaji oldugu
bildirilmistir (Santana & Ark., 2018).

Molekiiler Tam

Dermatofit etkenlerin tanisi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
temelli yontemler gelistirilmistir. PCR yontemi, basit, hizli ve
tekrarlanabilir bir yontem olarak dermatofit tiirlerinin tanimlanmasi
icin uygulanabilir oldugu bildirilmistir (Moskaluk & VandeWoude,
2022; Kidd & Weldhagen, 2022; Dhaille & ark., 2019).

Molekiiler yaklagimlar, siniflandirma ve epidemiyolojik ¢aligmalara
yardimci olmak igin dermatofitlere uygulanmistir. Dermatofit
genomlart 2,25 Mb ila 24,1 Mb arasinda degismektedir ve
Microsporum canis de dahil olmak iizere birkag tiiriin tam genomlari
aciklanmistir (Moskaluk & VandeWoude, 2022). Son yillarda
PCR’1n, dermatofitlerin saptanmasinda tanisal bir test olarak
kullanim1 artmustir. PCR, kiiltiir negatif olsa bile dermatofitlerin
DNA’simi tespit edebildiginden dolay1 kiiltiir yontemine oranla daha
hassas bir metottur. Ancak canli ve 6lii mantar hiicreleri arasinda
ayirim yapamaz. Yanlis ornekleme teknigi yanlis negatife sebep
olabilirken, konakta bulunan cansiz mantarlardan dolay1 yanlis
pozitiflik durumu olusabilmektedir. DNA ektraksiyon yOntemi
PCR’in  dogrulugunu etkileyen Onemli bir faktordiir. DNA
ekstraksiyon yontemi, mantar hiicresini sindirebilecek 6zel
ekstraksiyon  protokollerini icermektedir. DNA ve RNA
molekiillerinin saf bir sekilde izole edilmesi metodun duyarliligini
ve glvenirliligini arttirmaktadir. Gliniimiizde yeni gelistirilen kitler
ve sistemler sayesinde ekstraksiyon yapilmadan da direkt klinik
orneklerden PCR yapilabilmekte ve bu yontemlerin gelistirilmesine
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devam edilmektedir. Fakat DNA ve RNA ektraksiyonu yapildiginda
analitik ve diyagnostik olarak PCR’in duyarhligmin arttig
bildirilmistir (Moskaluk & VandeWoude, 2022 ; Kidd &
Weldhagen, 2022; Wickes & Wiederhold, 2018).

M. canis’inde i¢inde bulundugu klinik 6rneklerden izole edilen
dermatofitler, hem geleneksel yontem hem de multipleks RT-PCR
ile degerlendirilmistir. Multipleks RT-PCR, dermatofitoz tanisinda
geleneksel mikroskopi ve kiiltiire kiyasla iki kat daha yiiksek
duyarlilik ve yiiksek ozgiilliikk gosterdigi belirlenmistir. Multipleks
RT-PCR test siiresini 4-6 haftalik siireden 4-6 saate kadar diislirdiigii
tespit edilmistir (Lin & ark., 2021).

Baska bir calismada, Deri ve tirnak 6rneklerinde dermatofitlerin ve
diger mantarlarin tespiti i¢cin multipleks tandem PCR ile,
M.canis’inde iginde bulundugu mikroskopi ve kiiltiir sonuglari
bilinen ornekler incelenmis, testin etkenleri dogru bir seklide tespit
edip ve tanimladig1 belirtilmistir (Ross, Weldhagen & Kidd, 2020).
PCR, Kkiiltiir negatif olan Orneklerin %25,9'unda dermatofit tespit
etmistir. Duyarlhilik ve 6zgiilliik mikroskopi ve PCR sonuglarinin
birlestirildigi durumlarda, mikroskopi ve Kkiiltiiriin birlestigi
durumlara kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Sonug¢ olarak,
mikroskopi 6nemini korumakla beraber PCR, dermatofitoz tanisinda
siire azaltma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Ross,
Weldhagen & Kidd, 2020).

Molekiiler tani, veterinerlik uygulamalarinda sik kullanilmaktadir.
Iki PCR yénteminin karsilastirildig1 bir calismada dermatofitlerin
tespiti i¢gin CHS1 genini amplifiye eden nested PCR ve
dermatofitlerin tiir tanimlamasi i¢in ITS1 ve ITS2 fragmanlarim
kodlayan multipleks PCR kullanilmigtir. Calisma sonucunda
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dermatofitozis tanimlamasinda molekiiler yontemlerin rutin olarak
uzun siiren kiiltiirlin aksine hizli1 oldugu sonug verdigi belirtilmistir
(Janczak, Gorecki & Maj, 2023) Sekil 6.

MALDI - TOF MS ( Matriksassited lazer desorption ionization
time of flight masss pectrometry )

MALDI-TOF MS son yillarda mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
bakteri ve mantarlarin tanimlanmasinda yiiksek giivenilir ve etkin bir
sekilde kullanilmaktadir. Geleneksel otomatik biyokimyasal
sistemlere kiyasla mikrobiyolojik tani siiresini 24 saate kadar
kisaltmistir. Hizlihig, dogrulugu, diisiik maliyet sayesinde
antibiyotik duyarlilik/direng tespiti, aminoasit dizilerinin ve protein
terminal guruplarinin  kimyasal yapisinin tanimlanmast gibi
alanlarda uygulanmis ve mikrobiyolojik tiplendirmede yeni bir
yontem olarak kullanilmaktadir (Calderaro & Chezzi, 2024).

MALDI-TOF MS test edilecek numunenin bir kism1 ve genellikle
matris olarak adlandirilan diisiik molekiil agirlikl bir organik asidin
bir kismu ile hazirlanan bir karistmdan olusan kisa bir 6n-analitik
adim gerektirir. Bundan sonra, numuneyi olusturan molekiillerin
iyonlagmasini saglamak i¢in kisa bir lazer darbesi kullanilir. Matris,
iyonizasyon sirasinda numuneyi par¢alanmaya kars1 korur. Lazerin
numunede bulunan molekiiller iizerindeki etkisiyle olugan iyonlar
daha sonra kiitle-yiik oranlar1 (m/z) dlgiilerek analiz edilir. Bundan
spektrumlar olusturulur ve spektrometrenin veri tabaninda bulunan
spektrumlarla karsilastirilarak  yorumlanir.  MALDI-TOF MS
kullaniminm1 prokaryotik organizmalardan mayalar ve kiifler gibi
okaryotik organizmalara kadar genisletmis ve bu teknigi bakteriler,
mayalar ve kiifler i¢in uygun maliyetli bir sekilde basit, hizli ve
giivenilir bir tanimlama yontemi haline getirmistir. Bununla birlikte

filamentdz mantarlarin tiir diizeyinde tanimlanmasindan MALDI-
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TOF kullaniminin kapsamli olmadig1 ve dermatofit tanimlamasinda
kullanildig1 ancak yapilan ¢alismalarin sinirli oldugu bildirilmistir.
(Calderaro & Chezzi, 2024). Sekil 7.

MALDI-TOF MS kullanilarak zoofilik dermatofitlerin  tiir
tanimlamasinin yapildigi bir ¢alismada, MALDI-TOF MS’in en
yaygin  zoofilik dermatofitlerden = Microsporum canis ve
Trichophyton  spp.’nin  tanmimlanmasinda  kullanilabilecegi
bildirilmigtir. MALDI-TOF MS kullaniminda, taze kiiltiirlerin
olmas1 ve referans kiitiiphanesinin genisletilmesi kosuluyla zoofilik

dermatofitlerin tanimlanmast i¢in uygun oldugu bildirilmistir
(Baumbach & ark., 2021; Balibay & Tel, 2021).

Sonug¢

M. canis hem insanlarda hem de hayvanlarda enfeksiyon olusturmasi
nedeniyle dnemli bir etken olarak ele alinmaktadir. Ozellikle kedi ve
kopeklerde dermatofitoz enfeksiyonlarindan en sik olarak izole
edilen etken olmasi ve ayrica hayvanlardan insanlara da bulagmasi
etkenin Onemini arttirmaktadir. Dermatofitoz tanisinda klinik
muayene, wood lambasi, direkt mikroskopi yontemi, histopatoloji
yontem, antikor bazli yontemler, molekiiler teknikler ve maldi —
tofms yontemleri kullanilmaktadir. Standart konvansiyonel
yontemler zaman alici olmasi ve kesin sonuglar vermemesinden
dolayr duyarliligi ve ozgiilliigli yliksek, hizli molekiiler tani

yontemlerinin kullanilmasi tedavi agisindan yararli olacaktir.
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Sekil 3. M. Caniskolonisinin énden (SDA)

B

Sekil 4. M. caniskolonisinin arkadan goriiniimii (SDA)

Sekil 5.M. canis’inlaktofenol pamuk mavisi boyast ile yapilan

preparatinda makrokonidiyumlariminmikroskobik gériiniimii (x40).
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Sekil 6.Dermatofit PCR sonuglari. M. Molekiiler agirlik marker
(Gene Ruler TM 100 bpDNA Ladder Plus, Fermantas, Litvanya).
PK. Pozitif kontrol, NK. Negatif kontrol, 1. M.canis, 2.M.gypseum,
3. M. nanum, 4. T. mentagrophytes, 5. T. terrestre

M‘

H,J

0 “

i~

. "‘*ﬁk&"'w’.,,l' h |

akal
2000 4000 5000 IR ©000 10000 1

Sekil 7:T.verrucosum unMALDI TOF-MS spektrum goriintimii.
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BOLUM IV

Kistik Ekinokok Tanisinda Kullanilan Tam
Metotlarimin Karsilastirilmasi

Ayse Nuriye VARISLI!

Echinococcus; Metazoa grubundan, Vermes kokiiniin, Cestoidea
siifinin Cestoda alt sinifindan Cyclophylidea takiminin Taenidea
familyasina bagli bir parazittir. E. vogeli, E. oligarthus E. alveolaris
(multilocularis) ve E. granulosus olmak tizere dort gruba ayrilir.
Hydatidoz ya da hydatik hastalik Echinococcus genusunun sestod
larvalarinin  (metasestodunun) insan ve diger arakonaklarda
olusturdugu paraziter bir enfeksiyon olarak tanimlanir.
Echinococcus granulosus (sensu lato) Kistik ekinokokkoza (KE)
neden olur ve en sik karsilagilan formdur. E. granulosus (sensu lato
kompleksi), E. granulosus sensu stricto (G1-G3 genotipleri), E.
ortleppi (G5) ve E. canadensis grubunu (G6, G7, G8 ve G10) igerir

! Uz. Dr. Ayse Nuriye Varisl, Kirikkale Yiiksek Ihtisas Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji ve Tibbi Parazitoloji Boliimii, Kirikkale, Tiirkiye,Orcid:0000-0002-
2646-1513, aysenurvar@yahoo.com
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(1,2). Simdiye kadar 10 farkli genotip tanimlanmis olup bunlardan
ikisi koyunlardan (G1, G2), ikisi sigirlardan (G3, GS5), biri atlardan
(G4), biri develerden (G6), ikisi domuzlardan (G7, G9), biri
geyiklerden (G8) ve sonuncusu da bir rengeyiginden (G10) izole
edilmistir. Tiim diinyada en yaygin olan genotip G1 olup insanlarda
en sik kistik ekonokkoz nedenidir. Bu genotip, koyun ciftliklerinin
yogun oldugu; Fas, Tunus, Kenya, Kazakistan, Bat1 Cin ve Arjantin
gibi lilkelerde daha fazladir (3). Kist hidatik, kopeklerin digkilariyla
disartya atilan Echinococcus granulosus yumurtalarinin insan,
koyun, kegi, sigir gibi memeli hayvanlar tarafindan direkt veya
kontamine olmus gidalarla alinmasi ile karaciger, akciger, beyin,
kalp ve kemik gibi organlarda gelismektedir (4). E. granulosus; 3-6
mm uzunlugunda ve skoleks, boyun ve gebe halkalar1 igeren 4-5
halkadan olusan bir parazittir. Skolekste konakgi bagirsagina
tutunmay1 saglayan 4 adet vantuz ile 30-36 adet rostrellum denilen
cengelsi yapilar bulunur. Son halkada ise yaklasik 400-500 adet
yumurtanin oldugu béliim yer alir (2,5). Denetimsiz kesimler sonrast
koyun ve sigirlarin atilan veya yeterince derin olmayan ¢ukurlara
gomiilen kistli i¢ organlarin1 yiyen kopeklerin bagirsaklarinda
protoskoleksler 1-2 ay iginde erigskin sekle doniisiir. Eriskin
formunun sondaki olgunlasan gebe halkas1 koparak kopegin
diskisiyla dis ortama atilinca igindeki ¢cok sayida yumurta gevreye
yayilir. Koyun ve sigirlar, genellikle yedikleri otlarla veya igtikleri
sularla, insanlar ise siklikla iyi yikanmamus ¢ig sebze ve meyvelerle,
enfekte sularla veya yumurta barindiran toprak veya kopekle temas
sonrasi eller araciligi ile bu yumurtalar1 agizdan alirlar. Uygun bir
ara konakg¢1 tarafindan yutulduktan sonra, yumurtalar ince bagirsakta
catlar ve serbest kalan onkosfer bagirsak duvarini delip dolasim
sistemi yoluyla basta karaciger ve akcigerler olmak iizere cesitli
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organlara go¢ eder. Burada yerlesen embriyo ¢engellerini yitirip bir
kese haline doniisiir. Zaman i¢inde gelisip biiylir ve i¢i su dolu bir
kese haline doniisiir ki buna unilokiiler kist veya hidatik kist adi
verilir. Kesenin i¢ yiizeyini déseyen germinal membrandan gelecek
nesilleri verecek olan protoskoleksler ve yavru keseler olugur. Ara
konak viicudunda olusan hidatik kistler son konak kopekgiller
tarafindan yendiginde kesenin igindeki protoskoleksler konagin
bagirsak ¢eperine ¢cekmen ve ¢engelleriyle yapisip beslenir ve 32 ila
80 giin i¢inde eriskin forma doniistir (1,6,7).

Kist hidatige kars1 gelisen immun yanita bakildiginda; humoral ve
hiicresel immiin yanit olusmasina karsin immiinolojik kontroliinde
esas rolii T lenfositler oynar. T lenfositler, makrofaj ve nétrofilleri
metasestodlara saldirmalar1 i¢in programlar. Bunun yanisira
konakda poliklonal B hiicre aktivasyonuna sebep olarak antikor
olusumunu da saglanir. Bunlardan hangisinin enfeksiyondan sonra
ilk belirdigi bilinmemesine ragmen IgG yanitinin, IgM ve IgA ‘ya
gore daha fazla olustugu diisliniilmektedir (8).

Epidemiyoloji:

E.oligarthrus en cok Meksika, Arjantin, Venezuella ve Brezilya’da
goriilmektedir. E. vogeli’ye en ¢ok Orta ve Giiney Amerika’nin
kuzeyi, Panama, Ekvator, Kolombiya, Venezuella, Kosta Rika,
Arjantin, Peru ve Brezilya’da rastlanmaktadir (9). KE ise diinyada
yaygin olarak koyun yetistiren toplumlarda gozlenmektedir. Kistik
ekinokokda hayvancilik endiistrisindeki kayiplara ilaveten insan
vakalar1 ve tedavi maliyetleri nedeniyle yillik ortalama 3 milyar
ABD dolar zarar edilmektedir (10). Kistik ekinokok DSO tarafindan
eradikasyon veya kontrolii hedeflenen ve ithmal edilen 17 tropikal
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hastalik  arasindadir  (11,12). Insanlarda KE prevalansina
bakildiginda; Arjantin, Peru, Dogu Afrika, Orta Asya ve Cin’in bazi
bolgelerinde %5-10, hayvanlarda ise Giliney Amerika’nin
hiperendemik bolgelerinde kesimhanelerde %20-95 arasindadir (6).
Tiirkiye’de KE ile ilgili yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla hastane
kayitlarina ya da retrospektif calismalara dayanmakta oldugundan
bildirimi zorunlu bulasici hastaliklar arasinda yer almasina karsin,
mevcut prevalansin ger¢egin ¢ok altinda oldugu disiiniilmektedir.
KE igin en degerli epidemiyolojik veriler, aktif siirveyans
yontemiyle ve ultrasonografi kullanilarak yapilan taramalarla elde
edilmigtir. Saglik Bakanligi’na bildirilen olgu sayis1 (2008-2012
yillar1 arasinda) 1,802°dir. Bu siire i¢cinde KE nedeniyle 32.261
hasta tedavi gormiis, 12.556 hastaya ise cerrahi girisim
uygulanmistir (13). KE, iilkemizde en sik Dogu Anadolu ve I¢
Anadolu’da gozlenmektedir. Konya’da yapilan bir ¢alismada; 20 yas
tizerindeki 190 kisi, USG ve akciger mikrofilmi ile KE agisindan
arastirllmis ve 20 yas {lizerindeki KE prevalanst %]1.1 olarak
bulunmustur  (14). Avrupa Birligi tarafindan desteklenen
HERACLES projesi kapsaminda yapilan bir ¢calismada; Bulgaristan,
Romanya ve Tiirkiye’de kirsal bolgelerde yasayanlarda abdominal
KE prevalansini, kist evrelerinin dagilimint ve enfekte bireylerin
sayisini saptamak amaciyla Temmuz 2014 ve Agustos 2015 tarihleri
arasinda 24.693 kisi USG ile incelenmistir. Bulgaristan’da 8802
kisinin 31 (%0.4)’inde, Romanya’da 7461 kisinin 35 (%0.4)’inde ve
Tiirkiye’de 8618 kisinin 53 (%0.6)’iinde USG ile abdominal KE
saptanmistir (6).

Tam: KE genellikle asemptomatik seyreder ve hastanin rutin
degerlendirmelerinde saptanir. Yavas biiyiiyen bu kistler yaklasik 4-
5 cm ¢apina ulasinca bulgu vermektedir. Sag tist kadran agrisi en
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sik goriilen semptom olup, karinda siskinlik, bulanti, kusma ve ates
de goriilebilmektedir. Eger spontan veya travmaya bagli olarak kist
riptire olursa olimcil olabilen ciddi komplikasyonlara yol
acabilmektedir (15,16).

Hastalik tespiti sonrasi rutin laboratuar testleri genellikle normaldir.
Lokositoz genellikle enfekte kist hidatik durumunda, eozinofili
hastalarin %25’inde, hipogammaglobinemi ise hastalarin %30 ‘unda
gorilebilir. Kist riiptiirii veya kist sivisinin sizmasi gibi durumlarda
da daha belirgin bir eozinofili saptanabilir (17). Eger safra yollari ile
iligkili olursa karaciger fonksiyon testlerinde ve Kkolestaz
enzimlerinde yiikselme saptanabilir.

KE tanisinda radyoloji, seroloji, patoloji ve molekiiler yontemler bir
arada kullanilmaktadir. Kesin tan1 ancak mikroskopik olarak kiste
ait yapilarin veya molekiiler inceleme ile parazitin genomik
materyalinin gosterilmesi ile konmaktadir. Ancak, mikroskopik
veya molekiiler incelemelerin yapilabilmesi igin cerrahi islem
gerektiginden tamida daha ¢ok radyolojik goriintilemelere
basvurulmaktadir (18). Bununla birlikte kistin diger yer kaplayan
lezyonlarla ayiric1 tanisinin yapilabilmesi ve cerrahi sonrasi
niikslerin daha saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi igin de
noninvaziv goriintileme yontemleri kullanilmali ve serolojik
yontemlerle desteklenmelidir. Calismalarin ¢ogunda hem seroloji
hem de ultrason (US) kullanilmaktadir. Endemik bolgelerde ise
birinci basamak tarama testleri olarak serolojik yoOntemler
onerilmektedir. Ancak dolasimdaki bagisiklik kompleksleri
nedeniyle serolojik testler yanlis-negatif sonuclar verebilirken, diger
paraziter enfeksiyonlarla ¢apraz reaktivite sonucu yanlig-pozitif
sonuclar da olusabilir. (19)
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Bununla birlikte serolojik testler tanida yardimci olabilir. Dogru
antijen ve dogru teknik kullanildiginda nispeten daha giivenilirdir
(20). Immunize tavsan serumunda E. granulosus igin 23 farkli
antijenik komponent bulunmustur. Bu antijenler dogal enfeksiyona
maruz birakilan at, fare, domuz, koyun, deve, sigir, insan gibi ara
konaklarindan kist sivilarindan elde edilmektedir. Insan ve koyun
kistlerinde s1g1r ve domuz Kistlerine oranla, karaciger Kistlerinde de
akciger kistlerine oranla daha fazla antijen bulunmaktadir. Ayrica
koyunlardan elde edilen antijenler insan ve inek antijenlerine gore

daha duyarli sonu¢ vermektedir (8).

E. granulosus infeksiyonunun tespitinde kullanilan antijenlerden
Antijen 5 (Ag5) ve antijen B (AgB), diger helmintlerle daha az
capraz reaktiviteye sahip, en etkili saflastirilmis antijenik
fraksiyonlardir. KE’nin serolojik tanisinda kesin ve etkili olan
AgB'nin kullanilmas1 DSO tarafindan énermektedir. Antijen 5 1s1ya
dayanikli bir lipoprotein olup e 57 kDa ile 67 kDa agirligindaki 2
adet komponentten olusur. Dis kiitikiilde, ¢imlenme kapsiiliinde,
protoskolekslerin dig ortiisiinde bulunan Antijen B ise 100°C‘de 15
dakika 1sitilmaya dayanikli olan immunojenik bir lipoproteindir
(4,20).

KE ‘ye kars1 olusan antikor yanitina bakildiginda; Ekinokok'a 6zgii
immiinoglobulin E (IgE) hastalarin ¢ogunda ve hastaligin siddeti ile
iliskili olarak artar. E. granulosus antijenleri ile uyarilan dolasimdaki
bazofiller tarafindan histamin salimimi olur. Akciger kist hidatikli
hastalarda cerrahi rezeksiyon sonrasi ekinokoka kars1 gelisen IgM
diizeyleri 4-6 ay iginde, karaciger kist hidatiklilerde ise 12 ay icinde
normale donerken IgG diizeyleri serumda daha uzun siire yiiksek
kalmaktadir (5,21).
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Bazen amiloidozis, membrandz nefropati gibi hastaliklar, KE ‘da
olusan antikorlarin dokularda immunkompleks olusturmasi sonucu
ortaya c¢ikmaktadir. Konakc¢iya ve kistin lokalizasyonuna gore
olusan antikor yanit1 degismekte olup, karaciger ve periton hidatik
kistinde daha fazladir (1). Bununla beraber kist hidatik olgularinda
bazen agiga c¢ikan anti-HLA antikorlari konak savunmasinin
bozulmasina neden olabilir (20). Yapilan ¢alismalarda %10 olguda

seronegatiflik gézlenmistir (8).

KE tanisinda, immiinosorbent testi (ELISA), dolayh
hemagliitinasyon antikor testi (IHA), dolayl floresan antikor testi
(IFA) veya Kkarsit immiinoelektroforez (CIE) gibi serolojik
yontemler kullanilmaktadir. En sik kullanilan yontemler ise ELISA
ve IHA olarak bildirilmistir (16,19). KH tanisinda halen yiiksek
duyarlilik ve ozgilliige sahip standart bir serolojik tani testi
bulunmamaktadir. Serolojik testlerin sonucunu etkileyen g¢esitli
faktorler bulunmaktadir. Ekinokok kistlerinin yeri, evresi, boyutu,
sayis1 ve Onceki tedaviler bu faktorlerden bir kagidir. Bu nedenle
testlerin duyarlilik ve o6zgiilliklerinin artirilmasi amaciyla ayni
serumun birden fazla serolojik yontemle test edilmesi gerekmektedir
(22).

IHA testi nin uygulamasi kolay, kisa siirede sonu¢ alinan ve
givenilir bir yontem olup, ilk kez 1957 yilinda Garabedian ve ark.
tarafindan 16 hastada kullanilmigtir. Hastalarin 13’iinde (%81)
pozitiflik tespit edilmistir. Ancak bu test; Taenia solium, Taenia
saginata, Ascaris lumbricoides, Fasciola hepatica, Toxoplasma
gondii ve Plasmodium gibi parazitlerin enfeksiyonlarinda ekinokok
tiri ile ortak antijen tasimalari nedeniyle yanlis pozitiflik
goriilebilmektedir. Bu c¢apraz reaksiyonlar nedeniyle, disiik

titrelerde yanlis pozitiflik riski yiiksek oldugundan, kist hidatik tanisi
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icin IHA’da 1/360 ve tizerindeki titreler anlamli kabul edilmektedir
(23). IHA testinin ekinokokkoz tanisinda %70-97 arasinda
duyarliliga sahip oldugu, kistin lokalizasyonuna gore antikor
yanitinin degistigi ve akciger kistlerinde karaciger kistlerine oranla
serolojik testin duyarliliginin azaldig: bildirilmektedir (13).

Ulkemizde IHA testi ile yapilan seroprevalans c¢alismalaria
bakildiginda; Adiyaman’da % 15.18 (13), Konya’da %15.2 (23),
Ankara’da %14 (24), 1zmir’de %14.12 (18). Antalya’da ise IHA
testi yapilan 52 hastadan 27’sinde pozitif olarak bulunmustur (25).

ELISA yontemiyle yapilan seroprevalans ¢aligmalarinda ise;
Ankara’da %35.5 (26,) Eskisehir’de %33(16), Aydin’da %32 (27),
Van’da ise %33 olarak bulunmustur (28).

Literatiirde KE olgularinda seroloji ve radyoloji sonuglarinin birlikte
irdelendigi az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Radyolojik
gorintileme yontemleri ile serolojik test sonuglari arasindaki
uyumun arastirildigt bir ¢alismada KE 6n tanili IHA testi negatif
bulunan hastalarin %29,1°1 radyolojik olarak kist hidatik olarak
raporlanmistir.  IHA ile radyolojik gorintileme yontemleri
arasindaki uyum analizi hesaplanmis ve diistik-orta diizey olarak
bulunmustur. IHA titre seviyeleri ile radyoloji pozitifligi arasinda da
anlamli bir iliski bulunmustur (p<0,001)(23). Bir diger ¢alismada
IHA testi pozitif bulunan 32 hastanin tamaminda radyolojik bulgular
pozitif olarak bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada seronegatif iki hastada
radyolojik olarak KE bulgulart kaydedilmistir (29). Baska bir
caligmada hastalarin IHA antikor titreleri radyolojik goriintiileme
sonuglariyla birlikte degerlendirildigi zaman, esik deger 1/80 olarak
kabul edildiginde, kist hastalarinin daha yiiksek duyarlilikla
saptanabilecegi goriilmistiir. Bu nedenle 1/80 ve 1/160 degerlerinin
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sonu¢ raporunda belirtilmesinin hastalarin erken tani ve niiks
takibinde yararli olacag1 6ngoriilmiistiir (18).

Yapilan bir calismada Ocak 2019-Aralik 2022 tarihleri arasinda KE

on tanist ile gesitli kliniklerden gonderilen 925 hastanin 100’iiniin
IHA test sonucu kesin pozitif bulunmustur. Bu hastalarin 57’si
kadin, 43’1 erkek olup, IHA test pozitifligi ile yas gruplar1 arasinda
anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Bu hastalarin 79’unun
radyoloji raporunda KE ile uyumlu kist olarak raporlandig
goriilmistiir (%91,8). IHA ve radyoloji verileri arasindaki uyum
arastirildiginda Cohen’in kappa degeri k:0.40 olarak bulunmus ve bu
uyum diisiik-orta diizey olarak yorumlanmistir. Patoloji raporlarina
ulagilan 28 hastanin [HA test sonuglar1 ile uyumu incelenmis ve
patoloji sonuglart altin standart kabul edilmistir. Buna gore THA
testinin duyarlilik ve 6zgulliigii sirasiyla; %76, %85, Pozitif prediktif
degeri %88, negatif prediktif degeri ise %54 olarak bulunmustur.
THA testi kesin pozitif ¢ikan 58 hastanin kistik lezyonlarinin WHO-
IWGE smiflandirmasina gore yapilan ultrason bulgularina gore
CElile alt1, CE2 ile yedi, CE3 ile sekiz, CE4 ile onbir, CES5 ile yirmi
altt hasta tespit edilmistir. [HA testi pozitifliginin kist tipleriyle
iliskisi aragtirilmis ve CE4 ve CES evre kistlerde IHA testi pozitifligi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001) (30).

Acikcasi, saglam ve dogru bir serolojik tahlil, 6rnegin hizli bir tani
testi biciminde, popiilasyona dayali epidemiyolojik calismalarin
daha kolay uygulanmasini saglayacaktir. Ne yazik ki, KE i¢in su
anda mevcut olan serodiagnostik testler standartlastirilmamis olup,
performanslar1 popiilasyon bazli caligmalarda uygulamaya uygun
degildir (31).
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Tartar ve ark nin 139 kist hidatikli ¢ocuklarda yaptig1 bir ¢alismada
14 atipik yerlesimli kist hidatik tanimlanmis ve atipik kistlerde
radyolojik yontemler ve IHA testi degerlendirilmistir. IHA testinin
duyarlilig1 %67,5, ultrasonografi %78,5, bilgisayarli tomografide ise
%80 olarak bulunurken; urakus, omentum ve retrovezikal yerlesimli
olgularda radyolojik degerlendirmenin taniya katki saglamamis
oldugu goézlenmistir (32). Afganistan’da yapilan bir caligmada
karaciger kist hidatigi tanisi ile ameliyat edilen hastalarla ayn1 evi
paylasan hasta yakinlari arastirilmis ve radyolojik olarak 11 (%5,1),
serolojik olarak 22 (%10,2) hastada pozitiflik saptanmistir (33).
Akglin ve ark. nin yaptiklari bir calismada toplam 163 KE 6n tanili
hastanin serum 6rneginde IHA, IFA ve ELISA testleri IgG antikoru
sirasi ile 83 (%51), 85 (%53) ve 70 (%42.95)’inde pozitif bulunmus,
Western blot dogrulama testine gore IHA testlerin duyarlilik ve
ozgillugi siras1 ile IHA’da %88.76, %94.59, IFA’da  %89.89,
%93.24, ELISA’da %78.65, %100 olarak bulunmustur. Her ti¢
yontemle elde edilen test sonuglari birbiri ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamis, ITHA yo6nteminin
serumda KE tanisinda kullanilabilecek pratik ve ucuz bir yontem
oldugu kanisinda varilmistir (34).

Direkt  mikroskobik  incelemenin altin  standart  olarak
degerlendirildigi bir tez ¢alismasinda ELISA ve WB testlerinin
istatistiksel uyum oranlar1 arastirilmis ve ELISA testinin direkt
mikroskopi ile uyumu %53.3, WB testinin direkt mikroskopi ile
uyumu %93.3, ELISA ve WB testlerinin birbirleriyle uyumu ise
%A45.1 olarak belirlenmistir (4). Adli Tip Kurumunda yapilan bir
calismada 1687 otopsiden 56’smin kist ayrimi yapilamamis ve bu
olgularin kan 6rneklerinde anti- Echinococcus IgG antikorlar1 IHA
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ve ELISA yontemi ile arastirilmis ve olgularin 34’{inde(%60.7)
seropozitiflik saptanmustir. (35)

Izmir’de yapilan bir ¢alismada akciger KH tanis1 alan 59 olgu, IHA,
ELISA ve WB testleri ile degerlendirilmis ve sirasiyla duyarlilik;
%96.7, %87.1 ve %100, ozgiillikleri ise sirastyla %82.2, %89.2 ve
%85.7 olarak bulunmustur (36).

Italya’da KE'lu 104 hastada ve KE olmayan lezyonlara sahip 257
kohort hastasinda yapilan bir ¢aligmada serolojik yontemlerin tanisal
performanslari arastirilmis ve Western blot'un (WB) duyarliligi ve
tanisal performansi, tek basina IHA veya ELISA’dan yalniz biri ile
test edilen grup, IHA+ELISA her ikisi de pozitifse pozitif olarak
yorumlanan grup ve IHA+ELISA uyumsuzsa WB tarafindan
dogrulanan grup olarak {i¢ gruptan daha yiiksek bulunmustur. En iyi
performans, WB uyumsuz veya uyumlu negatif IHA+ELISA'ya
uygulandiginda elde edilmistir (37).

KE tanisinda serolojik yontemlerin kist tipleriyle iliskilerinin ve tani
performanslarinin arastirildigi bir metaanaliz calismasinda, serolojik
testlerin duyarliligi CE2 ve CE3 (CE3a ve/veya CE3b) varliginda en
yiksek iken CES5 ve CE4 kistlerinin varhiginda en diisiik olarak
bulunmus ve ELISA, ICT ve WB “in duyarliligi IHA’ya gore daha
yliksek bulunmustur (31).

KE ‘nin serolojik tanisinda kullanilan antijenlerle yapilan
caligmalara bakildiginda; hidatid kist sivisina (HCF) dayali testler
daha iyi bir duyarlilik gosterirken (duyarlilik %80-99 o6zgiilliik
%60-97), purifiye veya rekombinant proteinlere dayali testler daha
iyi bir Ozgiillik gosterir (duyarlilik %38-93 6zgiillik %80-100)
(38).
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Tek antijen yerine birden fazla immiinodominant antijen igeren
serolojik testlerin kullanildig bir ¢alismada IgG-ELISA'da Hydatid
Fluid'in (HF) ve rekombinant multi-epitope antijen DIPOL'iin tanisal
degeri karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Parazit genotipi ile
DIPOL arasindaki iligkinin arastirilmast amaciyla 20 KE hastasinin
kist materyalleri sekanslanmis ve HF’in duyarlilig1 aktive kistlerde
DIPOL'den daha yiiksek bulunmus (sirastyla %82,55,78,52),
inaktif kistlerde ise DIPOL duyarliligit HF'ye kiyasla daha yiiksek
(strastyla %95,6, %78,3) bulunmustur . Bunun yan1 sira DIPOL ‘iin
ozgilligl HF den daha yiiksek bulunmustur (97.71%, 91.43%) (39).

Sonug olarak KE tanisinin hizli, dogru ve giivenilir olmasi i¢in
goriintilleme yontemlerinin serolojik testler ile kombine edilmesi
gerektigi ve dogru antijeni igeren serolojik testler i¢cin daha genis
capli arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu gozlenmistir.
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BOLUM V

Tiiberkiilozun Molekiiler Tamisinda FISH Yontemi

Giilay BOREKCI*

Giris

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) adi verilen
bakterilerin sebep oldugu tiiberkiiloz (TB) tiim diinyada 6nemli bir
halk saglig1 sorunu olarak hala 6liimciil hastaliklar igerisinde yer
almaktadir. Solunum yoluyla bulasan hastalikta, Mycobacterium
tuberculosis insanlarda en yaygin goriilen etken olup, bu grupta M.
bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii, M. pinnipedii, M.
caprae, M. orygisve M. mungi yer almaktadir (Kanabalan vd., 2021).

Bilinen en eski hastaliklardan biri olan TB, Onlenebilen ve tedavi
edilebilen bir hastalik olmasina ragmen her y1l 10 milyondan fazla
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insan tiiberkiiloz nedeniyle hastalanmakta ve bir milyondan fazla
kiside bu hastaliga bagli dlmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
2024 tiiberkiiloz raporuna gore 2023 yilinda 8.2 milyon kisiye yeni
tiiberkiiloz tanis1 konmustur (WHO, 2024).

Tiiberkiilozun toplumda yayilmasim1 onlemek ve kisa siirede
tedaviye baslamak icin Mycobacterium tuberculosis kompleks
tiirlerinin hizli, kolay ve ucuz yontemler kullanarak identifikasyonu
oldukca dnemlidir. Ayrica, 6zellikle Afrika, Asya ve Dogu Avrupa
gibi baz iilkelerde HIV ve MDR (Coklu Ilaca Direncli)-TB’a bagh
komplikasyonlarin 6nlenmesi ve TB yoOnetiminin saglanabilmesi
icinde hizli tan1 gereklidir. Mikobakterilerin rutin mikobakteriyoloji
laboratuvarlarindaki identifikasyonu giiniimiizde altin standart
olarak kabul edilen kiiltiir yontemleri ile bu yontemlere ilave olarak
yapilan bir dizi biyokimyasal testlere ve geleneksel olarak aside
direncli basil (ARB) i¢in kullanilan mikroskobik incelemeye
dayanmaktadir. Ancak rutin uygulamalarda kullanilmakta olan bu
geleneksel yontemler identifikasyon i¢in uzun zaman almakta ve
yogun emek gerektirmektedir. Tiiberkiilozun tanisinda kullanilan
ARB boyamanin duyarliligi1%20-70, o6zgiilliigii ise %95-98, AFB
kiiltir i¢in  swrasiyla  duyarliik ve ozgillik %95 ve
%98 dir.Tiliberkiilozun tanisinda kullanilan hizli tani testleri ise
identifikasyon siiresini haftalardan giinlere kadar indirmis olsa da
hala yeterince hizl1 degildir (Azadi vd., 2018).

Tiiberkiiloz tanisinda son yillarda giderek daha fazla kullanilan
molekiiler yontemler mikobakterilerin tanimlanmasinda hiz,
giivenilirlik ve performans acisindan geleneksel yontemlere gore
daha fazla avantaj sunmakta ve identifikasyon siiresini birkag giin ve
saate kadar kisaltmaktadir (Lim vd., 2019; Tiiberkiiloz Tani ve

Tedavi Rehberi, 2019). Tiiberkiilozun molekiiler tanisinda en yaygin
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kullanilan testler, niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) ile
hibridizasyon temelli  yontemlerdir (Azadi vd., 2018).
Mikobakterilerde tiir belirlemede, ilag direncinin saptanmasinda ve
TB’un molekiiler epidemiyolojisinin arastirilmasinda kullanilan
NAAT ile tiiberkiiloz tanisinda 6nemli gelismeler elde edilmistir
(Bartolomeu-Gongalves Vd., 2024; Tiiberkiiloz Tan1 ve Tedavi
Rehberi, 2019).Tiiberkiiloz tanisinda pek ¢gok NAAT kullanilmakla
birlikte bu yontemlerin bazi avantajlari (tanimlama limitinin diisiik
olmasi, kisa siirede tani koymasi vb.), ve baz1 kisitliliklari
(duyarhiliginin  diisiik olmasi, yanlis pozitif sonu¢ vermesi,
kontaminasyon riski, mikroorganizmalarin sayist ve mekansal
dagilimi  hakkinda bilgi eksikligi vb.) bulunmaktadir. PCR
yonteminin en dnemli dezavantaji ise diger yontemlere gore daha
pahali malzeme, donanim ve deneyimli personel gerektirmesidir
(Shah & Ramasamy, 2022). Ayrica canli ve 6li bakteri hiicrelerini
ayirt edememesi ve ekstrapulmoner tiiberkiiloz olgularinda diisiik
duyarhilik  ve  Ozgiillige sahip olmast diger Onemli
dezavantajlarindan biridir (Sani¢ A, 2007; Tiberkiiloz Tani ve
Tedavi Rehberi, 2019). Bunlarin disinda spoligotyping ve dizi analiz
yontemlerine bagvurulsa da rutin tan1 da siklikla kullanilmamakta ve
bu testler TB Kontrol Programi: kapsamindaki yetkili
laboratuvarlarca yapilmaktadir (Tiiberkiiloz Tani1 ve Tedavi Rehberi,
2019).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi, floresan isaretli
problar (DNA /RNA) kullanilarak direkt klinik 6rneklerden kiiltiir
yontemlerine bagvurmadan karisik ortamdaki mikroorganizmalari
kisa siirede (1.5- 2 saat) kesin ve dogru olarak identifikasyonuna
olanak saglayan molekiiler bir yontemdir. Bu yontem kiiltiiri
yapilabilen = veya  yapilamayan  farkli  taksonomilerdeki
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mikrorganizma populasyonlarinin dogal ortamlarinda
gorlintiillenmesine ve identifikasyonuna olanak tanir. Yontem direk
klinik 6rneklerden, sivi ve kati kiiltiirlerden mikroorganizmalarin
kisa siirede identifikasyonuna izin verir. Oncelikle ¢evre
mikrobiyolojisinde genis kullanim alani1 bulan FISH yontemi, tibbi
mikrobiyoloji basta olmak {izere tibbin birgok alaninda
kullanilmaktadir (Acheampong vd., 2021; Amann vd., 1990, Amann
vd., 1995; Lefmann vd., 2006; Shah & Ramasamy, 2022).

FISH Yonteminin Mikrobiyolojide Kullanim Alanlar:
Mikroorganizmalarin identifikasyonunda

Bakteri, viriis, mantar gibi mikroorganizmalarin spesifik genetik
materyallerini  tespit ederek tiir veya cins diizeyinde
identifikasyonunu saglar. Klinik orneklerde patojen
mikroorganizmalarin hizli teshisi i¢in kullanilir. Hastalik etkeni olan
mikroorganizmalar direkt doku veya klinik 6rneklerde saptanabilir.
Ornegin, M. tuberculosis gibi kiiltiirde yavas ve zor iireyen veya
kiiltlirde {iretilemeyen patojenlerin tanimlanmasinda etkili bir
tekniktir (Lefmann vd., 2006; Shah & Ramasamy, 2022). FISH viral
enfeksiyonlarin tanisinda viral genomlarim (DNA veya RNA)
tespitinde de kullanilir (Acheampong vd., 2021). Yontem gida
mikrobiyolojisinde de gida {riinlerinde bulunan patojen
mikroorganizmalarin identifikasyonuna olanak saglar (Pgi &
Rathnayaka, 2018).
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Cevre mikrobiyolojisinde

Cevre oOrneklerinden (O0rnegin kompostlar, sedimentler) alinan
mikroorganizmalarin ¢esitliligi ve dagilimi hakkinda bilgi veren
yontem kirli sularda ya da atik sularda patojen mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda kullanilir. FISH yontemi mikrobiyal ekoloji
aragtirmalarinda ozellikle simbiyotik iligkiler veya mikrobiyal
etkilesimlerin belirlenmesinde etkilidir (Amann vd., 1990, Amann
vd.,1995).

Antibiyotik Direncin Arastirilmasinda

Direng genlerini tagtyan mikroorganizmalarin tespitinde kullanilan
yontem direngli patojenlerin varlig1 ve yogunlugu hakkinda hizl bir
sekilde bilgi verir (Lee vd., 2019).

Mikrobiyal Hiicre Aktivitesinin Tespitinde

FISH yontemi canli, aktif hiicrelerin metabolik durumlarini
incelemek i¢inde kullanilmaktadir. Metabolik olarak aktif olan
mikroorganizmalar floresan isaretli problarla kolayca ayrilabilir
(Garcia-Hernandez vd., 2021; Kindaichi vd., 2004).

Biyofilm Olusumunun incelenmesinde

FISH yontemi biyofilm yapilarinda yer alan mikroorganizmalarin
tiirlerini ve dagilimini belirlemede 6nemli bir yer tutar. Ozellikle
tibbi cihazlarda veya endiistriyel sistemlerde olusan biyofilmlerin
analizinde kullanilir (Barbosa vd., 2023) .
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Metagenomik Calismalarda

Cesitli ortamlardaki mikrobiyal topluluklarin tanimlanmasinda ve
cesitliliginin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemlidir (Grieb vd., 2020).

Gen Ekspresyonu Calismalarinda

FISH yo6ntemi diger yontemlerle birleserek (Ornegin HCR-FISH)
ozellikle gen ekspresyonu, genomik haritalama, hiicresel
lokalizasyon ve molekiiler biyoloji alanlarinda kullanilmaktadir.
HCR-FISH ile yapilan c¢alismalar hiicresel diizeyde gen
ekspresyonunu ve lokalizasyonunun ¢oklu gen hedeflerle ve yiiksek
hassasiyetle belirledigini gostermistir (Nikolakakis vd., 2015).

Mikroorganizmalarin Filogenetik Analizinde

FISH yontemi genellikle 16S veya 23S rRNA gibi evrimsel agidan
korunan gen dizilerini hedefler. Bdylece incelenen orneklerdeki
mikroorganizma topluluklarinin filogenetik olarak tanimlanmasinda
kullanilir (Amann vd., 1995).

FISH Yonteminin Basamaklar:

Giliniimiize kadar gelistirilen pek ¢ok FISH yontemi bulunmakla
birlikte, yontem oOrneklerin fikse edilmesinin ardindan, rRNA’y1
hedef alan floresan isaretli prob ile hedef genin hibridizasyonu ve
sonrasinda epifloresan veya lazer taramali konfokal mikroskopta

parlak 151k sagan mikroorganizmalarin goriintiilenmesi esasina
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dayanir (Almeida & Azevedo, 2021; Amann vd., 1990, Amann vd.,
1995) (Sekil 1).

1. Omeklerin fiksasyonu

----------------------------

/ - \
- —
|
2. Permeabilizasyon
!
2. Hibridizasyon
R
L L1
Lasadl [ IV

3. Yikama
|

4. Gorintiilleme

Sekil 1. FISH yonteminin basamaklar

Giiniimiize kadar gelistirilen FISH teknikleri

[Ik olarak 1969 yilinda tanimlanan in situ hibridizasyon (ISH)
teknigi (Gall, 2016; Gall & Pardue, 1969), 1983 yilinda radyoaktif
olarak etiketlenmis DNA problar1 ile ribozomal RNA (rRNA) hedef
alinarak bakteriyolojik c¢aligmalarda kullanilmistir(Kricka, 2002).

Daha sonra floresanla etiketlenmis problar, radyoaktif problarin
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yerini almis ve FISH yontemleri gelistirilmistir (Amann vd., 1990;
De Los Reyes vd., 1997). Oligoniikleotid problarla yapilan FISH
yonteminin ilk kullanimindan bu yana, klasik FISH yonteminde
yasanan bazi sorunlari1 ve sinirliliklar1 ortadan kaldirmak igin pek
cok FISH teknigi gelistirilmistir. Oligo-FISH disinda giiniimiize
kadar gelistirilen FISH teknikleri Tablo 1’de verilmistir (Boreke¢i &
Tlimkaya, 2023; Zwirglmaier, 2005).

Tablo 1. Giiniimiize kadar gelistirilen bazi FISH teknikleri

PNA-FISH RING-FISH HCR-FISH

POLI-FISH SIMS-FISH Q-FISH

HELPER-FISH | RAMAN-FISH TSA-FISH

MIL-FISH FLOW-FISH LIVE-FISH
MAR-FISH bbFISH DVC-FISH
CARD-FISH GOLD FISH DIRECT-GENEFISH
LNA-FISH QD-FISH LEAF-FISH
PHAGEFISH CLASI-FISH DOPE-FISH

Tiiberkiiloz tanmisinda kullanilan FISH Problarn

Mikobakterilerin identifikasyonunda kullanilan FISH problarinin
cogunlugu 16S rRNA’y1 hedef alan problardan olusmaktadir. Ancak
son yillarda 23S rRNA’y1 hedef alan problarin da mikobakterilerin
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FISH yontemiyle identifikasyonunda kullanildig1r goriilmektedir
(Borekci, & Lee, 2016) (Tablo 2).

Tablo 2. Tiiberkiiloz tamisinda kullanilan bazi FISH problar

Aragtirmacilar/ | Prob ismi Hedef bakteri Hedef  dizi | Hedef | Prob
yil (5°-3%) RNA
St Amand vd., | MTB187 M. tuberculosis | TGCATCCC | 16S Oligo
2005 strains GTGGTC
CTATCC
St Amand | MTB 226 M. tuberculosis | CCACACCG | 16S Oligo
vd.,2005 strains CTAAAG
Ryan vd., 2010 | MTB 223 M. tuberculosis CCCACACC | 16S DNA
GCTAAAGC
GC
Ryan vd., 2010 | MTB 1284 | M. tuberculosis GAGACCGG | 16S DNA
CTTTTAAG
GATTCG
Lefmann vd., | MTBC M. tuberculosis | AGGACCAC | 16S PNA
2006 complex GGGATGC
Stender vd., | MTC M. tuberculosis | CTTAGGAA | 16S PNA
1999 complex TTTTCGGG
AATCCTTA
AAAGCC
Kyselkova vd., | Mycobal Mycobacterium CGGCACGG | 16S Oligo
2008 ATCCCAAG
GAAG
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Kyselkova vd., | Mycoba2 Mycobacterium ACGGCACG | 16S Oligo
2008 GATCCCAA

GGAA
St. Amand vd., | MTB770 M. tuberculosis | CACTATTC | 16S Oligo
2005 strains ACACGCGC

GT
Stender vd., | OKG682 M. tuberculosis | CGTAGATT | 23S PNA
1999 complex GGAGCTTG

CATCTAAC

CTCGAA
Grabowski & | Myc Tub1 | M. tuberculosis | GCCCCAGA | 23S Oligo
Lee., 2011 complex ACTCCACA

CcC
Grabowski & | Myco 1 Mycobacterium TGTCCCTG | 23S Oligo
Lee., 2011 ACTCGCAG

GC

Tiiberkiiloz tamisinda kullanilan FISH yontemleri

Glinlimiize kadar pek cok FISH teknigi gelistirilmis olmasina
PNA  ve
oligontikleotid problar ile cogunlukla PNA ve Oligo-FISH yontemi

ragmen,  mikobakterilerin  identifikasyonunda

kullanilmistir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalar her iki yontemin

duyarhilik ve Ozgiilliigiiniin  yiikksek oldugunu ve rutin

mikobakteriyoloji laboratuvarinda uygulanabilecegini
gostermektedir (Borekgi vd., 2014; Hongmanee vd., 2001; Lefmann

vd., 2006; Stender vd., 1999).
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FISH yontemi ile Kiiltirde Mycobacterium cinsi ve
Mycobacterium tuberculosis kompleks bakterilerin
tanimlanmasi

Mikobakterilerin identifikasyonunda genellikle PNA ve oligo-FISH
yontemleri kullanilmistir. Tiiberkiiloz tanisinin FISH yontemi ile
identifikasyonunda mikobakteri cinsi ile MTC bakterilerinin birlikte
tanimlanmasi testin dogruluk ve giivenirliligi bakimindan 6énemlidir.
Konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda; Stender ve ark. ARB pozitif
kiiltiirlerde Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTC) ve
tiiberkiiloz dist1 mikobakterilerin (NTM) identifikasyonu i¢in
rRNA'y1 hedef alan floresan isaretli PNA prob kullanmiglar, MTC
spesifik PNA probun duyarliligin1 %84 ve %97, 6zgiilliigiini %100,
NTM spesifik PNA probun duyarliligini %64 ve%91 ve 6zgiilligiini
%100 olarak bulmuslardir (Stender vd., 1999). Hongmanee ve ark.
tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada Lowenstein-Jensen (LJ) kati
besiyeri ile Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) sivi
kiiltiirde iki PNA probe (tiiberkiilozu hedef alan MTB ve tiiberkiiloz
dis1 tiirleri hedef alan NTM prob) ile yapilan ¢alismada MTB ve
NTM problarinin tanisal 6zgiilliigi her iki kiiltiir icin de %100; MTB
probunun LJ ve MGIT Kkiiltiirleri i¢in tanisal duyarliligi sirasiyla
%98 ve %99 iken, NTM probunun duyarhilig1 ise %57 ve %100
olarak bulunmustur (Hongmanee vd., 2001).

Shah ve arkadaslarinin kati1 ve siv1 kiiltlirlerde yaptig1 bir bagka
calismada ise Mycobacterium/Nocardia (MN) ve Mycobacterium
tuberculosis kompleks (MTBC) bakterilerini tanimlayan iki farkli
renkte floresan igaretli 16S ve 23S rRNA’y1 hedef alan problar (ID
Teknoloji) kullanilarak kit yontemi ile FISH uygulanmis, MN i¢in
duyarhlik ve pozitif prediktif degerleri %100 olarak belirlenmistir,

ancak bu calismada oOzgiillik ve negatif prediktif degerleri
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belirlenememistir. MTBC i¢in duyarlilik, o6zgillik, pozitif ve
prediktif degerleri sirasiyla %100, %100, %100 ve %100 olarak
saptanmistir. MN ve MTBC FISH testinde s1v1 kiiltiirde bakterileri
tanimlama smir1 5.1x10* CFU/ml olarak belirlenmistir (Shah vd.,
2017).

Mikobakterilerin cins diizeyinde tanimlayan Oligo-FISH ile ilgili
calisma ¢evre 6rnekleriyle yapilmis olup (De Los Reyes vd., 1997),
daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismada BACTEC MGIT™ pozitif
kiiltiirlerden mikobakterilerin identifikasyonu i¢in 16S rRNA’y1
hedef alan problar kullanilarak iki farkli FISH (Oligo-FISH ve PNA-
FISH) yontemi karsilagtirilmistir. Calismada 60 MGIT pozitif
ornekte Oligo-FISH ile duyarlilik %96.6, 6zgiilliik %100, pozitif ve
negatif prediktif degerleri sirasiyla %100 ve %96.4 olarak
bulunurken, PNA-FISH i¢in duyarlilik, 6zgiillik, pozitif ve negatif
prediktif degerler, 9%91.5, %100, %100 ve %91.4 olarak
belirlenmistir (Borekgi vd., 2014). Yapilan diger ¢alismalarda da
mikobakterilerin tanisinda kullanilan FISH yOntemi basarili
bulunmustur (Drobniewski vd., 2000; Lefmann vd., 2006; Padilla
vd., 2000).

Balgam orneklerinde FISH yontemi ile Mycobacterium cinsi ve
Mycobacterium tuberculosis kompleks bakterilerin
tammmlanmasi

Kiiltiirde bakteri tanimlanmasi igin kullanilan FISH testleri,

balgamdaki mikobakterileri dogrudan tespit etmek icin de

kullanilmaktadir. Konu ile 1lgili yapilan ¢alismalarda; Baliga ve ark.

202 hastanin balgam 6rneginde mikobakterilerin cins ve MTC olarak

ayirt edilmesinde; Mycobacterium/Nocardia (MN genus) cinsi igin
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16S rRNA ve MTBC i¢in 23S rRNA’y1 hedef alan iki farkli floresan
isaretli problar kullanmiglar, MTBC i¢in duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif
ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla %89.7, %95.5, %88.0 ve
%92.6 olarak bulmuslardir. Arastirmacilar FISH yonteminin iki saat
icinde sonug¢ verdigini ve testin balgamdaki mikobakterilerin tani
degerini 2.2x10*CFU/ml olarak bildirmislerdir (Baliga vd., 2018).

Bir baska calismada ise Yuan ve ark. tarafindan Oligo-FISH yontemi
ile pulmoner TB siipheli balgam o&rneklerinde M. tuberculosis
kompleks  bakterileri  arastirllmis,  kiiltiir ~ sonuglar1  ile
karsilastirildiginda smear pozitif 6rnekler icin FISH yodnteminin
duyarliligt ~ %97.1  olarak  bulunmustur. Klinik  verilerle
karsilastirildiginda sirastyla FISH yonteminin duyarliligi, 6zgilligi,
pozitif ve negatif prediktif degerleri %76.6, %99.6 %95.6,%97.6;
olarak saptanmistir (Yuan vd., 2015).

Kim ve ark. tarafindan yapilan bir baska calismada ise, MTC ile
NTM’i tanimlamak i¢in 16S rRNA’y1 hedef alan PNA problar iki
ayri1 floresan boya ile isaretlenerek toplam 140 balgam 6rnegi PNA-
FISH yontemi ile incelenmis, kiiltlir sonuglariyla kiyaslandiginda
testin duyarlilik ve Ozgiilligii sirasiyla %80.2 ve %100 olarak
saptanmistir (Kim vd., 2015). Stender ve ark. tarafindan yapilan
diger calismada da dogrudan klinik 6rneklerden MTC ve NTM
tirlerinin basarili bir sekilde identifiye edilebilecegi gosterilmistir
(Stender vd., 1999). Loukil ve ark.’nin yaptig1 baska bir ¢aligma da
ise, MTC i¢in yeni bir oligonukleotid (rpoBMTC) probe gelistirilmis
ve FISH yontemi Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile birlestirilerek
balgam 6rneklerinde uygulanmistir. Tani degeri 102 CFU/ml olan ve
MTC bakterileri i¢in %100 uyumlu oldugu gosterilen probun ve
FISH yoOnteminin  balgam  orneklerinde  kullanilabilecegi

gosterilmistir (Loukil vd., 2018).
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Diger dokularda Mycobacterium ve Mycobacterium tuberculosis
kompleks bakterilerin tanimlanmasi

Ekstrapulmoner tiiberkiilozun klinik 6rneklerde hizli  tanisi
konvansiyonel yontemlerle zordur. Ekstrapulmoner tiiberkiilozun
hizl1 tanisi i¢in yapilan bir ¢aligmada, Rodriguez-Nufiez ve ark. lenf
nodu doku orneklerini PCR, modifiye DNA ve PNA FISH
yontemleriyle incelemisler, histopatolojik taniyla
karsilagtirildiginda, duyarlilik ve oOzgilligii sirasiyla PCR igin
%62.5 ve %77.8; Modifiye DNA FISH i¢in %71.4 ve %84.6; PNA
FISH i¢in %66.7 ve %60 olarak belirlemislerdir (Rodriguez-Nunez
vd., 2011). Bir baska calisma sonuglarinda da dogrudan doku
kesitlerindeki mikobakterileri tanimlamak ve gorsellestirmek yeni
prob gelistirmisler ve yontemin uygulanabilecegini gostermislerdir
(Lefmann vd., 2006).

Arastirmacilar FISH yontemini mesane kanseri tedavisinde
kullanilan BCG agismna bagli gelisen arteriyal anevrizmali bir
hastanin tanisinda da kullanmiglar, Ziehl-Neelsen boyama negatif
olan aort 6rneginde M. tuberculosis kompleksi rpob genini saptamak
icin FISH yontemini kullanmislar ve FISH ile pozitif bulunan tan
PCR/dizileme ile M. bovis BCG mikobakteri olarak dogrulanmistir
(Darriet vd., 2018). Bir baska vakada BCG sonrasi sistit gelisen
hastanin mesane biyopsi kesitlerinde M. bovis BCG'yi tespit etmek
icin M. tuberculosis kompleksinin rpoB genini hedef alan probla
FISH yontemi kullanilmis ve mesane biyopsi kesitinde BCG
mikobakterileri tespit edilmistir (Loukil vd., 2021).
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Epidemiyolojik arastirmalarda FISH yontemi ile
mikobakterilerin tanimlanmasi

FISH yontemi epidemiyolojik arastirmalarda da kullanilmaktadir.
Omegin  arastirmacilar  M.bovis’in  canliigim  ve ¢evresel
matrislerdeki molekiiler imzasint incelemek icin flow sitometri
(FLOW), FISH ve floresanla aktive edilen hiicre siralama (FACS)
ile yeni, modiiler ve oldukca etkili bir yontem gelistirmisler ve
boylece ¢evresel matrislerden canli ve uykuda olan M. bovis
hiicrelerinin tespiti, kantifikasyonu ve ayrilmasini saglamiglardir. Bu
yontemle tiiberkiilozun bulas yollar1 hakkinda daha fazla bilgi
edinilecegi belirtilmektedir (Pereira vd., 2022).

Latent tiiberkiiloz tanisinda Flow-FISH yontemi

Diinya niifusunun yaklasik tigte birini etkileyen latent M.
tuberculosis enfeksiyonunun (LTBE) tanis1 6nemli olup, diger tani
testleriyle tespiti olduk¢a zordur. Flow sitometride mRNA
kullaniminin  ¢esitli avantajlart  bulunmaktadir. Flow-FISH’in
antijen-spesifik T hiicre yanitlar1 dahil olmak {izere nadir olaylari
tespit edebilecegi belirtilmektedir. Vir ve ark. LTBE’nin tanisi igin
periferik kan mononiikleer hiicrelerinden (PBMC) IFN-y saliniminin
Olciilmesine dayanan Flow-FISH yontemini uygulamislardir.
Arastirmacilar LTBE pozitif ve LTBE negatif bireyler arasinda esit
olarak dagitilmis 60 donérden PBMC elde edip, bunlari M.
tuberculosis saflastirilmis protein tiirevi (PPD) ile 6 saat boyunca
uyarmiglar ve Flow-FISH ile IFNG ve IL2 mRNA ekspresyonunu
Olemiislerdir. CD3+ hiicrelerde antijen kaynakli IFNG ve IL2
ekspresyonunun oranlart LTBI pozitif donérlerde LTBE negatif
donorlere gore 2 kattan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<<0,005).
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Bu ¢alismada mRNA problariyla birlikte birden fazla ylizey protein
belirtecinin tespiti, CD4+ T hiicrelerinin birincil sitokin ekspresyon
alt kiimesi oldugu belirlenmistir. Aragtirmacilar Flow-FISH
yonteminin biyolojik bir yanit1 belirleyebilecegini ve bu teknigin
temel ve klinik immiinolojik calismalar i¢in yararli olabilecegini
belirtmektedirler (Vir vd., 2015).

Sonug olarak teknolojinin hizla gelismesi, FISH yonteminede pek
cok yenilikler kazandirmaktadir. Bugiine kadar gelistirilen FISH
yontemleriyle ilgili arastirmalar tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda
bu yontemin kullanilabilir oldugunu gostermektedir. FISH
yonteminin maliyetinin az olmasi, fazla malzeme ve ekipman
gerektirmemesi, yontemin kolay ve uygulanabilir olmasi, birkag saat
gibi kisa siirede kat1 ve siv1 kiiltiirler ile dogrudan klinik 6rneklerde
identifikasyona izin vermesi diger yontemlere gore avantajlar
sunmaktadir. Ozellikle tiiberkiilozun sik goriildiigii iilkelerde 151k
mikroskobuna entegre edilebilen filtrelerin kullanilmasiyla yiiksek
donanimli laboratuvar kosullarina gereksinim duyulmadan kisa
siirede tiiberkiiloz ve tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin tanisi
yapilabilir. Arastirma laboratuvarlarinda yeni nesil FISH
tekniklerinin  kullanilmas1 mikobakterilerin konaklariyla olan
iliskilerinin anlagilmasinda faydali olabilir.
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BOLUM VI

FISH Uygulamalarinda Yeni Bir Yontem: HCR-FISH

Giilay BOREKCI*

Giris

Hibridizasyon Zincir Reaksiyonu (HCR: Hybridization Chain
Reaction) ve-Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) tekniklerinin
kombinasyonu olan HCR-FISH en yeni molekiiler tekniklerden
biridir. Bu teknik, hiicreler veya doku ornekleri i¢inde spesifik
niikleik asit dizilerini tespit etmek ve gorsellestirmek i¢in yiiksek
hassasiyet ve 0zgiillik sunmaktadir. HCR bir ¢ift DNA veya RNA
sa¢ tokast (hairpin) probunun hedef diziye hibridize oldugu bir
amplifikasyon yontemidir (Levsky ve Singer 2003; Shilo, Pegoraro,
ve Misteli 2024).
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HCR, DNA ve RNA dizilerini tespit etmek ve amplifiye etmek i¢in
tasarlanmig, enzim kullanmayan bir yontemdir. Hedef dizi mevcut
oldugunda, zincir reaksiyonu tetiklenir ve sa¢ tokalar1 agilarak uzun
cift sarmalli DNA veya RNA polimeri olusturur (Levsky ve Singer
2003; Shilo vd. 2024). FISH yontemi ise floresan isaretli rRNA’y1
hedef alan spesifik problarin hibridizasyonu sonrasinda floresan

mikroskopi ile gorsellestirilmesine dayanan molekiiler bir tekniktir
(Amann ve Fuchs 2008).

HCR ile FISH'i birlestiren, bu yontem, diisiik diizeyde olan niikleik
asit hedeflerini yiiksek mekansal ¢oziiniirliikle tespit etmek icin
gicli bir arag saglar. HCR-FISH, gen ifadesini inceleme,
kromozomal anormallikleri tanimlama ve molekiiler diizeyde
hastaliklar1 teshis etme gibi alanlarda genetik, hiicre biyolojisi ve
patolojide ozellikle faydalidir (Shilo, Pegoraro, ve Misteli 2022;
Snyder vd. 2024). HCR-FISH ayrica tip ve ¢evre mikrobiyolojisi
gibi mikrobiyolojinin g¢esitli alanlarinda da karigik ortamdaki
mikrobiyal topluluklarin dogrudan tanimlanmasina olanak saglar.
Mikrobiyal genetik materyalin ve mikroorganizmalarin tespitinde
kullanilan bu yontem hassasiyet ve dogrulugu ile geleneksel FISH
yontemlerine kiyasla ¢esitli avantajlar sunmaktadir (Grieb vd. 2020;
Jiavd. 2021a; Moreno-Velasquez ve Pérez 2021).

HCR ilk olarak 2004 yilinda Dirks ve Pierce tarafindan gelistirilmis

ve DNA/RNA analizlerinde sinyal amplifikasyonu igin

kullanilabilecegini gostermislerdir (Dirks ve Pierce 2004), teknik

daha sonra multipleks FISH igin kullanilmistir (Choi vd. 2010).

Daha sonra HCR’nin, FISH yontemiyle birlestirilmesiyle HCR-
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FISH yontemi ortaya ¢ikmistir. Bu yontem, 6zellikle mRNA gibi
disik miktardaki niikleik asitlerin tespiti i¢in gelistirilmistir.
HCR'nin, FISH yontemine entegre edilmesiyle, genetik materyalin
cok hassas ve yiiksek ¢oziiniirliikte tespit edilmesi miimkiin hale
gelmistir (Choi, Beck, ve Pierce 2014; Nikolakakis vd. 2015).

HCR ve HCR-FISH, biyolojik arastirmalarda, ozellikle gen
ekspresyonu, genomik haritalama, hiicresel lokalizasyon ve
molekiiler biyoloji alanlarinda 6nemli bir devrim yaratmigtir. HCR-
FISH ile yapilan ¢aligmalar hiicresel diizeyde gen ekspresyonunu ve
lokalizasyonunun ¢oklu gen hedeflerle ve yiiksek hassasiyetle
belirledigini gostermistir (Choi vd. 2010; Lovely vd. 2023; Snyder
vd. 2024). Son yillarda gelistirilen bu teknik 6rnegin RNA FISH’te
yasanan bazi kisithilklarin (floresan sinyal yogunlugunun diisiik
olmasi, hedef bagina sinirli sayida RNA-FISH probunun olmas1 vb)
ortadan kalkmasina neden olmus, diisiik miktarlardaki transkriptler
veya tek ekzonlar gibi kisa RNA boliimlerini hedefleyen az sayida
FISH probu tarafindan {iretilen floresan sinyalini artirmak igin
gelistirilen ve sinyal amplifikasyon stratejilerini igeren HCR sinyal
tespit verimliligini artirmistir. Yiiksek verimli FISH tabanli RNA
tespitinde Onemli bir ilerleme saglayan bu teknik, gen
ekspresyonunu ve alternatif pre-mRNA splicing
(ekleme/birlestirme) olaylarini diizenleyen hiicresel yollarin kesfi ve
inecelenmesi i¢in fonksiyonel genomik taramalarda gii¢lii bir arag
sunmaktadir (Shilo vd. 2024).

Cevre mikrobiyolojisi arastirmalarinda hedeflenen hiicreleri
gorsellestirmek icin FISH yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak,
diisiik sinyal yogunlugu ve yanlis pozitif sinyaller FISH’in yaygin
olarak uygulanmasini engellemektedir. Jlia ve ark. HCR ile FISH’1

birlestirerek  sinyal yogunlugunun artirilacagini, yontemin
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Ozgiilliigiinlin ise protokol degisikligi ve uygun kars1 boyama ile
tyilestirilecegini gostermislerdir. Arastirmacilar 6zellikle deniz
tortular1 olmak iizere cevresel Orneklerdeki mikroorganizmalari
incelemek amaciyla HCR-FISH protokoliinii optimize etmek i¢in
bes set HCR baslatici/¢ogaltict ¢iftini laboratuvarda iiretilen
Escherichia coli ve Methanococcoides methylutens {izerinde test
etmisler, yiiksek hibridizasyon verimliligi ve ozgulligi elde
etmislerdir. Ayn1 zamanda daha az yanlis pozitif sinyal liretmek
amaciyla cevresel Orneklere On islem yontemleri, hibridizasyon
tamponlart ve DAPI ile optimizasyon saglayarak, HCR-FISH
protokoliiniin ¢evresel mikroplarin arastirilmasinda geleneksel
FISH'e altarnatif bir yontem olusturmuslardir (Jia vd. 2021a).

Bir bagka c¢alismada ise Nguyen ve ark. mikrobiyal kaynakli
biyokorozyonu incelemek icin standart HCR-FISH protokoliinii
dogrudan paslanmaz c¢elik yiizeylere modifiye ederek uygulamiglar
ve biyofilm olusturan iki mikrobiyal grubun (bakteriler ve arkeler
veya bakteriler ve SRB; siilfat reducing bacteria) es zamanli olarak
goriintiilenmesini saglamislardir. Modifiye HCR-FISH
protokoliiniin, paslanmaz c¢elik lizerindeki ¢evresel miks tiirlerden
olusan biyofilmlerin tanimlanmasinda hedef hiicre tespitinin net,
belirgin ve yogun oldugu ve biyokorozyon arastirmalari igin
uygulanabilir oldugu belirtilmektedir (Nguyen vd, 2023).

HCR-FISH metagenomik c¢alismalarda da basartyla uygulanmistir.
Grieb ve ark. farkli taksonomik gruplarin saf kiiltiirlerini HCR-FISH
protokoliinii optimize etmek ve ¢esitli hiicre fiksasyon yontemlerinin
hem hiicre ayirma i¢in sinyal yogunlugu hem de sonraki genom
amplifikasyonu ve dizilemesinin kalitesi {izerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢in kullanmiglar ve sonucta ¢esitli taksonomik

seviyelerde hedeflenen metagenomlar1 ¢evresel 6rneklerden verimli
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bir sekilde elde etmislerdir (Grieb vd. 2020). Bir baska ¢alismada ise
simdiye kadar ayrilmasi zor olan karmasik topluluklar i¢indeki
bakteriyel hiicreleri 6karyotik hiicrelerden (6ncelikle mercan ve alg
simbiyontlar1) ayirmak icin HCR-FISH + floresan aktive hiicre
ayirma (FACS: fluorescence activated cell sorting) kombinasyonu
kullanilarak, mercan Acropora loripes'in bes genotipinden iki bakteri
popiilasyonu ayrilmis ve tanimlanmistir (Dungan vd. 2024).

HCR-FISH simbiyotik iligkinin arastirilmasinda da kullanilmistir.
Nikolakakis ve ark tarafindan yapilan bir ¢calismada, kalamar tiirii
Euprymna scolopes ile 151k sagan bakteri Vibrio fischeri arasindaki
simbiyozun baslangici sirasindaki degisikliklerin zamanlanmasini
ve yerinin karakterizasyonunu belirlemek i¢in her iki partnerin gen
ekspresyonunun izlenmesi i¢in HCR-FISH yontemini uygulamislar,
hem konak hem de simbiyontta ayni anda birden fazla genin tespit
edilecegini  gostermislerdir.  Arastirmacilar ~ HCR-FISH’in
bakterilerde habitat gecisini karakterize etmek ve kolonizasyona
karsi konak doku tepkilerini kesfetmek i¢in yeni bir yaklagim
saglayabilecegini belirtmislerdir (Nikolakakis vd. 2015).

Yukarida belirtilen ¢alismalara ek olarak HCR-FISH viriisle enfekte
hiicrelerin genomunda viral niikleik asit dizilerini de tespit
etmektedir. Liu ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada oldukca agresif bir
cilt kanseri tiirli olan Merkel hiicre karsinomuna yol agabilen Merkel
hiicre poliyoma virlisin (MCPyV) enfeksiyonunun molekiiler
biyolojisini ve onkojenik mekanizmalarini arastirmak i¢in HCR-
DNA-FISH yontemini uygulamislar, enfekte hiicrelerde ¢ogalan
MCPyV genomlari, hem HCR-DNA FISH, hem de immunfloresan-
HCR-DNA FISH ile tespit edilmistir. Arastirmacilar bu yaklagimin
enfekte insan derisinde mevcut olan diisiik miktardaki MCPyV

DNA'y1 tespit etmek icin kullanilabilecegini ve ayrica diger DNA
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virlislerini  izlemek i¢in de yontemin uyarlanabilecegini
belirtmektedirler. Immunfloresan-HCR-DNA FISH'ten elde edilen
gorlntiiler, bu teknigin viral DNA ile iliskili viral proteinlerin
eslendigini gostermek ic¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
Immunfloresan boyama ile kombine edildiginde, immunoFISH,
viral DNA ve aymi hiicrelerde mevcut olan ya viral kodlanmis
protein ya da konak proteinlerini eszamanli olarak tespit etmek icin
giiclii bir yontem sunmaktadir (Liu vd. 2019).

HCR-FISH Yonteminin Temel Prensipleri ve Basamaklari
HCR-FISH yontemi, belirli DNA veya RNA dizilerini tespit etmek

icin kullanilan, sinyal amplifikasyonu saglayan enzimsiz bir
tekniktir. HCR-FISH yonteminin amaci, hiicre i¢i niikleik asitlerin
yiiksek hassasiyetle ve spesifik bir sekilde goriintiilenmesini
saglamaktir. Klasik FISH yontemine benzer basamaklar1 olan HCR-
FISH’de asagidaki adimlar uygulanmaktadir (Sekil 1) (Huang vd.
2023; Jia vd. 2021b; Lovely vd. 2023)(Jia vd. 2021b).
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Sekil 1. HCR-FISH basamaklar
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1- Orneklerin fiksasyonu ve permeabilizasyon

Orneklerin  fiksasyonu: Hiicrelerin veya dokularin  yapisal
biitiinliiglinli korumak ve hedef niikleik asitlere erisimi
kolaylagtirmak i¢in  Ornekler genellikle formaldehit gibi
kimyasallarla fiksasyon islemi yapilir.

Hiicre permeabilizasyonu: Hiicre zar deterjanlarla (6rnegin, Triton
X-100) gecirgen hale getirilir, boylece problar niikleik asitlere
erisebilir.

DNA veya RNA denatiirasyonu: (opsiyonel) Cift sarmalli DNA'nin
acilmasi i¢in drnegin, 1s1 veya kimyasal yontemler gerekebilir. RNA
caligmalari i¢in bu adim genellikle atlanir.

2-Prob tasarimi ve se¢imi

Inisiyator/baslatici: Hedef niikleik asit dizisini tamiyacak sekilde
tasarlanmis tek sarmalli DNA veya RNA oligoniikleotidleridir.

Sa¢ Tokas1 (Hairpin) Problari: Kendiliginden katlanmuis, ¢ift sarmal
yapilar i¢eren oligoniikleotidlerdir. Prob uglarina genellikle floresan
boyalar baglanmistir. Bu problar yalnizca inisiyatdr ile etkilesime
girdiklerinde zincir reaksiyonunu baglatir (Sekil 2). Yontem
immunfloresan teknigi ile de birlestirilerek uygulanmaktadir (Sekil
3).

-162—



Tespit Asamasi Amplifikasyon Asamasi
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Sekil 2. HCR-FISH Mekanizmast
(https://www.molecularinstruments.com/hcr-rnafish)

aBir HCR™ prob seti, hedef boyunca farkl alt dizilere hibritlenen birden fazla
prob cifti icerir. Basglatici i1, yalnizca hedef RNA'ya spesifik olarak hibridize olan
prob giftlerinin tam baslatici i1'i ayn1 yerde konumlandiracagi sekilde her bir prob

¢ifti arasinda boliiniir.

Bir HCR™ amplifikatdrii, metastabil floresan sac tokalar1 olan hl ve h2'den
olusur. Ozel olarak baglanmis prob ¢iftleri, tam inisiyatdr il'in eszamanl
bulunmasiyla tetiklenir ve bagli bir floresan amplifikasyon polimerinin

biiylimesini baslatir.

HCR™ problar1 ve amplifikatorleri, protokol boyunca otomatik arka plan bastirma
saglamak {izere bir araya gelir: nonspesifik baglanan baglanan problar, tam
baslatic1 i1'i ayn1 yerde lokalize etmez ve amplifikasyonu tetiklemez; nonspesifik
baglanan sa¢ tokalar1 da kinetik olarak sikisip kalir ve amplifikasyonu tetiklemez.
Problarin veya sag¢ tokalariin numunede spesifik olmayan bir sekilde baglanmasi
durumunda bile, amplifikasyonlu arka plan olusturmamasini saglar ve boylece

performans ve kullanim kolayligint 6nemli 6l¢iide artirir.
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1. Protein Tespit Asamasi 3. Amplifikasyon
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1. Protein Tespit Asamasi 2. RNA Tespit Asamasi 3. Amplifikasyon Asamasi

Sekil 3. HCR™ |F + HCR™ RNA-FISH 'in sematik gosterimi

(' https://www.molecularinstruments.com/hcr-if-hcr-rnafish)

Protein tespit asamasinda protein hedefleri, isaretlenmemis birincil antikor
problari ve baslatici isaretli ikincil antikor problari ile tespit edilir.

ZRNA tespit asamasinda; RNA hedefleri, yalnizca hedefe spesifik olarak
baglandiklarinda tam baslatict i1'i ayn1 yerde konumlandiran boliinmiis baslatici
DNA problart ile tespit edilir.

3Amplifikasyon asamasinda; baslaticilar, tiim protein ve RNA hedefleri igin bagl
floresan amplifikasyon polimerlerinin ayni anda kendiliginden birlesmesini
tetikler.

3-Hibridizasyon
Bu asamada hedef niikleik asit dizisine 6zgii problar kullanilarak
hibridizasyon gerceklestirilir. Hibridizasyon asamasinda, HCR
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hibridizasyon probu hedef RNA'ya baglanir ve bitisik prob c¢iftleri,
HCR amplifikasyonunun baglamasina izin veren bir baslatici
olusturur. Baslatic1 probu, hedef DNA veya RNA ile spesifik olarak
hibridize olur. Bu islem genellikle diisiik sicaklikta ve tampon
cozeltiler kullanilarak gerceklestirilir. Baslatict prob, birinci sag
tokas1 probunun agilmasini tetikler. Ilk sa¢ tokasinin ag1lmast, ikinci
sa¢ tokasi probunun hibridizasyonunu baglatir. Hibridizasyon

asamasindan sonra yikama yapilir.

4-Amplifikasyon

Hibridizasyonun ardindan, problar {izerinden amplifikasyon zinciri
reaksiyonu (HCR) baslatilir. Amplifikasyon asamasinda, HCR sag
tokalar1 (hl ve h2) baslatici yoklugunda kendi aralarinda
baglanmaya devam eder. Baslatict mevcut oldugunda, h1 ve h2 sag
tokalar1 birbirine baglanir ve hibridizasyon zinciri reaksiyonu
baslatilir. Sag¢ tokasi problar1 birbirini tetikleyerek uzun, floresan
isaretli DNA/RNA zincirleri olusturur. Bu siire¢, hedef bolgedeki
floresan sinyalin giiclii bir sekilde amplifikasyonunu saglar. HCR,
bir amplifikasyon mekanizmasi oldugundan bu asamada sinyal
yogun sekilde artirillir. Bu asmadan sonra da spesifik olmayan
baglanmay1 azaltmak i¢in Ornek, tampon ¢ozeltilerle yikanir.
Boylece yalnizca hedef bolgelerdeki floresan sinyalin net bir sekilde
goriintiilenmesi saglanir.

5-Goriintiilleme

Ornekler DAPI boyama ile boyanip, yikama islemi yapildiktan sonra
goriintlileme i¢in hazir hale getirilir. Son adimda, floroforlarin

yaydigr 151k epifloresan mikroskop alrinda uygub filtreler
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kullanilarak tespit edilir ve goriintiilenir. Amplifikasyon {irtinleri
floroforlarla isaretlendigi i¢in hedef diziler mikroskop altinda parlak
sekilde goriintirler.

HCR-FISH Yonteminin Avantajlar

*Yiiksek Hassasiyet: Amplifikasyon sayesinde, diisiik yogunluktaki
hedef niikleik asit dizileri bile tespit edilebilir.

Yiiksek coziiniirli Gorsellik: Amplifikasyon sonucu giiclii sinyal
elde edilmesi, yiiksek ¢ozliniirliiklii ve net goriintiiler saglar.

*Coklu Tespit: Aynm1 anda birden fazla hedef dizinin tespiti

miumkindiir.

*Spesifiklik: Problarin yiiksek spesifikligi sayesinde yanlig pozitif
sonuglar minimize edilir (Choi vd. 2014; Lovely vd. 2023; Shilo vd.
2024).

Sonug olarak FISH teknolojisine yeni bir ivme kazandiran HCR-
FISH belirli gen veya RNA dizilerinin hiicresel veya doku
orneklerinde  tespit edilmesinde, hiicresel siireclerin  ve
fonksiyonlariin incelendigi tiim genomik arastirmalarda, kanser ve
diger hastaliklarda spesifik genetik degisikliklerin saptanmasinda ve
biyomedikal aragtirmalar ile tanisal patolojideki arastirmalara
onemli katkilar saglayacaktir. HCR-FISH tip, ¢evre ve endiistriyel
mikrobiyoloji gibi alanlarda, dogrudan c¢evresel orneklerdeki
(toprak, su, atik su) mikroorganizmalarin belirlenmesinde, klinik
orneklerde (kan, idrar, doku) patojenik bakterilerin ve viriislerin
tespitinde, antibiyotik diren¢ arastirmalarinda, biyogesitlilik
caligmalarinda ve karmasik mikrobiyal topluluklarin filogenetik ve

fonksiyonel analizinin yapilmasinda kullanilabilir
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BOLUM VII

Zararh Bir Alg: insanlarda Prototheca Enfeksiyonlar:

Taylan ONDER*

I-Giris

Gezegenimizin oksijen {iretiminin biiyiikk bdliimiinden
sorumlu olan algler, bakterilerin, viriislerin, mantarlarin ve
parazitlerin aksine insan enfeksiyonlartyla siklikla
iliskilendirilmemektedir. Prototheca tiirleri fotosentez yapan diger
alglerden farkli olarak klorofilsiz olup saprofit olarak yasamaktadir
ve firsatg1 enfeksiyonlara neden olmaktadir (DAVIES, SPENCER,
& WAKELIN, 1964). Bu bolimde Prototheca tiirlerine bagh
goriilen insan enfeksiyonlarindan bahsedilmistir.

I1-Mikrobiyoloji

Prototheca, bir yesil alg cinsi olan Chlorella ile yakin
iliskide olup onunla birlikte Chlorellaceae ailesine mensuptur. Insan
enfeksiyonlarindan en sik P. wickerhamii, ikinci en sik P. zopfii
sorumlu tutulmustur (Xue Wang et al., 2022). Tek hiicreli bir
mikroorganizma olan Prototheca aseksiiel iireme 06zelligi
gostermektedir. Hiicrenin biiylimesi ve maturasyonu sirasinda

!'Uzm. Dr., Osmaniye Kadirli Devlet Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Bolimii,
Osmaniye/Tiirkiye, Orcid: 0000-0003-0684-4047, taylanonder@hotmail.com
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internal septasyon olusmaya baslar. Septalanan ebeveyn hiicre
sporangia, onu olusturan sporlar ise endospor olarak
isimlendirilmektedir. Tiirler arasinda degiskenlik gostermekle
birlikte her sporangiada baslangicta irregiiler sekilde olan 2-20 aras1
endospor olusmaktadir. Endosporlar biiytiidiikge olusan basinca bagl
sporangia pargalanir ve endosporlar pasif olarak etrafa sagilir. Bu
islem yaklasik 5-6 saate 1 tekrar etmektedir. P. wickerhamii simetrik
morula-benzeri sekilli endosporlardan olusan 3-14 um boyutlu
sporangialara sahipken, P. zopfii 7-30 um boyutlu daha biiyiik
sporangialara sahiptir (Lass-Florl & Mayr, 2007; Wisniewska,
Lewandowska, & Sliwifiska-Wilczewska, 2019).

Tim Prototheca tirleri 30° C’de biiyiime 06zelligi
gostermektedir. Nemli ortamda, 25°-37° C arasi1 sicakliklarda
optimal olarak biiytirler. 40° C {lizerindeki sicakliklarda biiylimesinin
inhibe oldugu gosterilmistir. Sabouraud dekstroz agar gibi glikoz
iceren besiyerlerinde 48-72 saatte lrerler. Besiyerinde beyaz,
kremsi, maya-benzeri koloniler yaparlar. Kolonilerin laktofenol
pamuk mavisi ile boyamasiyla sporangialar ve endosporlar
gosterilebilir. Benzer sekilde Gram boyama ile endosporlar Gram
pozitif, bos sporangialar Gram negatif olarak saptanabilir (Kantrow
& Boyd, 2003; Libisch et al., 2022).

I11-Epidemiyoloji ve Bulas

Prototheca tiirleri, kiiresel olarak yaygin bir sekilde ¢esitli
kaynaklardan izole edilebilen organizmalardir. ilk olarak agaclarin
o0zsuyunda kesfedilen bu organizmalar, daha sonra kanalizasyon,
musluk suyu, akarsular, deniz suyu, ylizme havuzlari, sebze
ylizeyleri, kabuklu deniz iiriinleri, siit, hayvan digkilar1 ve insan
diskis1 gibi cesitli ortamlarda da bildirilmistir. Agac 6zsuyu ve
kanalizasyon sistemleri, Prototheca'nin enerji iiretemedigi igin
thtiya¢ duydugu besin maddelerini saglar ve bu organizmalarin
yasamini destekler. Diger ¢evresel ortamlardaki varliklar genellikle
kontaminasyon kaynaklidir ve tiirler arasinda klorlamaya duyarlilik
acisindan degiskenlik goriilmektedir (Lass-Florl & Mayr, 2007).
Prototekoz Antarktika disindaki tiim kitalarda goriilebilmektedir.
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Sicak ve nemli iklimlerde daha ¢ok saptanmaktadir. Erkeklerde daha
sik goriilen hastalik, her yasta goriilebilmekle birlikte siklikla 30-60
yas arasinda saptanmaktadir (Lass-F1orl & Mayr, 2007; Xue Wang
etal., 2022).

Insana bulasin hem eksojen hem de endojen olabilecegi
diistiniilmektedir. Travmalar vasitasi ile g¢evresel kaynaklardan
deriye inokiilasyon ve mukozalara direkt temas ile bulas eskiden beri
bilinen eksojen bulas yollarindandir. Ancak giincel verilere gore
hastane ortaminda yapilan girisimsel islemler, kateter uygulamalari
gibi prosediirler eksojen bulasta daha 6nemli hale gelmektedir. Bir
ticiincii basamak onkoloji kemoterapi {initesinde P. wickerhamii’ye
bagl algemi ve sepsis salgin1 goriilmesi nedeniyle insandan insana
bulasin da s6z konusu olabilecegi diisiiniilmiistiir (Khan, Sahni, Sen,
Gupta, & Basu, 2018). Prototheca’nin respiratuar traktta,
gastrointestinal traktta, ciltte ve el tirnaklarinda kolonizasyon
yapabildigi gosterilmistir (Lass-Florl & Mayr, 2007). Ozellikle
immiinsiipresif durumlara ve kortikosteroidler gibi immiinsiipresif
tedavilere bagli olarak bagirsakta Prototheca kolonizasyonunun
goriilmesi ve sonrasinda translokasyon ile algemi ve sepsis gibi
tablolarin ortaya ¢ikmasi endojen bulas mekanizmasi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Xue Wang et al., 2022).

IV-Klinik
1-Deri ve Subkutan Tutulum

Prototekoz olgularinin yarisindan fazlasinda deri ve/veya
subkutan tutulum goriilmektedir (Todd et al., 2018). inkiibasyon
siiresi net olmamakla birlikte birka¢ haftadan birka¢ aya kadar
stirebilmektedir. Olgularin yaklasik yarisinda immiinsiipresif bir
faktor bulunmaktadir. Lezyonlarin gelisimi genellikle aylar-yillar
boyunca yavas bir sekilde olmaktadir. Lezyonlar genelde yiizde ve
ekstremitelerde gelismektedir. Ciltte en sik goriilen lezyonlar
eritematdz  plaklar, papiiller ve nodiillerdir.  Ozellikle
immiinsiipresiflerde bu lezyonlar vezikiilobiilloz lezyonlara ve
tlserlere  ilerlemektedir. Bunlarin  disinda  seliilit, yara
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enfeksiyonlari, tenosinovit, lenfadenit, herpetiform lezyonlar,
verrilkdz lezyonlar, hipopigmente lezyonlar ve atrofik lezyonlar
gorilebilmektedir. Siirekli kortikosteroid enjeksiyonlarina bagli
kronik  subkutan  enfeksiyonlara  neden  olabilmektedir.
Kortikosteroid uygulamalarinin hem lokal hem de sistemik
immiinsiipresif etkileri prototekozda 6nemli bir risk faktorii olarak
diistintilmustir (Hillesheim & Bahrami, 2011; Kantrow & Boyd,
2003).

Prototekozun 6nemli klinik tutulumlarindan biri de
olekranon bursitidir. Septik bursitin en sik goriilen etkeni
Staphylococcus aureus olmakla birlikte 6zellikle tekrarlayan travma
sonras1 haftalar i¢erisinde yavas ilerleyen klinik tabloda prototekoz
akla gelmelidir. Genellikle dirsek iizerinde etkilenen bdlgede
endiirasyon, eritem, 6dem, hassasiyet ve serohemorajik sivi desarji
goriilmektedir (de Montclos, Chatté, Perrin-Fayolle, & Flandrois,
1995).

2-Dissemine Tutulum

Dissemine tutulumda spesifik bir semptom karsimiza
cikmamaktadir. Ates yiliksekligi, ishal, bas agrisi, karin agris1 ve cilt
lezyonlar1 gibi tutulan bdlgeye gore degisen semptomlar
goriilmektedir. En sik tutulan bolgeler sirasiyla; deri, kan, bagirsak,
karaciger, akciger, periton ve beyindir. Dissemine tutulumun deri
bulgulari, lokalize deri tutulumu ile benzerdir. Kolestatik sarilik ve
hepatit dissemine tutulumun Onemli tablolarindandir. Nadir
tutulumlarindan biri de endokardittir. Dissemine tutulum genellikle
immiinsiipresif hastalarda ortaya c¢ikmakla birlikte nadiren
immiinkompetanlarda da goriilebilmektedir. Solid organ ve kemik
iligi transplantasyonu prototekoz 1ile en sik iligkilendirilen
immiinsiipresif tablolardir. Dissemine tutulum nadirdir ancak %45,9
gibi yiiksek bir mortaliteye sahiptir. P. zopfii enfeksiyonlarinda P.
wickerhamii’ye kiyasla daha yiiksek oranda mortalite goriilmektedir.
Kateterler gibi yabanci cisimlerde biyofilm olusturabilmeleri
nedeniyle tedavide giicliikler olusturdugu ve yiiksek mortalitenin
buna baglh goriildigl diisiiniilmektedir (Buendia et al., 1998; Xue
Wang et al., 2022).
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3-Ayiric1 Tani

Prototekoz ayirict tanisinda deri ve subkutan mikoz
etkenlerinden  Blastomyces  dermatitidis,  Paracoccidioides
brasiliensis ve Coccidioides immitis gibi mikroorganizmalarla
birlikte yesil alglerden olan Chlorella enfeksiyonlari akla gelmelidir
(Hillesheim & Bahrami, 2011).

V-Tan1

Oykii, fizik muayene bulgular1 ve epidemiyolojik risk
faktorleri oncelikle prototekoz tanisinda yonlendirici olmaktadir.
Daha once bahsedilen mikrobiyolojik incelemeler ile birlikte
histopatolojik incelemeler de tanida kullanilmaktadir. Gridley
mantar boyasi, periyodik asit-Schiff (PAS) ve Gomori metenamin-
giimiis boyas1 gibi histokimyasal boyalarla etkene ait yapilar
gosterilebilmektedir. Multiniikleer dev hiicrelerin eslik ettigi
mikroapseler ve graniilomlarla giden enflamasyon histopatolojik
incelemelerde saptanmaktadir (Hillesheim & Bahrami, 2011).
Geleneksel tani yontemlerinin yani sira matrix-assisted laser
desorption ionization—time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS), 18S ile 28S rDNA sekanslamasi ve mitokondrial cytb
geninin incelendigi yontemler gibi molekiiler yontemler de taniya
yardimcr olmaktadir (Fidelis et al., 2021; Jagielski, Gawor, et al.,
2018; Xuan Wang et al., 2014).

VI-Tedavi

Prototekoz tedavisinde standart bir yaklasim yoktur. Etken
ile alakali standart bir in vitro antimikrobiyal duyarlilik kilavuz
Onerisi bulunmamaktadir. Etken maya ozellikleri gosterdigi i¢in
degerlendirmede mayalara yonelik antimikrobiyal duyarlilik
paternleri kullanilmaktadir. Etken cogu antimikrobiyale direng
gostermektedir. /n vitro sonuglar ile in vivo etkinlik arasinda
tutarsizliklar  goriilebilmektedir (Lass-Florl & Mayr, 2007).
Prototheca hiicre zarinda %4 oraninda ergosterol bulundurdugu igin
mayalar gibi tedavi edilmektedir. Antimikrobiyallere yliksek oranda
diren¢ gosterdigi icin tedavide genellikle antimikrobiyallerle
kombine olarak cerrahi eksizyon da onerilmektedir (Telkes, Dezso,
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Doros, & Mathe, 2018). Tedavide %72 basar1 orani ile en etkili
antimikrobiyal amfoterisin B’dir. itrakonazol %71 basari orani ile
2., flukonazol ise %65 basari orani ile 3. siradadir. Hafif vakalarda
oral itrakonazol ve flukonazol, azollerle tedavi basarisizlig1 olan
veya ciddi vakalarda ise intravendz amfoterisin B kullanilabilir.
Yeni bir azol olan ve algisid 6zelliginin giiglii oldugu kanitlanan
ravukonazol de tedavide diisiiniilebilir (Masuda et al., 2021; Todd et
al., 2018). Standart tedavinin olusturulmasi i¢in daha etkin algisidal
ajanlarin  gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu acidan giimiis
nanopartikiiller ve guanidin umut vadetmektedir (Alves et al., 2017;
Jagielski, Bakuta, et al., 2018).
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