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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI 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 yapilabilir.

Gonderilen yazilarda asagidaki kurallara uyum aranir. Kurallara uymayan
yazilar daha ileri bir incelemeye gerek goriilmeksizin yazarlarina iade edilir.

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

2. Makale bashig, ingilizce baslik, kisa baslik, yazar adlan, calisilan kurumlara
ait birimler, yazisma isini Ustlenen yazarin agik adresi, telefon numaralarn
(sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir:

a. Yazinin basligi 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 bolimiinde mutlaka belirtilmelidir.

d. Makale, kongre/sempozyumda sunulmussa sunum tiirii ile birlikte dipnot
veya tesekkiir bolimiinde mutlaka belirtilmelidir.

3. Yazilardaki terimler miimkiin oldugunca Tiirkge ve Latince olmali, dilimize
kullamlmalidir. Oz Tiirkce’ye 6zen gosterilmeli ve Tiirkce kaynak kullanimina
onem verilmelidir.

4. Metin icinde gecen mikroorganizma isimleri ilk kullanildiginda tam
ve acik yazilmali, daha sonraki kullanimlarda kisaltilarak verilmelidir.
Mikroorganizmalarin orijinal Latince isimleri italik yazilmalidir: Ornegin;
Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa gibi. Yazida sadece cins adi gecen
climlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlan Tirkce

yazilmali; uluslararasi standardlara uygun olarak kisaltilmalidir.

5. Metin icerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri Uluslararas1 Birimler
Sistemi (SI)’ne gore verilmelidir.

6. Yazilar bir zorunluluk olmadikga “ge¢mis 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 birakilmalidir.

8. Yazarlar arastirma ve yayin etigine uymalidir. Klinik arastirmalarda, calismaya
katilanlardan bilgilendirilmis olur alindiginin gere¢c ve yontem bdlimiinde
belirtilmesi gerekmektedir. Gonillii ya da hastalara uygulanacak prosediirlerin
ozelligi tumiyle anlatildiktan sonra, kendilerinin bilgilendirilip onaylarinin
alindiginm1 gosterir bir climle bulunmalidir. 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 tiim
mevzuatta belirtilen hiikiimlere uymali ve “Etik Kurul Onay1”n1 gondermelidir.

9. Hayvanlar lzerinde yapilan calismalar icin de gereken izinler alinmali;
yazida deneklere agri, ac1 ve rahatsizlik verilmemesi icin neler yapildig1 acik
bir sekilde belirtilmelidir.

10. Hasta kimligini tanitacak fotograf kullamldiginda, hastamin yazili onayi
gonderilmelidir.

11. Arastirma yazilari;

Tiirkce Ozet, ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve Yontem, Bulgular, Tartisma,
Tesekkir (varsa) ve Kaynaklar bolimlerinden olusmalidir. Bu bélim basliklar

sola yaslanacak sekilde biiyiik harflerle kalin yazilmalidir. ingilizce makalelerde
de Tirkce baslik, kisa baslik ve 6zet bulunmalidir.

a) Tiirkce Ozet: Amac, Yontem, Bulgular ve Sonug, alt basliklarindan
olusmalidir (yapilandinlmis 6zet) ve en az 250, en fazla 400 kelime icermelidir.

b) ingilizce Ozet (Abstract): Tiirkce Ozet béliimiinde belirtilenleri birebir

karsilayacak sekilde “Objective, Method, Results, Conclusion” olarak
yapilandirilimalidir.
c) Anahtar Kelimeler: 3-8 arasinda olmali ve Index Medicus Medical

Subject Headings-(MeSH)’de yer alan kelimeler kullamlmalidir. Tiirkce anahtar
kelimelerinizi olusturmak icin http://www.bilimterimleri.com/ adresini kullaniniz.

d) Giris: Arastirmanin amaci ve gerekgesi glincel literatlr bilgisi ile
desteklenerek iki sayfayr asmayacak sekilde sunulmalidir.

e) Gereg¢ ve Yontem: Arastirmanin gerceklestirildigi kurum/kurulus ve
tarih belirtilmeli, arastirmada kullanmilan arag, gere¢ ve yontem sunulmali;
istatistiksel yontemler acgikca belirtilmelidir.

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

g) Tartisma: Arastirmanin sonunda elde edilen bulgular, diger arastircilarin
bulgulanyla karsilastinnlmalidir. Arastirici, kendi yorumlarim bu boliimde
aktarmalidir.

h) Tesekkiir: Ana metnin sonunda kaynaklardan hemen once yer almalidir.
Tesekkiir boliimiinde 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 ciimle sonlarinda verilmelidir. Kaynaklarin yaziimi 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.

Siireli yayin: Yazar(lar)in Soyadi Adinin bas harf(ler)i (alt1 veya daha az yazar
varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayis1 yedi veya daha ¢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 numarast.

« Standard dergi makalesi icin 6rnek: 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.

« Yazar verilmemis makale icin ornek: Anonymous. Coffee drinking and
cancer of the panceras (Editorial). Br Med J, 1981; 283: 628.

« Dergi eki icin 6rnek: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functinal asplenia:
Demonstration of splenic activity by bone marrow scan (Abstract). Blood,
1979; 54 (Suppl 1): 26a.

Kitap: Yazar(lar)in soyadi adimin 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 bolimii: Bolim yazar(lar)in soyadi adinin basharf(ler)i. Bolim basligr.
In: Editor(ler)in soyadi adinin basharf(ler)i ed/eds. Kitabin adi. Kacginci baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili: Boliimiin 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 VIII). 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 i¢cinde
kaynak olarak gosterilmelidir. Konuyla ilgili ayrintili bilgi icin “National Library
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)”
boliimiine bakimz.

Sekil ve Tablolar: Her tablo veya sekil ayrn 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
yazilmaluidir. Aciklayici bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullamlmalidir. Fotograflar “jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artirnlmasi icin gerekli oldugu durumlarda
fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.

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

13. Derleme tiirli yazilarda tercihen yazar sayisi ikiden fazla olmamalidir.
Yazar(lar) daha once bu konuda calisma 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
kelime icermelidir) ve anahtar kelimeler bulunmalidir. Derleme tiirii yazilar
icin kaynak sayisi en fazla 60 olmalidir.

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

15. Editore Mektup: Daha once yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida
bulunmak ya da bilim haberi niteligi tasiyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla
yazilan yazilar, Yayin Kurulu’nun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan
yayinlanir. Editore Mektup bir sayfayr asmamali ve kaynak sayis1 en fazla 10
olmalidir.

16. Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.
17. Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Tirkiye Halk Sagligr Kurumu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

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



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

Articles should be prepared according to the rules of the Turkish Bulletin of
Hygiene and Experimental Biology. Submissions can be made online at the
address www.turkhijyen.org through the Online “Manuscript Submission,
Tracking, Evaluation Program”.

Manuscripts are checked according the following rules. If the rules are not
adhered to, manuscripts will be returned to the author.

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, short title, author name(s), names of institutions and
the departments of the authors, full address, telephone numbers (landline and
mobile) and 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”. Importance should e given to use pure Turkish language and as many
as Turkish references.
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
Systeme International (SI).
6. Articles should be written in one of the “past perfect, present perfect and
past” tenses and in the passive mode.
7. Only 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. The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology expects the authors
to comply with the ethics of research and publication. 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
the authors do not have a local ethics committee, the principles outlined in the
“Declaration of Helsinki” should have been followed. Authors should declare that
they have followed the internationally accepted latest guidelines, legislation and
other related regulations and should sent “Approval of the Ethics Committee”.
9. 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.
10. 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.
11. 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).

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 “et
al”). The title of the article, the abbreviated name of the journal according to
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Kursun maruziyetinin taranmasinda sa¢ ve idrar numunelerinin
kullanilabilirliginin arastirilmasi

Ceylan BAL', Murat BUYUKSEKERCI?, Miijgan ERCAN?, Oya TORUN-GUNGOR*, Engin TUTKUNS, Fatma Meric YILMAZ'

OZET

Amac: Bu calismanin amaci, es zamanh
olarak bakilan tam kan, 24 saatlik idrar ve sac¢
kursun diizeylerinin birbiri ile karsilastirilmasi
ve kursun maruziyetinin taranmasinda sag¢
ve idrar numunelerinin kullanilabilirliginin
arastirilmasidir.

Yontemler: Ankara Meslek Hastaliklarn
2010-2014 yillar
periyodik muayene amaciyla basvuran 436 isciye

Hastanesi’ne arasinda
ait veriler degerlendirildi. Tam kan, 24 saatlik
idrar ve sa¢ kursun diizeyleri es zamanh olarak
bakilmis kisiler calismaya dahil edildi. Kisiler iki
farkli tam kan maruziyet diizeyine (10 pg/dL ve
30 pg/dL) gore degerlendirildi.

Bulgular: Tam kan maruziyet sinirlarina gore
siniflandirilan gruplarin 24 saatlik idrar ve sac
kursun dizeyi birbirinden farkli ve istatistiksel
olarak anlamli idi (p<0,001). Tam kan kursun
diizeyi 24 saatlik idrar kursun diizeyi ve sa¢ kursun
dizeyi ile pozitif bir korelasyon gosteriyordu
(siraswyla; r=0,552; p<0,001, r=0,566; p<0,001).
10 pg/dL sinir degerine gore sa¢ %95 duyarlilik,
%64 ozglllik, %16 yalanci pozitiflik, %13 yalanc
negatiflik gosterirken 24 saatlik idrar ornekleri %53
duyarlilik, %100 ozgillik, %0 yalanci pozitiflik ve
%49 yalanci negatiflik gosteriyordu. 30 pg/dL simir

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to compare
whole blood, 24 hour urine and hair lead levels
which were measured concurrently, and evaluate
the utility of hair and urine samples for screening
of lead exposure.

Methods: The data of 436 workers who referred
to Ankara Occupational Diseases Hospital between
2010 and 2014 for periodic examination were
evaluated. People who examined whole blood,
24 hour urine and hair lead levels concurrently
were included in this study. People were evaluated
according to two different whole blood exposure
levels (10 pg/dL and 30 pg/dL).

Results: 24 hour urine and hair lead levels
of the groups classified according to whole blood
exposure limits were different from each other and
statistically significant (p<0,001). Whole blood lead
level showed a positive correlation with 24h urine
lead level and hair lead level (r=0,552; p<0,001,
r=0,566; p<0,001, respectively). 24 hour urine
specimens showed 53% sensitivity, 100% specificity,
0% false positivity and 49% false negativity, while
the hair displayed 95% sensitivity, 64% specificity,
16% false positivity and 13% false negativity
according to the 10 pg/dL limit value. Moreover,
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degerine gore sac %100 duyarliliga, %36 ozgilluge,

%58 vyalanci pozitiflige, %0 yalanci negatiflige

sahip iken 24 saatlik idrar numunesi %86 duyarlilik,
%89 ozgullik, %22 yalanc1 pozitiflik ve %7 yalanci
negatiflige sahipti.

Sonug: Sag, yiiksek ve diisiik diizey kursun
maruziyetini

belirlemede uygun bir numune

olmasina ragmen 24 saatlik idrar, yiiksek

daha
numune ile

diizey maruziyetleri belirlemek icin

uygun numunedir. Bu iki cins
farkli maruziyet seviyeleri arastirilirken yalanci

negatiflik acisindan dikkatli olunmalidir.

Anahtar Kelimeler: kursun, tam kan, idrar, sac.

according to the 30 pg/dL limit value, while hair
had 100% sensitivity, 58%
positivity and 0% false negativity, 24 hour urine

36% specificity, false
sample had 86% sensitivity, 89% specificity, 22%
false positivity and 7% false negativity.
Conclusion: Although hair is a suitable sample
for determining high and low level of lead exposure,
24h urine is a suitable sample for determining
high
exposure levels with these both samples, it must

level exposure. When evaluating different

be considered with regard to false negativity.

Key Words: lead, whole blood, urine, hair.

GIRIS

Kursun sanayide oldukca yaygin kullanilan kimyasal
ve fiziksel ozellikleri iyi bilinen agir bir metaldir.
Aku Uretimi basta olmak Uzere, pigment ve kimyasal
maddelerde, kablo izolasyonu, seramik yapimi, plastik
Uretimi gibi cok cesitli sektorlerde kullamlmaktadr.
Mesleki maruziyetin yan1 sira cesitli endustiyel
faaliyetler sonucu kontamine olan toprak, su ve hava
ile maruziyet de meydana gelebilir (1-3).

Kursun toksisitesi hucre ici, hucreler arasi ve
molekiler mekanizmalara dayanmaktadir. Kursun
Ca2+, Mg2+, Fe2+ ve Na+ gibi katyonlarin yerini
alabilen bir metal olup, hiicre ici ve hiicreler arasi
sinyal iletimi, hiicre adezyonu, protein sentezi,
apoptozis, iyon transportu, enzim regilasyonu ve
norotransmitter salinimi gibi bir cok biyolojik slireci
etkiler. Ayrica reaktif oksijen tirlerinin olusmasina
neden olur. Tum bu etkilerin sonucunda basta sinir
sistemi olmak Uzere, kardiyovaskiiler sistem, lreme
sistemi, hematopoetik sistem ve bobrekler iizerine
olumsuz etkiye neden olur. Kursun maruziyeti sonucu,
doza ve maruziyet siiresine bagli olarak abdominal agn
ve kramp, konstipasyon, anemi, davranis bozukluklar,
bobrek hasari, ozellikle cocuklarda okul basarisinda
disme ve 1Q’da azalma meydana gelir. Bu semptomlar
diger hastaliklarin semptomlari ile karsabilir (4-10).

Turk Hij Den Biyol Derg

Kursun viicuda temel olarak sindirim ve inhalasyon
yoluyla girer. Viicuda giren kursun karaciger, bobrek
ve akciger gibi yumusak dokulara kan yoluyla tasimr
ve baska bir forma donusturilmez. Organlara yayilan
kursunun blylik bir kism1 kemiklerde depo edilmeden
once bobrek yoluyla, az bir kismi da ter, sac, tirnak
ve safra yoluyla vicuttan atilir. Yetiskinlerde viicuda
alinan kusunun %99’u birka¢ hafta icinde vicuttan
atiir. Kursunun yan omri kan icin yaklasik bir ay,
yumusak dokular icin 1-1,5 ay, kemik icin ise 25-30
yildir (3,11,12).

Kursunun neden oldugu saglik sorunlari, gerek
cevresel gerekse mesleki maruziyetin oldukca yaygin
olmas1 nedeniyle maruziyetin tespit edilmesi cok
onemlidir. Bu amacla tam kan en sik kullanilan
numunedir fakat tam kana alternatif olarak sac, tirnak
ve idrar gibi diger numunelerin kullanilabilirligi de
arastinlmaktadir (13).

Bu calismanin amaci Ankara Meslek Hastaliklarn
Hastanesine kursun maruziyeti suphesi ile basvuran
kisilerde es zamanli olarak bakilan tam kan, 24
saatlik idrar ve sac kursun duizeylerinin birbiri ile
karsilastinlmasi, kursun maruziyetinin taranmasinda
sa¢c ve idrar numunelerinin  kullanlabilirliginin
arastirnlmasidir.



GEREC VE YONTEM
Calisma grubu

Bu calisma Ankara Meslek Hastaliklari Hastanesi’ne
2010-2014 yillan arasinda periyodik muayene amacli
basvuran 438 isciye ait verinin degerlendirilmesi ile
yapildi. Heniiz tedavi almamis kan, 24 saatlik idrar ve
sac numunesinde es zamanli kursun duzeyi bakilmis
kisiler calismaya dahil edildi. Sac icin 4 pg/g, 24
saatlik idrar icin 31 pg/gin maruziyet sinin kabul
edildi (14,15). Gruplar icindeki yalanc1 negatiflik
ve pozitiflik bu referans araliklan baz alinarak
hesaplandi. Tam kan icin iki adet maruziyet sinin
belirlendi: Cevresel maruziyet sinir 10 pg/dL, mesleki
maruziyet yasayanlar icin 30 pg/dL (14,16). Calisma
icin Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesinden etik
kurul onay1 alindi.

Calisma grubu

Meslek
laboratuvarinda

Kursun Ankara

Hastaliklar

konsantrasyonlari

Hastanesi Toksikoloji
Agilent ICP-MS (Agilent, Tokyo, Japonya) cihazi ile
belirlendi. Tam kan kursun numuneleri EDTA iceren
trace element tiipune (BD Vacutainer) alindi. Sac,
enseden itibaren 1 cm olacak sekilde 0,1g alindi.
Sac yikama isleminin ardindan bir gin kuruyana
kadar etuvde bekletildi. Daha sonra her iki numune
(tam kan ve sac) icin de %65’lik nitrik asit (Merck,
Darmstadt, Germany) kullamlarak klasik yas yakma
islemi uygulandi. Yakma islemi Cem marka Mikrodalga
finn (Matthews, NC, USA) ile gerceklestirildi. Yakma
isleminden sonra her iki numuneye de 10mL deiyonize
su ilave edildi. 24 saatlik idrar numuneleri %65’lik
nitrik asit kullanilarak dilue edildi. Kalibrasyon icin
dilue edilmis sertifikali standart solusyon (High Purity
Standards, Charleston, SC, USA) kullanildi. Yontemin
tekrarlanabilirligi iki seviye kalite kontrol solusyonu
(Seronorm, Billingstad, Norway) ile kontrol edildi.

istatiksel Analizler

Calisma sonuclan istatistiksel olarak “The
Statistical Package for Social Science for Windows
(SPSS v18)” programi ile degerlendirildi. Sirekli

degiskenlerin  normal dagiima uyup uymadig

Kolmogorov-smirnov testi ile incelendi. Normal
dagilim gosteren degiskenler tammlayic
analizler ortalama ve standart sapma, normal dagilim

icin

gostermeyenler icinse median ve minimum-maksimum
degerler verildi. Gruplar karsilastirmalar
yapilirken normal dagilim gosteren veriler icin Student
t testi kullamilirken, gostermeyenler icin Mann-
Whitney U testi kullanildi. Parametreler arasinda
korelasyon bulunup bulunmadigi Spearman’s rho testi
ile arastinldi. p<0.05 tum testler icin istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Yontemlerin tanisal
yeterliligini degerlendirmede sensivite, spesifite,
negatif prediktif deger (NPD), pozitif prediktif deger
(PPD), yalanci negatiflik, yalanci pozitiflik ve Receiver
Operating Characteristic (ROC) egrisi altinda kalan
alan kullanildi.

arasi

BULGULAR

Ciki farkli maruziyet sinirina gére degerlendirilen
bireylerin yas ortalamalan, 24 saatlik idrar ve sac
kursun duzeyleri tablo 1’de verilmistir. Buna gore
bireylerin 24 saatlik idrar ve sac kursun diizeyi
birbirinden farkli ve istatistiksel olarak anlamb
idi. Tam kan kursun duzeyi 24 saatlik idrar kursun
diizeyi ve sac kursun diizeyi ile pozitif bir korelasyon
gosteriyordu (swrasiyla; r=0,552; p<0,001, r=0,566;
p<0,001).

10 pg/dL sinir degerine gore sac %95 duyarlilik,
%64 ozgulluk, %16 yalanc1 pozitiflik, %13 yalanc
negatiflik gosterirken, 24 saatlik idrar ornekleri %53
duyarlilik, %100 ozgullik, %0 yalanci pozitiflik ve
%49 yalanc1 negatiflik gosteriyordu. 30 pg/dL sinir
degerine gore sac¢ %100 duyarlilik , %36 ozgiilliik, %58
yalanci pozitiflik, %0 yalanci negatiflige sahipken, 24
saatlik idrar numunesi %86 duyarlilik, %89 ozgullik, %
22 yalanci pozitiflik ve %7 yalanci negatiflige sahipti
(tablo 2 ve tablo 3).

ROC analizi sonucunda kan kursunu 10 pg/dL icin
sac ve idrar metodu icin AUC (area under curve)
degerleri sirasi ile 0,90 ve 0,95 iken, kan kursunu 30
pg/dL icin sac ve idrar AUC degerleri sirasiyla 0,79 ve
0,93 idi (Sekil 1 ve 2).
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Tablo 1. Tam kan kursun diizeylerine (10 pg/dL ve 30 pg/dL) gore gruplarin karsilastirilmasi

Tam kanda Tam kanda Tam kanda Tam kanda
kursun kursun kursun kursun
<10pg/dL >10pg/dL - <30pg/dL >30pg/dL o
Parametreler (n=143) (n=293) p degeri (n=295) (n=141) p degeri
Tam kanda kursun
2,70 29,30 10,60 44,20
(hg/dL) (0,01-9,90) (10,00-119,00) <L (0,01-29,60) (30,00-119,00) S
24 saaatlik idrarda
" 1,40 33,20 6,00 102,00
FLUELD (et (0,01-26,00)  (0,01-3650,00)  ~0:001 (0,01-579,00)  (4,80-3650,00) >0
Sacta kursun
(Hg/g sag) 1,80 100,00 25,50 100,00
(0,01-100,00)  (0,06-426,40) %% (001:130,000 (0,06-426,00 %00
Yas (yil) 36,00+9,70 35,60+9,50 0,688 35,90+9,60 35,3049,50 0,553
Tablo 2. Kan kursun maruziyet sinir degerlerine gore sa¢c metodu icin tamisal yeterlilik degerleri
Kan Kursun Maruziyet Diizeyi (Sinir 10 ug/dL)
>10 <10 Toplam
>4ugr/gr 279 52 331
Sacta kursunu
<4ugr/gr 14 93 107
Toplam 293 145 438
Duyarlilik:279/293=%95  Pozitif Prediktif deger:279/331=%84 Yalanci pozitiflik= %16
Ozgiilliik:93/145=%64 Negatif Prediktif deger :93/107= %87 Yalanci negatiflik= %13
Kan Kursun Maruziyet Diizeyi (Sinir 30 ugr /dL)
>30 <30 Toplam
>4ugr/gr 141 190 331
Sacta kursunu
<4ugr/gr 0 107 107
141 297 438

Toplam

Duyarlilik:141/141=%100 Pozitif Prediktif deger:
Ozgiillilk:107/297=%36 Negatif Prediktif deger : 107/107= %100 Yalanc1 Negatiflik= %0

141/331=%42 Yalanci Pozitiflik= %58
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Tablo 3. Kan kursun maruziyet sinir degerlerine gore 24 saatlik idrar metodu icin tanisal yeterlilik degerleri

>10 <10 Toplam
>31pgr/giin 155 0 155
idrarda kursun
<31pgr/gin 138 145 283
toplam 293 145 438
Duyarliik:155/293=%53  Pozitif Prediktif Deger: 155/155=%100 Yalanc1 Pozitiflik=% 0
Ozgiilliik:145/145=%100 NegatifPrediktif Deger : 145/283= %51 Yalanci Negatiflik= %49
Kan Kursun Maruziyet Dizeyi (Sinir 30 ugr /dL)
>30 <30 Toplam
>31pgr/giin 121 34 155
idrarda kursun
<31pgr/gin 20 263 283
Toplam 141 297 438

Duyarliik:121/141=%86 Pozitif Prediktif deger: 121/155=%78
Ozgiilliik:263/297=%89  Negatif Prediktif deger : 263/283= %93

Kan Kursun Maruziyet Diizeyi (Sinir 10 ugr/dL)

Yalanc1 Pozitiflik= %22
Yalanci1 Negatiflik= %7

ROC Curve
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Sekil 1. Sac ve 24 saatlik idrar icin ROC egrisi (Kan kursunu 30 pg/dL igin)
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kolay numuneler arastinlmaktadir (13,15-17).
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Sekil 2. Sac ve 24 saatlik idrar icin ROC egrisi (Kan kursunu 10 pg/dL icin)
TARTISMA

Kursun en fazla bilinen ve kullanmilan metal
olmas1 nedeniyle cevreye dagiimi da en cok olan
metaldir. Bu nedenle mesleki maruziyetin yam
sira cevresel maruziyette de oldukca onemlidir.
Kursun maruziyeti toplumun her kesiminden her yas
grubu icin 6nemli bir sorundur. Amerikada dogurma
yasindaki kadinlarin  %0,5’nin  kursun maruziyeti
oldugu rapor edilmektedir. Cocuklarda ozellikle
cevresel diisiik doz kronik maruziyetin neden oldugu
saglik sorunlan nedeniyle Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) 1991°’de 6 ay ve 2 yas arasi
tum cocuklar icin kursun tarama programi onermis,
daha sonra bu onerisini riskli bolgelerdeki cocuklar
olarak degistirmistir. Maruziyetin belirlenmesi icin
kisinin yasina, maruziyet cesidine gore (mesleki yada
cevresel) farkli referans aralik yada sinir degerler
kullamlabilir. ~ Kursun  maruziyetinin  tespitinde
onerilen tam kan kursun duzeyinin olcilmesidir.
Fakat tam kana alternatif olarak sac, idrar ve tirnak
gibi invaziv olmayan, tasinmasi veya calisilmasi daha
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Kandaki kursunun %99’u eritrositlerde, %1’
plazmada yer alir. Kursunun kandaki yarn omri
yaklasik olarak 28 giindir. Tam kan uzun donem
biyomonitorizasyon, tarama ve teshis amaci ile
kullanilan primer numune olarak kabul edilmektedir.
Her ne kadar tam kan kursun olcimi, son donem
maruziyet hakkinda bilgi verse de kemikten kana
mobilizasyon nedeni ile gecmis maruziyetler hakkinda
da bilgi verebilir (18).

idrar kursun diizeyi mesleki kursun maruziyetinin
uzun  donem  biyomonitorizasyonunda  tercih
edilen non-invaziv bir yontemdir. Fakat spot idrar
numunesinin genis biyolojik varyasyon gostermesi
ve kreatinine gore diizeltme vyapilmasi gerektigi
icin 24 saatlik idrar toplanmasi gerekmektedir. Baz
arastirmacilar idrar kursun miktarinin plazma kursun
dizeyini yansittigim dolayisiyla plazma kursun
diizeyi ile idrar kursun diizeyi korelasyonunun tam
kan kursun ile idrar kursun korelasyonuna gore daha
anlamli oldugunu savunmaktadir (19,20).



Sac oldukca kolay toplanan, laboratuvara
transferinde ve depolanmasinda sorun yasanmayan
bir numunedir. Bu ozellikleri nedeniyle sac, metal
maruziyetinin tespitinde ozellikle gelismekte olan
ulkelerde simirli laboratuvar kosullar1 nedeniyle
ilgi cekici bir numunedir. Buna ragmen Ornegin
elde edilmesi, eksternal kontaminasyon, referans
araliklarinin ya da maruziyet sinirlarinin belirlenmesi
gibi preanalitik sorunlar nedeniyle sac numunesi,
kursun maruziyetinin tespit ve takibinde tam kan
numunesi kadar kabul géren bir numune degildir. Sacin
uzama orani kisiden kisiye degisse de ortalama her
ay 1,1(0,6-1,5) cm uzadig kabul edilir. Bu durumda
sac derisinden itibaren 1 cm’lik bir sac son bir ayin
maruziyetini gosterir. Bu nedenle sac son donemdeki
maruziyeti (birkac saat veya birkac giin) gostermekte
iyi bir markir olmadig1 gibi son bir yildan onceki
maruziyeti gostermek icin de iyi bir markir degildir
(21-23).

Foo ve arkadaslar1 mesleki kursun maruziyeti
yasayan kisilerde sac ve kan kursun dizeyi arasinda
anlamli bir korelasyon bulmustur (r=0,85; p<0,0001)
(24). Gil ve arkadaslarn da kan kursun dizeyi ile
aksiller kil ve idrar kursun diizeyi arasinda pozitif bir
korelasyon bulmuslardir (sirasiyla; r=0,256 p<0,01;
r=0,343, p<0,01) (25). Sanna ve arkadaslar ise 163
cocukla yaptiklan bir calismada kan kursun dizeyi
>5 pg/dL olan cocuklarin sa¢ ve kan kursun dizeyini
anlamli olarak birbirleri ile korele bulmuslar fakat
kan ve idrar kursun diizeyleri arasinda bir korelasyon
bulamamislardir (26). Bizim calismamizda ise kan
ile sac ve idrar duzeyleri arasinda anlaml pozitif bir
korelasyon vardi (sirasiyla; r=0,552; p<0,001, r=0,566;
p<0,001).

Esteban ve arkadaslanmn 189 cocukta kursun
maruziyetini taramak icin sac ve tam kan numunelerini
kullandiklarn bir calismada sac numunesinin %57
duyarliiga sahip oldugunu ve cocuklarin %18’inde
yalanci negatif sonuc verdigini ifade etmislerdir (27).
SannaE. ve arkadaslar ise orta ve yiiksek diizey kursun
maruziyetinde sacin tarama amacli kullanilabilecegini
belirtmislerdir (26).

Bizim calismamizda ise tam kan kursun maruziyet
degeri 10 pg/dL icin sa¢c numunesinin %95 duyarlilik
ve %64 oOzgillige sahip oldugunu ve %16 yalanc
pozitiflik, %13 yalanci negatiflik gosteridigini gordiik.
AUC degerini ise 0,90 bulduk. 30 pg/dL icin sac
numunesinin %100 sensivite ve %36 spesifiteye sahip
oldugunu ve %58 yalanci pozitiflik, %0 yalanci negatiflik
gosterdigini gordilk. ROC egrisi analizinde AUC
degerini 0,79 bulduk. 24 saatlik idrar numunesinin 10
pg/dL degerine gore %53 sensivite ve %100 spesifiteye
sahip oldugunu, %0 yalanci pozitif %49 yalanci negatif
sonuc verdigini gordiik. AUC degeri ise 0,95 bulduk. 30
pg/dLicin 24 saatlik idrar numunesinin %86 sensivite
ve %89 spesifiteye sahip oldugunu, %22 yalanci pozitif
ve %7 yalanci negatif sonu¢ verdigini gordiik. ROC
egrisi analizinde AUC degerini 0,93 bulduk.

Sonuc olarak; ulkemizde kursun maruziyetine
oldukca sik yasanmasi ve toksikoloji laboratuarlarinin
kisitli olmas1 nedeniyle sacin disuk ve yuksek dizey
maruziyetleri belirlemede tam kana alternatif
tasinmasi ve saklanmasi kolay bir numune oldugunu,
24 saatlik idrar numunesinin ise yiksek diizey
maruziyetleri belirlemede iyi bir numune oldugunu
diistiniiyoruz. Buna ragmen her iki numunede de
maruziyetleri degerlendirirken yanlis negatiflik
acisindan dikkatli olunmalidir.
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Zararhlarla miicadele adi altinda semt pazarlarinda satilan uiriinlerin
aktif iceriginin incelenmesi

Emine CAN-GUVEN', Ahmet CiL!, Banu OGUZ', Deniz TEZCAN', Kadir GEDIK', Perihan Binnur KURT-KARAKUS?

OZET
Amag: Bu calismada, Antalya ilinde yapilan
toksikolojik calismalarda tespit edilen, yasakli

pestisitlerin guncel kullanimina yonelik bulgulardan
hareketle halka acik alanlarda satilan bitki koruma
urini ve biyosidal Uriinlerin bilesiminde yer alan

maddelerin nitel olarak belirlenmesi amaclanmistir.

Yontemler: Antalya ili genelindeki semt pazarlan
ve tezgah alti diye tabir edilen saticilar ve tarimsal
faaliyetlerin yogun olarak yapildig1 ilcelerden DDT,
bocek oldirict, karinca oldirici vb. isimle satilan
toplam 19 adet numune toplanmistir. Uriinlerin iceriginin
belirlenmesi amaciyla her birinden 100 mg tartilarak 10
mL metanol icerisinde cozildukten sonra izooktan ile
seyreltilerek Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
(Shimadzu QP2010 Ultra) cihazinda analizi yapilmistir.
Tarama modunda elde edilen kromatogramlar kapsamli
bir pestisit kiitiiphanesi olan Wiley/NIST icerigi ile
eslestirilmistir.

Nitel sonucunda

orneklerde etken maddesi klorpirifos-etil olan Dursban

Bulgular: degerlendirme
maddesinin yan sira diklorvos, aldicarb ve sipermetrin
bulundugu goriilmiistiir. Bu etken maddelere ek olarak

orneklerde degisik oranlarda sebasik asit, merkaptan,

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to determine
qualitatively the substances in the composition of
biocidal products and plant protection sold in public
areas with reference to current use of prohibited
pesticides detected in toxicological studies conducted

in Antalya province.

Methods: A total of 19 samples sold under the name
of DDT, insecticide, termiticide were gathered from
public markets, illegal suppliers and districts where
agricultural activities take place in Antalya province.
To identify ingredients of products, after 100 mg of
each was weighed and dissolved in 10 ml methanol, it
was diluted with isooctane, and tested to instrumental
analysis on a Gas Chromatography-Mass Spectrometry
(Shimadzu QP2010 Ultra). Chromatograms gathered
from scan mode were matched with the content of
Wiley/NIST which has a comprehensive pesticide

library.

Results: AAs a result of qualitative evaluation, it was
observed that dichlorvos, aldicarb and cypermethrin as
well as Dursban whose active ingredient is chlorpyrifos-
ethyl in the samples. In addition to these active
ingredients, inactive such

ingredients (extender)
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propiyonik asit gibi yardimci maddeler (dolgu maddeleri)
tespit edilmistir. En fazla tespit edilen etken madde,
numunelerin %31,6’sinda goriilen klorpirifos-etil iken
en fazla tespit edilen yardimci madde sebasik asittir
(%47,4).

Sonuc: Analiz edilen drinlerin  bazilarinin
iceriginde insan saglig icin tehdit olusturabilecek ve
USEPA tarafindan kanserojen olarak sinmiflandirilmis
maddelerin oldugu veya zararli canlilara tesir edecek
herhangi bir etken madde icermeyen iriinlerin kontrol
ve denetimden uzak bir sekilde ticari faaliyetlerde
kullamldig1 gorulmistiir. Bu tir driinlerin yeterli bilgi
birikimi olmayan kisiler tarafindan bilingsiz sekilde
uygulanmasinin gerek kullanici ve gerekse cevre sagligi

acisindan ciddi risk olusturabilecegi diistinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: halk saghgi, bitki koruma uriinii,

biyosidal, pestisit, klorpirifos, diklorvos, aldicarb,

sipermetrin.

as sebacic acid, mercaptane, propionic acid were
detected at varying ratios in the samples. While
chlorpyrifos-ethyl was mostly detected in 31.6% of
the active content available, sebacic acid (47.4%) was

mostly detected as extender ingredient as well.

Conclusion: It has been observed that there are
materials that are classified as carcinogenic by USEPA
and may pose a threat to human health in the content
of some of the products analyzed, or that the products
which do not contain any active ingredient affecting
incect pests have been used in commercial activities
away from control and supervision. It is considered that
the unconscious implementation of such products by
persons with insufficient knowledge may constitute a

serious risk in terms of both user and environment.

Key Words: public health, plant protection product,
biocidal, pesticide, chlorpyrifos, dichlorvos, aldicarb,

cypermethrin.

GIRIS

Zirai Uretimde, endustriyel urlinlerde ve/veya ey,
okul, hastane gibi kapali ortamlarda halk sagligim
tehdit eden zararlilarla mucadelede en sik uygulanan
yontemler biyosidal uriin veya bitki koruma urinleri
kullammidir. “Bir veya birden fazla aktif madde iceren,
kullamma hazir halde satisa sunulmus, kimyasal veya
biyolojik acidan herhangi bir zararli organizma tizerinde
kontrol edici etki gosteren veya hareketini kisitlayan,
uzaklastiran, zararsiz kilan, yok eden aktif maddeler
ve miistahzarlan” olarak tanimlanan biyosidal uriinler,
kullanim amaci veya alanina gore dezenfektanlar,
koruyucular, hasere kontrolii icin kullamlan ve diger
biyosidal uriinler seklinde gruplandinlmaktadir (1).
Bitki koruma durilinleri ise kisaca “Bitki ve bitkisel
uriinleri zararli organizmalara kars1 koruyan veya bu
organizmalarin etkilerini onleyen, istenmeyen bitki
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veya bitki kisimlarin1 yok etmek, kontrol etmek veya
onlemek amaciyla kullaniciya bir veya daha fazla aktif
madde iceren bir formiilasyon halinde sunulan aktif
madde ve preparatlar” olarak tanimlanmaktadir (2).
SOz konusu urlin gruplarninin piyasaya sunulabilmesi
icin yonetmeliklere gore belirli kriterleri saglamasi
ve ruhsatlandinlmas1 gerekmektedir (1, 2). Bu
satisinda formulasyonu, son kullanma
tarihi, kullanim ve saklama kosullar, kullanimina dair
dikkat edilmesi gereken hususlar iceren etiketlerin

Urinlerin

urunlerin tzerinde yer almasi gerekmektedir. Cevre ve
halk saghigi acisindan toksik, kanserojen ve mutajen
ozellikte olanlar ise sadece profesyoneller tarafindan
kullamlmali, gezici satis yerleri ve halkin kolayca
ulasabilecegi yerlerde recetesiz olarak satilmamalidir
(1, 2).



1900’lu yillardan bu yana zirai Uretimde verimi ve
kaliteyi arttirmak amaciyla kullanilan kimyasal savasim
urunleri, genel olarak pestisit ismiyle anilmaktadir.
Yaygin uygulama alani olan pestisitlerin halk sagligi ve
gida Urunlerinin korunmasi amaciyla zararli canlilarla
miicadelede sagladiklar faydalar inkar edilememekte,
fakat bu kimyasallarin kontrolsiiz, denetimsiz ve
egitimsiz bir sekilde kullanim1 hem cevresel acgidan
sorun olusturmakta hem de insan saghigim1 tehdit
etmektedir (3, 4). Pestisitlerin kullanimiyla ilgili dogru
bilgi, tutum ve davranis gelistirebilmesi icin daha cok
egitim, davrams degisikligi saglayacak programlar ve
denetime ihtiya¢c bulunmaktadir (5). Ancak, Uretici-
satic1 baglaminda karsilasilan ve miidahalenin simirly
oldugu durumlarda, izleme calismalari veya maruziyet
bazli bulgular ile farkindalik kazanilmaktadir. Turgut
ve ark. (2009) tarafindan Turkiye’de satilan dikofol
formiilasyonlarindaki dikloro difenil
(DDT) miktanimin  arastinldigi calisma sonucunda
safsizlik olarak %0,1’i gecmemesi gereken oranin
%0,3-14,3 araliginda oldugu tespit edilmistir (6).
Belirli bir standarda sahip olmayan ticari uriinlerin
yasakli bir pestisit olan DDT icin giincel Kkirlilik

trikloroethan

kaynagi olusturmasi, ulusal veya uluslararasi menseili
calismalarda belirtilmektedir (6-9). Antalya ilinde
DDT adi altinda satilan sinirli sayida ornek ile yapilan
calismada, orneklerde DDT’ye rastlanmamis ancak
zararli etkileri bilinen klorpirifos maddesi tespit
edilmistir (10). Antalya’da yapilan diger bir calismada
(11), yas ortalamasi1 28,5+5,2 olan 100 anneden alinan
sut orneklerinde literatirle kiyaslanabilir duzeyde
organoklorlu pestisit ve poliklorlu bifenil seviyesi
olculmustur. Numunelerde, ulusal verilere (4,5-28)
kiyasla dusiik (4,15) cikan DDE/DDT orani Antalya
yoresinde yakin donemlerde yasa dis1 DDT kullanim
ihtimaline dikkat cekmektedir (11). Ulkemizde
pestisit zehirlenmelerinin derlendigi bir calismada,
pestisit kullaniminin gelismis Ulkelere gore daha dusuk
olmasina ragmen toplumsal egitim eksikligi, pestisit
ile intihar oramimin yiiksekligi, yanlis ve korunmasiz
pestisit kullanimi, toplumsal ve diizenleyici kuruluslar

seviyesinde onlem ve denetimlerin yetersizligi
gibi sebeplerle zehirlenmelerin daha fazla oldugu
belirtilmistir (12). Avrupa Bitki Koruma Dernegi (ECPA,
European Crop Protection Association) verilerine gore
Avrupa’da kullanilan bitki koruma urtnlerinin %5-7’lik
kismin1 yasa dis1 ve sahte pestisitler olusturmaktadir
(13). Ote yandan, uluslararasi literatiirde yer alan
simirll sayida calisma incelendiginde, Nijerya’da
yerel olarak uretilen bir pestisit turiiniin degisen
icerdigi (14), farkli bir
pestisit tirliniin yapisinda toluen, benzen, diklorvos
gibi pek cok maddeye rastlandigi (15), diger bir
calismada ise Nijerya marketlerinde satilan farkl
marka pestisitlerden bir tanesinin yapisinda tespit
edilen maddelerin, pestisit etken maddesi olmadig
(16). Dolayisiyla, yasal veya vyasal
olmayan vyollarla Uretilen ve satilan maddelerin
iceriklerinin kontrolu, kalint1 veya biyobirikim yoluyla
cevre ve halk sagligi Uzerinde olusturabilecegi
akut veya kronik etkiler acisindan biyik onem arz
etmektedir.

miktarlarda diklorvos

belirtilmistir

Bu calismada, turizm ve tarnma dayali bir
ekonomiye sahip Antalya ilinde yapilan toksikoloji
calismalarindan c¢ikan yasakli pestisitlerin gilincel
kullammina yonelik tespitlerden hareketle, semt
pazari gibi halka acik alanlarda satilan bitki koruma
urinu ve biyosidal drunlerin bilesiminde yer alan
maddelerin nitel olarak belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ornekleme

Antalya ili genelindeki semt pazarlan, tezgah alti
diye tabir edilen saticilar ve tanmsal faaliyetlerin
gerceklestirildigi ilcelerden (Manavgat, Kumluca, Finike
vb.) DDT, bocek oldiirlict, karinca oldiriici vb. isimle
satilan toplam 19 adet numune arastirma ekibi tarafindan
toplanmistir (Tablo 1). Orneklerin toplanmasi, simirlan
ve evrenin genisligi nedeniyle zamana yayilarak Subat
2014-Subat 2015 donemi arasinda gerceklestirilmistir.
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Tablo 1. Biyosidal tiriinlerin toplandigi yerler ve 6zellikleri

No Alindig yer Ozelligi Etiket bilgisi
1 Dedeman Kapali Pazan Sivi
2 Yesilbahce Kapali Pazari Sivi
3 Yesilbahce Kapali Pazari Toz
4 Etiler Acik Pazan Toz %5 malathion, %95 dolgu maddesi
5 Etiler Acik Pazan Sivi
6 Etiler Acik Pazan Sivi %20 dichlorvos
7 Meltem Acik Pazari Svi
8 Sigorta Kapali Pazar Toz %2 etken madde, %98 dolgu maddeleri
9 Manavgat Toz
10 Manavgat Toz
11 Dogu Garaji Toz %25 chlorpyrifos ethyl
12 Kumluca Sivi %10 w/w alphacypermethrin
13 Sigorta Kapali Pazan Kati ffg,conZSb\géi\::«i 3?:]{1;;3rcoum, %99,995 w/w dolgu maddeleri
4 Stora apat Fan
15 Lara-Glizeloba Pazar Toz
16 Turuncova, Finike Toz
17 Uncali Kapali Pazari Toz
18 Glines Mahallesi Toz
19 Kepezalti Mahallesi Toz

3 1 4 Turk Hij Den Biyol Derg



Ekstraksiyon ve Enstriimental Analiz

Pestisit ~ formiilasyonlar1  icerisindeki  aktif
maddelerin  belirlenmesine  yonelik  Isbirlikci
Uluslararas1 Pestisitler Analitik Konseyi (CIPAC,
Collaborative International Pesticides Analytical

Council) tarafindan onerilmis 1000’den fazla metot
bulunmakla birlikte bu metotlarin biiyikk cogunlugu
her bir aktif madde icin farkli analitik yontem
icermektedir (13). Bu metotlar,
yonelik olup en yaygin olarak kullanilanlar gaz ve
sivi kromatografisi teknikleridir (13).
ve ark. (2016) tarafindan kat1i ve sivi matristeki
pestisitlerin QUEChERS yontemi ile ekstraksiyonu
sonrast gaz kromatografisi-kiitle spektrometresinde
(GC-MS/MS) yapilan nicel analizlerde, geri kazanim
ve tekrarlanabilirlik acisindan onemli fark olmadig
belirtilmektedir (17). Ote yandan, farkli fiziksel form,
aktif madde ve safsizlik iceren urunlerin nitel analizi
icin ise standart bir yontem bulunmamaktadir. Bu
calisma kapsaminda, yalmzca nitel degerlendirme
amagclandigindan, icerik  analizinde
literatur destekli cesitli  yaklasimlar  (15-17)
benimsenerek, farkli fiziksel formda (sivi, toz)
satilan urlnler icin on denemeler yapilmis ve nihai
metot olusturulmustur. Her bir numune icin farkh
solventler (aseton, hekzan, diklorometan, metanol)
kullanilarak yapilan ekstraksiyon ve analiz sonucunda
metanol kullanilan deneylerin basarli sonug verdigi
goriilmustir. Ozetle, her bir numuneden 100 mg
tartilarak 10 mL metanol (Merck, Almanya) icerisinde
¢Ozulmus daha sonra izooktan (Merck, Almanya) ile
seyreltilerek Shimadzu marka QP2010 Ultra model
GC-MS cihazinda analizi yapilmistir. Analiz sirasinda
enjeksiyon portu sicaklig1 250°C, ara yiiz sicaklig 260
°C, iyon kaynagi sicakligi 230°C ve split oran1 1/10
olarak ayarlanmistir. Tasiyic1 gaz olarak Helyum (1
mL/dk sabit akis hiz1) ve 60 m, 0,25 mm i¢ cap, 0,25
pm film kalinlig1 olan Restek Rxi5Sil MS marka kolon
kullamlmistir. 90°C’de (1 dakika bekle) baslayan kolon
sicakligr 30°C/dak artarak 210°C’ye (1 dakika bekle)
ciktiktan sonra 10°C/dak artarak 250°C’ye (1 dakika
bekle) daha sonra 1°C/dak artarak 270°C’ye (1 dakika
bekle) ve en son 5°C/dak artarak 280°C’ye (5 dakika

nicel analize

Lozowicka

orneklerin

bekle) cikacak sekilde ayarlanmistir. 50-550 kiitle/
yiik araliginda tarama (SCAN) modunda elde edilen
kromatogramlar kapsamli bir pestisit kiitiphanesi
olan Wiley/NIST (WIN11) icerigi ile eslestirilmistir.

BULGULAR

Semt pazarlarindan ve tezgah alt1 diye tabir edilen
saticilardan toplanan numunelerde tespit edilen tim
maddeler Tablo 2’de verilmistir. Numunelerde tespit
edilen etken maddelerin orneklerde goriilme sikligi,
ozellikleri, Wiley/NIST kutiuphanesi ile eslestirme
sonucu elde edilen benzerlik oranlann Tablo 3’te
ozetlenmistir. Nitel degerlendirme sonucunda 6 adet
ornekte etken maddesi klorpirifos-etil olan Dursban,
hepsi farkli olmak Ulzere birer ornekte ise diklorvos,
aldicarb ve sipermetrin bulundugu goriilmistdir.
Analiz sonucunda orneklerde tespit edilen etken
maddelerin, Biyosidal Uriinler Yonetmeligi Ek 5’te 3.
ana grup altinda 18. irin tipi olarak siniflandinlan
insektisit ve akarisitler grubuna giren maddeler
oldugu belirlenmistir. S6z konusu maddeler, tarimsal
faaliyetlerde hasere kontroliinde kullanildigi takdirde
“bitki koruma uriini olarak” ele alinmaktadir. Calisma
kapsaminda toplanan Urinlerin halk tarafindan
hangi amacla kullanildigi net olarak bilinemeyecegi
gibi kullanim amacina gore bitki koruma Uriini ve/
veya biyosidal iriin niteligi tasimasi s6z konusudur.
Bu nedenle, bulgularin degerlendirilmesinde her
iki madde grubuna yonelik yasal dizenlemelerdeki
hikumler dikkate alinmistir.

Etken maddelerin yani sira orneklerde en fazla
tespit edilen diger maddeler Sekil 1’de gosterilmistir.
Orneklerde %5,26-47,4 araliginda degisen oranlarda
sebasik asit, merkaptan, propiyonik asit vb. gibi
yardimci maddeler tespit edilmistir.

Analiz sonucu elde edilen maddeler, paket
Uzerindeki Urline ait tanitim bilgisi ile karsilastinlmistir
(Tablo 4). Etiketi bulunan ornekler icerisinden 4 tane
ornekteki etken maddenin etiket icerigi ile uyumlu
oldugu gorilmiistiir. Bulunan diger maddeler ise paket
izerinde niteligi belirtilmemis ancak dolgu maddesi
seklinde genel olarak ifade edilen ve dolgu maddesi
oldugu distiniilen maddelerdir.
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Tablo 2. Orneklerde tespit edilen maddeler

Ornek No Alndig1 yer Etken madde Dolgu maddesi
1 Dedeman kapali pazan ) Formik asit, merkapt.an, §ebasik asit,
dodekanoik asit
2 Yesilbahce kapali pazan - Dibenzilamin, oktadin, ure, ksilen
3 Yesilbahce kapali pazari Klorpirifos-etil Propiyonik asit, d-allotreeonine
4 Etiler acik pazar - Propiyonik asit, sebasik asit
5 Etiler acik pazan ) Benzen, ksile:r,or;t)e/;ﬁ[k)t:g,t sebasik asit,
6 Etiler acik pazari Diklorvos R, ksli(lae:t;ozczib;tsci)tl, SziEsli el
7 Meltem acik pazan - Merkaptan, propiyonik asit, sulfirik asit
8 Sigorta kapali pazari ) Merkaptan, oxal;lsli;:’hi?]{iﬁt_j:k g:ie;tidine, karbonik
9 Manavgat Aldicarb Merkaptan, formik asit, karbonik asit
10 Manavgat - Merkaptan, propiyonik asit, sulfirik asit
11 Dogu Garaji Klorpirifos-etil Propiyonik asit, stlfirik asit
12 Kumluca Sipermetrin BTG, :;Z?Z)y;;ricl)(x?csi:et’ Rt
13 Sigorta kapali pazan -
14 Sigorta kapali pazari - Sebasik asit
15 Lara-Guzeloba pazar Klorpirifos-etil FENEEEIE, i?g;?;:;r;?s?t(eryculamide),
16 Turuncova, Finike - Dioktil ftalat, sebasik asit
17 Uncali kapali pazan Klorpirifos-etil Azulene, naftaline, sebasik asit
18 Guines mahallesi Klorpirifos-etil Sebasik asit
19 Kepezalti mahallesi Klorpirifos-etil Dkoloropen, sebasik asit
3 1 6 Turk Hij Den Biyol Derg
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Tablo 3. Tespit edilen etken maddelerin 6zellikleri ve analiz sonuclarina iliskin bilgiler
) Tespit edilen - USEPA* el Eatlng
Ornek no Formiilii . orani sikhig
etken madde kanserojen durumu (18) (%)™ (%)***
3, 11, 15, NP Klorpirifos-etil icin veri yok.
17, 18, 19 Rl S Klorpirifos kanserojen degil & Elslo
Kanserojen olduguna dair bulgu
6 Diklorvos CH,CLOP var ancak insanlar lzerinde 97 5,26
yeterli veri yok
9 Aldicarb C,H,N,0,S Kanserojen degil 94 5,26
. . insanlar icin muhtemel
12 Sipermetrin C,,H,,CLNO, Kanserojen 93 5,26

*  USEPA: Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi

**  Analiz sonuglarinin Wiley/NIST kiitiiphanesi ile eslestirilmesi sonucu bulunan deger

*** Etken maddenin orneklerde goriilme sikhig
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Tablo 4. Etiket bilgisi olan numuneler ile analiz sonuclarinin karsilastiritlmasi

Ornek no Etiket bilgisi Analiz sonucu bulunan igerik

%5 malathion, . .

4 %95 dolgu maddesi el EiE

6 %20 dichlorvos Diklorvos, sebasik asit, merkaptan
%2 etken madde,

& %98 dolgu maddeleri B

11 %25 chlorpyrifos ethyl Klorpirifos-etil

12 %10 w/w alphacypermethrin Sipermetrin

13 %0,005 w/w brodifacoum,
%99,995 w/w dolgu maddeleri ve cezbedici yemler
%0,05 wafarin, %0,05 malahit yesili

14 HB, A Bl UL, Sebasik asit

%50 kalin bugday kirmasi,
%46 ince bugday kirmasi
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TARTISMA
Orneklerin %31,6’sinda tespit edilen ve klorpirifos-
etil etken maddesi iceren Dursban, organofostatli bir
insektisit olup evlerde hamambdcegi, pire, karinca
ve kene gibi zararlilara kars1 kullanilmasinin yani sira
tarimsal alanlarda da zararlilarla miicadele amaciyla
kullanilmaktadir. Topraga uygulandiginda uzun siireler
toprakta kalir ve insanlara gidalarla dogrudan ve/
veya hava ve deriden temas yoluyla dolayli bir sekilde
bulasabilir. Kullanim amaci disinda ic ortamlarda
gelisiglizel sisteminde
hasar, gelisim bozukluklari, anne karnindaki bebegin
beyin fonksiyonlarinda kalici hasarlar vb. saglik
sorunlarina neden olabilecegi cesitli arastirmalarda
gosterilmistir (19-21). Bu etkileri nedeniyle kapali
alanlarda kullanimi1 USEPA (Amerika Birlesik Devletleri
Cevre Koruma Ajansi, United States Environmental
Agency) 2000 yilinda
yasaklamistir. 2012 yilinda ise evler ve rekreasyonel
amacl yerler de dahil olmak lizere yasam alanlarina
yakin olan vyerlerde puskirtulerek uygulanmasi
yasaklanmistir (22). Ulkemizde klorpirifos-etil ithalati
ve kullaniminin yasaklanmasina yonelik alinan karar
Gida Tarim ve Hayvanciik Bakanligi tarafindan
28.03.2016 tarihinde yayinlanmistir (23). Bu karara
gore Ozetle asagidaki hiikiimler getirilmistir:
o Klorpirifos-etil aktif maddesi ve bu aktif
maddeyi iceren bitki koruma urunlerinin ithal
izinlerinin sonlandirilmasi,

uygulanmasi sonucu sinir

Protection tarafindan

e Klorpirifos-etil aktif maddesini iceren bitki
koruma rinlerinin etiketlerinde bulunan
elma, armut, seftali, bag, patates, domates,
biber, patlican ile meyve ve sebze genel
tavsiyelerinin iptal edilmesi, piyasada var ise
toplatilmas ve satisinin sonlandirilmasi,

e Bu etken maddeyi iceren bitki koruma

yeni  ruhsat
kabul edilmemesi, ruhsat asamasinda olan
Urunlerin ise 2018 yilinda yapilacak olan
degerlendirmeye kadar ruhsat ve tavsiye
islemlerinin askiya alinmasi,

e Konunun 2018 yilinda Bakanlikca yeniden

urinlerinin basvurularimin

degerlendirilmesi.

DDVP (2,2-diklorovinil dimetil fosfat) olarak
da bilinen diklorvos, insektisit ve akarisit grubuna
Ciftlik ve ev

acik/kapali

giren organofosfatli bir pestisittir.

hayvanlarindaki  parazitlerin  veya
alanlardaki boceklerin kontroliinde kullanilmaktadir.
Diklorvosmaruziyetindeinsanlardakiasetilkolinesteraz
inhibe olarak sinir

enzimi sisteminin calismasi

olumsuz etkilenir. Ucuculugu yiiksek bir madde
oldugundan deri, sindirim ve solunum yoluyla viicuda
kolayca girebilir (24). USEPA tarafindan yapilan risk
degerlendirmesinde bu maddenin sucul canlilarda,
kuslarda, kucuk memelilerde, bal arnlarinda ve
hedeflenmeyen bazi yararli organizmalar Uzerinde
akut ve/veya kronik etkilerinin oldugu belirtilmistir
(25). ithalat1 31.08.2009,

kullanim1  ise tarihinden

imalat ve
31.08.2011
yasaklanmistir (26). Temik ticari adiyla pazarlanan

Ulkemizde
itibaren

ve bolgede hala kullanimda olan aldicarb etken
maddeli Urlin, zararli bocekler lizerinde etki gosteren
USEPA tarafindan oldukca toksik
olarak tanimlanan bu kimyasala maruziyet sonrasi

bir insektisittir.

insanlarda bas agrisi, halsizlik, bulanik gérme, bulanti
gibi etkilerin yam sira, yiiksek dozlarda maruziyet
solunum sistemine hasar vererek olume neden
olabilmektedir (27). Bu etkileri nedeniyle ulkemizde
imalat1 ve ithalat1 01.01.2009 tarihinde, kullanimi ise
01.01.2011 tarihinde yasaklanmistir (26).

DDT adr altinda Kumluca ilcesinden temin edilen
ornekte DDT ve turevlerine rastlanmamis ancak
sipermetrin tespit edilmistir. Genellikle meyve ve
sebzelerdeki boceklerle micadele amacli kullanilan
sipermetrinin alfa-, beta-, zeta- ve para- gibi tiirleri
bulunmaktadi. Ornekte tespit edilen tiiriin ise
ornegin etiket bilgisinden hareketle alfa-sipermetrin
oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde alfa-sipermetrine
yonelik bir yasal duzenleme bulunmazken, beta-
sipermetrinin ~ kullanimi1  01.01.2011  tarihinden
itibaren yasaklanmistir (26).

Etken maddelerin yam sira orneklerin %47,4’Gnde
tespit edilen sebasik asit hint yaginin alkali kosullarda

yiksek sicakliklara 1sitilmas1 ile elde edilen 10
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karbonlu dikarboksilik asittir (28). Vinil klorir
recinelerine plastiklestirici olarak eklenmesinin yani
sira sentetik yaglama yagi olarak da kullaniimaktadir
(28). Bu maddenin, pestisit Uretimi sirasinda ¢ozucu
olarak kullamldigi dusiiniilmektedir. Orneklerde en
fazla tespit edilen ikinci madde olan merkaptan,
metanol ve hidrojen sulfurden olusan bir bilesiktir.
Pestisit, fungisit, jet yakiti ve plastik uretiminde
kullanilan bir ara {riin oldugundan 6rneklerde tespit
edildigi disiiniilmektedir (29). Orneklerde tespit
edilen diger maddelerden olan benzen ve ksilen
endustride ve pestisit Uretiminde hammadde, ara
urtin ve organik solvent olarak yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (30). Bu maddeler, insanlarda, maruz
kalinan konsantrasyona gore koma ve olume kadar
gidebilen zararli etkiler dogurabilmektedir. USEPA
tarafindan vyapilan kanserojen siniflandirilmasina
gore ksilen kanserojen etkiye sahip degilken, benzen
kanserojen ozellik gosterebilen bir maddedir (31).
Yukanda ozellikleri verilen sebasik asit, formik asit,
merkaptan, dodekanoik asit, ksilen, benzen gibi
maddelerin alinan numunelere dolgu maddesi veya
yardimc1 madde olarak eklendigi, dolayisiyla analiz
sonuclarina yansidigi distiniilmektedir.

Saglik Bakanligi’min yetkisinde bulunan Biyosidal
Uriinler Yonetmeligi'ne goére biyosidal driinlerin
piyasaya sunulabilmesi icin yonetmelikte belirtilen
kriterleri saglamasi ve Saglik Bakanligi tarafindan
ruhsatlandiriimas gerekmektedir. Ote yandan, Gida,
Tarnim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan uygulanan
“Bitki Koruma Uriinlerinin Toptan ve Perakende
Satilmasi ile Depolanmasi Hakkinda Yénetmelik” (2)

icerisinde:

TESEKKUR

o Bayiler, bitki koruma urtnlerini gezici olarak
isyerleri ve depolan disinda satamazlar.

o Bayiler, bitki koruma urlinlerini, recetesiz
veya Bakanlikca belirlenen sartlar disinda
satamazlar.

o Bitki koruma urlnleri perakende satislarinin,

belgesi sahibi

yapilmasi esastir.

izin kisiler nezaretinde
o Bayiler, Bakanlikca onay1 bulunmayan, sahte
ve kacak bitki koruma urunleri ile etiketsiz
ve kullanma suresi gecmis bitki koruma
uriinlerini bulunduramaz ve satamazlar.
ifadeleri yer almaktadir. Bu calisma kapsaminda
analizi yapilan biyosidal uriinlerin ve bitki koruma
urinlerinin halka acik pazarlarda, denetimsiz ve
recetesiz satilmasi yonetmeliklerdeki hukiumlere
uymamaktadir. Ayrica, analiz edilen 19 adet 6rnegin
sadece 7’sinin iizerinde etiket bulunmakta ve icerigi
yazmaktadir. Geri kalan yaklasik %70’lik kism1 gazete
kagidi arasinda, plastik siselerde, torbalarda etiketsiz
ve insanlar ile cok kolay temas edecek sekilde halka
arz edilmektedir. Analiz edilen Urunlerin bazilarinin
iceriginde insan sagligi icin tehdit olusturabilecek ve
USEPA tarafindan kanserojen olarak siniflandirilmis
maddelerin oldugu goriilmistdir.

Sonuc olarak soz konusu maddelerin halka acik
pazarlarda ve tezgah alt1 diye tabir edilen saticilarda
gelisiglizel satilmasi ve alicilar tarafindan bilincsiz
kullanimi ¢evre ve insan sagligi agisindan risk teskil
etmekte ve yonetmeliklerdeki hukimlere aykinlik
gostermektedir. Bu irinleri, tezgdh alti diye tabir
edilen saticilarin temin edip satabiliyor olmasi ilgili
konuda yasadisi ve yaygin bir satis ag1 olduguna
isaret etmekte olup bu duruma yonelik denetimlerin

arttinlmas1 gerekmektedir.

Bu calisma, TUBITAK-112Y175 No.lu kariyer projesi kapsaminda gerceklestirilmistir.
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Kirmizi biberde aflatoksin olusturmayan Aspergillus flavus
izolatlarinin belirlenmesi

Bekir Biilent ARPACI', Ayhan AK?, Kerim KARATAS?, Mehmet KOC', Peter J. COTTY?

OZET

Amacg: Turkiye’nin  giineyinde yer alan
Kahramanmaras, kirmizi  biber Uretmek icin
genis Uretim alanlarina sahiptir.  Kurutulmus

kirmizibiber diinyada en cok uretilen baharattir ve
kurutulmus gidalar en fazla mikotoksin bulasimina
maruz kalan Urunlerdir. Bu mikotoksinlerden
aflatoksinler Aspergillus cinsine giren bircok tir
tarafindan Uretilen zehirli fungal bilesiklerdir.
Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligine gore
baharatlarda toplam aflatoksin miktar1 10 pg/kg
ile sinirlandirilmistir. Aflatoksinle bulasik iriinlerin
toksik ve kanser yapici etkileri bulunabilir. Aflatoksin
bulasim1 uriintin kalitesini dusirir ve pazarlama
olanaklarini sinirlandinir.  Aspergillus flavus tiri S
ve L irklari olarak iki gruba ayrilabilir. S irklar1 genel
olarak L irklarindan daha fazla aflatoksin olusturma
egilimindedirler. L irkina giren Aspergillus kiflerinin
bircogu  aflatoksin  olusturmamaktadir.  Toksin
uretmeyen A. flavus izolatlar aflatoksin bulasiminin
onlenmesi amaci ile biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilabilmektedir. Bu calisma kirmizibiberde
aflatoksin ureten tirleri ve uygun kosullar altinda
da olsa toksin liretme yetenegi bulunmayan izolatlar
belirlemek amaci ile yuritilmustur.

ABSTRACT

Objective: Kahramanmaras, located south of
Turkey, has large cultivation areas in order to produce
red pepper. Dried red pepper is the most produced
spice in the world and dried foods are products
exposed to the most mycotoxin contamination.
Of these mycotoxins, aflatoxins are toxic fungal
compound produced by several species of Aspergillus
genus. According to Turkish Food Codex Regulation on
Contaminants it was limited total aflatoxin amount
in spices with10 pg/kg. Aflatoxin contaminated
products may be effect toxic and carcinogenic.
Contamination with aflatoxins reduces crop quality
and limits marketing possibilities. Aspergillus flavus
species can be divided into two groups as S and L
strains. Generally S strain tends to produce greater
quantities of aflatoxins than do L strain. Many of the
Aspergillus molds belonging L strain cannot produce
aflatoxin. Non toxigenicisolates of A. flavus can be
used as biological control agents to prevent aflatoxin
contamination. This study was carried out in order
to determine the aflatoxin -producing species on red
pepper and identify isolates that lack the ability to
produce toxins under suitable conditions.
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Yontem: izole edilen A. flavus S ve Lirklari A&M
s1vi ortamina aktarilmistir. Aflatoksin kantifikasyonu
HPLC ile yapilmistir.

Bulgular: Kirmizibiber orneklerinden izole edilen
A. flavus izolatlarinin aflatoksin iretme yetenekleri
belirlenmistir. Toplam 15 ornekten izole edilen 212
A. flavus izolatinin 63’U uygun kosullar altinda
aflatoksin uretememistir.

Sonug¢: Calismada kif ile bulasik kirmizibiber
orneklerindeki Aspergillus tirleri belirlenmistir. A.
flavus, orneklerde baskin tiir olarak bulunmustur.
Orneklerin aym1 zamanda A. parasiticus ve A.
tamari tirleri ile de bulasik oldugu belirlenmistir.
Toksin ireten izolatlarin rettikleri aflatoksin
miktar ise 3,2 Log,, ppb ile 6,7 Log,, ppb arasinda
degisiklik gostermistir. Bununla birlikte kirmizibiber
orneklerinde A. flavus turinin S 1rkina nadir
rastlandigi, blyilik oranda L irkinin gorildigu
belirlenmistir. Propagiil sayisi ile izolatlarin toksin
tretme kabiliyetleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunamamistir.

Anahtar Kelimeler:

Aspergillus, A. flavus

kirmizibiber, aflatoksin,

GIRIS
Mikotoksin ureten mantarlar, bitkiyi hasat oncesi
veya hasat sonrasi donemde enfekte edebilirler.
Bu mantarlarin sporlari hava akimlariyla her yere
tasinabilir. Penicillium,

Aspergillus, Fusarium,

Alternaria ve Claviceps gibi mantar cinslerinin
diisiik molekiil agirlikli sekonder metabolitleri olan
dogal toksinler insan ve hayvan sagligi iizerinde
gliclu toksik etkiler olusturmaktadir. Bu toksinlerden
biri

kontaminantlarindandir (1).

olan aflatoksinler baharatlarda sik gorlilen

Dinyanin toplam taze biber uretimi 30
milyon ton, kurutulmus biber uretimi Gc¢ milyon

tondur. Karabiber Uretimi ise 400 bin ton olup bu

Turk Hij Den Biyol Derg

Method: S and L strains of A. flavus isolated were
transferred to A&M media. Aflatoxin quantification was
made with HPLC.

Results: It was determined that aflatoxin producing
abilities of A. flavus isolates isolated from red pepper
samples. 63 of 212 A. flavus isolates isolated from total
15 samples could not produce aflatoxin under suitable
conditions.

Conclusion: Aspergillus species were determined

in mold contaminated red pepper samples in the study.
A. flavus was found as dominant species in the samples.
The samples were also determined to contaminate with
A. parasiticus and A. tamara species. Aflatoxin quantity
of toxin producing isolates varied between 3,2 Log,  ppb
and 6,7 Log,, ppb. Additionally, while it was determined
that S strain of A. flavus was rarely found, L strain was
mostly found in red pepper samples. It was not found
any statistically significant relationship between the
number of propagules and toxin producing ability of
isolates.

Key Words: red pepper, aflatoxin, Aspergillus, A.
flavus

deger kurutulmus biber tretiminin onda biri kadardir.
Bu degerler biberin en fazla liretimi yapilan baharat
oldugunun gostergesidir. Diinyada en ¢ok biber tiretimi
yapan Ulke, 15 milyon ton uretim degeri ile Cin’dir.
Turkiye ise iki milyon ton biber uretimi ile Meksika’nin
arkasinda yer almaktadir. Kurutulmus kirmizibiber
Uretiminde ise, 1.500.000 ton ile Hindistan ilk sirada
yer alirken, bu llkeyi sirasiyla 280.000 ve 200.000
ton uretim ile Cin ve Pakistan izlemektedir. Turkiye
15.000 ton kirmizibiber uretimiyle, Nepal’in ardindan
24. siradadir (2).
Gidalarda

sporlar,

baharat  kif
bakterilerin

kullanilan  bircok

mayalar ve bulasimina



maruz kalmaktadir. Baharat uretiminde kullanilan
meyvelerin iUretildigi bitkiler toprak ve su ile temas
halinde olduklarindan bulasim kolay ve cabuk bir
sekilde gerceklesir. Kirmizi pul biber lilkemizde yogun
olarak tuketilen baharatlarin basinda gelmektedir.
Ulkemizde yapilan calismalar bu baharatin yaygin
olarak cesitli mikroorganizmalar tarafindan bulasima
maruz kaldigim gostermistir (3- 5). Tlrkiye’de kirmiz
biberde aflatoksin duzeyinin yasal limitlerin Uzerinde
bulunabildigine dair calismalar bulunmaktadir (6-9).
Benzer durum diger llkelerde de s6z konusudur (10-
12).

Mikotoksinler arasinda onem yonunden ilk sirayr
alan aflatoksinler yeryliziinde yaygin olarak bulunan
Aspergillus cinsine ait hifli mantarlar tarafindan
uretilirler. Aspergillus cinsi mantarlar konidyumlan
ile alerjik reaksiyonlara sebep olabildikleri gibi
Urettikleri aflatoksin ile karacigerde adenoma
ve kanser olusumuna neden olabilmektedir (13).
Aflatoksin olusturan kiiflere 24-30 °C sicaklikta ve %
14 ve uzerinde nem iceren bircok gida maddesinde
rastlanabilmektedir. Bircok arastirici kirmizi biberin
riskli  bir

oldugunu bildirmistir (3- 5, 10). Tirkiye’de cesitli gida

aflatoksin yoninden oldukca baharat
maddelerindeki aflatoksin miktarlar ve kif olusturan
tlrler belirlenmis ve risk goriilen {riinlerde varligi
nicel olarak ortaya konmustur (6, 7, 14). Bununla
birlikte Flavi seksiyonuna giren biitin Aspergillus
kifleri aflatoksin olusturmamaktadir (15). Bazi toksin
olusturmayan Aspergillus flavus izolatlan yerfistig
(16) , pamuk (17) ve misir (18) Uriinlerinde aflatoksin
kontaminasyonunun azaltilmasinda etkin bir sekilde
kullanmlmaktadir.

A. flavus tura morfolojik, fizyolojik ve genetik
L rk
kabiliyetleri

kriterler bakimindan iki gruba aynlabilir.

izolatlarimn  aflatoksin  olusturma
degisiklikler gostermekle beraber biiyiik bir bolimi
toksin olusturmamaktadir. Morfolojik olarak daha

kiiclik sklerotlar olusturan S 1rki izolatlar1 yogun

aflatoksin olusturma egilimindedirler. Bu irk icerisinde
aflatoksin olusturmayan izolat nadiren gorilmektedir
(19- 22). S rki, Aflatoksin B ureten SB ve Aflatoksin
B ve G ureten SBG olmak Uizere iki alt gruba aynlir
(23). Gunumuzde aflatoksin uretmeyen bircok A.
flavus izolatinin rekabet giicinden faydalanilarak
urunlerdeki aflatoksin kontaminasyonunu disurmede
kullanildigr bildirilmistir (24, 25). Bu irklardan biri
olan AF36 son zamanlarda Birlesik Devletler Cevre
Koruma Ajansi tarafindan pamuk iretilen alanlarda
aflatoksin bulasimimi azaltmada kullamilmak Uzere
biopestisit olarak tescil edilmistir (24, 26). Bu
calismada kuf ile bulasik biber orneklerinde bulunan
Aspergillus turleri belirlenmistir. Bu turler arasinda
en yaygin bulunan A. flavus turu icerisinden uygun
kosullarda aflatoksin liretmeyen A. flavus izolatlarim
belirlemek amacglanmistir.

1. Gere¢ ve Yontem

1.1. Orneklerin Toplanmasi

Gida,
Midirligl tarafindan kirmizi biber dretimi yapan

Kahramanmaras Tarim ve Hayvancilik

ornekler
Kuf
belirlendigi 15 6rnek 250’ser gramlik paketler halinde

isletmelerden  toplanan calismanin

materyalini olusturmustur. olusumunun

hazirlanmistar.
1.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Aspergillus turinin Flavi seksiyonuna dahil olan
turlerin belirlenmesi A. flavus izolatlarinin aflatoksin
uretme potansiyelleri ile belirtilen yontemler
dogrultusunda Arizona iniversitesinden Peter Cotty

tarafindan yapilmistir ( 15,27,28).

1.2.1. Tirlerin belirlenmesi

Ornekler steril saf su ile 10 dakika calkalanmis,
filtrelerden  suzilmis ve fungal slspansiyon
hazirlanmmistir. Siispansiyon icinde %5 V-8 ve %2’lik
Agar ile %2’lik PDA bulunan ortamlara ekilmistir.

31°C’de bes giin inkiibe edildikten sonra ortamlarda
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koloni olusturma birimi sayimlar gerceklestirilmistir
(20). Gelisen funguslardan Aspergillus tirleri ayrilmis
ve 0,05 g/lt streptomisin ve 0,05 g/lt kloramfenikol
ilave edilmis PDA ve 5/2 Agar iceren ortama
alinmistir. Aspergillus rklarnn 31°C de yedi giin 5/2
agar ortaminda alt kiltiire alindiktan sonra S ve L

irklar belirlenmistir (20).

1.2.2. Aspergillus flavus izolatlarinin aflatoksin

liretme potansiyelleri

izole edilen A. flavus S ve L irklan A&M sivi
ortamina aktanlmistir (17). Bu ortamlar 70 ml olarak
250 mU’lik erlenmeyerlere alinmis ve 100 pl (5000-
7000 konidi) siispansiyon ilave edilmistir. 30°C’de
150 devir/dk calkalayicida

bes gin fermente edilmistir. Ardindan her erlene

karanlik kosullarda

misellerden aflatoksini ayirmak maksadi ile 70 ml
aseton eklenmistir. Bu solisyon dort numara Whatman
filtre kagidindan siiziilmis ve 100 ml solusyona 100
ml steril saf su ilavesi yapilmistir. Siiziintii 250 mU’lik
ayrima hunisinde 25 ml metilen klorid ile iki kez
ekstrakte edilmistir. Kalan su kismin1 almak amaci
ile stizuntu 50 gr susuz sodyum silfattan gecirilmis
ve 25 ml metilen klorid ilave edilerek organik
fazin sodyum siilfattan ayrilmasi saglanmistir. (23).
Metilen klorid fraksiyonlar ayrilip kalan kati1 kisim
25 ml metilen klorid ile cozulmus ve kantifikasyonu
HPLC ile yapilmistir. Boylelikle her izolatin aflatoksin
uretme Aflatoksin

kabiliyetleri  belirlenmistir.

konsantrasyonlar1 (ppb) on tabaninda logaritmik
transformasyona tabi tutulmus, sonuclar bu degerler
Uzerinden tartisilmistir. Propagul sayisi ile aflatoksin
uretim miktarlarn arasindaki iliski ikili Pearson’un
korelasyon katsayisinin JMP istatistik paket programi

kullanlarak hesaplanmasi ile belirlenmistir.
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BULGULAR

Tiirlerin Belirlenmesi

Alinan 15 ornekten 12’sinden A. flavus tirl
izole edilebilmistir. TP1 ve TP15’de %7 oraninda A.
tamari, TP 13’de ise %25 oraninda A. parasiticus ve
%13 oraninda A. tamari’ye rastlanmistir. TP2, TP8 ve
TP10 disindaki orneklerde A. flavus turunin S rkina
rastlanmamistir: Bu orneklerdeki S irki izolatlarinin
Toplam 212

ornekten elde edilen Aspergillus tirleri goz online

oranm ise %7 olarak belirlenmistir.
alindigina yaklasik %2’sinin A. parasiticus, %2’sinin
A. tamari ve %97’sinin A. flavus oldugu soylenebilir.
A. flavus biber orneklerinde en yaygin olarak goriilen
Aspergillus turu olarak belirlenmistir. Bununla birlikte
kirmizi biber orneklerinde A. flavus tirinin S rkinin
nadir olarak gorildigi L rkimin biylk cogunlugu
teskil ettigi gorilmektedir. TP4 oOrnegi en fazla
propagiil iceren ornek olurken TP13’de ise sadece bir
propagiile rastlanmistir.

1.3. A. flavus izolatlarinin Aflatoksin iliretme

potansiyelleri

Kirmizi biber orneklerinden izole edilen A.
flavus izolatlarinin aflatoksin Uretme yetenekleri
belirlenmistir. Toplam 212 A. flavus izolatinin 63’l
uygun kosullar altinda toksin iiretmemistir. Ornekler
arasinda en az toksin liretmeyen izolatin bulundugu
ornek 3/15 oram ile U¢ numarali ornektir. Dort
numarali ornekten izole edilen izolatlarin tamam
toksin Uretim potansiyeline sahiptir. En yiksek
toksin Ureten izolat 6,7 Log,, ppb ile 2G izolaty,
en az toksin ireten izolat ise 3,2 Log,, ppb ile 5C
izolat1 (Sekil 1: Ornek 2 G ve Ornek 5 C siitunu)
olmustur. Orneklerdeki propagiil sayisi ile toksin
Uretmeyen izolat arasinda istatistiksel anlamda iliski

bulunamamistir (r 0,41; P degeri 0,12).



Tablo 1. Biber orneklerinde aflatoksin treten funguslarin izolat sayilari, spor sayilari ile tur ve irk oranlar

A A A A flaws S ki __Toksin
Ornek parasiticus tamari flavus izolat orani A ufrl'ztr:se);:zlat s:;::/g

(%) (%) (%) say1si (%) B
TP1 0 7 93 15 0 7 4
TP2 0 0 100 15 7 3 2.634.038
TP3 0 0 100 15 0 7 10.637
TP4 0 0 100 14 0 0 3.034.410
TP5 0 0 100 15 0 2 94.440
TP6 0 0 100 15 0 3 184.592
TP7 0 0 100 15 0 5 190.128
TP8 0 0 100 15 7 10 120.820
TP9 0 0 100 15 0 1 32.164
TP10 0 0 100 15 7 3 100.990
TP11 0 0 100 11 0 3 3
TP12 0 0 100 15 0 7 57.304
TP13 25 13 63 8 0 3 1
TP14 0 0 100 14 0 3 19
TP15 0 7 93 15 0 6 67.943
Toplam 212 63
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Sekil 1. Kirrmz1 biber orneklerinden izole edilen Aspergillus flavus izolatlarinin A&M sivi ortaminda Lirettikleri toksin
miktan (Log,, ppb)

w

&

Aflatoksin miktan Logl10 ppb
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Sekil 1’in devami. Kirmiz1 biber orneklerinden izole edilen Aspergillus flavus izolatlarinin A&M sivi ortaminda lirettikleri
toksin miktar1 (Log,, ppb )
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Aflatoksinmiktan Logl 0 ppb

Ornek 11
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Sekil 1’in devami. Kirnizi biber orneklerinden izole edilen Aspergillus flavus izolatlarinin A&M sivi ortaminda iirettikleri

toksin miktan (Log,, ppb )

TARTISMA VE SONUC

Diinyada kirmizi biberde aflatoksin kontaminasyonu
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (10, 12).
Tirkiye’de de kirmizi biberdeki aflatoksin sorunu
(6,14,29).
Kirmizi biberdeki aflatoksin sorununu diger gidalarda

onemli gida risklerinden gorulmustir
oldugu gibi tek bir yontem kullanarak ¢c6zmek miimkiin
gozikmemektedir. Hasat oOncesi ve hasat sonrasi
biyotik ve abiyotik bircok faktoriin etkisi ile kirrz
biberde olusan aflatoksin olusumunun engellenmesinin
yollarindan biri de toksin lUretmeyen izolatlarin toksin
Ureten izolatlarla rekabet etmesidir. Misir, yerfistigi,
pamuk gibi bircok tiriinde kontaminasyona sebep olan
A. flavus tiri toksin Ureten ve Uretmeyen izolatlara
sahiptir (16- 18). Bu calismada kirmizi biberde toksin
uretme kabiliyetine sahip olmayan A. flavus tirlerinin
varligi ortaya konmustur.

Aflatoksin ireten A. parasiticus, A. tamari ve

A. flavus turlerinin kirmizi biber orneklerinde yaygin

olarak bulundugu belirlenmistir. A. flavus tiriiniin
baskin tiir oldugu ancak L irklarinin S irklarina
gore daha yaygin oldugu goriilmistir. Calismada
izolatlar toksin Uretebilecekleri en uygun ortamlarda
gelistirilmislerdir. Toplam 15 ornekten izole edilen
212 izolatin 63’Uniin toksin tretemedigi goriilmistdir.
arasinda da farklitiklar

Toksin Ureten izolatlar

gorulmis, izolatlarin toksin Uretme kabiliyetinin
6,7 Log10 ppb ile 3,2 Log10 ppb arasinda degistigi
belirlenmistir. Dogal kosullar altinda toksin iiretebilen
izolatlarin toksin liretme kabiliyetlerinde azalmalar
gorilmesi  beklenebilir.  Bununla birlikte uygun
ortamlarda toksin iiretmeyen izolatlarin dogal kosullar
altinda da toksin liretmeyecegi distiniilmektedir.

A.  flavus tirinin bulastigr Griindeki lipid
miktarinin yiksekligi tiiriin gelisimini hizlandirmakta,
Urlindeki seker varligi ise gelisimi ve aflatoksin
tetiklemektedir. birlikte

ve aflatoksin

olusumunu Bununla

bitki bunyesinde turiun gelisimini
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olusumunu engelleyen inhibitorler de bulunabilir.
(30, 31). Bu nedenle her tiriun aflatoksin olusumuna
tepkisi farkliiklar gosterebilir. Ayn1 turtin farkli
genotiplerinin de aflatoksin olusumuna farkli tepkiler
gostermesi beklenebilir. Alinan orneklerdeki spor
sayisinin fazla olmas1 ancak spor sayisi ile aflatoksin
olusumu arasinda iliskinin bulunmamasi izolatlarin
toksin Uretim kabiliyetine veya bulastig1 genotipin
Biber

direnc gostermesi veya etmenin genotipler arasinda

tepkisine baglidir. genotiplerinin etmene
secim yapmas1 soz konusudur Aflatoksin olusumunun
onlenmesi ile ilgili diger bir yontem ise etmene
dayanikli biber genotiplerinin gelistirilmesi olabilir.
Bu nedenle farkli toksin iiretme kabiliyetine sahip
izolatlarin biber genotiplerinin Gizerindeki etkilerinin
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ABSTRACT

Objective: Infections caused by resistant gram-
negative bacteria to antimicrobials occur at increasing
rates. Therefore, routine screening of resistance
patterns is crucial for treatment approaches using
proper antibiotics. Nevertheless, there is not enough
data with respect to antibiotic resistance profiles
in North Cyprus. This study was conducted in order
to investigate the resistance rates of Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Klebsiella
pneumoniae which were isolated from the Near East
University (NEU) Hospital, North Cyprus.

Method: It was included in this study P. aeruginosa,
A. baumannii and K. pneumoniae which were isolated
in the NEU Hospital Clinical Microbiology Laboratory
between 01 August 2010 and 31 December 2014.
Identification and susceptibility tests were performed
by using the BD Phoenix 100 system (software version
6.01A). The antimicrobial susceptibility test results
were determined according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines, and
the resistance rates of bacterial isolates to antibiotics
were examined retrospectively.

Results: It was evaluated that the antibiotic
resistance rates of 186 P aeruginosa, 61 A. baumannii,
and 204 K. pneumoniae strains which were isolated

OZET

Amag: Antimikrobiyallere direncli Gram-negatif

bakterilere bagli gelisen enfeksiyonlar gittikce

artan oranlarda goriilmektedir. Bu nedenle direnc
paternlerinin rutin olarak taranmasi tedavide uygun
antibiyotik verilmesi icin onemlidir. Ancak, Kuzey
Kibris’taki antibiyotik direnc profiline iliskin yeterli
veri mevcut degildir. Bu calisma Kuzey Kibris’taki
Yakin Dogu Universitesi (YDU) Hastanesi’nde izole
edilen Pseudomonas  aeruginosa, Acinetobacter
baumannii ve Klebsiella pneumoniae bakterilerindeki
direnc oranlarinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.

Yontem: YDU Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda 01.08.2010 ve 31.12.2014 tarihleri
arasinda izole edilen P. aeruginosa, A. baumannii
ve K. pneumoniae bakterileri bu calismaya dahil
edilmistir. Tanimlama ve duyarlilik testleri BD Phoenix
100 sistemi (6.01A yazilim programi) kullanilarak
yapilmistir. Antimikrobiyal duyarliik test sonuclari
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kilavuzuna gore belirlenmis ve bakteri izolatlarinin
antibiyotiklere direnc oranlar retrospektif olarak
incelenmistir.

Bulgular: YDU Hastanesi’nde Agustos 2010 ve
Aralik 2014 tarihleri arasinda izole edilen 186 P.
aeruginosa, 61 A. baumannii, ve 204 K. pneumoniae
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between August 2010 and December 2014 at the NEU
Hospital. P aeruginosa isolates were mostly resistant
to aztreonam (42.9%), ceftazidime (19.5%), levofloxacin
(20.2%) and ciprofloxacin (18.8%). In contrary, resistance
rates for imipenem and meropenem were lower (11.8%
and 6.5%, respectively). A. baumannii displayed high
resistance (32.8%-92.7%) to most of the antibiotics
tested, while the resistance rate for colistin was
5.1%. The highest antimicrobial resistance rates in
K. pneumoniae isolates were detected in ampicillin-
sulbactam (39.9%), cefazolin (35.3%), cefuroxime
(34.2%) and tetracycline (30.8%); while the lowest rates
of resistance were recorded for ertapenem (4.6%),
imipenem (0.0%), meropenem (1.0%) and amikacin
(0.0%). Besides, extended-spectrum beta-lactamase
(ESBL) positive results were obtained among 16.7% of K.
pneumoniae isolates.

Conclusion: According to literature review, this
is the first study that evaluated the antimicrobial
resistance rates of P aeruginosa, A. baumannii and K.
pneumoniae isolates in a centre in North Cyprus. Among
the antibiotics tested, particularly the carbapenem
resistance in P. aeruginosa and K. pneumoniae strains,
and colisitin resistance in A. baumannii were detected
at lower rates in comparison to the other studies
where high rates of resistance were documented.
Nevertheless, the results of this study indicate that
antibiotic resistance in our hospital cannot be ignored,
and the test results should be monitored routinely. By
conducting multi-centered studies, more comprehensive
data on antimicrobial resistance patterns and the
underlying genetic mechanisms should be documented
in North Cyprus.

Key  Words: drug resistance, North Cyprus
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae

susunun antibiyotik direnc oranlan degerlendirilmistir.
P. aeruginosa izolatlarinda en yuksek direnc oranlar
aztreonam (%42,9), seftazidim (%19,5), levofloksasin
(%20,2) ve siprofloksasin (%18,8) antibiyotiklerinde
goriilmiistiir. imipenem ve meropenem icin ise daha disiik
diren¢ oranlan (sirasiyla %11,8 ve %6,5) saptanmistir.
A. baumannii izolatlarinin, test edilen antibiyotiklerin
coguna karsi yiiksek seviyede direncli (%32,8-%92,7)
oldugu gorilmis; bu izolatlar arasindaki kolistin
direnci ise %5,1 olarak belirlenmistir. K. pneumoniae
izolatlarinda en yiksek direnc oranlarnn ampisilin-
sulbaktam (%39,9), sefazolin (%35,3), sefuroksim
(%34,2) ve tetrasiklin (%30,8) antibiyotiklerinde; en
dusuk oranlar ise ertapenem (%4,6), imipenem (%0,0),
meropenem (%1,0) ve amikasin (%0,0) antibiyotiklerinde
saptanmistir. Ayrica, K. pneumoniae izolatlar arasinda
%16,7 oraninda genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) pozitifligi gorulmustdr.

Sonug: Bu calisma, arastirmalarimiza gore Kuzey
Kibris’taki bir merkezde P. aeruginosa, A. baumannii ve
K. pneumoniae izolatlarinin antibiyotiklere karsi direnc
oranlarim degerlendiren ilk calismadir. Calismamizda,
test edilen antibiyotikler arasinda 6zellikle P. aeruginosa
ve K. pneumoniae suslarinda karbapenem direnci;
A.  baumannii’de ise kolistin direnci, yiiksek direnc
oranlarimn bildirildigi diger calismalara gore daha diisiik
oranlarda bulunmustur. Ancak, bu calismanin bulgulari
hastanemizde antibiyotik direncinin gozardi edilmemesi
ve test sonuclarinin rutin olarak taranmasi gerektigine
isaret etmektedir. Cok merkezli calismalar yurutilerek
Kuzey Kibris’taki antimikrobiyal direnc paternleri ve
altta yatan genetik mekanizmalar ile ilgili daha genis
kapsamli verilerin elde edilmesi gerekmektedir.

Anahtar  Kelimeler: ilac direnci, Kuzey Kibris
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae

INTRODUCTION

Infections developed by antibiotic-resistant

Due to the presence of outer membrane structure

Gram-negative bacteria occur at increasing rates. and defense mechanisms such as periplasmic beta-
Apart from being difficult to treat, these infections lactamases, Gram-negative bacteria are more
are associated with high morbidity and mortality and resistant to antimicrobial agents than Gram-positive
pose a threat to the global public health (1). bacteria. This also makes it more difficult to develop
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novel antibiotics against Gram-negative bacteria (2).

Pseudomonas aeruginosa is a non-fermenting
Gram-negative bacterium which is an opportunistic
pathogen (3). This bacterium, which causes nosocomial
infections such as pneumonia, urinary tract infection
and sepsis, is resistant to many antibiotics including
beta-lactams, aminoglycosides and fluoroquinolones
(4). Infections caused by multidrug-resistant P
aeruginosa are regarded as a serious clinical problem

and are seen relatively common (5).

Acinetobacter baumannii is a non-fermenting
Gram-negative bacterium and this opportunistic
pathogen is generally isolated from the infections
in intensive care units (6). A. baumannii has been
recognised as an important cause of nosocomial
infections with high morbidity and mortality rates
(7). This bacterium is most commonly encountered in
septicemia, pneumonia and urinary tract infections
(8). A. baumannii is capable of developing resistance
against antimicrobial agents, and there has been an
increase in the rates of multidrug-resistant isolates in
the last decade (6).

that
Enterobacteriaceae, are part of the normal intestinal

Gram-negative  bacteria belong to
flora and besides, are among the most commonly
encountered pathogens in clinical practice. These
bacteria can easily be transmitted between individuals
and they tend to receive genetic information
typically by plasmids and transposons (9). Klebsiella
pneumoniae, a member of Enterobacteriaceae,
is an opportunistic pathogen and is involved in
septicemia, pneumonia, urinary tract infections
and soft tissue infections among hospitalized and
immunosuppressed patients. Multidrug-resistance in
K. pneumoniae is generally caused by the production
of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) and
carbapenemases. The spread of multidrug-resistant
isolates usually results in the failure of antibiotic

therapy given for these infections (10).

In order to control the infections caused by
resistant Gram-negative bacteria, the risk factors

should be determined, the resistant isolates should be
identified, and preventive measures should be taken.
Determination of the local antibiotic resistance
profiles can guide the options of empirical therapy for
the antibiotic-resistant Gram-negative infections (1).

There
antimicrobial drug resistance in the
However the resistance patterns of P aeruginosa,
A. baumannii and K. pneumoniae strains in North

have been many publications on

literature.

Cyprus remain unclear. For this reason, P. aeruginosa,
A. baumannii and K. pneumoniae isolates which
were reported between August 2010 and December
2014 at the Near East University (NEU) Hospital in
North Cyprus were included in this study. Therefore,
a data on the antibiotic resistance patterns of these
important bacteria isolated from the NEU Hospital
was obtained in this research.

MATERIAL and METHOD

The present study was conducted at the NEU
Hospital Clinical Microbiology Laboratory. The NEU
Hospital was established in Nicosia, capital of North
Cyprus, in July 2010. During the period of August 2010
and December 2014, the bed capacity of the hospital
was 120 and the occupancy rate was 50%. The 12-bed
general intensive care unit and six-bed cardiovascular
surgery intensive care unit had an occupancy
rate of 50%. Bacterial isolates, P aeruginosa, A.
baumannii and K. pneumoniae which were isolated
at the NEU Hospital Clinical Microbiology Laboratory
between 01.08.2010 and 31.12.2014 were included
in this study. The isolated bacteria were collected
from specimens sent by various departments
during this time period. Identification of bacterial
isolates and the antimicrobial susceptibility testing
were performed using the BD Phoenix 100 system
(software version 6.01A). The susceptibility test
results were determined according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines
(11). The presence of ESBL among K. pneumoniae
isolates was also evaluated according to the test
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results obtained from the Phoenix instrument.
Demographic information of the patients, types of
clinical specimens bacteria were isolated from, and
the antibiotic resistance rates were investigated
retrospectively. Repetitive isolates which were
recovered from identical specimens of the same
patient in a short period of time were excluded from
the study. However, repetitive strains isolated over
an extended period of time were included in the
study. In addition, strains isolated from different
specimens of the same patient were also included
in the study. The data obtained were analyzed using

the Microsoft Excel software.

RESULTS

Two hundred and twenty-four P. aeruginosa, 79
A. baumannii and 229 K. pneumoniae strains were
isolated at the NEU Hospital Clinical Microbiology
Laboratory between 01.08.2010 and 31.12.2014.
The repetitive isolates recovered in a short period

Table 1. Distribution of P aeruginosa, K. pneumoniae and A.

Hospital 2010-2014).

of time were excluded from the analysis, thus 186 P,
aeruginosa, 61 A. baumannii and 204 K. pneumoniae
strains were evaluated in the study. Distribution of
the bacterial isolates among the patient specimens is
given in the Table 1.

Demographic information of the patients and
the antibiotic resistance rates of P aeruginosa, K.
pneumoniae and A. baumannii were identified. The
findings were stated individually for each pathogen.

One hundred and eighty-six P. aeruginosa isolates
were detected from 123 patients. Distribution of the
patients according to the age groups were nine (7.3%)
for age zero; 14 (11.4%) for age 1-14; six (4.9%) for
age 15-24; 12 (9.8%) for age 25-44; 17 (13.8%) for age
45-64; and 65 (52.8%) for age 65+. Numbers of female
and male patients were noted to be 54 (43.9%) and 69
(56.1%), respectively.

The antibiotic 186 P
aeruginosa isolates were evaluated. The highest

resistance rates of

baumannii isolates according to the patient specimens (NEU

P. aeruginosa A. baumannii K. pneumoniae

Specimen

n (%) n (%) n (%)
Wound material 34 18.3 7 11.5 9 4.4
Sputum 25 13.4 10 16.4 18 8.8
Cerebrospinal fluid 8 4.3 - - - -
Deep tracheal aspirate 30 16.1 24 39.3 16 7.8
Urine 57 30.6 9 14.8 122 59.8
Blood 15 8.1 3 4.9 24 11.8
Catheter 9 4.8 6 9.8 10 4.9
Other 8 4.3 2 3.3 5 2.5
Total 186 100.0 61 100.0 204 100.0
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resistance rates were recorded against aztreonam
(42.9%), ceftazidime (19.5%), levofloxacin (20.2%)
and ciprofloxacin (18.8%). However, resistance rates
for imipenem (11.8%) and meropenem (6.5%) were
found to be lower (Table 2).

Sixty-one A. baumannii isolates were reported
from 40 patients.
according to the age groups were three (7.5%) for
age 1-14; five (12.5%) for age 15-24; five (12.5%)
for age 25-44; 11 (27.5%) for age 45-64; and 16
(40.0%) for age 65+. There was no patient (0.0%)
in the age group zero. Number of female patients

Distribution of the patients

was 17 (42.5%), and number of male patients was
23 (57.5%).

rates of 61 A.
baumannii isolates were assessed. High levels of

Antimicrobial resistance
resistance (32.8%-92.7%) were detected against
most of the antibiotics tested. Colistin resistance
among A. baumannii isolates was noted to be 5.1%
(Table 3).

In this study, 204 K. pneumoniae strains were
isolated from 155 patients. Distribution of the
patients according to the age groups were 18
(11.6%) for age zero; seven (4.5%) for age 1-14; six
(3.9%) for age 15-24; 25 (16.1%) for age 25-44; 31
(20.0%) for age 45-64; and 68 (43.9%) for age 65+.
Numbers of female and male patients were found
to be 88 (56.8%) and 67 (43.2%), respectively.

Table 2. Antimicrobial resistance rates of P aeruginosa isolates (NEU Hospital 2010-2014).

P. aeruginosa (n: 186)

The antibiotics tested Number of the isolates Number of the resistant isolates

tested n (%)
Piperacillin-tazobactam 185 12 6.5
Ticarcillin-clavulanic acid 86 8 9.3
Ceftazidime 185 36 19.5
Cefepime 184 9 4.9
Aztreonam 184 79 42.9
Imipenem 186 22 11.8
Meropenem 184 12 6.5
Colistin 128 14 10.9
Gentamicin 185 23 12.4
Amikacin 185 13 7.0
Ciprofloxacin 186 35 18.8
Levofloxacin 129 26 20.2
Norfloxacin 57 8 14.0
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Table 3. Antimicrobial resistance rates of A. baumanii isolates (NEU Hospital 2010-2014).

A. baumannii (n: 61)

The antibiotics tested Number of the isolates Number of the resistant isolates

tested n (%)
Ampicillin-sulbactam 61 8 13.1
Piperacillin-tazobactam 61 46 75.4
Ceftazidime 61 48 78.7
Cefepime 61 20 32.8
Cefotaxime 55 51 92.7
Imipenem 61 45 73.8
Meropenem 61 45 73.8
Colistin 59 3 5.1
Gentamicin 61 44 721
Amikacin 61 40 65.6
Tetracycline 55 42 76.4
Ciprofloxacin 61 47 77.0
Levofloxacin 59 44 74.6
Trimethoprim-sulfamethoxazole 61 44 721

Resistance rates of 204 K. pneumoniae against DISCUSSION

antibiotics were analyzed. The resistance levels of
these isolates varied among different antibiotics.
The highest rates of resistance in K. pneumoniae
detected against
sulbactam (39.9%), cefazolin (35.3%), cefuroxime
(34.2%) and tetracycline (30.8%). The lowest rates
of resistance were recorded for ertapenem (4.6%),

isolates were ampicillin-

imipenem (0.0%), meropenem (1.0%) and amikacin
(0.0%) (Table 4). Besides, 34 (16.7%) of 204 K.
pneumoniae isolates were noted to be positive for
ESBL.

Turk Hij Den Biyol Derg

Infections caused by antimicrobial-resistant
microorganisms lead to higher mortality, morbidity
and treatment costs than those of antibiotic-
susceptible pathogens (12). Besides, increase in the
antimicrobial resistance can lead to ineffectiveness
of the antibiotics used for the empirical therapy (2).
For this reason, countries should establish data on
their local antibiotic resistance profiles.

P. aeruginosa, A. baumannii and K. pneumoniae
are Gram-negative bacteria which cause nosocomial



Table 4. Antimicrobial resistance rates of K. pneumoniae isolates (NEU Hospital 2010-2014).

K. pneumoniae (n: 204)

The antibiotics tested Number of the isolates Number of the resistant isolates

tested n (%)
Amoxicillin-clavulanic acid 111 33 29.7
Ampicillin-sulbactam 203 81 39.9
Piperacillin-tazobactam 203 22 10.8
Ticarcillin-clavulanic acid 69 16 23.2
Cefazolin 201 71 35.3
Cefepime 203 44 21.7
Cefotaxime 26 4 15.4
Ceftriaxone 170 38 22.4
Cefoxitin 203 26 12.8
Cefuroxime 111 38 34.2
Ceftazidime 204 43 21.1
Aztreonam 203 44 21.7
Ertapenem 197 9 4.6
Imipenem 203 0 0.0
Meropenem 204 2 1.0
Gentamicin 204 29 14.2
Amikacin 204 0 0.0
Tetracycline 26 8 30.8
Ciprofloxacin 204 41 20.1
Levofloxacin 95 16 16.8
Norfloxacin 111 20 18.0
Trimethoprim-sulfamethoxazole 204 63 30.9
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infections (2). The other significant feature of
these bacteria is their ability to develop resistance
(3,10,13).
antibiotic resistance patterns of P

against antibiotics In North Cyprus,
aeruginosa,
A. baumannii and K. pneumoniae isolates remain
unclear. Therefore, the findings of these bacteria
isolated from the NEU Hospital between August 2010
and December 2014 were analyzed retrospectively.
In this period, 186 P. aeruginosa from 123 patients,
61 A. baumannii from 40 patients, and 204 K.

pneumoniae from 155 patients were reported.

Demographicinformation of the patients revealed
that, the pathogens in this study were isolated most
commonly from the patients aged 65 and over. The
prevalence of P. aeruginosa, A. baumannii and K.
pneumoniae in the age group 65+ was 52.8%, 40.0%
and 43.9%, respectively. The reason of greater rates
of infection in this age group can be explained by the
weakened immune response in the elderly people
which results in increased sensitivity against the
pathogens (14). The proportions of female and male
patients infected with P aeruginosa were 43.9%-
56.1%; while the percentages for A. baumannii
were 42.5%-57.5%,
were similar for both of the pathogens. Among the

respectively. These findings

patients infected with K. pneumoniae, the rates of
female and male patients were 56.8% and 43.2%,
respectively.

In our study, the patient specimens used for the
isolation of these pathogens were also analyzed
(Table 1). P aeruginosa was mostly isolated from
the urine samples (30.6%), which was followed by
wound material (18.3%), deep tracheal aspirate
(DTA) (16.1%) and sputum (13.4%) samples. This
pathogen was also isolated from blood samples
(8.1%), and these findings were consistent with
the infections where P. aeruginosa is commonly
(4,15).
baumannii was mostly isolated were DTA (39.3%),

encountered The specimens which A.

sputum (16.4%), urine (14.8%) and wound material
(11.5%). These findings were compatible with the
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previous studies where A. baumannii was stated
to be isolated most commonly from the respiratory
specimens followed by wound materials (16). In our
study, K. pneumoniae was most frequently detected
in urine samples (59.8%). This is not surprising since
this pathogen is the second most common cause
of community-acquired urinary tract infections
The other
samples where K. pneumoniae isolates were
reported were blood (11.8%), sputum (8.8%) and DTA
(7.8%), and these findings were consistent with the

developed by Enterobacteriaceae (17).

infections caused by this pathogen (10).

In the study, antimicrobial resistance patterns of
P. aeruginosa, A. baumannii and K. pneumoniae
isolates which were reported at the NEU Hospital
betwen August 2010 and December 2014 were
analyzed.

P. aeruginosa is intrinsically resistant to many
antibiotics due to the presence of outer-membrane,
intracellular mechanisms of
Although antibiotics

such as carbapenems were introduced against

efflux-pumps and

antimicrobial inactivation.
P aeruginosa, this organism can easily develop
resistance as a result of mutations in the chromosome
and acquisition of extracellular genes (3).

Data obtained in this study revealed that, the
highest resistance in P. aeruginosa isolates was
(42.9%) (Table 2). This can
be explained by the emergence of ESBL and/or

against aztreonam

AmpC beta-lactamase producing strains which can
hydrolyse aztreonam, cephalosporins and penicillins.
Aztreonam resistance in P. aeruginosa is an obstacle
for the administration of appropriate therapy. Many
studies from Turkey, Europe and other countries
reported high resistance rates (32.0%-52.0%) against
aztreonam (18-20).

In the present
(gentamicin: 12.4%; amikacin 7.0%), fluoroquinolone
18.8%; 20.2%;
14.0%) (19.5%)
resistance among P.  aeruginosa isolates were

study, aminoglycoside

(ciprofloxacin: levofloxacin:

norfloxacin: and ceftazidime



found similar with the rates documented in the
antimicrobial resistance report of South Cyprus in
2010 (21). The only difference between the findings
was observed for the carbapenem antibiotics.
Resistance rate in the 2010 report was declared to
be 29.2%, while the percentages for imipenem and
meropenem resistance in this study were found 11.8%
and 6.5%, respectively (Table 2). In a recent meta-
analysis from Turkey, P. aeruginosa isolates were
reported to have decreased resistance rates to all
antibiotics tested, with the exception of cefepime
and monobactam, during 2010-2013 in comparison
with the period before 2013 (22).

Apart from being intrinsically resistant to

many antibiotics, A. baumannii has the ability
to develop resistance against most antimicrobial
agents. Presence of the outer-membrane, alteration
of the drug target, enzymatic degradation of the
antibiotics, and the efflux-pumps are responsible for

the antimicrobial resistance (13).

In our study, A. baumannii isolates exhibited
high resistance (32.8%-92.7%) against most of the
antimicrobial agents tested (Table 3). This finding is
consistent with those of many other studies where
A. baumannii was shown to develop resistance to
most of the antibiotics (23-27). In this study, the
lowest resistance rates in A. baumannii isolates
were detected for colistin (5.1%) and ampicillin-
sulbactam (13.1%) (Table 3).

Among the antimicrobial agents used for A.
baumannii, colistin is the most active antibiotic.
However, because of increased incidence of colistin
resistant A. baumannii isolates, today there is a
suspicion regarding the use of this antibiotic against
the infections caused by A. baumanii (28). Colistin
resistance in our study was 5.1%. Nevertheless, this
result should be confirmed by alternative methods
(11). In the literature, varying rates of colistin
resistance (as high as 40.6%) in A. baumannii isolates
were documented by different countries (29). On the
other hand, ampicillin-sulbactam is an alternative

drug for A. baumannii infections (30). The resistance
rate (13.1%) in this study was much lower than the
result (51.6%) obtained from European countries
which was published in 2008 (31).

Nearly 10% of the nosocomial infections are
developed by K. pneumoniae. Multidrug-resistance
caused most commonly by ESBLs and carbapenemases
in this pathogen generally results in treatment
failure (10). ESBLs which belong to Ambler Class A
beta-lactamases can hydrolyse monobactams and
cephalosporins, but do not affect carbapenems or
cephamycins (15). Rate of infections particularly
caused by ESBL producing E. coli and K. pneumoniae
has increased (32). On the other hand, carbapenems
have been used as the last resort treatment for
the caused by multidrug-resistant
Enterobacteriaceae (33). However, the incidence of
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae has

infections

risen globally over the last decade. K. pneumoniae
(KPC) which K.
pneumoniae isolates are the major sources) are

carbapenemase enzymes (for
the most frequent cause of antibiotic resistance in

carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (34).

Antibiotic resistance rates detected among K.
pneumoniae in this study were noted to be different
from the data of South Cyprus in the 2010 report (21).
In that publication, resistance of K. pneumoniae
against fluoroquinolones, carbapenems and the
third-generation cephalosporins were documented
as 38.8%, 16.4%, and 34.3% respectively, while the
isolates in our study exhibited lower resistance
rates for these antibiotics. In our K. pneumoniae
isolates, ciprofloxacin, levofloxacin and norfloxacin
resistance were recorded as 20.1%, 16.8% and 18.0%,
respectively. While low levels of resistance were
detected for ertapenem and meropenem (4.6% and
1.0%, respectively), none of K. pneumoniae isolates
(0.0%) were resistant against imipenem. Among
the third-generation cephalosporins, prevalence
of resistance for cefotaxime, ceftriaxone and

ceftazidime were found to be 15.4%, 22.4% and 21.1%,
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respectively. Resistance rate of K. pneumoniae
isolates against azteronam was 21.7% (Table 4).
In this study, the data from Phoenix instrument
revealed that 34 (16.7%) of 204 K. pneumoniae
isolates were positive for ESBL. However, this result
should be confirmed by alternative methods (35).
Yet, our finding is comparable with the data reported
from Turkey in 2008. In that study, ESBL prevalence
among Klebsiella spp. isolated from urine cultures
was found to be 12.0% (36).

The antimicrobial resistance report in 2010
indicated that aminoglycoside resistance of K.
(21).
According to the results of our study, gentamicin

pneumoniae in South Cyprus was 19.4%

resistance among K. pneumoniae isolates was found
to be 14.2%, while none (0.0%) of these isolates
was resistant to amikacin. The highest levels of
resistance in K. pneumoniae isolates were detected
for ampicillin-sulbactam (39.9%), cefazolin (35.3%),
cefuroxime (34.2%) and tetracycline (30.8%) (Table
4). Because of the increased incidence of cefazolin
resistance, today there is a suspicion regarding
the use of this antibiotic against the infections
caused by Enterobacteriaceae (37). Besides, a study
conducted in the USA revealed an increase in the
resistance rates of K. pneumoniae isolates against
antibiotics except for tetracycline between 1998
and 2010 (38).
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Molecular typing and investigation of carbapenemases in
carbapenem resistant Acinetobacter baumannii isolates

Nilgiin OZBEY", Miiserref TATMAN-OTKUN?

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to
investigate the presence of carbapenemases in
carbapenem-resistant A. baumannii strains and their

chromosomal or plasmid origin.

Methods: Of the total 65 A. baumannii studied,
66% were isolated from patients in intensive care unit
(ICU); most of strains were blood (37%) and lower
respiratory tract samples (32%). VITEK2 automated
system and disk diffusion tests were used to evaluate
antibiotic susceptibilities. In addition, MIC values for
carbapenems were determined using M.I.C. evaluator
strips. Clonal relationship between the isolates was
assessed by AP-PCR, using M13 and DAF4 primers.
Carbapenemase genes were screened by multiplex-
PCR, and presence of plasmid-borne carbapenemase

was investigated.

Results: The The isolates were found to be
susceptible to tobramycin, netilmicin, and colistin
by 98.5%, 98.5% and 96.9%, respectively. The rates
of resistance to other antibiotics were quite high,
and resistance was found between 78.5% - 100%. The
resistance rates were detected as 100% to ticarcillin,
piperacillin, piperacillin+tazobactam, ceftazidime,

ceftriaxone, sefepime, imipenem, meropenem, and

OZET

Amac: Bu calismada karbapenem direncgli A.

baumannii’lerde  karbapenemazlarin  varligi ve
bunlarin kromozomal veya plazmid kaynakli oldugunun

arastirilmasi amaglanmistir.

Yontemler: Calisilan 65 A. baumannii’nin %66’s1
yogun bakim iinitesi (YBU)’ndeki hastalardan, en
cok kandan (%37) ve alt solunum yolu orneklerinden
(%32) izole edilmistir. Antibiyotik duyarliliklarim
degerlendirmede VITEK 2 otomatize sistemi ve disk
diflizyon testi kullamilmistir. Ayrica, karbapenemler
icin  MIK degerleri, MIK degerlendirici stripler
kullamlarak belirlenmistir. izolatlar arasindaki klonal
iliski M13 ve DAF4 primerleri kullanilarak AP-PZR ile
degerlendirilmistir. Karbapenemaz genleri multipleks-
PZR ile taranmis ve plazmit kaynakli karbapenemaz

arastinlmistir.

Bulgular: izolatlar tobramisin, netilmisin ve
kolistine sirasiyla %98.5, %98.5 ve %96.9 oraninda
duyarli bulunmustur. Diger antibiyotiklere
direnc oranlarn oldukca yiiksek olup %78.5-100.0
arasinda  saptanmustir.

Tikarsilin, piperasilin,

piperasilin+tazobaktam, seftazidim, seftriakson,
sefepim, imipenem, meropenem ve siprofloksasin

icin %100.0; tikarsilin+klavulanik asit, gentamisin,
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ciprofloxacin, 98.5% to ticarcillin+clavulanic acid,
gentamicin, levofloxacin, tetracycline, doxycycline,
trimethoprim-sulfamethoxazole, 93.8% to
92.3% and 78.5% to

ampicillin+sulbactam. In the study, two different

and
minocycline, to amikacin,
patterns were observed by AP-PCR. Chromosomal
OXA-23 and OXA-51 carbapenemase enzyme genes
positively were found in all isolates. Plasmids were

isolated neither of isolates.

Conclusion: Isolates were detected more

frequently from hemocultures in ICU. Isolates
showed clonal similarity in AP-PCR where M13
and DAF4 primers were used. The presence of the
single Acinetobacter clone in our hospital suggests
that they all originated from the same source. For
this reason, it is concluded that universal infection
control measures should be taken in consideration
to prevent cross-infection by carbapenem resistant

isolates.

Key Words: Acinetobacter baumannii,

oxacillinase, metallo-beta-lactamase, PCR

levofloksasin, tetrasiklin, doksisiklin ve
trimethoprim+sulfametoksazol icin %98.5; minosiklin
icin %93.8; amikasin icin %92.3 ve ampisilin+sulbaktam
icin %78.5 oraninda direnc saptanmistir. AP-PZR ile
arastirmada iki farkli patern gozlenmistir. Butin
izolatlarda kromozomal kaynakli OXA-23 ve OXA-
51 karbapenemaz enzim geni pozitif bulunmustur.

izolatlarin hicbirinde plazmit izole edilmemistir.

Sonug: izolatlar en sik YBU’de yatmakta olan
hastalarin kan o6rneklerinde saptanmistir. izolatlar
M13 ve DAF4 primerlerin kullanildigi AP-PZR’de
Hastanemizde tek

klonal benzerlik gostermistir.

Acinetobacter kolonu bulunmasi, hepsinin ayn

kaynaktan koken aldigim disiindirmektedir. Bu
nedenle karbapeneme direncli izolatlarin capraz
enfeksiyonlarin1 onlemek icin evrensel enfeksiyon
kontrol onlemlerine dikkat etmek gerektigi sonucuna

varilmistir.

Anahtar
oksasilinaz, metallo-beta-laktamaz, PZR.

Kelimeler: Acinetobacter baumannii,

INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is one of the important
causes of nosocomial infections. It is widely present in
nature, soil and water, and an opportunistic pathogen
that
between patients, leading to colonization or serious

can cause nosocomial cross-transmission
infections (1).

As a result of misuse of broad-spectrum
antibiotics, multiresistant Acinetobacter species
have emerged. The most frequently isolated and
antibiotic-resistant species in nosocomial infections

is A. baumannii (1).

Turk Hij Den Biyol Derg

Acinetobacter species are gram-negative
coccobacilli, they are immotile and do not have
cytochrome oxidase activity. Currently there are at
least 25 genomospecies described within the genus
Acinetobacter. Because of problems in separating
the saccharolytic strains belonging to DNA groups 1,
2, 3 and 13 using phenotypic tests, some laboratories
have chosen to report members of this group as
“Acinetobacter calcoaceticus - A.  baumannii
complex”, or saccharolytic Acinetobacter. A.

baumannii acidifies most OF (oxidative-fermentative)



carbohydrates; in particular, definitive identification
is made by demonstrating the rapid production of acid
from lactose or glucose. Furthermore A. baumannii
can grow at 42°C, but other Acinetobacter species
cannot grow. (1).

Although Acinetobacter species are currently
less sensitive to carbanepems, they are still among
the most effective antibiotics. However, changes in
penicillin-binding proteins, reduced outer membrane
permeability, and production of chromosomal or
plasmid-induced beta-lactamases (carbapenemases)
cause resistance to carbanepems (2). The most
prevalent mechanism of carbapenem resistance
in A. baumannii is the production of carbapenem-
hydrolyzing B-lactamases, i.e., metallo-B-lactamases
(ambler class B) and more usually oxacillinases
(ambler class D). Carbapenem-hydrolyzing class D
B-lactamases (CHDLs) are currently classified into six
subgroups; acquired OXA-23-like, OXA-24/40-like,
OXA-58-like, OXA-143-like and OXA-235-like, and the
intrinsic OXA-51-like B-lactamases (3).

A. baumannii produces class D oxacillinase that
belongs to the chromosomal OXA-51-like enzyme
group
However, OXA-51-like enzyme is secreted in high
quantities in the presence of ISAba1 gene, causing
high-level carbapenem resistance (4).

showing weak carbapenemase activity.

The metallo-beta-lactamases (MBL), the other
carbapenemase group, are named because of the
metal ions they carry in their active regions. The
described MBL groups include IMP, VIM, SIM, and SPM.
A. baumannii carries various IMP variants (IMP-1,
IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-8, and IMP-11), but
rarely carries the other enzymes (5).

The purpose of this study was to assess the
presence of carbapenemases of chromosomal and
plasmid origin in carbapenem-resistant A. baumannii
strains isolated in our hospital and also to investigate
the clonal relationship between isolates.

MATERIALS AND METHODS

The study included carbapenem- and multiple-
resistant A. baumannii strains isolated in patients
hospitalized in the School of Medicine Hospital be-
tween December 2009 and November 2011. In case
of isolation of more than one strain of A. baumannii
from the same patient, only one strain was included
in the study if the antibiotic susceptibility patterns
of all isolates were the same.

Strains isolated and identified as A. calco-
aceticus-A. baumannii complex by a VITEK2 auto-
mated system (bioMérieux, France) were stored in
liquid medium with beads (Pro-Lab, Canada) at -80°C
until the time of use. The stored strains and A. bau-
mannii ATCC 19606 strain were subcultured twice on
eosin-methylene blue agar (Salubris, Turkey) at 37°C
for 24 hours. Strains were confirmed as A. bauman-
nii, with acid producing from glucose in OF medium
and growth ability at 42°C.

Disk diffusion tests with standard antibiotic disks
(Oxoid, United Kingdom) were used for susceptibility
tests except for carbapenems and colistin, in addition
to VITEK2 automated system. M.I.C. evaluator strips
(Oxoid, United Kingdom) were used for carbapenem
susceptibility. The susceptibility to antibiotics other
than netilmicin was evaluated according to the CLSI
criteria (6). The susceptibility to netilmicin was eval-
uated according to the EUCAST (European Commit-
tee on Antimicrobial Susceptibility Testing) criteria
(7). Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and E. coli
ATCC 25922 served as the quality control strains (6).

The genomic DNA of A. baumannii isolates and A.
baumannii ATCC 19606 strain was extracted by using
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Fermentas,
United Kingdom) according to the manufacturer’s in-
structions.

In assessing the clonal relationship between the
isolates, arbitrarily primed polymerase chain reac-
tion (AP-PCR) was performed using the M13 and DAF4
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primers (8). The PCR mixture was prepared to have a
final volume of 25 pl. The final mixture contained 1X
buffer solution, 25 pM M13 primer (5’-GAGGGTGGC-
GGTTCT-3’), 1.5 mM MgCl2; 400 uM from each dATP,
dGTP, dCTP, and dTTP; 1 U Tag DNA polymerase,
and sterile bi-distilled water; and finally 2 pl DNA
was added to this mixture. The same mixture was
prepared using 25pM of DAF4 primer (5’-CGGCAGC-
GCC-3’). The amplification program for M13 primer
in the thermal cycler (Eppendorf, Germany) was as
follows: at 94°C for 2 minutes, 35 cycles at 94°C
for 20 seconds, at 50°C for 1 minute, at 72°C for
20 seconds, and lastly at 72°C for 5 minutes. The
amplification program for DAF4 primer was as fol-
lows: at 94°C for 2 minutes, 45 cycles at 94°C for
40 seconds, and at 45°C for 40 seconds, at 72°C for
40 seconds, and lastly at 72°C for 5 minutes. The
obtained PCR product was analyzed with 1% agarose
gel electrophoresis by applying 100 V for 45 minutes
(Wealtec, USA), then studied under UV transillumi-
nator and photographed. Different band patterns of
the isolates were evaluated. To determine the size
and quantity, 80-10.000 bp DNA ladder (Fermentas,
United Kingdom) and 1 kb DNA ladder (Fermentas,
United Kingdom) were used and A. baumannii ATCC
19606 was used as the positive control with sterile
deionized water as the negative control.

To assess the presence of carbapenemase in the
isolates, multiplex-PCR was carried with OXA-23,
OXA-24, OXA-51 and OXA-58 as the first group and
then with IMP, VIM, SIM and SPM as the second group,
using the primer pairs shown in Table 1 (9, 10). The
PCR mixture was prepared to have a final volume of
25 pl. The final mixture contained 1X buffer solu-
tion, 12.5 pM from each primer, 1.5 mM MgCl2; 200
pM from each dATP, dGTP, dCTP, and dTTP; 1.5 U Taq
DNA polymerase, and sterile bi-distilled water. Last-
ly, 3 ul DNA extract was added to the solution. The
amplification program was as follows: at 94°C for 3
minutes, 35 cycles at 94°C for 45 seconds, at 57°C
for 45 seconds, at 72°C for 1 minute, and lastly at 72
°C for 5 minutes. The obtained PCR product was ana-
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Table 1. Antimicrobial resistance rates of A. baumanii
isolates (NEU Hospital 2010-2014).

OXA-23-likeF  5’-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA-3’
OXA-23-likeR  5’-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3’
OXA-24-likeF  5’-GGT TAG TTG GCC CCC TTAAA-3’
OXA-24-likeR  5’-AGT TGA GCG AAAAGG GGATT-3’
OXA-51-likeF  5’-TAATGC TTT GAT CGG CCT TG-3’
OXA-51-likeR  5°-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3’
OXA-58-likeF  5’-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG-3’
OXA-58-likeR  5’-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3’
IMP1-F 5’-CTA CCG CAG CAG AGT CTT TGC-3’
IMP1-R 5’-GAA CAACCAGTT TTG CCT TAC C-3’
SPM-F 5’-CCT ACAATC TAA CGG CGA CC-3’
SPM-R 5’-TCG CCG TGC CAG GTATAAC-3’
VIM-F 5’-TCT ACATGA CCG CGT CTG TC-3’
VIM-R 5’-TGT GCT TTG ACAACG TTC GC-3’
SIM-F 5’-GTA CAA GGG ATT CGG CAT CG-3’
SIM-R 5’-TGG CCT GTT CCC ATG TGA G-3’

lyzed in 1% agarose gel electrophoresis by applying
100 V for 45 minutes (Wealtec, USA), then visualized
under UV lamp and photographed. The presence of
genes was assessed in the bands formed (10, 11). To
determine the size and quantity, 80-10.000 bp DNA
ladder and 1 kb DNA ladder were used. A. bauman-
nii ATCC 19606 was used as the positive control with
sterile deionized water as the negative control. Up-
stream presence of ISAba1 was not studied.

In order to assess the presence of plasmid-borne
carbapenemase, GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fer-
mentas, United Kingdom) was used according to
the manufacturer’s instructions. To determine the
plasmids, the obtained plasmid DNA was run in 1%
agarose gel electrophoresis by applying 100 V for 45



minutes (Wealtec, USA), then studied under UV lamp
and photographed, using 80-10.000 bp DNA ladder. As
positive control E. coli strains isolated from patients
were used with sterile deionized water as negative
control.

RESULTS

The 65 clinical isolates of A. baumannii were
isolated from 62 patients (33 male and 29 female).
Different isolates were obtained from blood and
respiratory secretion of one patient and from two
cerebro-spinal fluid (CSF) specimens and blood of
another patient. The age of the patients ranged from
4 to 91 with a mean age of 60.26+18.20 years. Most
of the isolates (43/65, 66.2%) were from the ICU,
followed by other units ranging from 1.5 to 7.7%. The
isolates were, in order of frequency, blood (24/65,
36.9%), endotracheal aspirate (16/65, 24.6%), wound
(8/65, 12.3%), urine (8/65, 12.3%), sputum (5/65,
7.7%), CSF (2/65, 3.1%), and tissue (2/65, 3.1%)
isolates.

The antibiotic susceptibility results of disk
diffusion and VITEK2 automated
identical. The isolates were most susceptible to

system were

tobramycin and netilmicin for 98.5% and to colistin
for 96.9%. The isolates were highly resistant to other
antibiotics tested. All of the isolates were found
piperacillin,

resistant to ticarcillin, piperacillin-

tazobactam, ceftazidime, ceftriaxone, sefepime,
imipenem, meropenem, and ciprofloxacin.
Resistance rates to ticarcillin-clavulanic acid,

gentamicin, levofloxacin, tetracycline, doxycycline,
and trimethoprim-sulfamethoxazole were same and
98.5%. Resistance rates to minocycline, amikacin and
to ampicillin-sulbactam were 93.8%, 92.3% and 78.5%
respectively.

All isolates belonged to same clone except the
33rd isolate with M13 and DAF4 primers in AP-PCR
test (Figures 1 and 2). The 33rd isolate was from a
wound in a patient who had an operation for lumbar
disc hernia in another city two months prior to

its isolation. This isolate was found to differ from
other isolates by being susceptible to tetracycline,

doxycycline, and minocycline; intermediately
susceptible to levofloxacin, and resistant to
tobramycin.

Three isolates from the same patient with
different antibiotic susceptibility patterns were
included in the study. This patient is a case who
was hospitalized in the ICU with diagnosis of
subarachnoid hemorrhage on December 3, 2010,
was monitored by the Neurosurgery Clinic, and
from whom A. baumannii had been isolated in the
hemoculture on December 20, 2010 (35th isolate).
This 35th isolate was the first isolate from this
patient and its antibiotic susceptibility pattern was
similar to those of other isolates from other patients
and showed susceptibility to colistin. However, two
isolates obtained from the CSF of the same patient
on dates January 25 and February 17, 2011 (37th and
65th isolates, respectively) were found to be colistin-
resistant. The AP-PCR study showed that all these
three isolates were not different from other isolates.

According to the results of multiplex-PCR test
to assess the presence of oxacillinase and MBL, all
isolates had OXA-23 of size 501 bp and OXA-51 of size
353 bp (Figure 3), but no genes of OXA-24, OXA-58,
IMP-1, SPM, VIM, and SIM were found.

In assessing plasmid-borne carbapenemases, no
plasmids was obtained from the isolates.

DISCUSSION

Nosocomial infections (NIs), causing long
hospitalization, increased morbidity and mortality,
and economic loss due to extra treatment
expenditures, are important. Acinetobacter species
are increasingly isolated as agents of Nls, particularly
of those in ICUs. However, the differentiation of
Acinetobacter spp. needs molecular confirmation
techniques (12). The presence of blaOXA-51 gene
also continues to be an appropriate genetic marker
for A. baumannii identification (13).
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Figure 1. Different patterns by M13 primer. M1: 80-10.000 bp DNA ladder, M2:

ATCC: A. baumannii 19606

CARBAPENEMASES IN A. BAUMANNII ISOLATES

24

33 NK M2 ATCC

1 kb DNA ladder, NK: Negative control,

Figure 2. Different patterns by DAF4 primer. M1: 80-10.000 bp DNA ladder, M2: 1 kb DNA ladder, NK: Negative control,
ATCC: A.baumannii 19606
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Figure 3. Multiplex PCR results. M2: 1 kb DNA ladder, NK: Negative control, ATCC: A. baumannii 19606

However, blaOXA-51 gene was also found
recently in carbapenem-resistant non-baumannii
species of Acinetobacter: A. nosocomialis (formerly
Acinetobacter  genomic  species  13TU) and
Acinetobacter genomic species “Close to 13U” (14).
Members of the A. calcoaceticus - A. baumannii
complex are A. calcoaceticus, A. baumannii, genomic
species 3 and genomic species 13TU, so we accepted
our isolates as A. calcoaceticus - A. baumannii
complex. A. baumannii is the most frequently isolated
agent among other species (12). It causes Nls such as
pneumonia, sepsis, meningitis, and urinary infections
in hospitalized patients, particularly among those
treated in ICUs (15). Also in our study, we isolated
A. baumannii most frequently from blood samples
of patients in the ICU. The second most frequent
body site for isolation was lower respiratory tract
from which endotracheal aspirates and sputum were
obtained.

Acinetobacter species are increasingly becoming
multiple-antibiotic resistant, leading to difficulty in
the treatment of infections they cause. Currently, Nis
due to carbapenem-resistant A. baumannii strains

are increasing. According to the results of the MYSTIC
(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
Collection) Antimicrobial Surveillance Program studies
carried out by Hacettepe University, the most effective
antibiotics against A. baumannii were meropenem
by 53%, imipenem by 48%, and tobramycin by 44%
(16). Iraz et al. in their study reported that their
Acinetobacter isolates were susceptible to colistin
and netilmicin at rates of 99% and 85%, respectively
(17). In our study, we found that A. baumannii isolates
were most susceptible to tobramycin, netilmicin and
colistin, whereas they showed minimal susceptibility
to other antibiotics which cannot be considered
for therapy. Generally, many carbapenem resistant
A. baumannii clinical isolates were found to be
resistant to aminoglycosides in many studies. We did not
study the mechanisms for aminoglycoside resistance.
Different resistance genes located on plasmids,
transposons or class | integrons may be responsible
for this resistance (18). It is possible to find different
resistance profiles in different locations; for example
in a study from Australia the carbapenem resistant
isolates have OXA-23 genes, however resistance to
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netilmicin has not been found (19). The majority of
our isolates belonged to a single clone, so the unusual
aminoglycoside resistance profile (high resistance to
amikacin compared to high susceptibility to netilmicin
and tobramycin) may be associated with this matter.

The antibiotic resistance of Acinetobacter
species has led investigators to seek other treatment
alternatives. Infections caused by such resistant strains
can be treated with colistin (20). In the last few years,
infections caused by colistin-susceptible Acinetobacter
have emerged and have been successfully treated with
colistin. In our study, colistin was found to be the fourth
most effective antibiotic against A. baumannii. In our
hospital, colistin is used in the therapy of multiple-
resistant A. baumannii infections since susceptibility
to netilmicin cannot be assessed by VITEK2 automated
system AST-N90 card and since providing tobramycin as
a drug is difficult. However, colistin has some serious
side-effects which render its use problematic. Also,
colistin-resistant and heteroresistant strains which are
difficult to determine have emerged in recent years,
limiting the use of colistin in therapy (21). In our study,
we found two isolates of A. baumannii were resistant
to colistin, namely, isolates numbered (no.) 37 and 65,
belonging to the same patient. Isolate no. 37 was the
first isolate obtained a month prior to isolate no. 65.
Following the isolation of colistin-resistant isolate no.
37, the patient had received colistin therapy which
might have led the present hetero-colistin-resistance
to develop into colistin-resistance.

Since it is not possible to identify Acinetobacter
species with phenotypic methods, genotypic methods
are required for identification (22). PCR-based
methods are widely used for the epidemiologic typing
of A. baumannii. When PCR-based typing is compared
with other methods, it enables differentiation
similar to that of ribotyping, but less than that of
PFGE. Concordance between PFGE, rep-PCR and
MLST for A. baumannii typing has been shown in
various studies (23). In a multi-center study with
participation of different countries, Grundmann et
al. reported that PCRs carried out with isolated A.
calcoaceticus-A.  baumannii complex using M13,
DAF4, ERIC2, and REP primer sets gave high rates of
similar results. The authors also reported that similar
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results were obtained when standard DNA extraction
and amplification conditions were provided and that
with M13 primer more marked band patterns and thus
better differentiation were obtained when compared
with other primers (8).

In our study, we used the M13 and DAF4 primers,
and with each primer we obtained two different
bands, more marked with M13 primer. Isolate no.
33 was accepted as an exogenous isolate since it
was obtained from a patient who had undergone an
operation in another medical center one month prior
to its isolation and showed antibiogram patterns
different from those of other isolates. The same
patterns were shared by all 65 isolates included in
this study except isolate no. 33 which indicates that
there is one single Acinetobacter clone from the same
source in our hospital. Since A. baumannii strains
are occasionally isolated in our hospital since 2009,
it would be more correct to describe this clonal strain
as an endemic strain rather than an epidemic strain.
It is suggested that more attention should be given to
universal infection control measures to prevent the
transmission of bacteria between patients. Studying
environmental samples routinely is not recommended.
However, during epidemics environmental sampling
should definitely be completed to determine the
source of the causative microorganism and to obtain
more relevant data (24).

The resistance to carbanepems is frequently
associated with acquirement of genes responsible
for the synthesis of carbapenamases which include
oxacillinase and MBLs. Besides these genes, resistance
to carbapenems is also caused by excess production of
OXA-51 type natural oxacillinase (5). Gur et al. (25)
in their study found OXA-58 in 18 (40.9%) and OXA-23
in 26 (59.1%) isolates. A multicenter study in Turkey
reported the presence of OXA-51 in 100%, OXA-23 in
74.4%, and OXA-58 in 17.3% of carbapenem-resistant
A. baumannii isolates, but absence of OXA-24 in all
isolates (26). Another study reported the presence of
OXA-51 in 100% and OXA-23 in 78.2% of carbapenem-
resistant A. baumannii isolates, but absence of OXA-
58 in all isolates (27). A study in Greece found OXA-51
in 15 and OXA-58 in 14 of the 17 A. baumannii isolates,
but no OXA-23 and OXA-24 (28). In the same study, the



enzymes IMP, VIM, SIM, and SPM were investigated by
using Etest and molecular methods, but MBL enzymes
were not found with either method (28). A study in
Brazil reported the presence of OXA-23 in all of 172 A.
baumannii isolates investigated, but absence of IMP,
VIM, SIM, and SPM as MBL enzymes (10).

In our study, we investigated the presence of
oxacillinase enzymes, namely, OXA-23, OXA-24, OXA-
51, and OXA-58, and presence of MBL enzymes, namely,
IMP, VIM, SIM, and SPM using multiplex-PCR. Since OXA-
23 and OXA-51 were present and OXA-24, OXA-58,
IMP, VIM, SIM, and SPM were absent in all isolates, we
consider that carbapenemase resistance could be due
to excess production of OXA-type natural oxacillinase
and to OXA-23 enzyme gene. We did not study the
existence of ISAbal genes, though it is reported
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Antibiotics used in the therapy of nosocomial
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future emerging multiple-antibiotic resistant A.
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cross-transmission of A. baumannii among patients
colonized or infected, contact isolation should be
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Yogun bakim hastalarinda hastane kaynakli pnomoni olgularinin
degerlendirilmesi ve sik goriilen bakteriyel etkenlerin
antimikrobiyallere diren¢lerinin arastirilmasi

Yasemin GENC', Yakup GURKAN', ipek MUMCUOGLU', Dilek KANYILMAZ2, Altan AKSOY', Neriman AKSU'

OZET ABSTRACT

Amag:  Bu calismanin amaci; hastanemiz yogun Objective: The aim of the study is to investigate the

bakim (niteleri (YBU)’'nde yatmakta olan hastalardan  gistributions of species, resistance patterns and infection-

Sl S el el ethdsnistl el eilon colonization rates of hospital acquired pneumoniae (HAP)

hastane kaynakli pnomoni (HKP) etkenlerinin tir L .
. agents which isolated from lower respiratory tracts of the
dagiimlarini, direnc paternlerini ve etken-kolonizasyon

ST ST patients hospitalized in intensive care units (ICU).

Yontem: Calismada 11.06.2012-01.01.2014

tarihleri arasinda iireme saptanan 96 balgam ve i . o
1023 endotrakeal aspirat (ETA) olmak iizere 1119 alt sputum, 1023 endotracheal aspirates (ETA)] with positive
culture results, and obtained between June 11, 2012 -

Method: In the study, it was retrospectively
evaluated 1119 lower respiratory tract samples [96

solunum yolu ornegi retrospektif olarak incelenmistir.
ETA 6rnekleri kantitatif kiiltiir, balgam drnekleri ise ~ January 01, 2014. Quantitative cultures were done in ETA
kalitatif kiltir yontemleri ile degerlendirilmisti. ~ samples, and qualitative cultures were done in sputum
Ureyen mikroorganizmalarin ayrimi  hastanemiz ~ samples. Separation of growing microorganism on culture
Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan CDC was done by Infection Control Committee of our hospital,
kriterlerine gére yapilmistir. identifikasyon ve  in accordance with CDC criteria. Identification and
antibiyotik duyarlilik testleri Vitek-2 (bioMerieux, antibiotic susceptibility tests were performed by Vitek-2
France) otomatize sistemiyle calisilmistir. (bioMerieux, France) automated system.

Bulgular: Toplam 678 hastadan alinan 1119 Results: One thousand three hundred and nine
drnekten 1309 mikroorganizma izole edilmistir. microorganisms were isolated from 1119 samples obtained
from a total of 678 patients. Of those microorganisms,
962 isolates from 401 patients were considered as
colonization, while 347 microorganisms isolated from 277
patients were accepted as causative agents. Of causative
microorganisms, 338 were from ETA, nine were produced
materyalinden dretilmistir. En sik goriilen etken  from sputum materials. The most frequently isolated

Bu mikroorganizmalardan 401 hastaya ait 962
mikroorganizma kolonizasyon, 277 hastaya ait 347
mikroorganizma ise etken olarak kabul edilmistir.
Etken mikroorganizmalarin 338’i ETA, dokuzu balgam
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mikroorganizmalar; ETA orneklerinde Acinetobacter
baumannii [208 (%61.5)], Pseudomonas spp. [53
(%15.6)], Klebsiella pneumoniae [20 (%5.9)],
Staphylococcus  aureus [18 (%5.3)], Escherichia
coli [9 (%2.6)]; balgam orneklerinde A. baumannii
[6 (%66,6)], Pseudomonas spp. [2 (%22.2)],
K. pneumoniae [1 (%11.1)]’dir. Kolonizasyon
yapan mikroorganizmalar ise A. baumannii [272
(%28.3)], Enterobactericae uyeleri [228 (%23.7)],
Pseudomonas spp. [131 (%13.6)], Candida spp. [138
(%14.3)] olarak saptanmistir. En sik izole edilen A.
baumannii, Pseudomonas spp. ve K. pneumoniae
izolatlarinin tamaminin coklu antimikrobiyal direnci
oldugu izlenmistir. HKP tanisi
enfeksiyonlarindan 235’i ventilator iliskili pnomoni
(ViP), 63’ii ise VIP dis1 HKP olarak degerlendirilmistir.

konulan hastalarin

Sonug: HKP, YBU’lerde sik gérillen mortalitesi
YBU’lerde
belirlemek

yiksek bir hastane
HKP etkeni olan mikroorganizmalan

ve antimikrobiyal duyarliliklarin1 izlemek ampirik

enfeksiyonudur.

tedavide yol gosterici oldugu gibi mortalite ve
morbiditeyi azaltmak icin de onemlidir. Olgularin
hastanede yatis

bir risk faktoru

cogunun ge¢ baslangicli olmasi
suresinin  HKP acisindan onemli
oldugunu gostermektedir. En sik etken A. baumannii
olarak tespit edilmis ve bu mikroorganizma icin
kolistinin tedavide tek secenek oldugu goriilmistiir.
Kolonize olan mikroorganizmalarin zamanla etken
haline doniisebilecegi unutulmamali ve bu hastalar

takip edilmelidir.

microorganisms in ETA samples were 208 Acinetobacter
baumannii (61.5%), 53 Pseudomonas spp. (15.6%), 20
Klebsiella pneumoniae (5.9%), 18 Staphylococcus aureus
(5.3%), and 9 Escherichia coli (2.6%), those that are
(66.6%), 2
Pseudomonas spp. (22.2%), 1, K. pneumoniae (11.1%).

in sputum samples were 6 A. baumannii

The microorganisms regarded as colonization were 272

A. baumannii (28.3%), 228 Enterobacteriaceae spp.
(23.7%), 131 Pseudomonas spp. (13.6%), and 138 Candida
spp. (14.3%). The most frequently isolated A. baumannii,
Pseudomonas spp. and K. pneumoniae were found to
be multiple antimicrobial resistance. Of patients with
nosocomial pneumonia (HAP), 235 were considered as
ventilator-associated pneumonia (VAP), but 63 were non-
VAP NP.

Conclusion: HAP is a nosocomial infection with a
high mortality rate, which is frequently seen in ICUs.
Determining the microorganisms causing HAP in ICUs,
and monitoring their antimicrobial susceptibilities is also
important to reduce mortality and morbidity as well as to
guide empirical therapy. The fact that most of the cases
are late-onset displays that that duration of hospital stay
is an important risk factor in terms of HAP. The most
frequent causative agent was detected A. baumannii,
and colistin for this microorganism was seen as the
only treatment option. It should be kept in mind that
colonized microorganisms may be causative infectious
agents eventually, and the patients should be monitored.

Key Words: hospital acquired pneumonia, ventilator-
resistance,

Anahtar Kelimeler:  hastane kokenli pnomoni, ) ) o )
ventilator iliskili pnomoni, antimikrobiyal direnc, associated  pneumonia,  antimicrobial
. colonization
kolonizasyon
GIRIS

Hastane enfeksiyonlar1 (HE), hastanede yatan
hastalarda en onemli mortalite ve morbidite
nedenlerinden biridir ve o6zellikle yogun bakim
tinitesi (YBU) gibi yiiksek riskli alanlarda yatan
hasta grubunda ciddi tehdit olusturmaktadir
(1). YBU’de yatan hastalar tiim hastalarin %5.0-

10’unu olustururken, hastane enfeksiyonlarinin

Turk Hij Den Biyol Derg

%25’i bu Unitelerde goériilmektedir (2). YBU’de
hastane enfeksiyonlar1 arasinda ilk sirayr alt
solunum yolu enfeksiyonlari alirken, bunu iriner
sistem enfeksiyonlari, cerrahi yara enfeksiyonlari
ve bakteriyemi izlemektedir (3). YBU’de hastane
kaynakli pnomoni (HKP)’nin %70’ini ventilator
iliskili pnémoni (VIP) olusturur (4). ViP, mekanik



ventilasyon (MV) destegi alan hastalarin

%8-28’inde gelisen ve mortalite oram %27-76’ya

kadar ylikselen ciddi bir komplikasyondur (5).
YBU’lerde

invaziv girisimlerin siklikla uygulandigi, genel

tedavi edilen hasta grubu,

durum bozuklugu nedeni ile diger hastalara
gore hastanede kalis sureleri daha uzun olan
ve siklikla genis spektrumlu antimikrobiyal
hastalardir (6). Bu

yogun antimikrobiyal kullaniminin hem gram-

uygulanan unitelerde
pozitif hem de gram-negatif bakterilerde ciddi
boyutlarda direncin olusmasinda onemli katkisi
vardir (7). Antimikrobiyallere kars1 giderek artan
direnc, ozellikle kritik hastalarin ampirik tedavi
seciminde onemli bir sorundur (8).

Direncli mikroorganizmalarin neden
oldugu bircok HE’de enfeksiyonun kaynaginin
asemptomatik
oldugu,
bu  mikroorganizmalarin

hastalardaki kolonizasyon

hastalarin florasinda bulunabilen

endojen  kaynakli
enfeksiyona neden olabilecegi ve ayrica diger
hastalara da saglik personellerinin elleri ve
medikal araclar araciligiyla tasinabilecegi ileri
surilmektedir. (9,10)

A. baumannii ve P. aeruginosa basta olmak
patojenler,
nozokomiyal alt solunum yolu enfeksiyonlarinin

uzere, gram-negatif bakteriyel
onemli bolumiinden sorumludurlar (11, 12). Bircok
antimikrobiyale direncli patojenler nedeniyle son
yillarda HKP tedavisinde sorunlar yasanmaktadir.
Tedaviye yaniti etkileyen en onemli faktorler
hasta populasyonunun yani sira enfeksiyona neden
olan etkenin tiiri ve antimikrobiyal duyarliligidir
(12, 13). Etkin bir
YBU’lerde sikca saptanan etkenlerin ve bunlarin

tedavi yapabilmek icin

duyarli olduklar1 antimikrobiyallerin bilinmesi
yol gostericidir (8). Sik karsilasilan etkenler ve

direnc oOzellikleri cografi bolgeler, hastaneler,

hatta aym hastane icindeki farkli YBU’lerde
farklilik gostermektedir.
Bu calismada; hastanemiz YBU’lerde

gelisen HKP olgularinin degerlendirilmesi, sik

gorilen bakteriyel etkenlerin antimikrobiyal
duyarliliklarinin arastirilmasi, bakteriyel etken
olan

ve  kolonizasyon mikroorganizmalarin

sikliklarinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada 11.06.2012 - 01.01.2014 tarihleri
arasinda Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi YBU’de iireme saptanan 96 balgam,
1023 endotrakeal (ETA)
1119 alt ornegi
olarak degerlendirilmistir.

aspirat olmak lzere

solunum yolu retrospektif
Hasta
Ekibi
aktif ve laboratuvara dayali yapilan surveyans

verilerine,

Hastane Enfeksiyon Kontrol tarafindan
verilerinden ulasilmistir. Siirveyans bilgileri ve
hastane enfeksiyonlar1 tanilar1 Ulusal Hastane
Ag1  (UHESA)
kriterlerine dayanilarak kaydedilmistir.

Enfeksiyonlar1  Slrveyans tam

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na yogun bakim
Unitelerinden gonderilen biitiin ETA ornekleri
Entlibe
hastalardan ise derin oksiiriikle balgam ornekleri
alinmistir.  ETA orneklerine kantitatif kultur,
balgam orneklerine kalitatif kultir yontemleri
Orneklerden  ilk
mikroskopik olarak degerlendirmek icin preparat
hazirlanmis
ornegin kalitesi,

liken tiplyle alinmistir. olmayan

uygulanmistir. asamada
ve gram yontemiyle boyanarak
hakim mikroorganizmalar ve
lokositler arastirilmistir. Balgam orneklerinden,
her sahada 25’ten cok lokosit, 10’dan az epitel
iceren ornekler uygun kabul edilmistir. Materyaller
rutin prosediirlere uygun olarak %5 kanli agar,
cikolata agar ve eozin metilen mavisi agara (EMB)
ekilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.
Ureme olmadiginda inkiibasyon siiresi balgam
orneklerinde 48 saate kadar, ETA orneklerinde 72
saate kadar uzatilmistir.

bakim  Unitelerinde

Hastanemiz  yogun

entiube edilen tum hastalardan pnomoni

Turk Hij Den Biyol Derg
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bulgusu olsun olmasin tum hastalardan dizenli
ETA 6rnegi alinmaktadir. Bu nedenle ornekler
kantitatif ekilerek koloni sayisi verilmektedir.
Laboratuvarimizda ETA orneklerinde 105 cfu/ml
ve lizerinde lireme saptandiginda etken kabul
edilmistir (14, 15). Kolonize olarak kabul edilen
bakterilerin sadece identifikasyonlar1 yapilirken
kabul
identifikasyon

etken edilen mikroorganizmalarin

hem hem antimikrobiyal
duyarlilik testleri Vitek-2 otomatize sistemiyle
calisilmistir. Antibiyotiklerin duyarliliklar1 Klinik
ve Laboratuvar Standartlar1 Kurumu (Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI) onerileri
dogrultusunda degerlendirilmistir. Ureyen
mikroorganizmalarin etken kolonizasyon ayrimi
hastanemiz Hastane Enfeksiyon Kontrol Komitesi
Hastaliktan

merkezleri (CDC) kriterlerine gore yapilmistir.

tarafindan korunma ve oOnleme

BULGULAR

Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
678 hastayaait 1119 6rnekten 1309 mikroorganizma
izole edilmistir. Bu mikroorganizmalardan 401
hastaya ait 962 mikroorganizma kolonizasyon, 277
hastaya ait 347 mikroorganizma ise etken olarak
kabul edilmistir. Etken mikroorganizmalarin 338’i
ETA, dokuzu balgam materyallerinden uretilmistir.
Etken kabul edilen hastalarin 150°si erkek (%54.2),
127’si (%45.8) kadin; erkeklerin yas ortalamasi
66.2+17, kadinlarin yas ortalamast 74.5x14.1
olarak bulunmustur. Hastalarin 204’4 (%73.6)
exitus olurken, 73’4 (%26.4) sifa ile taburcu
olmustur.

En sik gorilen etken mikroorganizmalar
208 (%61.5),
Pseudomonas spp. 53 (%15.6), K. pneumoniae 20

(%5.9), S. aureus 18 (%5.3), E. coli9 (%2.6), balgam

ETA orneklerinde; A. baumannii

Turk Hij Den Biyol Derg

orneklerinde; A. baumannii 6 (%66.6), Pseudomonas
(%11.1)°dir.
mikroorganizmalardan en
272 (%28.3),
Pseudomonas spp. 131 (%13.6), Enterobactericaea
(%23.7), 138
aureus 82 (%8.5), Corynebacterium

spp. 2 (%22.2), K. pneumoniae 1
Kolonizasyon olan
stk gorilenler; A.  baumannii
ailesi Uyeleri 228
(%14.3), S.
spp. 42 (%4.4) olarak saptanmistir. HKP tanisi
konulan hastalarin enfeksiyonlar1 235 hastada
ViP olarak degerlendirilirken, 63 hastada ViP

disi

Candida spp.

HKP olarak yorumlanmistir. Tani sayisinin

hasta sayisindan fazla olmasi bazi hastalarda
farkli zamanlarda farkl
HKP tanis kaynaklanmaktadir.
Hastalarin dokuzu (%3) erken baslangicli HKP (<4

gin), 289 tanesinin tanist gec baslangicli HKP

etkenlerle yineleyen
konulmasindan

olarak degerlendirilmistir. Ortalama olarak gec
baslangicli HKP tanisi 22.5+15 giinde konulmustur.

Etken olarak saptanan 347 mikroorganizmadan
(%14.1)
solunum yollarinda

daha oOnceden hastanin ust
oldugu tespit
edilmistir. Kolonize olup daha sonra etken haline

49’unun
kolonize

gelen bu mikroorganizmalarin; 31’i A. baumannii,
12’si P. aeruginosa, dordi K. pneumoniae, ikisi
S. aureus olarak tespit edilmistir. VIP ve VIP dis1
HKP hastalarinda sirasiyla en sik A. baumannii
ve Pseudomonas spp. etken olarak bulunmustur.
Etkenlerin HKP hastalarindaki dagilimi Tablo 1’de
gosterilmistir.

ve K.

A. baumannii, Pseudomonas

spp.
pneumoniae’da amikasine direnc oranlar sirasiyla
%62, %13 ve %0, imipeneme direnc oranlan
ise sirasiyla %100, %51.9 ve %25 olmustur. A.
baumannii ve Pseudomonas spp.’de kolistine
direnc oranlar sirasiyla %0 ve %1.9 bulunmustur.
En sik

direnc oranlar Tablo 2’de gosterilmistir.

izole edilen etkenlerin antimikrobiyal



Tablo 1. Hastane kokenli pndmonilerde etkenlerin dagilim

Etken

Acinetobacter baumanni

Aspergillus spp.

Burkholderiae cepaica

Candida albicans

non-albicans Candida

Citrobacter freundi

Corynebacterium spp.

Enterobacter spp.

Enterococcus faecium

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Pseudomonas spp.

Serratia marcescens

Sphingomonas paucomobilis

Staphylococcus aureus

Stenotrophomonas maltophilia

TOPLAM

viP
n(%)

169 (61.4)

1(0.3)

1(0.3)

1(0.3)

4(1.4)

1(0.3)

4 (1.4)

3(1.0)

1(0.3)

6 (2.1)

16 (5.8)

2 (0.7)

47 (17.0)

1(0.3)

1(0.3)

12 (4.3)

5(1.8)

275

ViP disi HKP
n(%)

45 (62,5)

1(1.3)

1(1.3)

1(1.3)

3 (4.1)

5 (6.9)

8 (11.1)

6 (8.3)

2(2.7)

72

TOPLAM
n (%)

214 (61.6)

1(0.2)

1(0.2)

2 (0.5)

5 (1.4)

1(0.2)

5 (1.4)

3(0.8)

1(0.2)

9 (2.5)

21 (6.0)

2 (0.5)

55 (15.8)

1(0.2)

1(0.2)

18 (5.1)

7 (2.0)

347
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Tablo 2. En cok etken olan bakterilerin antimikrobiyal direnc oranlar (%).

A. baumannii Pseudomonas spp. K. pneumoniae

Antibiyotik

n=214 n=55 n=21
Amikasin 62 13 0
Gentamisin 73.8 24.1 15
Seftazidim 100 35.2 25
Sefepim 100 33.3 15
Ampisilin sulbaktam 98 100 _F
Piperasilin-tazobaktam 100 _* _F
imipenem 100 51.9 25
Meropenem 100 61.1 20
Siprofloksasin 100 17 12.5
Levofloksasin 100 26.9 37.5
Netilmisin 48.5 19.6 0
Kolistin 0 1.9 *

*: denenmedi.

360 Turk Hij Den Biyol Derg



TARTISMA

HKP, hastanelerde o6zellikle YBU’lerde yatan
hastalarda gozlenen en onemli enfeksiyonlardan
biridir (16). YBU’de yatis siiresinin uzunlugu,
invaziv islemlerin uygulanmasi ve genis spektrumlu
antimikrobiyallerin yaygin olarak kullanilmasi HE
gelisimi icin onemli bir risk faktorudir (17,18).
Avrupa yogun enfeksiyon prevalansi
(European Prevalence of Infection in Intensive
Care - EPIC) calismasinda, yogun bakim kaynakli
enfeksiyonlarin ~ %46’sinin oldugu
bildirilmistir (19). Hastanelerin diger birimlerinde
HE orani ortalama %5 iken, YBU’lerinde bu oran
%50’ye kadar cikabilmektedir (20).

bakim

pnomoni

HKP gelisimi risk faktoru
mekanik ventilator ve endotrakeal entiibasyondur
(19). HKP’lerin en bilyilk bélimiinii de ViP
olusturmaktadir (22). Erciyes
Universitesi YBU’lerinde yapilmis bir calismada
takip edilen hastalarda gelisen HKP’lerin
%76.0’simn VIP  kaynakli oldugu gériilmiistiir
(23). Bir calismada HKP’lerin %86’sinin mekanik
ventilasyon ile iliskili oldugu bildirilmistir (24).
Bu calismada HKP tamis1 konulan hastalarin
enfeksiyonlarindan 235’1 (%79.9) ventilator iliskili
pnomoni (VIP), 63’ (%21.1) VIP disi HKP olarak
degerlendirilmistir.

icin en onemli

Ulkemizde

HKP gelisimi icin diger 6nemli bir risk faktori
de YBU’de sikca goriilen oral kolonizasyondur.
Saglikli kisilerde %10.0’un altinda gram-negatif
basillerle oral kolonizasyon gorilebilirken,
hastaneye yatistan 48 saat sonra hastalarin %30-
40’1n1n kolonize oldugu, agir ve kronik hastalig
bulunanlarda bu oranin %70-75’lere cikabildigi
bildirilmektedir (25). Orofaringeal kolonizasyon
gelisen hastalarin %23’unde, kolonize olmayan
hastalarin ise %3,3’linde pnomoni gelismektedir
(26). Cetin ve ark.’nin yaptigi calismada izlem
suresince enfeksiyonu atagr tespit
edilmis olan 31 hastanin 4’lnde (%12.9) aym tur
mikroorganizmanin yatisinda
kilturlerinden en az birinden uretilmis olmasi

hastane

hastanin alinan

hastane enfeksiyonlarinin gelismesinde hastanin
flora bolgelerinin kolonizasyonunun da onemli
oldugunu disiindirmistiir (27). Calismamizda
kolonize olan mikroorganizmalarin sikligi; A.
baumannii 272 (%28.3), Pseudomonas spp.
131 (%13.6), Enterobactericae ailesi iyeleri
228 (%23.7), Candida spp. 138 (%14.3) olarak
saptanmistir.  Etken saptanan 347
mikroorganizmadan 49’nun (%14.1) daha onceden
hastanin iist solunum yollarinda kolonize oldugu
tespit edilmistir. Kolonize olup daha sonra
etken haline gelen bu
31’inin A. baumannii, 12’sinin P. aeruginosa,
4’nln K. pneumoniae, 2’sinin S. aureus oldugu
tespit edilmistir. %14.1’inin  daha
once kolonize olan mikroorganizmalar olmasi
orofarenkse kolonize olan mikroorganizmalarin
aspire edilmesine bagli olabilecegi diistiniilmustdr.
Ozellikle A. baumannii ve Pseudomonas spp. gibi
sik etken olan mikroorganizmalarin kolonizasyonu
hastalar icin risk olusturabildiginden bu hastalar
takip edilebilir.

olarak

mikroorganizmalarin

Etkenlerin

YBU’lerdeki etken
antimikrobiyal duyarltiliklarin
ampirik tedavide yol gosterici olmak hem de
mortalite ve morbiditeyi azaltmak icin onemlidir
(27). Yapilan calismalarda HKP’ye neden olan
gram-negatif mikroorganizmalar icinde en sik
rastlanan etkenler P. aeruginosa, A. baumannii,
K. pneumoniae ve E. coli’dir (28, 29). Akin ve
arkadaslar1 (30), Erciyes Universitesi YBU’de
yatan 1374 hastanin 247 (%18)’sinde hastane
enfeksiyonu gelistigini, HKP’nin en sik goriilen
hastane enfeksiyon tiirii oldugunu ve en sik izole
edilen mikroorganizmalarin A.
P aeruginosa oldugunu bildirmislerdir. Cakir-
Edis ve ark., calismalarinda Trakya Universitesi
Hastanesi’nde yatan toplam 12.435 hastanin
590’inda hastane enfeksiyonu gelistigini, bunlarin
111 146 HKP etkeni {retildigini
gostermislerdir. Etkenler icinde en sik saptanan

mikroorganizmalarin ve
belirlemek hem

baumannii  ve

tanesinde
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Acinetobacter spp. (%44.5) iken, ikinci siklikta
Pseudomonas spp. (%29.4) bildirilmistir (31). Alp
ve ark., YBU’deki hastane pndémonisi etkenlerini
degerlendirmisler ve gram-negatif bakterilerden
A. baumannii, P.
bakterilerden S. aureus’un en sik rastlanan etken
oldugunu bildirmislerdir (32). Bizim calismamizda

aeruginosa’nin, gram-pozitif

da benzer olarak A. baumannii ve Pseudomonas
spp. en sik izole edilen iki etken olup, oranlan
sirasiyla %61.7 ve %15.9 olarak belirlenmistir ve
gram-pozitif bakterilerden en sik S. aureus (%4.3)
etken olarak bulunmustur.

YBU’lerde genis spektrumlu antimikrobiyallerin
yaygin olarak kullanilmas1 hastalarda direncli
mikroorganizmalarla kolonizasyona ve enfeksiyona
yol acmakta,
tedavi glicliigline neden olmakta ve mortalite
oranlarin1 artirmaktadir (7). Cakir-Edis ve ark.
Acinetobacter tirlerini en fazla imipeneme (%35)
duyarli bulmuslardir (31).
calismasinda Pseudomonas spp. ve Acinetobacter

sonucta YBU enfeksiyonlarinda

Ertirk ve ark.’nin

spp.’de imipeneme direnc oranlari sirasiyla %21
ve %92, amikasine diren¢ oranlar ise %38 ve %80
olarak bulunmustur (8). Klebsiella spp.’de ise en
etkili antibiyotikler amikasin ve imipenem olarak
belirlenmistir (8). Erdem ve ark., YBU’de VIP etkeni
olarak izole ettikleri A. baumannii ve P. aeruginosa
suslarinda seftazidim, imipenem, siprofloksasin,
amikasin direnc oranlarin sirasiyla %90-59, %64-
62, %80-%32 ve %4-16 olarak bildirmislerdir (33).
Kiime ve ark., YBU hastalarinin alt solunum yolu
orneklerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinda
karbapenem %60, Acinetobacter turleri icgin
%30.8 olarak belirlenmistir (4). Goktas ve ark. P.
aeruginosa suslarinda imipenem direncini %27.2,
amikasin direncini %18.1, Acinetobacter turlerinde
sefalosporin direncini %100, karbapenem direncini
%55 olarak rapor etmislerdir (34).

Calismamizda A. baumannii’de amikasin
%62, sefalosporin %100,
imipenem direncini %100, Pseudomonas turlerinde
amikasin direncini %13, imipenem direncini %51.9,

direncini direncini

Turk Hij Den Biyol Derg

K. pneumoniae’de amikasin direnci %0, imipenem
direnci %25 olarak belirlendi. SENTRY programinin
gerceklestirdigi  calismada; P aeruginosa
suslarinin en duyarli oldugu ajan amikasin olarak
belirlenmistir (35). Kime ve ark. Pseudomonas
suslarina en etkili antibiyotigin amikasin (%72.7)
oldugunu saptadi (4). Benzer sekilde calismamizda;
Pseudomonas suslarina en etkili antibiyotigin
amikasin (%87) oldugu saptandi. Cakir-Edis ve ark.
Acinetobacter spp.’ye karsit en etkili antibiyotik
olan imipenem duyarliliginin %100’den %35’e
diistligiint ve 10 yil icinde tiim antibiyotiklere karsi
direncin biyiik 6lciide arttigin1 vurgulamislardir
(31). Bizim calismamizda da diren¢ oranlarinin
onceki yillarda yapilan calismalardan daha yiiksek
oldugu izlenmistir.

Acinetobacter spp.’de karbapenem ve amikasin
gibi bircok antibiyotige yiiksek oranda direng
tespit edilmis olmas1 cogul direncin bu suslar
arasinda yaygin olabilecegini disiindirmektedir

(36). Cogul direncli suslar alt solunum yolu
siphesiyle yatan hastalarda ampirik tedavi
seceneklerini kisitlamaktadir (37-39). A.

baumannii suslarina en etkin antibiyotiklerden
biri olan imipeneme direnc oranlarinin cok yuksek
olmas1 YBU enfeksiyonlarinda tedavi basarisini
diisiirmektedir. Tomak ve ark. anestezi YBU’de
VIP etkeni Acinetobacter suslarinin imipeneme
%90.0, siprofloksasine %60 ve amikasine %57
direncli oldugu, seftazidim, netilmisin, kolistin
ve tigesikline ise %100 duyarli oldugu, diger
gram-negatif etkenlerin karbapenemlere %100,
siprofloksasine %85 duyarliigin1 korudugu tespit
edilmistir  (22). Calismamizda Acinetobacter
suslarinda %100 karbapenem direnci ¢ok dikkat
cekicidir. Netilmisin ve kolistine diren¢ oranlan
ise siras1 ile %48.5 ve %0 olarak belirlenmistir.
Hastanemiz YBU’lerindeki HKP olgularinda en sik
etken olan Acinetobacter suslarinda neredeyse
kolistin tek secenek haline gelmistir.

HKP YBU’lerde sik goriilen mortalitesi yiiksek

bir hastane enfeksiyonudur. YBU’lerde HKP



etkeni olan mikroorganizmalar ve antimikrobiyal
duyarliliklarin1 belirlemek ampirik tedavide yol
gosterici oldugu gibi mortalite ve morbiditeyi
azaltmak icin de onemlidir. HKP’nin sik gorulen

etkenlerinde  coklu  antimikrobiyal direnci
dikkat  cekmektedir.  Antimikrobiyal direnc
surveyans calismalari ve hastane enfeksiyon

kontrol programlarinin siki uygulanmasi direncli

mikroorganizmalarin yayilimini  kontrol altina
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Kocaeli il merkezinde bulunan hastanelerde calisan hemsirelerin
zoonotik hastaliklar hakkindaki bilgi diizeylerinin belirlenmesi

Riistii TASTAN', Levent ALTINTAS?, Sibel CEViIZCi:

OZET
Amac:  Zoonotik hastaliklar kiresel olcekte,
saglig sosyoekonomik yonden tehdit eden halk sagligi
sorunudur. Son ceyrek ylzyilda, giderek sayisal artis
gosteren yeni cikan enfeksiyon hastaliklanyla birlikte bu
sorun saglik hizmetlerinde genis bir boyut kazanmstir.
Hemsireler, toplumda ve saglik hizmeti sunumunda “rol
model” etkileri olan saglik calisanlandir. Bu calisma;
zoonozlarin kaynaklar, bulasma yollar1 ve korunma
onlemleri hakkinda hemsirelerin bilgi diizeylerini tespit

etmek amaciyla yapilmistir.

Yontemler: Bu arastirma, Kocaeli merkezinde
bulunan kamu ve 6zel hastanelerde aktif calisan goniillii
hemsirelerle yapilmistir. Tanimlayic tipte, 30 sorudan
meydana gelen anket 2012’de uygulanmistir. Toplanan

veriler SPSS v.20 programiyla analiz edilmistir.

Bulgular: Hastanelerde calisan hemsirelerin
(n=550)

Katiimcilarin %70’ 26-44 yas grubunda, %67’si 1-5

sadece %46’s1 arastirmaya katilmistir.

hizmet yilindaydilar. Hemsirelerin cogu (n=380)

ABSTRACT

Objective: Zoonotic diseases are public health
problems on a global scale that threaten health
socioeconomically. In the last quarter of the century,
this problem has gained a huge ground in health care
services, along with ever increasing new infectious
diseases. Nurses are health employees who have a
“role model” influence in a society and in providing
health services. In this study, aimed to investigate the
knowledge levels of nurses about sources, contagion
and prevention precautions of zoonosis.

Methods: This study was carried out with volunteer
nurses who have worked in public and private hospitals
in the center of Kocaeli province. The questionnaire
consisting of 30 questions in descriptive type was
implemented in 2012. The collected data were

analyzed by using SPSS v.20 program.

Results: Only 46% (n=550) of the nurses working
in the hospitals participated in the study. Of the
participants, 70% were in the 26-44 age group,

and 67% were in the 1-5 years of duty. Most of the
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tiniversite, digerleri Saglik Meslek Lisesi (n=155)
mezunuydular. Katilimcilar en cok (%45) virusleri,
sonra bakterileri ve parazitleri (%44) patojen etken
olarak biliyordu; %73’U0 hayvanlardan insanlara,
%68’i insanlardan hayvanlara enfeksiyon bulastigini,
%16’s1 ise hic bulasmadigim dusiiniiyordu. Bu
calismada Salmonelloz hari¢, zoonotik hastaliklarin
bulasma kaynaklari hakkinda katiimc1 egitim
diizeyleri arasinda istatistiksel anlamlilik (P>0,05)
saptanmadi. Katilimcilarin %41°i saglik bilgisi icin
uzmanlardan yararlanmakta, %65’i saglik haberlerini
yetersiz gormekteydi. Hemsirelerin %59’u zoonozlar
konusundaki bilgi duzeylerini ‘yetersiz’ gormekte,
%89’u ise mesleki egitime katilmayi istemekteydi.
Surekli sosyoekonomik tehdit olan zoonozlar, insan
sagligina cok yonli zarar veren, onemli halk sagligi
sorunudur. Etkileri bakimindan toplumda stirekli risk
olusturan ve saglik calisanlarinin is giivenligini tehdit
eden zoonotik hastaliklar sorununu c¢ozmek igin
oncelikle egitim programlarinin gozden gecirilmesi
gerekmektedir.

Sonug: Arastirma bulgulan, saglik calisanlarinin
giivenligini tehdit eden, topluma cok yonli zarar veren
zoonotik hastaliklar sorununun ¢oziimi icin yalmzca
hekimler ve veteriner hekimlerin meslekler arasi
isbirliginin yeterli olmayacagim isaret etmektedir.
Sorunun kalic1 ¢oziimi icin ‘Tek Saglik’ yaklasimiyla
hemsirelerin ve diger saglik calisanlarinin da katildig
mesleki

etkin surekli egitimlerin diizenlenmesinin

gerektigi vurgulanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: bilgi diizeyi, hastalik yiku,

hemsirelik hizmetleri, zoonozlar, tek saglik
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nurses (n=380) were university graduates and the
rest were vocational high school for health graduates
(n=155). Participants (45%) have known viruses mostly,
followed bacteria and parasites (44%) as pathogenic
agents. While most of the participants (73%) thought
zoonotic diseases transmit from animal to humans,
68%

transmit from humans to animals, and 16% believed

contrary to this, thought zoonotic diseases
that there was no transmission. In this study, among
zoonotic diseases, except Salmonellosis, there was no
statistical significance between educational levels and
knowledge regarding the sources of contagion (P>0,05).
Forty-one percent of the participants benefited from
experts about health knowledge and 65% thought that
health news were inadequate. Fifty-nine percent of
nurses thought their zoonotic knowledge levels were
inadequate, and 89% of them wanted to participate
in vocational training. Zoonoses, which are a constant
socioeconomic threat, are an important public health
problem that harms human health in many ways .
To overcome the problems of zoonotic diseases that
threaten the work security of health employees and
create a constant risk for the society, first of all, the

education programs should be revised.

Conclusion: The survey findings indicate that
only interoccupational cooperation of physicians
and veterinarians are not enough to solve problem of
zoonotic diseases, which threaten the security of the
health workers and harm the society from multiple
dimensions. It is emphasized that effective constant
vocational trainings, which nurses and other health
workers also attend, should be organized with ‘One
Health’ approach, for the permanent solution to the

problem.

Key Words: knowledge level, burden of disease,

nursing services, zoonoses, one health



GIRIS

Yirminci ylizyiin son ceyreginden beri, zoonotik
hastaliklarin etkileri giderek genislemis, degisen cevre
ve yasam kosullarn nedeniyle zoonotik patojenlerin
insan sagligini tehdit potansiyelleri artmstir (1).
“Insan-Hayvan-Cevre (IHC) arayiiziindeki” kontamine
hayvansal {Urinler,

cevrede, enfekte hayvanlar,

araclar ile surekli temas, zoonotik hastaliklarin
meydana gelmesini saglayan riskler barindirmaktadir
(2). insan patojenlerinin %61’inden fazlasi hayvansal
kokenlidir (3).
Sigirlarin Slingerimsi Beyin Hastaligi (BSE), Siddetli
Akut Solunum Yolu Hastalig1 (SARS), Kus Gribi (H5N1)

vb. zoonozlarin gelismekte olan ulkelerdeki maliyeti

Bu nedenle, 2011 verilerine gore,

200 milyar $ ve Kist Hidatik’in yol actig1 gelir kayb1
yillik 1,5 milyar $ olarak bildirilmektedir (4). Disiik ve
orta gelirli Ulkelerde, 8,7 milyon insan enfeksiyonlar
nedeniyle 6lmektedir (2). Avrupa Birligi (AB) ve cevre
ulkelerde zoonozlar ciddi sorun olarak goriilmekte
(5), Mavidil Hastalig1 ve Sap (FMD) epidemileri “yeni”
zoonotik tehdit olarak degerlendirilmektedir (6).
Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Chikungunya Atesi
gibi Vektorle Bulasan Hastaliklar (VBH) riskini azaltmak
(7) ve sosyoekonomik zararlarin1 onlemek icin Halk
Sagligi ile Veteriner Halk Sagligi’min “disiplinlerarasi
isbirligi” onerilmektedir (5).

Tiirkiye’de, halk saglig1 sorunu olarak siiregelen
ve hayvancilik ekonomisinde kayiplara neden olan
Kist Hidatik ve

incelenmistir (8-

Sarbon, Bruselloz, Tuberkiiloz,
Toksoplazmozun epidemiyolojisi
14). Ayrica, 2002’den beri yayilma egiliminde olan
ve saglik calisanlarinin giindemini mesgul eden KKKA
arastirmalart artmistir. Halkin bilgi ve tutumunu ve
hemsirelik 6grencilerinin bilgi diizeyini inceleyen
arastirmalar yapilmistir (15,16). Benzer icerikte,
Ankara ve Erzurum’da halkin bilgi ve davramslan
(17,18).

calismasinda Saglik Hizmetleri Calisanlarinin (SHC)

incelenmistir “Pandemik  influenza”

“siirekli  egitim”ine vurgu yapilmaktadir (19).
istanbul’da, sokak hayvanlan kaynakli insan kuduz
olgular1 hakkinda pratisyen hekimlerin bilgi ve

tutumlar incelenmistir (20).

Turkiye’de Sarbon, Bruselloz, Tuberkiloz, Kuduz
gibi “eski zoonozlar” ile son 15 yilda goriilen Kus
Gribi, KKKA, Bat1 Nil Atesi (WNF) vb. “Yeni cikan
Zoonotik Enfeksiyonlarin” sosyoekonomik tehditleri
glincelligini korumaktadir (16, 19, 21). Diger taraftan,
Saglik Bakanlig1 diizenlemesine gére bildirimi zorunlu
olan bu zoonotik enfeksiyonlar sagligi tehdit etmekte
ve SHC’ye mesleki risk olusturmaktadir (22). Bu
dinamik siireklilik, saglik hizmetleri maliyeti artisina
yol acmakta, kiiresel saglig1 tehdit etmektedir (23-
25).
hizmetleri

Potansiyel salginlardan korunmak ve saglik

maliyetlerini azaltmak icin mesleki
bilgileri glincellenen personel calistinlmasinin onemli

ve ekonomik olduguna isaret edilmektedir (26).

Hemsirelerin saglik hizmeti sunumunda, hasta
ile hekim arasinda onemli islevleri bulunmaktadir.
Gunumuzde, hemsirelerin  zoonotik hastaliklar
bilgi diizeyi, bu bilgiyi topluma ne kadar dogru
aktardiklarinin bilinmesi, saglik ekonomisi ve hizmet
aktif

bilgisi

kalitesi bakimindan onemlidir. Turkiye’de,
calisan hemsirelerin zoonotik hastaliklar
duzeyini inceleyen calismaya rastlamlmamistir. Bu
calisma, saglik hizmetlerinde ve toplumda oOnemli
“rol model” etkileri bulunan hemsirelerin, zoonotik
hastaliklarin kaynaklar1 ve bulasma yollarina iliskin

bilgi diizeyini saptamak amaciyla yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma tammlayict arastirma olarak
planlanmistir. Bu arastirma icin gelistirilmis anket
formlan Temmuz-Eyliil 2012’ de Kocaeli’de Kamu veya

Ozel Hastanelerde calisan hemsirelere uygulanmistir.
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Kocaeli merkezinde bulunan iic Devlet, bir Egitim ve
Arastirma, bir Tip Fakiltesi Hastanesi ve dort ozel
hastanede “hemsire olarak calisan” toplam (n=1200)
kisi bu calismaya dahil edilmistir.

Bu calismada kullanilan anket formlar, toplam
30 soru ve ¢ kisimdan olusmaktadir. Ankette birinci
kisimda, demografik
(yas, egitim diizeyi, calistigi kurum), ikinci kisimda,
zoonotik hastaliklar bilgisine (etkenler, kaynaklar,
bulasma vyollar)
hakkinda bilgi edinme kaynaklari, korunma yontemleri
ve katilimcilarin Siirekli Mesleki Egitim (SME) ihtiyac
algilarina yonelik bilgi diizeylerini sorgulayan sorular
yer almistir.

katilimcilarin ozelliklerine

ve ucluncu kisimda, zoonozlar

Anketin  uygulanmasina baslamadan oOnce,
Kocaeli Universitesi Etik Kurulu’ndan KOU KAEK
2012/57 numarali onay alinmistir. Hemsirelere
calismanin amaci ve sonuclarin degerlendirmesine
iliskin sozlu bilgi verilmistir. Katibmcilarin sorulan
yanitlamas1 icin 20 ginluk sure verilmis, sonra
anketler  toplanmistir.  Arastirmanin  yapildig
hastanelerde toplam 550 (%45,8) kisiye ulasilmistir.
Verilerin analizinde KOU IBM SPSS v.20 programindan
ve verilerin istatistik degerlendirmesinde ki-kare
testinden yararlanilmistir.

BULGULAR

Bu calismada katilimc sayis1 550 ve katiim orani
%45,8 idi. Katiimcilarin cogunlugu (n=363, %69,7)
26-44 yas grubundaydi. Hizmet sureleri bakimindan
cogunluk (n=339, %66,6) 1-5 yillik hemsireydi. Egitim
diizeyleri bakimindan; Saglik Yiiksekokulu (SYO)
mezunlann (n=209) yaklasik %40 oranmiyla birinci,
Saglik Meslek Lisesi (SML) (n=155, %29) ikinci ve Saglik
Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu (SHMYO) (n=147,
%27,5) uclinci siradaydi (Tablo 1). Hastalik yapma
potansiyeline sahip “ilk U¢” mikroorganizmanin
istenildigi  soruda,
viruslere (%44,9) birinci, bakterilere ve parazitlere
%44,2 ikinci sirada ve Prionlara (%12,2) ise son sirada
yer vermistir.

isaretlenmesinin katilimailar

Turk Hij Den Biyol Derg

Zoonotik  etkenler ile IHC arayiiziindeki
etkilesimlere iliskin olarak katiimcilarin ¢ogunlugu
(%73,1) hayvanlardan insanlara enfeksiyon “bulasir”
yamitin1 vermistir. Ote yandan, insanlardan hayvanlara
enfeksiyonlarin gecisi hakkinda katilimcilarin %67,6’s1
“bulasir” ve %15,3’U “hi¢ bulasmaz” yanitin1 vermistir.
Zoonozlann hayvansal verim kayiplarina iliskin
katiimcilarin %43,3’lik cogunlugu toplum sagligim
“olumsuz”, %28,0’inin ise “ileri derecede olumsuz”
etkileyecegini diisiinmiistiir. Yaklasik %55 oranindaki
katilimc1 zoonozlarin “kismen” yok edilemeyecegini
belirtmistir. Zoonozlar ile miicadelede yabanil ve
evcil hayvanlar arasindaki etkilesimin kesilmesinin
“kismen onemli” oldugunu ifade edenlerin orami
%30’dur (Tablo 2).

Zoonozlar “hangi kaynaklardan insanlara en
sik bulasir?” sorusuna katiimcinmin verdigi yanitlar,
hastalik cesitleri ve katiimcinin egitim diizeylerine
gore soyledir: Bruselloz icin SML mezunlan %61,8,
Universite mezunlan %63,4 oraninda “sadece siit
ve siit Uriinleri” ile bulasmanin daha ¢ok olacaginm
dusunmustur. Sarbon hakkinda sirasiyla %43,9 ve %54,7
oraninda “sadece et ve et urinleri” ile bulasir yaniti
verilmistir. Salmonelloz icin sirasiyla %35,7 ve %37,3
oraninda “sadece sut ve sut urunleri” ile bulasin daha
stk goriildiigli ifade edilmistir. Trisinelloz icin SML
mezunlan %61,4 Universite mezunlan %56,7 oraninda
“sadece et ve et Uriinleri” ile bulastigini belirtmistir.
Kist Hidatik’in “birden cok yol” ile bulastigina iliskin
SML mezunlan %60,2 ve liniversite mezunlarn %54,6
oraninda yanmit vermistir. Toksoplazmoz icin sirasiyla
%30,4 ve %33,1 oraninda “sadece et ve et Urlnleri”
ile bulasir yanit1 verilmistir (Tablo 3).

Kiresel tehdit potansiyeline sahip SARS icin
katilimcilar (%54,4) “hava yolu ile bulasir” yanitim
vermistir. Benzer risk potansiyelindeki Kus Gribi icin
%70,4 hava yolu; KKKA icin % 47,6 vektorler ve % 35,8
kan/kan urunleri yamtinm vermistir. Kuduz icin %43,8
deri ve mukozal yol ve %26,7 oraninda vektorler ile
bulasir yamti alinmistir. Katiimcilar, Sarbon icin %30,2
agiz yolu ve %30 deri ve mukozal yol; Tiiberkiiloz
icin %70,9 hava yolu; Bruselloz ve Salmonelloz icin
sirasiyla %61,1 ve %51,3 agiz yolu; Tularemi icin %19,6
oraninda vektorler ile bulasir yamti verilmistir (Tablo
4).



Tablo 1. Katilimcilarin bazi demografik ozellikleri

Yas Gruplar Say1 (n) %
18-25 arasi 134 24,4
26-44 363 69,7
45 ve Ustl 24 6,4
Yas grubunu bildirmeyen 29 5,2
isyerinde Calisma Siiresi (yil)

1-5 339 66,6
6-10 88 17,3
11’den ¢ok 82 16,1
Calisma suresini bildirmeyen 41 7,4
Calistigit Kurum

Devlet Hastanesi 180 33,2
Universite Hastanesi 100 18,50
Ozel Hastanesi 109 20,1
Egitim ve Arastirma Hastanesi 153 28,2
Calistig1 kurumu bildirmeyen 8 1,5
Egitim Diizeyi*

Saglik Meslek Lisesi (SML) 155 29,0
Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu (SHMYO) 147 27,5
Saglik Yiiksekokulu (SYO) 209 39,1
Yiksek Lisans (YL) 24 4,5
Egitim dizeyini bildirmeyen 15 2.7

*§a§l1k Meslek Lisesi (SML) mezunlan toplami: 155
yniversite mezunlarn (SYO, SHMYO, YL) toplami: 380
Ogrenim diizeyini belirtilmeyenlerin toplami: 15 kisi
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Tablo 2. Katiimcilarin zoonotik hastaliklar hakkinda genel bilgi dizeyleri

Sorular Yanitlar Say1 (n) %
Hic bulasmaz 3 0,5
Hayvanlardan insanlara hastalik Siklikla bulasir 248 45,1
bulasir mi?
Nadir Bulasir 115 20,9
Bulasir (n=517) %94 Her zaman bulasir 154 28,0
Bulasmaz (n=3) %0,5
Fikrim yok 5 0,9
Yanitlamayanlar 25 4,5
Hic bulasmaz 84 15,3
Insanlardan hayvanlara hastalik Nadir Bulasir 268 48,7
bulasir mi?
Siklikla bulasir 45 8,2
Bulasir (n=372) %67,6 Her zaman bulasir 59 10,7
- 0
Bulasmaz (n=84) %15,3 e vl 61 11,1
Yanitlamayanlar 33 6,0
ileri derecede olumsuz etkiler 154 28,0
Zoonotik hastaliklardan kaynaklanan -
ciftlik hayvanlari verim kayiplan ile aile Olumsuz etkiler 238 43,3
biitcelerinin ve/veyavelfonomlk dengelerin Etkisi olmaz 5 0,5
bozulmasi toplum sagligini ne derecede
etkiler? Fikrim yok 83 15,1
Yanitlamayanlar 70 12,7
Evet 67 12,2
Hayir 83 15,1
Zoonotik hastaliklar yok edilebilir veya
ortadan kaldinlabilir mi? iR St =
Bilmiyorum 38 6,9
Yanitlamayanlar 59 10,7
Evet 35 6,4
Hayir 298 54,2
Zoonotik hastaliklar ile miicadelede evcil
hayvanlarin itlaf edilmesi sizce dogru Kismen 104 18,9
mudur?
Bilmiyorum 57 10,4
Yanitlamayanlar 56 10,2
ileri derecede 6nemlidir 71 12,9
Zoonotik hastaliklarla miicadelede yaban Onemlidir 149 27,1
hjc\y\(aplarl l!e evc':ll'hayvanlar arasindaki Kismen Onemlidir 164 298
iliskinin kesilmesi sizce ne derece
onemlidir? Fikrim yok 108 19,7
Yanitlamayanlar 58 10,5
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Tablo 3. Katiimcilarin zoonozlarin bulasma kaynaklarina iliskin bilgi ve egitim diizeyleri

. Sadece Sadece Siit Birden Toplam*
Zoonotik Katilimci
Hastaliklar Egitim Diizeyi 5 e ve G

Et Uriinleri | Siit Uriinleri Yolla bulag p**
n) % n) % n) % n) %
Lise 26 18.1 89 61.8 29  20.1 144 28,2

Bruselloz 0,194
Universite 45 12,3 232 63,4 89 243 366 71,8
Lise 61 43,9 9 6,5 69 49,6 139 28,8

Sarbon 0,560
Universite 188 54,77 26 7,6 130 37,8 344 71,2
Lise 41 31,8 46 35,7 42 32,6 129 28,5

Salmonelloz 0,020#
Universite 65 20,1 121 37,3 138 42,6 324 71,5
Lise 27 32,1 27 28,6 33 39,3 84 30,7

Listeriyoz 0,175
Universite 53 27,9 37 19,5 99 52,1 190 69,7
Lise 29 27,4 12 11,3 65 61,5 106 30,4

Stafilokokkoz 0,176
Universite 57 23,5 47 19,3 139 57,2 243 69,6
Lise 12 9,5 2 1,6 112 88,9 126 29,2

Tiberkiloz 0,145
Universite 35 11,4 17 5,6 254 83,0 306 70,8
Lise 51 61,4 8 9,6 24 28,9 83 28,3

Trisinelloz 0,630
Universite 119 56,7 18 8,6 73 34,8 210 71,7
Lise 42 35,6 5 4,2 71 60,2 118 27,3

Ekinokokkoz 0,575
Universite 129 41,0 14 4,4 172 54,6 315 72,7
Lise 38 30,4 9 72 78 62,4 125 29,5

Toksoplazmoz 0,436
Universite 99 33,1 31 10,4 169 56,5 299 70,5

* Sadece soruyu yanitlayan kisi sayilar1 verilmistir.

** P<0,05

# Salmonella spp. Bulasma kaynaklar hakkinda Universite ve SML mezunlari arasindaki bilgi diizey farkliig ile ilgili
istatistiksel anlamlilik agiklanamamistir.
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Tablo 4. Katiimcilarin Zoonotik Hastaliklarin Bulasma Yollarina iliskin Bilgileri

Zoonotik A1z Yolu Hava Yolu Deri ve Ka“n '\./e K§n Cinsel Ve' ktorler Herhangi Bir
Hastaliklar ve Mukozal Yol Uriinleri Temas (Sinek, Kene) i;:lriatsleY:nl:';ue .
Bulasma Yollan (n) % | (n) % () % ") % | () % i) % ) %
SARS 49 8,9 | 299 54,4 42 7,6 | 24 4,4 [ 11 2,0 16 2,6 109 19,8
Sarbon 166 30,2 | 140 25,5 | 198 36,0 | 33 6,6 7 13 35 6,4 0 0
Kus Gribi 120 21,8 | 387 70,4 | 90 16,4 | 42 76 | 7 13| 34 6,2 0 0
Listeriyoz 103 18,7 | 33 6,0 | 40 7,3 | 19 35| 4 0,7 | 36 6,5 315 57,2
Q-Atesi 38 6,9 | 8 16,0 | 42 7,6 | 36 6,5 | 2 0,4 | 59 10,7 285 51,8
Psittakoz 47 7,8 | 65 11,8 30 55 [ 11 23 |6 1,1 33 6,0 358 65,0
HPS 30 55| 58 10,5 | 44 8,0 | 26 4,6 | 7 1,3 | 93 16,9 292 53,0
Tuberkiiloz 104 18,9 | 390 70,9 | 61 11,1 | 40 73 |7 1,3 7 1,3 0 0
Bruselloz 336 61,1 | 32 58 51 9,3 | 28 5119 1,6 16 2,9 78 14,1
Bat1 Nil Atesi 18 33| 36 6,5 | 32 5,8 | 37 6,7 | 8 1,5 | 114 20,7 305 54,4
KKKA 15 2,7 | 50 9,1 148 26,9 | 197 358 | 12 2,2 262 47,6 0 0
Kuduz 62 11,3 19 3,5 241 43,8 98 17,8 | 4 0,7 147 26,7 0 0
Kist Hidatik 263 47,8 | 95 17,3 | 73 13,3 | 23 42 |3 0,5 | 52 9,5 41 7,4
Toksoplazmoz 204 37,1 | 30 5,5 56 10,2 | 49 89 |9 1,6 23 4,2 179 32,5
Kampilobakteriyoz 128 23,3 20 3,6 42 7,6 17 2,2 |3 0,5 14 2,5 326 59,2
Salmonelloz 282 51,3 16 2,9 34 6,2 | 10 1,1 ]2 0,4 19 3,5 187 34,0
BSE 248 45,1 | 19 3,5 46 8,4 | 28 51 | 4 0,7 | 27 4,9 178 32,3
Sark Cibanm 24 44 21 3,8 193 35,1 | 29 53 | 11 2,0 | 76 13,8 196 35,6
Tularemi 74 13,5 37 6,7 63 15,5 | 47 85|10 1,8 108 19,6 211 38,3
Leptospiroz 52 9,5 16 2,9 69 12,5 38 6,9 | 10 1,8 60 10,6 305 55,4

9Anket uygulamasinda her katiimciya birden cok bulas yolu isaretleme firsati verilmistir. Bu nedenle bazi hastaliklar icin
isaretlenen toplam bulas yolu sayilari, arastirma katilimci sayisindan (n=550) fazla gorilmektedir.

BSE: Bovine Spongiform Encephalopathy (Sigirlarin Stingerimsi Ensefalopatisi)
HPS: Hantavirus Pulmoner Sendromu (Hantavirus Pulmoner Sendromu)

KKKA: Kirim-Kongo Kanamali Atesi

SARS: Severe Acute Respiratory Syndrome (Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu)
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Anketin son bolumunde katilimcilarin zoonozlar
hakkinda “bilgi edinme kaynaklar1” ve SME gereksinimi
algilan saptanmaya calisilmistir. Bilgi kaynagi veya
“dgrenme arac1” olarak katiimcilarin en cok (%
40,5) “uzman kisilerden” ve % 27,9 “internetten”,
en az “televizyondan” (%0,4) vyararlandiklan
anlagilmistir. Kitle iletisim Araclarinda yayimlanan
saglik haberlerini katiimcilarin %65’ “yetersiz”,
%34,2’si “kesinlikle yetersiz” bulmustur. Katilimcilar
zoonotik hastaliklar hakkinda %59 “yetersiz”, %22
“kesinlikle yetersiz” ve %36 ise “yeterli”, diizeyde
bilgili oldugunu diistinmistiir. Zoonozlar hakkinda
yeterli bilgisi olmadig1 icin SME kursu, calistay vb.
etkinliklere katilmay1 dusunen katilimcilarin oram
%89 bulunmustur. Ote yandan, zoonozlar hakkinda
“yeterli bilgiye sahip” oldugu halde, SME kursu, egitim
calistay1 etkinliklerine katilmay1 olumlu bulanlar %80,
olumlu bulmayanlar ise %20 oraninda tespit edilmistir
(Tablo 5).

TARTISMA

Son yarim yiizyilda, fazlaca degisim gosteren
ekolojik ve antropojenik faktorler nedeniyle
zoonotik hastaliklarin toplumu tehdit potansiyeli
artmakta ve halk sagligindaki “sorunsal yeri”
giderek genislemektedir (1, 2, 6, 21, 26-28). insan
patojenlerinin %61’den fazlasinin hayvansal kokenli
olmas1 ve oOnlenemez sayida “yeni patojenlerin”
tanimlanmasi, siuregelen  zoonotik  tehditlerin
ciddiyetini ve sosyoekonomik zararlarin1 ortaya
koymaktadir (3, 27, 29-32).

Benzer sekilde, Tirkiye’de tehditkar potansiyelini
hala koruyan Bruselloz, Tuberkiloz, Sarbon,
Kuduz, Kist Hidatit, Toksoplazmoz, gibi zoonotik
enfeksiyonlara iliskin calismalar ve surveyans
sistemleri bulunmaktadir (8-10, 12-14, 20, 21, 33).
Ozellikle, 15 yildir siiregelen ve SHC’nin “mesleki
sorunu” olmay siirdiiren KKKA ile Pandemik influenza
gibiviral zoonoz hastalik arastirmalar artmistir (15-17,
19, 34). Fakat Tirkiye’de saglik kurumlarinda “aktif
calisan” hemsirelerin zoonotik hastalik kaynaklar,
bulasma yollar ve korunma hizmetleri hakkinda bilgi
diizeyini sorgulayan calismaya rastlanilmamistir. Bu
calismada, 26-44 yas araliginda ve %67’si 1-5 yillik

calisma deneyimine sahip yaklasik %70 katihimci yer
almistir. Universite (SYO+SHMYO) mezunlart yaklasik
%68, SML mezunlar1 %30 oraninda tespit edilmistir. Bu
bulgu, hastanelerde hemsirelik hizmetlerinde calisan
personelin %30 oraninda daha az egitimli/deneyimli
oldugunu diisiindiirmustdir.

Bu calismada katiimcilar, zoonotik enfeksiyon
potansiyeli bakimindan virusleri %45, bakterileri
ve parazitleri %44, mantarlan %20 ve prionlan
%12 oraninda sorumlu gormustur. Bu “potansiyel
hastalik yapabilme” oranlarni Taylor ve ark.’nin
bildirdikleri bakteri ve riketsiyalar (n=538), parazitler
(n=353), mantarlar (n=307), virisler ve prionlar
(n=217) siralamasiyla uyumlu bulunmamistir (3). Bu
uyumsuzluk, Turkiye’de son 10-15 yilda, yazili, gorsel
basin ve sosyal medyada zoonotik viral hastalik (Kus
Gribi, KKKA, WNV vb.) haberlerinin, digerlerine gore
daha sik duyulmasinin katiimci kararlarinda etkili
oldugunu disiindiirmistiir. Bulgulanimiz, KKKA ve
Domuz Gribi calismalariyla benzerlik tasimaktadir
(15, 17, 19).

insan-Hayvan-Cevre (IHC) Etkilesimi; Zoonotik
patojenler insan ve hayvanlar arasinda ciftyonlu
bulasma  ozelligindedir  (30). Calismamizda,
katiimcilarin  ¢cogu (%94) hayvanlardan insanlara
enfeksiyon “bulasir” cevabin1 vermistir. Fakat 84
(%15,3) kisi de “insanlardan hayvanlara enfeksiyon
hic bulasmaz” gorusunu bildirmistir. Oysaki nadir
de olsa Tuberkiloz (M. tuberculosis), Stafilokok
enfeksiyonlarni  (ozellikle Metisiline Direncli S.
aureus-MRSA suslar1) ve C. parvum gibi patojenlerin
insanlardan hayvanlara gectigi bildirtmistir (35).
Katiimcilarin %15,3 “hi¢ bulasmaz” ve %11’inin “her
zaman bulasir” gorusu, giincel enfeksiyon bilgilerinin
yetersiz oldugunu disiindirmistiir.  Bu sonug,
%16,1 katiimcinin 11 ve daha fazla hizmet yillk
hemsire oldugunun dikkate alinmasim ve SME’lerinin
giincellenmesini vurgulamaktadir.

Zoonotik patojenler, insan ve evcil hayvanlarda
salginlara yol actigindan ve saglik hizmetleri
maliyetini artirdigindan “ekonomik tehdit” olarak
degerlendirilmektedir(4, 24, 36). Son yillarda
zoonotik enfeksiyon arastirmalarinda, ekolojik ve
sosyoekonomik faktorleri sorgulayan yaklasimlar
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Tablo 5. Zoonozlar hakkinda bilgi edinme kaynaklari ve katiimcilarin siirekli mesleki egitim alg1 diizeyleri

Sorular Yanitlar Say1 (n) %
Uzman kisiler 186 40,5
Meslektaslarim 31 6,8
internet 128 27,9
Zoonotik hastaliklar ile ilgili saglik sorununuz oldugunda ilk
basvuru yaptigimz bilgi kaynagi hangisidir? Kitaplar 7 1,5
Televizyon 2 0,4
Cep telefonu 1 0,2
Sosyal medya 5 1,1
Kesinlikle Yeterli 7 1,4
Zoonotik hastaliklar hakkinda kitle iletisim araglarindaki saglik L 2 >0
haberlerinin ne derece bilgilendirici oldugunu distiniiyorsunuz? .
o Yeterli: (n=139) % 28,8 Kismen Yeterli 108 22,4
O UEHERER (= &) el Kismen Yetersiz 147 30,4
Kesinlikle Yetersiz 165 34,2
Mesleki uygulamalar sirasinda zoonotik hastaliklar ile ilgili bir AT U Aoy
?
sorun yasadiniz mi? B 336 728
Kesinlikle Yeterli 3 0,6
Kendinizin zoonotik hastaliklar hakkinda yeterli bilgi sahibi veterli 2 49
olugunuzu dustiniiyor musunuz? .
e Yeterli: (n=175) = % 36 Kismen Yeterli 148 30,0
o Yetersiz: (1=290) = % 59 Kismen Yetersiz 182 36,8
Kesinlikle Yetersiz 108 21,9
Zoonozlar hakkinda yeterli bilgi sahibi degilseniz, mesleki egitim Evet o) il
etkinliklerine katilmayi disuiniir misiiniiz? e 36 11,8
Zoonozlar haklanda yeterli bilgi sahibi oldugunuz halde, mesleki | ot b 79,9
egitim etkinliklerine katilmay1 dustinir musuiniiz? Hayir 34 20,1

374 Turk Hij Den Biyol Derg




onem kazanmistir (23, 25, 27, 28, 36, 37). Sirasiwyla,
ingiltere’de BSE 13 milyar $, Uzakdogu’da SARS 50
milyar $ ve ABD’de Kus Gribi 10 milyar $’Uk mali
kayiplara neden olmustur (36). Salginlar nedeniyle
bolgesel ekonomiler etkilenmekte, sosyal diizen
bozulmakta ve insanlar ¢cok yonli zarar gormektedir (4,
32, 36). Bu calismada, katiimcilarin hayvansal kokenli
ekonomik kayiplar %72 “olumsuz” degerlendirmesi,
ekonomik farkindalik gostergesi olarak dusunulebilir.
“Biyoguivenlik  onlemleri”  zoonotik  salginlarin
yayiimindan korunmak, enfeksiyonlarin mali yikinu
azaltmak amaciyla gelistirilmis olmasina karsin,
katilmcilarin  %55’inin salgin hastaliklarda hayvan
itlafim  “olumsuz” degerlendirmesi diistindiiriict
ve arastirilmasi gereken bir konudur. Biyoglivenlik
amaciyla, ingiltere’de Sap, Tirkiye’de Kus Gribi
salgininda onemli miktarda ciftlik hayvan itlaf
edilmistir ( 4, 36, 38). Sap epidemisinde 30 milyar §,
Kus Gribi’nde ise 32,2 milyar TL gibi ekonomik kayiplar
oldugu belirtilmistir (4, 38). Salgin kaynakli maddi
kayiplar ve ekonomik yoksunluklar, bolgesel, kiresel
esitsizlik ve sosyal adaletsizliklere yol acmaktadir
(36). Toplumsal yoksulluk ve altyap1 yetersizlikleri
yeni patojenlerin ortaya ¢cikmasi ve potansiyel tehdit
olusturmasina neden olmaktadir (25, 27, 28, 36).

Calismamizin  bulgulan, IHC  arayiiziindeki
“etkilesimler” hakkinda, saglik calisanlarinin bilgi
diizeylerini genelleme olanagi vermemektedir. Fakat
SHC ile ilgili diger arastirmalar ve bu calismanin
bulgulart “yeni ipuclan” sunmaktadir (19, 26, 34,
37). Bu nedenle, yeni zoonotik patojenlerin ortaya
¢ikmasim  hazirlayan, potansiyel tehdit risklerini
tetikleyen klimatolojik, ekolojik bozulmalar ve
antropojenik degisimlerin “birikimli” sosyoekonomik
yansimalan ile IHC arayiiziindeki siirekli etkilesimleri
inceleyen “disiplinlerarasi arastirmalar” yapilmalidir.

Zoonozlarin  Bulasma Kaynaklari;  Dinyanin
azgelismis bolgelerinde ve Tiirkiye’de Bruselloz,
Sarbon, Salmonelloz, Kist Hidatik, Kuduz, KKKA
gibi zoonotik hastaliklar Halk Sagligi acisindan
hala ciddi sorundur (4, 8-10, 21, 32, 33, 38, 39).
Bu zoonozlar aym zamanda, Veteriner Halk Sagligi
bakimindan  “sosyoekonomik”  tehdit o6zelligini
tasimaktadir (4, 27, 31). Zoonotik patojenlerin
birincil bulasma kaynaklarn Brucella spp.; pastorize

olmamis sut ve sut urunleri, B. anthracis; hasta
hayvan veya kontamine cevre ve malzemeler, Tifo
dis1 Salmonella spp.; yumurta ve yumurtali urunler,
et ve et urlinleri ve kontamine yiyecek, iceceklerdir.
insanlara Kuduz bulast; siipheli hayvan 1sirmasi veya
hasta hayvanla temas yoluyla gerceklesir. Trisinelloz
ve Ekinokokkoz; pismemis et ve sakatatlarla,
kontamine su ve yiyeceklerin tiketilmesi ile bulasr.
Bu calismada, Tablo 3’te verildigi gibi Salmonelloz
disindaki hastaliklarin bulasma kaynaklarina yonelik
katiimcilann egitim diizeyleri arasinda istatistiksel
anlamlilik (P>0,05) tespit edilmemistir. Katiimcilarin
Bruselloz, Tuberkiloz, Trisinelloz, Ekinokokkoz,
Toksoplazmoz’un birincil bulas kaynaklar1 hakkinda
bilgi diizeyleri vyeterli bulunmamstir. Universite
mezunlarinin  Salmonelloz ve Sarbon icin sirasiyla
“stit/sut drunlerini” ve “et/et duriunlerini” birincil
bulasma kaynag diisiinmeleri literatiir verileri ile
uyumlu degildir (8-10, 39). Tirkiye’de insan Sarbon
olgularinin %96’dan fazlas1 Deri Sarbonu formunda
goriildigti bildirilmektedir (8-10). Buna karsin,
katiimcilar %55 diizeyinde “et/et urlnleri” ile
bulasmay birinci sirada disuniip, kontamine cevre ve
deri yoluyla bulasin yeterince bilinmemesi, bu alanda
bilgi eksikligini diistindiirmektedir. Tifo dis1 Salmonella
enfeksiyonlarinda hijyenik olmayan su, kontamine
cevre ve cok cesitli bozuk gida kaynakli bulasmalara
bagli salginlar yaygindir (39). Fakat katilimcilarin
%37’nin  “sadece sut/sit Urinleri” secenegini
isaretlenmesi, konunun yeterince bilinmedigini,
“hizmetlere ve sosyal yasama” yanlis yansidigin1 ve
potansiyel risklere acik oldugunu diisiindiirmektedir.

Zoonozlarin insanlara Bulasma Yollari; Gecmisten
farkli olarak, son ceyrek yuzyilda insanlik, kiresel
saglig1 tehdit eden “yeni ¢ikan” zoonotik patojenler
ile mucadele etmek zorunda kalmistir. Bu patojenler
insanlara agiz, hava yolu, deri ve mukozal yol,
vektorler vb. yollardan “dogrudan” ve/veya “dolayli
temas” ile bulasmaktadir. Boylesine cok cesitli yollarla
bulasabilen 1415’ten fazla patojenden korunma
yontemlerinden biri, bulasma mekanizmalarina
yonelik onlemler almak ve potansiyel riskleri en
aza indirmektir (2-5, 9-13). Bu calismada tablo 4
incelendiginde, katiimcilar SARS’1n hava yolu, Kus
Gribi’nin agi1z ve hava yolu, KKKA’nin vektorler ve kan/
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kan urlinleri, BNA’nin vektorler, BSE’nin agiz, Kuduzun
deri ve mukozalar ile bulastig1 ifade edilmistir.
Turkiye’de hentiz (2015 yili itibariyle) SARS ve BSE’nin
insan veya hayvanlarda bildirimi yapilmadig1 halde,
SARS (%54,4) ve BSE (%45,1) ile ilgili dogru yanit
verilmesi onemlidir. Katiimailar Sarbon’un daha
cok agiz ve deri/mukozal yol; insan tiberkiilozunun
hava yolu; Bruselloz ve Salmonelloz’un agiz yolu;
Tularemi’nin vektorler ve agiz yolu ile bulastigim
belirtmislerdir. Salmonelloz ve Bruselloz ile ilgili
bulgular literatur ile uyumlu bulunmustur (21, 33).
Tiirkiye’de %96 oraninda “deri sarbonu” goriildiigiinu
bildiren arastirmalar olmasina karsin, Sarbonun %30,2
agiz ve %36,0 deri ve mukozal yol ile bulastigina
iliskin katilimc1 gorusleri dusundurucudur (8-10).
Sarbon hakkinda katiimcilarin bilgi “yetersizligi”,
enfeksiyonlarla ilgili mesleki bilgilerin yenilenmesini
gostermektedir. Bu sonuglar, toplumu epidemik ve/
veya pandemik zoonotik salginlardan korumak, olasi
salgin sureclerini etkin yonetebilmek icin SHC’nin
epidemiyolojik bilgilerinin glincellenmesine vurgu
yapmaktadir.

SME Gereksinimi ve Bilgi Kaynaklarina Erisim;
Dinamik  ozellikteki ~ zoonotik  enfeksiyonlarin
onlenmesi ve olasi risklerden toplumun korunmasi
icin, pratisyen hekimler, hemsireler, saglik
teknisyenleri ve diger SHC’lan gilincel SME’den
gecirilmelidir. Turkiye’de ve diinyada gerceklestirilmis
arastirmalarda, SME ile saglik hizmetlerinde ekonomik
kayiplarin onlenecegi ve SHC’nin zoonoz kaynakli
mesleki risklerin azaltilacagi vurgulanmaktadirlar (7,
15, 17, 19, 22-26). Bu calismada, bilgi edinme kaynag
olarak katiimcilan en cok (%40,5) “uzman kisilerden”
ve “internetten” (%27,9); en az “televizyondan”
(%0,4) yararlanmaktadir. Bu veriler sirasiyla Yilmaz
ve ark., Cilingiroglu ve ark., ile Akkus ve ark.’nin
calisma verileriyle uyumlu degildir (15, 17, 40).

Cunku ilk iki arastirmada, katilimcilar pratisyen
hekimler, farkli egitim diizeyinde hemsireler ve
diger SHC’lerdir. Son calismanin katilimcilan ise
bilgi icin televizyondan yararlanan (%94) ve saglik
egitimi olmayan bireylerdir. Bizim arastirmamizin
katiimcilan ise yalmzca (n=550) hemsirelerdir.
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Calismamizda, hemsirelerin  %65’i kitle iletisim
araclarindaki saglik haberlerini “yetersiz”, %30’u
“yeterli” bulmustur (Tablo 5). Katilimcilarin %59’u
zoonozlar hakkinda “yetersiz” bilgi sahibi olugunu
belirtmesine karsin, yaklasik %12’si SME calismalarina
katilmay1 dustinmemistir. Zoonozlar hakkinda yeterli
bilgisi olmadiginin farkinda olup da, SME etkinliklerine
katilmay1 isteyenler vyaklasik %89’dur. Zoonozlar
hakkinda “yeterli” bilgisi oldugunu dusiinlip, SME
katilmay1 olumlu bulanlar ise %80’dir. Bu arastirma
verilerine gore, zoonozlar hakkinda “yeterli” bilgisi
olmadig1 halde, aktif calismayr siirdiren hemsire
orant %59’dur. Bu %59 oranindaki “bilgi yetersizligi”
saptamas1 koruyucu saglik hizmetleri, toplum sagligi
hizmetlerinde risk yonetimi, saglik ekonomisi ve
“verimlilik” acisindan dusundurici ve dikkat cekici
olarak degerlendirilmelidir.

Sonuc olarak; ekolojik ve antropojenik faktorler
nedeniyle, dogada IHC arayiiziinde siiregelen
zoonotik  enfeksiyonlar  sosyoekonomik yonden
insan sagligimm ve saglik hizmetleri maliyetlerini
olumsuz etkileyen, cok yonlu dinamik bir olgudur
(4, 25, 27, 36, 37). Toplumlarin génenci ve giivenligi
bakimindan siirekli tehditkar potansiyeldeki zoonotik
enfeksiyonlar,“mesleklerarasi isbirligini” gerektiren
bolgesel, kiiresel bir saglik sorunudur. Bu dinamik ve
tehditkar sorunun kalicicozimuicinyalnizca Hekimler,
Veteriner Hekimler ve Cevrebilimcilerin “Tek Saglik”
yaklasimiyla “meslekleraras1 isbirligi” yapmalar
yeterli degildir. Hemsireler ve diger yardimci saglik
calisanlarinin da mesleki egitimlere aktif katilimi
yasamsal zorunluluktur. Sosyoekonomik tehdit olan
zoonotik enfeksiyonlarla miicadelede tam basarinin
saglanmas1 ve saglik hizmetleri maliyetlerinin
azaltmasi icin, “giincel mesleki bilgilere sahip” saglik
personeli calistirilmalidir (2, 25, 27). Saglik insanglicii
egitimi veren kurumlarin Ogretim planlarinda
zoonotik enfeksiyon hastaliklarina daha genis yer
vermesi, saglik ekonomi ve politikalarinin geregi ve
bilgi toplumu olabilmenin onkosuludur. Bu nedenle,
saglik kurumlarinda mesleklerarasi ve disiplinlerarasi
ortak SME diizenleyerek saglik calisanlarinin bilgileri
glincellenmelidir.
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Comparison of conventional and rapid methods for
determination of total aerobic mesophilic microorganisms and
Enterobacteriaceae in poultry products

Cetin ERTUGRUL!, ibrahim CAKIR?

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to
compare the conventional and rapid test methods
in determining the numbers of both total aerobic
mesophilic microorganizm and Enterobacteriaceae in
totally 123 poultry products which were both whole

carcass and mechanically separated.

Methods: In In the study, it was simultaneously
used 1SO 4833:2003 conventional method and TEMPO
TVC rapid test method for determining the number of
total aerobic mesophilic microorganism, as well as ISO
21528-2:2004 conventional method and TEMPO EB rapid
test method for the enumeration of Enterobacteriaceae.
According to this, it was statistically evaluated the
results belonging to 100 samples in a total of aerobic
mesophilic microorganism count and also 85 samples in
Enterobacteriaceae count. Descriptive statistical test
and F-test were performed by using office excel 2007
Software (Microsoft, Redmond, USA) at the statistical
comparison of the conventional and rapid test methods.
In addition, linear regression and Pearson correlation
analyses were performed by using MINITAB 16 software

(Minitab Inc., State College, TX, USA).

OZET

Amag: Bu calismada, butun karkas ve mekanik
olarak ayrilmis 123 adet kanatli et Uurininde,
toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayis
ve Enterobacteriaceae sayisinin belirlenmesinde
klasik ve hizli test yontemlerinin karsilastirilmasi

amagclanmistir.

Yontemler: Calismada, toplam aerobik mezofilik
belirlenmesinde  “ISO

“TEMPO  TVC”

mikroorganizma

4833: 2003”

sayisinin
klasik yontemi ve
hizli test yontemi,

belirlenmesinde ise “ISO 21528-2: 2004” klasik yontemi

Enterobacteriaceae sayisinin

ve “TEMPO EB” hizli test yontemi es zamanli olarak
calisilmisti. Buna gore, toplam aerobik mezofilik
mikroorganizma sayiminda 100, Enterobacteriaceae
sayiminda ise 85 ornege ait sonuglar istatistiki olarak
degerlendirilmistir. Klasik ve hizli test yontemlerinin
istatistiki olarak karsilastinlmasinda office excel 2007
(Microsoft, Redmond, ABD) programi kullanilarak,
tanimlayic1 istatistik testleri ve F-testi yapilmistir.
Lineer regresyon ve Pearson korelasyon analizleri ise
MINITAB 16 programi (Minitab Inc., State College, TX,
ABD) kullanilarak yapilmistir.
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Results: According to the results of the study, it was
determined that there was no statistically significant
difference between the conventional ISO 4833:2003 and
TEMPO TVC methods with respect the accuracy of total
aerobic mesophilic bacteria count results. Similarly, it
was found that there was also no statistically significant
difference between the conventional 1SO 21528-2:2004
and TEMPO EB methods in terms of the accuracy of

Enterobacteriaceae count results.

Conclusion: It was concluded that microbiological
analysis performed by TEMPO rapid test system
is more advantageous, because it is significantly
decreased duration of analysis, analysis cost, ease
of operation and risk of contamination according
to the conventional ISO methods both the number
of total aerobic mesophilic microorganism and

Enterobacteriaceae counts.

Key Words: poultry, Enterobacteriaceae, total
aerobic mesophilic microroganism, microbiological

techniques.

Bulgular: Calismanin sonuclarina gére toplam

aerobik mezofilik bakteri sayim sonuclarinin
dogrulugu acisindan klasik SO 4833: 2003 ve
TEMPO TVC yontemleri arasinda istatistiki olarak
bir farkin bulunmadigi belirlenmistir. Ayn1 sekilde,
Enterobacteriaceae sayim sonuclarinin dogrulugu
acisindan klasik 1SO 21528-2: 2004 ve TEMPO EB
yontemleri arasinda da istatistiki olarak bir farkin

bulunmadigi tespit edilmistir.

Gerek

mikroorganizma,

Sonug: toplam aerobik  mezofilik

gerekse Enterobacteriaceae

sayimlarinda klasik ISO yontemlerine gore, analiz

siresi, analiz maliyeti, calisma kolayligi ve

kontaminasyon riskinin onemli oranda dusiik olmasi

nedeniyle TEMPO hizli test sistemi ile yapilan
mikrobiyolojik analizlerin daha avantajli oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: kanatl eti,
Enterobacteriaceae, toplam aerobik mezofilik

mikroorganizma, mikrobiyolojik teknikler.

INTRODUCTION

Increased production and consumption of
poultry products concordantly give rise to increased
measures in food safety within this industry (1). This
is because a majority of the cases involved in food
infection and intoxication worldwide originates from
poultry (2). According to the report published by
FAO/WHO in 2002 (3), it was indicated that 26% of
food borne epidemic diseases were due to poultry

and products.

Detection of presence or a higher level of an
indicator microorganism from predefined values
suggests that the relevant product is produced
under such conditions that can be contaminated by
pathogenic and toxigenic microorganisms (4). Several
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microorganisms can be used as an indicator of hygiene
in poultry. More specifically, the enumeration of total
aerobic mesophilic microorganism has a particular
importance due to offering a more coverage of
microorganisms as well as providing a general insight
of hygiene about products (5).

The Enterobacteriaceae family includes many
kinds of bacteria containing coliform bacteria, fecal
coliforms, Escherichia coli, etc. as well as Proteus
spp., Salmonella spp., and Aeromonas spp. Therefore,
a close relation is found between the total counts
of Enterobacteriaceae and fecal contamination.
Thanks to the analyses involving Enterobacteriaceae
and coliform bacteria, it becomes possible to make



an assessment on whether a food is produced under
hygiene conditions or not (6).

Microbiological analysis methods can be
categorized into conventional and rapid methods.
Rapid detection of microbiological risk factors is
important in terms of both ensuring quality assurance
and protecting the public health in the food industry.
For this reason, several alternative methods were
developed in order to shorten the duration of
analysis in food microbiology (7). Many samples can
be examined in a shorter time by means of nhumerous
automatic analysis systems, one of which is called
TEMPO system, developed by bioMérieux (8). TEMPO
is an automated system based on the most probable
number (MPN) technique, equipped with filling, and
reading units in order to detect the microorganisms
used as the quality indicator. In this system, analysis
can be performed by using a card comprising a total

of 48 wells across three different dilution levels (9).

In this study, we aim to compare the conventional
ISO methods and TEMPO rapid test methods for
determining the enumeration of total
mesophilic bacteria (TAMB) and Enterobacteriaceae
in naturally contaminated poultry products.

aerobic

MATERIALS AND METHODS

Sample Preparation

A total of 123 samples of raw poultry products
either supplied as whole carcass or mechanically
separated were collected from different retail
markets in Bolu province of Turkey in 2011-2012,
and were immediately transported in insulated
cooler boxes to the laboratory, Bolu Food Control
Laboratory Directorate. Samples were stored at
4°C until analysis. Naturally contaminated samples
included: whole raw chicken (38), whole chicken
legs (14), breast fillets (12), whole chicken wings
(11), drumsticks (10), chicken thigh cutlets (10),

chicken leg quarters (7), chicken cutlets (6), chicken
tenderloin (5), chicken thigh cutlets with skin (5)
and deboned turkey cutlets (5). The samples arrived
under cold-chain were subjected to analysis without
any delay using the conventional ISO 4833 method
(10) and TEMPO TVC (Total Viable Count) rapid test
method (11) for determining the enumeration of
TAMB, and the conventional I1SO 21528-2 method
(12) and TEMPO EB (Enterobacteriaceae) rapid test
method (13) for determining the enumeration of
Enterobacteriaceae in microbiology laboratory.

Homogenization of samples

A sample of 10 g from poultry was placed into a
homogenizer bag with filter (stomacher bag) under
sterile conditions and 90 mL of buffered peptone
water was added into the bag, yielding a dilution
ratio of 1/10. It was then homogenized for two
minutes using stomacher (AES Chemunex, France),
thus making an initial suspension ready. From the
initial suspension, a series of dilutions (10-2, 10-3)
were prepared using tubes each containing 9 mL
Ringer solution (Merck, Germany).

Enumeration of TAMB by conventional
methods

TAMB
procedures described in standard ISO procedure
ISO 4833:2003 Horizontal method for
the enumeration of microorganisms (Colony-Count
Technique at 30°C) (10).

count was performed according to

numbered

Enumeration of TAMB by TEMPO TVC

3 mL of distilled sterile water was added into
the lyophilized TEMPO TVC medium (bioMérieux,
France), and the mixture was blended by vortex
(IKA, Germany) to allow the medium dissolved. One
mL of initial suspension with a dilution rate of 10-1
was added into the medium ready for inoculation.
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All the medium inoculated (4 mL) was filled into
TEMPO TVC test cards using TEMPO filler entity.
When completed the filling process, the cards were
placed to incubation racks to perform the incubation
process at a temperature of 30 + 1°C for about 40-48
hours. At the end of the incubation, the cards were
read by TEMPO reader system and the results were
recorded. During this operation, the reader above
scans the barcode of each card and interprets the
fluorescent radiation occurred in the wells. Hence,
it automatically matches the name of the sample
with type of the test, dilution rate and the resulting
count, followed by screening the results (11).

Enumeration of Enterobacteriaceae by
conventional methods

Enterobacteriaceae counting was performed
according to procedures described in standard I1SO
procedure numbered [SO 21528-2:2004-Horizontal
method for the detection and enumeration of
Chapter 2:

Enterobacteriaceae Colony-Count

Technique (12).

Enumeration of Enterobacteriaceae by
TEMPO EB

Three mL of distilled sterile water was added
into the lyophilized TEMPO EB medium (bioMérieux,
France), and the mixture was blended by vortex
(IKA, Germany) to allow the medium dissolved. One
mL of initial suspension with a dilution rate of 10-1
was added into the medium ready for inoculation.
All the medium inoculated (4 mL) was filled into
TEMPO EB test cards by using TEMPO filler entity.
When completed the filling process, the cards were
placed to incubation racks to perform the incubation
process at a temperature of 35 + 1°C about 22 - 27
hours. At the end of the incubation, the cards were
read by TEMPO Reader system and the results were
recorded (13).

Turk Hij Den Biyol Derg

Statistical analyses

A statistical comparison was performed between
the log counts from TAMB and Enterobacteriaceae by
using both methods. During statistical calculations,
MS Office Excel (Microsoft,
performing descriptive statistical tests (Anderson -
Darling Test) and F-test, whereas Minitab 16 (Minitab
Inc. USA) was used for linear regression analysis and

USA) was used for

Pearson correlation analyses.

RESULTS

Since the results of 23 and 38 samples out of 123
samples analyzed were not within the identifiable
range (lower; not found <10 cfu/g or more;
>4.9x104,5,6 cfu/g) in detecting and enumerating
the total aerobic mesophilic microorganisms and
Enterobacteriaceae respectively; they were not

taken into account of statistical calculations.

The results from the enumeration of total aerobic
mesophilic microorganisms based on both methods
given in Table 1.

Regarding the descriptive statistical results,
a slight difference of 0.02 log cfu/g was observed
between the average values, and the standard
errors related to the values obtained based on both
methods in the analysis of total aerobic mesophilic

microorganisms counts.

F-test was performed in order to determine
whether there is any difference between the
variance of the results obtained. The test results
are shown in Table 1. As the critical value of two-
tailed F test (1.49) was more than F value (1.05),
no statistically significant difference was found with
a probability of 95% between the variances (0.64
and 0.61) obtained from the analyses by using both
methods. As a result of Pearson correlation analysis,
the coefficient of Pearson correlation between ISO
4833:2003 and TEMPO TVC methods were found to
be 0.813. The results from analyses with correlation



Table 1. The number of samples used in the statistical comparison of TAMB between I1SO and TEMPO TVC methods and
descriptive statistical results

Mean values of results
Number of

sample samples Number of (log cfu/g)

analyzed data evaluated ISO 4833 TEMPO TVC
Whole raw chicken 38 35 4.03 + 0.86 4.02 + 0.83
Whole chicken legs 14 13 3.66 + 0.56 3.70+ 0.84
Chicken breast fillets 12 11 4.04 £1.13 4.19 + 0.81
Whole chicken wings 11 2 4.90 + 0.20 5.07 + 0.46
Chicken drumsticks 10 10 4.29 + 0.29 4.12 + 0.69
Chicken thigh cutlets 10 4 4.10 + 0.67 4.27 + 0.50
Chicken leg quarters 7 6 4.28 + 0.26 4.18 £+ 0.27
Chicken cutlets 6 4 3.28 + 1.09 3.30 £ 1.37
Deboned turkey cutlets 5 5 3.74 + 0.51 3.69 + 0.82
Chicken tenderloin 5 5 3.14+0.28 3.28 +0.30
Chicken thigh cutlets with skin 5 5 3.98 £ 0.22 4.10 £ 0.39
Total 123 100

Descriptive statistical results

Mean 3.95 3.97

Standard deviation 0.78 0.80
Variance 0.61 0.64

Number of data evaluated 100 100
Confidence level (95%) 0.15 0.16

F-test for two methods regarding the variance

Observation 100.00 100.00
Df 99.00 99.00
H 1.05
F critical two-tailed 1.49
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coefficient ranging from 0.75 to 1.00 indicated a high
correlation between these groups compared (14).
Accordingly, it is obvious that the results obtained
from both methods are consistent. The following
equations are deduced from the results of linear
regression analysis:

log,, TEMPO TVC = 0,6768 + 0,8326IS0
4833:2003 log,, (Figure 1).

The results of Enterobacteriaceae count from
samples are given in Table 2 according to the analyses
based on both methods.

Referring to the descriptive statistical results
shown in Table 2, when compared the mean values
obtained from both methods, the mean value of
TEMPO EB method was higher than that of 1SO 21528-

2:2004 method. A difference of 0.45 log cfu/g was
also observed between the mean values of both
methods, with the standard deviation and variance
being the same. As a result of Pearson correlation
analysis, the coefficient of Pearson correlation
between I1SO 21528-2:2004, and TEMPO EB methods
were found to be 0.822. The results from analyses
with correlation coefficient ranging from 0.75 to
1.00 indicated a high correlation between these
groups compared (15). Accordingly, it is obvious that
the results obtained from both methods are highly
consistent. The linear regression analysis yielded the
following equation:

log,, TEMPO EB = 0,7876 + 0,8303ISO 21528-
2:2004log,, (Figure 2).

Fitted Line Plot
TEMPO TVC = 0,6768 + 0,8326 ISO 4833:2003

s 0466913
R-Sq 6,0%
RSq(adi)  657%

IS0 4833:2003

Figure 1. Linear regression of TEMPO TVC versus 1SO 4833
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Table 2. The number of samples used in the statistical comparison of Enterobacteriaceae counts between SO 21528-2
and TEMPO EB methods and descriptive statistical results

Number of

Mean values of results

Sample samples Number of Lefai)

analyzed data evaluated ISO 21528-2 TEMPO EB
Whole raw chicken 38 26 4.03 + 0.86 4.02 + 0.83
Whole chicken legs 14 7 3.66 + 0.56 3.70 £ 0.84
Chicken breast fillets 12 11 4.04 +1.13 4.19 + 0.81
Whole chicken wings 11 5 4.90 + 0.20 5.07 + 0.46
Chicken drumsticks 10 8 4.29 +0.29 4.12 + 0.69
Chicken thigh cutlets 10 4 4.10 + 0.67 4.27 + 0.50
Chicken leg quarters 7 7 4.28 + 0.26 4.18 £+ 0.27
Chicken cutlets 6 3 3.28 +1.09 3.30 £ 1.37
Deboned turkey cutlets 5 5 3.74 £ 0.51 3.69 +0.82
Chicken tenderloin 5 5 3.14 £+ 0.28 3.28 + 0.30
Chicken thigh cutlets with skin 5 4 3.98 £ 0.22 4.10 £ 0.39
Total 123 85

Descriptive statistical results

Mean 1.98 2.43
Standard deviation 0.68 0.68
Variance 0.46 0.46
Number of data evaluated 85.00 85.00
Confidence level (95%) 0.15 0.15
F-test for two methods regarding the variance

Observation 85.00 85.00
Df 84.00 84.00

H 1.02

F critical two-tailed 1.54
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Fitted Line Plot
TEMPO EB = 0,7876 +0,8303 ISO 21528-2:2004

TEMPO EB

S 0,392759
R-Sq 67,5%
R-Sq(adj) 67,1%

T T
1,0 i3 2,0 25
IS0 21528-2:2004

T
3,0 35 4,0

Figure 2. Linear regression of TEMPO EB versus I1SO 21528

DISCUSSION

The mean values of samples analyzed according
to TEMPO TVC and the conventional I1SO 4833:2003
methods were found to be 3.97 log cfu/g and 3.95 log
cfu/g respectively. In a study conducted by Line et al.
(15), a number of 120 samples of chicken raw carcass
from production line before, and after freezing
process were analyzed by using TEMPO TVC and the
conventional microbial colony enumeration methods.
It was found that the mean values obtained by both
methods were 3.09 log cfu/g and 3.02 log cfu/g before
freezing, whereas they were 1.53 log cfu/g and 1.31
log cfu/g after freezing, respectively.

Linear regression and Pearson correlation analyses
were performed in order to measure the compliance
levels of both methods. In a study conducted by
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Line et al (15) involving a number of 120 samples of
chicken raw carcass from production line before and
after freezing process, the carcass samples before
freezing were analyzed according to TEMPO TVC and
the conventional microbial colony count methods,
and a high correlation coefficient of 0.972 was found.
However, when using the samples after freezing, the
correlation coefficient was found to be 0.710 between
TEMPO TVC and the conventional rapid test methods.

Paulsen et al., (16) suggested in their study
involving the analysis of a number of 180 naturally
contaminated mince samples as well as samples from
carcass surfaces that there was a high correlation
coefficient of 0.99 between TEMPO TVC rapid test
method and the conventional colony count technique.



In a study of raw meat and mince, in order to
determine the number of TAMB, both the TEMPO
system and German official method were used, and the
results were compared. A high correlation coefficient
of 0.975 was found between the results from both
methods (17).

In a study conducted by Paulsen et al., (18) involving
the analysis of a number of 190 samples from naturally
contaminated food in terms of Enterobacteriaceae
count, the mean # standard deviation was calculated
as 2.540 + 1.026 log cfu/g by using the conventional
ISO 21528-2:2004 method, whereas it was found to
be 2.456 + 1.014 log cfu/g by using TEMPO EB rapid
test method. Linear regression and Pearson correlation
analyses were performed in order to measure the
compliance levels of both methods.

In one study conducted by Katase and Tsumura
(19), involving a number of 171 samples of artificially
contaminated processed soy products for determining
the count of Enterobacteriaceae, they found a higher
correlation coefficient than 0.98 between TEMPO
EB and ISO 21528-2:2004 methods, suggesting also a
higher value as compared to our result (19).

In a study involving a linear regression analysis of a
number of 47 samples using TEMPO EB and 1SO 21528-
2:2004 methods, Owen et al., (6) found a correlation
coefficient of 0.75 between both methods, suggesting
a lower value as compared to our result.

In their study, Paulsen et al., (20) used
both the conventional I1SO and TEMPO rapid test
methods together in order to determine the number
of Enterobacteriaceae in 98 various food samples.
However, we tested a lower degree of 30°C as
incubation temperature in this study instead of 35°C
and 37°C as recommended by the above methods.
Accordingly, the results obtained at 30°C were found
to be higher than those performed at 37°C and 35°C
using 1SO and TEMPO methods, respectively.

In  conclusion, considering the results of
enumeration obtained from this study as well as the
statistical evaluations, no statistically significant
difference was found between the results obtained by
the TEMPO rapid test method and the conventional ISO
test method in terms of TAMB and Enterobacteriaceae
counts in poultry. However, the TEMPO rapid test
method has the following advantages over the
conventional ISO method:

In the detection of TAMB counts, the TEMPO TVC
culture medium vyielded results after 40-48 hours,
whereas the conventional SO 4833:2003 method
produced results only after 48-72 hours. Therefore, it
makes a significant advantage especially in food plants
as the analysis results can be determined one day
earlier by using TEMPO system.

As to the detection of Enterobacteriaceae count,
although both the TEMPO EB culture medium and ISO
21528-2:2004 yielded negative results after 24 hours,
positive results could be provided again after 24
hours by TEMPO EB system while the conventional ISO
method could yield only after 72 hours for verification.
Therefore, the TEMPO EB system is suggested to be
more advantageous in the sense of time.

The results from TEMPO system are by no
means subjected to any verification and thus, they
are considered to be absolute results. However,
verification should be done by conventional 1SO
method, which increases the cost due to increased
time and consumable material quantity, resulting in an
increased labor.

As the culture medium is in the form of liquid in
TEMPO system, the better growth of weak bacteria
under stress and thus the more accurate result can
be achieved. Particularly for the laboratories with
an excessive number of daily samples and routine
microbiological analyses, TEMPO rapid test system
is considered to having the advantage over the
conventional method.
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Vorikonazol ile tedavi edilen bir Aspergillus flavus kompleks
keratit olgusu

Giilsen HAZIROLAN', Ozlem Evren KEMER?, Dilay OZEK?, Altan AKSOY', Neriman AKSU'

OZET

Fungal keratitlere, Candida spp. cinsi mayalar ile
Fusarium spp. Aspergillus spp. ve Alternaria spp. gibi
cesitli filamentoz mantarlar etken olabilir. Fungal ke-
ratitlerde epidemiyolojinin ve predispozan risk faktor-
lerinin bilinmesi ve dogru laboratuvar tam ile hastaya
etkin antifungal tedavinin baslanmasi uygun yaklasim-
dir. Fungal keratitleri tedavi etmek zordur ve intraoku-
ler tutulum gibi ciddi bir risk faktoru tasir. Geleneksel
antifungal ilaclar genellikle iyi topikal transkorneal pe-
netrasyon saglar, ancak sistemik tedavi ile goz ici pe-
netrasyonda sinirli kalirlar. Bu yazida, oral ve topikal
vorikonazol ile basarli sekilde tedavi edilen A. flavus
kompleks keratit olgusu sunulmustur. Fungal keratitler
nadir gozlense de halen kotl prognozla seyretmektedir-
ler. Fungal keratitlerde taninin dogru ve hizli gercekles-
tirilmesi ve tedavi secenekleri hakkinda dogru bilgiye

sahip olunmasi 6nem arz eder.

Anahtar Kelimeler: A. flavus kompleks, fungal

keratit, vorikonazol

ABSTRACT

Fungal keratitis can be caused by yeasts Candida
spp. and various filamentous fungi such as Fusarium spp.
Aspergillus spp. and Alternaria spp. In fungal keratitis it
would be on appropriate approach to know risk factors
of epidemiology and predisposing risks, and to start
on effective antifungal treatment to the patient with
proper laboratory diagnosis. Fungal keratitis is difficult
to treat and carries a serious risk factor like intraocular
involvement. Traditional antifungal drugs usually have
good topical transcorneal penetration, but they are
limited to intraocular penetration and systemic therapy.
In this paper, it is presented a case of A. flavus complex
keratitis successfully treated with oral and topical
voriconazole. Although fungal keratitis is occured rarely,
it still has a serious prognosis. In fungal keratitis it is
significant to perform accurate and rapid diagnosis and

have accurate knowledge about treatment options.

Key Words: A. flavus complex, fungal keratitis,

voriconazole
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GiRiS

Fungal keratitler gelismekte olan lilkelerde ve tropikal
bolgelerde keratitlerin %50’sini olustururken, gelismis
ulkelerde keratitler %1-5 oraninda fungal etkenlere
bagli gbzlenmektedir (1). Fungal keratite en sik Candida
cinsi mayalar ve Fusarium, Aspergillus cinsi hyalen kif
mantarlan neden olmaktadir. Bunun yanisira Alternaria,
Curvularia, Exserohilum gibi dematisiyoz kif mantarlan
da nadir olarak keratit etkeni olabilir (2). Fungal keratit
olgulanmin tedavisinde giiclikler yasanmaktadir ve bu
olgular intraokuler yayiim gibi ciddi risk tasimaktadir.
Geleneksel topikal antifungal tedaviler ile iyi bir
transkorneal penetrasyon saglanmakta fakat sistemik
antifungal tedavi ile intraokular penetrasyon problemleri
yasanmaktadir. Genis Ulser alam ve hipopiyon olusturan
Aspergillus enfeksiyonlarinin %31’inde primer tedavi ile
basarisizlik gorulmustir (2). Sik rastlalan fungal keratit
etkenlerine flukonazol, itrakonazol, amfoterisin B ve
ketakonazol in vitro olarak %60-82.4 oraninda duyarli
saptanirken, bu etkenlere vorikonazol in vitro olarak
%100 oraminda duyarli saptanmistir (3). Calismamizda
topikal ve intravenoz vorikonozol ile tedavi edilen,
A. flavus’un etken olarak izole edildigi fungal keratit
olgusu sunulmustur.

OLGU

Yaklasik 2 yil once Irak’ta penetran keratoplasti
ameliyat1 yapilan 17 yasinda bayan hasta sag gorme
azlig sikayetiyle Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi GOz Hastaliklar poliklinigine basvurmustur.
Yapilan oftalmik muayenesinde greft Uzerinde epitel
defektinin eslik ettigi stromal infiltrasyon izlenmistir
(Sekil 1). Oftalmik B-ultrasonografi de endoftalmi
bulgusu izlenmeyen hastanin goz servisine yatisi
yapilmis ve hastadan korneal kazinti1 6rnegi alinarak
mikrobiyoloji laboratuarina gonderilmistir. Es zamanli
yapilan konfokal mikroskopik bakida mantar hifleri
gorulmustur (Sekil 2). Mantar hifleri gorulmesi Uzerine
hastaya fortifiye amfoterisin-B damla (15x1) ve fortifiye
vorikonazol damla (15x1) uygulanmistir. intravensz
vorikonazol 2x300 mg yikleme dozu yapilan hasta
vorikonazol 2x200mg i.v. vorikonazol damla (8x1) ve
amfoterisin-B damla (8x1) idame tedavisi ile takip
edilmistir. Tedavinin ikinci gininde

Turk Hij Den Biyol Derg

Sekil 1. Fungal korneal ulser

hastanmin sikayetinin geriledigi gozlenmis, dordiincii
giinde de stromal infiltrasyon sinirlarinin belirginlestigi
ve stromal infiltrasyonun kismen geriledigi tespit
edilmistir. Epitel defektinin tam kapanmamasi Uizerine
amniyon membran transplantasyonu yapilmistir.
Kornea kiiltuirinden A. flavus kompleks izole edilmesi
sonucunda hastanin antifungal duyarlilik test sonuclan
ile enfeksiyon hastaliklari uzmanina danmsilmis, i.v.
vorikonazol tedavisi ve topikal amfoterisinB tedavisi
sonlandirmis, oral vorikonazol 2x200 mg ve topikal
vorikonazol damla (8x1) ile tedaviye devam edilmistir.
Klinik bulgularinda gerileme goriilen hastanin medikal
tedavisi ayaktan duzenlenerek taburcu edilmistir.

Sekil 2. Konfokal mikroskobi ﬂgoruntusﬁ, dllanan

hifal yapilar



G. HAZIROLAN ve ark.

Mikrobiyolojik inceleme, antifungal
duyarlilik testi

Mikolojik inceleme icin korneal kazinti1 6rneginden
hazirlanan yayma ve kiiltiirii Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilmistir. Korneal kazinti 6rneginden hazirlanan
yayma Gram boyama ile incelenmistir. Gram
preparatinda septasiz, 45° derecelik aciyla dallanan
hifal yapilar gozlenmistir (Sekil 3). Korneal kazinti
ornegi Kalp-Beyin infiizyon broth (Sigma-Aldrich, ABD)
besiyerine ekilmis ve 35°C’de 24 saat inkibe edilmistir.
Daha sonra sivi besiyerinden 10 pl alimp Sabouraud

" — Cilt 73 W Say1r 4W 2016

dextroz Agar (Oxoid, Ingiltere), %5 koyun kanli
Columbia agar (BD, ingiltere), eosin metilen mavisi
(BD, Ingiltere) agar, cikolata agar besiyerlerine ekilmis
ve 35°C’de yedi gun inkibe edilmistir. Korneal kazinti
orneginin kiilturlerinde ikinci glinde iiremeye baslayan
kif mantar1 kolonileri gozlenmistir. SDA kiilturiinde
ureyen kif mantar kolonilerinden laktofenol pamuk
mavisi ile preparat hazirlanmistir.  Mikroskobik
incelemesinde septali hifler, konidyafor, kiiresel vezikiil
yapisi, metula, fiyalid yapilan, bu yapilarin vezikiliin
3/4’Uni kapladigi gozlemlenmistir (Sekil 4-5).

Sekil 3. Korneal kazint1 6rneginin gram boyamasinda gozlenen 45 derecelik aciyla dallanmis septali hifler
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Korneal kazint1 6rneginden izole edilen kiif mantar
makroskobik ve mikroskobik ozelliklerine dayanarak
A. flavus kompleks olarak isimlendirilmistir. In vitro
antifungal duyarlik testi Clinical and Laboratory
Standards Institute M38-A2 klavuzu referans alinarak
itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, amfoterisin B
ve anidulafungin icin gerceklestirilmistir (4).

itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, amfoterisin
B ve anidulafungin icin saptanan minimum inhibitor
konsantrasyon (MiK-2) degerleri sirasi ile 0.5 pg/ml,
0.25 pg/ml, 0.25 pg/ml, 2 pg/ml ve 0.125 pg/ml
olarak saptanmis, test edilen bes antifungal ilaca in
vitro duyarli olarak yorumlanmistir.

Bre ’
I T i

Sekil 4. A. flavus kompleks kolonilerinin SDA TARTISMA
besiyerindeki goriintusu (3. giin)

Keratitler en sik bakteriyal etkenlere bagl gelisse
de, mantarlar, viruslar ve parazitler de etken olarak
izole edilmektedir. Fungal keratitlerin insidansi %6-
20 arasinda degisen oranlarda bildirilmektedir (5).
Fungal keratitlerde en sik etken Candida tirleridir.
Fusarium spp., Aspergillus spp., Curvularia spp.
ve Acremonium spp., fungal keratitlerden izole
edilen diger mantarlardir (6). Travma, topikal
kortikosteroid ve antibiyotik kullanimi, kontakt
lens kullanimi, diyabet gibi sistemik bir hastaligin
varligi, fungal keratit gelisimi icin bilinen risk
faktorleridir. Korneanin fungal enfeksiyonu ozellikle,
stromal korneal epitelyum hasar olan hastalarda
gelisebilmektedir (7). Bizim olgumuzda gecirilmis
penetran keratoplasti ameliyati ve immiin supresyon
icin diistik doz topikal steroid damla kullamm, gelisen
fungal enfeksiyon icin bir risk faktorudur.

Mohd-Tahir ve ark. retrospektif calismalarinda,
fungal keratitlerde Aspergillus spp. etyolojisini %9.8
oraninda tespit etmislerdir (8). Lu ve ark. retrospektif
olarak  fungal keratitleri degerlendirdikleri
calismalarinda da Aspergillus spp. etyolojisini %14.1
oraninda bildirmislerdir (9). He ve ark., yaptig1 bir
Sekil 5. A. flavus kompleks’in septali hifleri, vezikul, calismada keratite neden olan 139 fungal etkeninin
metula, fiyalid yapilar ve vezikiilin %’uni kaplayan — 26’sim1 (%18.7) Aspergillus tiiri kiif mantar olarak
konidyalan: ¢ gunlik kolonilerden hazirlanmistir  tammlamislardir. Yirmi alt1 Aspergillus susunun %12.
(X400) 2’si A. fumigatus %3.6’s1 A. flavus, %2.2’si A. niger

392 Turk Hij Den Biyol Derg




ve %0.7’si A.
Ulkemizde bildirilen filamentdz mantarlarin etken

terreus olarak bildirmislerdir (10).

oldugu fungal keratit olgular incelendiginde, olgu
sunumlarin U¢ tanesinde A. fumigatus, dort tanesinde
Scedosporium apiospermum, bir tanesinde Fusarium
solani ve bir tanesinde F. oxysporium etken olarak
izole edilmistir (11-19). Ayrica Sekeroglu ve ark.
sitolojik olarak tanist konulmus 20 fungal keratit

olgusunu retrospektif olarak degerlendirdikleri

calismalaninda bir Fusarium spp. ve bir Aspergillus
spp. olmak Ulizere sadece iki kiiltlirde fungal etken
izole etmislerdir (20). Bizim olgumuzda da keratite

neden olan etken A. flavus kompleks olarak

tanimlanmistir.  Literaturde, ulkemizden bildirilen

A. flavus kompleks ile gelisen keratit olgusuna
rastlanmamistir. Olgumuzun Irak kokenli bir hasta

olmasindan dolayl, fungal keratit etkeni olarak

ulkemizde ilk defa A. flavus kompleks’in izole edilmis
olmasinin bir sebebinin, son yillarda komsu ulkelerden
aldigimiz goc ile enfeksiyon hastaliklarin etyolojisinde

gozlenen farklilklar ve degisim olabilecegi

on gorulmustur. Bu olgu sunumu ile paylasilan
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Alignment of new bathing water EU directive and its applications
to protect public health

Dilek DIKMEN!,

Hasan IRMAK!

ABSTRACT

Introduction: The twinning project entitled
“Alignment in Bathing Water Monitoring” was
implemented within the framework of EU Pre-Accession
Financial Assistance IPA [-2010 Programming by the
Ministry of Health, Public Health Institution of Turkey
together with France-ltaly consortium between the I.
quarter of 2013 and Il. quarter of 2015. The major aims
of the project was to transpose the new bathing water
Directive 2006/7/EC into the Turkish National Legislation
and strengthening the bathing water quality monitoring
system of Ministry of Health - Public Health Institution of
Turkey within the framework of the new directive.

Methods: The project was designed such as to
ensure the alignment of the new bathing water
Directive 2006/7/EC and preparation of the draft by-
law on bathing water quality management, transition
from 76/160/EEC to 2006/7/EC Directive regarding the
classification and quality assessment of bathing water
starting gradually with the pilot applications and then
disseminating to the whole bathing areas, the practice
of establishing experimental bathing water profiles in
the selected areas of the pilot provinces, compiling of
sets of bathing water quality data, improvement of the
bathing water quality monitoring system of the Ministry
of Health in the direction of 2006/7/EC Directive,
improvement of the technical capacity of the Public

OZET

Amac: AB Katiim Oncesi Mali Yardim Araci IPA
1-2010 Programlamasi kapsaminda alinan “Yuzme
Suyunun izlenmesinde Uyum” baslikli eslestirme
projesi, Saglik Bakanlig1, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu
ile Fransa-italya konsorsiyomu isbirliginde 2013 |I.
ceyregi ile 2015 Il. ceyregi arasinda ylritiilmustir.
Projenin baslica amaclar1 yeni yiizme suyu direktifi
2006/7/EC’nin uyumlastirilarak ulusal mevzuata
aktarilmasi ve bu yeni direktif dogrultusunda Saglik
Bakanligi, Tirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun yiizme
suyu izleme sisteminin giiclendirilmesidir.

Yontem: Proje; yeni yizme suyu direktifi 2006/7/
EC’nin uyumunun yapilarak Yonetmelik taslaginin
hazirlanmasi, ylizme suyunun siniflandirilmasi ve kalite
degerlendirmesine yonelik 76/160/EEC direktifinden
2006/7/EC direktifine gecisin asamali olarak pilot
uygulamalar seklinde baslayarak tum yizme alanlarina
yayginlastirilmasi, pilotillerin secilialanlarinda deneysel
profil olusturmak iizere uygulamalarin yapilmasi,
yuzme suyu kalite veri yonetimine yonelik calismalarin
yapilmasi, Saglik Bakanligi’min yiizme suyu kalitesi
izleme sisteminin 2006/7/EC Direktifi dogrultusunda
gelistirilmesi ve halk sagligi laboratuvarlarinin yeni

ylizme suyu direktifi dogrultusunda yapmalarn gereken
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Health Laboratories to perform analysis according to
the new bathing water directive.

Results: The draft “By-law on bathing water
quality management” has been prepared with the
transposition of 2006/7/EC EU Directive by the Ministry
of Health, Public Health Institution of Turkey with the
contribution of the relevant institutions. Trainings and
workshops were organized. Six guidance documents
were prepared, published and distributed. Data quality
assessment and classification practice were done at
pilot provinces Antalya, Canakkale and istanbul.

Conclusion: The all activities given in the project
contract have been successfully completed and all
project mandatory results were reached. The technical
and institutional capacity for the full implementation
of the 2006/7/EC Directive by the Ministry of Health
was impoved successfully with the project.

Key Words: bathing water, public health, 2006/7/
EC directive, twinning project

analizler icin teknik kapasitelerini gliclendirmek izere
tasarlanmistir.

2006/7/EC Avrupa Birligi Direktifinin
uyumlastirilmasiyla “Yiizme Suyu Kalitesinin Yonetimine

Bulgular:

Dair Yonetmelik Taslagi” ilgili kurumlarin da katkis ile
Saglik Bakanligi, Tirkiye Halk Sagligi Kurumu tarafindan
hazirlanmistir. Egitimler ve calistaylar diizenlenmistir.
Alt1 Rehber Kitap hazirlanmis, bastirnlmis ve dagitilmistir.
Veri kalite degerlendirmesi ve simflandirma pratigi,
pilot iller olan Antalya, Canakkale ve Istanbul’da
gerceklestirilmistir.

Sonuc: Proje kontratinda yer alan aktivitelerin
tamami basariyla gerceklestirilmis ve tum zorunlu
hedeflere ulasilmistir. Proje ile Saglik Bakanligi’min
2006/7/EC Direktifini
gerekli olan teknik ve kurumsal kapasite basariyla

tam olarak uygulamasi icin

gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: yiizme suyu, halk saglig,
2006/7/EC direktifi, eslestirme projesi

INTRODUCTION

Twinning which was originally designed in 1998,
is an EU institution building instrument developed by
the Commission and based on partnership cooperation
between public administrations of EU Member States
and a Beneficiary Country for the achievement of
mandatory results jointly agreed with the Commission
1, 2).

It aims to help the beneficiaries in the development
of modern and efficient administrations, with the
structures, human resources and management skills
needed to implement the EU acquis. Twinning is an
important tool to assist national administrations in
reaching the required level of institutional capacity by
facilitating the sharing of Member States’ experience
and know-how (3).
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Water-based
component of leisure activities. Coastal waters,

recreation is an important
rivers and lakes are used for a variety of recreational
activities, including swimming, diving, fishing and
sailing. However, water-based recreation can also
expose individuals to a variety of health hazards,
ranging from exposure to potentially contaminated
foodstuffs and potable water supplies, through to
exposure to sunshine and ultra violet (UV) light and to
bathing in polluted waters. The varied nature of the
hazards to human health posed by recreational waters
demands a full audit of the relative importance of the
resultant health effects and the resources required to
mitigate those effects (4).



The first European bathing water legislation,
“Council Directive concerning the quality of bathing
water 76/160/ EEC” came into force in 1975. Its main
objectives are to safeguard public health and protect
the aquatic environment in coastal and inland areas
from pollution. Bathing waters can be coastal waters

or inland waters (rivers, lakes) (5, 6).

The second and the new European Legislation
“Directive 2006/7/EC concerning the management
of bathing water quality and repealing Directive
76/160/EEC was adopted in 2006 (7).

The new bathing water directive updates the
measures of the 1975 legislation and simplifies
its management and surveillance methods. It also
provides a more proactive approach to inform
the public about water quality using four quality
categories for bathing waters as “poor”, “sufficient”,
“good” and “excellent”. The Member States brought
into force the laws, regulations and administrative
provisions in order to comply with this Directive by
24 March 2008. A period until 31 December 2014 was
given to the Member States for the implementation
of it (7, 8).

The new directive is intended to be based on
scientific knowledge on protecting health and the
environment, as well as environmental management
experience, provide better and earlier information
of public about quality of bathing waters, including
logos, move from simple sampling and monitoring of
bathing waters to bathing quality management, and
be integrated into all other EU measures protecting
the quality of all waters (rivers, lakes, ground waters
and coastal waters) through the Water Framework
Directive 2000/60/EC. Two main parameters intestinal
enterococci and Escherichia coli are defined for
analysis, instead of nineteen in the previous directive.

These parameters will be used to monitor and assess

the quality of bathing waters and to classify them.
Other parameters could be taken into account, such as
the presence of cyanobacteria or microalgae. Member
States must monitor the bathing waters every year.
The monitoring calendar should provide for at least
four samples to be taken per season (except where
the season is very short or where there are special
geographic constraints). The sampling interval should
not be longer than one month. Upon the monitoring
results gathered in four years, Member States should
assess the bathing waters at the end of every season.
A shorter period may be acceptable in some cases.
The waters are classified according to their level of
quality: poor, sufficient, good or excellent, linked to
clear numerical quality standards for bacteriological
quality. Where water is classified as “poor”, Member
States should take certain management measures,
e.g. banning bathing or posting a notice advising
against it, providing information to the public, and
suitable corrective measures. Member States should
also prepare a description of bathing waters and the
potential impacts and threats to water quality, both
as an information for public and as a management tool
for the responsible authorities, through the so-called
bathing water profiles. They could include in particular
a description of the area concerned, any sources of
pollution and the location of the water monitoring
points. Beyond the 1976 Bathing Water Directive, the
new directive ensures timely information of the public
during the bathing season, with an obligation for
Member States to disseminate actively and promptly
information on bathing water quality. In particular,
notices banning or advising against bathing should be
rapidly and easily identifiable. The EU Commission
adopted on the 27 May 2011 a decision establishing a
symbol for information to the public on bathing water
classification and any bathing prohibition. Every year
the EU Commission publishes a summary report on
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the quality of bathing water, based on the reports
that the Member States should submit to it before the
start of each bathing season (9).

Although the main objectives of the two directive
76/160/EEC and 2006/7/EC are to safeguard public
health and protect environment from pollution, with
the new directive, new topics such as new bathing
water quality classification through the monitoring
of the parameters intestinal enterococci, Escherichia
coli, new calculation method required for the
classification, bathing water profiles, compiling of
bathing water quality data sets, cyanobacterial
risks, information to the public, public participation,
cooperation on transboundary waters were introduced
(7, 10).

To form the required technical infrastructure in
these subjects, to enhance the present infrastructure
within the frame of the new Directive and to
prepare the draft of the new by-law by doing the
harmonisation studies, twinning project under the
title of “Alignment in bathing water monitoring” was
taken by Ministry of Health, Public Health Institution
of Turkey.

The EU twinning project within the frame of
EU Pre-Accession Financial Assistance IPA | - 2010
Programming was implemented with France - Italy
consortium between the I. quarter of 2013 and II.

quarter of 2015 (11).

Cooperation was provided between the French
Ministry of Social Affairs and Health, International
Office of Water (IOW), Italy Ministry of Health and
Fondazione Minoprio Institute and Public Health
Environmental Health

Institution of Turkey

Department.

With the project it was aimed to transpose the
new bathing water directive 2006/7/EC into the
Turkish National Legislation and strengthening the
bathing water quality monitoring system of Ministry

Turk Hij Den Biyol Derg

of Health - Public Health Institution of Turkey within
the framework of the new directive.

In the broader sense the aim of the project was to
contribute to the reduction of public health risks and
to ensure coordination, cooperation and data sharing
between institutions and organizations in bathing
waters (11).

METHODS

The project was established on the 6 main
targets. Result 1:
of the new bathing water directive 2006/7/EC
and preparation of the draft by-law. Result 2:
- Transition from 76/160/EEC to
2006/7/EC Directive regarding the classification

Regulation - The alignment

Classification

and quality assessment of bathing water starting
gradually with the pilot applications and then
disseminating to the whole bathing areas. Result
3: Bathing Water Profiles - Practice of establishing
the

selected areas of the pilot provinces. Result 4: Data

experimental bathing water profiles in
Management - Compiling of sets of bathing water
quality data. Result 5: Monitoring - Improvement
of the bathing water quality monitoring system of
the Ministry of Health in the direction of 2006/7/
EC Directive. Result 6: Laboratories -Improvement
of the technical capacity of the Ministry of Health,
Public Health Laboratories to perform analysis

according to the new bathing water directive.

The method of the project implementation
includes; current situation assessment of the
regulations and of the applications on bathing
water; evaluation of the Member State applications
on 2006/7/EC Bathing Water Directive, analysis of
the applications in France and in Italy as model
applications, in place observations by study visits,
GAP analysis, recommendations through outputs

of GAP analysis, working group meetings (WGM),



inter-ministerial meetings (IMM), pilot provincial
meetings (PPM), experimental data evaluation,
classification, establishment of profiles practices
with pilot provinces, local visits to the pilot

provinces public health directorates and
public health laboratories, trainings, workshops,
preparation, publication and distribution of the
guidance documents, project steering committee

meetings.

Antalya, Canakkale and istanbul were selected
as the pilot provinces for practical applications.
The pilot applications and the activities concerning
the project results 1, 2, 3, 4, 5 were carried out
jointly with Antalya, Canakkale and istanbul public

health directorates bathing water units.

Antalya, Istanbul and Samsun public health
laboratories were participated in the project
as pilot laboratories for the implementation of

project 6th result.

The drafting studies of the by-law was carried
out by the working group which was established
with the participation of Public Health Institution
of Turkey - Environmental Health Department, the
Ministry of Environment and Urbanization, the
Ministry of Forestry and Water Affairs, the Ministry

of Culture and Tourism and the Ministry of Interior.

To share the developments in the project and
to discuss the cooperation between institutions in
the preparation of the by-law and bathing water
profiles which require joint work, inter-ministerial
meetings were done with the participation of the
Public Health Institution of Turkey - Environmental
Health Department, Public Health Laboratories
Department, Strategy Development Department,
EU Coordination Department of the Ministry, the
representatives of the Ministry of Forestry and
Water Affairs, the Ministry of Environment and

Urbanization, the Ministry of Culture and Tourism,

the Ministry of Interior, the representative of the
Scientific and Technological Research Council of
Turkey (TUBITAK), representative of Foundation
for Environmental Education in Turkey (TURCEV),
project team, Turkish, French and lItalian project
leaders. These meetings were done at the same
date before the project steering committee

meetings.

RESULTS

The project overall objectives was successfully
achieved. The draft by-law was prepared with the
transposition of 2006/7/EC EU Directive into the
Turkish  National

cooperation and data sharing between institutions

Legislation. The coordination,
and organisations in bathing waters were developed.
Progress directed to the importance of public health
and reduction of probable public health risks was
ensured.

The all project purposes were also successfully
reached. A draft by-law was prepared with the
transposition of 2006/7/EC EU Directive into the
Turkish National Legislation. The technical capacity
of the Ministry of Health - Public Health Institution
of Turkey and the Public Health Directorates of the
34 Provinces were strengthened in monitoring the

bathing water quality.

Current situation assessment was conducted
through the presently used “By-Law on Bathing Water
Quality” which was prepared in line with the EU
Directive 76/160/EEC.

The draft “By-law on bathing water quality
management” the
transposition of 2006/7/EC EU Directive by the
Ministry of Health, Public Health Institution of Turkey
with the contribution of the relevant institutions.

has been prepared with

The comments of the institutions on the draft by-

law were received. Besides, the prepared draft by-
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law was evaluated and gap analysis was done by the
French and Italian experts of the twinning project in
view of the articles of the 2006/7/EC Directive. The
improved draft by-law was worked by the working
group which was established with the participation
of the relevant institutions.

Comprehensive trainings were given to the
technical staff of the Public Health Institution of
Turkey, Environmental Health Department, Public
Health Directorates of the 34 Provinces where bathing
water quality monitoring activities are carried
out, representatives of the relevant Ministries and
organizations including Ministry of Environment and
Urbanization, the Ministry of Forestry and Water
Affairs, the Ministry of Culture and Tourism, the
Ministry of Interior, the Scientific and Technological
Research Council of Turkey (TUBITAK) and Foundation
for Environmental Education in Turkey (TURCEV).
Training was given also to the technical staff of
the Public Health Public
Health Laboratories Department, Consumer Safety

Institution of Turkey,

Laboratories Department, Public Health Laboratories
of the 34 provinces, concerning bathing water analysis
in the direction of 2006/7/EC EU Directive including
applications, the used materials and equipments,
laboratory quality assurance and quality control,
laboratory accreditation.

Experimental profiles were established in the
selected areas of the pilot provinces Antalya,
Canakkale and istanbul as Antalya-Konyaalti Beach
Beach Park 2nd Beach),
Bozcaada Ayazma Beach, istanbul-Riva Elmasburnu

(Konyaalti Canakkale-
Beach. The applications were disseminated to all
other 34 provinces by transferring the information
about the activities done by the pilot provinces
through training and workshop.

Methods for the classification of bathing water,
for the establishment of bathing water profiles, for

bathing water data management, for the bathing
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water quality monitoring and public information in
accordance with the 2006/7/EC EU Directive were
developed. Information about these subjects was

given place in the prepared Guidance Documents.

Six Guidance documents were prepared by the
French and Italian experts, published and distributed.
“Guidance on Bathing Water Quality Classification
(2006/7/EC)”, “Guidance on Bathing Water Profiles
(2006/7/EC)”, “Guidance on Bathing Water Quality
(2006/7/EC)”,
Bathing Water Quality Monitoring

“Guidance on
(2006/7/EC)”,
“Guidance on Cyanobacteria Proliferation in Bathing
Waters (2006/7/EC)” for the Public Health Institution

of Turkey, Environmental Health Department and

Data Management

the Public Health Directorates of the 34 provinces.
“Guidance on Bathing Water Analysis (2006/7/EC)”
for the Public Health Institution of Turkey - Public
Health Laboratories Department and Public Health

Laboratories of the 34 Provinces (12-17).

Data quality assessment and classification
practice were done by pilot provinces Antalya,
Canakkale and istanbul on the basis of 4 years data.
The applications were disseminated to all other 34
provinces by transferring the information about the
activities done by the pilot provinces through training

and workshop.

Improvement studies on the web-based database
which is currently used by the Public Health Institution
of Turkey - Environmental Health Department, having
web-address of http://cbs.cevresaglik.gov.tr and
having 5 component as drinking water, bathing water,
natural mineral water - spring water (bottled water),
swimming pools and thermal waters were conducted
in the direction of the requirements of 2006/7/EC EU

Directive.

Web site having the web-address of www.
yuzme.saglik.gov.tr was put into service for public

information



During the project 10 project steering committee
meetings, eight inter-ministerial meetings, three
pilot provincial meetings, three working group
meetings, results oriented five trainings, one seminar,
five workshops, five study visits and various local

visits were achieved.

The project had a web site under the address of

http://www.aquacoope.org/turkeybw/.

DISCUSSION

TThe first European bathing water legislation,
“Council Directive concerning the quality of bathing
water 76/160/ EEC has been transposed to the
Turkish Legislation by the Ministry of Environment
and Forestry with the By-Law on Bathing Water
Quality, which was published in the Official Gazette
No. 260489, dated February 2006 (5, 18).

The By-Law on Bathing Water Quality defines
the competent authorities that are responsible
for monitoring and inspection of bathing waters,
preparing permits for discharges to these waters,
and preventing pollution in those areas. Monitoring
activities in bathing and recreational waters are
carried out by the Ministry of Health. However,
the Ministry of Environment and Urbanization has
the right to perform monitoring activities in those
waters if required. In lake and sea coasts that are
conventionally used by a large number of bathers in
the bathing season, the Public Health Directorates that
are the provincial level of Public Health Institution of
Turkey (central level) are carrying out microbiological
monitoring studies at sampling points that are
determined by the provincial commission established
in accordance with the By-Law on Bathing Water
Quality. In provinces the Public Health Directorates of
Public Health Institution of Turkey also determine the
bathing water sampling schedules for bathing season

before the season. The Ministry of Health, Public
Health Institution of Turkey sends the results of the
monitoring activities to the Ministry of Environment
and Urbanization/the Ministry of Forestry and Water
Affairs. When the bathing water monitoring results
reveal that there are deviations from the parameter
values, the Ministry of Environment and Urbanization
is doing the necessary inspections to prevent
pollution in source. On the other hand, in accordance
with the By-Law on Bathing Water Quality, inspection
and monitoring rights of authorities defined in the By
Law are reserved. In this scope, in order to protect
environment and public health, these authorities may
take preventive measures for potential pollution in

bathing waters.

The By-Law on Bathing Water Quality involve

not only the microbiological parameters and
physicochemical parameters but also the guidance
values, mandatory values, minimum sampling
frequencies, methods of analysis and inspection of
parameters as well for the quality requirements of
bathing water. The microbiological parameters are
total coliforms, faecal coliform, faecal streptococci,
Salmonella spp., enteroviruses. The classification of
bathing water during and at the end of the bathing
season are done through the assessment of the
analysis results of total coliform, faecal coliform and
faecal streptococci with guidance and mandatory
values. During bathing season the classification is
expressed as good, average and bad quality while at
the end of the season the classification is expressed
as A (excellent quality), B (good quality), C (bad

quality) and D (forbidden).
The “Directive 2006/7/EC

management of bathing water quality and repealing
Directive 76/160/EEC” hasn’t been transposed to the

concerning the

Turk Hij Den Biyol Derg

401



Turkish legislation yet. In the National Action Plan
for EU Accession Phase Il (June 2015-June 2019) the
transposition period of this directive was given as
second half of 2017. The transposition activities of
this directive are being carried out in the coordination
of the Ministry of Health with the contribution of
the Ministry of Environment and Urbanization, the
Ministry of Forestry and Water Affairs, the Ministry

of Foreign Affairs and the other relevant institutions

CONCLUSION

The technical and institutional capacity for the
full implementation of the 2006/7/EC Directive both
by the Ministry of Health - Public Health Institution
of Turkey at the central level and the Public Health
Directorates of the 34 provinces at the provincial
level were improved successfully with the project.

This project was previously presented as poster in
the National Water and Health Congress (19).

and organizations.
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Farkh biyolojik organizmalarda proteomik uygulamalar

Sinem OZENOGLU, Hatice YILDIZHAN, Duygu OZEL-DEMIRALP, Demet CANSARAN-DUMAN

OZET

Marc Wilkins tarafindan ilk defa 1994 yilinda
aciklanan proteomiks terimi bir organizma, doku veya
hiicrede herhangi bir zamanda bulunan proteinlerin
tamaminin, genis capli protein ayirma ve tanimlama
yontemleri kullanilarak analiz edilmesi esasina
dayanmaktadir. Proteom; belli bir zaman ve mekanda
bir organizmanin sahip oldugu ve ifade ettigi butin
farkli proteinlerin tamamidir. Proteomik; belli bir
zamanda belli bir yerde bulunan tiim proteinlerin
yapilarini, yerlesimlerini, miktarlarim, translasyon

sonrast modifikasyonlarini, doku ve hiicrelerdeki
islevlerini, diger proteinlerle ve makro molekiillerle
Farkli

organlarin hiicrelerinde bulunan DNA’lar birbirine

olan etkilesimlerini ifade eder. doku ve
benzese de proteinler birbirine benzememektedir.
Bu nedenle ozellikle cesitli hastaliklarin tanisinda
sadece genetik bilimi yeterli olmamakta, ayni
zamanda proteomiks bilimine ihtiya¢ da glin gectikce
artmaktadir. Bu derleme kapsaminda oOncelikle
farkli protein ekstraksiyon yontemleri, iki boyutlu
jel elektroforezi (2-DE) ve Kkiitle spektrometresi
teknolojilerini iceren proteomik uygulamalar ele
alindi. Daha sonra; farkli organizma veya doku kullanimi
ile tibbin farkli alanlarinda proteomik yontemler
uygulanarak gerceklestirilen calismalardan bahsedildi.

Ayrica, son yillarda proteom analizi ile farkli biyolojik

ABSTRACT

Proteomics described in 1994 for the first time by
Marc Wilkins is based on the analysis all proteins present
at any time in an organism, tissue or cell by using a large-
scale protein separation and identification methods. The
proteome is all the different proteins that an organism
possesses and expresses at a certain time and place.
Proteomic expresses the structures of all proteins at
a certain time and place, placements, quantities, the
post-translational modifications, functions in tissues
and cells, and the interactions of other proteins and
macro molecules. DNAs in cells of different tissues and
organs are similar, but proteins are dissimilar. Therefore,
science of genetics is not sufficient for the diagnosis
of various diseases. For this reason, there is increasing
interest in the science of proteomics day by day. In this
review, firstly, we evaluated different protein extraction
methods, two-dimensional gel electrophoresis (2-
DE), and proteomic applications which include mass
spectrometry (MS) techniques. Secondly, it is mentioned
that the studies carried out by proteomics in different
field of medicine through using of different organism

or tissue. In addition, in recent years, the studies have

been evaluated to determine the response of different
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organizmalarin biyotik veya abiyotik strese maruz
kalinca verdigi yanitin ve savunma mekanizmalarinda
kullanilan belirlenmesine

proteinlerin yonelik

calismalar iizerine degerlendirmeler yapildi.

Anahtar Kelimeler: proteom, proteomiks, iki
boyutlu jel elektroforezi (2DE), izoelektrik odaklama

(IEF), MALDI-TOF

biological organisms and protein used in defense

mechanisms when expose to biotic or abiotic stresses by

proteome analyses.

Key Words: proteom, proteomics, two-dimensional
gel electrophoresis (2-DE), isoelectric focusing (IEF),
MALDI-TOF

GIRIS

Son yillarda arastirmacilar genomik calismalar
Uizerine yogunlasarak ozellikle hastalik ve diger
sureclerle ilgili gen tammlama vyolunda hizla
ilerlemislerdir.  Fakat
calismalar bir organizmada tamimlanan genlerin

devam eden bilimsel
organizmanin ne kadar oranda kullandigi konusunda
yeterli bilgi saglayamamistir. Bu nedenle genomik
calismalarinin devami olan proteomik biyolojik is ve
isleyisin aciklanmasinda oldukca onem kazanmistir.
Buna ilaveten bir diger onemli noktada bir gen
Uriiniin sentezi sonrasi degisime ugrayabilmesi ve
kesinlestirilemeyen miktarinin tespiti icin proteomik

uygulamalarina gereksinim vardir.

Proteom, terimi ilk kez 1994 yilinda Marc Wilkins
tarafindan onerilmis ve genom tarafindan kodlanan
proteinleri tanimladig1 seklinde belirtmistir (1,2).
Proteom, bir hiicre, organ veya organizmanin farkli
gelisim evreleri, cevresel kosullar, cesitli hastaliklar,
yaslilik gibi siireclerde bir organizmanin sahip oldugu
ve ifade ettigi sadece genler tarafindan kodlanan
polipeptit yapilart degil, aym
modifikasyonlar1 da

zamanda sentez
sonrasi iceren proteinlerin
toplami olarak ifade edilmektedir (3). Proteomik ise

proteomun tanimlanmasidir. Proteomik calisma ilkesi
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once proteinin izolasyonu ve saflastirilmasi, ayrilmasi
(Elektroforez ve Kromatografiye dayali teknikler),
kitle spektrometresi (MS), proteinlerin tanimlanmasi,
olas1 degisimlerin belirlenmesi ve veri analizine
dayanmaktadir. Sodyum dodesil suilfat-poliakrilamid
jel elektroforez (SDS-PAGE) proteinlerin molekiler
blyukligini analiz etmek icin kullanilmaktadir.
Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez, ornekteki
bilesenlerin daha iyi ayrismalarini saglar. Western Blot
ise protein ifade degisimlerini dogrulamak icin farkl
orneklerdeki protein miktarinin belirlenmesinde ve
yardimci imminopresipitasyon deney sonuclarinin
analizinde kullanilmaktadir. MALDI (matrix-assisted
laser desorption ionization) kitle spektrometresinde
kullamlan iyonizasyon teknigidir. Biyomolekiillerin
molekullerin  analizinde

ve  buylk organik

kullamlmaktadir.

Belli kosullar altinda butin bir organizmanin,
ozel bir dokunun veya herhangi bir hiicresel kismin
protein boyutunda degisiklikleri belirlenebilmesine
dayanan proteom calismalarimin sayis1 giin gectikce
artmaktadir. Ozellikle son yillarda stres molekiiler
biyoloji alaninda bitkilerde strese dayali proteom
boyutundaki farklilasmalar basta olmak tzere farkli



biyolojik organizmalarda degisik amacl
calisma literaturde yer almaktadir.

bircok

Farkh Biyolojik Organizmalarda Proteomik
Uygulamalar

Bakteri Proteom Uygulamalari

(2008),
sonra Klebsiella

Tang ve arkadaslan suksinonitril

uygulanmasindan oxytoca’nin

proteomik analizini arastirnislardir. Bu calisma,
K. oxytoca turunin suksinonitril sonucu etkisinin
fizyolojik  cevabinin olusturacagi degisimin
belirlenebilmesi amaciyla gerceklestirilmistir. MALDI-
TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization Time-
of-flight) ve iki boyutlu PAGE teknikleri kullanilarak,
amonyum ile  muamele edilmis hucrelerle
karsilastinldiginda, siiksinonitril ile muamele edilmis
K. oxytoca tirilinde yedi tane farkli ifade vermis
protein belirlenmistir. Siperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon-S-transferaz (GST) ve bir metal baglanma
protein olan PsaA gibi proteinlerin artan ifadesi,
oksidatif stresin olusumuna eslik eden siiksinonitrilin

stiksinonitrilin
dahil

arastirmacilar tarafindan belirtilmistir. Aynica in vivo

biyodegredasyonunda onerilen

detoksifikasyon siirecine de olabilecegi
kosullarda siiksinonitril toksisitesinde oksidatif stresin

onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (4).

Alg Proteom Uygulamalari

(2008),
doliolum’da tuzluluga bagl fizyolojik ve proteomik
degisiklikleri
doliolum’da tuzluluga bagli fizyolojik degiskenlerin

Srivastava ve arkadaslan Anabaena

gozlemlemislerdir. Bu calisma, A.

proteom degisiklikleri ve glikolat
hakkinda bilgiler
sunmaktadir. O, evrimi, karbon fiksasyonu, klorofil

inhibisyonu,
metabolizmasinin  indiksiyonu
ve NADPH/NADH seviyesinde azalma ve hiicre ici
Na* ile solunumdaki artis bir ve 24 saat sireyle
150mM NaCl uygulamasinin ardindan gozlenmistir.
MALDI-TOF kitle spektrometresi ve iki boyutlu jel
elektroforezi, demir siiperoksit dismutaz, superoksit
dismutaz, fikosiyanin alfa zinciri, uzama faktoru-Tu

(EF-Tu),
ve fosforibulokinaz ile onemli degisiklikler gosteren
alt1 protein seti belirlemistir. Artan Rubisco aktivitesi

ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz

ve azalan karbon fiksasyonu, glikolat metabolizma

calismasint  gerektirdigini  belirlemislerdir. Bunun
sonucunda artan glikolat oksidaz aktivitesi, glisin,
serin ve amonyum iceriklerinin artis1, serbest ve
fosfogliserik asidin birikimi ile teyit edilmistir (5).
Tran ve arkadaslan (2009) yaptiklarn calismada,
Haematococcus  lacustris’de astaksantin birikimi
sirasinda ifadesi artrms proteinlerin belirlenmesini
amaclamislardir. Bunun icin H. lacustris hiicreleri alt1
giin boyunca normal 151k altinda fotobiyoreaktorde
yetistirilmis ve ardindan hucreler azotun tukenmis
oldugu bir kosulda sabit faza ulastiktan sonra 151k
kaynagi gibi florasan lambalarla siirekli yiiksek 1s1nima
maruz birakilmisti. Uc giin boyunca astaksantin
birikimi meydana gelmistir. Bu kosullar altinda,
Uc gilinlik indiksiyondan sonra her bir hiicrede
ortalama astaksantin icerigi 91 mg/L’den 406 mg/L’ye
yiilkselmistir. iki boyutlu elektroforetik karsilastirma
ile proteomik veriler, azot kaynaginin tilkenmesi
ve bir saat daha yiiksek 151k kombinasyonunun H.
lacustris’te protein ifadesini belirgin bir sekilde
degistirdigini noktasi
bir saatlik sonra secilmistir. Bu
proteinlerin 13 tanesi ifadesi azalan proteinlerden,
36 tanesi ise ifadesi artan proteinlerden olusmaktadir.
Yiksek seviyede ifadesi artan 15 protein MALDI-TOF

kiitle spektrometresi ile analiz edilmistir. Sonuclar

gostermistir. 49 protein

induksiyondan

astaksantin biyosentezi yolunun daha fazla analizi
icin takip edilebilir ilginc proteinleri isaret etmistir
(6).
Tran ve arkadaslan (2009), H. lacustris
(Chlorophyceae) yesil alg tiiriiniin azot yetersizligi
ve ylksek 1si1nim stresi altinda proteinlerin ifade
analizleri arastinlmistir. Tek hicreli yesil alg H.
(MBBM)
151k 0zumsel olarak ekimi gerceklestirilmistir. H.
lacustris hucreleri alti gun boyunca normal 151k

radyasyonuna maruz birakilmis daha sonra floresan

lacustris  degistirilmis bazal ortaminda
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151k kaynagr olarak kullamlarak ¢ giin daha devam
eden 151k radyasyonuna maruz birakilarak astaksantin
birikmesi beklenmistir. Protein izolasyonundan sonra
SDS-PAGE ardindan protein noktalarn kendi icinde
kontrol grubu ya da normal ornek ile karsilastirilmis
2 kat Uzerinde sapmanin istatiksel olarak onemli
fark olmas1 nedeniyle belirlenmistir. Elde edilen
peptitlerin MALDI-TOF-MS analizi ile karakterizasyonu
saglanmistir. Bu asamada veri tabanindaki eslesen
proteinlerin deneysel triptik sindirimi ve teorik
sindirimi MASCOT ara yuzu kullanilarak uygulanmistir

(7).

Fungus Proteom Uygulamalari

(2008),
liken tirinun kadmiyum

Rustichelli ve Physica
(Fr.) (Cd)
stresine proteomik acidan olusacak yaniti detayli

arkadaslar
adscendens

olarak incelemislerdir. Liken tallusu alti, 18, 24 ve
48 saat boyunca 36pM Cd konsantrasyonuna maruz
birakilmistir.  iki boyutlu elektroforez ve kiitle

spektrometresi analizi sonucunda farkl
araliginda, Cd stresi uygulama sonucunda %80-85

oraninda farkli spot kimlik gostermistir. Genel olarak

Zaman

1s1-sok proteinleri ve glutatyon S-transferaz tum Cd
artirmislardir.
ABC tasima proteinlerinin ise alt1 ve 18 saat Cd stres

stresi uygulamalarinda ifadelerini
kosullar altinda ifadesinin azaldig1 tespit edilmistir

8).

Bitki Proteom Uygulamalari

Zorb ve arkadaslar1 (2004), kok ve surgiindeki
protein seviyesinde tuz stresine karsi misir bitkisinin
(Zea mays L.) biyokimyasal farklilasmasini ilk defa
gostermislerdir. Misir tuza duyarli bir bitki olarak
kabul edilmektedir. Zorb ve arkadaslar iyon etkilerini
en aza indirmek icin disuk NaCl konsantrasyonu ve
Na+ derisimi kullanmislardir. Zea mays’dan elde
edilen total protein, iki boyutlu PAGE kullanilarak
Misir  bitkisine yiksek NaCl

analiz  edilmistir.
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uygulanmas1 kok ve surgunde farkli dizenlenmis
proteinlerin sayisinda beklenmedik bir artisa yol
acmistir. Ortalama tuz stresi (25mM NaCl), bitkilerde
Na+ ve Cl- konsantrasyonlar1 ve morfolojilerine olan
etkileri disinda, kok proteinlerinin %45’inde ve siirgiin
proteinlerinin %31’inde diferansiyel bir dizenlemeye
yol acmistir. Yuksek tuz stresi ise (100mM NaCl)
proteinlerin %80’inden daha fazlasinda degisikliklere
yol acmistir. Tuz stresinden dolay ifade artis1 gosteren
protein, MALDI-TOF kullanilarak peptit kutle parmak
izi ile belirlenmistir. Dusuk tuz stresi altinda farkl
olarak diizenlenmis uc¢ grup protein belirlenmistir:
birincisi, kinazlar tarafindan protein modifikasyonlari
ve protein biyosentezini de iceren proteinler, ikincisi
karbon metabolizma enzimleri ve uclincusu ise azot
metabolizmasindaki enzimlerdir. Bu 14 proteinin sekiz
tanesi transkripsiyon, translasyon ya da metabolizma
seviyesindeki yiksek tuz stresi altinda literatire
farkli ifade vermis olarak rapor edilmistir (9).

Ahsan ve arkadaslann (2007a),

cimlenmis piring tohumlarinda bakir (Cu) stresine baglh
fizyolojik ve proteomik degisiklikleri arastirmislardir.

calismalarinda

Arastirma sonucunda cimlenme orani, surgin

uzamasi, bitki biyokiitlesi ve su iceriginde azalma
reaktif
maddeler (TBARS) icerigi ve bakir birikimi, cimlenme

gozlenirken, tohumlarda Tiyobarbitirat
asamasini takiben 0.2mM’dan 1.5 mM’a artan farklh
Cu konsantrasyonlarinda onemli bir artis gostermistir.
SDS-PAGE yontemi ile Cu stresi altinda polipeptit
zincirindeki degisiklikler gosterilmistir. iki boyutlu
jel elektroforezi ile analiz edilen protein profileri
sonucunda, Cu ile muamele edilmis 6rneklerde farkli
bir sekilde ifade diizeyi gosterdigi ortaya ¢ikmistir.
18’inde
7’sinde ise ifade azalmasi gorulmustur. Diferansiyel
olarak gosterilen bu proteinler MALDI-TOF kiitle
spektrometresi

25 protein noktasindan, ifade artisi,

ile kimliklendirilmesi yapilmistir.

Baz1 antioksidanlarin miktarindaki artis ve DNAK-



tipi molekuler saperonlar, UTP1 proteaz ve reseptor
benzeri kinazlar gibi baz1 regiilator proteinler ile
glikolaz |, peroksiredoksin ve aldoz rediiktaz gibi
stres ile iliskili proteinler, yuksek konsantrasyonlarda
Cu stresinin oksidatif stresi lretebildigini acikca
gosterilmistir. Ayrica alfa-amilaz ya da enolaz gibi
anahtar metabolik enzimlerin ifadesinin azalisi, Cu
stresinden sonra tohum cimlenmesinin inhibisyonunu
etkiledigi ve aym zamanda yedek mobilizasyon
siireclerinin  basarisizlikla sonuclandigini  ortaya
cikarmistir. Bu sonuglar 1s181nda yogun Cu stresine
maruz birakilan c¢imlenmis pirinc tohumlarinda

fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler arasinda
anlamli bir iliski oldugunu gostermistir (10).

Ahsan ve arkadaslarnn (2007b), Cd toksisitesine
maruz birakilan piring fidelerinin c¢imlenmesinin
protein  profillerindeki degisimini

arastirmislardir. Bu calismada, Cd stresini takiben

fizyolojik ve

cimlenme asamasi
degisimleri arastirmak icin proteomik yaklasimlarin
morfolojik ve fizyolojik parametreler ile birlikte

sirasinda protein profilindeki

arastirilmasi Tohumlar 0.2mM ve
1.0mM arasinda farkli konsantrasyonlarda Cd stresine

maruz birakilmislardir. Ortamda Cd konsantrasyonun

amaclanmistir.

artis1, tohumlarda TBARS icerigi ve artan Cd katyonu
birikimi ile sonuclanirken, cimlenme orani, surgin
uzamasi, biyokiitle ve su icerigi Oonemli oranda
azalmistir. Farklilik gosteren 21 protein MALDI-TOF
kitle spektrometresi ile belirlenmistir. Belirlenmis
proteinler savunma ve detoksifikasyon, antioksidant,
protein biyosentezi ve cimlenme sireci gibi bircok
surecte yer almaktadirlar. Cd stresine maruz kalan
orneklerde tespit edilen proteinlerin belirlenmesi,
cimlenme asamasinda tohumlarin agir metal stresine
kars1 olusturduklar yamtlarin molekiler temelini
anlamaya yol acabilen yeni bir goriis acis1 saglamistir
(11).

Leea ve arkadaslar1 (2009) kutle spektrometresi
ve iki boyutlu jel elektroforezi ile soguk stresine

yanit olarak pirinc koklerinin protein ifadesini

arastirmislardir.  Piring  fideleri 10°C’ye  tabii
tutulmustur ve ornekler 24 ve 72 saatlik uygulamadan
sonra toplanmistir. Kok dokularinda disik miktardaki
%15’ lik

polietilen glikol (PEG) ile aynlmislardir ve gumus

proteinleri tespit etmek icin, ornekler
ya da Coomassie brilliant blue (CBB) boyama ile
goriintiilenmistir. ifadesi artan 27 protein MALDI-
TOF kitle spektrometresi ve ESI-MS/MS analizleri ile
belirlenmistir. Daha dnce tanimlanmis soguk stresinde
ifade vermis proteinler ile birlikte, asetil transferaz,
fosfoglukonat dehidrojenaz, spesifik NADP izositrat
dehidrojenaz, fruktokinaz, PrMC3 ve glikolaz I’i iceren
bir grup yeni protein belirlenmistir. Bu proteinler
belirli hiicresel sureclere katilmaktadir. Bazi secilmis
proteinlerin  mRNA seviyesindeki gen ifadesinin,
transkripsiyon seviyelerinin her zaman translasyon
seviyelerine eslik etmedigini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica
baz1 yeni proteinlerin belirlenmesi ve kokte meydana
gelen proteom ifadesinin arastinlmasi, bitkilerde
soguk stresine olan yamitin molekiiler temelinin daha

iyi anlasilmasina yardimci olabilmektedir (12).

Natarajan ve arkadaslari (2009) soya fasulyesi
tohumlarindaki proteinlerindogal cesitliliginianlamak,
genetik olarak degistirilmis soya fasulyesindeki
transgenik modifikasyonlardan dolay1
degisiklikleri degerlendirmek icin gereklidir. Soya
fasulyesi proteinlerinin farkli simiflarim ayirmak,
belirlemek ve olcmek icin iki boyutlu PAGE, MALDI-
TOF ve Tandem kiitle spektrometresi ile birlikte sivi

kromatografisi kullamlmistir. 4 farkli alt gruba ait,

istenmeyen

dort yabani ve 12 kiltur genotiplerini de iceren
16 soya fasulyesi genotipi ise protein profillerini
belirlemek icin model olarak kullamlmistir. Onemli
allerjen cesitleri ve anti-besin protein profilleri iki
farkli grup arasinda gozlemlenmistir. Bu sonuclar
genetigi degistirilmis organizmalar ve genetigi
degistirilmemis organizmalar arasinda karsilastirma

yapmak icin kullanmisli olabilmektedir (13).

(2009) soya fasulyesi
iliskili

Toorchi ve arkadaslan

koklerinde osmotik stresle proteinlerin
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belirlenmesi icin proteomik teknikleri kullanmislardir.
Osmotik strese cevap veren bitkilerin mekanizmalarini
arastirmak icin PEG ile muamele edilen soya fasulye
bitkilerinin protein profilleri proteomik tekniklerle
goruntulenmistir. %10’luk sulu PEG muamelesi kok
uzunluklarini ve soya fasulyesi tohumlarinin hipokotil
kokleri
proteinleri iki boyutlu PAGE ile aynlmistir ve 415

uzunluklarim azaltmistir.  Soya fasulyesi
protein CBB boyama ile belirlenmistir. PEG muamelesi
ile degisen 37 protein Edman sekanslama ve peptit
kitle parmak izi kullanlarak analiz edilmistir.
17 protein kimeleme analizi sonuclari ve bolluk
degisimin kiitlesel analizi kullanmilarak daha fazla
deneysel calismalar icin secilmistir. Diger abiyotik
streslerin etkileriyle yapilan karsilastirma sirasiyla
kafeoil-COA-O-metiltransferaz ve 20S protozom alfa
altiinite A'nmin artan abiyotik strese karsi azaldigin

gostermektedir (14).

Zhang ve arkadaslarn (2009) yaptiklar calismada,
Agrobacterium ile somatik embriyolarin ve Uzimiin
embriyojenik kallusunun (EC) ortak yetistirilmesi,
genellikle doku esmerlesmesi ve ardindan hiicre
acmaktadir.
ilging bir sekilde iziimiin embriyojenik olmayan

olimiini gosteren negrogeneze yol

kalluslarinin (NEC) ortak yetistirilmesi ise herhangi
gorunur bir belirti gostermemektedir. Bu calisma
Vitis vinifera L.’nin EC ve NEC kalikus tiplerinde
proteom boyutundaki altinda yatan mekanizmayi
amaclamislardir. iki boyutlu jel analizi 1180 nokta
ortaya cikarmistir ve bunlarin 154 tanesi EC’ye
kars1 NEC’te farkli sekilde tepki veren proteinler
108 tane proteinin kimligi
belirlenmistir. Ozel ya da agrlikii olarak EC’de

olarak belirlenmistir.

belirlenenler demir eksikligine duyarli proteinler,
asidik askorbat peroksidaz ve izoflavon rediktaz
benzeri proteinlerdir. Ozel ya da baskin olarak NEC’te
belirlenen proteinler ise temel askorbat peroksidaz,
katalaz, kalsinorin-B benzeri protein, 1,3- 8 glukanaz
ve siklin bagimli kinaz A1’lerdir. PR-10 proteini EC’de
NEC’e gore son derece diisiik seviyede bulunmaktadir.
Bu sonuclar, farkli stres yamt1 yollarin NEC’ten EC’ye
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aktif oldugunu gostermektedir (15).

Ahsan ve arkadaslan (2010), pirin¢c yapraklarinda
kitle spektrometresi ve iki boyutlu jel elektroforezi
ile arsenik (As) stresi altinda pirin¢ yapraklarindaki
protein ifade profillerini arastirmislardir. iki haftalik
pirinc tohumlan iki farkli arsenat konsantrasyonuna
(50 ve 100 pM)
orneklerine stres uygulamasindan sonra dordiincu
giinde toplanmistir. Piring yapraklarinda strese bagli

maruz birakilmistir ve yaprak

olarak olusan farkli protein ifadelerinin gosterilmesi
icin, once kontrol ve stres uygulanmis orneklerden
protein ekstrakte edilmistir, sonrasinda iki boyutlu jel
elektroforezi ile protein bantlar ayrilmistir ve CBB ile
boyanarak goriiniir hale getirilmistir. Kontrol 6rnegiile
arsenik stresi uygulanmis érnekler karsilastirildiginda
toplam 14 farkli protein noktasinda en az 1.5 kat
ifade degisiminin tekrarlanabilirligi gosterilmistir
ve her iki uygulama benzer bir ifade degisimini
gostermektedir. Arsenik (As) stresine maruz kalmis
orneklerde 14 protein noktasinin sekiz tanesinde
ifade artis1, alti tanesinde ise azalmis ifadelenme
oldugu MALDI-TOF kiitle
kullanmlarak belirlenmistir. Metabolizma ve enerji
uretimi ile iliskili cesitli proteinlerin artan ifadesi,

spektrometresi cihazi

As stresine maruz kalan bitki yapraklarinin metabolik
icin gerekli olan yiksek
enerjiden oldugu disiinilmektedir. Diger bir deyisle,

sureclerin aktivasyonu

2-DE analizleri sonucunda, immunoblotlama yontemi
ile rubisko enziminin genis alt Unitesinin As stresi
altinda 6nemli derecede azaldigim agikca ortaya
cikarmistir. Ayrica, Rubisko enziminin ifadesindeki
azalma ve kloroplastdaki riboniikleoproteinler, As
stresinden dolay1 fotosentez oraninda azalmaya
olabilecegi Diger bir
deyisle, immunoblotlama ile birlikte 2-DE sonuclan
Rubisco’nun buyuk alt Unitesinin As stres kosullan

neden gozlemlenmistir.

altinda onemli bir azalma gosterdigini acikca ortaya
cikarmistir. Ayrica, Rubisco’nun ifadesinin azalmasi
29 kDa kloropolast ribonikleoproteinleri As stres
kosullar altinda fotosentez oraninin azalmasinin ana
nedeni olarak gorulmektedir (16).



Lee ve arkadaslari (2010) pirincte Cd etkisini
arastirmak icin, yaprak ve kok uzerine Cd’nin proteom
boyutunda etkisini gozlemislerdir. Farkli dozlarda Cd
uygulanmasindan sonra kok ve yaprak dokular1 ayn
ayr1 toplanmistir ve yapraktan protein izolasyonu
sirasinda PEG kullanmilmistir.  Goriintli  analizinden
sonra farkli duzenlenmis proteinler secilmistir ve
MALDI-TOF kitle spektrometresi cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Cd uygulamasindan sonra 36 proteinin
ifadesinde artma ya da azalma gorulmustur. Cd
uygulanmis olan kok orneklerinde toplam glutatyon
seviyesi azalmistir ve koklerde ifadesi artmis
proteinlerin yaklasik yarisi oksidatif strese kars
cevap olusturmuslardir. Elde edilen bu sonuclar ile
koklerdeki

azalmasi icin gerekli olabilecegini oOnermislerdir.

antioksidatif etkinin, oksidatif stresin
Ayrica RNA jel blot analizi sonucunda proteom
analizlerde belirlenmis proteinlerin transkripsiyonel
seviyede farkli diizenlendigi gosterilmistir (17).
(2010), bitki
analizlerini

Monagas ve
proantosiyanidinlerin

arkadaslan
MALDI-TOF
Proantosiyanidin  polifenol  bir
kardiyovaskiiler, norodejeneratif
hastaliklar ve kanserin onlenmesinde onemli rol

arastirmislardir.
bilesendir ve

oynadiklar belirlenmistir. Bitki proantosiyanidinlerin
biyolojiksel  aktivitesi,  kimyasal
konsantrasyonlarina bagli
gostermektedir. Fakat yapisinin
kompleksliliginden  dolayl,  proantosiyanidinlerin
kalitatif ve kantitatif analizlerini yapmak oldukca

yapilarnt  ve
olarak degisim

cesitliligi  ve

glic oldugu belirlenmistir. MALDI-TOF yontemi ile
gerceklestirilen bu calismada, bitki proantosiyanidin
uygulamasi acikliga

kapsamli bir  sekilde

kavusturulmustur (18).

Wen ve arkadaslar (2010), yaptiklan analizlerde
(GA3) kok dokularinin uzunlugu
olmak lzere,

giberillik asidin
dahil
bicimde pirincte (Oryza sativa L.) NaCl kaynakl

konsantrasyona bagimli bir

bliyiime inhibisyonunun azaldigim belirlemislerdir.
Wen ve arkadaslarnn GA3 aktivitesinin mekanizmasini
aydinlatmak icin karsilastirmali  bir proteomik
analizi kullanmislardir. 48 saat tuz ve giberillik asit
uygulanan bes gunluk fideler proteomik analizler
icin kullanmilmislardir. Tuz ve GA3 tarafindan farkl
diuzenlemis 11 protein iki boyutlu PAGE ile ortaya
cikanlmistir ve MALDI-TOF kutle spektrometresi ile
belirlenmistir. Bu proteinler glutamil-tRNA rediktaz,
enolaz, tuz proteinleri, varsayimsal protein, saperon
21, ribuloz bifosfat karboksilaz, izoflavon rediiktaz
benzeri protein ve fosfoglukomutazdir. Bu proteinlerin
bazilarn fotosentez ve glikoliz gibi biyokimyasal
yollara katilmaktadir, fakat digerleri pirincte tuz
stresine yanit olarak ozellikle yeni proteinler olarak
bulunmustur. Yaptiklari calisma, pirincte tuz stresi
uzerinde GA3’Un modiile etkisini ortaya cikarmada

yeniden énem kazanmasini saglamaktadir (19).

(2011),
uygulanmasindan sonra farkli ifade edilmis proteinleri

Fana ve arkadaslar koyun salyasi
calismak icin model olarak piring bitkisi kullanilmistir.
iki haftalik fidelerin siirgiinleri enine kesilmistir
ve alt kisimlarindaki kesme yuzeyine koyun salyasi
surulmastur. iki, alti, 12 ve 24 saatlik uygulamadan
sonra, proteomik analizler, koyun salyas1 uygulanan
surglinlerden ekstrakte edilen proteinler kullanilarak
belirlenmistir.  Sonuclar  proteinlerin, katalaz,
peroksiredoksin, ATP sentaz, gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenaz ve ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/
oksijenaz (Rubisco)’t da iceren koyun salyasina
yanit olarak farkli ifade edilmislerdir. Ayrica RT-PCR
verileri genlerin bircogunun ayrica transkripsiyon
seviyelerinde diizenlendigini gostermektedir. Bu
calisma protein seviyesinde pirin¢ fidelerinin koyun
salyasina olan yaniti hakkinda bilgiler saglamistir (20).

Hwang ve arkadaslarn (2011) pirin¢ tohumlarinda
ritmik proteinleri belirlemek icin proteomik analiz

yontemlerinikullanmislardir. Pirincteritmik proteinleri
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belirlemek icin periyodiksel

tohumlar (12 saat 151k/12 saat karanlik dongu) 6

olarak yetistirilen

saatlik araliklarla ii¢ glin boyunca saklanmistir.
Siirekli karanliga adapte olmus bitkiler ise iki giin
boyunca saklanmistir. Her bir jelde yaklasik 3000
yeniden Uretilebilir proteinler arasinda, proteomik
analizler sonucu 1s1k-ayarli ritmik proteinler gibi 354
tane nokta tespit edilmistir. Siurekli karanlik kosullar
altinda bu 354 tespit edilmis ritmik protein noktalar,
74 gunluk noktalar ve 10 uzun surekli ritmik noktalar
MALDI-TOF cihaz1 ile gerceklestirilen analizler ile
belirlenmistir. Ritmik proteinler fonksiyonel olarak
fotosentez, merkezi metabolizma, protein sentezi,
azot metabolizmasi, stres direncliligi ve sinyal
transduksiyonuna aynlmistir. Ritmik proteinlerin RT-
PCR analizi ve mikrodizin veri tabam ile proteomik
analizi,

verinin  karsilastirmali RNA ve protein

arasinda farkli ritmik proteinlerin ifade fazinin
oldugunu gostermistir ve ayrica pirincte saat ayarli
proteinlerin sadece transkripsiyonel olarak degil
ayni zamanda post-transkripsiyonel, translasyonel ve
post-translasyonel siireclerle de modiile edilebildigi
onerilmistir (21).

Zhao ve arkadaslann ise (2011),
americana hiperakiimilator bitkisinin yapraklarinda
Cd stresine bagl proteomik degisimleri incelemistir.

Bu calismada, P

Phytolacca

americana’da protein ifadesi
modellerinin Cd stresine bagli olarak etkileri, 2-DE
ile arastinlmistir. Hem kontrol hem de Cd stresi
uygulanmis (400 pM, 48 saat) tohumlarin sonrasinda
yaprak proteinlerinin 2-DE profilleri kantitatif
ImageMaster yazilimi kullanilarak karsilastinlmistir.
Toplamda, 25 gen uriiniine karsilik gelen, 32 tane farkli
ifade edilmis protein noktalari, MALDI-TOF/TOF kiitle
spektrometresi kullanilarak tespit edilmistir. Ortaya
cikan 25 gen urunuinin 14 tanesinin ifadesi Cd stresi
altinda artmisken 11 tanesinde azalma gostermistir.
Protein ifadesindeki degisim, immunoblot analizleri
ile de bircok protein icin dogrulanmistir. Biyiik
degisiklikler, siilfiir ve GSH-iliskili metabolizmalarin
fotosentetik yollarda rol
proteinlerde goriilmiistiir. ifadesi artmis proteinlerin

yan sira oynayan
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%33’0 kalretikulin ailesine ait bir protein de dabhil
olmak Uzere transkripsiyon, translasyon ve molekuler
saperonlara baglanmistir (22).

(2012)
kullanilarak salatalik koklerinde hipoksik duyarli

Li ve arkadaslan proteomik bir yol
proteinlerin belirlenmesini arastirmislardir. Hipoksik
stresinde salatalik tohumlarinin mekanik yanitim
aydinlatmak icin, bitkiler ya normoksik kosulda ya da
hipoksik kosullar altinda yetistirilmistir. Beklendigi
gibi, bitki biyokutlesi hipoksik stres kosullar altinda
onemli olcide azalmaktadir. Salatalik koklerinin
proteomik profilleri 72 saat muameleden sonra
calisilmistir ve sirastyla normoksik ve hipoksik
uygulanmasi yapilmis bitkilerden 316 ve 425 protein
noktalar PAGE kullanilarak belirlenmistir. Normoksik
uygulanmis bitkilerle karsilastinldiginda, hipoksik
uygulanmis bitkilerde 12 proteinin protein bollugu
azalmisken 22 proteinin protein bollugu 6nemli dlciide
ifadesinde artis tespit edilmistir. ifadesinde degisim
olmus 21 protein MALDI-TOF/TOF kutle spektrometresi
kullamlarak belirlenmistir. Bu proteinler enerji
ve metabolizma proteini, transkripsiyon faktor

proteinleri, savunma stres proteinleri, yapisal
proteinler ve regiilator proteinlere karsilik gelen
siniflara kategorize edilmislerdir. Hipoksik stres
kosullar altinda, glikoliz uyarilmistir, ikincil yollar ile
azot metabolizma yollarn baskilanmis enerji, birincil
Salatalik bitkilerinden

reaktif oksijen turleri

metabolizmaya iletilmistir.
antioksidanlar yardimiyla
uzaklastinlmistir ve reaktif oksijen tiirlerine karsi
savunma gosteren asil-dezaturaz miktan artmustir.
Bu calisma, salatalik bitkilerinin hipoksik strese
kars1 tepki mekanizmasinin anlasilmasinda onculuk
etmektedir (23).

Ngara ve arkadaslarnn (2012), Sorghum bicolor

fidelerinde tuz stresine duyarli proteinlerin

belirlenmesini arastirmislardir. Bu calismada, tatl
sorgum cesitlerinin tohumlar ekilmistir ve 100mM
NaCl ile ya da olmadan kat1 bir bluylime ortaminda
yetistirilmistir. Is1 sok proteinleri immun testi, tuz
uygulamasinin icin  dogal

deneysel materyaller



fizyolojik parametreler icinde strese bagimlligim
gostermektedir. MS/MS proteomik teknikler ile
birlikte iki boyutlu PAGE kombinasyonu genc sorgum
yapraklarinda goriintiilenmistir ve tuz stresine
duyarli proteinler belirlenmistir. Coomassie boyasi
118 nokta

istatistiksel olarak tuz stresine kars1 anlamli yanitlar

ile belirlenebilen 281 nokta disinda,
gostermistir. Bu 118 noktanin 79’u iyi cozunurluk ve
miktar fazlaliigindan dolayr kiitle spektrometresi
belirlemeler icin secilmistir ve bunlardan 55 tanesi
tam olarak belirlenmistir. Belirlenen proteinler, hem
bilinen hem de yeni strese duyarli proteinleri de
iceren alti1 fonksiyonel kategoriye aynlmistir (24).

(2012),
proteomik

Sarhadi ve arkadaslan tuz stresi

altinda piring anterlerinin analizini
arastirmislardir. Ureme asamasinda tuz toleransinin
molekuler mekanizmasinm belirlemek icin, tuz stresi
altinda birbirine zit iki pirinc olan IR64 (tuza duyarli)
ve Cheriviruppu (tuza toleransli)’nin anterlerinde
proteomik modeller karsilastinlmistir. Kontrolden
anter ornekleri toplanmistir ve stres uygulanacak
orneklere 100mM NaCl

Tuz stresi altindaki IR64 anterlerinde Na+/K+ orani

tuz stresi uygulanmistir.

kontrol orneklerindeki anterlerden 1.7 kat daha
bilyiik oldugu,
bir degisim olmadig1 gozlenmistir. Ayrica IR64’te

ancak Cheriviruppu’da herhangi

polen canliiginda %83 oraninda azalma oldugu
gozlemlenmis iken, Cheriviruppu’da bu oranin %23
oldugu tespit edilmistir. 2-DE {izerinde tekrarlanabilir
454 protein noktasinin tespitinden 38 tanesinde,
strese tepki olarak en az bir genotipte onemli
MALDI-TOF/TOF  kitle
kullanilarak,

degisiklikler —gostermistir.

spektrometresi karbonhidrat/enerji
metabolizmasi, protein sentezi gibi tuz stresine karsi
bitki adaptasyonunu artirabilecek bircok siirecler de
dahil 18 protein noktasi tespit edilmistir. Fruktokinaz-
2’nin  U¢ izomorfu tuz stresi altinda sadece
Cheriviruppu’da ifadesi artrmstir. Sonuclar anter ve
polen duvar modeli/metabolizma proteinlerinin tuz
stresine kars1 pirincin toleransinda énemli rol oynadig

dusunulmektedir (25).

Wang ve arkadaslarida (2012) soya fasulyesinin
yuksek sicaklik ve kuraklik stres kosullar1 altinda
hasat Oncesi metabolizmasinin ortaya cikmasinda
karsilastirmali proteomik analizlerini arastirmislardir.
Soya fasulyesinin tohum gelisimi ve olgunlasmasi
sirasinda yuksek sicaklik ve kuraklik stresi, hasat
oncesi tohumlarin bozulmasina neden olmaktadir.
Fakat gelismekte olan soya fasulyesinde, proteinleri
ve ilgili yollan sistematiksel olarak nasil bozdugu
hala tam olarak anlasilamamaktadir. Ortaya ¢ikarmak
icin, 2-DE ile bunlara karsilik gelen farkli HTH stres
zaman noktalarinda (24, 96 ve 168 saat), hasat
oncesi tohum bozulmasina duyarli soya fasulyesi
cesidi ile gelismekte olan tohumun proteom bilesimi
karsilastinlmistir. Farkli bir sekilde ifade edilmis 42
protein noktasi bulunmustur ve 31 farkl protein turi
basarili bir sekilde MALDI-TOF kiitle spektrometresi
karbonhidrat
protein

ile  belirlenmistir.  Bu proteinler

metabolizmasi, sinyal transdiksiyonu,
biyosentezi, fotosentez, protein katlanmasi, enerji
yolu, hicrenin kurtarilmas1 ve savunmasi, hiicre
dongusi, azot metabolizmasi, lipit metabolizmasi,
aminoasit metabolizmasi, transkripsiyon regilasyonu
ve sekonder metabolit biyosentezini iceren 13
hiicresel cevap ve metabolik sureclere katilmaktadir.
Bu proteinlerin fonksiyonlarina ve ilgili yollarina
dayanarak, fizyolojik, kimyasal ve metabolik veriler,
hasat o©ncesi tohumun bozulma mekanizmasinm
onermistir. Boyle bir mekanizma, gelismekte olan
HTH-stresi

aktivitesinde meydana gelen olas1 yonetim stratejisini

tohumlara uygulandiginda  hiicresel

anlama olanagi saglamaktadir (26).

(2012), dusuk sicaklik
stresine bagli olarak pamugun lif uzamasi sirasinda
protein ifadesindeki degisiklikleri arastirmislardir.
Diisiik sicaklik stresinde pamugun lif uzamasinin

Zheng ve arkadaslan

adaptasyon mekanizmasini arastirmak icin, iki pamuk
cesidi olan Kemian 1 (disiik sicakliga toleransli)
ve Sumian 15 (disik sicakliga duyarli) ekilmistir.
Her iki pamuk cesidi arasindaki temel farklilik,
ozellikle gunlik minimum (MDTmin),
sicaklik olmustur. Ekim giinleri ertelendiginde giinliik

sicaklikta
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minimum sicaklik 26.9°C’den (Kemian 1) 20.6°C’ye
(Sumian 15) dusmustur. Dusuk sicaklik stresi ozellikle
iki pamuk cesidinde de lif uzamasini kisaltmistir, fakat
azalma derecesi Sumian 15’te Kemian 1’e gore daha
fazladir. Uc gelisim asamasimin proteomik analizleri
sonucunda 37 noktanin, disiik sicaklik stresi altinda
degistigini gostermistir ve bunlar kiitle spektrometresi
kullamlarak belirlenmistir. Bu proteinler malat
metabolizmasi, ¢ozinir seker metabolizmasi, hiicre
duvan gevsemesi, seliiloz sentezi, sitoskeleton ve
cevaba katilmaktadir.

hiicresel Sonuclarin hiicre

duvan gevsemesi, hiicre duvar bilesenlerinin
biyosentezi ve sitoskeleton homeostasizin dusik
sicaklik stresi uygulanan pamuk liflerinin toleransinda

onemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir (27).
Rana ve (2013),

heterophyllum’da etanol kaynakli tohum cimlenmesi
sirasinda protein degisikliklerini gozlemlemislerdir.

Sreenivasulu Aconitum

Saf peptitlerin kiitle spektrometresi ile analizleri,
AB SCIEX TOF/TOF-5800 sistemi (AB SCIEX, USA)
kullanlarak uygulanmistir. Bu calismada, tohumlar
oda sicakliginda (25°C, %60 bagil nem) %10-12 nem
seviyesine ulasilmadan kurutulmustur. Tohumlarin
yasayabilirlikleri, 25°C’de ISTA (Uluslararast Tohum
Test Birligi)’y1 takiben tetrazolium ile renklendirilerek
test edilmistir. Tohumlar hava gecirmez kaplarda
farkli zaman dilimlerinde etanol (%99) ile muamele
edilmis ve daha sonra tohumlar bir gece boyunca
etanol kalintilarinin buharlasma olanagin1 saglayan
hava gecirmez kaplarda saklanmistir. Keratin icerikli
peptit onciil iyonlan ve tripsin otoliz urlnleri, iyon
buyuk toleransi (0.5Da) disinda birakilmistir. Protein
belirlemesi icin, uygun MS ve MS/MS verisi Protein
PilotTM yaziim1 v3.0 (Applied Biosystems, USA)
uzerine yuklenmis ve NCBI atiksiz protein dizisi
veri taban1 (NCBI-nr) ve SwissProt veri tabam ile
karsilastinlmistir. Eslesen peptit sayis1 kapsami yani
sira, pl (Es gerilim noktasi) ve gozlemlenene en yakin
biiyiiklik degeri kimligini yayinlamak icin goz 6niinde
bulundurulmustur. Aconitum’da tohum c¢imlenmesi
%87 oraninda etanol uygulamasi ile basarilmistir.
Cimlenmenin fazinda etanol

ikinci uygulamasi
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yapilmis ve yapilmamis tohum protein profillerinin
karsilastirmali 2-DE analizi, 40 tane farkli olarak
ifade edilmis proteini ortaya cikarmistir. 40 proteinin
27’si induklenmis, bes tanesi artmis ve sekiz tanesi
Kitle
tanimlamalar bu proteinlerin metabolizma,

ve sonraki
DNA
regulasyonu, stres tolerans1t ve plazma membran/
hiicre duvar1 biyosentezi/uzamasi sureclerinde etkin
rol oynadigim belirlemistir. Bu protein degisiklikleri

baskilanmistir. spektrometresi

cimlenme yiizdesinin artisiyla sonuclanan fizyolojik
ve fiziksel degisimlerden sorumlu olabilmektedir (28).

Miiller ve arkadaslan (2014), cevre sicakligi
artmis bitki hucrelerinin tepkilerindeki erken sinyal
adimlan anlamak icin, 2-DE yapmistir. Arabidopsis
fide mikrozomlarda proteinleri

kullamlmistir. Ist muamelesi tespit edildikten sonra

incelemek icin
5 dakika icinde degistirilmis bir sentezlenme seviyesi
Kitle
19 mikrozomal proteinden, anneksin 1

kullanilarak
(AtANNT)
proteinin 1si1-sok tedavisinden sonra hizla miktarinin
arttigl  tespit edilmistir. Fonksiyonel calismalar
AtANN1 asin ifade eden bitkilerin bu tedaviye daha
fazla direnc gostermistir. AtANN1 ve yakin homolog

gosterilmistir. spektrometresi

AtANN2 icin kayip fonksiyon-mutantlar, tedavi-sok
1s1 daha duyarli oldugunu gostermistir. Buna uygun
olarak, 1s1-sok proteinleri ve 1s1-sok faktorleri 151 ile
uyarilan ifadesi, ann1/ann2 cift mutant ve sitoplazmik
kalsiyum konsantrasyonunda 1siyla harekete gecen
artis onlenmistir. Birlikte ele alindiginda ise bu
sonuclar, AtANN1 [Ca+2] Cyt 1s1 ile uyarilan artisi
diizenlenmesinde ve 1s1 stresine Arabidopsis fide yanit
olarak onemli oldugunu gostermistir (29).

Hayvan Proteom Uygulamalari

Doganay (2005), Hydatidosis’de
hassasiyetinin belirlenmesini amaclamistir.

konak
Koyun
ve esek orijinli protoskoleks verilerek sekonder
hydatidosis olusturulan beyaz farelerden elde
edilen kist sivilan ile koyun ve eseklerdeki primer
kistlerden elde edilen kist sivilar1 SDS-PAGE yontemi

ile antijenik fraksiyonlarina ayirma isleminden sonra,



Western blot teknigi kullamimi ile enfekte fare ve
insan serumlan kullanarak spesifik protein bantlan
tespit edilmistir. Fare serumu kullanilarak saptanan
spesifik bantlar; esek primer kist sivisinda 116, 24, 18
ve 8 kDa, esek orijinli fare kist sivisinda 116, 24 ve 8
kDa, koyun primer kist sivisinda 8 kDa, koyun orijinli
fare kist sivisinda 8 kDa olarak saptanmistir. Insan
serumu kullanilarak saptanan spesifik bantlar; esek
primer kist sivisinda 116, 98, 88, 56 ve 8 kDa, esek
orijinli fare kist sivisinda 116, 98, 88, 8 kDa, koyun
primer kist sivisinda 56, 48 ve 24 kDa, koyun orijinli
fare kist sivisinda 24 kDa olarak tespit edilmistir (30).

Gilact1 ve arkadaslar (2005), s1gir vebasi viriisiiniin
(RPV) hemaglutinin proteinine (H) karsi monoklonal
antikor (MA)’larin Uretimivebuantikorlarinkarakterize
edilmesini amaclayan bir calisma planlamislardir.
Gerceklestirilen calismada, ilk olarak, RPV’nin asi
susuyla immunize edilen farelerin dalak hiicreleriyle
myeloma hiicreleri polietilen glikol-dimetil silfoksid
(PEG-DMSO) yardimiyla fiizyon islemi tamamlanmistir.
“Limiting dilusyon” islemini takiben gerceklestirilen
SDS-PAGE ve immun blotting ile H proteinine kars
antikor salgilayan klonlar calisma sonucunda ortaya
cikanlmistir. Ayrica klonlara ait antikorlarin alt tipleri
ve notralizasyon etkileri gibi baz1 ozellikleri bu
calisma ile karakterize edilmistir. Calisma sonucunda,
RPV virtsunun hemaglutinin proteinine karst MA’larin
uretilmesi ve bu antikorlarin karakterize edilmesi
gerceklestirilmistir (31).

Koc ve arkadaslan (2013), Kars
yakalanan Siraz balig1 (Capoeta capoeta) ve Tatlisu
kefali (Squalius  cephalus)
kromun Cr(VI) etkileri histopatolojik ve elektroforetik
yontemlerle amaclamislardir.  Daha
sonra, her bir balik turu icin her grupta 10’ar adet

Cayr’ndan

lizerine hekzavalent

arastirmayi

olmak uzere uc¢ grup olusturulmustur. Birinci gruptaki
(kontrol) baliklar cesme suyu iceren tankta, ikinci
gruptaki baliklar 10 giin sireyle, Uclncl gruptaki
baliklar ise 20 gun sureyle 10 mg/L dozunda Cr(VI)
iceren tanklarda bekletilmistir. Bu sure sonunda,
baliklardan kan ve doku ornekleri alinmis ve analizleri

yapilmistir.  Histopatolojik inceleme sonucunda
Cr(Vl)’a maruz kalan Capoeta capoeta ve Squalius
cephalus’larin karaciger dokularinda fokal nekroz
alanlan,

hidropik ve vakuolar dejenerasyonlar

belirlenmistir.  Bu dejenerasyonlarin  siddetinin
Cr(Vl) maruz kalma siiresiyle artis gosterdigi tespit
edilmistir. Serum proteinlerinin SDS PAGE’inde ise 10
glin sureyle Cr(VI) uygulamasina maruz kalan Capoeta
capoeta’nin baz1 protein bantlarinda hafif kalinlasma
oldugu, Squalius cephalus’un protein bantlarinda ise
belirgin bir degisikligin sekillenmedigi saptanmistir.
Hekzavalent kromun 20 giin sireyle uygulandig
Capoeta

incelemede, bazi protein bantlarinda ise belirgin

capoeta’mn bircok protein bantlarinda

derecede kalinlasmalar tespit edilmistir. Squalius
cephalus’da
derecede kalinlasma meydana geldigi gosterilmistir.

ise bazi protein bantlarinda hafif
Calisma sonucunda, potasyum dikromat uygulamasinin
zamana bagli olarak artan derecelerde Capoeta
capoeta ve Squalius cephalus karaciger dokularinda
ve protein ekspresyonlarinda bozulmalara neden
oldugu gosterilmistir (32).

Uniibol-Aypak ve Uysal (2014) tarafindan koyun
ve farelerde kist hidatik proteinlerinin, antijenik
proteinler ve antijenik glikoproteinler yoniinden
karsilastinlmas1 hedeflenmistir. Bu amacla 20’ser
adet enfekte ve 10’ar adet saglikli koyun ve fare
kullamlmistir. Hidatidozisli koyunlardan ve deneysel
enfekte farelerden elde edilen kist sivisi, Kkist
membrani ve protoskolekslere ait proteinler SDS-PAGE
yontemi ile ayirt edilmistir. Ayirt edilen proteinlerden
hangilerinin hastaliga spesifik antijenler icerdigi
immunblot teknigi ile tespit edilmistir. Koyun kist
sivisi, membran ve protoskolekslerde 116 kDa ile 26
kDa arasinda, fare kist sivisi ve membranlarinda 106
ile 30 kDa arasinda degisik sayilarda antijenik bantlar
gozlemlenmistir. Koyun kist sivisi ile fare kist sivisi
arasindaki ortak antijenik bantlarin 40 kDa ve 26 kDa,
koyun kist mebrani ile fare kist mebrani arasindaki
ortak antijenik bantlarin 48 kDa ve 40 kDa oldugu
belirlenmistir. Koyunlarda her Uc kist materyalinde
de (kist s1visi, kist membrani, protoskoleks) 116 kDa,
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68kDa, 48 kDa’luk proteinlerin, farelerde her iki kist
materyalinde de (kist sivis1, kist membrani) 106 kDa,
48, 40 kDa’luk proteinlerin ortak glikoproteinler
oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen
sonuclara gore; koyun ve farelerin kist materyalleri
arasinda yapilan karsilastirmada ortak bantlarin,
molekiil biiyuklugl, glikoprotein varligi ve seker
benzerlikler ve farkliiklar

yapilari  yoniinden

gosterdigi belirlenmistir (33).

SONUC

Gunumuzde Kklinik laboratuvarlarda yaygin
olarak kullanilmayan proteomik calismalar olcim
sistemlerindeki ilerlemelere

teknolojik paralel

olarak  kullamlmaya baslamistir. Proteomik
calismalar dogrultusunda oOzellikle protein haritalarn
cikarilmaktadir. Bu protein haritalan ile inceleme
alanlar arasindakiyapisal farkliiklarin belirlenmesi ve
bu farkliliklar arasindaki baglantinin agiga ¢ikarilmasi
amaclanmaktadir. Son yillarda ozellikle proteomik

calismalar hastaliklar, enfeksiyonlar, toksik ajanlar

TESEKKUR

veya ilac gibi etkiler sonucu olusan proteinlerin
seviyeleri ve yapisal oOzelliklerinin belirlenmesi ve
islevlerinin aydinlatilmasini amaclayan calismalarda
bulunmaktadir.

Diger taraftan proteom ile ilgili yapilan diger
calismalar farkli alanlarda da hizla ilerlemektedir.
Ozellikle; ekosistemde ozellikle organik kirleticiler
ve agir metaller gibi diger stres kosullarindan birincil
olarak etkilenen canli grubu bakteri, liken, fungus ve
bitki gibi organizmalardir. Bu biyolojik organizmalar
biyotransformasyon ve biyobirikimde anahtar rolu
oynamaktadir. Proteom analizi ile abiyotik veya
biyotik stres yanmitin belirlenmesiyle ilgili calismalar
heniz cok yeni olmakla birlikte bazi biyolojik
organizmalarin herhangi bir stres kaynagina maruz
kalinca verdigi yanitin ve savunma mekanizmalarinda
proteinlerin  arastinldigi  calismalar
oldukca fazlalasmstir. Ozellikle agir metal, tuzluluk,
bagl
iceren proteom calismalar son yillarda dikkat ceken
arastirma alanlarindan biri olmustur.

kullanilan

kurakliga olarak proteomik degisiklikleri

Finansal destek icin TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu)’a tesekkiir ederiz. (Proje
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