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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAYIN iLKELERi YAZIM KURALLARI

1) YAYIN iLKELERI

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, T.C. Saglik Bakanligi, Halk Sagligi
Genel Midurligi’niin yayin orgam olan bilimsel bir dergidir. Dergi ii¢c (3)
ayda bir (Mart, Haziran, Eylll, Aralik) yayimlanir ve dort (4) sayida bir cilt
tamamlanir.

Dergide biyoloji, mikrobiyoloji, enfeksiyon hastaliklari, farmakoloji,
toksikoloji, imminoloji, parazitoloji, entomoloji, kimya, biyokimya, gida,
beslenme, cevre, halk sagligi, epidemiyoloji, patoloji, fizyopatoloji, molekiiler
biyoloji, genetik ve biyoteknoloji ile ilgili alanlardaki 6zgiin arastirma, olgu
sunumu, derleme, editore mektup ve teknik rapor tiriindeki yazilar Turkce ve
ingilizce olarak yayimlanr.

Dergiye, daha once baska yerde yayimlanmamis ve yayimlanmak iizere baska
bir dergide inceleme asamasinda olmayan yazilar kabul edilir.

Dergi Yayin Kurulu tarafindan uygun goriilen yazilar, konu ile ilgili en az iki
Bilimsel Damisma Kurulu Uyesi’nden (Hakem’den) olumlu gériis alindiginda
yayimlanmaya hak kazanir. Hakemlerin ve yazarlarn isimleri gizli tutulur.
Hakemler degerlendirme siireclerini en ge¢ lc ay icinde tamamlar. Bu
kurullarin, yazinn icerigini degistirmeyen her turli diizeltme ve kisaltmalan
yapma yetkileri vardir.

Yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlara aittir.
Yazarlar arastirma ve yayin etigine tam olarak uyum gostermelidir.

Dergide yayimlanan yazilarin yayin hakki Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi’ne aittir. Yazarlara telif Uicreti 6denmez.

1l) ETiK KURALLAR

Arastirma ve yayin etigi kurallarina uymak yazarlarin sorumlulugundadir.
Yazarlar Helsinki Bildirgesi’nde ana hatlan cizilen ilkeleri izlemelidir. Yazarlar,
bu tiir bir calisma s6z konusu oldugunda, uluslararasi alanda kabul edilen
kilavuzlara ve yirirliikte olan tim mevzuatta belirtilen hiikkimlere uymalidir.

Etik kurul izni gerektiren tiim arastirmalar icin Etik Kurul Onay1 alinmis olmali,
belgelendirilmeli; kurul adi, tarih ve sayis1 “Gere¢ ve Yontem” bélimiinde
belirtilmelidir.

Klinik arastirmalarda, calismaya katilanlardan bilgilendirilmis olur alindigimin
gere¢ ve yontem bolimiinde belirtilmesi gerekmektedir. Gonilli ya da
hastalara uygulanacak prosedirlerin ozelligi tiimiyle anlatildiktan sonra
kendilerinin bilgilendirilip onaylarinin alindigim gosterir beyan “Gerec ve
Yontem” kisminda bulunmalidir. Olgu sunumlarinda ve arastirma makalelerinde
hasta kimligini iceren herhangi bir dokiiman kullamlmamalidir. Hasta kimligini
tanitacak fotograf kullanildiginda, hastanin yazili onayr gonderilmelidir.

Hayvanlar iizerinde yapilan calismalar icin de gereken izinler alinmali; yazida
deneklere agn, aci ve rahatsizlik verilmemesi icin neler yapildigi acik bir sekilde
belirtilmelidir. Hayvan deneylerinde, calisma “Laboratuar Hayvanlarinin Bakim
ve Kullanim Kilavuzunda” (www.nap.edu/catalog/5140.html) belirtilen etik
diizenlemelere gore yapilmalidir ve yazarlar etik kurul onayir alindigim ve
etik kurul tarih ve sayisim1 “Gere¢ ve Yontem” kisminda beyan etmelidirler.
Deneysel ve klinik ila¢c ¢alismalarinda Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi
diizenlemelerine uygun olarak yapildigi ve etik kurul onay1 alindigi metin icinde
belirtilmelidir.

Makalenin formati ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors)
ve COPE (Committee on Publication Ethics) rehberlerine uygun olmalidir.

1) YAZIM KURALLARI

Dergide yayimlanmak lizere gonderilen yazilar, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi yazim kurallarina gore hazirlanmalidir.

Basvurular www.turkhijyen.org adresinden “Cevrimi¢i Makale Gonder, Takip
Et, Degerlendir” programi araciligiyla on line olarak yapilmaktadir.

Yayimlanmak Uizere gonderilecek yazilar;
* Bilimsel diizeyi yiksek, orijinal ve kaynak gosterilebilecek ozellikte olmalidir.
* Bilgiler ve kaynaklar son 5 (bes) yila ait giincel verileri icermelidir.

1. “Telif Hakki Devir Formu” tim yazarlarca imzalanarak onaylandiktan sonra
dergimizin makale kabul sistemine yiiklenmelidir.

2. Makale bashig1, ingilizce baslik, kisa baslik, yazar ad(lan), yazar(lar)in
calistigr kurum(lar) ve birim(ler), yazisma isini Ustlenen yazarin acik adresi,
telefon numaralan (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir.

a. Yazinin baslig1 kisa olmali ve kiiciik harfle yazilmalidir.
b. Sayfa baslarina konan kisa baslik 40 karakteri gegmemelidir.

c. Calisma bilimsel bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot veya
tesekkiir boliimiinde mutlaka yazilmalidir. Herhangi bir ticari Uriin ve/veya
sirketle bir iliski yoksa, basvuru yazisinda belirtilmelidir.

d. Makale, kongre/sempozyumda sunulmussa sunum tiirii ile birlikte dipnot
seklinde mutlaka belirtilmelidir.

3. Yazilardaki terimler mimkiin oldugunca Tirkce ve Latince olmali, dilimize
yerlesmis kelimelere yer verilmeli ve Tiirk Dil Kurumu’nun giincel sozliigi
kullanilmalidir. Yazilarin dili acik ve anlasilir olmali, imla ve yazim hatalar
olmamasina 6zen gosterilmelidir.

4. Metin icinde gecen mikroorganizma isimleri ilk kullamldiginda tam
ve acik yazilmali, daha sonraki kullammlarda kisaltilarak verilmelidir.
Mikroorganizmalarin orijinal Latince isimleri italik yazilmalidir: Ornegin;
Pseudomonas aeruginosa, P. Aeruginosa gibi. Yazida sadece cins adi gecen
ciimlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlan Tirkce
olarak yazilabilir. Antibiyotik isimleri dil bitiinliigii agisindan okundugu gibi

yazilmali; uluslararasi standartlara uygun olarak kisaltilmalidir.
5. Metin icerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri Uluslararasi Birimler

Sistemi (SI)’ne gore verilmelidir.

6. Yazilar bir zorunluluk olmadikca “ge¢cmis zaman edilgen” kip ile yazilmalidir.

7. Metnin tamami 12 punto Times New Roman karakteri ile ¢ift aralikla yazilmali
ve sayfa kenarlarindan 2.5 cm bosluk birakitmalidir.

8. Arastirma yazilar;

Tiirkce Ozet, Ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve Yoéntem, Bulgular, Tartisma,
Tesekkiir (varsa) ve Kaynaklar bolimlerinden olusmalidir. Bu bolim basliklar
sola yaslanacak sekilde biiyiik harflerle kalin yazilmalidir. ingilizce makalelerde
de Tirkce baslik, kisa baslik ve 6zet bulunmalidir.

Dergimizin ve makalenizin olabildigince fazla atif alabilmesi icin 6zetler son
derece kapsamli hazirlanmali; gramer, imla ve yazim hatalar1 barindirmamalidir.

a) Tirkce Ozet: Amac, Yontem, Bulgular ve Sonuc, alt basliklarindan
olusmalidir (yapilandinlmis 6zet) ve en az 250, en fazla 400 sozciik
icermelidir.

b) ingilizce Ozet (Abstract): Tiirkce Ozet béliimiinde belirtilenleri birebir
karsilayacak sekilde “Objective, Method, Results, Conclusion” olarak
yapilandirilmalidir.

c) Anahtar Sozciikler: 3-8 arasinda olmali ve Index Medicus Medical Subject
Headings - (MeSH)’de yer alan sozciikler kullamlmalidir. Tirkce anahtar
sozciiklerinizi olusturmak icin http://www.bilimterimleri.com/ adresini
kullanimz.

d) Girig: Arastirmanin amaci ve gerekcesi giincel literatiir bilgisi ile
desteklenerek iki sayfayr asmayacak sekilde sunulmalidir.

e) Gere¢ ve Yontem: Arastirmanin gerceklestirildigi kurum/kurulus ve
tarih belirtilmeli, arastirmada kullanilan arag, gerec ve yontem sunulmali;
istatistiksel yontemler agikca belirtilmelidir.

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

g) Tartisma: Arastirmanin sonunda elde edilen bulgular, diger arastiricilarin
bulgulanyla karsilastiriimalidir. Arastirici, kendi yorumlanim bu béliimde
aktarmalidir.

h) Tesekkiir: Ana metnin sonunda kaynaklardan hemen once yer almalidir.
Tesekkiir bolimiinde calismaya destek veren kisi, kurum/kuruluslar yer
almalidir.

i) Kaynaklar: Yazarlar kaynaklarin eksiksiz ve dogru yazilmasindan sorumludur.
Kaynaklar, metnin icinde gecis sirasina gore numaralandiriimalidir. Numaralar,
parantez iginde cimle sonlarinda verilmelidir. Kaynaklarin yazilimi ile ilgili
asagida ornekler verilmistir. Daha detayli bilgi icin “Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997; 277:
927-934) (http://www.nejm.org/) bakilmalidir.

Makalenizin Kaynaklar bolimiinde Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisinde
yayimlanmis makalelere atif yapilmasina 6zen gosterilmelidir.

- Siireli yayin: Yazar(lar)in Soyadi Adimn bas harf(ler)i (alt1 veya daha az yazar
varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayis1 yedi veya daha c¢oksa yalmz ilk altisin
yazip “et al.” veya “ve ark.” eklenmelidir). Makalenin basligi, Derginin Index
Medicus’a uygun kisaltilmis ismi, Yil; Cilt (Say): ilk ve son sayfa numarasi.

- Standart dergi makalesi icin ornek: Demirci M, Unlii M, Sahin U. A case
of hydatid lung cyst diagnosed by kinyoun staining of bronco-alveolar fluid.
Turkiye Parazitol Derg, 2001; 25 (3): 234-5.

- Yazan verilmemis makale i¢in ornek: Anonymous. Coffee drinking and
cancer of the panceras (Editorial). Br Med J, 1981; 283:628.
- Dergi eki icin ©rnek: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functinal

asplenia: Demonstration of splenic activity by bone marrow scan (Abstract).
Blood, 1979; 54 (Suppl 1): 26a.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Halk Sagligi Genel Mudurligiu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

e-posta : hsgm.thdbd@saglik.gov.tr



TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAYIN iLKELERi YAZIM KURALLARI

- Kitap: Yazar(lar)in soyadi adinin bas harf(ler)i. Kitabin adi. Kaginci baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili.

- Ornek: Eisen HN. Immunology: an Introduction to Molecular and Cellular
Principles of the Immun Response. 5th ed. New York: Harper and Row, 1974.

- Kitap baliimii: Boliim yazar(lar)in soyadi adinin basharf(ler)i. Bolim basligr.
In: Editor(ler)in soyadi adinin basharf(ler)i ed/eds. Kitabin adi. Kaginc1 baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili: Bolimun ilk ve son sayfa numarasi.

- Ornek: Weinstein L. Swarts MN. Pathogenic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic Physiol ogy:
Mechanism of Disease. Phidelphia. WB Saunders, 1974:457-72.

- Web adresi: Eger dogrudan “web” adresi referans olarak kullanilacaksa
adres ile birlikte parantez icinde bilgiye ulasilan tarih de belirtilmelidir. Web
erisimli makalelerin referans olarak metin icinde verilmesi gerektiginde DOI
(Digital Object Identifier) numarasi verilmesi sarttir.

- Kongre bildirisi: Entrala E, Mascaro C. New stuructural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International Congress of Parasitology
(ICOPA VIIl). October,10-14, Izmir-Turkey. 1994.

- Tez: Bilhan O. Labirent savaklarin hidrolik karakteristiklerinin deneysel olarak
incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 2005.

GenBank/DNA dizi analizi: Gen kalitim numaralari ve DNA dizileri makale icinde
kaynak olarak gosterilmelidir. Konuyla ilgili ayrintili bilgi icin “National Library
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)”
béliimiine bakimz.

- Sekil ve Tablolar: Her tablo veya sekil ayr1 bir sayfaya basilmali, alt ve
Ust cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri icermelidir. Tablolar, “Tablo
1.” seklinde numaralandirilmali ve tablo baslig1 tablo iist cizgisinin istiine

ETiK iLKELER VE

ETiK iLKELER

Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi Editor ve Hakemleri, Uluslararas
Tip Dergisi Editorleri Komitesi (ICMJE), Yayin Etigi Komitesi (COPE), Diinya Tip
Editorleri Birligi (WAME), Bilim Editorleri Konseyi (CSE), Avrupa Bilim Editorleri
Birligi (EASE), ABD Ulusal Tip Kitiphanesi (NLM), Diinya Tip Birligi (WMA) ve
Ulusal Bilgi Standartlar Orgiitii (NISO) rehber kurallarina uymaktadir.

Yazarlara yonelik; dergi politikasi geregince, uluslararasi anlasmalara uygun
bir etik kurul tarafindan arastirma protokollerinin onaylanmasi gereklidir.
[WMA Helsinki Deklarasyonu - insan Denekleri iceren Tibbi Arastirmalar icin
Etik ilkeler (son giincelleme: Ekim 2013, Fortaleza, Brezilya)”, “Tiim arastirma
calismalan icin laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanimi kilavuzu (8.
baski, 2011) “ve / veya” Hayvanlar iceren Biyomedikal Arastirmalara Yonelik
Uluslararast Rehber ilkeler (2012)]. Gonderilen makale, etik kurul onayi
icermemesi durumunda degerlendirme icin isleme alinmaz.

CIKAR GATISMASI POLITIKASI

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi’nin editor incelemesi, uluslararasi
editor organizasyonlart (ICMJE, EASE, WAME, COPE, CSE,..) tarafindan
belirlenen iyi Editérlik Uygulamalarina uygundur. WAME, yayin siirecinde
(makalenin gonderilmesi, hakem incelemesi, editor kararlan ve vyazarlar,
hakemler ve editorler arasindaki iletisim) yazar, hakem veya editorlerin,
strecteki sorumluluklarint (akademik dristliik, calismanin ylritilmesinde
ve raporlanmasinda yaniltma olmamasi, karar ve hiikiimlerin uygunlugunu)
etkileyebilecek herhangi bir rekabetci catisma varsa ¢ikar catismasinin mevcut
oldugunu belirtmektedir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, tiim yazarlarin, hakemlerin ve
editorlerin, WAME tarafindan yukarida belirtilen herhangi bir rekabet ¢ikarinin
yani sira, ailevi, kisisel, finansal, politik veya dini konularla ilgili herhangi bir
cikar catismasini editore bildirmesini istemektedir. Herhangi ¢ikar catismasi ve
finansal destegin olup olmadigi, makalelerin sonunda beyan edilmelidir.

Yazarlar inceleme siirecinde bolim editorlerinden hicbiri ile iletisime
gecmemelidir. Makalelerin siureci ile ilgili tim gerekli bilgiler dergi
sekreterliginden edinilebilir. Editér ve hakemlerin isimleri yazarlara verilmez.
Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi’nin cift kor gozden gecirme ilkeleri
nedeniyle, yazarlarin ve hakemlerin isimleri diger kisilerce bilinmemektedir.

yazilmalidir. Aciklayici bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullanilmalidir. Fotograflar “jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artinlmasi icin gerekli oldugu durumlarda
fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.

9. Arastirma Makalesi tiirli yazilar icin kaynak sayisi en fazla 40 olmalidir.

10. Derleme tiirli yazilarda tercihen yazar sayisi ikiden fazla olmamalidir.
Yazar(lar) daha once bu konuda c¢alisma ve yayin yapmis olmali;; bu
deneyimlerini derleme yazisinda tartismali ve kaynak olarak gostermelidir.
Derlemelerde Tiirkce ve ingilizce olarak baslik, 6zet (en az 250, en fazla 400
sozciik icermelidir) ve anahtar sozcikler bulunmalidir. Derleme tiirii yazilar
icin kaynak sayis1 en fazla 60 olmalidir.

11. Olgu sunumlarinda metin yedi sayfay1 asmamalidir. Tiirkce ve ingilizce
olarak baslik, 6zet ve anahtar sozciikler ayrica giris, olgu ve tartisma bolimleri
bulunmalidir. Olgu sunumu tiirii yazilar icin kaynak sayisi en fazla 20 olmalidir.

12. Editore Mektup: Daha dnce yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida
bulunmak ya da bilim haberi niteligi tasiyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla
yazilan yazilar, Yayin Kurulu’nun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan
yaywnlanir. Editore Mektup bir sayfayr asmamali ve kaynak sayisi en fazla 10
olmalidir.

13. Teknik Rapor tiirii yazilar ilgili alanda onemli katkis1 olabilecek bilgileri
icermelidir. Teknik raporlarda Tiirkce ve ingilizce baslik, tek paragraf olacak
sekilde Tiirkce ve ingilizce &zet, Tiirkce ve Ingilizce olmak lizere anahtar
kelimeler yer almalidir. Kaynak sayisi en fazla 10 olmalidir.

14. Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.
15. Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

YAYIN POLITIKASI

YAYIN POLITIKASI ve SURECI

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi (THDBD), cift kor hakem
degerlendirmesi ile Tiirkce ve Ingilizce dillerinde T.C. Saglik Bakanligi Halk
Saglig1 Genel Mudiirligu tarafindan yayimlanmaktadir. THDBD yayin ilkelerinde
belirtilen konularda yazilan makaleleri kapsamaktadir. Sadece cevrimici
(online) basvurular kabul edilmektedir. Dergiye kabul edilme sirecindeki
degerlendirilmelerde aranan temel ozellikler 6zguinlik ve bilim literatiriine
katkidir.

Makalelerin tibbi ve etik sorumlulugu yazarlara ve telif haklari THDBD’ye
aitti.  Makalelerin ve kaynaklarn iceriginden, yayimlanan makalelerdeki
veriler, fikirler ve ifadelerden yazarlar sorumludur; editorler, yayin kurulu ve
T.C. Saglik Bakanligi Halk Saghigi Genel Miidurliigii bu konularda herhangi bir
sorumluluk kabul etmemektedir.

Makaleler  gonderildikten sonra  oncelikle  editorler  tarafindan
degerlendirilmektedir. Editorler  hakem  degerlendirme  siirecinden
once makalelerin THDBD yazim kurallarina uygun vyazilip yazilmadigim
degerlendirmektedirler.  Bu  kurallara gore yazilmayan makaleler
degerlendirilmeye alinmamaktadir. Sonrasinda, makalenin degerlendirilmesi
icin iki hakem atanir. Hakemler ayni alanda yayinlar olan uzmanlar arasindan
secilir. Makaleler ihtiyac halinde istatistik editorii tarafindan da kontrol
edilebilir. Tim makaleler ingilizce dil editorii tarafindan da incelenir.
Hakemlere degerlendirme icin 20 giin siire verilmektedir ve eger herhangi bir
diizeltme istenirse yazarlarin gerekli diizeltmeleri yapmak igin 30 giin siiresi
vardir. Editér, editor yardimcilar, istatistik editorii ve ingilizce dil editorii kabul
edilen makalenin asil anlamini degistirmeyen kiiciik diizeltmeler yapabilirler.

THDBD, bireysel kullanicilarin ve kurumlarin ticretsiz kullanimini mimkin kilan
acik erisimli bir dergidir. Kullanicilarin makalelerin tam metinlerine, yayinci
veya yazardan izin almadan erisim saglayarak, okuma amacli yiikleme yapma,
kopyalama, dagitma, ¢ikti alma, arama yapma islemlerini gerceklestirmelerine
olanak verir. Bu sistem acik erisimli BOAI[1] tanimlamasi ile uyumludur.
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1) PUBLISHING POLICY

The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology is a publication of the
“Republic of Turkey, Ministry of Health, General Directorate of Public Health
“. The Journal is published every three months (March, June, September,
December) and one volume consists of four (4) issues.

The journal publishes biology, microbiology, infectious diseases, pharmacology,
toxicology, immunology, parasitology, entomology, chemistry, biochemistry,
food safety, environmental, health, public health, epidemiology, pathology,
pathophysiology, molecular biology, genetics, biotechnology in the field of
original research, case report, reviews, letters to the editor and technical
reports are published in Turkish and English.

Articles which are not previously published in another journal or not currently
under evaluation elsewhere can be accepted for the journal.

Articles approved by the Scientific Committee and Editorial Board are eligible
to be released after receiving at least two positive opinions from the Scientific
Committee members. The names of the reviewers and authors are kept
confidential. Reviewers complete the evaluation processes within three months
at the latest.Those committees have the authority to make all corrections and
abbreviations but not to change the content of the article.

The authors have the all the scientific and legal responsibilities of the articles
The authors must fully obey the ethics of research and publication.

The copyright of the article published in the Turkish Bulletin of Hygiene and
Experimental Biology belongs to the Journal. Copyright fee is not paid to the
authors.

Il) ETHICAL RULES

The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology expects the authors
to comply with the ethics of research and publication. In case the authors do
not have a local ethics committee, the principles outlined in the “Declaration
of Helsinki” should have been followed. Authors must comply with the
internationally accepted guidelines and provisions set out in all applicable
legislation when it comes to this type of work.

Ethics Committee Approval must be obtained and documented for all
researches requiring ethics committee approval; The name, date and number
of the committee should be stated in the method section of the article.

In human research, a statement of the informed consent of those who
participated in the study is needed in the section of the “Materials and
Methods”. In case of procedures that will apply to volunteers or patients, it
should be stated that the study objects have been informed and given their
approval before the study started. In case reports, information about the
signed informed patient consent form should be included in the article. In case
patient photos are used which shows his/her ID, a written informed consent of
the patient on the use of the photos must be submitted.

In case animal studies, approval also is needed; it should be stated clearly
that the subjects will be prevented as much as possible from pain, suffering
and inconvenience. In animal experiments, the study should be conducted in
accordance with the ethical regulations specified in the “Guide to the Care
and Use of Laboratory Animals” (www.nap.edu/catalog/5140.html) and the
authors should declare that the ethics committee approval was obtained and
the date and number of the ethics committee in the “Materials and Methods”
section. Experimental and clinical drug studies performed in accordance with
the Republic of Turkey Ministry of Health regulations and ethics committee
approval must be stated in the article.

The format of the article should be in accordance with ICMJE (International
Committee of Medical Journal Editors) and COPE (Committee on Publication
Ethics) guidelines.

1ll) WRITING RULES

Manuscripts submitted for publication in the journal should be prepared
according to the writing rules of the Turkish Journal of Hygiene and
Experimental Biology.

Applications are made online at www.turkhijyen.org via the “Online Manuscript
Submit, Track, Evaluate Program”.

Articles to be submitted for publication;

* Should have a high scientific level, be original and suitable for reference.

* Information and references should contain up-to-date data for the last 5
(five) years.

1. The “Copyright Transfer Form” (Copyright Release Form) after being signed
by all authors should be uploaded using the article accepting system of the
journal.

2. The title of article, Turkish title, short title, author name(s), names
of institutions and the departments of the author(s), full address of the
corresponding author, telephone numbers (landline and mobile), e-mail
address should be given.

a. The title should be short and written in lower case.
b. The short title should not exceed 40 characters.

c. The study supported by a fund or scientific organisation must be
mentioned in a footnote or in the acknowledgements.

d. The study presented in a conference/symposium must be mentioned with
the type of presentation in footnotes or in the acknowledgements.

3. For Turkish studies; Terms used in articles should be in Turkish and Latin as
much as possible, according to the latest dictionary of the “Turkish Language
Institution”. The language of the articles should be clear, and care should be
taken to avoid spelling and writing mistakes.

4. Latin names of microorganisms used for the first time in the text have to
be written in full. If these names are used later, they should be abbreviated in
accordance to international rules. The original Latin names of microorganisms
should be written in Italic: for example, Pseudomonas aeruginosa, P.aeruginosa.
Names of antibiotics should be abbreviated in accordance with international
standards.

5. Symbols of the units mentioned in the text should be according to “The
Systéme International (SI).

6. Articles should be written in one of the “past perfect, present perfect and
past” tenses and in the passive mode.

7.0nly one side of A4 paper should be used and should have a 2.5 cm margin on
each side. 12 pt, Times New Roman font and double line space should be used.

8. Research Articles;

Research papers should consist of Turkish abstract, English abstract,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements
(if any), and References sections. These sections should be written in bold
capital letters and aligned left. English articles should have a Turkish abstract
and title in Turkish. (If the all of the authors from abroad the manuscript and
abstract can be write English language).

Abstracts should be prepared in an extremely comprehensive way; it should not
contain grammatical, spelling and writing errors.

a) Turkish Abstract should consist of the subheadings of Objective, Methods,
Results and Conclusion (Structured Abstract). It should be between 250 and
400 words.

b) English Abstract: The abstract should be structured like the Turkish abstract
(Objective, Methods, Results, and Conclusion). It should be between 250 and
400 words.

c) Key words The number of keywords should be between 3-8 and the
terminology of the Medical Subjects Headings (Index Medicus Medical Subject
Headings-MeSH) should be used.

d) Introduction: The aim of the study, and references given to similar studies
should be presented briefly and should not exceed more than two pages.

e) Materials and Methods: The date of the study, institution that performed
the study, and materials and methods should be clearly presented. Statistical
methods should be clearly stated.

f) Results: The results should be stated clearly and only include the current
research.

g) Conclusions: In this section, the study findings should be compared with
the findings of other researchers. Authors should mention their comments in
this section.

h) Acknowledgements should be placed at the end of the main text and before
the references. In this section, the institutions/departments which supported
the research should be stated.

i) References: Authors are responsible for supply complete and correct
references. References should be numbered according to the order used
in the text. Numbers should be given in brackets and placed at the end of
the sentence. Examples are given below on the use of references. Detailed
information can be found in “Uniform Requirements for Manuscripts Submitted
to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997 277: 927-934) and at http://
www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm.

- Periodicals: Author(s) Last Name initial(s) name of author(s) (if there are six
or fewer authors, all authors should be written; if the number of authors are
seven or more, only the first six of the authors should be written and the rest as
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“et al”). The title of the article, the abbreviated name of the journal according
to the Index Medicus, Year; Volume (Issue): The first and last page numbers.

- Example of standard journal article: Demirci M, Unlii M, Sahin U. A case
of hydatid cyst diagnosed by kinyoun staining of lung bronco-alveolar fluid.
Tirkiye Parazitol Derg, 2001; 25 (3): 234-5.

- Example of an article with authors unknown: Anonymous. Coffee drinking
and cancer of the pancreas (Editorial). Br Med J, 1981; 283:628.

- Example of journal supplement: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M.
Functional asplenia: Demonstration of splenic activity by bone marrow scan
(Abstract). Blood, 1979; 54 (Suppl 1): 26a.

- Books: Surname of the author(s) initial name(s) of author(s). The name of the
book. The edition number. Place of publication: Publisher, Publication year. -
Example: Eisen HN. Immunology: an Introduction to the Principles of Molecular
and Cellular Immune Response. 5th ed. New York: Harper and Row, 1974.

- Book chapters: The author(s) surname of the chapter initial(s) letter of the
name. Section title. In: Surname of editor(s) initial (s) letter of first name(s) ed
/ eds. The name of the book. Edition number. Place of publication: Publisher,
year of publication: The first and last page numbers of the chapter.

- Example: Weinstein L. Swarts MN. Pathogenic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic Physiology:
Mechanism of Disease. Phidelphia. WB Saunders, 1974:457-72.

- Web address: If a “web” address is used as the reference address, the web
address date should be given in brackets with the address. The DOI (Digital
Object Identifier) number must be provided, when a web access article used
in the text as a reference.

- Congress papers: Entrala E, Mascaro C. New structural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International Congress of Parasitology
(ICOPA VIII). October, 10-14, Izmir-Turkey. 1994.

- Thesis: Bilhan O. Experimental investigation of the hydraulic characteristics
of labyrinth weir. Master Thesis, Science Institute of Firat University, 2005.

- GenBank / DNA sequence analysis: DNA sequences of genes and heredity

numbers should be given as references in the article. For more information,
check “National Library of Medicine” and “National Center for Biotechnical
Information (NCBI)”.

- Figure and Tables: Each table or figure should be printed on a separate
sheet, the top and bottom lines and if necessary column lines must be included.
Tables should be numbered like “Table 1.” and the table title should be written
above the top line of the table. Explanatory information should be given in
footnotes, not in the title and appropriate icons (*,+,++, etc.) should be used.
Photos should be in “jpeg” format. In case the quality of the photos is not good
for publication, the originals can be requested.

9. Research articles should have up to 40 references.

10. In reviews, it is preferred to have not more than two authors. Author(s)
must have done research and published articles previously on this subject; they
should discuss their experience and use as reference in the review. Reviews
should have Turkish and English titles, abstracts (it should contain minimum
250, maximum 400 words) and key words. Reference numbers for the review
should be maximum 60.

11. Case reports should have a maximum of seven pages of text. Case
report should have a Turkish and English title, abstract, keywords and also
introduction, case description and discussion sections should be given. Number
of references should be maximum 20.

12. Letters to Editor: Written to make criticisms, additions to previously
published articles or scientific updates are published after review and
assessment of the Editorial Board. Letters should not exceed one page of text
and must be supported with up to 10 references.

13. Technical report should contain information that may contribute
significantly to the relevant field. Technical reports should include Turkish and
English titles, Turkish and English abstracts in a single paragraph, keywords in
Turkish and English. The number of references should be maximum 10.

14. The articles which do not comply with the journal rules are not accepted.

15. Authors should keep a copy of the article that they submit.

ETHICAL PRINCIPLES AND PUBLICATION POLICY

ETHICAL PRINCIPLES

The Editorial Board and Reviewers of the Turkish Bulletin of Hygiene
and Experimental Biology adhere to the guidelines of the International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), Committee on Publication
Ethics (COPE), World Association of Medical Editors (WAME), Council of Science
Editors (CSE), European Association of Science Editors (EASE), the US National
Library of Medicine (NLM), the World Medical Association (WMA), and National
Information Standards Organization (NISO).

For Authors; as journal’s policy, an approval of research protocols by an ethics
committee in accordance with international agreements “WMA Declaration
of Helsinki - Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects
(last updated: October 2013, Fortaleza, Brazil)” ,“Guide for the care and
use of laboratory animals (8th edition, 2011)” and/or “International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving Animals (2012)” is required for
all research studies. If the submitted manuscript does not include ethics
committee approval, it will not be processed for evaluation.

CONFLICT OF INTEREST POLICY

Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology’s editorial review process is in
accordance with the Good Editorial Practice set by international editorial organizations
(ICMJE, EASE, WAME, COPE, CSE, ...). WAME indicates that “conflict of interest
exists when an author, reviewer, or editor in the publication process (submission of
manuscripts, peer review, editorial decisions, and communication between authors,
reviewers and editors) has a competing interest that could unduly influence his or her
responsibilities (academic honesty, unbiased conduct and reporting of research, and
integrity of decisions or judgments) in the publication process”.

Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology requires that each author,
reviewer, and editor must disclose to the editor-in-chief any conflict of interest related
to family, personal, financial, political or religious issues as well as any competing
interest outlined above at the WAME’s definition. Whether or not a conflict of interest
and financial support exist, they must be declared at the end of the manuscripts.

Authors should not contact any of the section editors during the review
process. All necessary information regarding the process of a manuscript can be
obtained from the editorial office. However, the names of the handling editor
and the reviewers are not given to the author(s). Due to the Turkish Bulletin
of Hygiene and Experimental Biology’s double-blinded review principles, the
names of authors and reviewers are not known to the other.

PUBLICATION POLICY

Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology (Turk Hij Den Biyol Derg)
is published in Turkish and English by Republic of Turkey Ministry of Health
General Directorate of Public Health which processing through double-blind
peer review. The journal covers clinical and experimental research articles
on subjects from all medical areas, review articles, case reports, letters to
the editor, manuscripts on historical evolution of diseases and medicine and
content on ethical problems. Articles are accepted only by online submission.
The basic features supposed to be in an article during assessment processes
for the acceptance to journal are the contribution to the scientific literature
and the originality.

The authors are responsible for the scientific and ethical liability of the
manuscripts and the copyright of the manuscripts belongs to the Turkish
Bulletin of Hygiene and Experimental Biology. Authors are responsible for
the contents of the manuscript and the references. The data, opinions and
statements of published articles are authors’ responsibility, and the Editors,
Editorial Board and Republic of Turkey Ministry of Health General Directorate
of Public Health deny any responsibility on these subjects.

All manuscripts are underwent an initial process by the Editors after the
submission. Editors firstly evaluates whether the manuscript is prepared
according to the journal’s manuscript submitting rules before peer review
process. Manuscripts which are not appropriate for those rules will not be
evaluated. Then, two reviewers are assigned for manuscript evaluation.
Reviewers are selected among specialists who also have publications in
literature in the same medical field. Articles might be checked by the
statistical editor in addition if needed. All manuscripts are also inspected
for English grammatical and manuscript preparation rules. 20 days are given
for reviewer and, if any corrections are required, the author(s) has 30 days
to make the requested corrections. The Editor-in-Chief, Associate Editors,
statistical editor and English language editor may make minor corrections to
accepted manuscripts that do not change the main meaning of the manuscript.

This is an open access journal which means that all content is freely available
without charge to the user or his/her institution. Users are allowed to read,
download, copy, distribute, print, search, or link to the full texts of the articles
in this journal without asking prior permission from the publisher or the author.
This is in accordance with the BOAI[1] definition of open access.

Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology

General Directorate of Public Health

Tel : +90 312 565 55 79

Fax : +90 312 565 55 91

e-mail : hsgm.thdbd@saglik.gov.tr




TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI

YAYIN iLKELERI

® Tiurk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, Halk Sagligi Genel

Midirliigt yayin organidir. Dergi i¢ (3) ayda bir gikar ve dort

(4) sayrda bir cilt tamamlanir.

Dergide  biyoloji, mikrobiyoloji, enfeksiyon  hastaliklari,
farmakoloji, toksikoloji, immiinoloji, parazitoloji, entomoloji,
kimya, biyokimya, gda, beslenme, cevre, halk saghg,
epidemiyoloji, patoloji, fizyopatoloji, molekiiler biyoloji, genetik,
biyoteknoloji ile ilgili alanlardaki 6zgiin arastirma, olgu sunumu,
derleme, editdre mektup tiriindeki yazilar Ttrkce ve ingilizce

olarak yayimlanir.

Dergiye, daha nce baska yerde yayimlanmamis ve yayimlanmak
izere bagka bir dergide inceleme asamasinda olmayan yazilar

kabul edilir.

Dergi Yayin Kurulu tarafindan uygun goériilen yazilar, konu ile
ilgili en az iki Bilimsel Danisma Kurulu Uyesinden olumlu gdriig
alindiginda yayimlanmaya hak kazanir. Bu kurullarin, yazinin
icerigini degistirmeyen her tiirlii diizeltme ve kisaltmalari yapma

yetkileri vardir.
Yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlara aittir.
Yazarlar arastirma ve yayin etigine tam olarak uyum gdéstermelidir.

Dergide yayimlanan yazilarin yayin hakki Tirk Hiyen ve

Deneysel Biyoloji Dergisi'ne aittir. Yazarlara telif {icreti 8denmez.

YAZAR(LAR) ICIN MAKALE KONTROL LISTESI

Biittin yazarlarca isim sirasina gdre imzalanmus telif hakki devir
formu eksiksiz olarak dolduruldu.

Yazar isimleri agtk olarak yazildi.

Her yazarin bagl bulundugu kurum adi, yazar adinin yanina
numara verilerek baslik sayfasinda belirtildi.

Yazismalardan sorumlu yazarin adi, adresi, telefon-faks
numaralari ve e-posta adresi verildi.

Tirkge ve Ingilizce basliklar ile kisa balik yazild:.

Tiirke ve Ingilizce &zetlerin kelime sayis1 (300-500 arasi) kontrol
edildi.

Tirkce ve Ingilizce anahtar kelimeler (MeSH ve Tiirk Tip
Terimleri S6zI{igi'ne uygun) verildi.

Tim kisaltmalar gézden gecirildi ve standard olmayan kisaltmalar
diizeltildi.

Metin igerisinde gegen orijinal Latince mikroorganizma isimleri
italik olarak yazildi.

Metin igerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri the Systeme
International (Sl)’e gore verildi.

Yazilar “mis’li gegmis” zaman edilgen kip ile yazildi.

Metnin tamami 12 punto Times New Roman karakteri ile cift
aralikla yazildi.

Metin sayfanin yalniz bir yiiziine yazilarak her bir kenardan
2,5 cm bosluk birakild:.

Tablolar, sekiller yazim kurallarina uygun olarak ve her biri ayrt
bir sayfada verildi.

Fotograflar JPEG formatinda aktarildi.

Kaynaklar ciimle sonlarinda parantez icinde ve metin icinde
kullanim sirasina gdre ardigik siralandi.

Kaynaklar, makale sonunda metin iginde verildigi sirada listelendi.
Kaynaklar gézden gecirildi ve tim yazar adlari, ifade ve

noktalamalar yazim kurallarina uygun hale getirildi.

Ayrica asagida belirtilen maddeleri dikkate aliniz.

Etik kurul onay1 alind.
Bilimsel kurulus ve/veya fon destegi belirtildi.
Kongre/Sempozyumda sunumu ve sunum tiirii belirtildi.

Varsa tegekkiir bsliimii olusturuldu.



TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

EDITORIAL POLICY

® The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology is a
publication of the “General Directorate of Public Health (Halk
Saghg Genel Miidiirliigii)” of Ministry of Health. The Journal
is published every three months and one volume consists of four

issues.

® The journal publishes biology, microbiology, infectious
diseases, pharmacology, toxicology, immunology, parasitology,
entomology, chemistry, biochemistry, food safety, environmental,
health, public health, epidemiology, pathology, pathophysiology,
molecular biology, genetics, biotechnology in the field of original
research, case report, reviews and letters to the editor are
published in Turkish and English.

® Articles which are not previously published in another journal
or not currently under evaluation elsewhere can be accepted

for the journal.

CHECKLIST OF THE

Articles approved by the Scientific Committee and Editorial
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Kan donorlerinde Brucella seropozitifliginin arastirilmasi

Kamber SUMER' (ID), Hiiseyin GUDUCUOGLU?

, Slimeyye AKYUZ3 (ID), Mehmet PARLAK? (ID),

Yasemin BAYRAM?

OZET

Amag: Bruselloz, gelismis ulkelerde kontrol altina
alinmis olsa da ulkemizde endemik olarak goriilen bir
halk sagligi problemidir. Endemik bolgelerde yasayan
insanlarin cogunda klinik olarak enfeksiyon belirtileri
olmamasina ragmen bruselloz serolojik gostergeleri
pozitif olabilmektedir. Bu durumdaki asemptomatik
hastalardan saglikli kisilere kan transfiizyonu ile bulas
olabilmektedir. Bu calismada bolgemizdeki saglikli kan
donorlerinde  Brucella

seropozifliginin  arastirilmasi

amaclanmistir.
- Haziran 2017

tarihleri arasinda Van Yiiziincii Yil Universitesi Tip

Yontem: Calismaya Mayis 2016

Fakiiltesi Kan Merkezi’ne bagista bulunan 4018 saglikli
kan donoru dahil edilmistir. Butiin kan serumlarina Rose
Bengal Pleyt Testi (RBPT) uygulanmis ve agliitinasyon
saptanan numuneler Standart Tup Aglutinasyon (STA)
testi ile teyit edilmistir. STA test sonucunda >1/160 titre
pozitif olarak kabul edilmis, disik titrede pozitiflik
(1/40 ve 1/80 titre) saptanan serum ornekleri Coombs
testi ile calisilmisti. Coombs testinde de >1/160 titre

pozitif olarak kabul edilmistir.

Bulgular: Calismada toplam 4018 serum o6rneginin
(%2,7)’si

bulunmustur. Pozitif bulunan kan 6rneklerine uygulanan

RBPT tarama sonucuna gore 107 pozitif

STA testi sonucunda 13 tanesi siipheli pozitif ve 13 tanesi

ABSTRACT

Objective: Although brucellosis is controlled in
developed countries, it is a public health problem that
is seen as endemic in our country. Although most people
living in endemic areas do not have clinical signs of
infection, the serological indicators of brucellosis may
be positive. The illness can be transmitted to healthy
people from asymptomatic patients through blood
transfusion. In this study, it is aimed to investigate
Brucella seropositivity in healthy blood donors in our
region.

Methods: The study included 4018 healthy blood
donors who donated to the Blood Center of Van Yuzinci
Yil University Medical Faculty between May 2016 and
June 2017. Rose Bengal Plate Test (RBPT) was applied
to all blood serums and samples with agglutination were
confirmed by Standard Tube Agglutination (STA) test.
Serum samples with low titer positive (1/40 and 1/80
titer) who were considered >1/160 titer positive as a
result of the STA test were studied with Coombs test.
>1/160 titer positive in Coombs test.

Results: In the study, 107 (2.7%) of the total 4018
serum samples were positive for RBPT screening.
As a result of the STA test applied to positive blood
samples, 13 were suspect positive and 13 (0.3%)

were positive. Of the 13 serum samples that gave

"Hakkari Universite__si Saglik Meslek Yiiksek Okulu,Hakkari
2Van Yiiziincti Yil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Van
3Erzincan Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Erzincan O]

Bl

iletigim / Corresponding Author : Siimeyye AKYUZ
Mengiicek Gazi Egt. Aras. Hast. Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari -1. Kat, Erzincan - Tiirkiye

E-posta / E-mail : sumeyye sfl@hotmail.com

Gelis Tarihi / Received : 13.09.2020
Kabul Tarihi / Accepted : 09.03.2021

Sumer K, Giidiictioglu H, Akyiiz S, Parlak M, Bayram Y. Kan donérlerinde Brucella seropozitifliginin arastirilmast
Turk Hij Den Biyol Derg, 2021; 78(2): 119 - 124

119


https://orcid.org/0000-0002-6992-6229
https://orcid.org/0000-0003-1101-9017
https://orcid.org/0000-0003-1999-7827
https://orcid.org/0000-0001-6030-2244
https://orcid.org/0000-0001-6083-5550

(%0,3) pozitif olarak bulunmustur. STA testiyle supheli
pozitiflik veren 13 serum orneginin 3 tanesi Coombs
testi ile pozitiflik vermistir. Dolayisiyla calismamizda
tim ornekler icerisinde seropozitiflik oran1 RBPT ile %2,7
(n=107), STA testiyle %0,3 (n=13), STA+Coombs testiyle

%0,4 (n=16) olarak bulunmustur.

Sonug: Ulkemizin de dahil oldugu endemik bolgelerde
klinik bulgusu olmayan ancak aktif hastaliga bagli Brucella
serolojisi pozitif olan hastalarin, az da olsa kan tranfiizyonu

ile iliskili bulas riski tasidigi akilda tutulmalidir.

Anahtar Kelimeler: Bruselloz, kan transfiizyonu,

saglikli kan donérii

suspected positivity with the STA test, 3 of them
were positive with Coombs test. Therefore, in our
study, seropositivity rate among all samples was 2.7%
(n=107) with RBPT, 0.3% (n=13) with STA test and 0.4%
(n=16) by Coombs test+STA test.

Conclusion: It should be considered that patients
with positive Brucella serology due to active disease but
without clinical findings, carry the risk of Brucellosis
associated with blood transfusion in endemic regions

including our country.

Key Words: Brucellosis, blood transfusion, healthy

blood donor

GIRIS

Bruselloz, Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu
siklikla s181r, koyun, keci, domuz vb. hayvanlarin
et, sit ve sit urunlerinin tuketimi ile bulasan bir
Bunun disinda bulas;
genital organ, mukoza salgilan ve diger enfekte

zoonozdur. bu hayvanlarin
atiklar ile direk temas ve kontamine aeresollerin
inhalasyonu ile olabilmektedir. Nadir gorilse de
anne sutd, transplasental yol, cinsel iliski ve kan
transfiizyonu ile insandan insana gecebilmektedir (1).
Literatirde 24 haftalik prematiire bir bebekte kan
transfiizyonundan bes giin sonra bruselloz gelistigi
ve yapilan incelemeler sonrasi etkenin B. melitensis
oldugu rapor edilmistir (2).

Ulkemizde endemik olan bruselloz, fakiltatif
intraselliler bakterilerle ortaya c¢iktigindan bircok
organ ve sistemi etkileyebilmektedir. Bu durum farkl
klinik tablolara ve dolayisiyla tan1 koymada giicliige
neden olmaktadir. Brusellozda kesin tani; kan, kemik
iligi ve/veya doku orneklerinden yapilan kiiltir ile
mumkun olmaktadir. Ancak cesitli sebeplerle kulturde
etkeni iUretmek her zaman mimkiin olmamakta ve
tamda serolojik yontemler one cikmaktadir (3).
Duyarlilik ve &zgilligl yiiksek bircok serolojik test
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olsa da, brusellozun laboratuvar tanisinda Rose Bengal
Pleyt Testi (RBPT) ve Standart Tup Agliitinasyon (STA)
testi en cok kullanilan yontemlerdir (4).

2017 yilindaki Saglik Bakanligi resmi verilerine
gore Ulkemizde 6457 bruselloz olgusu bildirilmistir.
Brusellozun en yogun oldugu iller; Van, Siirt, Bitlis,
Hakkari, Batman, Aksaray, Isparta, Kars ve Igdir
olarak bildirilmistir (5).
calismalar dikkate alindiginda,

Van yoresinde yapilan
ilimizin Brucella
oldukca
uzerinde ve bruselloz acisindan endemik bir bolge

seropozitifliginin  Ulkemiz ortalamasinin

oldugunu ortaya koymaktadir (6).

Calismada, Van Yiiziincii Yil Universitesi Tip
Fakiiltesi kan merkezine bagista bulunan saglikli kan
donorlerinde Brucella seropozifligi arastirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Van Yizincii Yil Universitesi Kan Merkezi’ne
kan bagisinda bulunan 4018 saglikli kan donorii (yas
araligi: 18-60 yil) calismaya dahil edilmistir.

Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel

Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi’nca



19.07.2016 tarih ve 09 nolu Etik Kurulu Karari onay
alinarak Mayis 2016 - Haziran 2017 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir.

Kisilere bagisc
sonra kanlar1 alinarak santrifij edilip serumlarina

onam formu onaylatildiktan

ayrildi. Calisma yapilana kadar -80 °C’de saklanan
serum orneklerine oncelikle tarama testi olarak
RBPT (Seromed, Istanbul) uygulandi. Bu amacla,
lam lzerine bir damla (0.03 ml) serum ornegi ve
ayn1 hacimde Rose Bengal antijeni eklendi. Karisim
rotator yardimiyla cevrilerek 4 dakika beklendi.
Test
‘pozitif’, ince tanecikli ¢cokelti olusanlar ‘supheli’ ve

sonucunda iri tanecikli cokelti olusanlar
homojen goriintli olustugunda test ‘negatif’ olarak
degerlendirildi. Pozitif ve siipheli cikan sonuglar
dogrulanmak iizere STA testine (Seromed, Istanbul)
tabi tutuldu. STA testi yapilan tim ornekler 1/1280
titreye kadar calisildi. 1/160 ve ustiindeki titrasyonlar
pozitif olarak degerlendirilirken, test sonuclar
supheli pozitif cikan numuneler icin (titresi 1/40
ve 1/80 olanlar) Coombs testi (Seromed, Istanbul)
yapildi. Boylece agliitinasyon vermeyen blokan
(inkomplet) antikorlarin ortaya cikarilmasi saglandi.
Coombs testinde de 1/160 ve ustlindeki titrasyonlar

pozitif kabul edildi (7, 8). Verilerin istatistiksel

analizinde sayisal degerler, say1 ve yiizde dagilimlan
ve Ki-kare testi kullamlmistir. Hesaplamalarimizda
istatistiki anlamlilik seviyesi p<0.0001 olarak kabul
edilmis ve hesaplamalar icin SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) istatistik paket programi
kullamlmistar.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 18 ila 60 yas araligindaki
4018 kisinin 3637 (%90,5)’si erkek ve 381 (%9,5)%i
kadindi. RBPT sonuclarina bakildiginda 4018 serum
orneginin 107 (%2,7)’si pozitif/stipheli sonug vermistir.
RBPT pozitif/stipheli 107 serum ornegine STA testi
uygulanmis; bunlarin 81’i negatif, 13’ supheli pozitif
ve 13’U pozitif olarak bulunmustur. STA testinin
ayrintili sonuclar1 Tablo 1’de verilmistir.

Coombs testi yalmz STA testiyle supheli pozitiflik
saptanan 13 serum ornegine uygulanmis ve 3 tanesinde
(% 23) 21/160 titrede pozitiflik saptanmistir. Boylece
toplam 4018 serum orneginin 16 (% 0,4)’s1 hem RBPT
ile aglutinasyon vermis olup hem de STA testi veya
Coombs testinden herhangi biri ile >1/160 titrede
pozitiflik vermistir.

Tablo 1. STA testi stipheli pozitif ve pozitif olan numunelerin titrelerinin dagilimi

Sonug Titre n
1/40 5

Siipheli Pozitif 1/80 8
Toplam 13

1/160 9

1/320 4

Pozitif 1/640 0
1/1280 0

Toplam 13
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Calismamizda seropozitiflik oranm1 RBPT ile % 2,7
(107/4018), STA testiyle % 0,3 (13/4018), STA+Coombs
testiyle % 0,4 (16/4018) olarak bulunmustur. Her ic
testle belirlenen seropozitiflik oranlari Tablo 2’de
verilmistir. Pozitif kan orneklerinin 2’si kadin (%
0,5, 2/381) ve 14’U erkek (% 0,4, 14/3637) bireydir.
Cinsiyet ile Brucella seropozitifligi arasinda anlamli

Tablo 2. Calisilan serumlarin testlere gore pozitiflik oranlari

bir iliski saptanmamistir. RBPT testi, duyarliigi %
100 olarak bildirilen bir tarama testidir (9). Bu bilgi
dogrultusunda negatif olarak saptanan ornekler STA
ve Coombs testi ile de negatif kabul edildiginde;
RBPT testinin pozitiflik oran1 STA ve Coombs testi
ile karsilastinldiginda istatistik olarak anlamli

saptanmistir.

Tiim orneklerdeki

Test Adi n Pozitiflik sayis1 (%) pozitiflik oram
RBPT 4018 107 (2.7) % 2.7
STA Testi + Coombs Testi 107 16 (15) % 0.4

RBPT: Rose Bengal Pleyt Testi, STA: Standart Tiip Agliitinasyon Testi, n: Test edilen ornek sayis1

TARTISMA

Bruselloz daha cok genc ve orta yash eriskinlerde
olmak uzere her yasta goriilebilen ve bircok hastalikla
kolaylikla karisabilen bir zoonozdur. Kanada, Yeni
Zelanda, ingiltere ve Avusturalya gibi gelismis lilkelerde
cesitli eradikasyon programlan ile prevalansi oldukca
dusuk olmasina karsin lilkemiz gibi gelismekte olan ve
az gelismis ulkelerde halen en sik goriilen hastaliklardan
biridir. Hastalik, tim
bélgelerinde goriilebilmekle birlikte Portekiz, ispanya,
Kuzey Afrika lilkeleri, Giiney Fransa, italya, Yunanistan,
Turkiye, Arap Yarimadasi, Meksika, Hindistan, Orta

dinyanin hemen hemen

ve Giiney Amerika’da endemiktir. Brucella insandan
insana kan transfuzyonu yoluyla bulasabilmektedir.
Ancak iilkemizde saglikli kan donérlerinde yasal olarak
zorunlu taranan parametreler (HBsAg, Anti-HCV, Anti-
HIV ve RPR/VDRL) arasinda yer almamaktadir (10-12).

Cesitli illerde yurutilen Brucella seroprevalans
calismalan incelendiginde Aral ve ark. 2007 yilinda
yaptiklan calismada Kahramanmaras ilinde bruselloz
seroprevalansim % 1, Tavsan ve ark. 2010 yilinda
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Sanlwurfa il merkezinde yaptiklarn calismada ise % 0,9
olarak bulmuslardir. Yiicel ve ark. Malatya’da 2012
yiinda yaptiklarn calismada bruselloz supheli 2942
hastada Brucella seroprevalansini RBPT ile % 8,5, STA
testi ile % 4,5, Coombs testi ile % 5,5 bulmuslardir
(13-15). Bu oranlar calismamizin oranlarina gore daha
ylksektir. Calismamizin sagliki kan dondrlerinde
yapilmasi ve >1/160 titrenin anlamli kabul edilmesi
oranlarimizin topluma gore daha dusik cikmasina

neden olmus olabilir.

Van ili'nde Ceylan ve arkadaslari tarafindan
besicilerde  yapilan  bir calismada  bruselloz
seropozitifligi insanlarda RBPT ile % 26,7, STA testi
ile % 27,2 olarak bulunmustur. Alim ve ark. (2006)
calismalarinda 106 kisinin ve 16 (%15,1)’sim Brucella
acisindan seropozitif olarak bulmuslardir (6, 16).
Bu calismalarda STA testinde sirasiyla 1/20 ve 1/80
titrelerin anlamli kabul edilmesi, calismalarin hayvan
yetistiriciliginin yaygin oldugu yerlerde yapilmis
olmasi ve bireylerin kirsal bolgelerde yasamalarindan
dolay1 seroprevalans oranlar calismamizdan ¢ok daha
yuksektir.



Brucella enfeksiyonu ile alakali literatirde oldukca
fazla bilgi ve calisma olmasina ragmen insanlarda ve
ozellikle kan donorlerinde bu alanda yapilmis calisma
az sayidadir. Bu durum saglikli insanlarda hastaligin
seroprevalansint  ortaya koyacak yeterince veri
olmamasinanedenolmaktadir. Sayanveark. 2010yilinda
saglikli kan dondrlerinde yaptiklan calismada B. canis
seropozitifligini laboratuvar yapimi lam agliitinasyon
test (LAT) antijeni ile taramislar ve dogrulama yontemi
olarak 2-Merkaptoetanol LAT yontemi kullanmislardir.
Calismaya dahil edilen serumlarin tamami RBPT ile test
edilmis ve negatif olanlar calismaya dahil edilmistir.
Dogrulama yonteminin sonucunda 1930 kan serumunun
16’sim supheli pozitif (12’si 1/50, 4’4 1/100 titrede)
15’ini ise pozitif (1/200 ve lizeri titrede) olarak rapor
etmislerdir. Calismanin seropozitifligi % 1,6 (31/1930)
olarak belirlenmis olup calismamizdaki orandan daha
yiksek bulunmustur (17). Calismamizda STA testiyle
13 (% 0,3) serum oOrneginde pozitiflik saptanmistir.
Diger lilkelerde de saglikli kan dondrlerinde Brucella
seroprevalans calismalan mevcuttur. Torres-padilla
ve ark. (2004) yaptiklan calismada Meksika’da ug¢
kan bankasina basvuran toplam 500 kan donorunde
Brucella seropozitifligini % 3,6 (n=18), Vaishnavi
ve Kumar (2007) Hindistan’da 292 kan dondrinde
% 10,6 olarak tespit etmislerdir (18, 19).

calismamizdaki oranlardan daha yiiksektir. Khorasgani

Bu oranlar
ve ark. (2008) iran’in Boushehr kentinde toplam
10.500 kan donoriinde yaptiklan calismada Brucella
seropozitifligini RBPT ile % 0,76 ve STAile % 0,57 olarak
bulmuslardir (20). Zadsar ve ark. (2020) iran’in cesitli
illerini kapsayan calismalarinda 14.706 kan donorunun
63 (% 0.43)’Unu STA testiyle pozitif (STA titresi > 1/80)
olarak saptamslar ve gubre Uriinlerine maruz kalma ile

TESEKKUR

seropozitiflik arasinda 6nemli bir iliski saptarmslardir
(21).
bakimindan calismamizla paralellik gostermesi komsu

iran’da yapilan bu calismalarin STA sonuclan

llkede Brucella seropozitifligi agisindan benzer bir
yayginlik gosterdigimizi distindirmektedir.

Guney Etiyopya’da yapilan bir arastirma,

kan donorlerinde insan  brusellozunun yiiksek
seroprevalansim (% 10,6) gostermis, evcil hayvanlarla
temas ve evde hayvancilik uygulamalari ana risk
faktorleri olarak bulunmustur (22). Wang ve ark.
(2015) Cin’in endemik bolgelerinde kan transfuizyonu
ile Brucella tasinma potansiyelini arastirdiklan
calismalarinda; Kashi Kan Merkezinden aldiklarn 3896
serum orneginin 135 (% 3,5)’ini RBPT ile, bunlarn da
120 (% 3,1)’sini STA ile pozitif olarak bulmuslardir (23).
Calismamizda tim ornekler icerisinde seropozitiflik
orant RBPT ile % 2,7, STA testiyle % 0,3, STA+Coombs
testiyle % 0,4 olarak bulunmus olup bu calismayla

paralellik gostermektedir.

Sonu¢ olarak bruselloz ulkemizde yadsinamaz
derecede oOnemli bir halk sagligi problemidir. Asil
amac her ne kadar brusellozun hayvanlarda kontroli,
eradikasyonu ve hayvanlardan insanlara bulasin
onlenmesi olsa da hastaligin insandan insana bulasi
da en aza indirilmelidir. Ulkemizin de dahil oldugu
endemik bolgelerde insandan insana bulas yollarindan
biri de kan transfiizyonudur. Klinik bulgusu olmayan
ancak Brucella serolojisi pozitif olan hastalar buyiik
olasiikla daha once bruselloz ile karsilasms, hala
serolojik testleri pozitif hastalar olup bulastirncilik icin
cok biiyiik sorun olusturmasalar da aktif hastaliga bagli
test pozitifliklerinin olabilecegi akilda tutulmalidir.

Calisma, Van Yiiziincii Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig1 (BAPB) Arastirma Fonu tarafindan TYL-2017-
5944 numarah proje olarak desteklenmis olup katkilarindan dolay1 Van Yuzuncu Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Baskanligi’na tesekkiir ederiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.

Turk Hij Den Biyol Derg

123



ETiK KURUL ONAYI

* Bu calisma, Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi onayi ile
gerceklestirildi (Tarih: 19.07.2016 ve Karar no: 09).

KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

124

Gtowacka P, Zakowska D, Naylor K, Niemcewicz M,
Adroézd A. Brucella virulence factors, pathogenesis
and treatment. Pol J Microbiol, 2018;67(2):151-
61.

Al-Kharfy TM. Neonatal brucellosis and blood
transfusion: case report and review of the
literature. Ann Trop Paediatr, 2001;21(4):349-52.

Glltekin E, Uyamk MH, Albayrak A, Aksoy O,
Ayyildiz A. Bruselloz tanisinda kullanilan cesitli
serolojik yontemlerin  karsilastirilmasi.  Tirk
Mikrobiyol Cem Derg, 2012;42(4):142-7.

Yagupsky P, Morata P, Colmenero JD. Laboratory
diagnosis of human brucellosis. Clin Microbiol Rev,
2019;33:e00073-19.

https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/zoonotikvektorel-
bruselloz/istatistik.

Ceylan E, Irmak H, Buzgan T, Karahocagil MK, Evirgen
0, Sakarya N. Van iline bagli baz1 kdylerde insan ve
hayvan populasyonunda bruselloz seroprevalansi.
Van Tip Derg, 2003;10(1):1-5.

Araj GF. Update on laboratory diagnosis of human
brucellosis. Int J Antimicrob Agents, 2010;36:12-7.

Franco MP, Mulder M, Gilman RH, Smits HL.
Human brucellosis. The Lancet infectious dis,
2007;7(12):775-86.

Ciftci C, Ozturk F, Oztekin A, Karaoglan H, Saba
R, Giiltekin M et al. Comparison of the serological
tests used for the laboratory diagnosis of
brucellosis. Mikrobiyol Bul, 2005;39(3):291-9.

Tuon FF, Gondolfo RB, Cerchiari N. Human-to-
human transmission of Brucella-a systematic
review. Tropical Med Inter H, 2017;22(5):539-46.

Heper Y. Transflizyonda mikrobiyolojik tarama
testleri. TKMTD Derg. 2011;79:2-6.

Sabah-Ozcan S, Daar-Ede G, Yilmaz N. Yozgat
cevresinde  yasayan cocuklarda brusella
antikor seropozitifligi. Turk Hij Den Biyol Derg,
2019;76(2):125-30.

Aral M, Koprilu N, Ekerbicer HC, Gul M, Ciragil P,
Koctiirk S. Kahramanmaras il Merkezinde Bruselloz
Hastaligimin Seroprevalansi. Mersin Univ Saglik
Bilim Derg, 2011;4(1):17-23.

Turk Hij Den Biyol Derg

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Tavsan O, Koruk S, Koruk i. Sanliurfa il merkezinde
bruselloz prevalansi ve iliskili risk faktorleri.
Klimik Derg, 2011;28(1):11-7.

Duman Y, Tekerekoglu MS, Bati NS, Otlu B. indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde bruselloz
seroprevalansi: Rose Bengal, Wright, Coombs
Aglitinasyon Test Sonuclari. Med Science,
2013;2(3):679-88.

Alim A, Ozdemir L, Arslan S, Nur N, Siimer H.
Sivas’in bir koyinde Brusella seroprevalansi.
Toplum Hekimligi Bil, 2006;25(1):19-23.

Sayan M, Erdenlig S, Etiler N. Saglikli Kan
donorlerinde Brucella canis seropozitifliginin
laboratuvar yapimi lam agliitinasyon test antijeni
ile arastirilmasi. Mikrobiyol Bul, 2011;45(4):655-
63.

Torres-Padilla JC, Lopez-Merino A, Garcia-
Escamilla RM, J N Gutierrez-Garcia J-A, 140, 4,
391-8. Anti-Brucella antibody seroprevalence in
blood donors for therapeutic ends at three blood
banks of the Mexican Institute of Social Security.
Gac Med Mex, 2004;140(4):391-8.

Vaishnavi C, Kumar S. Investigation for background
prevalence of Brucella agglutinins among blood
donors. Indian J Med Mic, 2007;25(3):302

Khorasgani MR, Esmaeili H, Pourkarim MR,
Mankhian AR, Salehi TZ. Anti-brucella antibodies
in blood donors in Boushehr, Iran. Comparative
Clin Path, 2008;17(4):267-9.

Zadsar M, Shirzadi MR, Zeynali M, Rasouli M,
Karimi G. Human brucellosis: risks and prevalence
among lranian blood donors residing in endemic
areas. Transfus Med Hemother, 2020;47(103-109).

Workalemahu B, Sewunet T, Astatkie A.
Seroepidemiology of human brucellosis among
blood donors in southern Ethiopia: calling
attention to a neglected zoonotic disease. Am J
Trop Med Hyg, 2017;96(1):88-92.

Wang W, Liao Q, Wu X, Hou S, Wang Y, Wu J, et
al. Potential risk of blood transfusion-transmitted
brucellosis in an endemic area of China.
Transfusion, 2015;55(3):586-92.



Arastirma Makalesi/Original Article
Makale Dili “ingilizce”/Amcle Language “English”

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

The possible role of Kallikrein-6, 7, and potassium channel
proteins in Alzheimer’s disease
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ABSTRACT

Objective: Although the formation mechanism of
Alzheimer’s Disease (AD) is not known with certainty, two
major proteins, beta amyloid of senile plaques and tau
protein of neurofibrillary tangels are responsible for AD.
One of the major factors in the development of the disease
is the formation of in soluble amyloid deposits, and the
other one is the increased tau phosphorylation. Kallikreins
(KLK’s) are a sub-family of serine proteases that play a role
in the etiology of AD which is characterized by neuronal
damage and loss of function.Kallikrein (KLK)-6 and KLK-7
are known to be age-related protease and are found at high
levels in the central nervous system (CNS). It was previously
shown to be involved in proteolysis of extracellular proteins
implicated in neurodegenerative diseases such as AD. In this
study, we aimed to investigate the possible role of KLK-6
and KLK-7 in the pathogenesis of AD and the relationship

between potassium channel proteins.

Methods: A total of 35 Alzheimer’s patients over the
age 65 years, followed-up by Polatli Duatepe Government
Hospital and 35 healthy individuals (control group) admitted
to the neurology clinic for routine screening with cognitive
status considered normal were included in this study. After

a 12-hour hunger, KLK-6 and KLK-7 were measured with

OZET

Alzheimer hastaliginin  (AH)

mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte AH’dan

Amag: olusum
sorumlu baslica iki protein, senile plaklarin yapisindaki
beta amiloid ve norofibriler yumaklarin yapisindaki tau
proteinidir. Hastaliga yol acan en énemli etmenlerden
biri coziinir olmayan amiloid cokeltilerin olusumu,
digeri ise artmis tau fosforillenmesidir. Kallikreinler,
noronal hasar ve islev kayb1 ile belirgin AH’min
etiyolojisinde rol oynayan, serin proteazlarin bir alt
Kallikrein (KLK)-6 ve KLK-7’nin merkezi

sinir sisteminde (MSS) yiiksek seviyelerde bulunan yasa

familyasidir.

bagli proteaz oldugu bilinmektedir. Daha once AH"1
gibi norodejeneratif hastaliklarda yer alan hiicre disi
proteinlerin proteolizine kanstig1 gosterilmistir. Bu
calismada KLK-6 ve KLK-7’nin AH patogenezindeki olasi
roliinii ve potasyum kanal proteinleri arasindaki iliskiyi

arastirmayi amacgladik.

Yontem: Calismaya Polathi Duatepe Devlet
Hastanesinde takip edilen yaslar1 65’in lizerinde olan
35 AH ve rutin tarama amaciyla noroloji poliklinigine
basvuran kognitif durumu normal olarak degerlendirilen
35 saglikli birey (control grubu) dahil edildi. 12 saat
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inwardly rectifying potassium channel protein (KCNJ3), and
two-pore potassium channel protein (KCNK9) levels were
measured by the Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) in the serum of the blood samples which were taken
from the antecubital vein after centrifuging for 10 minutes
at 2500xg. The differences between the two groups
were tested by T- test. A value of p<0.05 was considered

statistically significant.

Results: All the groups were matched for age and
gender, but not statistically significant difference was
observed (p>0.05). According to our findings, serum KLK-
6 and KLK-7 levels of Alzheimer’s group were significantly
increased (p<0.05). A significant difference was not
detected when the levels of serum KCNJ3 and KCNK9 of
the Alzheimer’s group compared with the control group
(p>0.05).

Conclusion: It is thought that the failure in preventing
the abnormal protein folding and accumulation leads to AD
in the brain. According to the findings of the present study,
a positive correlation was detected between the levels of
KLK-6 and KLK-7 and AD’s pathology.

Key Words: Alzheimer’s

Kallikrein-7, KCNJ3, KCNK9

disease, Kallikrein-6,

4°C’de 2500xg’de 10 dakika santrifuj edilerek, serum
orneklerinde KLK-6 ve KLK-7 ile iceri dogru diizeltici
potasyum kanali (KCNJ3) ve iki gozenekli potasyum
(KCNK9)

immunosorbent assay (ELISA)

kanali protein diizeyleri enzim-bagimli

ile olculdu. Gruplar
arasindaki fark T-test ile incelendi. p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Gruplar arasinda yas ve cinsiyet acisindan
bir fark saptanmadi (p>0.05). Alzheimer grubu control
grubu ile karsilastirildiginda serum KLK-6 ve KLK-7
(p<0.05), KCNJ3
ve KCNK9 protein diizeylerinde bir fark saptanmadi
(p>0.05).

duzeyleri anlamli olarak artarken

Sonug: Beyinde anormal protein katlanmasinin ve
birikmesinin oniine gecilememesinin AH’ye yol actigi
distiniilmektedir. Bu arastirmanin bulgularina gore KLK-
6 ve KLK-7 dizeyleri ile AH’nin patolojisi arasinda bir
iliski saptandi.

Anahtar Kelimeler:  Alzheimer

Kallikrein-6, Kallikrein-7, KCNJ3, KCNK9

hastaligi,

INTRODUCTION

Neurodegenerative  disorders
known healthy problems for elderly people. Aging

is considered as the major risk factor in most

are  widely

neurodegenerative disorders. Alzheimer’s Disease
(AD) is the most common neurodegenerative disorder
characterized by a selective neuronal cell death
associated with two hallmark pathological lesions.
The intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) and
extracellular amyloid deposits in the form of senile
plaques (1). The etiological events leading to AD
pathogenesis have not been clearly defined. One of
the major factors in the development of the disease
is the formation of insoluble amyloid deposits, and
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the other one is the increased tau phosphorylation
(2).

Kallikreins (KLK’s) are a sub-family of serine
proteases that play a role in the etiology of AD, which
is characterized by neuronal damage and loss of
function. Fifteen Kallikrein (KLK)-related peptidase
family proteins have been identified and act in a
complex network as a cascade reaction (3).

KLK-6 is a major KLK-related peptidase protein
in the central nervous system (CNS). KLK-6 is widely
expressed in several cells (3, 4). The KLK-7 in the
human tissue, a chymotrypsin-like cool protease,
causes desquamation and catalyzes the inter-adhesive



structures in the corneous skin layer. In this way,
KLK-7 plays roles in cancer invasion and metastasis.
However, it was emphasized that kallikrein (KLK-5, 6,
7, 8, 11) may be a new cancer marker in other types
of tumors outside the CNS tumors (ovary, breast,
prostate) (5).

Especially the brain and nervous system diseases,
genetically-induced diseases, and sensory system
disorders occur because of the mutations in the genes
of potassium channels (6, 7). Potassium channels act in
a wide range of physiological functions which include
the regulation of heartbeat rate, insulin release,
electrolyte transport, and immune system functions
(8). In addition, there might be a connection between
epilepsy, cardiac rhythm, musculoskeletal diseases,
and hereditary diseases like diabetes and potassium
canal disorders (9-12). Inwardly rectifying potassium
channels (KCNJ3) transmit potassium ions inwards
not outwards. This type of potassium channel is
activated by hyperpolarization not by depolarization,
unlike other potassium channels. The main function
of KCNJ3 is to stabilize the potential of the resting
(13).
(KCNK9) are continuously open in the potential of

membrane Two-pore potassium channels
the physiological membrane, and in this way, help to
adjust the membrane potential at resting time (14,
15).

The aim of this study was to investigate the
role of KLK’s and potassium channel proteins in the
pathogenesis of AD by measuring the serum KLK-6,
7 and KCNJ3, KCNK9 protein levels of Alzheimer’s

patients.

MATERIAL and METHOD

A total of 35 Alzheimer’s patients aged over 65
years, followed-up by Polatli Duatepe Government
Hospital, and 35 healthy individuals (control group)
admitted to the neurology clinic for routine screening
with cognitive status considered normal, were

included in this study. For cognitive assessment, Mini-

Mental State Examination (MMSE) and clock drawing
tests were performed. The diagnosis of AD was made
according to Diagnostic and Statistical Manual for
Mental Disorders (DSM-1V) and National Institute
of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke and the AD and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA) criteria after cognitive assessment
and neuroimaging performed using magnetic
resonance (MR). Clinical Dementia Rating Scale (CDR)
scores of the patients with AD were 1 and over. All the
subjects were nonsmokers, nonalcohol users, and also
did not have anemia, malnutrition, thyroid, Diabetes
mellitus, hypertension, chronic renal failure, chronic
inflammatory, and cardiovascular diseases. They were
not taking any supplements such as vitamins and/
or antioxidants. The present study was carried out
according to the Eskisehir Osmangazi University Clinic
Research Committee and Human Ethical Committee
Regulations. After a 12-hour hunger, the KLK-6, KLK-
7, KCNJ3, and KCNK9 levels were measured by the
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) in the
serum of the blood samples which were taken from
the antecubital vein afterbeing centrifuged for 10
minutes at 2500xg.

Statistical analysis

The data were analyzed using Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS, version 20.0, Chicago,
IL, USA) statistics program. The differences between
the two groups were tested by T- test. A value of
p<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

All the groups were matched for age and gender,
but not statistically significant difference was
observed (p>0.05). The levels of KLK-6 and KLK-7 in
the serum were significantly higher in the Alzheimer’s
group than in the control group (p<0.05). A significant
difference was not detected when the levels of serum
KCNJ3 and KCNK9 of the Alzheimer’s group compared
with the control group (p>0.05) (Table 1).
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Table 1. The serum KLK-6, KLK-7, KCNJ3, and KCNK9 levels in Alzheimer’s patients and the control group (Mean+SD).

Groups Alzheimer’s Control

¥ (n=35) (n=35)

F/M 28/7 28/7
Age (year) 80.218+7.794 80.064+8.016
KLK-6 (ng/mL) 1.013+0.335* 0.741+0.178
KLK-7(ng/mL) 0.803+0.234* 0.589+0.187
KCNJ3 (ng/mL) 0.897+0.288 0.905+0.240
KCNK9 (ng/mL) 0.634+0.174 0.554:0.156

*p<0.05, compared to control group.

DISCUSSION

Aging is the accumulation of changes which
increase the risk of mortality. Environmental and
genetic factors and disease are the causes of aging.
Oxidative stress is proposed as a key element in the
aging process (16, 17). Furthermore, oxidant and
antioxidant status may also cause the degenerative
changes encountered in aging. Parkinson’s Disease,
AD, and stroke disease are the well-known examples
of age-related neurodegenerative disorders (18).

AD is the most common neurodegenerative
disease, which is characterized with dysfunctions in
cognitive abilities like execution function, attention,
language, and visual skills, confusion, aggression,
memory loss, and mood changes (15, 18, 19), and
results in death approximately 5-9 years after the
diagnosis (20).

AD, represents another serious problem and is
rising in prevalence worldwide, especially among
the aging population (21). Although age and the
inheritance of predisposing genetic factors appear to
play a major role, more recent evidence suggest that
the development and progression of AD is subject to
a wide variety of both environmental and genetic
modifiers (22).
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The enlightening of the pathogenesis of AD will
lead the way in slowing, stopping and improving the
pathogenesis process in the development of new AD
preventive treatment strategies. For this reason,
many studies were conducted on AD. However, the
exact pathogenesis has not yet been enlightened,
and the treatment method has not been identified
yet (23).

When the pathogenesis of AD is examined, it is
observed that the intracellular and extracellular
aggregations occur in certain parts of the brain.
Although aggregation is
neurofibrillary glomus resulting due to hyper-
photophosphorylation of the Tau protein in insoluble

intracellular seen as

helical filaments, the extracellular accumulations are
in the form of amyloid plaques which consist of AB
peptides in insoluble amyloid fibrils (24).

KLK’s are a subgroup of cool protease that
undertake various physiological functions in human
metabolism. Although KLK’s potential interest in
neurological diseases is accepted at an increasing
level, little is known about its pathophysiological
effects. KLK’s appear before us as an important
mediator of neurological diseases like AD (25-27),
frontotemporal dementia (28), Parkinson’s Disease
(26-30), Multiple Sclerosis (31-32), and Post-polio



Syndrome (33). It has been shown that KLK’s play
roles in various pathologies, and are investigated
now as a potential therapeutic target. Many studies
show that KLK’s has the potential to be the biological
markers of cancer and neurological diseases (34).

In the present study, we aimed to analyze the
potential of the age-related proteases KLK-6, and
KLK-7 as a biomarker for AD.

Previous studies show that members of the human
tissue KLK family are associated with malignancy. It
has been speculated that some KLK’s (KLK-5, 6, 7,
8, 11) exist in the CNS, and might be associated with
brain physiology and pathobiology (35).

Shimizu et al. (35) showed that KLK-1, 4, 5, 6, 7, 8,
10, 11, 13 and 14 exist both in the cerebral cortex and
in the hippocampus. It was determined in the study
that KLK-8 mRNA levels increased 11.5-fold compared
to the control group in the AD hippocampus.

KLK-6 is known to be an age-related serine
the
brain and spinal cord, particularly in neurons and

protease predominantly expressed within
oligodendrocytes. It was previously shown to be
involved in proteolysis of extracellular proteins
implicated in neurodegenerative disease such as AD
prompting validation of KLK-6 as potential biomarker
of diseases (25, 36-38). Diamandis et al. (25) found
that the KLK-6 concentration in AD brain tissue
extracts was approximately twice as low as the
extracts obtained from the normal control group.
They reported that the full blood KLK-6 concentration
in AD patients was approximately ten times higher
than KLK-6 concentration in normal controls.

The levels of KLK-6 in the body fluids are
increasing with age (36, 37). This age association
was proposed to be disrupted in AD (38). Patra et al.
(39) demonstrated that the plasma KLK-6 levels of
AD group were significantly increased compared with
control group. In our study, it was also determined
that the serum KLK-6 levels were significantly higher
in the Alzheimer’s group when compared to the
control group.

Scarisbrick et al. (32) determined in an in vitro
test which involved murine cortical neurons that
KLK-1 and KLK-6 directly cause neuron loss. Probably,
KLK’s contribute to neurological function loss by
causing direct axon damage and the death of neuron
cells.

KLK-7 was originally identified as an inflammation-
induced proteolytic enzyme in the skin. However,
the expression level of KLK-7 was decreased in the
cerebrospinal fluid and brains of AD patients (28, 40).
Moreover, it was observed that KLK-7 is able to cleave
the hydrophobic core motif of AB fibrils, thereby
attenuating neurotoxicity in vitro (41).

It was reported that expression of KLK-7 mRNA
was significantly decreased in the brains of AD
patients (41). In our study, it was determined that
the serum KLK-7 levels were significantly higher in
the Alzheimer’s group when compared to the control
group.

Nevertheless, it remains unclear whether up-
regulation of KLK-7 in the brain causes noxious effect
by degrading the other substrates. It is important to
understand the physiological function and substrate
of KLK-7 in the brain by a proteomic approach (40-
42).

Various potassium channels, which are active in
different cells, especially in brain cells, have been
identified. KCNK9 exists at low levels in normal tissues
other than in the brain, and its physiological role is
not yet clear. However, it is speculated that it has
roles in respiration, aldosterone release, neuronal
activity, and neuron apoptosis (14, 15).

Lee et al. (43) examined the suppressive role
of the KCNJ3 destruction in tumor formation and
concluded that the KCNJ3 destruction in cancerous
cells causes the aging of cancer cells.

In our study, it was determined that the serum
KCNJ3 and KCNK9 protein levels were not significant
different
to the control group. It is thought that the failure
in preventing the abnormal protein folding and

in Alzheimer’s group when compared

Turk Hij Den Biyol Derg

129



accumulation in brain leads to AD. However, according
to the findings of the present study, a positive
correlation was not detected between the levels of
KCNJ3 and KCNK9 proteins and AD’s pathology.

Aging is an inevitable biological

decline

process
characterized by a general in various
physiological functions and resistance to stress. Aging
alone is one of the major risk factors for AD. But little
is known about the molecular process that distinguish

healthy aging from pathological aging. Process linked

ETHICS COMITTEE APPROVAL

to inflammation is believed to play an important role
in AD pathogenesis. Serum KLK-6 and KLK-7 levels
may be of value as a biomarker only for patients with
advanced AD.

In conclusion, we can conclude that KLK-6 and
KLK-7 levels can be used in the diagnosis of AD due
to the increased serum levels in pathological AD. It
is expected that this study would give a direction
to new researches on this topic. There is a need for
further studies on this subject.
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Tirkiye’de COVID-19 ile ilgili web arama davranislarinin incelenmesi:
Google trendleri kullanan bir dijital epidemiyoloji calismasi

Keziban AVCI

OZET

Amag: internet verilerinin  kullanim, insan
davramisini tahmin etmek ve analiz etmek icin saglik
alaninda giderek daha fazla tercih edilmektedir. Ayrica
cevrimici arama verileri, hastaliklarin ortaya cikisini ve
salginlann tahmin etmek ve izlemek icin yaygin olarak
kullamlmaktadir. Saglik alaninda internet verilerini
kullanmanin en popiiler araci, hem gercek zamanli hem
de arsivlenmis arama bilgilerini sunan acik bir cevrimici
arac olan Google Trends’dir. Bu calismanin amaci,
Tirkiye’de 1 Ocak 2020’den 1 Mayis 2020’ye kadar
internetteki dijital ayak izlerinin kantitatif analizini
kullanarak toplumun COVID-19 pandemisi farkindaligim
arastirmaktir. Ayrica bu calisma, COVID-19 ile ilgili
cevrimici arama davranislarimin viriistin farkli bolgelere

yayilma hizin1 ve uygulanan bazi onleme stratejilerinin

arama davramisi Uzerindeki etkisini arastirmayi
amaclamaktadir.

Yontem: COVID-19  farkindaligim  arastirmak
icin  asagidaki arama  terimleri  kullamlmistir;

“Corona+Korona”, “Coronavirus+Koronaviriis+Koronavirus”,
““Covid 19” + “Covid-19””, “Pandemi”, “Salgin”. Bu
calismada “veya” anlamina gelen arti isareti (+) coklu
terimlerin birlesimini temsil etmek icin kullanilmistir.
Ardindan, ulkede bu anahtar kelimeleri en cok arayanlar

icin goreli arama hacimleri (RSV) belirlenmistir. Son

ABSTRACT

Objective: The use of internet data is being
increasingly prefering in health area for predicting and
analysing human behavior. In addition online search
data are being widely used to predicting and monitor
diseases occurrence and outbreaks. The most popular
tool in health area for use of internet data is Google
Trends, an open online tool that provides both real-time
and archived information. The purpose of this study is to
explore the public awareness of COVID-2019 pandemic in
Turkish using quantitative analysis of its digital footprints
on the internet from January 1, 2020 to May 1, 2020. In
addition, this study aims to investigate the relationship
between online search behaviors about COVID-19 and
the spreading speed of virus among different region and
the effect of applied some precautionary strategies on

search behavior.

Methods: The following search terms were used
to investigate awareness of COVID-19; “Corona+ Korona”
,“Coronavirus+Koronavirtis+Koronavirus”,““Covid
19”+”Covid-19””,

In this study, plus sign (+) which means

“Pandemi (pandemic)”, “Salgin
(epidemic)”.
“OR” was used to represent the combination of those
multiple terms. Then relative search volumes (RSV)
were determined for the most searching these keywords

in country. Finaly, for the purpose of comparing the
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olarak, COVID-19 ile ilgili olarak Turkiye genelinde
halkin algis1 ve dikkatini karsilastirmak amaciyla, 1)
Saglik Bakanligi’min vaka ve olim sayilarini acikladig
giin ile RSV’ nin zirveye ulastig1 giin arasindaki benzerlik,
2) Resmi otoritenin onleme stratejisini acikladigi giin
ile RSV’ nin zirveye ulastigi giin arasindaki benzerlik

degerlendirilmistir.

Bulgular: Turkiye’de COVID-19 ile ilgili aramalar,
Cin’de salginin duyuruldugu 30 Ocak 2020 civarinda
hizla artmis ve kiclk bir zirveye ulasmistir. Ardindan,
italya’da enfeksiyon sayisimin hizla arttig1 26 Subat 2020
civarinda net bir zirve gorulmustir. Son olarak tepe
noktasi lilkedeki ilk vakanin duyuruldugu 11 Mart 2020
civarinda gorulmustur. Arama ilgisi, okul ve simrlarin
kapatilmasi, seyahat kisitlamalar gibi biiyiik onlemlerin
alinmasiyla devam etmistir. Tirkiye’de kamuoyunun
dikkat stiresi 11 Mart 2020’den 5 Nisan 2020’ye kadar 26
glin surmustur.

Sonug: Bulgular risk algilarini, bunun cevrimici
arama davranisina nasil  yansidigin1  gosteren
bir dikkat olcusi olarak dusunulebilir. Hastalik
Turkiye’ye girene kadar COVID-19 ile ilgili cok
sayida arastirma yapilmasi onemlidir. Ancak Nisan
ortasindan sonra, tim arama terimlerine iliskin
sorgular belirgin sekilde diusmistir. Sonuc olarak
bu calisma yetkililerin COVID-19’un ulusal capta
tamtimin daha fazla giclendirmesi ve kamuoyunu

bilgilendirmesi gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ~ COVID-19, pandemi,
toplumsal farkindalik, risk algisi, google trends, dijital

epidemiyoloji

difference of public perception and attention about
COVID-19 across Turkey, 1) The similarity between the
day when Ministry of Health announces the numbers of
death and case, and nd the day when RSV reached the
apex, 2) The similarity between the day when official
autority announces the precaution strategy and the day

when RSV reached the apex were evaluated.

Results: Searches related to COVID-19 in Turkey
rapidly increased following around 30th January 2020
when the epidemic was announced in China and reached
a small peak. Then clear peak was seen around 26th
February 2020 when the number of infections rapidly
increased in Italy. Finally, the apex point was seen around
11 th March 2020 when the announcements of the first case
in the country. The search interest was continued with the
massive precaution measures which were taken such as the
closure of schools, and mosques, and travel restrictions.
The duration of public attention in Turkey was 26 days from
the 11th March 2020 to the 5th April 2020.

Conclusion: Results can be thought of as an
attention measure that captures perceptions of risk,
how this is reflected in online searcing behavior. It is
important that until disease introduction to Turkey,
there were lots of COVID-19 related searches. However,
after mid-April, queries for all search terms had been
dramatically declining. As a conclusion this study shows
that the authorities should more strengthen the publicity

of COVID-19 nationally and inform public.

Key Words: COVID-19, pandemic, public awareness,

risk perception, google trends, digital epidemiology

GIRIS

2019 yiinda Cin’in Wuhan kentinde koronavirus
kaynakli bir solunum hastaligi olarak ortaya c¢ikan
ve Ocak 2020’de Cin saglik otoriteleri tarafindan
insandan insana bulastig1 bildirilen COVID-19 (1),
kiresel olarak hizla yayilmis ve Mart 2020’de Dinya
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Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan pandemi olarak
nitelendirilmistir (2). COVID-19’dan 6 Agustos 2020
itibariyle diinya genelinde 216 lilke etkilenmis,
18.902.735 teyit edilen vaka ve 709.511 olum
bildirilmistir (3). Bu acidan bu yizyilin tespit edilen



en bliyiik kiiresel halk saglig1 sorunu haline gelmistir.
(ICTV)
tarafindan Orta Dogu Solunum Sendromu Koronaviriisi
(MERS-CoV) ve Siddetli Akut Solunum Sendromu
Koronavirtisi (SARS-CoV) ile aynm aileden olan bu
yeni tip koronaviris; SARS-CoV-2 (COVID-19) olarak
adlandinlmis ve cok daha glclu bir bulasicilik ile

Uluslararast Virtis Taksonomi Komitesi

seyrettigi tespit edilmistir. Yayilma hizinin yarattig
korkung durum dikkate alindiginda pek cok lilke,
karantina uygulamalarina baslayarak enfeksiyonun
yayiimin1 sinirlamaya calismistir (4,5). Tirkiye’de
karantina uygulamasina dahil olan ulkelerden biri
olmustur.

COVID-19 diinyaya hizla yayilirken, insanlar da
ne ile kars1 karsiya olduklarina dair bilgi arayisina
girmistir. Dijital cagin bir gerekliligi olarak bu endise
internet aramalarina da yansimaktadir. Bu kapsamda
Google, dinya capinda en popller arama motoru
olarak karsimiza cikmaktadir (4). Ote yandan internet
hem gercekle ortusen ve hem de celisen bilginin
hizla yayilmasi icin iyi bir zemin niteligindedir (6).
Bu endiseye ragmen internetin ve internet verilerinin
kullammi, insan davramsini tahmin ve analiz etmek
icin saglik ve tip alaninda giderek daha fazla tercih
edilmektedir. Bu kapsamda zaman icinde secilen
anahtar kelimeler ve konulardaki egilimlere iliskin
cevrimici varyasyonlar hakkinda bilgi saglayan, agik
erisimli bir arac niteligindeki Google Trends, cevrimici
davranislar incelemek icin en popdler araclardan biri
haline gelmistir (7).

Google Trends verileri, eger uygun sekilde analiz
edilirse, epidemiyolojik calismalar acisindan onemli
veri kaynaklarindan biridir (7). Bu kapsamda Ginsberg
ve ark. (2009), cevrimici arama aktivitelerine gore
influenza seyrini belirlemek amaciyla Google Trends
verilerini kullanmilarak gelistirdikleri tahmin modeli
ile Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention: CDC)’ne gore daha hizli ve yakindan takip
edilebilir sonuclara ulasmislardir (8). Bu calismadan
sonra “influenza salginlarin1 tahmin etmek icin erken

uyar sistemleri gelistirilebilir mi?” sorusuna cevap
aramak ve bu konuda model gelistirmek icin pek cok
arastirmaci Google Trends verilerini kullanmistir (9-
12).

Cogu saglik verisine erisilebilirligin simrli olmasi,
ozellikle salgin donemlerinde hastaligin ortaya
cikmas1 ve vyayginligi ile ilgili saglik verilerinin
toplanmas1 ve analizi icin ihtiyac duyulan buyuk
zaman araligi, arastirmacilarin verilere gercek
zamanli olarak erisilemedigi anlamina gelmektedir.
Ancak bu durum, konu saglik oldugunda son derece
onemli olabilmektedir. Bu nedenle cesitli cevrimici
kaynaklardan elde edilen verilerin; salginlarin
olusumu ve yayiimin1 saptamak, analiz etmek ve
ongormek, insanlarin davranislan ve egilimleri gibi
konulari incelemek ve tahmin etmek icin son donemde
giderek artan sayida kullanildig1 gériilmektedir (7,9).
Burada onemli olan husus dijital altyapinin uygunlugu
ve erisiminin yaygintigidir.

Turkiye dijital uygulamalar ve internete erisim
acisindan dinyada oncu ulkelerden biridir. Bu
kapsamda Tiurkiye’de bilisim teknolojilerini kullanan
kurum ve kurulus sayist 2019 yiinda %96,7 olarak
tespit edilmisti. Aym1 donem internete erisim
imkanina sahip ev oran1 %88,3 olarak saptanmistir.
Nufusun buyuk bir bolumund kapsayan 16-74 yas
araliginda internet kullamm oram %75,3 (13) iken
gunlik internette gecirilen zaman ise ortalama
7’saattir (14).

ederek ulasilan verilerin toplumun davranislarin1 ve

Bu acidan dijital ayak izlerini takip

genel yaklasimlarini yansitacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismanin amaci, Tirkiye’de 1 Ocak 2020’den
1 Mayis 2020’ye kadar internetteki dijital ayak
izlerinin kantitatif analizini
COVID-19 pandemisi
Aynica bu calisma, COVID-19 ile ilgili cevrimici arama

kullanarak toplumun

farkindaligin1  arastirmaktir.

davranislarimin  virtsun farkli  bolgelere yayilma

hizin1 ve uygulanan bazi Onleme stratejilerinin

arama davranis1 Uzerindeki etkisini arastirmayi

amaclamaktadir.
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Tiirkiye’de COVID-19 Pandemisi

11 Mart 2020 tarihinde Turkiye’de ilk COVID-19
T.C. Saghik Bakanlig
tarafindan kamuoyuna duyurmustur. 17 Mart
2020 tarihinde ise COVID-19 kaynakli ilk olumin
gerceklestigi bildirilmistir. Bu tarihten sonra SARS-

vakasinin tespit edildigi

CoV-2 istanbul, izmir ve Ankara illeri basta olmak
uzere Turkiye genelinde yaygin sekilde gorulmustur.
6 Agustos 2020 itibari ile Tirkiye’deki toplam vaka
sayis1 237.265, olim sayis1 5.798’dir (15).

Turkiye’de COVID-19 ile ilgili ulusal ve uluslararasi
dogrultusunda T.C. Saglik Bakanligi
basta olmak iizere otoriteler

gelismeler
resmi tarafindan
bilim kurulu tavsiyeleri dogrultusunda Tablo 1’de
gorilen tedbirler arka arkaya uygulamaya koyularak
enfeksiyon kontrol altina alinmaya calisilmistir (16-
18). Bu kapsamda pandemi suresince elde edilen
veriler; akademik calismalar ve deneyimler 1s181nda
degerlendirilmekte, tanm yaklasimlan ve algoritmalar

surekli guincellenerek paylasmaktadir (19).

GEREC ve YONTEM

ile elde edilen
verilerinin analizini iceren bir calismadir.

Bu calisma Google Trends
Bu tur
calismalarda kullanilan metotlar geleneksel istatistik
tekniklerinden genel olarak analiz yontemi, veri
kaynagi ve veri tiirii agisindan farklilasmaktadir.

Analiz Yontemi

Google Trends, kimligi acik ya da belirtilmemis
kullamcilarin Google arama motoru ve diger bagli
web sitelerinde yaptig1 cevrimici arama tercihlerini
yansitmaktadir. Bu acidan toplanan biylk veri,
makine o6grenmesi teknikleri kullanilarak belirli bir
donem, zaman ve alandaki belirli bir terim ya da konu
icin arama aktivitesini belirlemeyi miimkun kilan 0 ile
100 arasinda indekslenmis bir deger saglamaktadir. Bu
deger goreli arama hacmi (relative search volumes:
RSV) olarak ifade edilmektedir. Bu acidan Google
Trends mutlak arama sayilar hakkinda bilgi saglamaz.

Bu yontem ile ulasilan 100 degeri, belirli bir donem

Turk Hij Den Biyol Derg

ve alandaki belirli bir terim ya da konu icin en yiksek
arama etkinligini ve buna goére verilen giin, hafta ya
da aylar icin arama hacmini temsil etmektedir. Cok
dusuk arama hacmine sahip donemler ise sifir etkinlik
olarak tanimlanmaktadir (7,10,20-22).

Bu calisma elde edilen Google Trends verileri

Microsoft Excel programi kullanilarak hazirlanan

grafikler araciligi ile incelenmistir.
Veri Kaynagi

Bu calismada veri kaynagi cok miktarda veri
ureten, imkan veren, web

cevrimici paylasima

tabanli arama motorudur. ~Web sorgulamalarinin
kullanicilarin  kimlik bilgilerine gerek olmaksizin
anonim olarak yapilabilmesi Google Trends verilerinin;
bulasic1 hastaliklar, intihar ve major depresyon gibi
mental sorunlar ile uyusturucu kullanimi gibi yasa
dis1 durumlan iceren hassas konularda toplanmasi
zor bilgilere erisim imkam sagladig1 belirtilmektedir
(4,21,23-26). Ayrica verilere erisim gercek zamanli
oldugu icin, anket gibi diger geleneksel yontemlerin
kullanimi icin gerekli olan uygulama zaman ihtiyaci
bu yontemde ortadan kalkmaktadir (27).
Veri Tiirii

Calismada analiz icin kullanilan veriler, gercek
zamanli cevrimici web arama kayitlarindan elde
edilen dijital verilerdir.

Arama Terimlerinin Secimi ve Veri Toplanmasi

Cevrimici arama trendlerini belirlerken dogru
anahtar kelimelerin secimi sonuc gecerliligi acisindan
onemlidir (28). Bu nedenle, gecerli bir Google Trends
analizi icin asagidaki hususlara dikkat edilmesi
onerilmektedir (7,28,29);

1) Trends aramalan buyuk ya da kuclk harfe
duyarli degildir, ancak cogul veya tekil isimlere ve
yazim hatalarina duyarlidir. Bu nedenle, anahtar
kelime secimi veya anahtar kelime kombinasyonu ne
olursa olsun, konu ile ilgili bir kissim arama analizde
dikkate alinmayacaktir. Bu kisitliligi kismen azaltmak
icin “veya” anlamina gelen art1 (+) isareti ile secilen
terime iliskin yazim hatalari ve yazim varyasyonlariile



Tablo 1. Tiirkiye’de uygulanan COVID-19 tedbirleri (16-18)

::fi'::"a Tedbir Tiirii

3 Subat 20 | iran’a ucus yasag uygulamas baslad.

23 Subat 20 | Cin’e ucus yasagi uygulamasi basladi.

29 Subat 20 | italya / Irak / Giiney Kore’ye ucus yasag uygulamas basladi.

8 Mart 20 iran ve Irak arasindaki sinir kapilar kapatildi.

13 Mart 20 Almanya / Fransa / Ispanya / Norvec / Danimarka / Belcika / Isvec / Hollanda / Avusturya’ya ucus yasag
uygulamasi basladi.
Misir / ingiltere / isvicre / Suudi Arabistan / irlanda / Birlesik Arap Emirlikleri’ne ucus yasagi uygulamasi
baslad1.
Umre ziyaretinden donen kisiler Ankara, Konya, Kayseri ve Isparta sehirlerinde bosaltilan 6grenci
yurtlarinda Karantinaya alind1.

16 Mart 20 | Gegici olarak baslayan ancak devam karari ile siirdiiriilen ilkdgretim, lise ve iiniversitelerin orgiin
egitimine ara verildi ve uzaktan egitim uygulamasina gecildi.
Cami, mescit gibi alanlarda toplu ibadetlere ara verildi.
Kamu kurum ve kuruluslarinda calisan hamileler, yasal st izni kullananlar, engelliler, yonetici
pozisyonundakiler hari¢ 60 yas ve Uzerinde olanlar idari izinli sayildi.

17 Mart 20 Tiyatro, sinema, lokanta, kahvehane, internet kafe ve kapali cocuk oyun alanlarinin faaliyetleri
durduruldu.

19 Mart 20 | Yunanistan ve Bulgaristan’a agilan sinir kapilar kapatildi.
65 Yas ve Usti ile kronik rahatsizligi olanlara sokaga cikma yasag getirildi.
Ucus yasagi uygulanan iilke sayis1 68’e ¢ikarildi.

21 Mart 20 | Lokanta ve restoranlara kisitlama getirildi. Oturma alanlarina miisteri kabul etmeme uygulamasi hayata
gecirildi.
Berber, kuafor, glizellik merkezlerinin faaliyetleri gecici olarak durduruldu.

22 Mart 20 | Kamu kurumlarinda esnek calisma uygulamasina gegildi.

28 Mart 20 | iller aras1 otobilis seferlerinin valilik izni ile yapilmasi zorunlu hale getirildi.

30 Mart 20 | 3 bliyiiksehirde ticari taksilere kisitlamalar getirildi.
20 yas altina sokaga cikma yasag getirildi.

3 Nisan 20 | 30 Biyiiksehir ve Zonguldak’in sehir giris ve ¢ikislarina kisitlama getirildi.
Vatandaslarin sosyal mesafe kurallarina uygun hareket etme zorunlulugu getirildi.

10 Nisan 20 | 30 biiyiik sehir ve Zonguldak’a hafta sonlar sokaga ¢ikma yasagi uygulanmaya baslandi.

22 Nisan 20 | 2020 ramazan etkinlikleri (iftar, sahur gibi toplu katilim olan ) iptal edildi/ yasaklandi.

olusturulacak kombinasyonlar kullanilabilmektedir.

2)
kelimeler icin bir diger onemli husus, kelime seciminde
tirnak isaretleri kullammdir. Ornegin, COVID-19
tirnak

iki veya daha fazla kelimeye sahip anahtar

isareti  kullanilarak veya kullanilmadan

aranabilir. Tirnak isareti olmadan “COVID 19” terimi,

olas1 herhangi bir kombinasyonda “COVID” ve “19”

kavramlarin1 iceren sonuclar verecektir. Bu tir
aramalarda elde edilen sonuclara iliskin egilim, bazen
dogru yapilan arama sonuglarina benzeyebilir. Ancak

arama hacimlerinde farkliik bulunmaktadir.
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3) Bir
kelimenin “terim” olarak mi1 “hastalik” (veya “konu”)

diger onemli konu girilen anahtar
olarak m1 secilecegidir. Kavramin “terim” olarak
secimi tim anahtar kelimeler icin sonu¢ vermektedir.

4)  Bir anahtar kelime ile yapilan arama tiiru
de elde edilen sonuclan etkilemektedir. Google
Trends “Gorsel

arastirmaciya “Web Aramas1”,

Arama”, “Haber Arama”, “Google Alisveris” ve
“YouTube Arama” seceneklerini sunmaktadir. Cok
ozel durumlar disinda, varsayilan secenek olan “Web
Aramasinin” secilmesi arama hacmini genisleten bir

nitelik saglamaktadir.

5)  Veriler
normallestirildiginden,

secilen donem icin

verilerinin alindigir zaman
dilimi sonuclarin gecerliligi icin 6nemli bir diger
husustur. incelenen zaman diliminin secimi, Google
Trends arastirmalarinda en sik yapilan hatalardan
biridir.
donemlerin esit olmasi, verilerin alinma zamanina

Terimler aras1 karsilastirmalarda secilen
bagli olarak sonuclar degisebileceginden 6nemlidir.
Bu nedenle zaman sinirina bagh olarak verilerin
kullanilabilir oldugu aralik, bir baska ifade ile arama
periyodunu kapsayan baslangic ve bitis tarihi ile saati

dikkatle belirlenmelidir.

Bu kapsamda 1 Ocak 2020-1 Mayis 2020 tarihleri
aras1 Google Trends verileri kullamlarak Turkiye’de
toplumunun COVID-19 farkindaligint  belirlenmeyi
amaclayan bu calismada; COVID-19 farkindaligim
arastirmak icin “Corona + Korona”, “Coronavirus
“” Covid 19 “+”

Covid-19 “”, “Pandemi”, “Salgin” arama terimleri,

+ Koronavirlis + Koronavirus”,

arastirma sonuclarin1 etkileyecek daha once ifade
edilen kritik hususlar dikkate alinarak secilmistir.
Ardindan Turkiye’de bu arama terimlerini en cok
arayan sehirler belirlenmistir. Son olarak, COVID-19
ile ilgili Turkiye genelinde halkin algis1 ve dikkatini
karsilastirmak amaciyla;

1) Saglik Bakanligi’min vaka ve olim sayilarin
acikladigr giin ile RSV’nin zirveye ulastigr giin
arasindaki benzerlik,
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2) Resmi otoritenin onleme stratejisini acikladig
giin ile RSV’nin zirveye ulastigi giin arasindaki
benzerlik degerlendirilmistir.

BULGULAR

COVID-19 ile ilgili Web Arama Egilimleri

“Corona + Korona”, “Coronavirus + Koronaviris
“” Covid 19 “+” Covid-19 “”,
“Pandemi”, “Salgin” arama terimleri Google Trends

+ Koronavirus”,

sonuclarina iliskin egilim Sekil 1’de gorilmektedir.
Buna gore en cok arama yapilan terim; “Corona
+ Korona” terimidir. Bu terim ile “Coronavirus +
Koronavirls + Koronavirus” arama terimlerine iliskin
sonuc egilimleri benzerdir. Bu arama terimlerine
toplumun ilgisi en Ust diuzeye ulasmadan evvel, 30
Ocak 2020 ve 26 Subat 2020 tarihinde kicik bir
artis trendi olusmustur. Tepe noktasi olarak ifade
edilecek en ust diizeye ise 11 Mart 2020 tarihinde
ulasitmistir. Takibinde arama egilimi diisme trendine
girmis ve bir sonraki yukar1 yonlu hareketlilik 16
Mart 2020’de gerceklesmistir. Son yukselis trendi ise
1 Nisan 2020’de izlenmistir. Ote yandan COVID-19’a
11 Mart ile 5 Nisan 2020 tarihleri arasinda yogun bir
ilginin oldugu goriilmektedir.

“”Covid 19 “+” Covid-19 “” ile
terimlerinin arama trendleri de benzerdir. Bu
terimlere iliskin RSV zirvesine 28 Mart 2020’de
ulasilmistir. Ancak bu gruplarda yer alan terimlere

“Pandemi”

olan ilgi diger iki grup arama teriminden oldukca
azdir. Son olarak “Salgin” arama terimi RSV duzeyi
sinir seviyesinde seyretmistir.

COVID-19
Sehirlere Gore Durumu

ile ilgili Web Arama Egilimlerinin

COVID-19 ile ilgili arama terimlerinin illere gore
dagilimina bakildiginda; 10 il merkezinde (Kocaeli,
Mardin, Mugla, Mus, Siirt, Sinop, Sirnak, Tunceli,
Yalova ve Yozgat) yapilan web tabanli aramalar
diger illere kiyasla ¢ok az oldugu icin RSV degerleri
0 olarak goriilmektedir. Bu nedenle bu iller RSV

degerlerine gore illerin Google Trends arama
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Sekil 1. COVID-19 ile ilgili google trends arama sonuglan

=== Corona + Korona ==—e= Coronmavirus + Koronaviriis + Koronavirus  ==e="Covi 19" + "Covid-19" Pandemu Salgin
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Sekil 2. COVID-19 ile ilgili google trends arama sonuclarinin sehirlere gére dagilimi
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sonuclarin gosteren Sekil 2’de yer almamaktadir.

Bununla birlikte 20 ilce pek cok ili aramalarda
geride birakarak one cikmistir. Sekil 3’te Tarsus,
Manavgat, Bliyukcekmece, Marmaris, Korfez, Darica,
izmit ve Bodrum gibi bazi ilcelerin aramalarda
biiyiiksehirlere benzer RSV diizeyine sahip oldugu
gorilmektedir.

Arama Terimleri Acisindan One Cikan Aramalar

Secilen terimlere iliskin ilk on arama ve patlama

ey Corona + Korocna g Coronavirus + Koronaviris + Koronavirus

Izmit 80

Tarsus

Alanya

Corlu

Amavutkdy

Eregli

Iskeaderua

Cayirova

Sultanbeyls

Mamans

yapan aramalara iliskin sonuclar incelendiginde;
Tiirkiye’de toplumunun hastaligin seyri, COVID-19
testi, belirtileri, vaka sayisi, ulkede ve diinyada
glincel durum gibi konularin yaninda ozellikle
italya’daki durumdan etkilendikleri goriilmektedir.
Ote yandan “pandemi” ile iliskili aramalarin biiyiik
cogunlugunun sosyal destek ve yardim konulan
etrafinda sekillendigi goriilmektedir. “Salgin” terimi

altinda ise film icerikli aramalar yapilmistir (Tablo 2).

=== "Cov1d 19" + "Cowid-19" Pandemi ey Salgm
Danca
Talas
Boylkgekmece
Yalova
Kéefez

Silivr

Bandima

Géledk

Manavgat

Loleburgaz

Sekil 3. COVID-19 ile ilgili google trends arama sonuglar1 acisindan one c¢ikan ilceler
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Tablo 2. Google trends verilerinde 6ne ¢ikan arama terimleri

Corona + Korona

“Covid 19”+”Covid-19”

En Cok Arananlar RSV | Patlama Yapan Aramalar | En Cok Arananlar RSV i?:ﬁTerYapan

corona viris 38 | son dakika corona covid 19 belirtileri 100 covid 19 belirtileri

son dakika corona 34 korona virus covid 19 map 92 covid 19 map

tiirkiye corona 34 | corona virusi son dakika covid 19 gov 85 covid 19 gov

corona belirtileri 32 corona son durum covid 19 saglik 70 covid 19 saglik

corona son durum 13 | corona vaka Covid 19 Tirkiye 68 Covid 19 Tirkiye

corona vaka 12 | Turkiye corona virlisii Saglik Bakanligi 50 Saglik Bakanlig

Tirkiye corona virisu 11 corona haritasi covid 19 haritasi 49 covid 19 diinya

corona haritasi 10 korona belirtileri covid 19 diinya 32 son dakika covid 19

corona Italya 6 corona italya son dakika covid 19 31 covid 19 tablosu

Tirkiyede corona 6 corona tablosu covid 19 tablosu 28 covid 19 testi
Coronavirus + Koronaviriis+ Koronavirus Pandemi

En Cok Arananlar RSV | Patlama Yapan Aramalar | En Cok Arananlar RSV :?:I;r:l:rYapan

koronaviris Tirkiye 90 | koronaviriis Turkiye pandemi nedir 100 pandemi sosyal

koronaviris belirtileri 59 koronaviris belirtileri pandemi sosyal 74 pandemi destek

son dakika koronaviriis 54 | son dakika koronaviriis pandemi destek 56 pandemi ne

korona virls haritasi 51 korona virlis haritasi pandemi yardimi 36 pandemi yardimi

coronavirus map 41 coronavirus map e devlet pandemi 36 e devlet pandemi

Tirkiye coronavirus 39 Tiirkiye coronavirus pandemi basvuru 28 pandemi basvuru

koronaviriis son durum 39 koronaviris son durum pandemi sorgulama 21 pandemi sorgulama

coronavirus belirtileri 35 koronaviris tablosu pandemi sonuclan 19 pandemi sonuclarn

koronaviriis tablosu 31 koronaviriisvaka sayis1 pandemi hastanesi 16 pandemi hastanesi

koronavirlisvaka sayisi 27 Saglik Bakanligi sosyal yardim 13 sosyal yardim

Salgin

En Cok Arananlar RSV | Patlama Yapan Aramalar

salgin izle 100 | contagion

salgin filmi 67 salgin contagion

salgin hastalik 28 | salgin 2011

film izle salgin 25 salgin full izle

contagion 18 | salgin hd izle

salgin filmleri 17 Cin salgin

salgin 2011 15 | salgin altyazili izle

salgin Turkce izle 14 salgin filmi 2011

salgin Turkce dublaj 11 Cinde salgin

salgin netflix 6 corona filmi
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TARTISMA

1 Ocak 2020-1 Mayis 2020 tarihleri aras1 Google
Trends verileri kullanilarak Tirkiye’de toplumunun
COVID-19 farkindaliginin belirlenmeye calisildig1 bu
calismada bulgular; risk algilarini, bunun web arama
davranislarina nasil yansidigini gosteren bir dikkat
olcusu olarak dusunulebilir. Bu kapsamda elde edilen
bulgular SARS-CoV-2 Tiurkiye’de tespit edilene kadar
toplumun COVID-19 ile ilgili cok sayida web aramasi
yaptigin1 gostermektedir. Bu kapsamda COVID-19 ile
ilgili web aramalarina iliskin;

1. ilk olarak Cin’de salgimin duyuruldugu 30 Ocak
2020 tarihi (1) civannda kiicik bir zirve gorulmustur.

2. Ikinci olarak, italya’da enfeksiyon sayisinin
hizla arttig1 26 Subat 2020 tarihi (30) civarinda ikinci
bir zirve gorulmustir.

3. Tepe noktast 11 Mart 2020 civarinda, ilk
vakanin iilkede duyuruldugu tarihte goriilmistdr.
Bu donem aym zamanda DSO tarafindan pandemi
ilan edildigi ve italya, Giiney Kore, iran, ABD ve
gibi llkelerde hastaligin
kiresel Olcekte dramatik sonuclarin ortaya ¢iktig

Hindistan goriildug,
donemdir (31). Arama ilgisi okul, ibadethane ve
sinirlarin kapatilmasi gibi enfeksiyonun yayilmasini
engellemeye yonelik oldukca siki ve kapsamli onleme
stratejilerinin uygulanmasiyla devam etmistir. Diinya
genelinde, COVID-19 yayiiminin azaltilmasi
onleme stratejilerinin neler olabilecegine yonelik

icin

yapilan calismalar ve kapsami degismekle birlikte
hayata gecirilen onleme stratejileri bulunmaktadir.
Bu dogrultuda ornegin Cin virlisin yayilmasim
kontrol etmede en etkili yonteminin karantina ve
sosyal izolasyon onlemleri oldugunu ileri stirmistiir.
Glney Kore, enfeksiyon kontrol onlemlerinin temel
bileseni olarak test yapilmasini onermistir. Baz
calismalar el hijyeni ve yuz maskelerinin 6nemine
dikkat cekmektedir (4,32). Bir diger strateji sokaga
cikma kisitlamalandir. Kisitlamalar bir baska ifade ile
izolasyon onlemleri insanlarin hareketini kisitlamaya

yonelik eylemlerdir. Bu kapsamdaki uygulamalar
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genel olarak yaklasik 1,5 metrelik (6 feet) guvenli bir
mesafeyikorumakve bu tiirmesafenin korunamayacagi
yerlerden kacinmak anlamina gelmektedir. ikincisi,
koronavirise veya koronavirisii olan hastalara
uygulanan karantina onlemleridir. Burada supheli ya
da hasta bireylerin belirtiler gelistirip gelistirmedigini
gormek icin viriisiin kulucka donemi boyunca diger
insanlarla temasi engellenmektedir. izolasyon yoluyla
insanlarin  bulunduklar yeri terk etmelerine izin
verilmemektedir (32). Bu kapsamda sosyal izolasyon
uygulamalarinin pandemi doneminde hala en giiclu
azaltma onlemi oldugu belirtilmektedir (33).

Arastirma kapsaminda ulasilan bir diger bulgu
olan COVID-19’a iliskin Turkiye’de toplumun dikkat
stresi 11 Mart 2020°den 5 Nisan 2020’ye kadar
26 glin surmustiur. Hu ve ark. (2020) bu sureyi
ABD’de 27, Birlesik Krallik’ta 23, Avustralya’da 22,
Kanada’da 13, Yeni Zelanda’da 11 olarak buldugunu
belirtmektedir. Ayrica elde edilen sonuclar COVID-19
ile ilgili RSV’lerin, Cin’de SARS-CoV-2 ile enfekte
olan hasta sayisinin duyurulmasi ve ozellikle yakin
cografyalarda (italya ve iran gibi) cok sayida vakanin
aciklanmasi ve dramatik olayin medyaya yansimasi
ile iliskili gorliinmektedir. Bu durum cogu iilke icin
benzerdir (4,30). ABD’de toplumun dikkat siiresinin
uzunlugu; pandemi ilanindan bu yana hastaligin
yayilmasin1 onlemek icin uygulanan onlemlere ve
CDC gibi bircok federal ve yerel saglik kurulusunun
halkin saglikla ilgili konulara yonelik farkindaliginm
artirmada oynadiklar kritik role baglanmistir (4).
Saglik Bakanligi
liderliginde izledigi sistematik caba 2020 yilinin

Bu kapsamda Tirkiye’nin T.C.

ilk yanis1 itibari ile COVID-19 pandemi slirecini pek
cok iilkeden daha iyi yoOnettigini gostermektedir
(3). Ancak 5 Nisan 2020 tarihi itibariyla toplumun
ilgi duzeyinin azalmasi dikkatle ele alinmalidir. Bu
acidan pandemi gibi olaganiistii durumlarda hizli bir
sekilde test kapasitesinin artinlmasi icin hazirlikli
olunmasi, yetkin insan kaynaklarinin tikenmislik
icine dusmesinin oniine gececek sekilde organize
edilmesi, bu amacla profesyonellere ve halka yonelik
iletisim ve sirekli bilgi akisinin saglanmasi, plan,



strateji ve rehberlerin yaygin isbirligi ile Uretilmesi
siirecin basansi icin 6nemlidir (16). Ote yandan,
hastaliga iliskin farkindalik diizeyi arttikca ihtiyati
davranislarin yayginlasmasi beklenmektedir (34).

sehirlerinde COVID-19’a
ilgilinin diizeyi farkli bulunmustur. Ozellikle baz

Ayrica ulkenin farklh

ilcelerin arama davranisi acisindan cogu ili gectigi
gorulmektedir. Bu ilcelere iliskin ilk dikkat ceken
husus; bazilarinin (Marmaris, Datca, Bodrum, Alanya
gibi) turizm kenti olmasidir. Bu durum onlemler
cercevesinde uluslararasi hareketlilige iliskin bolge
insanmnin ilgisi olabilecegi gibi, biiyiiksehirlerden

sosyo-ekonomik diizeyi yiksek bir grup insanin
karantina donemi icin buralar tercih etmesinden de
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica COVID-19’a iliskin arama
davranist yiksek olan ilcelerin genel olarak gelismis
ekonomiye, ulasim sistemine ve yogun niifusa sahip

yerler oldugu goriilmektedir.

Bu calismanin bazi kisitliliklart bulunmaktadir. Bu
kisitliliklar ayn1 zamanda Google Trends analizlerinin
de temel kisithligidir. Arastirma periyodu siiresince
kac kisinin, ne kadar arama yaptig1 tespit edilemedigi
icin calismanin evren ve oOrneklem biyikligu
bilinmemektedir. Bu nedenle belirlenen bir periyotta,
belirlenen bir bolge icin belirlenen arama terimleri
ile tespit edilen temsili bir orneklem Uzerinde

calisilmaktadir. Ancak Turkiye’de artan internet
erisim ve kullanim oranmi dikkate alindiginda, internet
tabanli verilerin ampirik olarak davranisi kesfetme ve
tahmin etmede gecerli sonuclar sagladigi ve gercek
verilerle iliskili oldugu dusiiniilmektedir. Bir diger
kisitlilik; Google Trends icin sonuclarin arama terimleri
ile iliskili olarak elde edilmesi dikkate alindiginda
tlim olas1 arama terimleri bilinemediginden konu ile

ilgili bir kisim arama analizde dikkate alinamamistir.

ETiK KURUL ONAYI

* Bu calisma Etik Kurul izni gerektirmemektedir.

Ancak arama terimleri secilirken coklu terim

ve terim kombinasyonlarnn kullanilarak kapsam
genisletilmeye calisilmistir. Son olarak veriler tek bir
arama motorundan (Google) alindigi icin yalnizca bu
arama motorunu kullanarak arama yapan belirli bir
kitleden veri toplanabilmistir. Dolayisiyla calismada
Ayrnica  Google

Trends verilerinde kullanicilarin  sosyo-demografik

secim yanlligt s6z konusudur.
ozelliklerini yansitacak verilere erisilemediginden
arama davranisini etkileyebilecek bu tir ozellikler
hakkinda bilgi bulunmamaktadir.

Turkiye’de halkin COVID-19 ile ilgili cevrimici
SARS-CoV-2’nin  farkli
bolgelere yayilma hizin1 ve uygulanan enfeksiyon

arama  davranislarinin,

kontrol stratejilerin arama davrams1 uzerindeki
etkisini incelemek amaciyla yapilan bu calismada;
COVID-19 ile ilgili arama trendinin tepe noktasina
ilk vakamin Ulkede tespit edildiginin duyuruldugu
11 Mart 2020’de ulastig1 gorilmistiir. Arama ilgisi,
okul, ibadethane ve sinirlarin kapatilmas1 gibi buyuk
capli onlemlerin alinmasiyla devam etmis ve 5 Nisan
2020’de ise belirgin bir disme trendine gecmistir. Bu
acidan; COVID-19’a bagl kayiplar en aza indirmek
amaciyla yetkililerin toplumsal farkindaligi artirma
calismalarini stirekli hale getirmesi onerilmektedir.
Aynica topluma yeterli ve yerinde onlemlerle
koruma yollar hakkinda bilgilendirmelerin bir sistem
dahilinde vyapilmasi o©nemlidir. Boylece pandemi
kaynakli cok sayida acil hasta talebini engellemek,
toplumun COVID-19’la iliskili durumlara yonelik tepki
stresini kisaltmak ve olas1 kayiplari en az diizeyde

tutmak soz konusu olacaktir.

Sonuc olarak bu calisma yetkililerin COVID-19’ un
ulusal capta tamtimin1 daha fazla giiclendirmesi ve
kamuoyunu bilgilendirmesi gerektigini gostermektedir.
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CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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Pulmoner ve ekstrapulmoner orneklerden iiretilen S. maltophilia
izolatlarinin biyofilm olusturma ozelliklerinin karsilastirilmasi

Kemal BILGIN' (ID), Yeliz TANRIVERDI CAYCI'

Elif Giilsiim TORUN?

, ilknur BIYIK!
, Asuman BiRINCi'

, Demet GUR VURAL' (D),

OZET

Amac: Stenotrophomonas maltophilia, toplum
kokenli enfeksiyonlarda bildirilmis olmakla birlikte,
genellikle coklu ilag direncine sahip nozokomiyal

bir patojendir. S.  maltophilia’min etkeni oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde ilk tercih edilecek olan
antibiyotik trimetoprim-siilfametoksazoldur. Hastanede
yatan hastalarda solunum yolu, en sik izole edildigi
viicut bolgesidir. Bakteri hakkinda, plastik yuzeylere
tutunabilme yetenegi sayesinde biyofilm olusumuna
neden oldugu bilinmekle birlikte, viriilans faktorleri
acisindan nispeten az sey bilinmektedir. Calismamizin
amaci, pulmoner ve ekstrapulmoner orneklerden
uretilen S. maltophilia izolatlarinin biyofilm olusturma

ozelliklerinin karsilastirilmasidir.

Yontem: Calismaya 37 adet pulmoner, 41 adet
ekstrapulmoner ornekten izole edilmis olan toplam 78
adet S. maltophilia izolat1 dahil edilmistir. Suslarin
identifikasyonu Vitek MS otomatize sistemi (bioMérieux,
Fransa) ile yapilmistir. Aynica disk diflizyon yontemi
kullanilarak antibiyotik duyarliik testi calisitmistir.
Tum izolatlar, mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm
olusturmasi yoniinden arastirlmistir. Ornegin pulmoner

veya ekstrapulmoner olmasinin biyofilm iretimi ile

ABSTRACT

Objective:  Stenotrophomonas  maltophilia is
commonly a nosocomial pathogen with multiple drug
resistance, although it has been reported in community-
acquired infections. Trimethoprim-sulfamethoxazole
is prefered as the first antibiotic in the treatment of
S. maltophilia infections. In hospitalized patients,
the respiratory tract is the body area that it is most
frequently isolated. Although it is known about the
bacteria that it causes the formation of biofilms due
to its ability to attach to plastic surfaces, relatively
little is known in terms of virulence factors. The aim
of our study is to compare the property of biofilm
formation of pulmonary and extrapulmonary isolates of

S. maltophilia.
Methods: A total of 78 S.

isolated from 37 pulmonary and 41 extrapulmonary

maltophilia isolates

specimens were included in the study. The identfication
of the isolates were performed in Vitek MS (bioMérieux,
Fransa) automated system. In addition, antibiotic
susceptibility was tested using the disc diffusion
method. All isolates were investigated for biofilm
formation by microtitration plate method. The relation

of the pulmonary or extrapulmonary specimens with the
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iliskisi istatistiksel olarak incelenmistir.

Bulgular: Tumizolatlar trimetoprim-siilfametoksazole
duyarli bulunmustur. Toplam 78 S. maltophilia izolatinin
68 (%87,2)’inde biyofilm olusumu saptanmistir. Pulmoner
ve ekstrapulmoner orneklerden izole edilen S. maltophilia
suslarinin  biyofilm olusturma yetenekleri
35/37 (%94,6), 33/41 (%80,5) seklinde bulunmustur.

S.  maltophilia’min Uretildigi 6rnegin pulmoner veya

sirasiyla;

ekstrapulmoner olmasi, biyofilm olusturma ozelligi ile

istatistiksel olarak iliskili bulunmamistir.

Sonug: Calismaya dahil edilen tiim suslarin 6nemli
bir kisminin (%87,2) biyofilm olusturdugu gorilmistiir.
Pulmoner orneklerdeki biyofilm aktivitesinin
ekstrapulmoner orneklere gore oransal olarak daha fazla
oldugugoriilmektedir. Ancak pulmoner ve ekstrapulmoner
orneklerden izole edilen suslar arasinda biyofilm
olusumu yoniinden anlamli bir fark saptanmamistir.
Ayrica trimetoprim-sulfametoksazole karsi bir direnc
gelisiminin soz konusu olmadigi goriilmektedir. Bu
konuda daha genis kapsamli yeni calismalarin yapilmasi
S. maltophilia’nmn virilans mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasina katki saglayabilecektir.

Anahtar

Kelimeler: S. maltophilia, biyofilm,

viriilans faktori

biofilm formation was statistically investigated.

Results: All of the isolates were found susceptible
to trimetoprim-sulphametaxozole. Biofilm formation
was detected in 68 of 78 (87.2%) S. maltophilia isolates.
Biofilm formation of S. maltophilia isolates that isolated
from pulmonary and extrapulmonary specimens were
detected as 35/37 (94.6%), 33/41 (80.5%), respectively.
There was no statistical relationship between pulmonary
or extrapulmonary samples and biofilm forming
capability.

Conclusion: It was observed that a significant
part (87.2%) of all strains included in the study were
formed biofilms. It was seen that the biofilm activity
of the pulmonary specimens was proportionally higher
than extrapulmonary specimens. However, there was
no significant difference in terms of biofilm formation
between the strains isolated from pulmonary and
extrapulmonary specimens. It was also detected that
there was no development of resistance to trimethoprim-
sulfamethoxazole. New comprehensive studies on this
subject may contribute to a better understanding of the

virulence mechanisms of S. maltophilia.

Key Words: S. maltophilia, biofilm, virulence factor

GIRIS
Stenotrophomonas maltophilia 6nemli bir firsatc
patojendir ve bircok antibiyotige karsi intrensek

direnc nedeniyle tedavisi oldukca giic olabilen bir
mikroorganizmadir (1, 2).

S. maltophilia toplum kokenli enfeksiyonlarda
birlikte,
genellikle nozokomiyal bir patojendir (3). Hastanede
olgularda siklikla
izole edilmektedir. Pnomoni disinda;

da etken olarak bildirilmis olmakla

yatan solunum sisteminden
kan akim
enfeksiyonlan, cilt ve cerrahi alan enfeksiyonlar,

uriner sistem enfeksiyonlari, endokardit, menenjit,
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intraabdominal enfeksiyonlar ve endoftalmit gibi
farkli klinik tablolar da gosterebilmektedir (4).

Santral venoz kateter, uriner sistem kateterleri ve
kardiyak kapaklar gibi materyaller lizerinde biyofilm
olusturma S. maltophilia’mn onemli bir 6zelligidir
(4). Biyofilm; mikroorganizmanin, bir ylizey, ara ylizey
ya da birbirlerine geri doniilmez olarak baglayan,
ekstraselliiler polimerik maddeden olusan bir matriks
icerisine yerlesmesi olarak tanimlanabilmektedir (5).

Antibiyotik ilag dozlarn belirlenirken biyofilm

yapilan goz ardi edilerek, planktonik formlara gore



diizenlendigi icin, cogu hastaligin tedavisinde etken
tamamen ortadan kaldirnlamamaktadir. Bu nedenden
dolay1 biyofilm yapisimin, dogasinin ve molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasi gerekmektedir (6).

S. maltophilia’nin olas1 virllans faktorleri
hakkinda nispeten az sey bilinmekte ve etkili
enfeksiyon stratejilerinin gelistirilmesi icin bakterinin
bulasma yollarnn hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi

gerekmektedir (3).

Calismamizin amaci, pulmoner ve ekstrapulmoner
orneklerden izole edilen S. maltophilia izolatlarinin
biyofilm olusturma ozelliklerinin karsilastirnlmasidir.

GEREC ve YONTEM

izolatlar

Calismaya Ocak 2018 - Aralik 2018 tarihleri arasinda
cesitli servislerden gonderilen, 37 adet pulmoner,
41 adet ekstrapulmoner ornekten izole edilmis olan
toplam 78 adet S. maltophilia izolat1 dahil edildi.
Kontrol susu olarak biyofilm olusturmayan Escherichia
coli ATCC 25922 ve biyofilm olusturan Acinetobacter
baumanii ATCC 19606 kullanild1.

Calismaya dahil edilen izolatlarin tanimlanmasi,
konvansiyonel yontemler (gram boyama ve oksidaz
testi) ve Vitek-MS
kullanilarak yapildi.
Antibiyotik Duyarlilik

Tum izolatlarin  trimetoprim-sulfametoksazol
(SXT) (Oxoid; 25 pg) duyarliiklann The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility testing
(EUCAST)
yontemi ile calisildi (7).

(bioMérieux, Fransa) sistemi

onerileri dogrultusunda disk diflizyon

Biyofilm Varliginin Arastiriimasi

Biyofilm varligi mikrotitrasyon plak yonetimi

kullanmlarak arastirildi. Bunun icin kanli agarda
(Himedia, Hindistan) uretilen S. maltophilia suslan
%0,25 glukoz iceren Tryptic Soy Broth (TSB) (BD,
Fransa) besiyerine ekildi ve 36°C’de 24 saat inkube

edildi. inkiibasyondan sonra 1/20 diliie edildi ve

96 kuyucuklu diz tabanli polistren mikrotitrasyon

plagina, her kuyucuga 200 pl olacak sekilde
eklendikten sonra 36°C’de 24 saat inkibasyona
birakildi. inkiibasyon islemi sonunda kuyucuklardaki
besiyeri bosaltildi, 3 kez steril distile su ile yikand1 ve
ters cevrilip kurutuldu. Kuyucuklara hazirlanan %1°lik
kristal viyole (Merck, China) solusyonundan 100’er
ul dagitildi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Boyama isleminden sonra plak 3 kez steril distile
su ile yikandi ve ters cevrilerek kurutuldu. Uzerine
boyay1 cozmek icin hazirlanan etanol/aseton (80:20)
sollisyonundan 200’er pl dagitildi ve 10 dakika boyanin
¢ozulmesi beklendi. Bu islemden sonra plaklar 492 nm
dalga boyunda ELISA (ChroMate, Amerika) okuyucuda

okutuldu (8, 9).

Mikrotitrasyon plak yontemiyle her izolat 3
kez calisildi. Sonucglar pozitif ve negatif kontrol
izolatlarinin dansite  degerlerine

optik gore

yorumlanarak degerlendirildi (9, 10).

istatistiksel Analiz

S. maltophilia’nn izole edildigi 6rnegin pulmoner
veya ekstrapulmoner olmasinin biyofilm lretimi ile
iliskisi istatistiksel olarak incelendi. Veriler SPSS
Statistic 21
Sonuclarinin karsilastirilmasinda Pearson Kikare testi

programi kullamlarak analiz edildi.

kullanildi ve onem diizeyi p<0,05 olarak alind1.

BULGULAR

Calismaya toplam 78 S. maltophilia izolati

41°i
edilmistir.

dahil edilmistir. izolatlarin 37’si
ekstrapulmoner

Pulmoner orneklerden 20’si balgam, 17’si trakeal

pulmoner,
orneklerden izole
aspirat olmak Uzere iki cesit ornek bulunmaktadir ve
bunlarin tamam1 yatan hastalardan izole edilmistir.
Pulmoner dis1 orneklerin ise en sik 17’si kan 7’si
idrar, 5’i kateter ucu olacak sekilde diger ornekler de
azalarak siralanmistir. Ornek dagilim Tablo 1’°de toplu
olarak goriilmektedir.

Yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonucunda, tim
izolatlar SXT’ye duyarli olarak bulunmustur.
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Calismaya dahil edilen toplam 78 S. maltophilia
izolatinin 68 (%87,2)’inde mikrotitrasyon plak yonetimi
ile biyofilm olusumu saptanmistir. Pulmoner 37
ornegin 35 (%94,6)’inde biyofilm liretimi saptanmistir.

Pulmoner dis1 41 ornegin 33 (%80,5)’linde biyofilm

uretimi saptanmistir.

S. maltophilia’min izole edildigi 6rnegin pulmoner
veya ekstrapulmoner olmasi biyofilm olusturma

ozelligi ile istatistiksel olarak iliskili bulunmamistir.

Tablo 1. Pulmoner ve ekstrapulmoner 6rneklerden elde edilen izolatlarin dagilim

Ornek tiirii n (%)
Balgam 20 (25,6)
Pulmoner
Trakeal Aspirat 17 (21,8)
Kan 17 (21,8)
idrar 7 (8,9)
Kateter ucu 5 (6,4)
Yara 4 (5,1)
Diyalizat 2 (2,6)
Ekstrapulmoner
Mayi 2 (2,6)
Abse 1(1,3)
Aclik mide suyu 1(1,3)
Safra 1(1,3)
Viicut sivisi 1(1,3)
TARTISMA bakim Unitelerindeki yatan hastalardan izole
edilen S. maltophilia suslarim retrospektif olarak

Nozokomiyal enfeksiyonlarda siklikla karsimiza
cikan S. maltophilia, antibiyotiklere yuksek oranda
cogul direng gosterebilmektedir (11). Siklikla solunum
birlikte,
enfeksiyonlar, kulak-burun-bogaz
enfeksiyonlar ve bakteriyemilerde de sorumlu etken
olabilecegi bilinmektedir (4, 11).

sistemi  orneklerinden izole edilmekle

Uriner sistem

Tascilar ve arkadaslar yaptiklan calismada 105
S. maltophilia izolatimn %12.6’sim SXT’ye direncli
bulmuslardir (12).

Hazirolan ve arkadaslan yaptiklar calismada 2008-
2016 yillan arasinda izole edilen 195 S. maltophilia
izolatinm retrospektif olarak incelemislerdir. Sekiz yillik
sirecte SXT direnc ortalamasini %4,08 (0-13,58) olarak
tespit etmislerdir (13).

Tannverdi Caycar ve arkadaslari Ocak 2014 -
Aralik 2015 tarihleri arasinda hastanemiz yogun
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degerlendirmislerdir. Bu tarihlerde izole edilen 22 S.
maltophilia susunun 21 (%95,45)’inin SXT’ye duyarli
oldugunu bildirmislerdir (14). Bizim c¢alismamizin
sonucunda, calismaya dahil edilen tum S. maltophilia
SXT’ye  duyarli bulunmustur.
Tannverdi Cayci ve arkadaslarinin yaptiklan calismayla
karsilastinldiginda,

maltophilia izolatlannda SXT’ye karsi bir direng

izolatlan olarak

hastanemizde izole edilen S.

gelisiminin s6z konusu olmadig1 goriilmektedir.

Ozkaya ve arkadaslan yaptiklan calismada
SXT’ye direncli S. maltophilia izolatlarinda, bu
dirence neden oldugu bilinen sul1, sul2, dfrA9,
dfrA10, dfrA20 genlerinin ve simif I, Il integron gen
kasetlerinin arastinlmasint amaclamislardir.  Sonug
olarak calismalarinda, S. maltophilia’da SXT direncine
yol acabilen sul1 geninin varligim gostermislerdir.
Sul1 saptanan izolatin disindaki izolatlarda goriilen
fenotipik direncin nedeninin efluks pompa sistemi,



biyofilm olusturma gibi farkli mekanizmalardan
kaynaklanabilecegi ya da heniiz tanimlanmamis
gen bolgelerinin varligina bagli olarak olusabilecegi
gorusiinui ortaya koymuslardir (15). Aslinda direkt
olarak bir direnc mekanizmas1 olmayan biyofilm
Uretim ozelligi, antimikrobiyal ajanlara kars1 direnci
arttirabilmektedir (4).

Di Bonaventura ve arkadaslarimin yaptiklan
calismada, S. maltophilia’mn iki saatlik inklibasyondan
sonra polystyrene baglandigi ve biyofilm olusumunun
zamanla artarak 24 saatte maksimum blyiumeye
ulastig1 gosterilmistir (16).

Biocanin ve arkadaslarinin yaptiklan bir calismada
Uclincii  basamak bir cocuk hastanesinden
edilen 88 adet S. maltophilia suslarinin biyofilm
olusturma aktivitesinin cesitli ozellikleri arastinlmistir.
Arastirmacilar  bu izolatlarin  %89,8’inin  biyofilm
olusturdugunu sadece 9 susun biyofilm aktivitesinin
negatif oldugunu aciklamislardir (17).

izole

Flores ve arkadaslarimin yaptiklan calismada
73 (%61,3)’U solunum yolu 6rnegi olan toplam 119
S. maltophilia izolatinin biyofilm olusturma o6zelligi
arastirilmistir. Tamam biyofilm Uretmis olan izolatlarin
57 tanesi zayif (%47,9), 46 tanesi orta (%38,7) ve
16 tanesi giclu (%13,4) olarak simflandinlmistir.
Calismada aym zamanda klonal iliski Pulsed-field Gel
Electrophoresis (PFGE) yontemi ile arastinlmis ve 89
farkli PFGE tipi tamimlanmistir (18).

Pompilio ve arkadaslarinin  yaptiklan  bir
calismada 85 adet S. maltophilia izolatimin biyofilm
olusturma ozelligi ve PFGE yontemiyle klonal
yakinliklan —arastinlmistir.  Altrmsdort  farkli  PFGE
tipinin tanimlandig1 calismada, izolatlarin %88,2’si
biyofilm olusturdugu gosterilmistir. Ayrica  kistik
fibrozis hastalarindan elde edilen suslarin, hem
solunum yolu hem de kan orneklerinde kistik fibrozis
olmayan hastalardan elde edilen suslardan daha dusuk

ETiK KURUL ONAYI

* Bu calisma Etik Kurul izni gerektirmemektedir.

biyofilm Urettigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar
biyofilm uretiminin duyarli bakteriler icin bir hayatta
kalma mekanizmasi olarak islev gorebildigini ve
klinik izolatlarin biyofilm olusumu yonunden rutin
incelenmesi gerektigi yorumunu yapmislardir (19).

Sun ve arkadaslan yaptiklan calismada farkl

hastanelerin cerrahi servisleri ve yogun bakim
unitelerinde, nozokomiyal enfeksiyonu olan hastalardan
elde ettikleri 51 klinik S. maltophilia izolatim
calismalarina dahil etmislerdir. Bu izolatlarin 42’sinde
biyofilm olusumu saptamislardir. Ayrica calismaya dahil
ettikleri izolatlarda biyofilm olusumunun levofloksasin
haric test edilen bircok antibiyotige duyarlilig1 biiyiik

olciide azalttigim tespit etmislerdir (20).

Calismaya dahil edilen tum S.  maltophilia
izolatlarinin  6nemli bir kisminin (%87,2) biyofilm
olusturdugu goriilmiistir. Pulmoner ve ekstrapulmoner
orneklerden izole edilen S. maltophilia suslarinin
biyofilm olusturma aktiviteleri sirasiyla; 35/37 (%94,6),
33/41  (%80,5) seklinde bulunmustur. Pulmoner
orneklerdeki biyofilm aktivitesinin ekstrapulmoner
orneklere gore oransal olarak daha fazla oldugu
gorulmektedir.  Bununla birlikte pulmoner ve
ekstrapulmoner orneklerden izole edilen suslar arasinda
biyofilm olusumu yoniinden istatistiksel olarak anlaml
bir fark saptanmamistir. Calismamiza dahil edilen izolat
sayisinin istenilen diizeyde olmamasi ve molekiiler
olarak tiplendirilememis olmasi calismamizin kisitligi
olarak gorulmektedir.

Calismaya dahil edilen S. maltophilia izolatlarinin
SXT’ye kars1 bir direnc gelisimi olmadig1 goriilmekle
birlikte, onemli bir virilans faktori olan biyofilm
olusumuna yiksek oranda rastlanmistir. Konu ile ilgili
yapilacak genis kapsamli calismalarin S. maltophilia’mn
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisine ve viriilans

mekanizmalarimin  daha iyi anlasilmasina katki
saglayabilecegi diistinilmektedir.
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The evaluation of analytical performance of Total PSA and Free
PSA tests by using 6-sigma method
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ABSTRACT

Objective: Sigma Metrics Methodology is a quality
measurement method in order to evaluate and compare
the analytical performance of laboratories. Six Sigma
can be used as a clinical analytical phase assessment
methodology to form an internal quality control (IQC)
strategy and plan its frequency. In this study, we aimed
to evaluate the analytical performance of the tumor
markers total and free prostate specific antigen (PSA) by

calculating process sigma values.

Methods: Sigma levels for both tests were analyzed
by using 1QC values retrieved from laboratory information
system for consecutive 3 months. Bias and coefficient
of variation (CV) were calculated. Biological variation
databases were used for Total Allowable Error (TEa). The
calculated sigma values were classified as follows: “>5”,
“4-5” “3-4” and “ <3” as very good, good, minimum and

unacceptable respectively.

Results: The sigma values of total PSA and free PSA
tests according to the 3-month data of two IQC levels
were found to > 5 and 4-5 for total PSA,while those for

free PSA were <3 for both levels.

Conclusion: Our results showed that performance
of total PSA is good while performance of free PSA is

unacceptable. It is possible to determine a test with

OZET

Amag: Sigma metrik yontem, laboratuvarlarin

analitik degerlendirmede ve

kalite

performansini

karsilastirmada  kullanilan  bir olciim
yontemidir. 6 sigma yontemi ile klinik analitik faz
degerlendirilebilir ve ic kalite kontrol (iKK) stratejisi
ve siklig1 planlanabilir. Bu calismada timor belirtecleri
olan total PSA ve serbest PSA testlerinin sigma
degerlerinin hesaplanarak analitik performanslarinin

degerlendirilmesi amaclandi.

Yontem: Her iki test icin de ardisik 3 aylik ic

kalite kontrol sonuclarn degerlendirilerek sigma
seviyeleri hesaplandi. Bias ve varyasyon katsayisi
(CV) hata

(TEa) degeri icin biyolojik varyasyon veritabanlan

hesaplandi. Toplam izin verilebilir
kullanildi. Hesaplanan sigma degerleri sirasiyla soyle
degerlendirildi: “>5”, “4-5”, “3-4” ve “<3” cok iyi,
iyi, minimum ve kabul edilemez.

Bulgular: 3-aylik iki seviye ic kalite ile degerlendirilen
sigma degerleri total PSA icin >5 ve 4-5, serbest PSA icin

ise her iki seviyede <3 olarak bulunmustur.

Sonug: Bulgularimiz, total PSA  analitik
performansinin  iyi, serbest PSA’'nin ise kabul
edilemez derecede oldugunu gostermistir. Yiksek

hata oranina sahip bir testi sigma degerlendirmesi
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high error probability by evaluating the fine sigma levels
and the tests that must be quarded by more stringent
quality control applications. Our study has shown that
we need to apply a more stringent IQC regime for free
PSA test.

Key Words: Total PSA, free PSA, 6 sigma

ile saptamak mumkindir ve bu test daha siki kalite
kontrol uygulamalari ile kontrol altinda tutulabilir.
Bizim calismamiz, kendi laboratuvarimiz icin serbest
PSA testine daha kat1 bir IKK protokolii uygulamamiz

gerektigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Total PSA, serbest PSA, 6 sigma

INTRODUCTION

Clinical laboratory processes are simply divided
into three major steps: preanalytical, analytical and
postanalytical. Laboratory errors in each of these
phases affect test results and therefore the aim is
to detect and minimize the sources of error at every
step (1,2). When the sources of laboratory errors
are evaluated, it is found that most of the errors
occur in the pre-analytical phase followed by post-
analytical phase. Analytical phase errors seem to
be the least source of error in clinical laboratories
(3). Although the impact of analytical phase errors
on total laboratory errors is low, it is important to
manage laboratory processes correct to improve
the quality of health service provided to patients.
Standardization of the analytical phase, increased
evaluation of internal and external quality control
programs and technological
increased the reliability of laboratory results to a
great extent (4).

improvements have

Two types of analytical errors are random
errors and systematic errors which are expressed
as inaccuracy and imprecision respectively (5). The
expression of inaccuracy is bias and the expression
of imprecision is coefficient of variation (CV), which
are used in combination to detect total error (TE) as
Bias + 1.65 CV (6).
total (TEa) is a simple
comparative quality concept which is used to define

Allowable error

acceptable analytical performance and can be used

Turk Hij Den Biyol Derg

for (1) assessment of an individual instrument’s
analytical performance, which is of benefit if one
uses this information during instrument selection or
assessment of in-clinic instrument performance, (2)
Quality Control validation, and (3) as a measure of
agreement or comparability of results from different
laboratories (eg, between the in-clinic analyzer and
the reference laboratory) (7).

The six-sigma technology, which was first used
in evaluation of errors in the industrial field, has
been widely used recently also in evaluation of
laboratory errors. Six-sigma metrics combines bias,
imprecision and TEa. Being a statistical method,
six-sigma methodology includes 5 steps known as
define, measure, analyze, improve, control (DMAIC).
The sigma model provides an objective evaluation
of the performance of a method and therefore for
laboratories it is valuable measure for self-control in
the laboratories. The sigma value of a test enables
to determine targets for improving the quality of the
test in laboratory, or to accept the current quality of
the test if the quality is adequate (8,9).

Sigma Metric is calculated by using the formula of
sigma (s)=(TEa-bias)/CV (5). High sigma values means
low analytical errors and acceptable test results (6).
Low sigma metric value is accepted as an error or a
defect. The defect value is measured in defects per
million (DPM). The Six-Sigma is focused to control a
process in 6 standard deviations (SD) and it is equal



to 3.4 DPM. The success with Six Sigma Quality is
accepted as the perfection standard. A performance
at the 3-sigma level is considered as the minimum
quality for manufacturing process (2, 5).

Total PSA and free PSA are the two most commonly
used diagnostic tools in clinical practice for prostate
cancer screening accepted worldwide. The analytical
phase in total and free PSA measurement is of
critical importance as their ratio gives discriminative
diagnosis between prostate cancer and benign
prostate hyperplasia (10,11).

In the present study, based on these facts, we
aimed to evaluate the analytical phase by using
sigmametrics and also to reveal the quality control
(QC) strategy of these two critical tests.

MATERIAL and METHOD

The present study was conducted in the Clinical
Biochemistry Laboratory of University of Health
Sciences Gilhane Training and Research Hospital.
Internal quality control (IQC) data of the two
analytes were analyzed retrospectively over a period
of 3 months from August 2019 to October 2019 using
DxI 800 analyzer (Beckman Coulter Inc, USA). Both
tests were immunoassay methods, all reagents
were obtained from Beckman Coulter Inc and used

according to the manufacturer’s directions.

Two level controls; normal (Seronorm-1), and
pathological (Seronorm-2,) levels of QC materials
were assayed before analysing of patient samples
every day during the study period. The lot numbers
of the QC material used were the same: 1804832
for normal and 1805833 for pathological controls
respectively. The instruments were calibrated on a
regular basis. IQC data were obtained from Laboratory
Information System (FONET LIS). Faulty values arising
from false control samples were excluded.

The values given in the insert provided by
Beckman Coulter Inc. for IQC target values were used
as reference values. % Bias values were calculated for

each test for every month during the 3 month study
period. TEa, is determined by biological variation
and the performance of the analytical method. TEa
values given in Westgard biological varition database
were used to calculate the sigmametric performance
characteristics (7).

Following determination of mean and SD values,
%CV, bias and sigma values were calculated according
to the following formulations. Coefficient of variation
(CV%):

Coefficient of variation (% CV) is the expression
of imprecision. It is the percent ratio of standard
deviation (SD) to the mean (x) for a given data set.
It was determined from the calculated mean and

Standard deviation evaluated from IQC data.
CV(%)=(SD/ Mean of 1QC data) x 100.
Bias:

Bias was calculated as the percentage difference
of the average of observed results for each analyte
from the target values provided in the Beckman
Coulter’s control material inserts. %Bias values of
each test were calculated by getting the mean values
between August, September and October 2019.

%Bias= [(IQC data mean of our laboratory-target
mean of IQC data)/target mean of IQC data]x100

Allowable total error (TEa):

Detected for total PSA and free PSA using the
Desirable Biological Variation Database and The
Royal College of Pathologists of Australasia and the
Australasian Clinical Biochemist association Quality
Assurance Program (RCPA) respectively. These sources
are regularly updated and can be freely accessed
through http://www.westgard.com and https://

www.westgard.com/rcpa-biochemistry.htm.
Sigma (o) value:

Sigma value was calculated by using CV (obtained
from 1QC data), %Bias (obtained from target values
of 1QC data) and TEa values. Sigma value calculated
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using the standard equation; RESULTS
o metric= (%TEa-%Bias) / %CV
For each level of free PSA and total PSA tests, the

Sigma values were calculated to determine (,roet mean given by manufacturer, labaratory mean

the analytical performance characteristics of
each analyte. Sigma values “>5”, “4-5” ) “3- 4” ve

and SD values are presented in Table 1.

TEa% for total PSA is taken both from Westgard and
RCPA guidelines, while for free PSA, it is only taken from
RCPA guideline (12,13). Quality control strategy used to
evaluate the paremeters is explained in Table 2.

“<3” were categorized as “ very good”, “good”,
“minimum” and “unacceptable” respectively (8).

Table 1. Sigma values for tests according to two different TEa % values obtained from internal quality control results

Target . )
Assay Mean SD CV% Bias% TE, % Sigma
mean
BV
. RCPA
BV Desirable
QC1 {QC2 | QC1 [QC2|QC1|QC2 |QC1 [QC2 |QCt1|QcC2 . RCPA**
Desirable* Qc2
QC1 | QC2 | QC1
Total PSA | 3.53 | 24.16 | 0.16 | 1.34 | 3.79 | 25.80 | 4.58 | 5.57 | 6.68 | 6.34 | 33.6 15 5.87 | 4.89 | 1.81 | 1.55
Free PSA | 1.68 | 12.97 | 0.08 | 0.82 | 1.80 | 12.80 | 5.24 | 6.37 | 6.29 | 1.32 | - 15 = > 1.66 | 2.14

*Desirable Quality Specifications based on Biological Variation.
**The Royal College of Pathologists of Australasia and the Australasian Clinical Biochemist association Quality Assurance

Program
QC: Quality control, SD: Standard deviation

Table 2. Quality control strategy

Sigma metrics Quality performance Westgard Rule
<3 Unacceptable 16/ 2,/ R/ 4
3- <4 Minimum 1. /2, (R [ 4
4-5 Good Ty5s

>5 Very good U

1 56 Turk Hij Den Biyol Derg



DISCUSSION

PSA is known as the leading tumor marker in
evaluation of effectiveness of therapy for prostate
cancer patients, assessment of tumor mass and early
detection of recurrence. It is also different from other
tumor markers as it is very useful in the screening
and early diagnosis of prostate cancer. PSA is found
free or protein-bound in circulation. Total PSA test
has low specificity, especially in patients with total
PSA concentration within the “diagnostic gray zone”
(total PSA concentration range of 4-10 ng/mL). Free
to total PSA ratio (PSA free/PSA total) is the most
commonly used diagnostic index for distinguishing
between benign prostate hypertrophy and prostate
cancer. With the improving immunoassay techniques,
it has been proven that the %fPSA is lower in men with
prostate cancer. If the free/total ratio is below 8%, the
risk of prostate cancer is predicted to be around 80%
(14,15). That’s why accurate laboratory measurement
of these analytes has critical importance.

The practice of using Sigma metrics to improve
and design high quality products has been around
for several decades. 3-sigma assay is being generally
considered as the minimum acceptable performance
and a 6-sigma assay performance considered world-
class (8). One problem encountered in calculation of
sigma values is the differences caused by differences
in TEa. It is important to determine which TEa
to use as TEa values for many measurands differ
greatly, depending on the source. While there is a
recommended hierarchy to consider when choosing
an appropriate TEa, there is no uniform consensus
on which source is most appropriate for a given
measurand (16).

For total PSA, sigma values calculated according
to Westgard BV guidelines, sigma levels were very
good for level 1 and good for level 2. But when the

values are evaluated according to RCPA rules, both
1 and level 2 were in the unacceptable range for
PSA. These differences point that sigma levels can
change depending on the reference we take for TEa
values. Since there was no biological variation data
in Westgard’s site for free PSA, we evaluated fPSA
level 1 and level 2 performences solely depending on
RCPA values. The results came out as both levels are
in the unacceptable range for fPSA.

RCPA gives TEa for both total and fPSA tests as 15%.
While Westgard’s BV rules give these value as 33.6 %
for total PSA and there is no value assigned for fPSA in
Westgard’s site. These differences in allowable total
error values also affect the sigma value calculated for
these tests.

In the present study, we evaluated the analytical
performances of total and fPSA tests in our laboratory
with sigma metric approach. There are very limited
studies in the literature evaluating immunoassay tests
with sigmametrics. This information can also assist
the laboratory in knowing the kind of performance to
expect. Another point to consider when using Sigma
metrics is that bias and precision influence the Sigma
metrics differently, with precision having a greater
impact.

Our study is unique as it evaluates the performance
of total PSA based on two different BV sources being
Westgard and RCPA. Also for sigma metric evaluation
of fPSA, this will be the first study.

In conclusion, while defining QC strategies, clinical
laboratories should calculate their sigma values
according to most recently updated TEa sources and
choose their QC rule strategies accordingly. According
to our data, we can conclude that we should follow
13S rule for total PSA and 13S / 22S / R4S / 41S rule
for fPSA test. It can also be concluded that fPSA
test needs a more strict IQC regimen to minimize
analytical errors.
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Biological activity screening of some hydrazone and chalcone
derivatives
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ABSTRACT

Objective: Today, the development of resistance
to antibiotics is increasing rapidly. Loss of antibiotics
effectiveness due to the development of resistance
serious hazards.

causes Especially methicillin-

resistant Staphylococcus aureus and vancomycin-
resistant Enterococcus faecalis create life-threatening
conditions in patients with a weak immune system.
For this reason, it is important to develop new drug
active substances against these microorganisms. In this
article, hydrazones and chalcones were synthesized
and some biological activities of these compounds
such as antimicrobial and antituberculosis were
investigated. This study was conducted to investigate
new antimicrobial and antituberculous drug-active
substances instead of antibiotics that lost their
effectiveness due to the rapidly increasing resistance

to existing antibiotics.

Methods: The compounds were obtained by synthesis
of chalcones via Claisen Schmidt condensation and then
by reacting these chalcones with hydrazides to form
hydrazone. Antimicrobial and antituberculosis activities
of the compounds were evaluated by microdilution

method and microplate alamar blue assays, respectively.

Results: All compounds displayed the same activity

against Mycobacterium tuberculosis (MIC: 64 pg/mL). E4,

OZET

Amag: Gunimizde antibiyotiklere kars1 direnc
gelisimi hizla artmaktadir. Direnc gelismesi nedeniyle
antibiyotik etkinliginin kayb1 ciddi tehlikelere neden
olmaktadir. Ozellikle metisiline direncli Staphylococcus
aureus ve vankomisine direncli Enterococcus faecalis
bagisiklik

tehdit eden durumlar olusturmaktadir. Bu

izolat, sistemi zayif olan hastalarda
yasami
nedenle, bu mikroorganizmalara karsi yeni ilac
etken maddeleri gelistirmek onemlidir. Bu makalede,
hidrazonlar ve kalkonlar sentezlenmis ve bu bilesiklerin
antimikrobiyal ve antitiiberkiloz gibi baz1 biyolojik
aktivitelerinin arastirilmas1 yapilmisti. Bu calisma,

mevcut antibiyotiklere karsi hizla artan direnc
nedeniyle etkinligini kaybeden antibiyotiklerin yerine
antimikrobiyal ve antitliberkiiloz etkili yeni ilac etken

maddelerinin arastirilmasi icin yapilmistir.

Yontem: Bilesikler, Claisen Schmidt kondensasyonu
yoluyla kalkonlarin sentezi ve daha sonra bu kalkonlarin
hidrazon olusturmak Uzere hidrazidlerle reaksiyona
girmesiyle elde edilmistir. Bilesiklerin antimikrobiyal
ve antituberkuloz aktiviteleri, sirasiyla mikrodilusyon
yontemi ve mikroplak alamar mavisi deneyleri ile
degerlendirilmistir.

Bulgular: Tim

bilesikler Mycobacterium

tuberculosis’e karsi ayni etkiyi gostermistir (MIK: 64 ug/
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4’-Bromo-4-methyl chalcone, displayed the best activity

against Meticilline resistant-Staphylococcus  aureus
(MIC: 16 pg/mL). The most effective compounds against
Enterococcus faecalis isolate and Enterococcus faecalis
were found B26 (N-(1-(4fluorophenyl)-3-p-tolylallylidene)
thiophene-2-carbohydrazide) and E8 (4’-fluoro-3-methyl

chalcone), respectively (MIC: 32 pg/mL).

Conclusion: Hydrazones have been found to be more
effective than chalcones against S. aureus ATCC 29213.
However, chalcones exhibited a remarkable effect
against meticilline resistant-Staphylococcus aureus and
Enterococcus faecalis. In terms of tuberculosis bacillus,
it did not differ whether the compounds had a chalcone
or hydrazone structure. Both chalcones and hydrazones
exhibited the same activity against candida species. All
compounds were observed to be more effective than
gentamicin against methicillin-resistant Staphylococcus

aureus.

Key Words: Hydrazone, chalcone, antitubercular,

antimicrobial, microbial resistance

mL). E4, 4’-Bromo-4-metil kalkon, metisiline direncli-
Staphylococcus aureus’akarsi en iyi etkinligi gostermistir
(MIK: 16 ug/mL). Enterococcus faecalis izolat1 ve
Enterococcus faecalis’e karsi en etkili bilesikler sirasiyla
B26 (N-(1-(4-florofenil)-3-p-tolilaliliden)tiyofen-2-
karbonhidrazit) ve E8 (4’-floro-3-metil kalkon) olarak
bulunmustur.

Sonug: Hidrazonlarin S. aureus ATCC 29213 susu
izerine kalkonlardan daha etkili oldugu bulunmustur.
birlikte

Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis lizerine

Bununla kalkonlar, metisiline direncli-

dikkate deger bir etki gostermistir. Tlberkiiloz basili
acisindan, bilesiklerin kalkon veya hidrazon yapisinda
olmas1 fark gostermemistir. Hem kalkonlar hem de
hidrazonlar kandida tirlerine karsi

aym aktiviteyi

sergilemisti. Tum bilesiklerin metisiline direncli

Staphylococcus aureus Uzerine gentamisinden daha

etkili oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: kalkon,

antituberkiiloz, antimikrobiyal, mikrobiyal direnc

Hidrazon,

INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is a microorganism that is
important due to its pathogenicity from the beginning
of the microbiological era to the present day. This
bacterium, which can be found in the skin and mucous
flora, can cause fatal diseases such as bacteremia and
pneumonia when immunity is weakened. S. aureus,
which was previously treatable with penicillins, began
to develop resistance to methicillin in the 1960s,
resulting in Meticilline resistant-Staphylococcus
aureus (MRSA) strains. MRSA has mecA gene which
encodes the penicillin- binding protein of MRSA.
Thus, resistance to B-lactam antibiotics develops (1-
3). Also, MRSA, which started to develop resistance
against antibiotics such as linezolid and daptomycin,
is a very important health threat (2, 3). Resistance
was not developed only by S. aureus but also by other

bacteria that neutralize antibiotics which makes the
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discovery of new antibiotics is essential.

Balsacone C (figure 1), a dihydrochalcone
derivative, draws attention with its activity against
MRSA (4). Balsacone C displayed very good activity
against 34 MRSA isolates, which are resistant to
many antibiotics [Minimum Inhibitory Concentration
(MIC): 3-11.6 pg/mL] (3). Licochalcone A (Figure
1), which is a natural chalcone as balsacone C, also
shows antibacterial properties (5). Beside its many
activities such as antidepressant (6,7) anticonvulsant
(8, 9), analgesic,
(10-12) and anticancer (13-16), hydrazones attract
researchers with their antibacterial activities. In

antiinflammatory, antiplatelet

this study, we synthesized a group of hydrazones and
their starting materials, chalcones, and investigated
the antimicrobial and antituberculosis activities of
these compounds.



HO OH OH HO
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Balsacone C
Figure 1. Some natural antibacterial chalcones

MATERIAL and METHOD

Details of used chemicals for synthesis (17) and
for biological activities (18) and used apparatus to
prove the structures of the compounds (17) are given
in our previous publications.

Synthesis

Chalcone derivatives were synthesized by
reacting of equimolar amounts of acetophenone and
The

hydrazone compounds were obtained by reacting the

benzaldehyde derivatives in KOH/methanol.

chalcone derivatives with the hydrazide compounds.
Reaction and product details have been previously
published (18).

Biological activities of compounds
Antibacterial and antifungal activity

Antibacterial and antifungal susceptibility testing
were applied through CLSI-M100-S16 guidelines (19)
and M27-A3 (20) standards, respectively. E.
ATCC 25922 [1], E. coli ATCC 35218 [2], E. coli
isolate (ESBL) [3], P aeruginosa ATCC 27853 [4], P.
aeruginosa isolate (resistant to gentamicin) [5], S.
aureus ATCC 29213 [6], S. aureus isolate (MRSA) [7],
E. faecalis ATCC 29212 [8], E. faecalis isolate (VRE)
[9], C. albicans ATCC 10231 [10] and C. krusei ATCC
6258 [11] and their clinical isolates were used in the

coli

study. E. coli isolate produces extended spectrum
beta lactamase enzyme and used as the ESBL strain.
C. krusei ATCC 6258 strain was used because it is
resistant to fluconazole naturally. A methicillin
resistant S. aureus isolate which is resistant to all
beta lactam antibiotics (MRSA), and E. faecalis isolate

—0 OH
1y,
0

Licochalcone A

which is resistant to vancomycin (VRE) were also used
in the study. The lowest concentrations inhibiting
macroscopic growth was determined as MICs. Details
of the method is given in the literature (18).

Antitubercular activity

Mycobacterium tuberculosis H37RV (ATCC 27294)
[12] was used as the quality control strain. MABA
method was used in order to assess the antituberculosis
activity as described by Franzblau et al, 1:1 mixture
of 10X Alamar Blue reagent were added to wells.
A blue color or a pink color formation indicated no
proliferation and proliferation, respectively. The MIC
was determined as the lowest drug concentration
preventing formation of pink color (21). Details of the
method is given in our previous publication (18).

RESULTS

Chemistry

Chalcones (E4, E5, E7, E8) (Table 1) were
synthesized via Claisen-Schmidt condensation. Then,
chalcones were reacted with appropriate hydrazide
to give corresponding hydrazones (Table1) as shown
in the diagram (Figure 2).

Biological Activity

Antimicrobial and antitubercular activities of
the compounds were examined by using different
standards. Antimicrobial activities were examined by
microdilution method while antitubercular activities
were assessed by microplate alamar blue assay
(MABA). Conclusions were given in Table 2.
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Table 1. Formula of compounds

Compound R! R? R3 R*
B26 -F -H -CH, Thiophene-2-yl (T)
B27 -F -CH, -H T
B28 -Br -H -CH, T
B29 -Br -H -CH, 4-Methyl-1,2,3-thiadiazole-5-yl (MT)
B31 -Br CH, H -
E4 -Br -H -CH,
ES -Br -CH, -H
E7 -F -H -CH,
E8 -F -CH, -H

R2
HC=0
Rl
Qcocm KOH o @ R
R! ! R2 CH;0H |
R} O
E4, E5,E7, E8

R,=F, Br R>=R3=CHj;, H

|
EtOH | NH,-NH—C—R*
reflux R4:T, MT

Y R?
oURa

|
N—NH-?—R“ (ring 3)

Rl

B26, B27, B28, B29, B31

Figure 2. Synthesis of compounds
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Table 2. Antimycobacterial, antifungal and antibacterial activities of compounds

Compounds 1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12
B26 64 128 128 64 128 128 64 64 32 128 64 64
B27 128 128 128 128 128 128 64 128 64 128 64 64
B28 64 128 128 128 128 128 64 64 128 128 64 64
B29 64 128 128 128 128 128 64 128 128 128 64 64
B31 128 128 128 128 128 128 64 64 128 128 64 64
E4 128 128 128 64 128 256 16 128 128 128 64 64
E5 128 128 128 64 128 256 64 128 128 128 64 64
E7 128 128 128 64 128 256 64 128 128 128 64 64
E8 128 128 128 64 128 256 32 32 128 128 64 64
Gentamicin 0.25 256 1 64 0.5 128 8 8
Ampicilin 2 >1024 - 0.5 0.5 0.5
Meropenem 0.008 0.015 | 0.25 | 0.015 | 0.03 4 8
Ofloxacin 0.015 16 1 1 0.125 | 0.5 1 4
Fluconazol - - - - 0.0625 32
Vancomycin - 0.5 1 1 8
Amphotericin B - - - - <0.03 0.5
Ampicilin/ 16 ) ) ) )
sulbactam (1/1)
Amoxicilin/
clavulonic acid 16 - - - -
(2/1)
Ethambuthol 4
Isoniazid 0.125
Names of the bacteria and explanation of numbers in the table and article is given in Materials and Methods.
MIC: pg/mL
Turk Hij Den Biyol Derg l 63
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DISCUSSION

Compounds B26, B28 and B29 were displayed
the best activity against E. coli [1] (MIC= 64 pg/mL).
Against this strain, hydrazone derivatives have been
shown to be more effective than chalcones. B27, a
derivative of hydrazone, had the same activity as
chalcones. For this activity, it is important that ring
2 has methyl in the para position. Placing the methyl
group in the meta position instead of para reduced
the activity. Chalcones generally outperformed
than hydrazones against Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. One of the hydrazones, compound
B26, showed the same activity as chalcones. E4, a
compound in the structure of chalcone containing
bromine at 4th position of ring 1 and methyl at 4th
position of ring 2, showed the best activity against
MRSA (MIC=16 pg/mL). The E8 compound, which is
a chalcone carrying fluorine atom in the 4th position
of ring 1 and carrying methyl in the meta position
of ring 2, was the second compound showing the
best activity against MRSA. According to Xu et al.,
electron-withdrawing (-Cl, - F and - Br) groups at
the 2nd and 4th positions of phenyl ring is more
preferable for antibacterial activity than electron-
donating (-Me and -OMe) substituents (22).

The E8 compound was found to be the most active
compound against E. faecalis [8] (MIC=32 pg/mL). It
is observed that the activity decreases in B27, which
is the hydrazone formed by the reaction of E8 with
thiophene hydrazide. Against this microorganism,
compounds B26, B28 and B31 showed the same
activity (MIC=64 pg/mL). B26 is the most effective
compound with 32 pg/mL MIC against VRE, which

ETHICS COMITTEE APPROVAL

* This study does not require Ethics Committee Approval.
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contains fluorine atom in position 4 of the first ring,
methyl in position 4 of the 2nd ring, and thiophene
as the 3rd ring. Unlike B26, compound B27 maintains
the methyl in the meta position of ring 2 instead of
para. B27 was found to be the second most effective
compound (MIC=64 pg/mL) against VRE. Therefore,
including p-methyl on the 2nd ring is important for
the activity against VRE. All compounds except B26
and B27 displayed the same activity against VRE
(MIC=128 pg/mL). Unlike B26, B28 compound has
p-bromine instead of p-fluorine of the 1st ring. The
replacement of the fluorine atom with a bromine
atom caused a serious decrease in the activity. For
the activity against VRE, presence of p-fluorine at the
1st ring and the presence of the methyl group in the
4th position of the 2nd ring is necessary. When the
methyl group attached to the second ring is taken
into the meta position instead of para, the activity
decreases. Both chalcone and hydrazone derivatives
displayed the same activity against E. coli [2], ESBL,
P aeruginosa [5], C. albicans, C. krusei and M.
tuberculosis strains. Hydrazones were found to be
more effective than chalcones against S. aureus [6].

In summary, some chalcones and their hydrazones
were designed, synthesized and their antitubercular
activities examined.
its activity against MRSA,
compound E8 against E. faecalis and compound

and antimicrobial were

Compound E4 with

B26 against VRE came into prominence. It is hoped
that our study can contribute to the development of
new antibiotics in an environment where bacterial
resistance development is so frequent. Further

studies are necessary to find the antibiotics.
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Immunohistochemistry of norepinephrine transporters in the
vagus nerve in a rat model of epilepsy
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ABSTRACT

Objective: Epileptic seizures occur as a result of the
excessive and uncontrolled spread of electrical activity.
Studies have reported that epileptic seizures may affect
the autonomic function. However, the main molecular
mechanism has not been elucidated yet. Since the vagus
nerve (VN) carries 75% of all parasympathetic autonomic
system fibers, it is of great importance in the autonomic
center associated with epilepsy pathogenesis. Afferent
sensory fibers of the VN have connections to associated
regions in the brainstem, providing norepinephrine
(NE) transmission. Therefore, the suppressive effect
of NE on seizures and the role of NE transporters (NET)
in neurotransmitter reuptake may occur. Examining
the neurotransmitters and related transporters in
the autonomic nervous system at the molecular level
may help to understand the related mechanism. In
this study, we aimed to determine the NET-associated
immunoreactivity in the VN in pentylenetetrazole (PTZ)
epilepsy model.

Methods: Epileptic seizures were induced in Wistar
rats (280-380g) by administering PTZ [first 12 injections
35 mg/kg, intraperitoneal (I.P.) and last injection

50 mg/kg I.P.] for 28 days. Subsequently, the VN was

OZET

Amac: Epileptik nobetler elektriksel aktivitenin
asin ve kontrolsiiz sekilde yayilmasinin bir sonucu
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan calismalar
epileptik nobetlerin otonomik islevi etkileyebilecegini
bildirmistir. Ancak molekiiler mekanizma heniiz tam
(VS)

tasidigindan

olarak aydinlatilamamistir. siniri tim
liflerinin = %75’ini

dolay1 epilepsi patogeneziyle iliskili otonomik merkezde

Vagus

parasempatik sistem

bilylik bir oneme sahiptir. Afferent duyusal lifleri beyin
sapindaki iliskili bolgelerdeki baglantilar araciligiyla
sinapslar arasi norepinefrin (NE) iletimini saglamaktadir.
Boylece, NE’nin nobetler lzerinde baskilayici etkisi ve
NE tasiyicilarimin (NET) norotransmitter geri alimindaki
gorevi olusabilir. Otonom sinir sisteminde gorev alan
norotransmiterler ve ilgili tasiyicilarin  molekiler
diizeyde incelenmesi iliskili mekanizmanin anlasilmasina
yardimci olabilir. Bu calismada pentilentetrazol (PTZ)
epilepsi modelinde NET ile iliskili immunoreaktivitenin

belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Epileptik nobetler Wistar sicanlarinda
(280-380g) 28 giin boyunca PTZ [ilk 12 enjeksiyon 35 mg/
kg, intraperitoneal (I.P.) ve son enjeksiyon 50 mg/kg I.P.]

uygulanarak indiiklendi. Daha sonra VS torakal ve servikal
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dissected as two parts, in terms of the thoracic and
cervical sections. The NET levels were evaluated by

immunohistochemical staining on the tissue samples.

Results: Expression of NETs in the thoracic VN
region of the male and female experimental groups
NET

expression was significantly increased in epileptic male

significantly increased. In the cervical VN,
rats, while decreased in epileptic female rats compare

to control groups.

Conclusion: Our study may disclose significant
regional enhancement in the NET immunoreactivity. It
is assumed that NET, which plays a role in NE regulation,
may be characterized by abnormal neural stimulation.
The findings provide proof-of-concept that alterations
in NET expression may affect the ANS dysfunctions

associated with epilepsy.

Key Words:

system, norepinephrine

Epilepsy, PTZ, autonomic nervous

kesitler acisindan iki parca halinde diseke edildi. NET
seviyeleri doku ornekleri Gizerinde immunohistokimyasal

boyama ile degerlendirildi.

Bulgular: Erkek ve disi deney gruplarinin torakal
vagus bolgesinde NET ifadesinin anlamli olarak artti.
Servikal VS’de NET ekspresyonu epileptik erkek

sicanlarda onemli olciide artarken, epileptik disi

sicanlarda kontrol gruplarina gore azaldi.

Sonug: Calismamiz VS’de NET ifadesinin anlamli
bolgesel artislarini ortaya koymustur. NE regiilasyonunda
rol alan NET’in parasempatik sinirsel uyarim bozuklugu
ile karakterize olabildigi distniilmektedir. Gozlemlenen
NET ifadesindeki degisiklikler epilepsi ile iliskili otonom
sinir sistemi islev bozukluklarim etkileyebilecegine dair

kanitlar sunabilir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, PTZ, otonom sinir

sistemi, norepinefrin

INTRODUCTION

Epilepsy is a neurological symptom complex. This
disease includes multiple risk factors and genetic
predisposition. Seizures may occur in more than 70
million people (1, 2). Epileptic seizures generally
can affect autonomic functions. Therefore, triggers
in central and autonomic networks may contribute
to pathologies in the cardiovascular system. Chronic
and repeated activation of the autonomic nervous
system (ANS) in patients with epilepsy can trigger
fatal arrhythmias (3-5). To eludicate of the ANS
related molecular mechanism is of great importance
to clarify epilepsy pathogenesis.

Sympathetic, parasympathetic, and enteric
systems, maintain nervous control of all body parts
except skeletal muscle (6). The vagus nerve (VN)
provides a large part of the ANS-mediated nerve

conduction (7-9). VN and brainstem are considered
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autonomic targets in terms of sympathetic/
parasympathetic effects in seizure suppression (10).

After triggering, VN fibers may accelerate the
neural activity in the locus coeruleus (LC), which is
the regulatory center of the noradrenergic system
in the brainstem (11). The noradrenergic pathway is
one of the main neuro-modulatory systems that play
an essential role in attention, arousal, and cognition
(12,

norepinephrine (NE) in various anatomically and

13). The LC releases the neurotransmitter

functionally diverse brain regions (13). Depending on
the seizure type or the area of the brain affected,
reduced NE expressions and decreased adrenergic
receptor density is reported. Therefore, it has been
observed that pharmacological agents that increase
extracellular NE levels have anticonvulsant effects
(14).



The NE transporter (NET) is responsible for
the reuptake of sodium chloride (Na+/Cl-) bound
extracellular NE into the presynaptic neurons. NET also
provides a reuptake of extracellular dopamine (DA)
(15, 16). The uptake of these two neurotransmitters
into the presynaptic neuron is of great importance in
regulating the concentrations in the synaptic cleft.

In this study, we aimed to determine the NET-
in the VN of the

associated immunoreactivity

experimental epilepsy model.

MATERIAL and METHOD

A total of 28 adult male and female Wistar albino
rats weighing between 280-400 g were randomly
divided into 4 groups. The rats were placed in cages
at controlled temperatures (24 ° C + 2 ° C) and kept
on a 12-hour light-dark cycle. Free access to water
and standard food was provided to animals. All efforts
were made to minimize suffering by anesthetizing rats
with ketamine/xylazine [90/10 mg/kg, intraperitoneal
(I.P.), respectively]. The experimental protocol of
this study was approved by Kayseri Erciyes University
Animal Ethics Committee (ethics committee decision
no: 2019/027). All procedures were followed under
the recommendations in the National Institutes of
Health (USA) and the Guidelines for the Care and
Use of Laboratory Animals adopted by the Helsinki
Declaration.

1. PTZ-Kindling Model

Female and male control groups (n=7) were
injected equally and a total of 0.5 cc intraperitoneal
(I. P.) saline was given every two days.

induced in female and
(n=7)
administration of PTZ (35 mg/kg, I. P.) for one month.
PTZ (P6500, Sigma, St. Louis, MO, USA), a GABAA

receptor antagonist used in the model, was dissolved

Seizures  were

male experimental groups with periodic

in 0.9% NaCl solution and adjusted to 35 mg/kg dose.
The solution was injected into rats three days a
week for a month for a total of 12 doses, and seizure

behavior was observed 30 minutes after injection and
calculated according to the Racine scoring protocol.

One week after the last PTZ injection, animals were
given high dose PTZ (50 mg/kg, I.P.) to demonstrate
improved seizure sensitivity in both female and male
PTZ groups. Phase 4 or 5 was expected to be seen to
observe the ignition pattern (17).

2. Racine Scoring System

Racine scoring (RS) was used to assess seizure
severity in rodent experimental epilepsy models (18).
RS, which categorizes the stages of seizures,

Stage 0: No answer,

Stage 1: Twitching in the ear and face,
Stage 2: Myoclonic jerks in the body,
Stage 3: Standing up on hind legs,

Stage 4: Tonic-clonic seizures with the animal
falling to the ground,

Stage 5: Recurrent (generalized) severe tonic-
clonic seizures.

3. Immunohistochemical Analysis

NET immunoreactivity was detected in thoracic
and cervical nerve samples of the experimental groups
using the Avidin-Biotin peroxidase method (Figure 1).

After the deparaffinization of the sections taken
at 5 pm thickness, citrate buffer was used to open
the epitopes (pH: 6.0). Subsequently, 3% hydrogen
peroxide in methanol was taken into the solution to
prevent endogenous peroxidase activity. Apply Ultra V
block solution to prevent unspecific staining. Sections
were incubated overnight at 40 °C with Anti-NET
Antibody (Alomone lab: AMT-002). The sections were
counterstained with Gill Hematoxylin by applying
biotinylated secondary streptavidin-HRP (TP-125-HL;
Thermo Scientific) and DAB chromogens, respectively.
It was dehydrated through increasing alcohol series
and closed with a sealer called entellan. Sections were
examined with an Olympus BX53 light microscope.
The evaluation of immunoreactivity levels was made
with the Image J program.
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Figure 1. Diagram summarizing the methodology steps used in the study. After the PTZ induction model, vagus dissection
was performed. NET changes were observed with immunohistochemical examinations.

PTZ, Pentylenetetrazole; NET, Norepinephrine transporter

4, Statistical analysis

Considering the norepinephrine variable, power
with alpha=0.05,
Accordingly, it was calculated that there should be at

analysis  results power=80%.
least 7 subjects in each group. In addition, the data
obtained were statistically compared with each other

in the SPSS statistical package program.

RESULTS

1. Scores of PTZ Kindling Epilepsy Model

After the PTZ kindling, epileptic seizures were
gradually induced. Generalized tonic-clonic seizures,
corresponding to phase 5 of the Racine’s scaling
system score, were observed in both male and female
rats at the 13th injection. Latency to first seizure was
calculated for both groups. PTZ-kindled female rats
had their first seizure in 266 + 66 s, while PTZ-kindled
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male rats had their first seizure in 308 + 95 s. No
significant changes were observed in the body weights
of the rats during the PTZ injection procedure.

2. Immunohistochemical Findings

NET significantly increased in both male and
female experimental groups in thoracic VN tissue
(p <0.05). In the cervical VN region, NET expression
decreased in the experimental groups in female rats,
while it increased in the experimental groups in male
rats (p <0.05) (Figure 2).

DISCUSSION

In this paper, the role of autonomic VN involvement
in epilepsy was investigated in terms of the NET,
which plays a key role in central nervous system.
In the thoracic VN of epileptic rats, a significant
increase in NET immunoreactivity was observed. On
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Figure 2. Immunoreactivity results of NET in the VN. In both groups, increased immunoreactivity in thoracic VN was
observed. Pictures were taken at a magnification of x40. Scale bar: 20 pm
(A). The histogram graph showing the fold change in immunoreactivity for NET in the VN. The data are expressed as the

mean +SEM.

(B). One-way ANOVA variance analysis and Sidak’s multiple comparison test were applied.
* p <0.05. NET, Norepinephrine transporter; SEM, Standard error; ANOVA, Analysis of variance

the other hand, NET expression was reduced in the
cervical VN in male PTZ rats, while it increased in
female PTZ rats. We hypothesized that NET, which is
characterized by regional increases in the VN, may
trigger the reuptake of synaptic NE to the presynaptic
region, producing excitation that occurs in epilepsy.

Several studies conducted that endogenous NE
has an anticonvulsant role in epilepsy. Additionally,
NE reduction has been characterized by increased
neuron damage in limbic regions and susceptibility to
epileptic seizures (19, 20).
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Convulsive activity is partially regulated by
inhibiting neuronal processes, and catecholamines,
DA, and NE act as central seizure suppressors.
Although current evidence provides implications for
the antiepileptic role of DA at the receptor level, NE
has been revealed as the primary seizure suppressor
(21).
important role in modulation seizures by diminishing

Recent studies revealed that NE plays an

stimulation of limbic areas such as the amygdala and
hippocampus (22, 23). Considering NE innervation,
the anterior piriform cortex was examined in rats
to examine susceptibility to seizures. Damage to
the LC terminals was accomplished by the selective
neurotoxin bromobenzyl amine (60 mg/kg I.P.). In
intact rats, a marked increase in NE release in the
contralateral piriform cortex was accompanied by
sporadic seizures. The observations disclosed that
epileptic rats developed neuronal loss in various
limbic regions (24). The fact that NE shows a decrease
in epilepsy due to damage to the brain regions
suggests that it may lead to neuroinflammation.

In vitro studies have shown that excitotoxicity
occurs in neurons as a result of electrical VN
stimulation (VNS) for 12-14 hours (25, 26). Besides,
VNS is known to be a method used in epilepsy and
preventing autonomic system disorders (27). VNS
activates the parasympathetic components of the
VN to achieve therapeutic effects. However, in
addition to the parasympathetic nerves, the cervical
and thoracic VN regions contain components that
form sympathetic nerve fibers (28, 29). Due to the
connection between stellate ganglion (SG) and VN,
stimulation of the sympathetic component with
NE may activate the ganglion cells in SG at high
rates. Current data have shown that VNS may have
antiadrenergic effects in acute studies and suppress
SG nerve activity during chronic trials (30).

In our study, the increase of NE-related receptors
in the thoracic VN region and a decrease in the cervical
VN in male rats showed that noradrenergic reuptake
mechanisms in sympathetic and parasympathetic
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fibers might be increased in epilepsy. Additionally, we
assume that NE reuptake may cause neuronal damage
by mediating excitotoxicity in sympathetic ganglia.

NE, acetylcholine (ACh), and serotonin provide
astrocyte-mediated extracellular K+ regulation. It
has been reported that NE and serotonin-mediated
K+ flow reduces as a result of Kir4.1 channel blockade
(31). Considering all data, we estimate that NE may
prevent abnormal depolarization by providing K+ flow
into the cell.

The effects of the VN in the autonomic system can
vary depending on gender as a result of the difference
in receptors and ion channels. A study examining ACh
receptors on the vagus nerve in epilepsy, revealed
that the increase in ACh was greater in female rats
(32). Studies examining the effect of sympathetic
activity on blood pressure through catecholamines
disclosed that NE-related voltage-dependent K+ (KV)
channels are expressed at various rates between
genders depending on hormonal and developmental
effects. Accordingly, catecholamine release due
to increased channel activity in female rats was
significantly reduced (33). Furthermore, Kir channel
expressions and cardiac morphology have been
reported to vary depending on gender (34, 35). In our
study, NET expression was decreased in females and
decreased in male experimental rats in the cervical
VN. The results demonstrated that NE may affect
pathologies, such as neuronal damage concerning
the number of sex-based receptors. However,
gender-based change in ion channels and receptor
interactions of neurotransmitters has not been fully

elucidated.

This study provided evidence that NET change
in the VN, which acts as a “bridge” between the
brain and heart, may be associated with autonomic
dysfunction accompanying epilepsy.

In conclusion, despite extensive development
in pre-clinical and clinical research, the precise
mechanism of the noradrenergic system in VN origin
for epilepsy is not fully known. In this study, we



hypothesized that NET increase in the thoracic VN and  a result of epileptic discharges. Thus, new treatment
decrease in the cervical VN in male rats may occur as methods should be investigated, especially for drug-
a result of the imbalance of NE reuptake mechanisms resistant cases, by enlightening the entire molecular

in sympathetic-parasympathetic fiber connections as
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Kars yoresindeki gebelerde Toxoplasma gondii: Seroprevalans ve
olas1 risk faktorleri

Funda DEMIRCI'

’

Neriman MOR?

OZET

Amac: Bu calisma ile Kars ilinde saglikli gebe

kadinlarda Toxoplasma  gondii’nin seroprevalansini
saptamak ve enfeksiyonla iliskili olabilecegi dustiniilen
olas1 risk faktorlerini incelemek ve risk faktorlerinin
uzerine etkisini

seropozitiflik degerlendirmek

amaclanmistir.

Yontem: Eylul 2018 - Mart 2019 tarihleri arasinda
yaslar1 15-45 yas arasinda degisen ve gebelik haftalari
6-39 hafta araligina uyan orneklem secimi ile saglikli
308 gebe kadin calismanin materyalini olusturdu. Gebe
kadinlara calisma hakkinda bilgilendirme yapildiktan
sonra gonullulik ilkesine bagli kalinarak her bir gebeye
enfeksiyon ile iliskili 26 sorudan olusan anket bilgi
formu doldurtuldu. Ayrica rutin muayene sirasinda
bu kisilerden istenilen kanlarin serum ornekleri ticari
mikro-ELISA yontemi ile anti T. gondii antikorlan
yonunden incelendi. Anket ve laboratuvar sonuclar1 SPSS

20 programinda istatistiki olarak degerlendirildi.

kadinlarda %44,8

T. gondii IgG seropozitifligi

Bulgular:
(138/308) oraninda anti -
tespit edildi. Anti - T. gondii’nin hem IgM hem de IgG’nin

Calismada gebe

birlikte seropozitifligi %0,3 oranminda (1/308) tespit
edilirken, tek basina anti-T. gondii IgM seropozitifligi

saptanmadi.  Gebe  kadinlarin  sosyo-demografik

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to determine
the seroprevalence of Toxoplasma gondii in healthy
pregnant women in Kars province, to examine possible
risk factors that may be associated with infection and

to evaluate the effect of risk factors on seropositivity.

Methods: The material of the study was composed
of 308 healthy pregnant women between the ages of
15-45 and matching 6-39 weeks of gestation between
September 2018 and March 2019. After the pregnant
women were informed about the study, each pregnant
woman filled a questionnaire form consisting of 26
questions related to the infection by adhering to the
voluntary principle. In addition, serum samples of
blood requested from these individuals during routine
examination were examined for anti T. gondii antibodies
by commercial micro-ELISA method. Questionnaire and
laboratory results were evaluated statistically in SPSS
20 program.

Results: Anti - T. gondii

detected as 44.8% (138/308) in the pregnant women in the

IgG seropositivity was

study. While seropositivity of both IgM and IgG of anti - T.
gondii was determined as 0.3% (1/308), anti - T. gondii
lgM seropositivity alone was not detected. Toxoplasma

gondii seropositivity was determined according to the

EI

"Kafkas L:Jniversitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Ebelik Anabilim Dali, Kars
2Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali, Kars

ileti§irn__/ Corresponding Author : Neriman MOR
Kafkas Uni. Tip Fak. Temel Tip Bil. Bsl. Tibbi Parazitoloji AD Merkez Kampiis Kars - Ttirkiye
E-posta / E-mail : nery.man@hotmail.com

Gelis Tarihi / Received : 31.01.2021
Kabul Tarihi / Accepted : 13.04.2021

Demirci F, Mor N. Kars yoresindeki gebelerde Toxoplasma gondii: Seroprevalans ve olasi risk faktorleri
Turk Hij Den Biyol Derg, 2021; 78(2): 175 - 186

175


https://orcid.org/0000-0002-4530-3801
https://orcid.org/0000-0002-3674-8120

176

ozellikleri, gebelik durumlar, sosyal aliskanliklar,
beslenme aliskanliklan ve hijyen aliskanliklari gibi olasi
risk faktorlerine verdikleri yanitlara gore T. gondii
seropozitifligi belirlendi. Olasi risk faktorleri arasinda
gelir durumunu dusik olarak belirten, yaslan 30-34
yas araliginda degisen, ¢ig yumurta tilketen, icme suyu
kaynag1 olarak musluk suyu kullanan gebe kadinlarda
T. gondii’nin seropozitifligi diger olas risk faktorlerine
gore istatistiksel olarak anlamli tespit edildi (P<0.05).
Sonug: Kars ilinde T. gondii seropozitifliginin dikkate
deger diizeyde oldugu gozlenmistir. Sosyoekonomik
kosullar, sosyal, beslenme ve hijyen aliskanliklar gibi
olas1 risk faktorlerinin gebe kadinlarda toxoplasmosis
tizerinde etkili oldugu ve gebe kadinlarin enfeksiyon
hakkinda bilgi sahibi olmadiklan tespit edilmistir. Bu
sebeple enfeksiyondan korunma yollar hakkinda gebe
kadinlara egitim verilmesinin onemli ve gerekli oldugu

kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, gebe,

ELISA, seroprevalans, olasi risk faktorleri, Kars

responses of pregnant women to possible risk factors
such as socio-demographic characteristics, pregnancy
status, social habits, eating habits and hygiene habits.
The seropositivity of T. gondii in pregnant women who
stated low income, aged between 30 and 34, consumed
raw eggs, used tap water as a drinking water source
among possible risk factors, was statistically significant

compared to other possible risk factors (P<0.05).

Conclusion: It was observed that T. gondii
seropositivity was significant in Kars province. It has
been determined that possible risk factors such as
socioeconomic conditions, social, nutritional and
hygienic habits are effective on toxoplasmosis in
pregnant women and pregnant women do not have
information about the infection. For this reason, it has
been concluded that it is important and necessary to
educate pregnant women about the ways of protection

from the infection.

Key Words: Toxoplasma gondii, pregnant, ELISA,

seroprevalence, possible risk factors, Kars

GiRiS

Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii’nin (T. gondii)
etken oldugu zoonotik bir hastaliktir. Insanlara
enfekte hayvan etlerin ¢ig ya da az pismis olarak
yenmesiyle veya kedigillerin diskisiyla atilan
ookistlerle kontamine olmus gida ve sularin oral yolla
alinmasiyla bulasir. Kas, goz ve beyin olmak lzere
bircok dokuyu enfekte edebilir. Enfekte gebeden
transplasental yolla fetiise bulasarak konjenital
enfeksiyonlara, anomalilere ve abortuslara neden olur
(1,2,3). Hastaligin hem yiiksek oranda asemptomatik
seyretmesi hem de belirti ve bulgularin kisa sure
icerisinde  kendiliginden

kaybolmasi  nedeniyle

konjenital toxoplasmosis olanak saglar (1,4).
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Diinyada ve Tirkiye’de T. gondii seroprevalansi
ile ilgili gebe kadinlar Uzerinde yapilan farkli veriler
bulunmaktadir (5-9). Diinyada goériilme sikligi fazla
olan toxoplasmosis enfeksiyonu Tirkiye’de de siklikla
gorulmektedir. Yapilan epidemiyolojik calismalarda
enfeksiyon sikligi bolgeden bolgeye gore farklilik
gostermektedir. Turkiye’de 1999-2009 yillar arasinda
yetiskinlerde %18-43,6 oraninda, gebe-dogurganlik
cagindaki kadinlarda da %26,6-96,5 seropozitivite
tespit edilmistir (10). Enfeksiyonun prevalansinda,
beslenme aliskanliklar, yasam tarzi, gelenekler,
sosyoekonomik kosullar, konagin immiinitesi, konagin
duyarliigr ve iklim durumunun belirleyici oldugu
belirtilmistir (3, 11-13).



Ulasilan kaynak bilgilerde geciminin blyuk
bir cogunlugunu tarim ve hayvancilikla saglayan
Kars yoresinde

hayvanlarda toxoplasmosis

seroprevalansinin arastirildig calismalara
rastlanilmistir (14-21). Ancak insanlarda retrospektif
olarak yurutilen iki calismanin birincisi, 2008-2013
yillar1 arasinda dogurganlik cagindaki kadinlarda
olup Toxoplasma lgG oram %36,5 olarak tespit
edilmis (22). ikinci calismada ise gebe kadinlar
dahil %20,3 oraninda

belirlenmistir (23). Kars yoresinde hayvancilik yaygin

edilerek Toxoplasma IgG

olmas1 nedeniyle zoonoz enfeksiyonlar acisindan
daha fazla epidemiyolojik calismalara gereksinim
vardir. Bu calisma sonuclarina gore enfeksiyonun
epidemiyolojisi belirlenecek ve korunmak icin bir
politika planlanabilecektir. Bu arastirmada da,
Kars ilindeki gebelerde T. gondii enfeksiyonunun
seroprevalansinin  belirlenmesi,  epidemiyolojik
olarak enfeksiyonun olasi risk faktorleri ile iliskisinin

ortaya konulmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Kafkas
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurul 14.03.2018/51
protokol sayisi ile gerekli izin alinmistir. Ayrica

Arastirmaya baslamadan once Kars

Baskanlig1 tarafindan
Kars il Saglik Miidiirligii ve Kars Harakani Devlet
Hastanesi’nden kurum izinleri alinmistir (Say::
14739267/806.01.03/E.151). Kars ili merkez ilcesiyle
birlikte 8 ilce olup, Kars Harakani Devlet Hastanesi’ne
ilin tum ilcelerinden hastalar miracaat etmektedir.
Calismamin evren biiyiikligii 2018 yilinda Kars il
Saglik Mudurlugi istatistik biriminden alinan verilere
gore, toplam gebe sayis1 4367 olarak bildirilmistir.
Arastirmada istatistiki olarak orneklem secimine
gidilerek %95 giiven araligi ve 0,05 duyarlilikla toplam
318 olarak hesaplandi. Bu dogrultuda calismanin
materyalini, Eylil 2018-Mart 2019 tarihleri arasinda
Kadin Dogum Poliklinigine rutin gebelik muayenesi icin
basvuran yaslar1 15-45 yas arasinda degisen, gebelik
haftalan 6-39 hafta araligina uyan ve calismaya

gonullu katilmak isteyen kadinlar olusturmustur.
Ancak 318 adet serum orneklerinin laboratuvar
asamasinda 10 tanesinin kanli hemoliz olmasindan
dolay1 toplam 308 serum ornegi iizerinden calismaya
devam edilmistir. Gonullu gebe kadinlara calisma
hakkinda bilgilendirme yapilarak enfeksiyon ile iliskili
olabilecegi diisiiniilen 26 sorudan olusan anket bilgi
formu doldurulmustur. Rutin muayene sirasinda
istenilen kanlarin serum orneklerine ticari mikro-

ELISA yontemi (Diapro (Milano)-Italya) ile bakilmistir.

Arastirmada nicel verilerin degerlendirilmesinde

tanimlayicr  istatistikler ~ (ortalama,  standart

sapma), nitel verilerin degerlendirilmesinde ise
say1 ve ylizde dagiimlan kullanilmistir. Kategorik
degiskenler arasindaki farklar “ki-kare testi” ile
degerlendirilmistir. Anket sonucunda elde edilen
veriler ile birlikte laboratuvar sonuclari, “Statistical
Package for Social Sciences” (IBM SPSS Statistic 20)
istatistik programi ile analiz edilerek, p<0.05 diizeyi

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya katilan gebelerin yas ortalamasi 27,25
tespit edilirken, gebelik haftas1 ortalamasi 21,28;
gebelik sayis1 ortalamasi 2,26 olarak tespit edilmistir.
Calismaya dahil edilen 308 gebeden 106’sinin (%34,4)
(%6,2)
gebede disiik dogum hikayesi oldugu tespit edilirken,

ilk gebelik donemlerini yasadiklarini, 19
oli dogum ve erken dogum hikayesine rastlanilmadi.
Gebelerden 62’sinin (%20,1) gelir getirici bir iste
calistigl, 246 gebenin (%79,9) ise ev hanimi olup
calismadigi belirlenmistir.

Calismaya gonulli olarak katilan toplam 308 gebe
kadindan alinan kan orneklerinde anti-T.  gondii
IgM seropozitifligi %0,0 bulunurken, anti-T. gondii
IgG seropozitifligi %44,8 oraninda tespit edilmistir.
Toxoplasma gondii’nin hem IgM hemde IgG’nin birlikte
seropozitifligi de %0,3 oraninda (1/308) saptanmistir
(Tablo 1).
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Sosyo-demografik ozelliklere gore kategorik
degiskenler arasinda T. gondii’nin yayginligi yoniinden
karsilastirma yapildiginda en yiiksek seroprevalansin
%45,7 oraninda kirsal bolgede yasayanlarda, %52,8
disuk olanlarda, %61,3
%52,6 oraninda

tiniversite ve lzeri egitim diizeyi olanlarda ve %50,0

oraninda gelir diizeyi

oraninda 30-34 vyas araliginda,

oraninda calisan gebelerde oldugu saptanmistir.
Yapilan istatistiksel analiz neticesinde, yas ve gelir
diizeylerine ait parametrelerde gruplar arasindaki
farkbibk anlamli bulunurken (P<0,05), yasadiklan
yer, egitim ve katiimcilarin calisma durumlarina ait
parametrelerde gruplar arasindaki farklilik onemsiz
olarak tespit edilmistir (P>0,05), (Tablo 2).

Tablo 1. Gebe kadinlarda ELISA yontemi ile T. gondii’nin seroprevalansi

Pozitif Negatif
Antikor Tipi Toplam
n % n %
Sadece IgM 0 0,0 308 100,0
Sadece IgG 138 44,8 170 55,2 Sl
IgM+IgG 1 0,3 307 99.6
Tablo 2. Sosyo-demografik ozelliklerine gore gebe kadinlarda ELISA ile T. gondii’nin seroprevalansi
Toxoplasma-IgG
Anket Sorulan n P X2
Pozitif n (%) Negatif n (%)
Kirsal 92 42(45,7) 50(54,3)
Yasanilan Yer 0,845 0,038
Kentsel 216 96(44,4) 120(55,6)
Diisiik 125 66(52,8) 59(47,2)
Gelir Durumu Orta 107 32(29,9) 75(70,1)
iyi 76 40(52,6) 36(47,4) 0,001 14,717
15-19 23 13(56,5) 10(43,5)
20-24 82 30(36,6) 52(63,4)
Yas 25-29 105 43(41,0) 62(59,0)
30-34 58 34(61,3) 24(38,7)
0,028 10,868
35 ve Uistii 40 18(45,0) 22(55,0)
Okur-Yazar
Deil 12 2(16,7) 10(83,3)
ilkokul 183 79(43,2) 104(56,8)
Egitim Lise 94 47(50,0) 47(50,0)
Umvgrsﬂe ve 19 10(52,6) 9(47,4) 0,136 5,536
zeri
Ev Hanim 246 107(43,5) 139(56,5)
Calisma Durumu 0,357 0,847
Diger 62 31(50,0) 31(50,0)
Genel Toplam 308 138(44,8) 170(55,2)
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Calismada  katiimcilarin anket  sorularina

verdikleri yanmitla gebelik durumlarina gore T
incelendiginde; %57,5
oraninda 6-12 gebelik haftasi araliginda 46 hastada,

%47,8 oraninda 3 ve 3’ten fazla gebelik yasayan 22

gondii’nin 1gG sonuclan

hastada, %46,1 oraninda 1-3 aras1 canli dogum yapan
88 hastada ve %47,4 oraninda 1-3 diisik dogum
araligina uyan 9 hastada en yiiksek T. gondii’nin

seropozitifligi saptanmistir. Ancak gebelik durumlan
ile ilgili yoneltilen anket sorularinda 6li dogum ve
erken dogum Oykiisii olan bir veriye rastlanitmamistir.
Yapilan istatistik analiz sonuclari; gebe kadinlarda T.
gondii’nin seropozitiflik oranlan ile gebelik haftasi,
gebelik sayisi, canli dogum sayisi ve diisik dogum
sayis1 karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05), (Tablo 3).

Tablo 3. Belirtilen gebelik durumlarina gore T. gondii’nin seroprevalansi

Toxoplasma-IgG
J X2
Anket Sorular n Pozitif n(%) Negatif n(%)
6-12 80 46(57,5) 34(42,5)
13-19 66 26(39,4) 40(60,6)
Gebelik Haftasi 20-26 49 19(38,8) 30(61,2) 0,092 7,997
27-32 52 24(46,2) 28(53,8)
33+ 61 23(37,7) 38(62,3)
. 1-3 262 116(44,3) 146(55,7)
Gsebe"k 0,655 0,200
GUEL 3+ 46 22(47,8) 24(52,2)
0 106 44(41,5) 62(58,5)
Ca"g 45, VT 1-3 191 88(46,1) 103(53,9) 0,749 0,579
ayisi
4-6 11 5(45,5) 6(54,5)
Diisilk Dogum v 289 129(44,6) ) 0,817 0,054
Saysi 1-3 19 9(47,4) 10(52,6)
Genel Toplam 308 138(44,8) 170(55,2)

Gebelerin sosyal aliskanliklara gore (evde kedi
besleme, bahcede kedi besleme, bahce ve tarla
isleriyle ugras) Toxoplasma 1gG sonuglarinin dagilim
incelendiginde; evde kedi besleyenlerde %51,3,
bahcede kedi besleyenlerde %50,0 bahce ve tarla
isleriyle ugrasan vyani toprakla temasi olan gebe
kadinlarda %48,5 oraninda en yiiksek seropozitiflik tespit
edilmistir. Sosyal aliskanlUklarin alt ozellikleri ile T.
gondii seropozitifligi arasinda herhangi bir istatistiksel

anlamlilik belirlenememistir (P>0,05), (Tablo 4).

Beslenme aliskanliklarina gore en yiksek T.
gondii seropozitifligi, %47,5 oraninda musluktan su
icenlerde, %55,4 oraninda ¢ig veya az pismis yumurta
yeme aliskanligi olanlarda, %47,8 oraninda cig siit
icenlerde, % 47,4 oraninda ¢ig/az pismis et veya
islenmemis gida tuketenlerde ve %49,2 oraninda
yikanmamis meyve sebze tiiketenlerde saptanmistir.
Toxoplasma gondii’nin seroprevalans orani ile icme su
kaynaklan ve ¢ig yumurta yeme arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkliik belirlenmistir (P<0,05).
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Beslenme aliskanliklarinin diger alt 6zellikleriyle ilgili
herhangi bir istatistiksel anlamlilik belirlenememistir
(P>0,05), (Tablo 4).

Calismada gebelerin anket sorularinda yanit
verdikleri hijyen aliskanliklarina gore; %48,5 oraninda
“Et ile temas eden mutfak gereclerinin temizligine
onem verme” ve %47,3 oraninda “Yikanmamis meyve/
sebze ile temas eden mutfak gereclerinin temizligine

onem verme” sorusuna hayir yaniti verenlerde T.
gondii seropozitifligi daha yilksek oranda tespit
edilmistir. Ayrica “Yemek yapmadan once ve yemek
yaptiktan sonra ellerinizi yikiyor musunuz?” sorusuna
gebe kadinlarda %100 oraninda evet yanit1 verilmistir.
Ancak T. gondii seropozitifligi ile hijyen aliskanliklar
tespit

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

edilmemistir (p>0,05), (Tablo 4).

Tablo 4. Olasi risk faktorlerine (sosyal, beslenme ve hijyen aliskanliklar1) gore gebe kadinlarda T. gondii’nin Seroprevalansi

Toxoplasma-IgG
Anket Sorulan n Pozitif Negatif P 2
n(%) n(%)
Evet 39 20(51,3) 19(48,7)
. 0,384 0,757
Evde Kedi Besleme Hayir 269 118(43,9) 151(56,1)
Evet 122 61(50,0) 61(50,0)
Bahcede Kedi Besleme 0,138 2,204
Hayir 186 77(41,4) 109(58,6)
. Evet 134 65(48,5) 69(51,5)
Bahce ve Tarla Isleriyle Ugras 0,252 1,315
Hayir 174 73(42,0) 101(58,0)
Musluktan 255 121(47,5) 134(52,5)
icme Suyu Kaynagi AEEIT 33 13(39,4) 20(60,6) 0,048 | 6,089
> yu faynag Damacanadan ’ ’ ’ ’
Dereden 20 4(20,0) 16(80,0)
Evet 74 41(55,4) 33(44,6)
Cig Yumurta Yeme 0,035 4,426
Hayir 234 97(41,5) 137(58,5)
. Evet 201 96(47,8) 105(52,2)
Cig Sut Icme 0,153 2. 044
Hayir 107 42(39,3) 65(60,7) o
Cig / Az Pismis Et veya islenmemis Evet 192 91(47,4) 101628 | 0 ou0 | 1384
Gida (Sosis/Salam) Hayir 116 47(40,5) 69(59,5) ' ’
Evet 122 60(49,2) 62(50,8)
Yikanmamis Meyve/Sebze Yeme 0,211 1,564
Hayir 186 78(41,9) 108(58,1)
Et ile Temas Eden Mutfak Evet 145 39(40,7) 86(59,3)

A NP 0,171
Gereclerinin Temizligi Onem Hayr 163 79(48,5) 84(51,5) 1,877
Yikanmamis Meyve/Sebze ile Evet 160 68(42,5) 92(57,5)

Temas Eden Mutfak”Gereglerinin 0,398 0,715
Temizligine Onem Hayir 148 70(47,3) 78(52,7)
Genel Toplam 308 138(44,8) 170(55,2)
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TARTISMA

Kars yoresinde hayvancilik yaygin olup insanlar
hayvan ve hayvan dirinleri ile daha cok irtibat
halindedir. Bu nedenle insanlarda T. gondii ile ilgili
daha fazla arastirmalarin yapilmasina gereksinim
duyulmustur. Bu dogrultuda yiritiilen calismada 308
gebe kadinda anti-T. gondii IgM seropozitifligi tespit
edilmezken, anti-T. gondii 1gG seropozitifligi %44,8
oraninda tespit edilmistir. Ancak T. gondii’nin hem IgM
hem de IgG’nin birlikte seropozitifligi %0,3 oraninda
(1/308) saptanmistir. T. gondii’nin seroprevalansi
Kars ili merkez ilcesi dahil olmak iizere 8 ilcede %25,0-
%52,5 arasinda degismektedir. Calisma bu yoniyle
Turkiye geneli verileriyle benzerlik gostermistir.

Gebe kadinlarda T.
dagilimlan yerlesim yerine gore incelendiginde; bazi

gondii’nin seropozitiflik

arastirmalarda kirsal bolgede dogan ve ikamet eden
kisilerdekentselbolgedeyasayanlaragoreseropozitiflik
oraninin daha yiiksek oldugu bildirilirken (13,24),
aksini ifade eden calismalara da rastlanilmaktadir
(25,26). Ancak bu calismada kirsal alanda yasayan
gebelerde Toxoplasma 1gG seropozitifligi kentsel
bolgede yasadigimi bildiren kadinlara gore daha
yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu durum kirsal alanda
yasayanlarin bahce-tarla gibi toprakla temaslarinin ve
hayvancilikla ugrasin cok oldugu, egitim seviyesinin
daha dusiik oldugu, beslenme ve hijyen kosullarinin
kentsel alanda yasayanlara gore daha kotii oldugu
seklinde aciklanabilir.

Diinyada ve Turkiye’de yapilan baz1 calismalarda,
yasin T. gondii prevalansi bakimindan énemli oldugu ve
yas artisiyla birlikte pozitifligin arttigi bildirilmektedir
(1,24,26-29). Yas artisiyla enfeksiyonun prevalans
arasinda bir iliskinin olmadigi da bildirilmistir
(30). Yapilan bu calismada ise gebe kadinlarda yas
araliklan incelendiginde seropozitifligin en cok 30-34
yas araliginda (%61,3) goriildiigli, sonraki pozitifligin
sirastyla 15-19 yas araliginda (%56,5) ve 35 yas ve
tzeri yas araliginin (%45,0) oldugu gorilmistir. Yas ile
T. gondii seropozitifligi arasinda istatistiksel olarak

farkin anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Bu durum
her yas grubunda toxoplasmosisin goriilme dizeyinin
yiiksek olabilecegini gostermektedir.

Kuzeydogu Brezilya’da 1540 kisi ile yapilan bir
calismada (29) sosyoekonomik durum ile Toxoplasma
seropozitifligi arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir.
Benzer sekilde Kilis’te dogurgan cagdaki kadinlar
uzerinde yapilmis olan yiksek lisans tez calismasinda
sosyoekonomik durum ile T. gondii seropozitifligi
arasinda onemli bir fark saptanmamistir (11). Ancak
Urdiin’de iiniversiteli 202 kadin 68rencide yapilan
bir calismada gelir durumu yiksek olan kisilerde
seropozitiflik oran daha yuksek bulunmustur (31).
istanbul’da
bir calismada ise sosyoekonomik durumu iyi olan

102 gebe kadin lzerinde ydriitilen

gebelerde seropozitiflik oranm %42,8, orta diizeyde
olan gebelerde %47,8, dusuk diizeyde olan gebelerde
%53,1 olarak bildirilmistir (30).
calismada da dusuk gelirli gebe kadinlarda %52,8

Benzer olarak bu

seropozitif bulunurken, orta gelirli olanlarda
%29,9; gelir durumunu iyi olarak belirtenlerde ise
%52,6 olarak tespit edilmistir. Gelir durumuna gore
Toxoplasma seropozitifligi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Aydin’da 423 gebe ile yurutulen bir calismada
egitimile T. gondii seropozitifliginin artis gostermedigi
(26).
olan 235 gebe kadinin calismaya dahil edildigi bir

bildirilmistir Ankara’da birinci trimesterda
arastirmada ilkogretim mezunu olanlarin Toxo 1gG
seropozitiflik oraninin Universite ve Uzerindeki
gruba gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (28).
Ancak yapilan bu calismada, egitim seviyesi arttikca
seropozitiflik oranmninda arttig1 ancak egitim durumu
ile T. gondii seropozitifligi arasindaki farkin istatistiki
olarak onemli olmadigi goriilmistiir (P>0,05). Bu
durum giniimizde pet hayvan yetistiriciliginin
ozellikle gelir durumu ve egitim seviyesi yiiksek kisiler
tarafindan tercih edilmesi ve dolayisiyla toxoplasmosis
ile bulas olma riskini daha da artirabilecegi seklinde

aciklanabilir.

T. gondii enfeksiyonunda kedilerin son konak
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oldugu ve enfeksiyonun yayilmasinda kedilerin
varliginin  onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.
Gaziantep’te 150 gebe kadin iizerinde yduritulen
bir calismada evcil hayvan sahibi olanlarda %90,9
oraninda Toxoplasma |gG seropozitifligi saptanirken,
olmayanlarda %54 olarak tespit edilmistir. Evcil hayvan
sahibi olanlarda Toxoplasma 1gG ve IgM seropozitifligi
istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir (12).
istanbul’da yapilan baska bir calismada ise kedilerle
temasi olan gebe kadinlardaki lgG seropozitifligi %60,
kedilerle temas olmayanlarda ise seropozitiflik %48
oraninda oldugu tespit edilmis ancak istatistiksel
(30).
Benzer sekilde yapilan bu calismada ise hem evde

olarak anlamli bulunmadigr bildirilmistir
hemde bahcede kedi besleyen gebe kadinlarda anti-
Toxoplasma |gG seropozitiflik oranlarn daha yuksek
cikmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunamamistir (P>0,05).

Bahce ve tarla isleriyle ugrasan, toprakla temasi
olusan kisiler T. gondii enfeksiyonu acisindan risk
altindadir.  Toplumumuzda

hijyen aliskanliginin

cok Ust dizeyde olmamasi ve ilde hayvanlar
uzerinde yurutulmus olan calismalarda T. gondii
seropozitifliginin yliksekligi de géz oniline alindiginda
toxoplasmosise karsi seronegatif olan gebe kadinlarin
olast risk grubu altinda oldugu anlasilmaktadir.
Nitekim yapilan bu calismada “Yikanmamis meyve
/sebze tuketiyor = musunuz?” sorusuna cevaben
evet yanmtini veren, bahce ve tarla isleriyle ugrasan
gebelerde anti-Toxoplasma |gG seropozitifligi oldukca
yiksek tespit edilmistir. Fakat istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamstir.

Gaziantep’te 150 gebe kadin lzerinde yiritulen
bir calismada icme suyu temin sekline gore Toxoplasma
IgG seropozitiflik dagilimlan incelendiginde; sebeke
%56,1,
kullananlarda %50 ve kuyu suyu kullananlarda ise
%80 seropozitiflik tespit edilmistir (12). Aydin’da
yapilan bir calismada cesme suyu tuketimi ile T.

suyu kullananlarda hazir su (damacana)

gondii seropozitifliginin artis gosterdigi ve arasinda
istatistiksel onemli bir iliski oldugu bildirilmistir
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(26). Kadinlarda yapilan calismalarda arastirmacilar
Canakkale’de (27) cesme suyu tiketenlerde, Kilis’te
(11) musluk ve kuyu suyu tiketenlerde T. gondii
seropozitifliginin artis gosterdigini fakat aralarinda
iliski
bildirmislerdir. Sunulan calismada musluktan icilen
suyun T. gondii seropozitiflik acisindan daha yuksek
oldugu (%47,5) gorilmistir (P<0,05). Bu durum
cesme suyu yani sebeke suyu olarak bilinen icme

istatistiksel anlamli  bir bulunmadigim

suyunun seller ya da siddetli yagmurlar sonrasi
topraktan gelen ookistlerin kuyu veya sebeke
sire

sularina  kansabilecegini, ookistlerin uzun

yasayarak kisileri enfekte edebilecegi seklinde
aciklanabilir. Ayrica Eskin’inin (12) yaptig1 calismada
oldugu gibi kentsel alanlarda goriilen seropozitiflikte
su sebekelerinin altyapilarinin yetersizligine ya
da klorlama ve filtreleme calismalarinin yetersiz

olmasina baglayabiliriz.

Toxoplasmosisin bulasmasinda etkili olan risk
faktorlerinden birisi de ¢ig veya iyi pismemis et ve
et Urinlerinin tiiketimidir (5,6,12,32). Nitekim Afyon,
istanbul, Malatya, Canakkale, Kilis, ve Ankara’da
yapilan calismalarda cig veya az pismis et tilketme
ile T. gondii seropozitifliginin yiikseldigi bildirilmistir
(11,27-28,30). Bu calismalara benzer sekilde yapilan
bu calismada cig/az pismis et veya islenmemis gida
(sosis, salam, ¢ig kofte) tiiketen gebelerde anti-
Toxoplasma |gG seropozitifligi %47,4 tespit edilirken,
%40,5
Calismanin diger calismalarla uyumlu oldugu ve bu

tuketmeyenlerde olarak  bulunmustur.
durumun istatistiksel olarak anlamli bulunmadig
gorulmustur (P>0,05).

(1), tavuk yumurtasinda T.
prevalansinin diisiik
Canakkale’de yapilan bir arastirmada gebe kadinlarda

Toxoplasma enfeksiyonuna

Dubey gondii

oldugunu belirtmistir.
iliskin risk faktorleri
arastinlmis ve calisma neticesinde ¢ig§ yumurta
tliketimi ile Toxoplasma 1gG seropozitifligi arasinda
anlamli bir iliski saptanmamistir (27). Ancak sunulan
calismada ¢ig yumurta tilketen gebelerin T. gondii

seropozitifligi %55,4 oraninda olup istatistiksel olarak



anlamli bulunmustur (P<0,05). Bolgede bogaz agris
ve soguk alginligina bagli ses kisikligi durumlarinda
cig yumurta icmenin iyilestirici 6zellige sahip oldugu
inanc1 bu riskli davranisin seropozitifligini aciklar
niteliktedir.

Brezilya’da yapilan toplum tabanli bir arastirmada
cig siit tiiketenlerin enfeksiyon acgisindan 2 kat riskli
oldugu belirtilmistir (29). Portekiz ve Angola’daki
gebe kadinlar ile yuritilen bir arastirmada Angola’da
cig sit tilketimi olan kadinlarda seropozitifligin
daha yiksek gorulmis ve bu durumu Angola’da
sokaklarda siit ve sut tlrevi drunlerin  yaygin
satilmasi, katilimcilarin pastorize riin tanimini yanlis
yorumlamas1 ve Ulkedeki olumsuz hijyenik kosullar
gibi nedenlere yorumlamislar (33). Ankara’da cig siit
ve sit drinleri (kaymak-taze peynir) tiiketen gebe
kadinlarda Toxoplasma |gG seropozitifligi %41,7 olarak
yuksek bulunmus fakat istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 bildirilmistir (28). Aksine Aydin’da yapilan
bir calismada siit ve sut Urinleri tuketimiile T. gondii
seropozitifliginin artis gostermedigi bildirilmistir (26).
Yapilan bu calismada ise Oral’in (28) yaptigi calisma
ile benzer sekilde cig siit tiikettigini ifade eden gebe
kadinlarin Toxoplasma gG pozitifligi (%47,8), ¢ig siit
tiketmeyen gebelere (%39,3) oranla daha yiiksek
bulunmustur. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunmamstir (P>0,05).

Sri Lanka’da gebelerle yapilan bir calismada,
cig et hazirlayip satan gebelerin toxoplasmosis riski
yuksek saptanmistir (34). Arastirmalarda belirtilen
ortak oneriler gebelerin islenmis gidalardan uzak

TESEKKUR

durmalari, et ve et Uriunleri ile temasta dikkatli

olmalan, etlerle kesme pisirme gibi islemler
yapilirken hijyen kurallarina dikkat etmeleri ve
kullamlan malzemeleri mutlaka temizlemeleridir
(28,35,36). Yapilan bu calismada katiimc1 gebelerin
aliskanliklarina yonelik sorulan ¢ig et ve et urinleri
veya yikanmamis meyve/sebze ile temas eden
mutfak arac ve gereclerin temizligine dikkat etmeyen
gebelerde anti-Toxoplasma 1gG seropozitifligin
daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir. Ancak

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

Calismada sonuc olarak; arastirmanin yapildig
bolgede kisilerin sosyo-demografik ozellikleri, gebelik
durumlari ve olasi risk faktorlerinden sosyal, beslenme
ve hijyen aliskanliklarinin toxsoplasmosis Uzerinde
etkili oldugu kanaatine vanlmistir. Bu durumdan dolayi
tim bireylerin ve ozellikle gebelik planlayan veya
gebe olanlarin korunma, kontrol, farkindalik ve olas1
risk faktorleri acisindan degerlendirilmesi oOnerilir.
Ciftlerin evlilik 6ncesi kan grubu tayininde oldugu gibi
T. gondii testi de yaptirilmasinin daha saglikli nesiller
ve gelecegimiz icin 6nemli oldugunun, nikah islemleri
esnasinda oneride bulunulmali ve as1 konusunda
calismalar desteklenmelidir. Yil icerisinde diizenlenen
egitimlere toxoplasmosis ile ilgili bulasma yollan
ve risk faktorleri, tan, tedavi, korunma ve kontrol
eklenerek bilgilendirmeler yapilmalidir. Kadinlarin
gebelik oncesi ve gebelik sirasinda T. gondii tarama
testleri istenerek risk grubundaki gebelere gerekli
bilgilendirme ve yonlendirme yapilmalidir.

* Bu calisma Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan 2018-TS-81 proje numarast

ile desteklenmistir.
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* Bu calisma, Kars Kafkas Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanlig1 onay1 ile gerceklestirildi

(Tarih: 14.03.2018 ve Karar no: 14739267/806.01.03/E.151).
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CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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Canakkale ili Ezine bolgesinde kene 1sing1 ve etkileyen faktorlerin
incelenmesi
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OZET

Amag: Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore bulasici
yaklasik  %17’si

Turkiye, iklimi ve bitki ortusu ozellikleriyle kene

hastaliklarin vektor kaynaklidir.
yasamina uygun ve kene ile bulasan hastaliklar
acisindan riskli bir konumdadir. Bu calismanin amaci,
Canakkale ili Ezine ilcesi kirsal alaninda bulunan
Mahmudiye ve Pinarbasi koylerinde yasayanlarda
kene 1sing1 prevalansinin ve etkileyen faktorlerin

incelenmesidir.

Yontem: Kesitsel tipteki bu calisma Canakkale ili
Ezine ilcesi Mahmudiye ve Pinarbasi koylerinde 2018
yilinda yurutuldi. Calisma oncesinde Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
izin alindi. ‘Evrenin Bilindigi Durumlarda Evren Oranim
Tahmin Etmek icin Orneklem Biiyiikligi’ formiilii
kullanmldr ve orneklem biyiikligi 329 kisi hesaplandi.
Mahmudiye koyunden 292, Pinarbasi koyiinden 128
olmak uzere toplam 420 kisiye ulasildi. Koylerde
belirlenen orneklem sayisina ulasilmak icin olasiliksiz
gelisiglizel ornekleme yontemi kullanmildi. Arastirmanin
verileri yliz yiize gorisme teknigi ile uygulanan
anket formu ile elde edildi. Anket formu, demografik
ozellikler ve kene 1sing1 hakkinda bilgi durumu ve
tutumunu sorgulayan 23 sorudan olusmaktaydi. Kene

1sing1 ile iliskili risk faktorlerinin incelenmesi igin

ABSTRACT

Objective:  According to the World Health
Organization, approximately 17% of all infectious diseases
are vector-borne diseases. Turkey has convenient climate
and vegetation conditions for ticks, therefore Turkey is
a risky country for diseases transmitted by ticks. The
aim of this study is to investigate the prevalence of tick
bite and the factors affecting of tick bite in those living
in Mahmudiye and Pinarbas villages in the rural area of

Ezine district of Canakkale.

Methods: This cross-sectional study was carried
out in 2018 in the villages of Mahmudiye and Pinarbas
of the Ezine district of Canakkale. Before the study,
permissions were obtained from the Clinical Research
Ethics Committee of Canakkale Onsekiz Mart University.
The sample size was calculated as 329 people, by the
formula of sample size used to estimate the population
rate. A total of 420 people were contacted, including
292 from Mahmudiye and 128 from Pinarbasi. The non-
probability sampling method was used to reach the
number of samples determined in the villages. The data
of the study was obtained by a questionnaire which
was applied by face to face interview technique. The
questionnaire consisted of 23 questions questioning
the demographic characteristics of participants, their

knowledge and attitude about tick bite and tick-borne
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lojistik regresyon analizi yapildi. Arastirmanin veri
toplama asamasinin ardindan her iki koyde kadinlara ve
erkeklere yonelik olarak kene 1sirmasindan korunmalari

konusunda egitim verildi.

Bulgular: Arastirmada kene 1511181 prevalans1 %20
olarak saptandi. Erkek cinsiyet kadin cinsiyete gore
3,4 kat; lise seviyesi altinda egitime sahip olmak, lise
ve Ustli egitime sahip olmaya gore 3,0 kat; ciftcilik/
hayvancilik/ziraat teknikerligi/kasaplik ile ugrasmak,
diger mesleklere gore 3,4 kat kene 1sirigi riskini

artirmaktaydi.

Sonug: Kene 1singindan korunmak icin koruyucu
onlemler mevcuttur ve koruyucu saglik hizmetlerinin
temeli saglik egitimidir. Kirsal bolgede yasayan, 6zellikle
tannm ve hayvancilik ile ugrasan bireylere yonelik
kene 1siriklari hakkinda bilingclendirme icin yapilacak
egitimlerin yararli olacag dusuniilmektedir. Ayrica
kene 1s1nginin beste bir siklikta oldugu bu kirsal alanda
kene 1s1nginin neden olabilecegi saglik sorunlarinin da

taranmasin1 onermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kene, kene 1sirmasi, kene

kaynakli hastaliklar, Canakkale

diseases. Logistic regression analysis was performed to
analyze the risk factors associated with a tick bite. After
the data collection phase of the research, education
about prevention from tick bites was given to women

and men in both villages to prevent tick bites.

Results: The prevalence of tick bite was 20%. The risk
of tick bite was 3.4 times higher for males than females; 3.0
times higher for the people whom level of education below
high school than high school and above; 3.4 times higher
for occupations of farming, animal husbandry, agricultural

technician, butchery than the other occupations.

Conclusion: There are protective measures to
prevent tick bite and the basis of preventive health
services is health education. It is thought that training
to be made for raising awareness about tick bites for
individuals who live in rural areas, especially those who
are engaged in agriculture and animal hunsbandry will
be beneficial. In addition, we recommend screening for
health problems that may be caused by tick bite in this

rural area where one of five people was bitten by a tick.

Key Words: Tick, tick bite, tick borne disease,

Canakkale

GIRIS

Diinya Saghik Orgiitii (DSO)’ne gére bulasici
hastaliklarin yaklasik %17’si vektor kaynaklidir. Her
yil 700 bin kisi vektor kaynakli hastaliklar nedenli
olmekte ve dinya popilasyonunun %80’i vektor
kaynakli hastalik riski ile karsi karsiya kalmaktadir (1).
Kinm Kongo kanamali atesi (KKKA), Lyme hastaligi,
tekrarlayan ates, riketsiyal hastaliklar (Q Atesi), kene
kaynakli ensefalit ve tularemi kenenin vektor oldugu
zoonotik hastaliklardir (2).

Turkiye iklimi ve bitki ortlisu nedeniyle kene
yasamina uygun ve kene ile bulasan hastaliklar
acisindan riskli bir tlkedir (3). Saglik Bakanligi’nin
2017 yili verilerine gore; 343 KKKA vakas1 gorulmus
ve bunlarin 16’s1 olmustur. 2017 yiinda KKKA icin
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morbidite hiz1 100.000’de 0,42 iken; mortalite hizi
1.000.000’da 0,2’dir (4). Ayni y1lda 476 tularemi tanis
konulmustur ve morbidite hiz1 100.000’de 0,59 olarak
bildirilmistir (5). Yapilan calismalar ile Turkiye’de
Borrelia  burgdorferi antikor pozitifligi sikiginin
riskli populasyonda %6-44, normal populasyonda %2-6
oldugu saptanmistir (6). Canakkale ilinde 2008 yilinda
dokuz aylik donemde kene tutunmasi 2391 ve Ezine
ilcesinde 282 olarak belirtilmistir (7). 2019 yilinda
yapilan Canakkale ili Ezine ilcesi kirsalinda Borrelia
burgdorferi seroprevalansini inceleyen bir calismada

ise anti-Borrelia IgG %2,4 siklikta saptanmistir (8).
hastaliklar  tlkemizde

bulasan

Kene ile bulasan

gorilmektedir. Kene ile hastaliklarin



B. YUKSEL ve ark.

onlenmesinde oncelikle yapilmasi gereken
kene 1singinin  engellenmesidir.  Kene 1singinin
onlenmesinde de riskli gruplarin belirlenmesi ve
yapilacak miidahalelerde bu gruplara 6ncelik verilerek
uygulamalarin gerceklestirilmesi kene 151181 nedeniyle
olusan hastaliklara bagli mortalite ve morbiditenin
azaltilmasinda da katki saglayabilecektir. Bélgemizde
kene 151181 ve risk gruplar ile ilgili yeterli calisma
bulunmamaktadir. Canakkale ili ve cevresinde kene
15181 ve etkileyen risk faktorlerinin belirlenmesi
keneyle bulasabilecek hastaliklarla ilgili yapilmas
gereken miidahale calismalarina yol gosterebilecektir.

Bu calismanin amaci, Canakkale ili Ezine ilcesi
kirsal alamnda bulunan Mahmudiye ve Pinarbas

L Y

Sekil 1. Arastirma bolgesi, Canakkale

e — Cilt 78 B Say1 2H 2021

koylerinde yasayanlarda kene 1sirig1 prevalansinin
ve etkileyen faktorlerin incelenmesidir. Arastirma
verilerinin kene 1sin1g1 sikliginin - belirlenmesinde
ve keneyle bulasabilecek hastaliklarla miicadelede
bilimsel katki sunmas1 beklenmektedir.

GEREC ve YONTEM

Arastirma Bolgesi ve Popiilasyonu

Bu arastirma kene 1sing1 sikligi ve iliskili risk
faktorlerinin incelendigi kesitsel tipte bir calismadir.
Arastirma bolgesi Canakkale ili Ezine ilcesine
bagli Mahmudiye ve Pinarbasi koyleridir (Sekil 1).
Canakkale ili, Turkiye’nin batisinda Giiney Marmara
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bolgesinde yer alir. Akdeniz ile Karadeniz iklimleri
arasinda yar1 nemli Marmara gecis iklimine sahiptir
(7). Arastirma bolgesi olan koylerde hayvancilik
ve tarim onemli gecim kaynaklar1 arasindadir.
Bolgede bir adet cimento fabrikast bulunmaktadir.
Canakkale ilinde kene popiilasyonunu inceleyen
bir arastirmaya literatirde rastlanmamistir. Aydin
ve ark. Marmara

arastirmasinda Bolgesi’nde

Ixodes, Rhipicephalus, Dermacentor, Hyalomma,
Haemaphysalis ve Argas cinsi kenelerin bulundugu
belirtilmistir (9). Tirkiye istatistik Kurumu verilerine
gore 2017 yiinda Mahmudiye ve Pinarbasi koylerinin
niifusu sirastyla 1319 ve 923 kisidir (10). Orneklem
hesaplanmasinda ‘Evrenin Bilindigi Durumlarda Evren
Oramini Tahmin Etmek icin Orneklem Biiyiikligiy’
formulu kullanildr (11). Formilde yer alan evren (N)
2242, beklenen prevalans (p) birden fazla durum
arastirilacagi icin 0,5 ve prevalansta yapilmak istenen
sapma (d) ise 0,05 olarak alindi; minimum orneklem
bliylikligii 329 kisi olarak hesaplandi. Hesaplanan
orneklem biylkligi  koylerin niifuslarina gore
oranlanarak Mahmudiye koyu icin 194, Pinarbas1 koyu
icin 135 kisiye ulasilmas1 hedeflendi. Veri toplama
asamasinin sonunda Mahmudiye koylinden 292 kisi,
Pinarbasi koyiinden 128 kisi olmak uzere toplam 420
kisiye ulasildi. Koylerde belirlenen orneklem sayisina
ulasmak icin olasiliksiz gelisigiizel ornekleme yontemi

kullanmld.
Arastirmanin tasarimi

Bu arastirma, 2018 yili Agustos ayinda Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Halk Saglhigi
Anabilim Dali ve Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Anabilim Dali
tarafindan yurutuldi. Calisma oncesinde veri toplama

Mikrobiyoloji ogretim elemanlan
asamasinda yer alacak intern hekimlerle calismanmin
amaci ve uygulanmst hakkinda 2 saatlik bir egitim
yapildi. Arastirma bolgesine gidildi, evler ve sosyal
yasam alanlan ziyaret edilerek 18 yas ve Uzerindeki
bireylere calismanin amaci ve uygulamsi anlatildi.
Arastirmaya katilmay1 kabul eden bireylerden sozli
onam alind1 ve yiiz ylize goriisme teknigi ile anket
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formu uyguland.

Calismanin verileri, demografik o6zellikler ve kene
151181 hakkinda bilgi durumu ve tutumunu sorgulayan
23 sorudan olusan anket formu ile elde edildi.

Arastirmanin veri toplama asamasinin ardindan
her iki koyde kadinlara ve erkeklere yonelik olarak
kene ile bulasan hastaliklar ve kene isirmasindan
korunma yontemleri konusunda egitim verildi. Her
iki koyde de kadinlarin egitime katiliminin cok diisiik
oldugu gozlendi.

Etik Kurul izni

Calisma oncesinde Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan izin
alind1 (Tarih: 11.07.2018 / Say1:2018-13).

istatistiksel Analiz

Calismanin verileri SPSS paket program 19.0
ile analiz edildi.
sunumunda say1, yizde, ortalama, standart sapma,

surimu Tanimlayic1  verilerin
ortanca, minimum, maksimum kullanildi. Kene 1sing
oOykiisi ile iliskili olabilecegi diistiniilen risk faktorleri
Lojistik Regresyon Analizi Enter Modeli ile incelendi.
Bagimli degisken kene 1sing1 Oykiisii; bagimsiz
degiskenler vyas, cinsiyet, meslek, egitim diizeyi,
kene 1sirgindan korunma yollarin1 bilme ve kene
151181 sonras1 hastalik gelisebilecegini bilme olarak

alindh. Istatistiksel anlamlilik icin p<0,05 kabul edildi.
BULGULAR

Calismaya %69,5’1 (n=292) Mahmudiye Koyu’nden,
%30,5’i (n=128) Pinarbasi Koyu’nden olmak uzere 420
kisi dahil edildi. Katiimcilarin yas grubu ortalamasi
55,7£16,0 yil, ortancast 58,0 (min: 18,0, maks:
92,0) yildi. Katiimcilarnin %54,8’si erkek ve %74,3’u
ilkogretim dilizeyinde egitime sahipti. Calisma
grubunun %48,4’U ciftcilik ve/veya hayvancilikla,
%0,7’si

ugrasmaktaydi (Tablo 1).

kasaplik ya da ziraat teknikerligi ile

Katilimcilarin %20’si (n=84) daha once bir kene
tarafindan 1sirildigim belirtti. Kene tarafindan en cok



Tablo 1. Calisma grubunun sosyodemografik 6zellikleri, Canakkale, 2018

Degiskenler n (%)
Cinsiyet

Kadin 189 (45,2)
Erkek 229 (54,8)
Egitim diizeyi

Okuryazar degil 32 (7,6)
ilkogretim 311 (74,3)
Lise 45 (10,7)
Universite ve lizeri 31 (7,4)
Meslek*

Ciftcilik ve /veya hayvancilik 200 (48,4)
Kasap /ziraat teknikeri 3(0,7)
Diger 210 (50,8)

%: slitun yiizdesi, *: Belirtilen mesleklere sahip olan bireylerin tiim yanit veren katilimcilara oranidir.

1sirilan viicut bolgeleri kollar ve ellerdi (%32,1’i n=41).
Katiimcilarin kene 1singim fark etmesini saglayan
en onemli durum kasinma hissiydi (%40,7, n=46).
Katiimcilarin ‘keneyi fark ettiginizde ne yaptimz?’
sorusuna verdikleri yanitlar incelendiginde %62,6’sinin
(n=55) kendisinin ¢ikardigi, %11,4’iniin (n=10) sigara
ya da baska bir sey ile yaktigi, %10,2’sinin (n=9) saglik
personeli olmayan birine basvurdugu belirlendi (Tablo
2).

Katiimcilarin %84,3’ (i (n=354) kene 1sirmasi sonrasi
(n=59) hastalik
gelismeyecegini ve %1,7’si (n=7) bilgisi olmadigim
belirtti.
onlemler var midir?’ sorusuna katilimcilarin %71,5’i
(n=293) ‘evet’, %28,5’i (n=117) ‘hayir’ yanitin1 verdi.
Koruyucu o&nlemlerin neler oldugu sorgulandiginda

hastalik gelisebilecegini, %14,0’u

‘Kene 1singim1 onlemek icin  koruyucu

ise katiimcilarin %64,5’i (n=271) yanit vermis olup;
yanit verenlerin %68,6’s1 ormanlik ve acik alanda
acikta bir yer kalmayacak sekilde giyinmek; %42,4’u
%32,1’i
olduricu ilaclan kullanmak; %15,1’i piknik, acik alan,

kene kovucu ilaclann kullanmak; kene
hayvanlarla temas sonrasi tiim viicudu kontrol etmek,
%10,7’si ormanlik ve acik alanlarda acik renk giysiler

giymek ve %3,7’si hayvanlarnn bulundugu alanlarda

bitkilerin boylarinin uzun olmamasina 6zen gostermek
yanitin1 vermisti.

Kene 1singin1 etkileyen risk faktorleri Lojistik
Regresyon Analizi ile incelendi. Erkek cinsiyet kadin
cinsiyete gore 3,4 kat (%95 GA: 1,885-6,070) kene
15181 riskini  artirmaktaydi. Lise altinda egitime
sahip olmak lise ve lizerinde egitime sahip olmaya
gore 3,0 kat (%95 GA: 1,125-8,166) kene 1sirgi
riskini artirmaktaydi.  Ciftcilik/hayvancilik/ziraat
teknikerligi/kasaplik ile ugrasmak, diger mesleklere
gore 3,4 kat (%95 GA: 1,870-6,096) kene 1511181 riskini
artirmaktaydi. Keneden korunma yollarn oldugunu
bilme, kene 1s1ng1 sonras1 hastalik gelisebilecegini
diislinme ve yas ile kene 151181 riski arasinda anlamli

bir iliski saptanmad1 (p>0,05) (Tablo 3).

TARTISMA

Kene 1s1ng1 sonrasinda gelisebilecek hastaliklarla
mucadelede keneden korunmak temel hedef olmalidir.
Kene temasindan korunmak icin riskli gruplar ve
oncelikle bu gruplara yonelik yapilacak miidahalelerin
belirlenmesi gerekmektedir.
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Tablo 2. Calisma grubunun kene ile temas durumlar, Canakkale, 2018

Daha once kene tarafindan isirildimiz mi? Say1 (n)
Evet 84 (20,0)
Hayir 335 (80,0)
Viicudun hangi bdlgesinden 1sirildimz?*

Kollar eller 41 (32,1)
Bacaklar ayaklar 35 (27,3)
Govde 31(24,2)
Bas boyun 16 (12,5)
Kasik bolgesi 5(3,9)
Kene tarafindan 1sinldigimizi nasil fark ettiniz?*

Kasinma 46 (40,7)
Aci hissi 19 (16,8)
Banyo yaparken 15 (13,3)
Dokunurken 11 (9,7)
Giyinirken 8 (7,1)
Baskasinin gormesi 6 (5,3)
Kendisinin gormesi 6 (5,3)
Kizariklik/yara sanma 2 (1,8)
Keneyi fark edince ne yaptinmz?*

Kendisinin cikartmasi 55 (62,6)
Sigara ya da baska bir sey ile yakma 10 (11,4)
Saglik personeli olmayan birine basvurma 9 (10,2)
Saglik kurumuna basvurma 6 (6,8)
Yag slirme 4 (4,5)
Makasla kesme 2 (2,3)
Sirke stirme 1(1,1)
Tuz basma 1(1,1)

%: situn yiizdesi, *: toplam yanit sayis1 iizerinden hesaplanmistir.

Bu calismada kene 1s11g1 sikligi ve kene 1sirigini
etkileyen risk faktorleri arastirilmistir. Katiimcilarin
%20’si kene 1singina maruz kaldiklarin1 belirtmistir.
Amerika’da yapilan bir calismada katilimcilarin
%82,4’1 kene 1s1ngina maruz kaldiklarini belirtmistir
(12). Kene kaynakli ensefalit ve Lyme hastaliginin
kene kaynakli

endemik oldugu Finlandiya’nin

hastaliklar acisindan riskli olan iki bodlgesinde

yurutulen bir calismada katiimcilarin %47’si kene
1s1rgina maruz kaldigini belirtmistir (13). Eskisehir’de
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yapilan bir calismada katiimcilarin %17,4’G kene
15181 oldugunu belirtmistir (14). Epidemiyolojik
calismalarda kene 1sing1 oykisi  Tirkiye’de ve
farkli  sikliklarda

Kenenin daha cok bulundugu alanlarda yasamak ya

diinyada saptanabilmektedir.
da calismak bunda etkili olabilecegi gibi kene 1s111gim
engelleyecek koruyucu onlemlerin kullanimlarindaki
de bolgesel farkliliklan
degiskenler arasinda olabilir. Bu durumun agiklanmasi

degisiklikler aciklayic

farkli arastirmalarla mimkin olabilecektir.



- | |
Tablo 3. Kene temasi icin risk faktorleri, Canakkale, 2018
B p OR %95 GA

Constant -3,405 0,0001 0,033
Yas -0,007 0,456 0,993 0,974 1,012
Cinsiyet

Kadin 1,000

Erkek 1,219 0,0001 3,382 1,885 6,070
Egitim durumu

Lise ve uzeri 1,000

Lise alti 1,109 0,028 3,031 1,125 8,166

Meslek
Diger 1,000

Ciftcilik/hayvancilik/kasaplik/ziraat teknikerligi 1,217 0,0001 3,377 1,870 6,096
Kene 1singindan korunma yollar var midir?

Evet 1,000

Hayir 0,023 0,940 1,023 0,566 1,847
Kene 1s11g1 sonra hastalik olusabilir mi?

Evet 1,000

Hayir -0,153 0,700 0,858 0,394 1,869

p: Lojistik Regresyon Analizi Enter Modeli. Bagimli degisken

GA: Giiven aralig.

Kene 1s1ng1 icin erkek cinsiyet risk faktori
olarak saptanmistir. KKKA virlisi seroprevalansinin
incelendigi bir calismada kadin cinsiyet; baska bir
calismada ise erkek cinsiyet risk faktori olarak
(15,16).
arastinldigi bir calismada erkekler kadinlara gore

saptanmistir Borrelia seroprevalansinin
daha riskli saptanmistir (17). Kene 1sing1 sikligi
cinsiyete gore farklilk gostermektedir. Kenenin
daha fazla bulundugu ve kene 1s1ng1 agisindan riskli
isler ile ugrasma durumu bolgelere gére kadin ve
erkek cinsiyet acisindan farklilk gosterebilmekte
ve dolayisiyla riskli alanlarda ve calisma ortamlarda
bulunma durumuna gore kene 1sing1 oykisi de

degiskenlik gosterebilmektedir.

Calismamizda
ziraat teknikerligi ile ugrasan bireylerde diger islerle
ugrasanlara gore kene 1s111g1 oykiisi 3,4 kat fazla
saptanmistir.
KKKA seropozitifligi ile hayvan kesim isi yapma

ciftcilik/hayvancilik/kasaplik/

Gircistan’da yapilan bir calismada

: Kene tarafindan 1sirilma (1), Kene tarafindan isinlmama (0).

durumu arasinda iliski saptanmistir (18). Tarim ve
hayvancilik ile ilgili islerle ugrasmanin kene 1sirig
acisindan risk faktorii olarak saptandigi bircok calisma
bulunmaktadir (15,16,19). Kene yumurtalan topraga
birakildigindan dolay1 larvalar topraga, otlara, evcil
ve vahsi hayvanlara kolaylikla yerlesebilmektedir
(20).
onemli bir mesleksel risk grubudur, yaptiklan isler

Ciftciler kene ile bulasan hastaliklar icin

kenelerin bol bulundugu kirsal aktivitelerdir (21).
Calismamizin  bulgulann da tarim ve hayvancilik
ile ugrasanlarda kene 151181 Gykisliniin daha fazla

olmasini desteklemektedir.

Calismamizda ‘Keneden korunma yollan var
midir?’ sorusuna evet yaniti verenler ile hayir yaniti
verenler arasinda kene 1s11g1
iliski
iscilerinde kene 1sing1 oOykiisi olan ve olmayanlar
arasinda kisisel koruyucu onlem kullanim davranis

puani acisindan arasinda anlamli iliski saptanmamistir

oykisu acisindan

anlamli saptanmamistir. Malezya’da tarim
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(22). Kene 1singindan koruyucu onlemler mevcuttur.
Calismamizda kene 1singindan koruyucu yontemler
oldugunu ifade edenlerin siklig1 %71 iken; bu koruyucu
olabilecegi
ormanlik ve acik alanlarda

onlemlerin  neler sorgulandiginda
katilimcilarin = %68’i
viicutta acikta bir yer kalmayacak sekilde giyinmeli,
yarisindan az1 kene kovucu ilaglar kullanilmali ve kene
olduricu ilaclar kullamlmali yanitin1 vermistir. Kene
koruyucu yontemlerin mevcut oldugu katilimcilarin
cogu tarafindan bilinse de bu ydntemlerin neler
oldugu konusunda bilgi diizeyi yetersiz olabilmektedir.
Bireylerin kene 1singindan  koruyucu onlemler
konusunda bilgi dizeyinin artinlmas1 gerekmektedir.
Bu amacla arastirma yapilan koylerde yasayan
halka kene, keneyle bulasan hastaliklar ve korunma
yontemleri konusunda arastirmacilar tarafindan
egitimler diizenlenmistir. Ote yandan egitimlerin
devamliligi dogru bilgilerin davranisa doniismesi
icin oldukca onemlidir. Bu nedenle yerel halk sagligi
yoneticilerinin bolgelerindeki riskli durumlar icin
topluma yonelik egitimler

planlamas1 bilgilerin

kaliciigin saglayabilecektir.

Calismamizda kene 151181 dykiisi ile yas arasinda
anlamli iliski saptanmamistir. Malezya’da yapilan
calismadadayasile kene 1singi oykiisiiarasinda anlamli
iliski
calismada 50 yas uUzerindeki gruplarda daha yiksek

saptanmamistir, fakat Eskisehir’de yapilan
kene 1sing1 Oykist saptanmistir (14,22). Diizce’de
orman iscilerinde ve ciftcilerde yapilan bir calismada
10-20 yas araliginda anlamli diizeyde seroprevalans
daha yliksek saptanmistir (23). Tokat’ta kene 1sir1g1
nedeniyle hastaneye basvuranlarin ozelliklerinin
incelendigi bir calismada basvuranlarin yaklasik licte
birini 40-64 yas araligindaki bireyler olusturmustur
ve bu yas grubunun yogun tarimsal aktivitelerinin bu
duruma neden oldugu diisiiniilmistir (24). 2005-2010
yillar1 arasinda Amerika’da Lyme hastaligi insidansinin
arastinldigr bir calismada, insidans 5-9 yas arasi erkek
cocuklarinda ve her iki cinsiyette 60-64 yas araliginda
en yliksek saptanmistir (25). Kene 1sir1g1 cevresel bir
risk oldugundan yasla dogru orantili olarak maruziyet
riskinin artmas1 beklenmektedir. Bu calismada yasla
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iliski bulunmamasinin sebeplerini yorumlayabilecek
bir veri bulunmamaktadir.

Lise altinda egitime sahip olan bireylerde lise ve
lzeri egitime sahip olanlara gore 3 kat daha fazla
kene 1511181 Oykisii saptanmistir. Egitim diizeyi daha
az olan bireylerin koruyucu onlemler konusunda daha
az bilgi sahibi oldugu dusiiniilebilir. Fakat literatir
incelendiginde egitim diizeyi ile kene 1s1ng1 Oykiisu
arasinda iliski saptanmayan calismalar mevcuttur
(14,22). Calisma grubumuz kirsal bolgede ikamet
eden ve mesleksel acidan heterojen olan bir gruptur.
Egitim durumu ile kene 1511181 Oykiisii arasinda iliski
saptanmayan arastirmalarda arastirma poplilasyonu
ciftciler
mesleksel anlamda daha fazla bilgi sahibi olabilirler.

olup, kene 1singindan korunmak icin

Bu arastirmada belirlenen orneklem biiyiikliigiine
ulasmak icin, sartlar nedeniyle koylerde duyuru
yapilmis ve calismaya katilmaya gonulli olanlar
arastirmaya dahil edilmistir. Bu durum sahada
insanlara ulasmada yasanilan sorunlar nedeniyle
tercih edilmis olup 6rneklem yonteminin tanimlanmasi
“olasiiksiz gelisigiizel ornekleme” yontemi olarak
ifade edilmistir. Calismanin evreni Pinarbasi ve
Mahmudiye koylerdir. Uygulama sirasinda yapilan bu
tercihin elde edilen sonuglar bakimindan yarattig
temsil glictinuin farkindayiz. Ancak bu calisma konuyla
ilgili bolgemizde kirsal alanda yapilan ilk arastirmadir.
Calisma oncesinde muhtarliklar vasitasiyla koyluye
gerekli duyurular yapilmistir Bu durumda elde
edilen prevalansin ve risk faktorlerin bolgemizdeki
durumu yansitmak acisindan sahada orneklem
secimin yarattigi kisithliklarin etkisini azalttigin

dusinmekteyiz.

Kenelerin  bol bulundugu kirsal alanlarda
yasayan bireylerde kene 1sir1g1 dykiisii ve etkileyen
risk faktorlerinin belirlenmesi, kene 1s11g1 sonrasi
olusabilecek hastaliklardan korunmaya
yapilacak midahalelerde yol gosterici

Calismamizin en onemli bulgusu erkeklerde, tarim

yonelik
olacaktir.

ve hayvancilik ile ugrasanlarda ve egitim diizeyi lise
alti olanlarda kene 1sing1 Gykisiiniin daha yiiksek



saptanmasidir. Kene 1s11g1 icin cinsiyetin risk faktord
oldugu diisiiniilmemekte, tarim ve hayvancilik gibi
riskli meslek gruplarinda erkeklerin daha fazla
oranda yer almasinin yarattig1 bir risk artisi olarak
yorumlanmaktadir. Egitim diizeyinin diisiik olmasi da
calismamizda kene 1s1ngi icin risk olarak saptanmistir.
Kene 1singindan korunmak icin koruyucu oOnlemler
mevcuttur ve koruyucu saglik hizmetlerinin temeli

saglik egitimidir. Kirsal bolgede yasayan ozellikle

TESEKKUR

tanim hayvancilik ile ugrasan bireylere yapilacak
keneden korunma onlemleri ile kene 1sing1 ve
kene kaynakli hastaliklardan korunmanin mimkiin
olacagi
beste bir siklikta oldugu bu kirsal alanda kenenin

distinilmektedir. Ayrica kene 1sirginin
neden olabilecegi saglik sorunlarinin da taranmasin

Onermekteyiz. Boylece buzdagimin altinda vyer
alabilecek sorunlar goriiniir hale getirilebilir ve bu

bilgi saglik hizmetlerini de yonlendirebilir.

* Arastirmanin veri toplama asamasinda katki sunan Ezine Tarim Ve Orman ilce Mudirliigii calisanlarina, Canakkale Onsekiz
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In vitro examination of toothpastes with Cinnamomum cassia
methanolic extract
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ABSTRACT

Objective: In recent years, it has developed
resistance to antibiotics and antibacterial chemicals
used in the treatment of a large number of bacterial
diseases. For this reason, today, an alternative product
has been searched for instead of synthetic chemicals.
Phytochemicals in traditional medicine and isolated
from plants are seen as a good alternative to synthetic
chemicals. The purpose of this study; to investigate
the antibacterial activity of toothpastes of different
contents and toothpastes with Cinnamomum cassia
methanolic extract added against Staphylococcus

aureus bacteria.

Methods: In the study, the experimental set up of
six different toothpastes, a positive control group of a
flioride free toothpaste and a distilled water negative
control group. The content of C. cassia methanolic
extract was determined by GC/MS. Anti-S. aureus
activities of toothpastes alone and with C. cassia
methanol extract were determined according to the
agar disc diffusion method and n = 3 repeats. Inhibition
zone diameters were determined using digital calipers

and all results were evaluated statistically.

Results: According to the GC/MS, cinnamaldehyde,
one of the main substances of C. cassia methanolic

extract was found to be higher than other components.

OZET

Amag: Son yillarda, cok sayida bakteriyel hastaligin
tedavisinde kullanilan antibiyotik ve antibakteriyel
kimyasallara kars1 diren¢c gelismistir. Bu nedenle,
glinimiizde sentetik kimyasallarin yerine alternatif
bir Urlin arayisina girilmistir. Geleneksel tipta yer alan
ve bitkilerden izole edilen fitokimyasallar, sentetik
kimyasallara kars1 iyi bir alternatif olarak goriilmektedir.
Bu calismanin amaci; farkli icerikteki dis macunlarinin
ve Cinnamomum cassia metanolik ekstrakti ilave edilmis
dis macunlarinin Staphylococcus aureus bakterisine

kars1 antibakteriyel etkinligini incelemektir.

farkl

deney grubunu, florirsiiz bir dis macununun pozitif

Yontem: Calismada alt dis macununun

kontrol grubunu ve distile suyun negatif kontrol
grubunu olusturdugu deney diizenegi kurulmustur.
C. cassia metanolik ekstraktinin icerigi GC/MS ile
belirlenmistir. Dis macunlarinin tek baslarina ve C.
cassia metanol extrakti ile anti-S. aureus aktiviteleri
agar disk diflizyon yontemine gore ve n=3 tekrarli olarak
belirlenmistir. inhibisyon zon caplan dijital kumpas
kullanilarak belirlenmis ve tim sonuglar istatiksel olarak
degerlendirilmistir.

Bulgular: GC/MS ile belirlenen C. cassia metanolik
ekstraktinin ana maddelerinden olan cinnamaldehyde

diger bilesenlere gore daha yiiksek oranda bulunmustur. C.
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The most effective toothpaste was found different
after adding C. cassia methanol extract and the most
effective toothpaste after adding C. cassia methanol

extract (p <0.05).

Conclusion: With this study, it has been shown that
toothpaste with low or no anti-S. aureus effect can be
enriched with herbal extracts to increase their biological
activities. Studies that evaluate the effectiveness of
toothpaste-methanolic extract combinations proved by
us to have antibacterial efficacy, such as remineralization,
whitening, desensitization, which constitute oral and
dental health, should also be evaluated. In further
studies, it has been determined that various studies
can be performed to use the essential oils used in the
study in place of various antimicrobials in the content

of toothpastes.

Key Words:
Staphylococcus aureus

Antibacterial, toothpaste, in vitro,

cassia metanol ekstrakti eklenmeden once en etkili olan
dis macunu ile C. cassia metanol ekstrakti eklendikten

sonra en etkili dis macunu farkli bulunmustur (p <0.05).

Sonu¢: Bu calisma ile anti-S. aureus etkisi
dusik ya da hic olmayan dis macunlarinin bitkisel
ekstraktlarla zenginlestirilerek biyolojik aktivitelerinin
arttirilabilecegi gosterilmistir. Antibakteriyel etkinligi
tarafimizdan macunu-yag

oldugu kanitlanan  dis

kombinasyonlarinin agiz ve dis sagligini saglayan
remineralizasyonu, beyazlatma, hassasiyeti giderme gibi
diger bilesenleri icin de etkinliklerinin degerlendirildigi
Daha

calismada kullanilan

calismalar yapilmas1 gerekmektedir. ileride
yapilacak olan calismalarda,
ucucu yaglarin, dis macunlarimin iceriginde cesitli
antimikrobiyallerin yerine kullanilmas1 icin cesitli

calismalar yapilabilinecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel, dis macunu, in

vitro, Staphylococcus aureus

INTRODUCTION

Due to its anatomy, the oral cavity has a favorable
environment for the settlement of different types of
microorganisms. It is also susceptible to almost any
microorganism known for its different temperatures,
various nutrient contents, abundant humidity and
different oxygen pressures. The microorganism
placement in the mouth starts with birth and changes
with factors such as feeding regimen, loss of teeth,
use of prosthesis, oral hygiene and general health
condition and formation of oral microflora occurs.
Oral microbiota has a very rich microbial diversity
and when this balance is disrupted, many diseases,
especially dental caries and gum diseases, occur. This
diversity arises from the fact that various assets meet
each other’s needs and from various nutrients (1).
With antibacterial substances added to toothpastes,
it aims to prevent various diseases and caries by
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controlling the pathogen formation in the bacterial
plaque. Antibacterials are the most commonly used
agents to affect the viability of bacteria in biofilm.
However, if bacteria capable of producing biofilm
develop resistance to antibiotics, pathologies will
also progress (2). Therefore, researchers continue to
search for an alternative product against synthetic
chemicals (3). Phytochemicals found in traditional
medicine and isolated from plants are seen as a good
alternative to synthetic chemicals (4,5). Some studies
have focused on reducing the microbial adhesion
responsible for dental plaque formation by examining
the effects of plant extracts and plant products on
specific oral pathogens and their effects on inhibition
of biofilm formation. (6,7).

The purpose of this study to compare the
antibacterial activities of herbal ingredients after



and before the addition of toothpaste. To determine
the antibacterial activity on S. aureus bacteria after
adding C.
methanol extract to toothpastes. Investigation of the

cassia content obtained by dissolving in

effectiveness of herbal ingredients in preventing the
activities of microorganisms in natural ways can be an
example in preventing antibiotic resistance which is
one of the biggest problems of today.

MATERIAL and METHOD

Microbiology studies were carried out in Mersin
University Advanced Technology and Research
Laboratory (MEITAM),
2019 to investigate the anti-S.
toothpastes with and without C. cassia methanolic

between May 2019-August
aureus activity of

extract.
Selecting toothpastes to be used

In this study, six fluoride toothpaste (C, I, Se,
V, P and S) experiment groups, one fluoride-free
toothpaste (R) positive control group and distilled
water negative control group was formed. Since
it is not ethically appropriate, the names of the
manufacturers are not given, and the toothpastes are
named with various letters.

Determination of the content of C. cassia

methanolic extract

The qualitative and quantitative composition
of C.
University central Research Laboratories Application
and Research Center by GC-MS 7890A-(5975C inert
MSD) instrument equipped with an Agilent 19091S-433
column (8). The chemical composition of C. cassia
methanolic extract were determined by analyzing
GC/MS in the scanning range of M+=50-550 m/z. 1L of
the concentrated plant extract was filtered through
0.45 pL syringe filter and injected to GC-MS injection
port (250 °C) in splitless mode. The extract was

cassia analysis were conducted at Giresun

eluted using HP5-MS capillary column (30m x 0.25
mm x 0.25 pm) at helium gas (flow rate: 1.75 mL min-

1) under fixed 21.21 psi of pressure. The study was
performed by applying the following sample elution
temperature system for a maximum of 70 minutes.
The oven temperature was gradually increased after
it was kept at 50 °C for 2 min. Then, it was increased
to 100 °C at 5 °C min-1 and held for 5 min. Then, it
was enhanced to 150 °C at 5 °C min-1 and performed
for 8 min. Finally, increased to 250 °C at 5 °C min-1
and kept for 15 min. Characterization of C. cassia
components was based on the library (Wiley and NIST)
comparison with the mass spectra of the extract
sample (8,9). The results of the GC / MS analysis
contents are shown in Table 1.

Preparing of anti- S. aureus culture

The inoculum of S. aureus were prepared in 4 mL
Triptic Soy Broth (Oxoid) for bacteria and incubated
at 37°C, overnight. After 24 hours, the culture
suspension were adjusted as 5.8x10° cfu/mL and
stored at +4 °C until further use.

Anti- S.
toothpastes added to C. cassia methanolic extract

aureus effects of toothpastes and

For anti- S. aureus activity of toothpaste samples
and toothpastes combined with C. cassia, agar
diffusion method used (10). Before the addition of
C. cassia methanolic extract, toothpastes to be used
in the study were formed the experimental groups,
positive control group (fluoride-free toothpaste) and
negative control group (distilled water).

For prepearing the toothpastes combined with C.
cassia; C. cassia methanolic extract were added to
newly opened toothpastes which had never been used
before and thereon 5pL distilled water was added.
This mixture was homogeneously dispersed.

According to experiment, 5 mm thick agar medium
was poured into the 9 cm diameter sterile petri
dishes and frozen. Then, 0.5 mL-culture of 1 night
active liquid cultures of bacteria was spread onto the
surface of the medium with sterile L baguette. After
waiting for about one hour at 37 °C, 6 mm diameter
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Table 1. Chemical composition of C. cassia methanolic extract

RT C % RT C %
7.369 Oxime-, methoxy-phenyl- 3.32 35.343 Beta-Jonone 5.32
7.924 4-Penten-1-amine 3.61 35.778 Octadeamethyl- 1.98

cyclononasiloxane
20.049 Cinnamaldehyde 21.41 36.814 Caryophyllenol 2.22
20.827 p-Cymen-3-ol 8.0 37.838 Methyl palmitate 8.99
21.141 Carvacrol 3.70 39.028 STEe By 1.62
eicosamethyl-
21.920 | Cyclohexasiloxane- dodecamethyl 5.01 41.746 Methyl stearate 6.11
Cycloheptasiloxane- . .
26.806 tetradecamethy 4.59 41.906 Norepinephrine 3.67
27.195 2,4-di-tert-butylphenol 1.32 44.476 ViR mE 1.74
cyclododecasiloxane
2-(trimethylsilyl)ethyl4-
31.344 Isoquinoline 1.77 45.500 (diphenylphosphino) 1.71
benzoate
31.864 | Hexadecamethylcyclooctasiloxane 2.15 46.873 AR TR, 2.91
trihydrate
i _m 5 Cheilanth-13(14)-enic
34.645 | 3-(2,5-dimethylphenyl)butan-2-one 4.99 50.175 Methyl Ester 3.83
Total 99.97

RT: Retention Time
C: Compounds name

wells were drilled in the middle of the petri dish and
toothpastes alone and toothpastes combined with C.
cassia were put into the wells (n = 3). An equal amount
of samples were placed in the prepared wells without
dilution. Petri dishes were incubated at 37 °C for 24
hours. Inhibition zones formed after incubation were
measured with digital caliper. Statistical analysis the
significances of antibacterial analyses were measured
by ANOVA (least significant difference -LSD) test in
one-way analysis of variance for inhibition zones (%)
using SPSS 25. From the values obtained, the average
value and standart deviation were evaluated in Table
2. While evaluating the study data, Kruskal Wallis test
was used for comparing quantitative data between
groups that did not show a normal distribution and
Bonferroni Corrected Mann Whitney U test was used
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to determine the group that caused the difference.
The experiments were repeated at least three times.
Differences were considered as significant at p < 0.05.

RESULTS

According to GC/MS analysis, the main ingredients
of C. cassia methanolic extract were cinnamaldehyde
(21.41%), methyl palmitate (8.99%), p-Cymen-3-ol
(8.0%), methyl stearate (6.11%) and beta-Jonone
(5.32%). In this study, to determine the anti-S.
aureus activity of toothpastes and control groups in
pure form without the addition of C. cassia methanol
extract, toothpastes having the highest anti-S.
aureus activity among toothpastes were S toothpaste

(19 mm = 0.00 mm) and C toothpaste (15.12 mm


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Methyl-palmitate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Methyl-stearate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Norepinephrine

Table 2. Inhibition zones of toothpastes alone and with C. cassia (Cs) against S. aureus (mm)

Toothpaste alone on S. aureus

S C \" Se P R | Co
192 15.122 11.26° 8.0° 0.0° 12.02 7.332 0.0°
+0.0 +0.07 +0.02 £0.2 +0.0 +0.0 +0.3 £ 0.0
Toothpaste with C. cassia on S. aureus
S+Cs C+Cs V+Cs Se+Cs P+Cs R+Cs 1+Cs Co+Cs
16.42 19.82 14.52 13.32 22.02 12.0? 8.60? 0.0°
+0.8 +0.4 +0.5 +1.53 +0.1 +0.2 +0.3 +0.0

a, b: There is a significant difference between those shown exponentially with different letters

+ 0.07 mm). Inhibition zones were 11.26 mm for V
toothpaste zone, 8 mm for Se toothpaste, 12 mm
for Co toothpaste, 7.33 for | toothpaste. However,
P toothpaste alone did not show any anti-S. aureus
activity (0 mm £ 0.00 mm). The inhibition zone of
P toothpaste were found to be statistically different
from the other all toothpastes (p<0.05). When the
control groups were evaluated, positive control group
R toothpaste (fluoride-free toothpaste) (12 mm + 0.00
mm) was found to be S’s toothpaste highest effective
toothpaste. Distilled water (0 mm + 0.00 mm), which
is a negative control group, had no anti-S.aureus
effect like P toothpaste. Also, after the addition of
C. cassia methanol extract the highest anti-S. aureus
activity among toothpastes was determined as P
toothpaste (22.0 mm + 0.1 mm) and C toothpaste
(19.8 mm =+ 0.4 mm). The inhibition zones were
found as 16.4 mm for S toothpaste, 14.5 mm for V
toothpaste zone, 13.26 mm for Se toothpaste and
8.60 mm for | toothpaste. When the control groups
were evaluated, the positive control group had no
fluoride-free toothpaste R toothpaste (12 mm + 0.2
mm) and the negative control group distilled water
(0 mm = 0.00 mm) had no anti- S. aureus effect.
According to the results of the study, it was seen that
P toothpaste was the highest effective toothpaste in
C. cassia methanol extract toothpaste mixture.

DISCUSSION

The seconder metabolites in plants exhibit
different anti-S. aureus effects because they contain
various components and differences in the mechanisms
of action of each of these components (11). GC/MS
analysis is essential for determining the composition
of them (12). Since the pure forms of their do not use
solvents, they are thought to be cytotoxic because
their pure forms can be highly hemolyzed in plaques.
The Cinnamommum species, which belongs to the
Lauraceae family, contains more than 300 aromatic
trees and shrubs that can remain green for four seasons
(13). C. cassia, also known as Chinese Cinnamon used
in this study, was purchased from a local market. In
studies, investigating the antimicrobial activity of
cinnamon oil, it has been reported to have an effect
on different bacterial species and fungi. In a study
evaluating the antimicrobial activity of volatile oil
obtained from the bark of Cinnamomum zeylanicum
on three bacteria and two yeast fungus that may
cause tooth decay, the plant’s ethanolic, methanolic
and acetonic extracts showed an antibacterial effwct
against L. acidhoplilus (14). According to the results of
a previous study, Cinnamommum camphora essential
oil showed the highest anti-S. aureus effect among
the oils used (15). It is very important to increase
the use of antimicrobial effective agents in the
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fight against Staphylococcus which is known to be a
significant food poisoning and threatens food workers
(16). In literature, the high antibacterial activity of
cinnamon oil was attributed to cinemic aldehyde
(17,18). In studies conducted with different cinnamon
species, the rate of cinematic aldehyde contained
in the essential oils was found to be between 50%
and 88%. Different extraction methods, the use of
different solvents and the yield of the plant from
which the oil is obtained may affect the composition
of the essential oil and the rate of the presence of
the major component (19). Wang et al. (20) analyzed
the essential oil obtained from C. cassia by steam
distillation by GC/MS and found that it contains 50%
cinematic aldehyde. In another study evaluating
the antimicrobial activity of C. cassia essential oil
obtained by hydrodistilation, it was reported that
the cinemic aldehyde in the essential oil is 85% (18).
Another Cinnamon species, C. zeylanicum from the
study of the composition of the essential oil obtained
by the method of hydrodistilation of 99.4% cinematic
aldehyde was found in the oil obtained (21). According
to GC/MS analyzes, the main component of C. cassia
methanol extract used in this study was found to be
cinemic aldehyde (21.41%). In this study, S toothpaste,
one of the toothpastes used in the study, showed the
highest anti-S. aureus activity. Bhattacharjee et al.
(22) compared toothpastes with different properties
and reported that herbal toothpastes showed higher
anti-S. aureus effects than fluoride and triclosan
toothpastes. All methanol extracts used in the study
showed antibacterial activity against S. aureus. When
C. cassia methanol extract was added to toothpastes,
it was observed that the effectiveness of toothpastes
increased. P toothpaste, which did not initially have
any anti- S. aureus activity, showed the largest zone
of inhibition, surprisingly gaining activity with the
addition of methanol extract. When all groups were
evaluated together, the group with the best anti-S.
aureus effect was found to be P toothpaste-C. cassia
methanol extract and the group with the weakest
anti- S. aureus effect was S toothpaste. It should be
considered that the differences in the zone diameters
obtained for each solvent may be due to the different

Turk Hij Den Biyol Derg

anti- S. aureus activities of the solvents and the
interactions of the active ingredients in the solvents
and toothpastes.

In conclusion, the toothpastes show antibacterial
effect on S. aureus within the limits of our study in
which the evaluation of anti- S. aureus activity of
toothpastes and toothpastes with C. cassia methanol
extract. R toothpaste from fluoride-free toothpastes
showed lower inhibition zone diameter without
addition of methanol extract, but higher after addition
of methanol extract. R toothpaste also showed higher
activity than some toothpastes containing fluoride.
This may prove that fluoride-free toothpastes can be
as effective as fluoride toothpastes and even show
higher antimicrobial activity than some toothpastes.
All toothpastes tested showed a higher inhibition
zone diameter after addition of methanol extract. P
toothpaste containing C. cassia extract and solvent
showed the highest effect. P toothpaste showed no
antimicrobial activity before the methanol extract
was added. It is necessary to evaluate the efficacy of
combinations of toothpaste methanol extract, which
has been proven to have anti- S. aureus activity,
for other components such as remineralization,
whitening, desensitization, which form oral and
dental health. In the future studies, it has been
determined that methanol extracts used in the study
can be used to replace various antimicrobials in the
contents of toothpastes.

It is observed that toothpastes produced with
different active substances examined in our study may
show antimicrobial effects in vitro. However, taking
into consideration the increasing variety of active
substances in the market every day, in vivo studies
are needed to examine the effects of toothpastes in
vitro that will occur in the mouth environment. We
all know that one of the biggest problems today is
antibiotic resistance. It is seen that the efficiency on
microorganisms increases by using plants with more
natural content in the destruction of microorganisms.
Plants and herbal ingredients are seen as the ideal
alternative to prevent antibiotic resistance problem.
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Gecici orta serebral arter okliizyonu ile olusturulan serebral iskemi

modeli

Giiven AKCAY'

OZET

Beynimiz ortalama 1500 g agirliginda olup
toplam vicut agirigimizin yaklasik %2’sine karsilik
gelmesine ragmen kardiyak debinin yaklasik olarak
%20’sini  kullanmaktadir. Serebral kan akimi beynin
beslenmesinde en onemli yeri olusturmakta ve
secilmis bir beyin bolgesinde veya tium beyinde
olusan serebral kan akimindaki azalma sonucu beyin
iskemisi gerceklesmektedir. Serebral iskemi, beyni
besleyen damarlarda veya kanin o&zelliklerine bagli
olarak damarlarin tikanmasi ya da kanamasi sonucu
olusmaktadir. Diinyada yilda yaklasik olarak 17 milyon
inme vakas1 goriilmekte ve iilkemizde ise yilda yaklasik
132.000 vaka goriilmektedir. inme vakalar1 her gecen
yil daha da arttigindan dolay1 gelecekte saglikla ve
ekonomiyle ilgili sorunlara neden olacagi tahmin
edilmekte, inmenin onlenmesi ve etkin tedavilerin
uygulanmasi biiyiik onem arz etmektedir. Serebral iskemi
tedavisi arastirmalarinda yeni ajanlarin kesfedilmesi ve
yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesi icin deneysel
hayvan modelleri tercih edilmektedir. insanlardaki

serebral  iskemik hastaliklann  fizyopatolojisinin
arastirilmasinda siklikla sican ve fare gibi kemirgenler
tzerinde yapilan gecici global serebral iskemi, gecici

fokal serebral iskemi ve gecici 6n beyin iskemi modelleri

ABSTRACT

Our brain weighs an average of 1500 g and uses
approximately 20% of the cardiac output, although
it corresponds to approximately 2% of our total body
weight. Cerebral blood flow constitutes the most
important place in the nutrition of the brain and
cerebral ischemia occurs as a result of a decrease in
cerebral blood flow in a selected brain region or the
whole brain. Cerebral ischemia occurs as a result of
blockage or bleeding in the vessels feeding the brain
or depending on the characteristics of the blood. There
are approximately 17 million stroke cases per year in
the world, and approximately 132.000 cases are seen
annually in our country. Since stroke cases are increasing
every year, it is predicted that it will cause health and
economic problems in the future, and the prevention of
stroke and the application of effective treatments are
of great importance. Experimental animal models are
preferred for discovering new agents and developing
new treatment protocols in cerebral ischemia treatment
research. Transient global cerebral ischemia, transient
focal cerebral ischemia and transient forebrain ischemia
models are mostly used in rodents such as rats and mice
to investigate the pathophysiology of cerebral ischemic

diseases in humans. The most common type of ischemia
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kullanilmaktadir. Klinikte en fazla karsilasilan iskemi
tipi, fokal serebral iskemi olup en onemli nedenleri
internal karotis arter veya onun en biiyiik dali olan
orta serebral arterin oklizyonudur. Gecici serebral
iskemi hayvan modelleri karotis ve/veya vertebral
arter okliizyonu ile insanlarda olusan iskemiyi cok giizel
taklit etmektedir. Gecici orta serebral arter okluzyonu
ile olusturulan iskemi modeli, inmenin patofizyolojisini
arastirmada en yaygin kullanilan modellerden biridir.
Bu derlemede; serebral iskeminin epidemiyolojisi,
patofizyolojisi ve deneysel serebral iskemi hayvan
modelleri arasinda en cok kullanilan orta serebral
arter okluzyon yontemi ile ilgili bilgiler sunulmustur. Bu
bilgiler 1s5181nda, serebral iskemi tedavisi calismalarinda
siklikla tercih edilen gecici orta serebral iskemi modeli
olusturulmasinda dikkat edilmesi gereken konular

hakkinda onemli bilgiler edinilmis olunacaktir.

Anahtar Kelimeler: Serebral iskemi, orta serebral

encountered in the clinic is focal cerebral ischemia and
the most important causes are occlusion of the internal
carotid artery or its largest branch, the middle cerebral
artery. Transient cerebral ischemia animal models (with
carotid and / or vertebral artery occlusion) mimic very
well human ischemia. The ischemia model created
by transient middle cerebral artery occlusion is one
of the most widely used models in investigating the
pathophysiology of stroke. In this review; information on
the epidemiology, pathophysiology of cerebral ischemia
and middle cerebral artery occlusion method, which is
the most used animal models of experimental cerebral
ischemia, are presented. In light of this information,
cerebral ischemia treatment studies often preferred
model of transient middle cerebral ischemia important
information about the issues to be considered in the

creation will be acquired.

Key Words: Cerebral ischemia, middle cerebral

esastir. inme

arter okliizyonu, gecici serebral iskemi, iskemi artery occlusion, transient cerebral ischemia, ischemia
reperfiizyon hasar reperfusion injury
GIRIS
Serebrovaskiler hastaliklar beyni besleyen tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
damarlarda veya kanin oOzelliklerinde olusan tedavisindeki asil amac, iskemik alandaki perfiizyonu

degisikliklere bagli olarak damarlarin tikanmasi ya
da kanamasi sonucu gorilen merkezi sinir sistemi
hastalig1 olarak tamimlanmaktadir. Serebrovaskiiler
hastaliklar, hastanede tedavi gerektiren norolojik
hastaliklarin %80’inden fazlasin1 meydana getirmekte
ve bu hastaliklarin % 87’sini iskemik, %13’Unu ise
hemorajik inme olusturmaktadir. Ulkemizde her
yil 132.000 inme vakasinin oldugu rapor edilmistir
(1). Gelismis ulkelerde tam ve tedavi yontemlerinin
ilerlemesi, inmenin sebep oldugu 6lim oranlarinda
azalmay1 da beraberinde getirmektedir. Bu nedenle
inme hastaliginda, iskemi sonrasi reperfiizyon hasarini
hastalarin hizlandiracak

onleyerek, iyilesmesini

Turk Hij Den Biyol Derg

tekrar saglayarak, iskemi sonrasi olusabilecek ikincil
hasarlan onleyip vakalarin iyilesmesini hizlandiracak
ve mortaliteyi azaltacak tedavi yaklasimlarin ortaya
koymaktir. iskemi reperfiizyonun tedavisi icin yeni
ajanlann kesfedilmesi ve yeni tedavi protokollerinin
gelistirilmesi icin deneysel hayvan modelleri siklikla
kullanilmaktadir (2-6).

SEREBRAL VASKULER ANATOMI

Beynimiz, viicudumuzda metabolik olarak

en aktif organlarimizdan biridir ve bu aktiviteyi
gerceklestirebilmesi icin toplam kalp debisinin

yaklasik % 20’sini kullanmaktadir. Beyin arteriyel kan



akimini, ikisi internal karotis arter ve ikisi vertebral
arter olmak lizere dort arter araciligi ile saglamaktadir
(7). Beyni besleyen arterler, internal karotis arterin
ikiye dallanmas ile olusan anterior ve orta serebral
arterler ve baziller arterin ikiye dallanmasi ile de

posterior serebral arterlerdir (Sekil 1.) (7). Beyin
sap1, serebellum, oksipital lob ve talamusu vertebral
arterler ve dallann beslerken, geriye kalan serebral
hemisferlerin kan akimini ise karotis internanin dallan

beslemektedir (7)).

Lateral Beyin Goriiniimii

Medyal Beyin Goriiniimii

| Anterior Serebral Arter
B orta Serebral Arter

. Posterior Serebral Arter

Sekil 1. Beyni besleyen arterler [2]

SEREBRAL KAN AKIMI (SKA)

Beyin, uyku, uyaniklik, bilissel ve fiziksel aktiviteler
gibi
icin yeterli duzeyde oksijene ve enerjiye ihtiyac

fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirebilmek
duymaktadir. Eriskin bir insan beyninin ortalama
agirign 1350 gram olup, toplam viicut agirbiginin
yaklasik % 2’sine karsiik gelmesine ragmen, her
bir atim ile kalpten firlatilan kanin % 20’si beyin
tarafindan kullanilmaktadir (8). Fizyolojik kosullarda
SKA 45-55 mL/100g/dk’dir ve gri cevherdeki serebral
kan akimi ve metabolizma hiz1 beyaz cevherden dort
kat daha fazladir (Tablo 1). Beynimizdeki enerjinin
yaklasik % 40’1 hiicresel homeostaziste kullamlirken,
geriye kalan % 60’lik kismi1 da sinaptik transmisyonda
kullanildigindan SKA’'nin % 80 kadan gri cevheri, %
20 kadan da beyaz cevheri kanlandirmaktadir (7).
Beynimiz vicuttaki toplam oksijenin % 20’sini ve
glikozun da % 25’ini tiikketmektedir (8). Beynin normal
fizyolojik kosullarda oksijen metabolizma hiz1 1,3-1,8
pmol/g/dk olup, beyindeki hiicrelerin ihtiyacina gore
bu deger degiskenlik gostermektedir (9, 10).

Tim vicudumuzda oldugu gibi beynimizdeki
noronlarin da birincil
3- trifosfattir (ATP)

depolayamadiklar icin surekli olarak glikoza ihtiyac

enerji kaynagi Adenozin

Beyindeki noronlar glikojen
duymaktadirlar (11). Beyin glikozun % 80’ini enerji
20’sini
protein ve lipid sentezinde kullanmaktadir (12).

uretiminde kullanirken, % notransmitter,
iskemi ya da hipoksi sonrasi mitokondride aerobik
solunum durarak, anerobik solunum siirdiigiinden,
ilk yamt anaerobik glikoliz olmaktadir (13). Infarkt
bolgesinde ATP’nin azalmasi, Adenozin monofosfat
(AMP) artisina sebep olmakta ve Fosfofruktokinaz
(PFK) enziminin aktive olmasiyla, glikojenden ATP
uretimi icin anaerobik glikoliz devreye girmektedir
(13). Parsiyel oksijen basinc1 (Pa02), 0,1 mmHg’nin
altina distiigiinde aerobik solunum (36 mol ATP)
durarak, anaerobik glikoliz baslayip 18 kat daha diisiik
yani 2 mol ATP Uretilmektedir (14). Anaerobik glikoliz
ile ATP Uretimi en cok dort-bes kat arttinlabildiginden
noronlar icin gerekli enerji karsilanamamaktadir (15).
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Tablo 1. Fizyolojik serebral kan degerleri (2)

Fizyolojik Serebral Kan Degerleri

SKA
Global
Kortikal (Gri Cevher)
Subkortikal (Beyaz Cevher)
SMHO,
SVR
Serebral Vendz PO,
Serebral Venoz SO,
KB

45-55 mL/100g/dk

75-80 mL/100g/dk

20 mL/100g/dk

3-3.5 mL/100g/dk

1.5-2.1 mm Hg/100g/dk/mL
32-44 mm Hg

% 5-70

8-12 mm Hg

Oksijen satiirasyonu (SO,); intrakraniyel basing (IKB).

Serebral kan akimi (SKA); Oksijen serebral metabolizma mz1 (SMHO,);
Serebral vaskiiler rezistans (SVR); Parsiyel oksijen basinci (PO,);

Beyinde iskemiye bagli ATP eksikligi, Na+-K+ ATPaz
pompa aktivitesinin ve iyon dengesinin bozularak,
membran potansiyelinin degismesine yol acip,
noronlar ile glial hucrelerin depolarize olmasina ve
noronlardan norotransmitterlerin salinmasina neden
olmaktadir (11). Na+-K+ ATPaz pompasinin yetersizligi
hiicre icine sodyum, hicre disina potasyum gecisine
ve ayni zamanda izoosmotik su birikimi ile hiicresel
sismeye neden olmaktadir (11). Glikoz, anaerobik
glikoliz ile laktata metabolize olmakta, laktik asit ve
hidrojen iyonu birikmekte ve bu da pH’yi dusurerek,
hiicrenin asidoza gitmesine neden olup serbest radikal
uretimi artmaktadir (7, 16, 17). Sonuc olarak, geri
donusumsuz iskemik hasar sireci baslamakta, kan
beyin bariyeri bozularak iskemiden dakikalar/saatler
sonra sitotoksik 6dem ve 24-72 saat sonra vazojenik
odem baslayarak hucre olumu gerceklesmektedir (17,
18).

iskemiyi takiben dakikalar icerisinde presinaptik
uctaki akson terminallerinden ekstraselliiler araliga
asin miktarda glutamat gibi eksitator aminoasitlerin
salilimi artmakta ve bu aminoasitlerin geri alimim
diisiirerek, postsinaptik reseptorlerine baglanan
eksitator aminoasitler hicre icine asinn kalsiyum
girisine neden olmaktadir (2, 19-21). Sinaptik aralikta

artan glutamat, postsinaptik glutamat reseptorlerini,

Turk Hij Den Biyol Derg

ozellikleN-metil D-aspartik asit (NMDA) reseptorlerinin
NMDA
reseptorlerinin asir aktivasyonu, daha fazla kalsiyum

asin uyarilmasina sebep olmaktadir (21).
iyonlarim hucre icine alarak proteaz, niikleaz, kaspaz
gibi enzimleri aktive edip postsinaptik kisimda noron
olumiinu gerceklestirmektedir (21). Kalsiyum-bagimli
enzimler, hiicre ve dokuda protein yikimina, nitrik
oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO-) olusumuna sebep
olmaktadir (Sekil 2.) (11).

SEREBRAL iSKEMiK ALAN BOLGELERI

iskemik inme, beyni besleyen damarlarin bir

bolimunin veya tamaminin tikanmasi sonucu
olusmaktadir. iskemik alan iic bélgeden meydana
gelmektedir(Sekil 3). Birinci bolge, kan akiminin 10
mL/100g/dk’nin altina diistiigii ve iskemik bdlgenin
merkezini olusturan “kor” bélgesidir (7). Iskeminin
kor bolgesinde ATP eksikligi ile kaspazlar inaktive
olurken, hiicre iyon dengesi bozulmakta, bol miktarda
NO ve serbest radikaller uretilmektedir (22-25).
Bunun yani sira kor bolgesinde, glutamat, sitotoksik
sitokinler gibi eksitotoksinler asirn miktarda artmakta
(26, 27), sodyum ve kalsiyumun hiicre icine girisi ile
birlikte klorun hiicre disina cikisi noronal hiicrelerde
ve dendritte nekroz olusturmaktadir (28). Bu surec
iskemiden hemen sonra baslamakta ve yaklasik olarak

bes giin stirmektedir (29). Kan akiminin cok disuk
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Sekil 2. iskemik hasar olusum mekanizmalar (2)

oldugu bu kor bolgesinde hiicrelerde geri doniisiimsiiz
hasar, nekroz ve hucre 6limu gerceklesmektedir. Kor
bolgesinin yakin cevresini olusturan ve “Penumbra”
bolgesi olarak adlandirilan ikinci bolgede ise, serebral
kan akimi (SKA) 10-20 mL/100g/dk civarindadir (7).
Penumbra alaninda gozlenen apoptozis, aktif ve enerji
bagimUi bir slirectir. Penumbra alaninda kan akiminin
azalmasi ve elektriksel potansiyellerin olusmamasina
ragmen hiicreler membran potansiyellerini ve iyon
Bu nedenle

dengesini  koruyabilmektedirler (30).

penumbra alanindaki hiicreler, yaklasik dort-alti
(27). Bu
bolgede reperfiizyonun tekrar saglanmasi ile kalici
hasar onlenebilmekte, eger kisa siirede bu bolgeye

kan akim tekrar yeterli diizeyde saglanamaz ise

saat canliigim sirdirebilmektedirler

penumbra bolgesinde de geri donusumsiz hasar

olusup iskemik alanin kor bolgesine donuserek

nekroz gerceklesmektedir (27). Bundan dolay1 inme
vakalarinin tedavisinde asil amacg, penumbra alanim
kurtarmaya yonelik protokollerin gelistirilmesidir.

Uciincii bélge ise “Oligemi” bolgesidir ve SKA 20-
50 mL/100g/dk’dir (7). Oligemi bolgesi, kan akiminin
normalin altinda olup, infarkt riskinin olmadig

penumbranin cevresindeki alandir (31).

iskemi  sonrasi  norolojik ve  fonksiyonel

iyilesmelerin ozellikle ilk haftalarda oldugu ve bu
iyilesmenin penumbra alanimin geri kazanilmasi

ile oldugu bilinmektedir (7). Iskemi sonrasi kor
bolgesindeki hiicre 6limi penumbra bolgesine gore
daha hizli gerceklesmektedir,

ajanlar (glutamat ve kalsiyum), serbest radikaller ve

cunku eksitotoksik

apoptotik yolaklar doku hasarina yol acmaktadir (7,
32).
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Sekil 3. iskemik alamn bélgeleri (2)

iskemiden dokunun nasil etkilenecegi, hiicre
hasarinin  geri  doniisimiiniin  olup olmayacag
yani hiicrenin apoptazis veya nekroza ugrayip
ugramayacagi, iskeminin siiresine, siddetine ve
kollateral kan akimina baglidir (33). SKA 5 mL/100g/
dk oldugunda infarkt 30 dakika sonra meydana
gelmekte, 10 mL/100g/dk oldugunda iic saat sonra,
15 mL/100g/dk olunca 3.5 saat sonra, 18 mL/100g/
dk oldugunda ise dort saat sonra infarkt meydana
gelmektedir (34). SKA’nmin oligemik diizey olan 20-50
mL/100g/dk’da oldugunda ise infarkt gelismeden,
hiicresel fonksiyonlar uzun siire devam edebilmektedir
(7, 31). Eger oligemik bolgede reperfiizyon hizli
bir sekilde tekrar saglanirsa infarkt alanin azalmasi
mimkin olmaktadir (31). Arteryal kan basincindaki
ani azalma iskemik penumbra alaninin hizla iskemik

kor bolgesine donismesine yol agcmaktadir (35).
SKA’'nda olusan azalmalarin hicrelerde meydana
getirdigi hasarin boyutu Tablo 2’de 6zetlenmistir.

iskemiden sonra SKA’nin azalmasina bagli olarak
oksijen eksikligi ile beraber 10 sn icerisinde once
kiside bilinc kayb1, iki-dort dakika icerisinde de
glikoz eksikligi goriildiigu bilinmektedir (32, 36, 37).
Bu suireci takiben besinci-altinc1 dakika ATP azalmaya
baslamakta ve enerjinin yaklasik %50’si ile %75’
tikendiginden, iyon pompalan islev goremez hale
gelmekte, hicre icine sodyum ve kalsiyum girisi,
hiicre disina potasyum cikist  gerceklesmektedir
(36, 37). lIskeminin siddetine bagli olarak altinci-
sekizinci dakikalarda iskeminin kor bolgesinde kalici
noronal hasar baslamakta iken penumbra bolgesinde
ise noronlar canliigim sirdirmektedir (32).
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Tablo 2. Patolojik serebral kan akimi degerleri (2)

Patolojik Serebral Kan Akirmi Degerleri

45-55 mL/100g/dk | Normal kosullar
20 mL/100g/dk
18 mL/100g/dk

10 mL/100g/dk

Bilinc kayb1, EEG dalgalarinda azalma
iyonik hemostaziste bozulma ve néronlarda anerobik yasam

Hiicre membran biitlinligiiniin tamamen bozulmasi, Ca* hiicre icine girisi, geri dontisiimstiz hiicre hasan

iSKEMi REPERFUZYON HASARININ MEKANIZMASI

iskeminin sonlanarak reperfiizyon ile kan akiminin
saglanmasi, iskemik bolgeye daha fazla
hasar vermektedir. Bu hasara “Reperfiizyon Hasan”

tekrar
denilmekte ve hasarin siddetini iskeminin siresi
belirlemektedir (16). Perfiizyonun tekrar saglanmasi
hiicre icerisine molekiler oksijen girisine yol acarak
radikal hizii artisina  neden
olmaktadir (16). Fizyolojik kosullar altinda antioksidan
sistemler ile serbest radikaller arasinda denge soz

serbest Uretiminin

konusudur.
serbest radikaller cok hizli arttigindan serbest radikaller
artik antioksidanlar tarafindan dengelenemez hale

Fakat hipoksi, iskemi gibi durumlarda

gelmektedir (38). Artan serbest radikaller lipid, protein,
ve niikleik asitlerin yapisim1 bozarak, dogrudan ndron
hasarina yol actigi gibi beyinde apoptotik, nekrotik ve
ekzitotoksik yolaklar aktiflestirerek de hiicre olumiine
neden olmaktadir (39, 40). Sivenius ve ark. (41)
gecikmis reperfuzyonun beyin dokusunda iskemiden
daha fazla hasara neden oldugunu rapor etmislerdir.
iskemi/reperfiizyon hasarinin,
altina saatinde baslayip, reperfiizyonun 24. saatinde

iskemininikinci  ve

en yiiksek seviyeye ulastig1 bilinmektedir (42). iskemi
esnasinda oksijen ve glukoz eksikligine bagli olarak,
noronlarda ATP seviyeleri onemli olclide diser ve
iyonik denge bozulur (21). ilk kez 1981 yilinda Granger
ve ark. (43) tarafindan iskemi sonrasi perflizyonun
tekrar saglanmasi asamasinda serbest radikallerin
olustugu ortaya atilmistir. Perfiizyondan sonra artan
serbest radikallerin doku hasarina yol acmanin yani
sira, hiicresel kalsiyum homeostazisini de bozarak
sitozolik ve mitokondriyal kalsiyum artisina neden

oldugu bilinmektedir. Bu durum mitokondriyal hasara
sebep olup, hiicreyi 6luime gotiren enzim yolaklarim
aktiflestirerek geri donlisimsuz hucre hasarina yol acip
hiicrenin olimi ile sonuclanmaktadir (44, 45).

DENEYSEL iSKEMi REPERFUZYON MODELLERI

insanlardaki serebral iskemik hastaliklarda yeni
tedavi yaklasimlanimin arastinlmasi icin en ¢ok sican
ve fare gibi kemirgenler Uzerinde yapilan global
serebral iskemi, fokal serebral iskemi ve on beyin
kullanmilmaktadir (Tablo 3) (2-4).

Global veya fokal serebral iskemi modelleri, deney

iskemi modelleri
hayvanlarinda arterlerden bir veya birkacinin mekanik
ligasyonu veya arter limeninin bir cisim ile tikanmasiyla
Fokal
arasindaki en onemli fark, global iskemide kollateral

olusturulmaktadir. iskemi ile global iskemi
akim yokken, fokal iskemide kollateral dolasim ile
iskemik alanin etrafinda az da olsa kan akiminin mevcut
olmas1 ve bu bolgedeki dokularin yasamlarnini belli bir
sire devam ettirebilmeleridir (32). Klinikte en fazla
karsilasilan iskemi tipi, fokal serebral iskemi olup, bu
iskemi turiinin en onemli nedenleri internal karotis
arter veya onun en bilyuk dali olan orta serebral arterin
okliizyonudur (5). Deneysel serebral iskemi reperflizyon
modeli olarak en cok iki tarafli karotis arter ve orta
serebral arter (OSA) okliizyonlar kullamlmaktadir (3, 4,
6). inmelerin biiyiik cogunlugu internal karotis arterin
en biyiik dali olan OSA'nin besledigi beyin bolgesinde
(Sekil 4). Bu bolgede gerceklesen
lezyonlann yaklasik % 33’u derin orta serebral arterde,

gelismektedir

% 10’u hem derin hem de yiizeyel dallarda, % 57’si ise
sadece yuzeyel dallarda gerceklesmektedir (7).
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Tablo 3. Deneysel serebral iskemi hayvan modelleri (2)

Deneysel Serebral iskemi Hayvan Modelleri

Kalic1 veya gecici modeller Resusitasyonsuz kardiyak arrest iki tarafli AKK tikanmast
deli

Kalic1 emboli ve tromboz Mmodett Dort damar okliizyon modeli

modelleri Kardiyak arrest ve resusitasyon

i Yiksek tansiyonlu sicanlarda iki tarafli AKK
tikanmasi
Derin sistemik hipotansiyon

el iki tarafli AKK okliizyonu ile birlikte hipotansiyon

olusturulmasi
Buyuk damarlarin cerrahi
tikanmasi

Anterior serebral arter

Anterior kominikan arter

| i - .- ..
Orta serebral arter ‘ S\ -'

: Willis Poligonu
- .- J

internal karotis arter

Posterior kominikan arter Baziller arter

Posterior serebral arter Vertebral arter

Spinal kord

Sekil 4. Willis poligonu (2)
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Karotis ve/veya vertebral arter okluzyonu ile
olusturulan gecici serebral iskemi hayvan modelleri,
insanlarda olusan iskemiyi cok giizel taklit etmektedir
(2-4) (Sekil 5). Gegici orta serebral arter okluzyonu ile
olusturulan iskemi modeli, inmenin patofizyolojisini

arastirmada en yaygin kullanilan modellerden biridir
(2-4). Deneysel serebral iskemi calismalarinda Longa
ve ark. (46) tarafindan gelistirilen orta serebral arter
okluzyonu (iskemi) ve reperfiizyonu modeli siklikla
kullanilmaktadir (2-4).

Penumbra
Bolgesi

Kor Bolgesi =

Giiven AKCAY

Sekil 5. OSA okliizyonu ve ilk dort saat hasar bolgeleri (2)

Serebral iskemi cerrahi islemleri % 4’luk izofluran
anestezisi altinda gerceklestirilmeli ve sicanlarin vicut
sicakliklar1 ameliyat siresince 37+0,5°C diizeyinde
tutulmalidir (2). Boyun bolgesi Sekil 6.1’deki gibi
iyice traslanarak once antiseptik solisyon ve daha
sonra da % 70’lik alkol ile temizlemelidir (Sekil
6.2) (2). Boyundan sol komon karotis arteri ortaya
cikaracak sekilde (Sekil 6.3-5) orta hat insizyonu
yapilarak, internal ve eksternal karotis arterler aciga
¢ikanlarak aynlmalidir (Sekil 6.7) (2, 46). Sicanlarin
viicut agirligina bagli olarak uzunlugu 18.5 ile 19.5
mm arasinda degisen 4.0 monofilament naylon sitir
ile internal karotis arter lUimenine girilerek OSA bloke
edilinceye kadar sutir ilerletilmelidir (Sekil 6.9.)

(2, 46). 30,60, 90 veya 120 dakikalik iskemi sonrasi
siitlir ¢ikartilarak reperfiizyon saglanarak ve agilan
kesi dikilerek cerrahi islem sonlandintmalidir (Sekil
6.10-11) (2). Iskemi sonrasi hipoksiyi engellemek icin
denek kirnizi 151k altinda tutulmalidir (Sekil 6.12)
(2). iskemi siiresi arttikca iskemik hasarin siddeti
artacagindan siire olusturaca hasarin boyutuna
gore belirlenmelidir. 30-60 dakikalik iskemi hafif
siddette hasar olustururken 60-90 dakikalik iskemi
orta siddette hasar olusturmakta ve 120 dakikalik
iskemi agir hasar siddeti icin tercih edilmelidir.
Sicanlarin motor davranis indeksi ameliyattan sonra
degerlendirilerek, serebral iskeminin dogrulugu teyit
edilmelidir (2, 47).
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214

Giiven ARCAY

Sekil 6. OSA iskemi/reperfiizyon cerrahi islemleri. Sekil 6.1. Cerrahi islem oncesi boyun traslanmasi, Sekil 6.2-5. Komon
karotis arter diseksiyonu ile internal ve eksternal karotis arterlerin ortaya cikarilmasi. $ekil 6.7-9. OSA’min siitire ile tikan-
masi. Sekil 6.10-12. Iskemi sonrasi sitirin cikartilarak reperfiizyonun baslatilmasi

Sonu¢ olarak Serebral iskemi sonrasi motor
fonksiyon, 6grenme ve hafiza bozuklugu meydana
geldigi (48-51). Bu

bozukluklarinin arastirmak

bilinmektedir fonksiyon

patofizyolojisini icin
deneysel global ve fokal iskemi modelleleri siklikla
tercih edilmektedir (26, 52-55). Ozellikle gecici OSA

okliizyonu, bozulan 6grenme ve hafizanin molekiiler

Turk Hij Den Biyol Derg

mekanizmasinin ayrdinlatilmasinda arastirmacilar
(26, 49-55).

Reperfiizyondan sonra onemlibir gecikmis noron olimu

icin blyuk oOnem arz etmektedir

meydana geldiginden dolay1 inmenin patofizyolojisinin

arastirmasinda kalic1 iskemi modeline kiyasla

gecici serebral iskemi modeli en yaygin kullanilan

modellerden biri olmaktadir (56, 57). Serebral



iskemi, tim dinyada yaygin norolojik hastaliklarin
basinda gelmekte ve her yil binlerce kisi inmeden
dolay1 yasamini yitirmektedir. Serebral iskemi de asil
hasar reperfizyon asamasi olusturmakta ve tedavi
yontemleri reperfiizyon hasarin1 onlemeye yonelik
olmalidir. Serebral iskeminin tedavi yontemlerinin
gelismesinde oOzellikle deneysel calismalar buyuk
katki saglamaktadir. Yapilan deneysel patofizyolojik
calismalarin cogu iskemi sonrasi reperfiizyon hasarin
onlemek, hastalarin iyilesmesini hizlandiracak tedavi

CIKAR CATISMASI

yontemlerin gelistirilmesi Uzerine yapilmaktadir.
iskemi reperfiizyonun tedavisi icin yeni ajanlarin
kesfedilmesi ve yeni tedavi protokollerinin
gelistirilmesi icin deneysel gecici serebral iskemi
hayvan modelleri siklikla tercih edilmektedir. Bu
nedenle deneysel gecici orta serebral okliizyon
modeli serebral iskemi arastirmalarinda hayati onem
arz etmekte ve yeni tedavi yontemleri icin daha fazla

deneysel arastirmalar yapilmalidir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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As1 epidemiyolojisi: Gozlemsel as1 glivenliligi calisma tasanmlan

Can Hiiseyin HEKIMOGLU'

OZET

Bir as1 programinin bir toplumda uygulanmaya
baslanmasindan itibaren asinin etkililiginin izlemi kadar
onemli bir husus da as1 giivenliliginin izlemidir. Her ne
kadar ruhsat Oncesi donemde giivenliligi kamtlanmis
olsa da, toplumda uygulanan asinin giivenliligi ile
ilgili endiseler devam edebilir. As1 programi siirerken
toplumun as1 glivenliligi ile ilgili sorularina asi etkililigi
ile ilgili sorulardan daha cabuk yanit vermek gerekebilir.
Farmakovijilans raporlarn ve aktif siirveyans yoluyla
ortaya cikacak bu endiselerin gozlemsel epidemiyolojik
calisma tasarimlan ile giderilmesi veya dogrulanmasi
onemlidir. Ayrica ruhsat oncesi tespit edilmis advers
etkiler de daha dogru ve kesin bir sekilde belirlenmelidir.
Bu nedenle as1 giivenliliginin gozlemsel calismalarla
izlenmesi as1 programlarinin bir parcasi olmalidir.
Geleneksel kohort ve olgu kontrol calismalarinda
yliksek as1 kapsayiciligi nedeniyle asisiz grup bulmanin
ve asililar ve asisizlar arasinda karsilastinlabilirligi
saglamanin zorlugu gibi nedenlerle asi giivenliliginin
ruhsat sonrasi donemde incelenmesi icin alternatif
tasarimlar gelistirilmistir. Ancak asilamanin uzun dénem
advers etkilerinin degerlendirilmesi, kisa donemde

goriilen advers etkilerinin degerlendirilmesinden daha

ABSTRACT

After a vaccine programme introduced into
a population, vaccine safety monitoring is an
important issue as much as vaccine effectiveness
monitoring. Concerns about vaccine safety may
continue in a population after licensure, although
vaccine safety was proven before licensure. While a
vaccination programme implemented, it may need to
respond questions about vaccine safety more quickly
than questions about vaccine effectiveness. These
concerns that will be revealed by pharmacovigilance
reports and active surveillance should be eliminated
or verified. In addition adverts events that were
detected before licensure should be shown more
accurately and more precisely. Therefore vaccine
safety monitoring with observational studies should
be a part of a vaccine programme. In traditional
cohort and case-control studies finding unvaccinated
groups is difficult due to high vaccine coverage and
providing comparability between vaccinated and
unvaccinated groups is rarely possible. Therefore
alternative study designs have been developed for
vaccine safety monitoring at post-licensure stage.

However evaluation of long term adverse events

zordur. Cunki asimin uzun donemdeki advers etkileri associated with vaccines is more difficult than
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yalnmizca asili ve asisizlarin izlenerek karsilastirilmas
ile belirlenebilir. As1 giivenliligini degerlendirmek icin
geleneksel gozlemsel calisma tasarimlarina alternatif
olarak kullamlan calisma tasarimlan ise daha c¢ok
kisa donemde ortaya cikan ve ozellikle nadir advers
etkilerin degerlendirilmesini saglamaktadirlar. Bu
‘kendi

kontrollii risk araligi tasarim’, ‘kendi kendine kontrolli

tasanimlar; ‘risk araligi tasarimi’, kendine
olgu serisi tasarimi’, ‘olgu merkezli yaklasim’, ‘olgu
caprazlama tasarimi’, ‘olgu zaman kontrol tasarimi’,
‘olgu kapsayiciik tasanimi’, ‘ekolojik calismalar’
olarak sayilabilir. As1 giivenliligi calismasinda cevap
aranan soruya ve mevcut veri kaynaklarina gore bu
geleneksel ve alternatif tasarimlar arasindan uygun
olanin  secilmesi dogru c¢ikarimlar yapilabilmesi
acisindan gereklidir. Bu nedenle as1 giivenliligi calisma
tasarimlarinin kisitliliklan, giicli yonleri ve varsayimlar

mutlaka bilinmeli ve g6z ontinde bulundurulmalidir.

Anahtar  Kelimeler: As1 giivenliligi, gozlemsel

calisma tasarimlari, as1 epidemiyolojisi

evaluation of short term adverse events. Long term
adverse events can only be determined with studying
vaccinated and unvaccinated groups over a period
of time and comparing them. However alternative
designs are used for investigation of short term
and rare adverse events. The alternative vaccine
safety study designs are ‘risk interval design’, ‘self-
controlled risk interval design’, ‘self-controlled case
series method’, ‘case-centered approach’, ‘case-
crossover design’, ‘case-time-control design’, ‘case-
coverage design’ and ‘ecologic studies’. According to
the question sought in the vaccine safety study and
available data sources, choosing the appropriate one
from among these traditional and alternative designs
is necessary to make correct conclusions. Therefore
limitations, strenghts and assumptions of the vaccine
safety study designs should be necessarily known and

considered.

Key Words: Vaccine safety, observational study

designs, vaccine epidemiology

GIRIS

Bir as1 ruhsat almadan once, asi etkinliginin yani
sira as1 sonrasi gelisen advers olaylar1 (as1 sonrasi
istenmeyen etkileri) incelemek icin klinik denemeler
(clinical trials) oldukca uygun calisma tasarimlandir.
Ancak  bu
buyuklukleri olaylan
incelemek icin yetersiz kalmaktadir. Ornegin 2.000

calismalarin  genellikle  orneklem

astya bagli nadir advers
birey Uzerinde yiritilen bir randomize kontrollii
klinik deneme 10.000°’de 1 insidans1 olan bir advers
olayin asi ile iliskisinin ortaya cikarilmasi icin yeterli
glice sahip olmayacaktir. Ruhsat oOncesi yiritilen
klinik denemelerde gozden kacan bu nadir advers
olaylar, ruhsat sonrasi donemde as1 giivenliligi ile ilgili
endiselere neden olabilmektedir. Farmakovijilans
raporlar ve aktif surveyans yoluyla ortaya cikacak

bu endiselerin gozlemsel epidemiyolojik calisma
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tasarimlan ile giderilmesi veya dogrulanmasi

onemlidir. Ayrica ruhsat oncesi belirlenmis olan asiya
bagli advers etkilerin daha dogru ve kesin bir sekilde
ortaya konmasi gerekir. Bu nedenle as1 programlarinin
olmazsa olmaz bir parcasi da as1 givenliliginin
izlemidir (1-3).

Geleneksel kohort ve olgu kontrol calisma
tasarimlan kullanilarak asi ile advers olay arasindaki
iliskiyi  incelemenin,

yliksek as1  kapsayiciligi

nedeniyle asisiz grup bulmanin zorlugu veya

asisizlarin asililardan ilgili advers olayin goriilmesini
etkileyebilecek ozellikler acisindan sistematik olarak
farkli olmalari gibi, baz1 zorluklar vardir. Bu zorluklar
nedeniyle as1 giivenliliginin ruhsat sonrasi donemde
incelenmesi icin calisma

geleneksel gozlemsel



tasarimlarina alternatif tasanimlar gelistirilmistir (1-
4). Bu derlemenin amaci asi giivenliligi konusunda
kullanilabilecek geleneksel ve alternatif gozlemsel
calisma tasarimlarimin aciklanmasidir.

1. Gozlemsel As1 Giivenliligi Calisma Tasarimlarina
Genel Bakis

Asilanin  toplumda uygulanmaya baslamasindan
sonra da devam eden asi givenliligi izleminde
yuritulecek gozlemsel calismanin tasarimina karar
vermeden once, giivenlilik ile ilgili endisenin ne
oldugu net bir sekilde belirlenmeli ve kullanilabilecek
veri kaynaklarn g6z oniinde bulundurulmalidir.
Glvenlilik sorusunun tanmimlanmasi icin ilk once test
edilecek hipotezin belirli bir asi tipi ile mi, benzer asi
sinifindaki tim asilara maruziyetle mi ilgili oldugunun
ayinminin yapilmast gerekir (1). Ornegin advers
olayin ozellikle kabakulak bileseni Urabe susu olan
bir kizamik kizamikcik kabakulak (KKK) asist ile iliskisi
incelenmek istenebilir (5). Advers olayin tanimi
da tasarima karar verilmeden once net bir sekilde
yapilmis olmalidir. Ornegin incelenmek istenen advers
olay immun trombositopenik purpura olabilecegi
gibi, (1,6,7).

olayin belirsiz olmasi, olgu tamminin gecerliliginin

trombositopeni de olabilir Advers
azalmasina ve boylece cikarimlarda yanliiga (bias)
yol acabilir. Asilamadan sonra gorilen advers olay
icin riskin belirli bir zaman diliminde ve gecici oldugu
durumlarda ise risk periyodunun ayrica tanimlanmasi
gerekir (1). Advers olay gorulme riski asilamadan
sonra, ornegin yalmzca 2 haftada veya 6 haftada
artiyor ve sonrasinda ortadan kalkiyor olabilir (8,9).
Risk periyodunun onceden belirlenmemesi de olgu

taniminin 6zgiilligiiniin azalmasina yol acar (1).

Birasigiivenliligi sorusunuyanitlamadakullanilacak
calisma tasarimim secerken diger bir onemli nokta
mevcut veri kaynaklarinin neler oldugudur. Veri
kaynaginin toplumdaki olgularn belirleyebilmesi ve
ayrica maruziyet bilgisini de saglayabilmesi gerekir.
Guvenlilik sorusunun yanitlanmasinda zamanindalik
bliyiik bir onem tasidig1 icin longitudinal bir kohort
calismasi tasarlamak pratik degildir. Bu nedenle cesitli

mevcut rutin veri kaynaklarindan vyararlanilabilir.
Bunlar; asilama kayitlari, hastane kayitlar, birinci
basamak saglik hizmetleri kayitlari, saglik hizmetleri
veri tabanlari, saglik glivencesi verileri, siirveyans
verileri ve mevcut longitudinal kohort calismalandir.
Kullanilan veri kaynaginin kisitliliklarn mutlaka goz
onlinde bulundurulmalidir. Veri tabaninin biyiikliigu,
verilerin kalitesi, olas1 kanstincilara iliskin verilerin
mevcudiyeti, olgularn belirlemek icin kullanilan tan
kodlarinin duyarliigi ve ozgiilligl, toplumu temsil
edebilirligi, etik konular ve verilerin kullamimi igin
gerekli izinler veri onemli
noktalardir (1).

kaynagr secimindeki

Secilecek gozlemsel tasarim hangisi olursa olsun
asilanma (maruziyet) ve advers olaylarin (sonuc)
belirlenmesindeki yanlilik, asilanma ile advers olay
arasindaki iliskinin tahminini etkiler. Toplum tabanli
rutin veri kaynaklarinin kullanilmasi asilanmanin ve
olgularin belirlenmesindeki yanliig1 azaltmanin bir
yolu olabilir. Ancak test edilecek hipotezin yaygin
olarak bilindigi durumlarda bu tip bir yanliliga egilim
olabilir. Asilanma bilgisinin bireylere sorularak elde
edilmesi yerine asilama kayitlarimin kullanilmasi
tercih edilmesi bir ¢oziim onerisi olabilir. Bu durumda
ise olas1 kanstiric1 degiskenlere ait eksik veriler bir
Olasi
faktorleri ele almak icin veriler mevcut degilse bile bu

sorun olarak karsimza cikabilir. kanstirici
kanstincilarin nasil bir yanliiga neden olabilecegini
anlamak onemlidir (1).

Calismanin gucuniu etkileyen baska bir etmen
ise olgu tammmin Gzgiulligidir. Olgu taniminin
ozgiilligliniin azalmasi, olgularin ve olgu olmayanlarin
yanlissiniflandinlmasinayolacarve asilanmadurumuna
gore ayrimsal olmadikca, etkinin gercek biyikliguni
dusurebilir (10,11). Rutin veri tabanlarinda kullanilan
olgu kodlar ile olgu bildiriminin gegerliliginin yiiksek
olmas1 her zaman saglanamayabilir ve eger cok
fazla sayida olgu varsa pahali olabilir. Ancak olgu
tamimina yanliigin biyikligini degerlendirebilmek
icin, veri tabaninda kullanilan olgu kodlamasinin

ozgiilligli en azindan olgularin bir 6rneklemi lizerinde
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belirlenebilir. Olgu taniminin ozgiilligliniin ayrimsal
olmayan dusikligu iliskinin boyutunu azaltsa bile
atfedilen risk yiizdesi tahminini etkilemeyecegi
unutulmamalidir. Ayrica asi giivenliligi calismalart icin
ozellikle onemli olan diger bir nokta ise ilgili advers
olayin basladigi zamanmin belirlenmesidir. Bu tarih
akut ve siddetli advers olaylar icin genellikle daha
acik olsa da, bazen, ornegin otizm gibi durumlarda,
baslangic zamanin1 belirlemek kolay olmayabilir.
Aynca asilanma zamaninin yanlis siniflandirmasi da

yanliliga neden olacaktir (1).

2. Geleneksel Gozlemsel As1 Giivenliligi Calisma
Tasarimlan

As1 glivenliligi alaninda da geleneksel gozlemsel
epidemiyolojik calisma tasarimlar olan olgu kontrol
ve kohort tasarimlan sik kullanilmaktadir.

2.1. Kohort calismasi

As1 giivenliligini degerlendirmek icin yiiritilen
kohort calismalarinda asiilar ve asisizlar veya
baska bir asiyla asilanmis bireyler belirli bir zaman
periyodu boyunca izlenerek advers olayin insidansi
veya insidans hiz1 acisindan karsilastintirlar (4). Bu
calismalarla rolatif risk, mutlak risk ve atfedilebilir
risk hesaplanabilmesi onemli bir ustiinluktiir (2,4).
Kohort calismalan
maruziyetin bircok sonucunu incelemek acisindan

nadir maruziyetleri ve bir
oldukca uygun calismalardir ancak sonu¢ nadir
Clnki

yeterli sonuc sayisina ulasabilmek icin cok buyuk

oldugunda uygulanmasi zor ve pahalidir.

kohortlar gerekecektir (2,4,12). Ayrica as1 giivenliligi
calismalart genellikle yiiksek as1 kapsayiciligi olan
toplumlarda yiritildigt icin yeterli asisiz birey
sayisina ulasmak da giictiir. Bu calismalardaki diger
olas1 bir sorun ise asi etkililigi calismalarinda oldugu
gibi asii ve asisiz gruplann karsilastirlabilirliginin
(4,12,13).  Kohort
calismalarindan tiretilmis olan yuvalandirilmis olgu

saglanabilmesinin  zorlugudur
kontrol calismalan (“nested case-control”) ise advers
olaylar gibi nadir sonuclar icin daha uygun ve ucuz
calismalardir ve ayrica olgular kontrollerle yas ve
takvim zamanina gore eslestirildigi icin zamanla
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degisen kanstiricilarin da kontrolii saglanabilir (12).

Advers olay gelisimi acisindan kohortlarin izlemi
retrospektif veya prospektif olabilir. Uygulamada

daha cok retrospektif calismalar gorulmektedir
(2,4). Retrospektif kohort calismalarinda kullanilan
rutin veri kaynaklarinin cok genis olmasi gerekir ve
genellikle bu veri kaynaklarinda kanstiricilara ait
bilgiler bulunmamasi onemli bir kisititiktir (1).

Bilesik

rotavirus asisinin (RV-5) infantlarda uygulanmasinin

Amerika Devletleri’nde  pentavalan
ardindan invajinasyon gelisimi riskinin arastirildig
bir kohort calismasinda, yaklasik dort yillik bir
siirede as1 glivenliligi veri tabaninda olan infantlar
kohortu olusturmustur. infantlar 4-34. haftada RV-5
ile asilananlar ve RV-5 disindaki asilarla asilananlar
olarak iki gruba ayrilarak, asilamadan itibaren
30 gun suresinde invajinasyon gelisimi acisindan
karsilastinlmislardir. Analizler tim dozlar, 1., 2. ve
3. dozlar icin ayr1 ayr1 yapilmis ve ayrica 0-7. glinde
invajinasyon gelisimi riskleri de degerlendirilmistir.
Toplam 257.915 ikinci doz RV-5 sonrasi 0-30. guinde
4 invajinasyon gozlenirken, RV-5 disindaki toplam
114.385 as1 dozu sonras1 0-30. glinde 5 invajinasyon
gozlenmistir. Rolatif risk = (4 / 257.915) / (5 /
114.385) = 0,354 (%95 GA: 0,07 - 1,65) bulunmustur
(13).
2.2. Olgu kontrol calismasi

As1 giivenliligi calismalarinda kullanmilan olgu
kontrol calisma tasarimlarinda ayn toplumdan secilmis
advers olay goriilen (olgu) ve goriilmeyen (kontrol)
bireylerde asilanma ‘tahmini rolatif risk (odds)’leri
karsilastinlmaktadir. Advers olaylar gibi nadir gorulen
sonuclari incelemek icin olgu kontrol calismalar kohort
calismalarina gore daha ekonomiktir. Ayrica nadir
olaylar icin bu calismalardan elde edilen odds ratio
(OR), rolatif riske cok yakindir. Ancak bu calismalarda
olgulara uygun kontrollerin secilmesindeki guiclik
onemli bir kisithliktir. Eslestirme ile kanstincilarin

kontrolii saglanabilir (1,4).

Trivalan inaktif influenza asisi ile spontan abortus
arasindaki iliskiyi incelemek icin yurutilen bir olgu



kontrol calismasinda 2005-2006 yilinda 5-16 haftada
spontan abortus yapan 18-44 yas aras1 kadinlar olgu
grubu olarak alinmistir. Kontrol grubu olarak ise
her bir olgu ile ayni saglik kurumunda canli dogum
yapan ve son adet tarihi ayni olan kadinlar alinmistir.
Spontan abortus oOncesi 28 giin icinde asilanmis
olmak maruziyet olarak kabul edilmistir. Olgularin
eslestirilmis  kontrollerinde de aym tarihlerde
asilanmis olanlar maruz olarak degerlendirilmistir.
Calismadaki 243 olgunun 17’si, 243 kontrolun ise
15’inin maruz oldugu belirlenmistir. ‘Conditional’
lojistik regresyon yontemiyle anne yasi, saglik
hizmeti kullanimi, maternal diyabetes mellitus varligi
ve dogum sayisina gore diizeltilmis OR = 1,23 (%95 GA:

0,53 - 2,89; P=0,63) bulunmustur (14).

3. Alternatif gozlemsel as1 giivenliligi calisma

tasarimlan

Bir as1 programi siirerken toplumun asi giivenliligi
ile ilgili sorularina as1 etkililigi ile ilgili sorulardan

daha cabuk yamt Ancak

asilamanin

vermek gerekebilir.

uzun donemdeki advers etkilerinin
degerlendirilmesi, daha kisa donemde ortaya ¢ikan
advers etkilerinin degerlendirilmesinden daha zordur.
Cunku uzun donemdeki advers etkiler yalnizca asili ve
asisizlarin izlenerek karsilastirilmasi ile calisilabilir.
As1t glivenliligini degerlendirmek icin geleneksel
gozlemsel calisma tasarimlarina alternatif olarak
kullanmilan calisma tasarimlan ise kisa donemde
ortaya cikan ve ozellikle nadir advers etkilerin
degerlendirilmesini saglamaktadirlar. Bu alternatifler
‘risk aralig1 tasarimi’, ‘kendi kendine kontrollii risk
aralig tasanm?’, ‘kendi kendine kontrolli olgu serisi
tasannmi’, ‘olgu merkezli yaklasim’, ‘olgu capraz
kontrol tasarimi’, ‘olgu zaman kontrol tasarimi’,
‘olgu kapsayiciik tasarimi’ ve ‘ekolojik calismalar’
olarak sayilabilir (Sekil 1) (1-4, 15-19) .

3.1. Risk araligi tasarimi (= Asili kohort)

(risk

turetilmis  bir

kohort
Kohort
calismalarina olan temel Ustiinligi yalmizca asili

Risk araligi interval) tasarim

calismasindan tasarimdir.

Kohort galismasi

Geleneksel tasarimlar {

Olgu kontrol ¢aligmasi

Risk aralig tasarimi

Gozlemsel ¢alismalar

Alternatif tasarimlar —

{ Kohort tiirevi

| Kendi kendine kontrolli
risk aralig tasarimi

' Kendi kendine kontrolli
olgu serisi tasarimi

Olgu ¢aprazlama
tasarimi

Olgu zaman kontrol
tasarimi

1 Olgu kontrol turevi

—  Ekolojik galigmalar

| Olgu merkezli yaklagim

Olgu kapsayicilik

tasarimi

Sekil 1. Asi etkililigi icin gozlemsel epidemiyolojik calisma tasarimlarinin siniflandirilmasi
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bireylerin analizde yer almasidir. Boylece asililar
ve asisizlar arasindaki
bagli yanliik onlenerek, kohort c¢alismalarindaki

olcilmemis kanstincilara

asili ve asisiz bireylerin karsilastinlabilirligi ile ilgili
kisithilik asilmis olur. Cunkil bu calisma tasariminda
ayni bireyler farkli zaman araliklan temelinde
karsilastinlmaktadir. Bu calismalarin basinda asidan
sonra advers olayin gelisme riskinin artmis oldugu
disunulen bir ‘risk periyodu’ belirlenir. Bu periyod
0-14. giin veya 0-6. hafta gibi bir zaman araligidir.
Tumu asili olan kohortun risk periyodundaki advers
olay insidans1 ile kontrol periyodundaki insidans
karsilastinlir. Kontrol periyodundaki risk asililardaki
bazal riske karsilik gelir. Kontrol periyodu, asilama
oncesi veya sonrasindaki bir zaman aralig1 olabilir.
Asilamanin hemen oncesinde secilecek bir kontrol
periyodu, ilgili advers olay gelisimi acisindan daha
diisiik riskli olabilir. Cunki advers olayin varligi
asilamanin ertelenmesine neden olabilmektedir.
Bu ‘saglikli asili etkisi’ni ele almak icin asilamanin
hemen 6ncesindeki belirli bir zaman aralig1 kontrol
periyodu icerisinden cikarilabilir (Sekil 2). Aynca
genellikle asilama sonrasindaki riskin zaman icindeki
dagiliminin bilinmemesinden dolay1 asiya bagli olan
riskin bir kism1 kontrol periyodu icine kayabilir. Bunun
onune gecebilmek icin risk periyodundan sonra bir
arindirma donemi (washout period) de belirlenebilir

(Sekil 2) (4,12,20). Calismaya asilama oncesi ve risk

A

Kontral perivodu

gun

- 365

0. gin

Saglikli agih

etkisi QSI
N

B

Sekil 2. Risk aralig1 tasariminin sematik gosterimi
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Risk periyadu

-42. glin
2 .

periyodu sonrasi kontrol periyodu da dahil edildigi
icin bu tasarim akut ve kendi kendini sinirlayan advers
olaylarin incelenmesi icin uygundur (12).

Cocuklarda kizamik kizamikcik kabakulak (KKK)
asilamasisonrastimmun trombositopenik purpura (ITP)
riskini belirlemek icin risk araligi tasarimi kullanilan
bir calismaya KKK asis1 olan 12-23 aylik cocuklar dahil
edilmistir. Asilanma tarihi 0. giin olmak Uzere, 0-42.
gunler risk periyodu olarak tanimlanmistir. Kontrol
periyodu ise asilama sonrasi 42-365. ve asilama
oncesi 42-365. gunler olarak belirlenmistir. As1 6ncesi
0-42. ginler ise saglikli as1 etkisini g6z oOniinde
bulundurmak icin analize dahil edilmemistir. Risk
periyodundaki toplam kisi-gun yaklasik 45 milyondur
ve 20 ITP olgusu gozlemlenmistir. Risk periyodundaki
ITP insidans hiz1 = 20 / 45 milyon = 0,11 / 1 milyon
olarak bulunmaktadir. Kontrol periyodundaki toplam
kisi-guin ise yaklasik 405 milyondur ve 43 ITP olgusu
gozlemlenmistir. Kontrol periyodundaki ITP insidans
hizi = 43 / 405 milyon = 0,44 / 1 milyon olarak
bulunmaktadir. Insidans hizlar orani (rolatif risk) ise
0,44 / 0,11 = 4,0’dir. Atfedilen risk yuzdesi ise (0,44
-0,11) / 0,44 = 0,75 (%75) olarak bulunmustur (21).

3.2. Kendi kendine kontrollii risk araligi tasarimi

Risk araligi tasariminmin bir tiirevi olan kendi
kendine risk araligi (self-controlled risk interval)

D

Kontrol periyodu S A
\\'

gin

v
365. giin



tasariminda asii olup advers olay gelisenler, yani

asili olgular, analiz edilerek risk tahmin edilir.

Risk araligi tasariminda oldugu gibi ayni bireylerin

risk ve kontrol periyodlarindaki advers olay
insidanslan karsilastinldigi icin zamanla degismeyen
kanstincilarin -~ kontrolii  saglanmis olur.  Ancak

bu tasarimda farkli olarak asili olup advers olay
gelismeyenler, analize dahil olmadiklan icin, toplam
kisi-zamana katki saglamazlar. Her asili olgu maruz
ve maruz olunmayan kisi-zamana katki saglamis olur.
Maruz ve maruz olunmayan zaman periyodlarindaki
insidans hizlarinin orani (risk periyodundaki insidans
hizi / kontrol periyodundaki insidans hizi) rolatif
insidans hizim1 verir. Oysa risk interval tasariminda
advers olay gelismeyen asililar kontrol periyodundaki
Kendi
kendine kontrollii risk araligi tasariminda da asilanma

kisi-zaman paydasinda yer almaktadirlar.
tarihi risk ve kontrol periyodlarinin belirlenmesinde
indeks tarih olarak kullamlmaktadir. Bu tasarim
asilama sonrasi iyi tanimlanmis gecici risk araliklan
olan advers olaylarin incelenmesi icin uygundur ve
kendi kendine kontrolli olgu serisi tasariminin daha

basit bir alternatifi olarak da disunulebilir (3,4).

Amerika Birlesik Devletleri’nde infantlarda
rotavirls asis1 sonrasi invajinasyon riskini belirlemek
icin ylritiilen bir kendi kendine kontrollii risk aralig:
Ocak 2004-Eylil 2011 5-36,9

haftalik ve asidan itibaren 42 giin izlem siresi olan

tasaniminda, arasi
asili infantlar belirlenerek; iclerinde bu 42 gunlik

sirede invajinasyon gelisenler calisma grubunu
olusturmustur. Risk periyodu asilanmadan itibaren
0-21. gun ve kontrol periyodu 22-42. gin olarak
alinmistir. Toplam 1.277.556 doz RV-5 yapilmis ve
toplam 124 invajinasyon gelismistir. Bu olgular icinde
0-42. giinde invajinasyon gorilenlerin sayist 30’dur.
Asilama ile invajinasyon riski bu 30 olgu lzerinden
analiz edilmistir. Risk periyodunda 17 invajinasyon ve
kontrol periyodunda 13 invajinasyon gozlenmistir. Risk
ve kontrol periyodunun siiresi esit oldugu icin kaba
rolatif insidans hizi = 17 / 13 = 1,307 olarak bulunur.
Calismada yasa gore duzeltilmis rolatif insidans hiz1 =

1,6 (%95 GA: 0,8 - 3,3) olarak bulunmustur (18).

3.3. Kendi kendine kontrollii olgu serisi tasarimi

Kendi kendine kontrollu olgu serisi (self-controlled
case-series) tasarimi, kohort ve olgu kontrol calisma
tasanimlan ile birlikte as1 giivenliligi alaninda en
yaygin
birisidir.

kullanilan  epidemiyolojik yontemlerden
Yalnizca advers olay gelisen bireylerin
(olgu) verilerinin elde edilebildigi durumlarda asi
giivenliligi degerlendirmeleri icin gelistirilmistir.
Asililarin tespit edilmesinin zor ve advers olayin nadir
oldugu durumlarda avantajiidir (1,4). Bu tasarim
kohort tasariminin basitligi, giiciinii ve olgu kontrol
tasariminin  ekonomikligini biraraya getirmektedir
(12,22). Genellikle gozlem periyodu icindeki asilanma
yasindaki degiskenlik arttikca tasarimin giicii de
(23).

asilanma tarihlerinin bilgisini gerektiren bu yontem

artmaktadir Olgularin  tanmimlanmasin1  ve
temel olarak kohort tasarimindan turetilmistir (2,23).
Kendi kendine kontrollii risk aralig tasariminda oldugu
gibi aymi bireylerin risk ve kontrol periyodlarindaki
insidans hizlan karsilastinlmaktadir ancak calisma
tabani asililar ve asisizlar dahil tiim olgularla kisitlidir
(4,12). Boylece her asii olgu hem maruz olunan
hem de maruz olunmayan kisi-zamana katkida
bulunurken, asisiz olgular maruz olunmayan Kkisi-
zamana katkida bulunurlar. Bununla birlikte tasarim
kendi kendine kontrollii risk araligi tasariminda
oldugu gibi yalmzca asili olgularla da yapilabilir (4).
Kendi kendine kontrollii risk aralign tasarimindan
temel farki ise gozlem periyodunun olmasidir. Kendi
kendine kontrollii olgu serisi tasariminda onceden
belirlenmis, asilanma tarihinden bagimsiz bir gézlem
periyodu vardir. Bu gozlem periyodunda tespit edilen
tim olgular calismaya alimr. Risk periyodu kendi
kendine kontrollii risk araligi tasariminda oldugu
gibi onceden tanimlanir, ancak kontrol periyodu tim
gozlem periyodunun risk periyodu haricinde kalan
kisrmdir. Eger olgu asisiz ise tiim gozlem periyodu
kontrol periyodu olarak analize girer. Saglikli asili
etkisini hesaba katmak icin asilama oncesi belirli
(1,4).
Tasanimin onceden belirlenmis bir gozlem periyodu

bir zaman araligi analizden dislanabilir

kullanmasinin temel avantaji coklu ve tekrarlayan
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bagimsiz maruziyetlerin degerlendirilmesine olanak

saglamasidir (4). Bu yontem de kendi kendine
kontrollii oldugu icin zamanla sabit degiskenlerden
kaynaklanan kanstiriciigi kontrol etse de, zamanla
degisen degiskenlerden kaynaklanan karistiriciliktan
daha fazla etkilenmektedir. Clinkii gozlem periyodu
genellikle diger alternatif calisma tasarimlarindaki

analize alinan periyodlardan daha uzundur (3,4).

Kendi kendine kontrolli olgu serisi tasariminin
kullanildigi bir calismada KKK asisi sonrasi konviilzyon
riski degerlendirilmistir. Bu calismada 1 Nisan 1997
ile 30 Eylul 1998 tarihleri arasinda konviilzyon tanisi
alan ve tani tarihi oncesi ve sonrasi 60 giin icinde KKK
asist olan 12-23 aylik ¢ocuklar calismaya alinmistir.
Toplam 1260 cocuk nobet gecirmistir ve bu cocuklarda
toplam 1305 epizod gorulmustir. Asilamadan itibaren
6-11. gun ve 15-35. ginler olarak iki risk periyodu
tanimlanmis, saglikli asili etkisini hesaba katmak
icin -1.ile-14. gunler dislanmistir. Gozlem periyodu
-60 ile 60. giinler olmak uzere toplam 121 ginddir.
Bu 121 giinin -1 - -14., 6-11. ve 15-35. Ginleri
disinda kalan tim zamanlar kontrol periyodunu
olusturmaktadir. Saglikli asili etkisi doneminde 12,
birinci risk periyodunda 93 ve ikinci risk periyodunda
79 olgu saptanmistir. Kontrol periyodunda ise toplam
1.121 olgu bulunmaktadir. Kontrol periyodu referans
alinarak ‘conditional’ lojistik regresyon analizi ile
rolatif insidans saglikli as1 etkisi periyodu igin 0,31
(%95 GA: 0,18-0,53), birinci risk periyodu icin 4,62 (%95
GA: 3,68-5,80) ve ikinci risk periyodu icin 1,08 (%95
GA: 0,85-1,38) bulunmustur. Bu analize gore kontrol
periyoduna gore saglikli asili etkisi periyodunda risk
disuk, birinci risk periyodunda risk artmis ve ikinci
risk periyodunda ise risk degismemistir (2).

Kendi kendine kontrollu olgu serisi tasariminin
kullanildigt  baska bir
asisi sonrasi inme riski degerlendirilmistir. ‘Genel

calismada ise influenza
pratisyenler arastirma veri tabani’na kayitli, 1 Eylul
2001 ile 31 Agustos 2009 tarihleri arasinda inme tanisi
alan 18 yas ustundeki ve en az 1 kez influenza asisi
olanlar calismaya dahil edilmistir. Her bir birey ilk
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asilanma tarihinden 31 Mayis 2009 tarihine kadar, bu
tarihten once izlemden cikanlar izlemden ciktiklan
tarihe kadar ve olenler ise olum tarihine kadarki siire
boyunca calismada yer almistir. Asilama oOncesi 14
giin saglikli asili etkisi periyodu olarak, asilamadan
sonraki 1-3., 4-7., 8-14., 15-28., 29-59., 60-90.,
91-120 ve 121.-180. giinler arasi ise risk periyodlari
olarak belirlenmistir. Her bir birey icin bu periyodlar
disindaki tim siire kontrol periyodu olarak alinmistir.
Birden fazla kez asilanmis olanlarin her asi sonrasi risk
periyodlar ayrica belirlenmistir. Kontrol periyodunda
toplam 53.738 kisi-yilda 10.001 olgu kaydedilirken,
saglikli asili etkisi periyodunda 2.983 kisi-yilda 334
ve 1-3. giin risk periyodunda 733 kisi-yilda 72 olgu
kaydedilmistir. Buna gore insidans hizlarn kontrol
periyodunda = 10.001 / 53.738 = 0,186, saglikli asili
etkisi periyodunda = 334 / 2.983 = 0,124 ve 1-3. glin
risk periodunda 72 / 733 = 0,098 bulunmaktadir.
Kontrol periyoduna gore insidans hizlarn oram ise
saglikli asili etkisi periyodunda = 0,124 / 0,186 =
0,66 ve 1-3. giin risk periyodunda 0,098 / 0,186 =
0,526 olarak bulunmaktadir. Ancak olgularin kendi
kendilerinin kontrolii oldugu dikkate alinmalidir.
Bu nedenle arastirmacilar ‘conditional’ Poisson
regresyon yontemi ile mevsimsellige gore diizeltilmis
insidans hizlar oranlarini (IRR) hesaplamislardir. Buna
gore kontrol periyodu referans alinarak, saglikli asili
etkisi periyodunda dizeltilmis IRR = 0,55 (%95 GA:
0,49-0,61) bulunmustur. Bu periyotta riskin kontrol
periyoduna gore disiik cikmasi saglikli asili etkisiyle
uyumludur. 1-3. gun risk periyodu icin duzeltilmis
0,45 (%95GA: 0,36-0,57)
bulunmustur. Diger bir ifade ile influenza asis1 olmak

IRR hesaplandiginda ise =

bu grupta inme riskine karsi asilama sonrasi 1-3.
giinlerde koruyucudur. Diger risk periyodlar icin de
ayni analizler yapildiginda ise 60. giine kadar olan
tum risk periyodlarinda influenza asisinin inmeye
kars1 koruyucu oldugu goriilmektedir. 60-180. giinler
arasindaki risk periyodlarinda ise bu koruyucu etki
gorilmemektedir (24).



3.4. Olgu merkezli yaklasim

Baslangicta as1 etkililigini degerlendirmek icin
gelistirilen olgu merkezli (case-centered) yaklasim
(25-27). Bu
yaklasim ozellikle mevsimsellik gibi zamanla degisen

aslinda bir olgu serisi yontemidir
degiskenlere bagl kanstirnciligi ele almak igin ruhsat
sonras1 as1 glvenliligi calismalarinda kendine yer
bulmustur (4,19,25,28-30). Olgu merkezli yaklasimla
ya olgu kontrol tasariminda oldugu gibi advers olay
tarihinden geriye dogru ya da kohort tasariminda
oldugu gibi asilanma tarihinden ileriye dogru inceleme
yapilabilir. Geriye dogru bakildiginda olgularda advers
olayin baslangic tarihi oncesindeki bir risk periyodunda
asilanmis olmanin genel toplumdan benzer bireylere
gore dahafazlaolupolmadigiincelenir (4). Digerbirifade
ile advers olay gorilenlerde, onceden belirlenmis bir
risk periyodunda asilanmis olma odds’nin beklenenden
daha yiikek olup olmadig1 incelenir (19). ileriye dogru
bakildiginda ise onceden belirlenmis asilanma sonrasi
bir risk periyodunda advers olay gelismesinin asililarda
genel toplumdan benzer bireylere gore daha yiksek
olasilikta olup olmadigini inceler (4). Bagimli degisken
her olguda advers olayin risk intervali icinde meydana
gelip gelmedigini gosterir. Burada kilit 6ngordiiriici
degisken ise her advers olayin basladigi tarihte risk
setinin risk periyodu icinde asilanmis olma oranidir.
Risk setlerini takvim zamanina demirleyerek, zaman
bagimli  degiskenlerden kaynaklanan kanstiricilik
kontrol edilir. Risk setleri baska karistincilan da ele
almak icin olas1 kanstincilar acisindan benzer olan

asililara kisitlanabilir (4).

Her olgu icin beklenen asilanma oranlan
hesaplanarak, logaritmalar lojistik regresyon modeline
girilir. Regresyon denkleminde olgular arasinda risk
periyodu icinde gozlenen asilanma olasiigi (P1) ve
olgular arasinda risk periyodu icinde beklenen asilanma
olasiligr (PO) ve bir kesim noktas (B) (intercept) yer
almaktadir. OR bu B kullanmlarak elde edilir (20).
Bireysel diizeydeki degiskenlerin kontroliiniin modele
eklenerek degil, tabakalandirma ile yapilmasi ise bu

tasarimin analizinde bir kisitiiliktir (4).

Cocuklarda asilama ile Bell paralizisi riskini
inceleyen bir calismada olgu merkezli analiz
kullanilmistir.  Kaynak toplum olarak Kuzey
California’daki saglik hizmetleri sistemine kayitli

18 yas uzerindeki bireyler, calisma grubu olarak ise
sistemde kayitli olan ve 2001-2006 boyunca Bell
paralizisi tan1 kodu olan ve paralizinin baslangicindan
onceki 1 yil icinde en az 1 kez asilanmis olanlar
alinmistir. Risk periyodlan paralizinin baslangicindan
1-14., 1-28. ve 29-56.
belirlenmistir.  Beklenen

onceki giinler olarak

asilanma  oranlarinin
hesaplanmasi icin, her bir olguda Bell paralizisinin
gelistigi tarihte o olguya yas ve cinsiyet acisindan
benzeyen kaynak toplumdaki bireyleri iceren bir risk
seti olusturulmustur. Olgularin kendilerinin de dahil
oldugu bu risk setinde asilanma oran1 hesaplanmistir.
Bu oran her bir olgunun risk periyodu icinde beklenen
asilanma olasiigidir. Analizler trivalan influenza
asisi, hepatit B asis1 ve herhangi bir as1 icin ayn
ayn yapilmistir. Farzedelim ki 5 yasindaki bir kiz
cocugunda 20 Ocak 2006’da Bell paralizisi gelismis
olsun ve bu cocuk 10 Ocak 2006’da belirli bir as1 ile
asilanmis olsun. Gozlem periyodu bu olguda paralizi
gelisiminden onceki bir yil, yani 20 Ocak 2005 ile 20
Ocak 2006 tarihleri arasi, olmaktadir. Bu olgu icin
bagimli degisken, yani gozlenen asilanma durumu,
olgu paralizi gelisiminden 10 giin once, yani 1-14.
gilin risk periyodu icinde asilandig icin 1’dir. ‘Offset
term’ olarak modele alinacak olan beklenen asilanma
durumu ise kaynak toplumdaki tim 5 yasindaki kiz
cocuklan icinde olgunun paralizi gelistigi tarihten
onceki 1-14. giinde asilanmis olanlarin oramidir. Bu
calismada olgularin icii risk periyodu icinde, 54’u ise
risk periyodu disinda hepatit b asisi ile asilanmistir.
OR lojistik regresyonla 1.3 (%95 GA: 0.4 - 4.5)
bulunmustur (19).

3.5. Olgu caprazlama tasarim

Olgu
gecici maruziyetlerin akut gelisen saglik sonuclarina

caprazlama (case-crossover) tasarimi

etkisini arastirmak icin gelistirilmistir. Tasarim asi
giivenliligi disindaki alanlarda da kullamlmaktadir.
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Ornegin fiziksel efor, kokain kullamim, ofke gibi
maruziyetlerin miyokard infarktusu gelisimi uUzerine
tetikleyici etkisinin incelenmesi icin kullamlmistir
(31, 32). Olgu caprazlama tasarimi eslestirilmis
olgu kontrol calisma tasarimina benzemektedir.
Olgu caprazlama tasariminin kohort tasarimindan
tiretilmis alternatif tasarimlarla karsilastirmali
semasi Sekil 3’te gosterilmistir. Her bir olguda
advers olay gelismeden onceki risk ve kontrol
pencerelerinde asilanmanin olup olmadigi belirlenir
ve risk ve kontrol pencerelerindeki asilanma
oranlan karsilastirilarak advers olayin gelisiminde
asilanmanin etkisi tahmin edilir (24). Her bir olgu,
risk ve kontrol penceresine katkida bulunur. OR,
‘conditional’ lojistik regresyonla tahmin edilir (4).
Calismanin yalnizca olgularla yurutilmesi ve her bir
olgu ayn1 zamanda kendisinin kontrolii oldugu igin
ayn bir kontrol grubu gerektirmemesi hem uygulama

hem de etik acidan tasarima ustiinlik saglar. Bu
ayrica kendi kendine kontrollu risk araligi ve kendi
kendine kontrollii olgu serisi tasariminda oldugu
gibi
icin de kontrol saglar. Eslestirilmis olgu kontrol

zamanla degismeyen bireysel karistinicilar
calismalarinda eksik verilerden kaynaklanan olgu-
kontrol ciftlerinin kayb1 olasiigi da daha azdir
(4,23). Ancak bu tasarimin yanlilik olmadan cikarim
yapabilmesi icin tim periyodlarda altta yatan
asilanma olasiliklar benzer olmalidir. Bu varsayimin
kesin semalara gore uygulanan cocukluk cagr asilan
ve mevsimsel olarak uygulanan asilar icin saglanmasi

zordur (23).

Olgu caprazlama tasariminda gozlemler advers
olay gelistiginde biter. Bu nedenle olasi bir ters

nedensellige ait bir yanliligin Oniine gecilmis

olur ancak tamamen oOnlenemez. Cunku a1

kontrendikasyonuna bagli yanlilik halen s6z konusu

§ . EERES |——| Addwers olay |
Risk arahg: Asililar e riyroeiv . .
tasarirmi | | Kontrol ;
periyodu Adwers olay
Kendi ' Risk | |
kendine i periyodu Adwvers olay |
kontrolli —*-I Asih olgular b . b
risk aralig L Knptrol Adwvers olay
tasarimi periyodu |
Kendi | Risk
kendine 1 periyodu |—’ O St |
kontrollil —*-I Clgular - . . .
olgu serisi ! Knptrol Adwvers olay
tasarimi . periyodu | | ]
_ - | Risk |
Oilgu 1 penceresi SRR L |
caprazlama ——I Olgular p i . i
tasarimi A Kontrol
1§ A  penceresi I—’ Asilanma |

Sekil 3. Risk araligi, kendi kendine kontrolli risk araligi, kendi kendine kontrolli olgu serisi ve olgu caprazlama tasarimla-

rinin sematik ozeti
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olabilir. Ayrica bu tasanm maruziyet trendine
bagli yanliliga da duyarlidir. Ornegin bir toplumda
as1 politikasinin degisimine bagli olarak belirli bir
yas grubu asilanabilir ve bu risk penceresindeki
maruziyetin kontrol penceresindekine gore daha fazla

artisina neden olabilir (4).

Asilama ve multipl sklerozda relaps iliskisinin
incelenmesi icin yurutulen bir olgu caprazlama
calismasina 1 Ocak 1992 ile 31 Aralik 1997 arasinda
‘Avrupa multipl skleroz veri tabani agi’ndaki relaps
olgular ainmistir. Relaps gelisiminden onceki 2 ay risk
penceresiolarak tanimlanmistir ve relaps gelisiminden
onceki 3-4., 5-6., 7-8. ve 9-10. aylar olmak Uzere
4 kontrol penceresi tammlanmistir. Toplam 10 aylik
gozlem periyodunda 643 olgu (relaps) bulunmaktadir.
Risk penceresinde herhangi bir asi ile asilanma orani
%2,3; kontrol periyodlarinda ise bu oran 4 kontrol
penceresinde sirasiyla %3,0, %2,8, %4,0 ve %3,0
olarak bulunmustur. Kontrol periyodlarindaki bu
oranlann ortalamasi alinarak kontrol periyodundaki
genel asilanma orant %3,2 olarak belirlenmistir. Bu
hesaplanan oranlar asilanma riski olarak ele alinarak
rolatif risk hesaplanmistir. Buna gore asilanma icin
rolatif risk = %2,3 / %3,2 = 0,71 (%95 GA = 0,40 - 1,26)
bulunmustur (17).

3.6. Olgu zaman kontrol tasarim

Olgu zaman kontrol (case-time-control) tasarimi
olgu caprazlama tasanminin bir uzantis1 olarak
dustinulebilir (33). Cunki olgu caprazlama tasarimina
bir ‘zaman eslestirilmis’ kontrol grubu eklenmistir.
Bu kontrol grubu maruziyette zaman trendini kontrol
etmeyi saglar. OR hem olgu grubunda ve hem de
kontrol grubunda hesaplanir. Kontrol grubunun OR’si
maruziyette zaman trendine bagli periyod etkisinin bir
tahminidir. Olgu grubunun OR’sinin kontrol grubunun
OR’sine oram (OR olgu / OR kontrol) maruziyetin
incelenen sonuc uzerine etkisini ortaya koyar (4).

Sekil 4’te as1 giivenliligi icin tasarlanmis olgu
kontrol, olgu caprazlama ve olgu zaman kontrol
calismalarinin tasarimi sematik olarak gosterilmistir.
Bir olgu kontrol calismasinda olgu ve kontrol
gruplarinda risk penceresindeki asilanma odds’lan
karsilastinlir. Olgu caprazlama tasariminda ise olgu
grubu icinde risk ve kontrol penceresindeki asilanma
odds’larn karsilastinlmaktadir. Olgu zaman kontrol
tasariminda ise olgu ve kontrol gruplarinda ayr ayn
risk ve kontrol pencerelerindeki asilanma odds’lan
karsilastirilarak elde edilen OR’lerin oranlanmasiyla
risk tahmin edilir (34).

c [=
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i =
~ o~ )
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Kontrol penceresi Risk penceresi Advers olay
(B)
(c) (A)
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Sekil 4. Olgu zaman kontrol tasariminin sematik gosterimi
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Kawai ve arkadaslari maternal influenza
asilamasinin  fetal yarik damak/dudak uzerine
etkisini incelemek icin bir olgu zaman kontrol
tasarimi  olusturmuslardir.  Kontroller —maternal
yas ve tahmini cinsel birlesme tarihine gore
olgularla eslestirileceklerdir. Boylece gestasyonel
yas ve mevsimsellige bagli maternal influenza
asilamasindaki zaman trendini kontrol etmis
olacaklardir. Olgular arasinda organogenezise karsilik
gelen risk penceresindeki asilanma odds’u ile kontrol
penceresindeki asilanma odds’u karsilastirilarak
elde edilecek OR ile kontrol grubunda ayni sekilde
hesaplanacak olan OR karsilastirlarak elde edilecek
OR riski belirleyecektir. Calisma grubu yalnizca
asililardan olusacaktir (35).

3.7. Olgu kapsayicilik tasarimi

Olgu kapsayiciik  (case-coverage) tasarimi,
dis referans kullanan olgu temelli bir yontemdir.
Bu tasarimda advers olay gelisenlerdeki (olgular)
asilanma odss’u olgularin iginden geldigi toplumun
asilanma odds’u ile karsilastinlir. As1  etkililigi
calismalarinda ‘tarama yontemi’ (screening method)
olarak da bilinen tasarimin en onemli 6zelligi olgu
olmayanlarin bireysel verilerine gerek olmamasidir
(23,36). Bu tasanm tim toplumun kontrol grubu
oldugu bir eslestirilmemis olgu kontrol calismas1 gibi
dusunulebilir, geleneksel olgu kontrol calismasinin
tersine kontroller hem olgular1 hem de saglamlan
icermektedir. Bu tasanmin uygulanabilmesi icin
toplumdaki as1 kapsayiciigi verilerinin  giivenilir
olmasi gerekir. Rutin toplanan kapsayicilik verilerinin
genellikle karnstirncilarin  kontroliine izin verecek
diizeyde toplanmamasi da onemli bir kisitlitiktir (23).

Birlesik Krallik’ta kuzeydogu Thames bolgesinde
yapilan bir calismada olgu kapsayiciik tasarimi
KKK asis1 ile otizm arasindaki iliskiyi incelemek icin
kullamlmistir. Bolgede KKK asis1 1988’de uygulamaya
girmistir. Olgu grubu 1987’den sonra dogan otizm
tamli 389 cocuktan olusmaktadir. Olgularin ikinci
dogum giinleri itibariyle KKK asis1 olma oranlari, her
dogum kohortlarindaki KKK as1 kapsayiciligi 1987 ile
1995 aras1 donemde karsilastinlmistir. Olgularda ve
toplumdaki as1 kapsayiciligi cok benzer bulunmustur.
Bu bulgu KKK asis1 ile otizm arasindaki iliski olmadig
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lehinedir (15).
3.8. Ekolojik g¢alismalar

Bir calismada bireysel maruziyetler
simflandirilmadan grup  duzeyindeki veriler
kullamliyorsa o calisma ekolojik calisma adini alir.
Ekolojik tasarim kullanilarak farkli as1 kapsayiciligi
olan gruplarda advers olaylarin hizi veya sikligi
karsilastinlarak as1 giivenliligi ile ilgili soruya
yanit aranabilir. Gruplar, farkli illerde yasayanlar
gibi mekansal olarak ya da aym toplumun asi
programi oncesi ve sonrasi gibi zamansal olarak
belirlenebilir. As1 giivenliligi degerlendirmesi igin
yuritulecek ekolojik calismalarin yalmzca olgulan
icerecek sekilde tasarlanmasi daha yararli olabilir.
Ancak unutulmamalidir ki ekolojik calismalarin en
onemli kisithiligr grup diizeyinde saptanan iliskilerin
bireysel diizeyde de tekrarlanip tekrarlanmadigin
degerlendirememesidir. Bu nedenle nedensel iliskinin
gosterilmesinde zayif tasanimlardir (23). Farzedelim
ki mevsimsel influenza as1 kapsayicilig yiiksek olan
toplumlarda anemi sikligi daha yiiksek bulunmus
olsun. Bu bulgu mevsimsel influenza asis1 olanlarin
daha fazla anemi oldugunu gostermez. Bu kisitlilik
ekolojik yanilg1 (ecologic fallacy) olarak bilinir (23).

Brezilya’nin Salvador sehrinde 16 Agustos 1997’de
hedef niifus 1-11 yas arasi cocuklar olan, Urabe susu
iceren KKK asisi ile kitlesel bagisiklama kampanyasi
baslatilms ve iki haftada sonlandinlmistir. Urabe-
Mumps susu kullanilan asinin daha once aseptik
menejitle iliskilendirilmis olmasi nedeniyle, Mart-
Ekim 1997 arasindaki olgularla bir ekolojik calisma
gerceklestirilmistir. Olgu sikliklan, referans periyod
olarak alinan as1 kampanyasi oncesi 1997 yilinin 10-
33. epidemiyolojik haftasi ile asi kampanyasi sonrasi
doneme denk gelen 34-43. epidemiyolojik haftalar
arasinda karsilastinlmistir. Referans periyotta toplam
10.403.912 kisi-haftada 29 aseptik menenjit olgusu
varken; 34-35. haftada 904,688 kisi-haftada 3 aseptik
menenjit olgusu bulunmustur. Insidans hizi referans
periyotta =29 / 10.403.912 = 0,278 / 100 bin kisi-hafta
ve 34-35. haftada ise = 3 / 904.688 = 0,332 / 100 bin
kisi-hafta bulunmustur. Insidans hizlarn oram = 0,332
/ 0,278 = 1,19 (%95 GA: 0,36-3,91)’dir. Otuz altinci
haftada ise 452.344 kisi-haftada 18 olgu goruilmustur.



Insidans hiz1 = 18 / 452.344 = 3,97 / 100 bin kisi-
haftadir. Referans periyotla karsilastirildiginda rolatif
risk = 3,97 / 0,278 = 14,28 (%95 GA: 7,93-25,71)
bulunmustur (37).

Bu ornekte oldugu gibi as1 kampanyalan giiclii
ekolojik calismalar yiritmek icin iyi firsatlardir.
Ancak mevsimsellik ve diger zamanla degisen
karistinci etkilerin duzeltilmesindeki kisitlilik ekolojik
tasarimlarn diger bir zayif yoniidir (23).

Sonuc olarak, Ruhsat o©ncesi donemde tespit
edilememis nadir advers olaylara iliskin endiselerin
gozlemsel epidemiyolojik calisma tasarimlan ile
giderilmesi veya dogrulanmasi gerekir. Ayrica ruhsat
oncesi belirlenen asiya bagli advers etkilerin boyutu
da daha dogru ve kesin bir sekilde aciklanmalidir. Bu

CIKAR CATISMASI

nedenle asi giivenliligi calismalarinin asi programlariyla
es zamanli olarak yurutulmesi as1 programlarinin
ayrilmaz bir parcasidir. Geleneksel kohort ve olgu
kontrol calisma tasarimlar kullanilarak asi ile advers
olay arasinda iliski olup olmadiginin gosterilmesinde
karsilasilan baz1 zorluklar vardir. Advers olayin nadir
goriilmesi, as1 kapsayiciliginin  yiiksek olmasi ve
asili ve asisiz gruplarin karsilastirilabilir olmasinin
glicligli geleneksel calisma tasarimlarina alternatif
tasanimlarin  gelistirilmesini  gerektirmistir. ~ Asi
giivenliligi calismasinda cevap aranan soruya ve
mevcut veri kaynaklarina gore bu geleneksel ve
alternatif tasarimlardan uygun olanin secilmesi dogru
cikarimlar yapilabilmesi acisindan zorunludur. Bu
tasanmlar yurutulurken kisithiliklar, guclu yonleri ve
varsayimlar1 mutlaka goz oniinde bulundurulmalidir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.

KAYNAKLAR

1. Andrews N. Epidemiological designs for vaccine
safety assessment: methods and pitfalls.
Biologicals, 2012; 40(5): 389-92.

2. Andrews NJ. Statistical assessment of the
association between vaccination and rare
adverse events post-licensure. Vaccine, 2001;
20 (Suppl 1): 49-53.

3. Li R, Stewart B, Weintraub E. Evaluating
efficiency and statistical power of self-
controlled case series and self-controlled risk
interval designs in vaccine safety. J Biopharm
Stat, 2015; 1-8.

4, Baker MA, Lieu TA, Li L, Hua W, Qiang Y, Kawai
AT, et al. A vaccine study design selection
framework for the postlicensure rapid
immunization safety monitoring program. Am J
Epidemiol, 2015; 181(8): 608-18.

5. Jefferson T, Price D, Demicheli V, Bianco E;

European Research Program for Improved
Vaccine Safety Surveillance (EUSAFEVAC)
Project. Unintended events following

immunization with MMR: a systematic review.
Vaccine, 2003; 21(25-26) :3954-60.

6. Cecinati V, Principi N, Brescia L, Giordano P,
Esposito S. Vaccine administration and the
development of immune thrombocytopenic
purpura in children. Hum Vaccin Immunother,
2013; 09(5): 1158-62.

7. Nordin JD, Kharbanda EO, Vazquez-Benitez G,
Lipkind H, Lee GM, Naleway AL. Monovalent
H1N1 influenza vaccine safety in pregnant
women, risks for acute adverse events. Vaccine,
2014; 32(39): 4985-92.

8. Greene SK, Kulldorff M, Yin R, Yih WK, Lieu TA,
Weintraub ES, et al. Near real-time vaccine
safety surveillance with partially accrued data.
Pharmacoepidemiol Drug Saf, 2011; 20(6): 583-90.

9. Wilson K, Hawken S, Kwong JC, Deeks S,
Crowcroft NS, Van Walraven C, et al. Adverse
events following 12 and 18 month vaccinations:
a population-based, self-controlled case series
analysis. PLoS One, 2011; 6(12): e27897.

10. dos Santos Silva |. Cancer epidemiology:
principles and methods. International Agency
for Research on Cancer. Geneva: World Health
Organization,1999.

11. Gordis L. Epidemiology (Fifth
Philadelphia: Elsevier/Saunders, 2009.

edition).

12. Glanz JM, McClure DL, Xu S, Hambidge SJ, Lee M,
Kolczak MS, et al. Four different study designs to
evaluate vaccine safety were equally validated
with contrasting limitations. J Clin Epidemiol,
2006; 59(8): 808-18.

Turk Hij Den Biyol Derg

231



118,

14.

(53

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

232

Shui IM, Baggs J, Patel M, Parashar UD, Rett
M, Belongia EA, et al. Risk of intussusception
following administration of a pentavalent
rotavirus vaccine in US infants. JAMA. 2012;
307(6): 598-604.

Irving SA, Kieke BA, Donahue JG, Mascola MA,
Baggs J, DeStefano F, et al. Trivalent inactivated
influenza vaccine and spontaneous abortion.
Obstet Gynecol, 2013; 121(1): 159-65.

Taylor B, Lingam R, Simmons A, Stowe J, Miller
E, Andrews N. Autism and MMR vaccination
in North London; no causal relationship. Mol
Psychiatry, 2002; 7 (Suppl 2) :7-8.

Confavreux C, Suissa S, Saddier P, Bourdes V,
Vukusic S; Vaccines in Multiple Sclerosis Study
Group. Vaccinations and the risk of relapse in
multiple sclerosis. Vaccines in Multiple Sclerosis
Study Group. N Engl J Med, 2001; 344(5): 319-26.

France EK, Glanz JM, Xu S, Davis RL, Black SB,
Shinefield HR, et al. Safety of the trivalent
inactivated influenza vaccine among children:
a population-based study. Arch Pediatr Adolesc
Med, 2004; 158(11): 1031-6.

Yih WK, Lieu TA, Kulldorff M, Martin D, McMahill-
Walraven CN, Platt R, et al. Intussusception risk
after rotavirus vaccination in U.S. infants. N
Engl J Med, 2014; 370(6): 503-12.

Rowhani-Rahbar A, Klein NP, Lewis N, Fireman B,
Ray P, Rasgon B, et al. Immunization and Bell’s
palsy in children: a case-centered analysis. Am J
Epidemiol, 2012; 175(9): 878-85.

Fine PE, Chen RT. Confounding in studies of
adverse reactions to vaccines. Am J Epidemiol,
1992; 136(2): 121-35.

France EK, Glanz J, Xu S, Hambidge S, Yamasaki
K, Black SB, et al. Team. Risk of immune
thrombocytopenic purpura after measles-
mumps-rubella immunization in children.
Pediatrics, 2008; 121(3): e687-92.

Weldeselassie YG, Whitaker HJ, Farrington
CP. Use of the self-controlled case-series
method in vaccine safety studies: review and
recommendations for best practice. Epidemiol
Infect, 2011; 139(12): 1805-17.

Farrington CP. Control without separate controls:
evaluation of vaccine safety using case-only
methods. Vaccine, 2004; 22(15-16): 2064-70.

Asghar Z, Coupland C, Siriwardena N. Influenza
vaccination and risk of stroke: Self-controlled
case-series study. Vaccine, 2015; 33(41): 5458-63.

Qian L, Tseng HF, Sy LS, Jacobsen SJ. Confounder
adjustment in vaccine safety studies: comparing
three offset terms for case-centered approach.
Vaccine, 2013; 31(2): 431-5.

Turk Hij Den Biyol Derg

26.

27.

28.

29.

30.

B,

32.

38,

34.

35.

36.

37.

Fireman B, Lee J, Lewis N, Bembom O, van der
Laan M, Baxter R. Influenza vaccination and
mortality: differentiating vaccine effects from
bias. Am J Epidemiol, 2009; 170(5): 650-6.

Hekimoglu CH. As1 epidemiyolojisi: As1 etkililigi
icin epidemiyolojik calisma tasarimlari. Turk Hij
Den Biyol Derg, 2016; 73(2): 161-74.

Klein NP, Fireman B, Yih WK, Lewis E, Kulldorff
M, Ray P, Baxter al. Measles-mumps-rubella-
varicella combination vaccine and the risk of
febrile seizures. Pediatrics, 2010; 126(1): e1-8.

Tseng HF, Liu A, Sy L, Marcy SM, Fireman B,
Weintraub E, et al. Safety of zoster vaccine
in adults from a large managed-care cohort:
a Vaccine Safety Datalink study. J Intern Med,
2012; 271(5): 510-20.

Baxter R, Lewis E, Fireman B, DeStefano F, Gee
J, Klein NP. Case-centered Analysis of Optic
Neuritis After Vaccines. Clin Infect Dis, 2016.
pii: ciw224.

Maclure M. The case-crossover design: a method
for studying transient effects on the risk of
acute events. Am J Epidemiol. 1991; 133(2):
144-53.

Suissa S, Delaney JA. The case-crossover study
design in pharmacoepidemiology. Stat Methods
Med Res, 2008; 9(1): 1-13.

Suissa S. The case-time-control
Epidemiology, 1995; 6(3): 248-53.

Hernandez-Diaz S, Hernan MA, Meyer K, Werler
MM, Mitchell AA. Case-crossover and case-time-
control designs in birth defects epidemiology.
Am J Epidemiol, 2003 Aug 15; 158(4): 385-91.

Kawai A, Li L, Andrade S, Nguyen M, Selvan
M, Lin N, et al. Influenza vaccines and birth
outcomes.http://www.mini-sentinel.org/work_
products/PRISM/Mini-sentinel_PRISM_Influenza-
Vaccines-and-Birth-Outcomes-Protocol.pdf. 25
Subat 2013. Published February 25, 2013. Erisim
18 May1s 2016.

Farrington CP.  Estimation of vaccine
effectiveness using the screening method.Int J
Epidemiol, 1993; 22(4): 742-6.

Dourado I, Cunha S, Teixeira MG, Farrington CP,
Melo A, Lucena R, et al. Outbreak of aseptic
meningitis associated with mass vaccination
with a urabe-containing measles-mumps-
rubella vaccine: implications for immunization
programs. Am J Epidemiol, 2000; 151(5): 524-
30.

design.



TELIF HAKKI DEVRi / COPYRIGHT RELEASE

ool J20.

Makale Trii/Article Type:
(...) Arastirma/Research  (...) Derleme/Review  (...) Olgu Sunumu/Case Report (...) Editére Mektup/Letter to Editor

Makale Baghg/Article ENtiled t. oottt

Sayin Editor,
Yayimlanmast dilegiyle Ttiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi'ne gdnderdigimiz makalenin yazarlart olarak;

1. Derginizde yayimlanmak tizere yollamis oldugumuz makalenin orjinal oldugunu; bilimsel ve etik
sorumlulugunun bize ait oldugunu,

2. Makalenin; derginizdeki degerlendirme siirecinde bagka bir yayin organina yayimlanmak iizere
gdnderilmedigini ve génderilmeyecegini,

3. Makalenin; kisilik ve telif haklarina aykirt kanun disi maddeler icermedigini,

4. Yayin haklarinin Ttiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi'ne ait oldugunu kabul ve beyan ederiz.

Dear Editor,
Here, we affirm and warranty as the author(s) of this manuscript submitted to Turkish Bulletin of Hygiene and
Experimental Biology that;
1. The article I / We submitted to the Bulletin is original and responsibilities are belong to us ethically and scientifically,
2. The article is not currently being considered for publication by any other journal and will not be submitted for such
review while under the evaluation of this bulletin,
3. The article contains no unlawful statements and does not contain any materials that violate any personal or
proprietary rights,
4. The article publishing rights belong to Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology.

(o) ) e
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone :..coovvooiieiicicieieeee

(o)) e
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone oo

()3 et e
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone :..cooiieiciecieeieeee

(o)) o
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone :..coovioviioiiicieieeeee

(o)D) e
Yazigma Adresi/Corresponding Address :
Tel/Phone toeeeveeieeeceeeceeee

Not / Note : 1. ileti§im kurulacak yazarin yanina (X) isareti koyunuz / Please indicate the corresponding author with (X)
2. Formu asagidaki adrese faks/posta yolu ile génderiniz veya elden teslim ediniz / Please send this form to the
address below by faks or mail or deliver personally

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi / Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology
HALK SAGLIGI GENEL MUDURLUGU / GENERAL DIRECTORATE OF PUBLIC HEALTH
Saglik Mah. Adnan Saygun Cad. No: 55 E Blok Park Girisi 06100 Sihhiye- ANKARATURKEY







