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TURK HIiJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISi YAZIM KURALLARI

Dergide yayinlanmak lizere gonderilen makaleler, Tiirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi yazim kurallarina gore hazirlanmalidir. Basvurular www.
turkhijyen.org adresinden “Cevrimigi Makale Gonder, Takip Et, Degerlendir
Program” araciligiyla online olarak yapilabilir.

Gonderilen yazilarda asagidaki kurallar aranir:

1- “Telif hakki devir formu” (Copyright Release Form) tim vyazarlarca
imzalanarak onaylandiktan sonra Dergimize iletilmelidir. Bu forma
www.turkhijyen.org adresinden ulasilabilinir.

2- Baslik sayfasinda makale basligi, ingilizce baslik, kisa baslik, yazar adlar,
calisilan kurumlara ait birimler, yazisma isini Ustlenen yazarin agik adresi,
telefon numaralan (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir:

a) Yazinin basligi kisa olmali ve biyiik harfle yazilmalidir.

b) Sayfa baslarina konan kisa baslik 40 karakteri gecmemelidir.

c) Akademik unvan kullanilmadan meslek unvan belirtilebilir.

d) Makale birden fazla yazar tarafindan yazilmis ise, aym Uunitede calisan
yazarlarin kurumlarinin siralamasi g6z oniinde bulundurularak soyadlari sonuna
numara verilmelidir (Ornek; Duman 1, Yilmaz 2, Cetin 1, .....).

e) Calisma bilimsel bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot veya
tesekkir boliminde mutlaka belirtilmelidir.

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

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

4- Metin icinde gecen Latince mikroorganizma isimleri ilk kullanildiginda
tam ve acik yazilmali, daha sonraki kullanimda kisaltilarak verilmelidir.
Mikroorganizmalarin orijinal Latince isimleri italik yazilmalidir: Ornegin;
Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa gibi. Yazida sadece cins adi gecen
ciimlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlan Tirkce
gibi yazilmalidir. Antibiyotik isimleri uluslararasi standartlara uygun olarak
kisaltilmalidir.

5- Metin icerisinde bahsedilen
International” (SI)’e gore verilmelidir.
6- Yazilar bir zorunluluk olmadikca "mis'li gecmis” zaman edilgen kip ile
yazilmalidir.

7- A4 kagitlarin yalmz bir ylzi kullanmilmali, her bir kenarlarindan 2,5ar cm
bosluk birakilmalidir. 12 punto, “Times New Roman” yazi karakteri ve iki satir
araligi (double space) kullanilmalidir.

8- Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, yazarlardan arastirma ve yayin
etigine uyumlu olunmasim istemektedir. insan arastirmalarinda, calismaya
katilanlardan bilgilendirilmis olurun (yazii veya sozlii) alindigimin gerec
ve yontem bolumiinde belirtilmesi gerekmektedir. Gondlli ya da hastalara
uygulanacak prosediirlerin 6zelligi timiyle anlatildiktan sonra, kendilerinin
bilgilendirilip onaylarimin alindigin1 gosterir bir ctimle bulunmalidir. Yerel etik
kurullarina sahip olmayan yazarlar, Helsinki Bildirgesinde (www.wma.net/e/
policy/pdf/17c.pdf) ana hatlarini cizilen ilkeleri izlemelidirler. Yazarlar, bu tir
bir calisma s6z konusu oldugunda, uluslararasi alanda kabul edilen kilavuzlara
ve "ilac Arastirmalan Hakkinda Yénetmelik" ve daha sonra yayinlanan diger
yonetmelik ve vyazilarda belirtilen hiikimlere uyuldugunu belirtmeli ve
kurumdan aldiklar “Etik Kurul Onay1”m gondermelidirler.

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

10- Hasta kimligini tamtacak fotograf kullamldiginda, hastamin yazili onayi
gonderilmelidir.

11- Makale yaziminda dikkat edilecek hususlar sunlardir:

a) Arastirma yazilan; Tiirkce Ozet, ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve Yontem,
Bulgular, Tartisma ve Kaynaklar bolimlerinden olusmalidir. Bu boliimler, sola
yaslanacak sekilde biiyiik harflerle kalin yazilmalidir. ingilizce makalelerde
Tiirkce Baslik ve Ozet bulunmalidir.

Tiirkge Ozet: Amac, Yontem, Bulgular ve Sonuc alt basliklarindan olusmalidir
(yapilandinlmis o6zet) ve en az 250, en fazla 400 sozciik icermelidir. Kisa
raporlarda sozciik sayisi en az 100, en fazla 200 olmalidir.

ingilizce Ozet (Abstract): Baslig1 ingilizce olmalidir. Tiirkce Ozet béliimiinde
belirtilenleri birebir karsilayacak sekilde “Objective, Method, Results,
Conclusion” olarak yapilandirilmalidir.

Anahtar Sozciikler: Tiirkce ve ingilizce 6zetlerin altinda verilmelidir. Anahtar
kelime sayis1 3-8 arasinda olmali ve Tip Konular1 Basliklar1 (Index Medicus
Medical Subject Headings-MeSH)’nda yer alan sozciikler kullamlmalidir. MeSH
icin su internet adresine basvurulabilir: www.nlm.nih.gov/mesh MBrowser.html
Giris: Arastirmanmin amaci, benzer calismalarla ilgili literatiir bilgisi kisaca
sunulmali ve iki sayfayr asmamalidir.

birimlerin  sembolleri “The Systeme

Gereg ve Yontem: Arastirmanin gerceklestirildigi kurulus ve tarih belirtilmeli,
arastirmada kullanilan arag, gereg ve yontem acik¢a sunulmalidir. istatistiksel
yontemler agik¢a belirtilmelidir.

Bulgular: Sadece elde edilen bulgular acik bir sekilde belirtilmelidir.
Tartisma: Bu boliimde, arastirmanmin sonunda elde edilen bulgular, diger
arastincilarin bulgulanyla karsilastinnlimalidir. Arastirici, kendi yorumlarini bu
boliimde aktarmalidir.

Tesekkiir Boliimii: Tesekkir bolimi, ana metnin sonunda kaynaklardan hemen
once yer almali ve bir paragrafi gecmemelidir.

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 i¢in "Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997; 277: 927-
934) (http://www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm) 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 (Say1): ilk ve son sayfa numarast.

« Standart dergi makalesi icin drnek: 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 6rnek: 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 bolimi: Bolim yazar(lar)in soyadi adinin basharf(ler)i. Bolim baslig.
In: Editor(ler)in soyad1 adinin basharf(ler)i ed/eds. Kitabin adi. Kaginci baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili: Boliimun ilk ve son sayfa numarasi.

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

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

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

Tez: Bilhan O. Labirent savaklarin hidrolik karakteristiklerinin deneysel olarak
incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 2005.
GenBank/DNA dizi analizi: Gen kalitim numaralari ve DNA dizileri makale icinde
kaynak olarak gosterilmelidir. Konuyla ilgili ayrintili bilgi i¢in “National Library
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)”
boliimiine bakimz.

Sekil ve Tablolar: Her tablo veya sekil ayn bir sayfaya basilmali, alt ve st
cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri icermelidir. Tablolar, "Tablo 1."
seklinde numaralandirilmali ve tablo basligi tablo Ust cizgisinin Ustiine
yazilmalidir. Aciklayic1 bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullanilmalidir. Fotograflar "jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artirilmas icin gerekli oldugu durumlarda
fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.

b) Derleme tiirii 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
sozciik icermelidir) ve anahtar sozciikler bulunmalidir.

c) Olgu sunumlarinda; metin yedi sayfayi, kaynak sayis1 20'yi asmamalidir.
Tiirkce ve ingilizce olarak baslik, 6zet (en az 100, en fazla 200 sézciik) ve
anahtar sozclikler ayrica giris, olgu ve tartisma bolimleri bulunmalidir.

d) Daha once yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida bulunmak ya
da bilim haberi niteligi tasiyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla yazilan yazlar,
Yayin Kurulunun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan "Editére Mektup”
boliimiinde yayinlanir. Bu yazilarin bir sayfayr asmamasi ve en fazla bes
kaynakla desteklenmesi gerekmektedir.

12- Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.
13- Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi
Yayin ve Dokiimantasyon Mudiirluigii

Tel : (0312) 458 23 64

Faks : (0312) 458 24 08

e-posta : turkhijyen@rshm.gov.tr



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

Articles should be prepared according to the writing 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,
Track, Evaluation Program”.

Manuscripts are sought according to the following rules:

1- The “Copyright transfer form” (Copyright Release Form) should be sent
to the Journal and signed by all authors. This form can be downloaded from
www.turkhijyen.org

2- The title page should consist of the article title, English title, short title,
author name(s), names of the institutions and the departments of the authors,
full address, telephone numbers (fixed and mobile) and mail address of the
correspondence author:

a) The title should be short and in capital.

b) The short title should not exceed 40 characters.

c) Occupational titles can be stated without the use of academic titles.

d) If the article is written by multiple authors and the authors working in the
same Department, than according to their institutional orders, numbers should
be given after their surname (e.g., Dumant, Yilmaz2, Cetinf, .....).

e) Studies supported by a fund or organisation must be mentioned in a
footnote or in the acknowledgements.

f) Articles presented in a conference / symposia must be mentioned with the
type of presentation in footnotes or in the acknowledgements.

3- 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 be 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.
Genus names like staphylococcus and streptococcus that had settled into our
language can be written in Turkish. Names of antibiotics should be written as
they are read in terms of language integrity. Names of antibiotics should be
abbreviated in accordance with international standards.

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

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

7- 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 Journal 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 method. 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, who do not have a
local ethics committee, should declare that they have followed

the internationally accepted guidelines, the “Pharmaceutical Research and
Regulation” legislation and other related regulations.

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- When writing an article the following items should be considered:

a) Research papers should consist of Turkish abstract, English abstract,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion and References
section. These sections should be written in bold capital letters and aligned
left. English articles should have a Turkish abstract and title in Turkish.
Turkish abstracts should be structured and consist of subheadings (Objective,
Methods, Results and Conclusion) and at least have 300 words, and should
contain no more than 500 words.

English abstract: The title should be in English, and structured like the Turkish
abstract (Objective, Methods, Results, and Conclusion).

Key words should be given under Turkish and English.

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. These MeSH terms can be found at the following Internet
address: http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html

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

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

Results: The findings should be stated clearly.

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

Acknowledgements should be placed at the end of the main text and before the
references, and should not exceed more than one paragraph.

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
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Arastirma Makalesi/Original Article

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Effect of dietary supplementation with Agaricus sylvaticus fungus on
the hematology and immunology systems of breast cancer patients
undergoing chemotherapy

Fabiana VALADARES',
Marilia da Cunha MENEZES*,

Maria Rita Carvalho Garbi NOVAES?,
Mariana Campos REIS*,

Roberto Canete VILLAFRANCA3
Daniella Rodrigues GONCALVES*

OZET

Amagc: Kanser hastalan hastaligin seyri sirasinda
immiinolojik ve hematolojik degisimler gelismesine
Tibbi mantarlar, prognozda iyilesme
ve fizyolojik yamt1 artinci etkiyle bagisiklik ve
hematopoetik sistemleri uyarabilirler. Bu calismada

egilimlidir.

Agaricus sylvaticus ile besin takviyesi sonrasi
kemoterapi goren meme kanserli hastalardaki
hematolojik ve immiinolojik parametrelerin

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Randomize secilmis, cift-kor, plasebo
kontrolli bir calisma uygulanmistir. 46 hastaya (grup Il
ve lll) rastgele olarak ya plasebo ya da besin kaynag
olarak A. sylvaticus (2,1 g/glin) verilmistir. Hastalara
3 doz (n=26) ve 6 doz kemoterapi uygulanmis, klinik
ve laboratuvar degerlendirmeleri yapilmistir. Calisma
sonuglart Microsoft Excel 2003 ve R-version 2.11.1
kullanilarak analiz edilmis ve p<0.05 oldugunda sonuglar
anlamli kabul edilmistir.

Bulgular:  A. sylvaticus grubunun hematokrit
(p=0.04), kirmzi kan hucresi sayis1 (p=0.03),
ortalama korpuskiiler hemoglobin konsantrasyonu

(p=0.001), lokosit, monosit (p=0.001) ve total lenfosit
sayis1 (p=0.009)’nda artis gorulmistir. Bu gruptaki

ABSTRACT

Objective: Patients with cancer tend to develop
hematological and immunological alterations during the
disease process. Medicinal fungi can stimulate the immune
and hematopoietic systems, promoting improvements in
the prognosis and physiological response. In this trial
it is aimed to evaluate changes in hematological and
immunological parameters in patients with breast cancer
undergoing chemotherapy after dietary supplementation
with Agaricus sylvaticus.

Method: A randomized, double-blind,
controlled study was carried out. 46 patients (stadiums

placebo-

Il and Ill), were randomly assigned to receive either:
nutritional supplement with A. sylvaticus (2.1 g/day) or
placebo. Patients received three cycles (n=26) and six
cycles (n=20) of chemotherapy. Clinical and laboratory
evaluations were performed. The results were analyzed
using Microsoft Excel 2003 and R-version 2.11.1,
significant results at p< 0.05.

Results: The A. sylvaticus group showed an increase
of hematocrits (p=0.04), red blood count (p=0.03),
mean corpuscular hemoglobin concentration (p=0.001),
leukocytes (p=0.03), monocytes (p=0.001), and total
lymphocyte count (p=0.009) after three months. Those
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degisiklikler  plasebo
6 ay sonra da A. sylvaticus alan hastalar total lenfosit
sayist (TLC) (p=0.02), notrofil (p=0.02),
(p=0.02), lokosit (p=0.02), korpuskiler hemoglobin
konsantrasyonu  (p=0.02), (p=0.02),
hemoglobin (p=0.02) ve kirmizi kan hiicresi (p=0.02)
dizeyinde artis gostermistir. Plasebo grubu TLC
(p=0.01) ve bazofil (p=0.005) ve lokosit (p=0.004)’lerde

azalma gostermistir.

grubunda  gozlenmemistir.

lenfosit

hematokrit

Sonug: Calisma sonuglart kemoterapi alan meme
kanserli hastalarda A. sylvaticus’un besin takviyesi olarak
alimimin faydali olacagini 6nermektedir.

Anahtar Sozciikler: Hematolojik sistem, immun

sistem, kemoterapi, A. sylvaticus

INTRODUCTION

Breast cancer is the most prevalent malignant
cancer among women worldwide. Based on confidence
data from the Brazilian Ministry of Health the experts
estimate the existence of more than 49.000 new cases
in Brazil annually both 2010 and 2011. Urbanization,
increasing access to education and, health care
is directly associated with improvement of breast
cancer notification and management (1-3).

It is well known that treatment for breast cancer
is complex and varies according to the histological
diagnosis, age, clinical management, treatment,
surgery and staging of the disease (4-6). Factors
associated with tumor growth and chemotherapy can
cause functional damage mainly in the hematological
and immune systems of this patients.

It is important, additionally, to consider the side
effects caused by conventional cancer treatments
because could reduce significantly the caloric intake
and absorption of nutrients, complicating treatment
and reducing quality of life (7-11).

Chemotherapy is a treatment method widely used
to treat breast cancer. The therapy aims at striking
cell populations in different phases of the cell
cycle, interfering with the reproduction, eliminating
the hidden spread of the disease. However, during
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changes were not observed in the placebo group.
After six months, patients sylvaticus
showed increased levels of red blood count (p=0.02),
hemoglobin (p=0.02), hematocrits (p=0.02), corpuscular
hemoglobin concentration (p=0.02), leukocytes (p=0.02);
lymphocytes (p=0.02), neutrophils (p=0.02) and TLC
(p=0.02). The placebo group showed a reduction in
leukocytes (p=0.004), basophiles (p=0.005) and TLC

(p=0.01).

receiving A.

Conclusion: The results suggest the usefulness of
dietary supplementation with A. sylvaticus in patients
with breast cancer undergoing chemotherapy.

Keywords: Hematological system, immune system,
Chemotherapy, A. sylvaticus

treatment, chemotherapy can also destroy normal
cells and cause serious side effects (7-8).

The most serious complication of chemotherapy is
bone marrow suppression, with consequent worsening
of hematological and immunological patterns that
lead to systemic infection, coagulation disorders,
amenorrhea and ovarian failure (6-11).

Different studies have suggested that the Agaricus
sylvaticus mushroom, a fungus from the Agaricaceae
family, has modulatory substances such as lectin,
B-Glucan, proteoglucans, ergosterol, and arginine.
The use of A. sylvaticus as adjuvant therapy to
conventional treatment has showed promising results
improving the quality of life of cancer patients
(12-17).

The use of A. sylvaticus fungus as a dietary
supplement in patients with various types of cancer
has been studied (1-2). Although it’s active mechanism
is not clear yet (3), researchers have shown that the
use of this mushroom acts to inhibit tumor growth
and stimulate the hematological and immunological
systems (12-17).

Experimental studies in animals and in vitro using
cell lines of malignant breast cancer and other cancers
have shown that preparations containing extracts of
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A. sylvaticus have favorable effects improving blood
(17-29).
clinical studies in patients with breast cancer show a

profile and immune response Likewise,
significant increase in red cell count and a change in
host biological response by stimulating the immune
system, preventing the proliferation of cancer cells,
metastasis and the recurrence of malignant cells
(30-36).

The aim of this study was to evaluate changes
in hematological and immunological parameters of
patients with breast cancer treated with conventional
chemotherapy at the Oncology Clinic, Federal District
Hospital - Brazil, after three and six months of dietary
supplementation with fungi A. sylvaticus.

MATERIAL AND METHODS
Study setting

A randomized, double-blind, placebo-controlled
trial was carried out at the Oncology Clinic of the
Federal District Hospital in Brazil, from September
2007 to July 2009.

Enrolment and subject selection

The subjects were 46 women with breast cancer
receiving chemotherapy treatment at the hospital;
26 undergoing three chemotherapy cycles and 20
undergoing six chemotherapy cycles.

Among women undergoing three chemotherapy
cycles 14 were diagnosed in stadium Il and 12 in
stadium . Of the patients undergoing 6 chemotherapy
cycles 10 were located in stadium Il and 10 in stadium
lll. Patients were separated in placebo group [(group
of 3 cycles, n=13), (group of 6 cycles, n=10)], and
supplemented with A.
(3 cycles, n=13), (group of 6 cycles, n=10)].

sylvaticus fungus [group

Inclusion criteria

Only women among 40 and 65 years old with breast
cancer in stadiums Il or Ill undergoing chemotherapy
were included.

Cilt 68 W Say12 m 2011

Ethics

The research process was approved by the Ethics
Committee of the Ministry of Health of the Federal
District, under protocol No. 041/2007. The enrolment
also required that the agreement model were
signed by patients, after being fully informed about
the aim of the study and the characteristics of the
product under investigation. The doctors signed the
agreement model as well as the patients.

A. sylvaticus extract

The A. sylvaticus fungus, known popularly as Sun
Mushroom- Cogumelo do Sol®, was obtained from
a producer accredited by Empresa Brasileira de
Agropecuaria- Embrapa, in Tapirai Country, Sao Paulo
state.

The fungus’ extract was obtained by soaking the
dried material in hot water for 30 minutes, liquefied,
sieved and dried in a dissector. The composition
analysis of A. sylvaticus was conducted by the Japan
Food Research Laboratories Center, which revealed
the presence of carbohydrates (18.51 g/100 g),
(0.04 g/100 g), ergosterol (624 mg/100g),
protein (4.99 g/100 g), amino acids (arginine-1.14%
lysine-1.23%; histidine-0.51%, phenylalanine-0.92%,
methionine-0.32%
-1.03%  1-alanine, 28% glycine-0.94%
proline-0.95%, glutamic acid-3.93%, serine-0.96%,
threonine-0.96% acid aspart-1.81%, tryptophan-0.32%,
cysteine-0.25%) and trace amounts of micronutrients.

lipid

tyrosine-0.67%, leucine-1.43%,

valine

The dry extract was processed into tablets
The
dosage of fungus administered to patients in the
supplemented group was equivalent to 2.1 g/day,
divided into three daily doses. The group of patients,

according to pharmacotechnical procedure.

who received placebo tablets, was administered
the same quantities, with the same ingredients and
calories, but without A. sylvaticus extract.

All patients ingested six tablets a day (two in the
morning, two in the afternoon and evening, between
meals) for a period of three and six months.

Turk Hij Den Biyol Derg
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Clinical outcome

A validated questionnaire, full physical exam
and interview were used to assess patients. The
questionnaire was applied on the first day. In
subsequent appointments directed interviews were
carried out. All data were collected by trained
researchers.

Up to six laboratory tests of complete patient
blood count were carried out: immediately before
and after supplementation. Blood collection was
performed following the criterion of 12 h fasting.
The collected material was deposited in dry
vacuum tubes to obtain serum, following protocols
recommended by the Brazilian Society of Pathology
for venous blood collection. The examinations were
performed at the Clinical Pathology Laboratory, Base
Hospital, Ministry of Health-Federal District, and
analyzed according to standardized reference values

utilized by this institution.

Regarding Complete Blood Count (CBC),
the samples were centrifuged and the analysis
performed in COULTER T-540 manufactured in
1988, The

determination of the analysis followed the principle

according to laboratory routine.
of flow cytometry, using the following reagents:
isotonic (diluents), litic (Hemolysing erythrocytes)
and clean Coulter (detergent used in washing the

machine).

All  patients were contacted weekly by
to classify doubts,

check the appropriate use of mushroom according to

researchers, via telephone,
guidelines and confirm appointments, thus ensuring
greater adherence to treatment and control over the
continuity of study.

Dropout patients were considered those who only
attended the first consultations or did not attend
consultations during the three months or underwent
less than four tests. Mushrooms were made
available to patients who wished to use mushroom

supplementation after the end of study.
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Statistical Analysis

Patients were separated into groups of three and
six chemotherapy cycles and later on in placebo and
A. sylvaticus groups in order to compare results.
All collected data were analyzed as qualitative and
descriptive, using Microsoft Excel 2003 for database
and statistical software R: Regulatory Compliance
and Validation Issues for statistical analysis, version
2.11.1.

RESULTS

After six months of attendance at the Oncology
Clinic of the Federal District Hospital, 46 patients
with breast cancer completed the study; they were
separated according to chemotherapy cycles and
later on placebo or study groups.

Results of Patients with three chemotherapy cycles

Patients with three chemotherapy cycles after
allocation into placebo or study groups presented the
following results: placebo (n=13) had a mean age of
50.61 + 6.65 years. Regarding stadium, 61.5% (n=8)
were in stadium Il 38.5% (n=5) in stadium Ill. Patients
supplemented with A. sylvaticus (n=13) had mean age
of 53 + 5.4 years. As for stadium, 46.2% (n=6) were in
stadium Il and 53.8% (n=7) in stadium Il of disease.

Placebo group showed a significant decrease
in serum levels of red blood cells, monocytes and
lymphocytes count. In group receiving A. sylvaticus,
there was a significant increase in red blood cell count,
hematocrit, corpuscular hemoglobin concentration,
leukocyte, monocytes and total lymphocyte count
after three months of supplementation (Table 1).

When comparing the first and third months of
chemotherapy, considering reference values from
3.9 to 5.03 / mm? for evaluation of red blood cells,
the placebo group showed significant decrease (from
4.47 £ 0.04 / mm® to 4.14 + 0.53, p = 0.02), while
the supplemented group showed significant blood cell
increase (of 4:31 + 0.29 / mm3 to 4.76 + 0.58, p = 0,
2003) (Table 1).
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Table 1. Results of red blood cell count series for patients in the placebo group and Agaricus sylvaticus with three

chemotherapy cycles

Placebo (n = 13)

Agaricus sylvaticus (n = 13)

Red Series Reference value
Initial Three months p-value * Initial Three months p-value *

'("ge/”c}l‘_’)g“’b‘” 12.66 +0.77 12.08+1.07  0.12 11.9+1.41  12.09:1.23  0.07 12 to 15.5 g/dl

'("%mat“”t 36.99+3.24 3460321 010  34.29+4.17 37.46:2.34  0.04 35-45%

RBC 4.47£0.44 4142053  0.02 431:029 476:058  0.03  3.9to5.00 10¢/myL

(108/mpL)

?ﬁ;’ 82.62 +6.58 89.49 +4.59  0.40 4.13+86.36 87.04:4.04  0.64 82-98 fL

MCH

oo 29.55+3.09 31.32:5.44  0.40 29.38+3.58 30.99+3.31  0.15 26-34 pg

MCHC

(@ d) 34.55+3.81 33.67:1.72  0.40 3246+ 111 34.94+ 2.1 0.001 31-36 g/dL

T-student tests applied. The values represent sit mean + standard deviation

* Comparison between baseline and after three months

Hemoglobin levels of both groups were no
significant considering reference values from 12 to
15.5 g/dL, however there was a slight hemoglobin
the group
A. sylvaticus (placebo group: 12 66 + 0.77 to 12.08
+ 1.07, p=0.12; study group: 11.9 + 1.41 to 12.9 =
1.23, p=0.07) (Table 1). There was a significant
increase in hematocrits value of group A. sylvaticus
(from 34.29 + 4.17 to 37.46 = 2.34, p=0.04).
For placebo group no significant value was
found (from 36.99 + 3.24 to 34.60 + 3.21, p=0.1)
(Table 1).

increase for supplemented  with

By analyzing hematological parameters, rates of
Mean Corpuscular Volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (MCH) showed statistically significant
increase for both groups, the MCV values found
for the placebo group and A. sylvaticus
respectively: from 88.62 + 6.58 to 89.49 + 4.59,
p = 0.46, and 86.36 = 4.13 to 87.04 = 4.04,
p = 0.64; and MCH values for the placebo group
and A. sylvaticus: from 29.55 + 3.09 to 31.32 + 5.44,
p = 0.41 and 29.38 + 3.58 to 30.99 = 3.31, p = 0.15,
respectively (Table 1).

In relation to values of mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC) there was a
significant difference for the A. sylvaticus group. There
was an increase in MCHC values when comparing the
first and last months of supplementation (from 32.46
+ 1.11 to 34.94 + 2.1, p = 0.001). As for the placebo
group there was no significant decrease (from 34.55 +

3.81 to 33.67 + 1.72, p = 0.45) (Table 1).

Regarding immunological parameters, the number
of white blood cells was observed. There was a
significant increase in the number of leukocytes (5.07
+ 1.54 to 5.9 £ 1.90, p = 0.03) for the A. sylvaticus
group. Findings in the placebo group showed a slight
decrease, but revealed no significant difference
(5.28 + 1.70 to 4.36 =+ 1.55, p = 0.26). Observed
reference values were 3.5 to 10.5 / mm? (Table 2).

The values of myeloid elements found revealed a
significant increase only in the number of monocytes
for group A. sylvaticus (5.67 + 1.76 7.007 = 1.41,
p = 0.001) and placebo (5.59 + 1.50 to 7.89 + 2.46,
p = 0.01). Regarding neutrophiles, eosinophiles, and
basophiles there was no significant difference for
both groups (Table 2).
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Regarding lymphocyte percentages, there was no
significant difference for both groups, however, for
total lymphocyte count (TLC) there was a significant
difference in the placebo groups with significant
reduction of data (1738.45 + 744 1115.15 + 218
for, 16, p=0.01) and for the A. sylvaticus group a
significant increase was revealed (from 1454.32 +
381.47 to 1931.39 = 649.60, p=0.009) (Table 2).

Platelets showed no significant values for the
placebo or the A. sylvaticus group. However platelets
presented a slight decrease for the supplemented
group (281 + 38.02 to 249 + 47.8, p=0.06), upon
comparing the first and third months of follow up
(Table 2).

Outcome of Patients with six chemotherapy
cycles

After six months of attendance at the Oncology
Clinic, 20 patients with breast cancer completed the

AGARICUS SYLVATICUS FUNGUS AND BREAST CANCER PATIENTS

study, which were separated into placebo or study
group (A. sylvaticus).

Patients in the placebo group (n=10) had mean
age of 48.2 + 3.64 years. With regards to stadium,
30% (n=3) were in stadium Il 70% (n=7) in stadium Ill.
Patients receiving A. sylvaticus (n=10) had a mean
age of 52.3 + 5.86 years. As for stadium, 40% (n=4)
were in stadium Il and 60% (n=6) in stadium Il of
disease.

Data analysis was performed on two times. Initially
first and third month’s chemotherapy was compared.
After that a comparative analysis was performed
between the first and sixth month of observation.
This evaluation was performed for placebo and
A. sylvaticus groups.

Regarding CBC results, the group supplemented
with A. sylvaticus, showed significant levels of

red blood cells, hemoglobin, hematocrit, mean

Table 2. Results of white blood cell counts for patients in the group and Agaricus sylvaticus with three chemotherapy

cycles
Placebo (n = 13) Agaricus sylvaticus (n = 13)
White * * Reference
Series Initial Three months & 3 Initial Three months & g value
g g
Leukocytes 5.28 + 1.70 436+155 02  5.07+1.54 5.9241.90 003 10335
(/ mm?) /mm3
(L(}/'r)“ph“ytes 32.57 + 6.47 27.47+8.68 010  29.99 + 6.09 33.12:4.83 010  20-35%
CTL 1738.45 + 744.08  1115.15+218.16 0.01 1454.32 + 381.47 1931.39 4 649.6 0.009 '200-2000
(/ mm?) /mm3
?;“troPh‘les 50.86 + 9.84 47.33+4.71 020  52.5+10.69 58.56 + 6.86  0.10  40-80%
'({;")”“ytes 5.59 £ 1.5 7.89+2.46  0.01 5.67 + 1.76 7.0+ 1.41 0.01 3-9%
0
(E;)Smph“es 2.46 + 0.87 2.69+0.85  0.38 2.69 + 0.85 2.84+0.98  0.60 1-5%
'(3;‘;°ph“es 0.69 £ 0.48 0.61£05 050  0.69+0.48 0.61£05 060  0-1%
Platelets 150-450
(105 /) 248 + 48.7 285+63.71  0.10 281+ 38.02 249£47.8  0.06 00

T-student tests applied. The values represent the sit mean + standard deviation

* Comparison between baseline and after three month
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* Comparison between baseline, after three and six months

corpuscular  hemoglobin (MCH), leukocytes, °
l hocytes, neutrophils and total lymphocytes 3 3 o —
ymphocytes, p ympnocy s » ., 82 o 3
(TLC) after six months of supplementation. The g ot 2 C2F o 3 o
c ~ - +— o g '
placebo group showed a significant decrease in serum g o - o o g 9 @
[a2]
levels of erythrocytes, leukocytes, basophiles and E i ”
CTL (Table 3).
soNeA | o o § N p o
When comparing the first and third month of -d s s 8 g g <2
chemotherapy, considering reference values from °
3.9 to 5.03 10° / mpL, to assess the number of red £ S 8 v T = =
c -~ (28] o [ag] ()] (o]
blood cells, the placebo group showed a significant 2 X s X X X H
decrease (from 4.21 = 0, 55 10¢/mpL to 3.94 + 0.66 | & R - e -
re) — A =) ~ 2]
10 ¢/mpL, p=0.02). As for values observed in the 5 -
sixth month of treatment, there was a decrease in gi«MEA 5 5 8 R & 2
© -d [} <} 2 oS oS o
the number of red blood cells (4.21 + 0.55 to 3.63 3 e
+ 0.33 10° /mpL, p=0.03). The group supplemented g § N ps < =) o N
with A. sylvaticus revealed a significant increase O @ $8 D S WS .
> < = H H
in the number of red blood cells for the thirdmonth 8| ~| F 8 | & & o T g &
of supplementation (from 1.18 + 4:23 10°® /mpL % = A N 2 & -
to 4.6 £ 0.9 10° /mpL, p=0.0007) and for the E px 8 © 3 S ]
sixth month of supplementation (from 1.18 + & E T o T
4:23 10° /mpL to 5.01 + 0.5 10° /mpL, p=0.0008) < £ S I 3 8 &8 =
when compared to the first month of treatment 2 =8 ¥ 8 8 &
Table 3 3
(Table 3). gl |8 8 8 % &8 R
In relation to hemoglobin level assessed in both < ° ° o ° ° °
%]
periods, the A. sylvaticus group presented significant < - 8§ R o2 I 8 X
results showing increase in hemoglobin parameters of & é TO% S W W
s =] o~ n [2e] mM
reference values from 12 to 15.5 g/dL (12.04 + 1.2 £ X i e 3 = o o
(9] ) A )
g/dL to 12.61 £ 1.27 g/dL, p=0.01- the third month, %| 5 ~ = o ”
Q -
12.4+£1.2g/dLto 13.17 £ 1.29 g/dL, p=0.01- thesixth g| |«9Mer | & <o o 2 g Q
month). The placebo group showed no significant Eg % d ¢ © © oS S o
result in hemoglobin parameters (from 12.22 + 1.32 g' @ @ 2 © © 2 n
n . 2 © : R -
g/dL to 11.52 + 1.98 g/dL, p=0.08 and 12.22 + 1.32 ¢ & §§ MR c+>I % < H
g/dL to 11.68 + 1.66 g/dL, p=0.02, respectively S Fe |8 & 3 § NS E
for three and six months of supplementation g - & ” ®© S ”
(Table 3). S 8 B 2 R 8 3
= = - ™ 5 <~ — o
Hematocrit analysis revealed a significant 3 E H H b + + +
. . . = £ N 8 o9 & & 8
increase in the percentage of the A. sylvaticus 5 ~ “ S “ ~ -
©n -~ [ag] [=e] o~ o
group in the third month of supplementation (from =
36.44 + 3.06% to 38.7 + 3.41%, p=0.02). There were ﬁ k] £ £ ~
C g : T ] 8 =1
no significant values for the placebo group E g én% aé E . - o -
(O = o
(fable 3) El & |f: 2282 2E2E%s

T-student tests applied. The values represent mean + standard deviation
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Analyzing the hematimetric rates of Mean
(MCV),
Hemoglobin (MCH) and Mean Corpuscular Hemoglobin
(MCHCQ),

significant decrease during the treatment period in

Corpuscular  Volume Mean Corpuscular

Concentration showed no statistically
the placebo group; MCH values (from 26.05 + 1.76 pg
t029.04 + 2.12 pg, p=0.01) found for the A. sylvaticus
group showed statistical significance in the last month
of supplementation; regarding MCV and MCHC values
a slight, yet irrelevant, increase was seen (Table 3).
With
the white blood cells count series was observed.

respect to immunological parameters,
Regarding leukocyte numbers, there was a significant
increase in the last month of supplementation for the
A. sylvaticus group (4.7 + 1.4 / mm? to 5.95 + 1.23
/mm?3; p=0.008). Compared to the placebo group,
there was a significant reduction in the number of
leukocytes in the third month of supplementation
(4.51 £ 1.05 /mm?3 to 3.14 = 055/mm3, p=0.004).
Observed reference values were 3.5 to 10.5 /mm?
(Table 4).

The percentage values of myeloid elements found
for the A. sylvaticus group revealed significant results
in the number of neutrophils (from 46.17 + 13.19% to
54.5 + 10.3%, p=0.01). For the placebo group, there
was but a significant decreases in the percentage of
basophiles (0.8 + 0.4% to 0.2 + 0.4%, p=0.005). As for
data on eosinophiles and monocytes, neither group
showed any difference (Table 4).

Regarding lymphocyte percentage, there was no
significant difference in both periods observed for the
placebo group. In relation to the A. sylvaticus group
there was significant increase in both periods (24.25
+ 2.34% to0 29.88 + 4.16%, p=0.01- third month, 24.25
+ 2.34% to 29.7 = 3.26%, p=0.0004- sixth month).
In relation to TLC the A. sylvaticus group showed
significant results only during the sixth months of
research, revealing values of 1152.5 + 431.5 /mm?
to 1761 + 376.8 /mm3, p=0.003. Compared to the
placebo group, results were significant only in the
third month of the survey which showed the following
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values: from 1384.6 + 405.88 /mm? to 896.98 + 185.4
/mm? p=0.01 (Table 4).

Platelets showed no significant values for the
placebo group or the A. sylvaticus group in relation
to the survey follow-up period (Table 4).

DISCUSSION

Patients with breast cancer often have
hematological and immunological alterations during
the disease process. Drugs used in chemotherapy
induce bone marrow depression impairing the body’s
defenses to fight the disease itself depriving patients
with malignant neoplasm of quality of life (8-9). Bone
marrow cells renew quickly and, therefore, are very
susceptible to the action of chemotherapeutic agents
and other factors related to tumor development,
which can lead to leucopenia, granulocytopenia,

thrombocytopenia, and anemia (6, 11-36).

The toxicity of chemotherapy in hematological
profile is expressed on three medullar lines: red cells,
platelets and leucocytes. Because of the erythrocytes
half-life, the development of anemia is belated. The
concentration of the hemoglobin is related to red
blood cells count and is used to monitor therapy
response (8-11).

In the current study, with respect to the blood
count of patients undergoing three chemotherapy
cycles, data analysis revealed a significant increase
in hematocrit serum levels (p=0.04), and hemoglobin
(p=0.03), MCHC (p=0.001) in the group treated with
A. sylvaticus after three months of supplementation.
These findings were not observed in patients included
in the placebo group which showed a significant
reduction (p=0.02) in the number of red blood cells
(Table 1 and 2).

Regarding CBC, the results observed for patients

undergoing six chemotherapy cycles in group
supplemented with A. sylvaticus showed relevant
levels of red blood cells (p=0.02), hemoglobin (p=0.02),
hematocrit (p=0.02), MCH (p=0.02), leukocytes

(p=0.02), lymphocytes (p=0.02), neutrophils (p=0.02)
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and TLC (p=0.02) after six months of supplementation.
The placebo group showed a significant reduction in
serum levels of red blood cells (p=0.02 and p=0.03),
leukocytes (p=0.004), basophiles (p=0.005) and TLC
(p=0.01) (Table 3 and 4).

Concerning CBC, patients undergoing three
chemotherapy cycles in the placebo group showed
decreased values in all analyzed patterns. However,
only the number of erythrocytes was significant (3™
month- p=0.02) upon completion of three month
supplementation. The same result was observed in
patients undergoing six chemotherapy cycles, which
showed a significant decrease for the two periods
observed (3" month- p=0.02 and 6th month- p=0.03).
In relation to hematimetric values, patients in both
groups (3/6 cycles-placebo) revealed no significant

decrease.

The red series of patients supplemented with
A. sylvaticus for three months, upon completion
of treatment showed an increase in blood cells
(p=0.03), in hematocrit percentage (p=0.03) and
MCHC (p=0.001). Similar results were observed in
the third month of treatment in patients undergoing
six chemotherapy cycles, besides an increase in
hemoglobin values (p=0.01). Upon conclusion of
treatment, supplement patients
therapy cycles, demonstrated significant increases in
blood cells (p=0.0008), hemoglobin (p=0.01) and MCH

(p=0.01). As for the hematocrits rate, there was no

undergoing  six

significant increase of values found after six months
of supplementation; some significance was seen only
in the third month of the research segment. Regarding
hematimetric values, although there was an increase
in observed values, these were not significant in both
groups.

Fortesetal (31) inrandomized placebo-controlled,
double-blind clinical trial evaluated the effects
of supplementation with A. sylvaticus extracts in
cancer patients undergoing chemotherapy, where the
supplemented group showed significant hematocrits
and red blood cell increase, and no significant
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increase in hemoglobin, MCH, MCV, revealing the
possible benefits on the hematological system.

Novaes et al. (17) in a prospective, randomized,
blind, placebo-controlled study evaluated the effects
of the administration of A. sylvaticus extracts in
rats with Walker 256 ascitic tumor and observed
significant improvement in hematologic and immune
functions, where the probable mechanism of action is
the inhibition of tumor growth and stimulation of the
hematological and immunological systems.

Dolby et al. (32) reported that the D-fraction of
the B-Glucan found in medicinal mushroom of the
Agaricaceae family such as A. sylvaticus, had a positive
effect on the health status of women diagnosed with
breast cancer. There was an improvement in clinical
parameters and laboratory tests showed improvement
in the hematological system, further to reducing
vomiting caused by chemotherapy, increasing
appetite of patients, reducing anorexia which can
also be a side effect of conventional treatments

(25).

See et al. (33) in a clinical study of various
types of cancers including breast cancer (stadium
IV), provided the patients with immunomodulatory
components complex, among them Agaricus blazei
tea (10mg/day). Six months after starting treatment,
some patients had increased NK cells activity (Natural
Killer), levels of TNF-a (tumor necrosis factor),
of erythrocytes, hemoglobin and glutathione. The
receptors for TNF-a had decreased. Diarrhea and
occasional nausea were reported, but quality of life
had improved. The combination of immune active
components was effective in increasing NK cells
function and other immunological parameters in
patients in advanced stages of cancer, thus enabling
the effectiveness of a nutritional combination in the
treatment of late stages of cancer (24).

The data from this study suggest that there is
evidence which indicates the presence of bioactive
compounds in A. sylvaticus fungi capable of acting
positively on the hematological system in patients
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with breast cancer. By observing the reported data,
it appears that there was improvement in clinical
parameters of red series in all periods of the study,
regardless the degree of significance.

The analysis of white blood cell count in patients
undergoing three chemotherapy cycles, who were
supplemented with A. sylvaticus showed a significant
increase in parameters for leukocytes (p=0.03),
monocytes (p=0.01) and TLC (p=0.009) after 3 months
of segment. Patients undergoing six chemotherapy
cycles revealed a significant increase in lymphocytes
parameters (p=0.01) in the first quarter of the
survey, other immunological parameters showed
increase, but with no statistical relevance. After
six months of supplementation the A. sylvaticus
group revealed significant values for leukocytes
(p=0.008), lymphocytes (p=0.0004), TLC (p=0.003)
and neutrophils (p=0.01), other parameters were not

significant during the research period.

Statistically significant findings in the placebo
group undergoing three cycles of treatment were
the decrease in numbers of monocytes (p=0.01)
and TLC (p=0.01). Other parameters did not show
statistical relevance despite being reduced. In
relation to patients of the placebo group with six
chemotherapy cycles, statistically relevant findings
for the first quarter of survey revealed a decrease in
leukocyte numbers (p=0.004) and TLC (p=0.01). Other
parameters showed no statistical relevance, despite
being slightly decreased. After six months of research
the placebo group also showed decreased values
in relation to the first month of supplementation,
however, only the percentage of basophils (p=0.005)

showed significant decrease.

that
fungi

Scientific evidence indicates dietary

supplementation with medicinal such as
A. sylvaticus is capable of significantly improving
the physiological condition and prognosis of cancer
patients (30-36).

Research with medicinal mushrooms indicate that
B-glucan polysaccharide acts in the body by increasing

Cilt 68 W Say12 m 2011

immune functions, stimulating and activating NK cells,
T lymphocytes, B lymphocytes and complementary
cells, with consequent increase in the number of
macrophages and monocytes, in addition to promoting
proliferation and/or production of antibodies and
various cytokines such as interleukins 2 and 6, INF-y
and TNF-a (12-17).

The B-glucan bind to receptors on macrophages
membranes, neutrophils, NK cells, T cells, dendritic
cells, fibroblasts and vascular endothelial cells. The
molecular structure of these substances influences
their affinity for the receptors. These receptors have
been described as phagocytic receptors for antigens.
Research carried out with B-glucan extracted from
fungi proved that these act by stimulating the action
of neutrophils, eosinophils, monocytes, macrophages
and NK cells via their specific receptors (17). However,
the exact active mechanism of this polysaccharide
is not yet fully elucidated. These components can
regulate various aspects of humoral and/or cellular
components of the immune system. Padilha et al
(37) observing the action of B-glucan from Agaricales
mushrooms extracts reported the possibility of this
substance to reduce the inflammatory process of
diseases by stimulating the immune system, increasing
the number of defense cells.

Clinical studies show that the combination of
reduced eosinophils and basophiles count in patients
with cancer is a common finding. These changes may
occur owing to direct action of tumor presence.
Moreover, the decrease in lymphocyte count is also
associated with more aggressive tumor behavior
(14).

Takimoto et al. (18) in a randomized clinical trial
orally administered Agaricus blazei extract in rats.
The control group was treated orally with water. The
study showed an increase in NK cells and increment
in cytotoxic T lymphocytes. The research indicates
that the mushroom extract potentializes innate
and adaptive
(10).

immunological cytotoxic activity
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Gennari et al (34,35) in two studies on women
diagnosed with breast cancer, noted that dietary
supplementation with A. sylvaticus, could stimulate
the immune system increasing the number of NK cells
and CD 56+.

Leucopenia, neutropenia and lymphocytopenia
are the main immunological changes seen in studies
on chemotherapy. Aguiar (36) in a study carried out
with women in stadiums Il and Ill of breast cancer
undergoing chemotherapy and supplementation with
arginine found an improvement in the numbers of
leukocytes, lymphocytes and neutrophils after three
months of supplementation and chemotherapy.

Fortes et al (17) evaluated the immune function
of cancer patients after supplementation with
A. sylvaticus during a period of three months and
observed a significant increase in leukocyte count,
lymphocytes, and basophiles TLC and non-significant
reduction of monocytes, eosinophils and neutrophils
in the supplemented group reaching reference values.
In the placebo group no alterations were observed.
The authors concluded that a dietary supplementation
with A,
increasing the immunity of cancer patients. Similar

sylvaticus is capable of significantly
results were observed in those groups reported in this
study.

Factors related to tumor development in patients
with cancer can be blamed on platelet increase. It
is believed that reactive thrombocytosis commonly
observed in patients with cancer can be justified by
this rise in platelet. However, the deleterious effects
caused by chemotherapy may emerge as a protective
factor against this excessive augment of platelets,
reducing their production. Aguiar (36) found that
patients with breast cancer maintained platelet
values preserved within the normal range after three
months of supplementation with arginine. Fortes et
al observed a significant reduction in platelet count
for the group supplemented with A. sylvaticus.
Yet,

both groups remained within the normal
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range, suggesting that A. sylvaticus is capable of
preventing thrombocytosis in patients with malignant
neoplasia.

In this study, as related in the literature, the
platelet count remained at normal levels in both
groups. A significant increase in platelet count was
observed in the placebo group patients with three
chemotherapy cycles (p=0.01) after three months
of treatment. However, in other groups the increase
was not significant. In the group supplemented with
A. sylvaticus, a reduction of platelets was observed
when compared to the group that received placebo,
however, these values were not significant. The data
found in the research show the possible action of the
A. sylvaticus fungus in controlling platelet production,
suggesting the prevention of thrombocytosis in
patients with malignant neoplasia.

Factors such as dose, rate, duration and
frequency of supplementation, further to the
active mechanism, interfere with the ability of
the bioactive compounds present in medicinal
fungi to improve or suppress the immune response
of patients. Few studies have been conducted in
relation to the pharmacological effects of these
substances. In vivo studies have revealed that
extracts of certain fungi do not have significant
effects on patients with normal hematologic and
immunologic profile, although they have the
ability to restore the impaired immune response
due to tumors, reaching normal levels (19). All
these factors may explain, though in part, results
found in red and white cells count of patients

supplemented with A. sylvaticus in this study.

The mechanism of action of these fungi and their
bioactive molecules in cancer therapy need to be
better clarified; nevertheless, research has shown that
many of these substances exert an anticarcinogenic,
antiviral, antithrombotic, antibiotic and anti-
inflammatory further to many more functions that

provide health benefits (12-17).
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CONCLUSION

The hematological and immunological effects of
medicinal mushrooms reported in several clinical and

experimental published studies, have shown promising
results when used as an adjuvant element in breast
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Cig siit ve peynir orneklerinden Staphylococcus aureus ve koagiilaz
negatif stafilokoklarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarliligi

Nihal YUCEL',  Yeliz ANIL?
OZET ABSTRACT
Amag: Bu calismada Ankara ilinde cesitli firma Objective: In this study, it was aimed to evaluate

ve mandiralardan temin edilen ¢ig siit ve peynir
orneklerinde koagilaz pozitif stafilokok (KPS), koagulaz
negatif stafilokok (KNS)’lerin bulunma sikligi ve bu
suslarin  antimikrobiyal direncliliklerinin belirlenmesi

amaglanmistir.

incelenen 190 c¢ig siit ve 90 peynir
orneginden izole edilen KPS ve KNS’lerin standart
biokimyasal yontemler kullanilarak cins ve tir diizeyinde
identifikasyonlar1 yapilmistir. izolatlarin antimikrobiyal
direng ozellikleri disk difiizyon metodu ile Klinik ve
Laboratuvar Standartlar Enstitusu (CLSI) rehberine gore
degerlendirilmistir.

Yontem:

Bulgular: incelenen cig siit ve peynir érneklerinden
236’s1 KPS, 94’U KNS olmak lzere toplam 330 stafilokok
izolat1 elde edilmistir. KPS tiirleri icinde ¢ig siit ve peynir
orneklerinde sirasiyla en fazla Staphylococcus intermedius
(% 40,0 - % 44,3) ve Staphylococcus aureus (% 35,0 -
% 20,2); KNS tirleri icinde de en fazla Staphylococcus
saprophyticus (% 26,4 - % 43,0) ve Staphylococcus
caseolyticus (% 9,2 - % 14,3) tespit edilmistir. Cig siitten
izole edilen KPS izolatlan en fazla ampisilin % 62,4 ve
penisiline % 47,0, KNS izolatlarn da metisilin ve penisiline
%39,0  direncli  bulunmustur.  Bununla beraber;
peynirden izole edilen KNS izolatlarn ampisiline % 42,8;
metisilin, penisilin ve eritromisine ise % 28,5 direncli
bulunmustur.

raw milk and cheese samples obtained from various
markets and dairies in Ankara, Turkey for the presence
of coagulase positive staphylococci (CPS) and coagulase
negative staphylococci (CNS) and to determine of
antimicrobial resistance in these strains.

Method: CPS and CNS, isolated from 190 raw milk
and 90 cheese samples, were analyzed by conventional
biochemical tests to identify for genus and species of
these strains. Antimicrobial susceptibility features of
these isolates were evaluated by disc diffusion method
according to the guidelines of Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Results: Total of 330 isolates of Staphylococcus spp.
which consist of 236 CPS and 94 CNS were found from raw
milk and cheese samples. The predominant species of the
CPS in raw milk and cheese samples were Staphylococcus
intermedius (40.0 - 44.3 %) and Staphylococcus aureus
(35.0 - 20.2 %); while the CNS were identified as
Staphylococcus saprophyticus (26.4 43.0 %) and
Staphylococcus caseolyticus (9.2 - 14.3 %). CPS strains
isolated from raw milk more resistant to ampicillin (62.4
%) and penicillin (47.0 %); while CNS strains were more
resistant to methicillin (39.0 %) and penicillin (39.0 %).
Besides this, CNS strains isolated from cheese samples
were resistant to ampicillin (42.8 %), methicillin (28.5 %)
penicillin (28.5 %) and erythromycine (28.5 %).
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Sonug: Degerlendirilen gida 6rneklerindenizole edilen
stafilokok turlerinin bu gidalarin hazirlanmasi sirasindaki
zayif sanitasyon ve capraz kontaminasyonun gostergesi
olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica KNS izolatlarinin KPS
izolatlarina gore uygulanan antibiyotiklere daha yuksek
oranda direncli oldugu saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Stafilokok, ¢ig sit, peynir,
antibiyotik direnci
GIRIS
Micrococcaceae familyasindan olan
Staphylococcus turleri Gram pozitif, fakiltatif
anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz, katalaz

pozitif olan bakterilerdir. Staphylococcus aureus’un
da dahil oldugu pek cok stafilokok tiirii, insanlarin {st
solunum yollari ve derilerinde dogal olarak bulunurlar.
Stafilokoklar hem hastane enfeksiyonlarinda hem
de gida sektorinde epidemi yapabilme ozellikleri
halk
mikroorganizmalardir.

sagligi onemli
Uygun

uretilen sut ve sut urunleri gida zehirlenmeleri ve

bulundugundan acisindan

olmayan sartlarda
enfeksiyonlara neden olan riskli gida gruplari arasinda
yer almaktadir. Bu zehirlenmeler ortama salinan
protein yapisinda, yiiksek toksisiteli, bagirsak bolgesi
ve sinir sistemi Uzerine etkili olan enterotoksinler
ile meydana gelmektedir
zehirlenmelerin esas nedeni olarak Staphylococcus
aureus sorumlu tutulurken, Staphylococcus hyicus

(1). Gunumizde bu

ve Staphylococcus intermedius gibi diger koagiilaz
pozitif stafilokoklarin (KPS) enterotoksin ({rettigi;
ayrica Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus
xylosus gibi koaglilaz negatif olan stafilokoklarin
(KNS) da az da Urettigi
belirlenmistir. S. aureus cig siitte bulunan en onemli

olsa enterotoksin
mikroorganizmalardan birisi olup, insan ve hayvanlar
uzerindeki patojenitesi ile ilgili cok sayida arastirma
yapilmistir (2- 4). KNS uzun siredir kommensal ve
kontaminant bakteriler olarak degerlendirilmesine
karsin, insanlarda patojenik etkilerinin oldugu ve
cesitli enfeksiyonlara sebep olduklan bilinmektedir
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Conclusion: These results suggests the conta-
mination of raw milk and cheese samples by
Staphylococci spp. indicates poor personel hygiene and
cross contamination during the production process. In
addition, the strains of CNS were much more resistant
than the strains of CPS to antibiotics.

Keywords: Staphylococcus spp., raw milk, cheese,
antimicrobial resistant

(5). Tum bu nedenlerden dolay1 gerek enfeksiyona yol
acmadaki patojenitesi ve gerekse gidalarda meydana
stafilokoklar
lizerine cok sayida arastirma yapilmistir ve yapilmaya

getirdigi  zehirlenmeler nedeniyle

da devam edilmektedir.

Hayvanlarda tedavi veya koruyucu amacli olarak
kullanilan antibiyotikler patojen ve normal flora
bakterilerinde antimikrobiyal direncin olusumunu
artinirlar. Direnc genlerini tasiyan patojen veya flora
uyesi bakteriler gidalar yoluyla insan florasina kolonize
olarak olusan bu direncin insana gecmesine aracilik
ederler (6). Penisilinin tedavi amaciyla kullanilmaya
baslandig ilk yillarda stafilokok kokenlerinin tiimi bu
antibiyotige duyarli iken daha sonralan B-laktamaz
uretimi sonucu blyuk oranda direnc gelistirmislerdir.
stafilokoklar
penisilin, sefalosporin gibi diger tiim B-laktam halkasi

Metisiline direncli klinik  yonden

iceren antibiyotiklere direncli olmasi nedeniyle

onemlidir (7).

Ulkemizde siit ve siit iiriinlerinin tretimi oldukca
yliksek olup bu {riinlerin cogu kiiciik isletmelerde,
mandiralarda kontrolsiz olarak uretilmektedir.
Peynirin mikroflorasinin yapim sirasinda kullanilan
slit ve starterin peynirin olgunlasma siiresine bagl
olarak degistigi de bilinmektedir. Ozellikle cig siitten
elde edilen peynirler halk sagligi acisindan biiyiik
riskler olusturmaktadirlar. Bu uretim kosullarindan
dolayi siit ve sut urlinleri kaynakli enfeksiyon ve gida

zehirlenmelerinin riski artmaktadir (1-5). Bu nedenle



N.YUCEL ve Y.ANIL

arastirmamizda Ankara ve cevresinde tuketime
sunulan c¢ig siit ve peynir érneklerinden stafilokok
tirlerinin dagilimi ile cesitli antibiyotiklere direng
profillerinin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM
Orneklerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Arastirmamizda Ankara ilinde tiketime sunulan
(148 isletme siitli, 42 sokak siitii) 190 cig siit 6rnegi
ile farkli firmalarin Urettigi beyaz peynir (61 adet),
kasar peyniri (13 adet), tulum peyniri (11 adet) ve
lor peyniri (5 adet)’nden olusan toplam 90 adet
peynir 6rneginden stafilokoklarin izolasyon ve
identifikasyonu yapilmistir. Cig siit ornekleri Tirk
Standartlan Enstitiisii TSE-1018 esaslarina gore 200
mU’lik siselerde alinmis en kisa siirede laboratuvara
getirilerek analize alinmistir. Cig siit 6rneklerinden 25
ml alinarak 225 ml steril “pepton water (PW)” (Oxoid
CMO0509) ile 10-3 kadar diluisyon serisi hazirlanarak
mikrobiyolojik ekimleri yapilmistir. Peynir orneklerinin
ise Turk Standartlan Enstitiisi TSE-591°de belirtilen
esaslara gore 25 grami alinmis, icerisinde 225 ml steril
sodyum sitrat bulunan homojenizatorde (Stomacher
400) ezilerek homojenize edildikten sonra 10-3 kadar

dilusyon yapilarak mikrobiyolojik ekimleri yapilmistir.

Stafilokoklarin izolasyonu ve identifikasyonu

(Oxoid CM 0275,
Oxoid, Basingstoke, U.K.) steril edildikten sonra

Braid-Parker Agar Besiyeri

50°C’ye sogutulup, icerisine %5 egg yolk tellurite
(Oxoid SR 0054)
kutularina dokildukten sonra ylzeye,

emulsiyon ilave edilmis petri
Dragalsky
ozesi ile hazirlanan dilusyon orneklerinden
Plaklar 37°C’de 24-48

edildikten sonra gri ve siyah renkli

sirme ekim yapilmistir.
saat inkiibe
karekteristik koloniler stafilokok supheli koloniler
olarak degerlendirilmistir. Gram pozitif, katalazi
pozitif, oksidazi negatif, oksidasyon fermentasyon
(O/F glukoz) pozitif olan koloniler stafilokok cinsi
olarak tanimlandi. Stafilokok suslarina tiip koagulaz
test yapildiktan sonra suslar

koagulaz pozitif
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(KPS) ve koagulaz negatif (KNS) stafilokok olarak
gruplandirilmistir. Koagulaz pozitif olan S. aureus,
S. intermedius ve S. hyicus turlerinin ayinmi icin de
asetoin testi (Voges-Proskauer test) ile mannitoliin
anaerobik kullanim testleri yapilmistir (8, 9).

Stafilokoklarin Antibiyotik Diren¢ Profillerinin
Belirlenmesi

izole ve identifiye edilen stafilokok suslarinin

(10 pg),
ampisilin (10 pg), tetrasiklin (30ug), oksasilin (1 pg),
gentamisin (10 pg), eritromisin (15 pg), siprofloksasin

antibiyotik direnc profillerinin penisilin

(5 pg) ve trimethoprin-sulfametaksazol (1.25/23.75
pg) (Bioanalyse) disklerinden yararlanmilmis ve Kirby
Bauer disk diffuzyon yontemi kullamlmistir (10).
Test yapildiktan sonra 37 °C, 18 saat inkiibe edilen
suslarin inhibisyon zon caplan olculerek sonuclar
Klinik ve Laboratuvar Standartlar Enstitlisti (Clinical
(CLSI, 2005)
kriterlerine gore yorumlanmistir (11). Test yapilirken
S. aureus ATTC 25923 standart susu kullamlmistir.

and Laboratory Standarts Institute

BULGULAR

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan ¢ig
sut ve peynir orneklerinden izole edilen toplam
330 stafilakok izolatinin 244’( ¢ig siitten, 86’s1 da
peynirden izole edilmistir. Cig siit orijinli izolatlarin
157’si KPS, 87’si KNS olmak uzere tammlanmistir.
Tanmimlanan bu izolatlann tirlere gore dagilimlan
Tablo 1 ve 2’de verilmistir. Cig slitte ve peynirde
sirasiyla; KPS turlerinden en cok S. intermedius
(% 40,0 - 44,3) ve KNS tirlerinden Staphylococcus
saprophyticus (% 26,4 - 43,0) saptanmistir.

Tablo 3’de izole edilen KPS ve KNS izolatlarinin
antibiyotik direnc oranlar1 gosterilmistir Cig siit
KPS ve KNS’lerde
sirasiyla penisiline % 47,1-39,0, ampisiline % 62,4-
21,8, metisiline % 22,2-39,0, tetrasikline % 12,7-
6,8, gentamisine % 21,6-6,8, eritromisine % 13,3-

orneklerinden izole edilen

12,6, siprofloksasine % 2,0-2,2 ve trimethoprim-
sulfometoksazole % 3,1-1,1 direnc tesbit edilmistir.
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Peynir orneklerinden de izole edilen KPS ve
KNS’ler sirasiyla penisiline % 14,0 - 28,5, ampisiline
% 3,7 - 42,8, metisiline % 11,3 - 28,5, tetrasikline
% 11,3 - 14,2, gentamisine % 5,0 - 14,2, eritromisine
% 3,7 - 28,5, siprofoksasine % 1,2 - 14,2, trimethoprim-

sulfometoksazole % 1,2-14,2 direncli oldugu bulunmustur.

Tablo 1. Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen KPS
tiirlerinin dagiim

KPS tiirleri Cig siit Peynir

n (%)* n (%)*
S. intermedius 63 (40,0) 35 (44,3)
S. aureus 55 (35,0) 16 (20,2)
S. schleiferi 14 (9,0) 1 (1.6)
S. lugdunensis 10 (6,4) 3 (3,8)
S. delphini 10 (6,4) 7 9,0)
S. hyicus 5 (3,2) 17 (21,5)
TOPLAM 157  (100,0) 79  (100,0)

n: izolat sayisi
*: ylizde degerleri toplam izolat sayisina gore alinmistir

Tablo 2. Cig sit ve peynir orneklerinden izole edilen KNS
tirlerinin dagilimi

Cig siit Peynir
n (%)* n (%)*
3 (42,8)
1 (14,3)

KPS tiirleri

. saprophyticus

N
w
—_
N
o
N

. caseolyticus
. epidermidis
. auricularis 1 (14,3)
. hominis

. saccharolyticus
. cohnii

. lentus

. simulans

. xylosis

. haemolyticus

. sciuri

. gallinarum

. chromogenes 1 (14,3)
1 (14,3)
(100,0) 7 (100,0)

LK i "t "y ©i i i i i i " i \»ir »n W
= =2 N NN DN OO N NN

. warneri
TOPLAM

o]
~N

n: izolat sayis1
*: ylizde degerleri toplam izolat sayisina gore alinmistir
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Tablo 3. Cig siit ve peynir drneklerinden izole edilen KPS ve
KNS izolatlarinin cesitli antibiyotiklere direnc oranlan

Cig siit Peynir
KPS KNS KPS KNS
KPS tiirleri direngli  direncli  direncli direngli
izolat/n izolat/ n  izolat/n izolat/n
(n:157) %) (M:87) (%)  (n:79) (%) (n:7) (%)
Metisilin 35 (22.2) 34(39.0) 9(11.3) 2(28.5)
Tetrasiklin 20 (12.7) 6(6.8) 9(11.3) 1(14.2)
Ampisilin 98 (62.4) 19(21.8) 3 (3.7) 3(42.8)
Penisilin 74 (47.1) 34(39.0) 11 (13.9) 2(28.5)
Gentamisin 34(21.6) 6(6.8) 4 (5.0) 1(14.2)
Eritromisin 21 (13.3) 11 (12.6) 3 (3.7) 2(28.5)
Siprofloksasin 3(2.0) 2 (2.2) 1 (1.2) 1(14.2)
Trimethoprim- 5 (3.1) 1(1.1) 1 (1.2)  1(14.2)
sulfometoksazol
n: toplam KPS/KNS izolat sayisi
TARTISMA
Cig siite cevreden genellikle hava, toz, toprak,

su ve giibre kaynakli mikroorganizmalar bulasabilir.
Bulasan bu mikroorganizmalar mikrobiyal gelismeyi
onleyen muhafaza yontemleri uygulanmadig takdirde
cig siitte hizla geliserek bozulmaya neden olurlar.

Normannoa ve ark. Italya’da yaptiklari bir
calismada 437 cig siit 6rneginin 168 (%31)’inin, 102 1s1
islemi gormdis siit 6rneginin ikisinin S. aureus icerdigini
tesbit etmislerdir (12). italya’nin Bologna bélgesinde
satilan siit drlinlerinde S. aureus’un varligininin
arastinldigi bir diger calismada mozzarella tipi
peynirlerde

oraninda pozitiflik bulduklarin1 bildirmislerdir (13).

% 25, yumusak peynirlerde ise % 18.9

Ulkemizde yapilan bir baska arastirmada da Giiven
ve ark., Eskisehir ve Kutahya bolgesinde S. aureus’u
cig siit’ten % 33.3, peynir’den % 27.9 oraninda izole
etmislerdir (4). Arastirmamizda Ankara bolgesinden
toplanan cig siit ve peynir orneklerinde S. aureus
sirastyla % 35 ve % 20,2 bulunmustur. Calismamizdaki
hem cig siit hem de peynir orneklerinden izole edilen
S. aureus’un bulunma siklig1 diger arastirmacilarin
sonuclarina benzerlik gostermektedir.
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KNS’lerin  eskiden
bulunan

normal florasinda
oldugu

mastitis

derinin

zararsiz  etkenler dusunulurdu
onemli
(14).

Bu arastirmada inceledigimiz cig siut ve peynir

ancak  gunimiizde etkeni

firsatc1 patojenler olduklart bilinmektedir
orneklerinden KNS olarak en fazla S. saprophyticus,
S. caseolyticus, S. auricularis, S. hominis turleri izole
edilmistir (Tablo 2). Sawant ve ark. inceledikleri cig
sut orneklerinden izole ettikleri 168 KNS izolatinin
% 36 S. choromogenes, % 22 S. epidermidis, % 22
S. hyicus, % 10 S. simulans, % 4 S. warneri, % 2
S. hominisve % 1’de S. intermedius, S. sciuri, S. xylosus
olarak tanimlamislardir (5). Tablo 2’de goriildiigii
gibi bu calismada cig siitten izole edilen KNS tiirleri
% 8 S. epidermidis, % 6,9 S. lentis, % 6,9 S. cohnii
subsp. cohnii, % 2,3 S. haemolyticus, % 2,3 S. sciuri

ve % 1,2 S. choromogenes olarak bulunmustur.

Kirkan ve ark., Aydin bolgesinde yaptiklar
arastirmada toplam 300 adet mastitisli siit 6rnegini
incelemisler, 85 (% 28) S. aureus, 60 (% 20) KNS izole
etmislerdir. KNS’lann tiir diizeyindeki dagilimlan
% 33,3 S.hyicus, % 26,6 S. chromogenes, % 15,0
S. epidermidis, % 8,3 S. haemolyticus, % 6,6 S. sciuri,
% 5,0 S. lentis, % 5,0 S. cohnii subsp. cohnii olarak

tamimlamislardir (15).

Unal ve Yildinm; Kirikkale ve cevresinde bulunan
cesitli sut isletmelerindeki ineklerin siit, meme
basi derisi ve burun mukoza orneklerinden izole
edilen stafilokoklarin antibiyotik direncini aras-
tirmislar; hem orta hem de kicuk olcekli sut
isletmelerindeki sut orneklerinden izole ettikleri
stafilokoklarda S. aureus’u % 48,0 olarak tanimlarken;
KNS izolasyon oranini da % 52,0 olarak belirlemislerdir

(16).

Stafilokoklar, antibiyotiklere karsi gittikce artan
direncleri nedeniyle gerek hastanelerde ve gerekse
toplum kokenli enfeksiyonlarda blyiik bir saglik
sorunu haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitiine
bagli kuruluslar  ve
bakterilerde antibiyotiklere kars1 gelisen direnci,

bilimsel organizasyonlar,
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halk sagligii1 tehdit eden oOnemli tehlikelerden
biri gormektedirler. Ozellikle  gida
kaynakli antibiyotiklere direncli izolatlar gidalarin

olarak

hazirlanmasinda zayif sanitasyonun gostergesi
olabilecegi gibi tiketici acisindan da saglik riski
tasimaktadir. Gelismekte olan ulkelerde yaygin
ve kontrolsuz kullanmlmas1  bu
direncin olusmasinda ana etkenlerden biridir (17).

Stafilokoklarda beta-laktam antibiyotiklerine direnc

antimikrobiyal

mekanizmast mecA geninin tasinmasi ile ilgilidir.
Kromozomunda mecA genini tasiyan suslar tum beta-
laktam yapisindaki antibiyotiklere intrensek direnc
gosterirler.
elde edilen KPS izolatlan antibiyotik duyarlilik test
sonuclarina gore penisilin ve ampisiline % 47,1 ve

Calismamizda c¢ig siit orneklerinden

% 62,4 direncli bulunurken; aym antibiyotiklere
peynir izolatlarinin % 13,9 ve % 3,7 direncli oldugu

belirlenmistir.

Unal ve Yildinm’in yaptiklan arastirmada cesitli
isletmelerden temin ettikleri siit orneklerden izole
ettikleri stafilokoklarda en fazla penisiline karsi
(kucuk olcekli isletmelerde % 46,0, orta olcekli
isletmelerde ise % 53,3) diren¢c oldugunu tesbit
(16).
orneklerinden izole ettikleri S. aureus’un ampisiline
% 73,0 ve metisiline % 38,0
oldugunu saptamislardir (3).
arastirmamizda ise KPS
metisilin direnci ¢ig siit izolatlarinda % 22,2 peynir

etmislerdir Pereira ve ark. cesitli gida
% 70,0, penisiline
oraninda direncli
Bizim izolatlarinda

izolatlarinda ise % 11,3 oraninda bulunmustur.
Kirkan ve ark., mastitisli slitlerden izole ettikleri
S. aureus suslarini penisiline (% 95,0), oksasiline
(% 60,0); KNS suslarinin penisiline (% 90,0), oksasiline
(% 73,0) direncli olduklarim1 bildirmislerdir (15).
Giiven ve ark.,
ettikleri S.
% 92,7 gibi yilksek oranda direnc belirlemislerdir

4).

et ve slit orneklerinden izole

aureus izolatlarinda penicilin G’ye

Sonuc olarak calismada farkli antibiyotik gruplar
arasinda en yuksek direncin hem KPS (%62.4) hem
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KNS’de ampisiline (%42.8) karsi oldugu belirlenmistir.  kontrolli antibiyotik kullanimi yanisira bakterilerdeki

Gerek klinik kaynakli gerekse gida kaynakli antibiyotik direnc oranlarinin da diizenli olarak takip

izolatlarda direnc sorununun onlenebilmesi icin

edilmesi onerilir.
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Tokat ili Erbaa Devlet Hastanesine basvuran kene tutunmasi
olgularinin degerlendirilmesi

ibak GONEN'

OZET

Amagc: Keneler, cesitli viral, bakteriyel ve paraziter
hastaliklarin bulasinda rol oynamaktadir. Kirnm Kongo
Kanamali Atesi (KKKA), keneyle bulasan hastaliklar
arasinda en yaygin cografi dagiima sahiptir. Bu calismada
KKKA’nin endemik seyrettigi yorelerden biri olan Tokat ili
Erbaa ilcesi Devlet Hastanesine kene yapismasi nedeniyle
basvuran olgularin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Yontem: Tokat Erbaa Devlet Hastanesi’ne 1 Nisan -
30 Eyliil 2009 tarihleri arasinda kene tutunmasi nedeniyle
basvuran olgular demografik 6zellikleri, KKKA hastaligi
gelisme sikligi, epidemiyolojik ve klinik &zellikleri
agisindan retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Bu calismada 312 kene 1sirmasi vakasi
degerlendirilmistir. Bu olgularin 182’si erkek, 130’u kadin
olup % 21,1’i 16 yasindan kiiciik ve yas ortalamasi 34,4 +
14,6 ‘dir. % 56,4’U kirsal bolgede ikamet eden olgularin
viicuduna tutunmus kenelerin % 81’i devlet hastanesinde
saglik personeli tarafindan ¢ikanlmistir. Kene tarafindan
en sik tutulunan viicut bolgesi, alt ekstremiteler olarak
belirlenmistir. En cok olgu Mayis, Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarinda tespit edilirken, sekiz hastada KKKA
gelismistir.

Sonug: KKKA'nin endemik olarak goriildiigli bolgelerde
kene yapismasi olgular1 semptom ve bulgular acisindan
dikkatli bir sekilde takip edilmeli ve bu bodlgelerde
yasayan halk kene tutunmasina karsi alinacak onlemler ve
kene yapismasi sonrasi yapilacak uygulamalar konusunda
egitilmelidir.

Anahtar Sozciikler: Kene yapismasi, Kirim-Kongo
Kanamali Atesi, epidemiyoloji

ABSTRACT

Objective: Ticks play a role in transmission of varies
of viral, bacterial and parasitic diseases. Crimean-
Congo Hemorrhagic Fever (CCHF), has widest geographic
distribution among these tick born diseases. In this
study, it was aim to evaluate the tick bite cases admitted
to the state Hospital in Tokat where CCHF is endemic in
this region.

Method: Tick bite cases, between 1 April and
30 September 2009, admitted to the State Hospital
of Tokat were assessed retrospectively in terms of
frequency of CCHF disease development; demographic,
epidemiological and clinical characteristics.

Results: In this study, 312 tick bites cases were
evaluated. 182 of these cases were male and 130 were
female. Of the cases, 21,1% was under the age of 16
years old and the mean age was 34,4 + 14,6. Of the cases,
56,4 % were living in urban area and 81% of the ticks were
removed by the health personnel in the state hospital.
The most common body area bitten by the ticks were
the lower extremities. Most of the cases were recorded
in May, June, July and August and, CCHF developed in
eight cases.

Conclusion: Cases of tick bites should be carefully
monitored in terms of symptoms and signs in endemic
areas in which CCHF is seen. People living in these regions,
should be trained in terms of preventive measures to be
taken against tick bite, and the applications after tick
bite.

Keywords: Tick bite, Crimean-Congo Hemorrhagic
Fever, epidemiology
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GIRIS

Yasam aktivitelerini kan emerek devam ettiren
keneler; insan, siriingen, kus ve evcil hayvanlan
konak olarak kullanabilirler. Bu nedenle cesitli viral,
bakteriyel ve hatta paraziter hastaliklarin bulasindan
sorumlu olabilmektedirler. Bunlar arasinda Lyme

hastaligi, riketsiya  enfeksiyonlarn,  tularemi,
babesiosis, ehrlichiosis yaninda son yillarda gittikce
artan siklikta goriilen Kinm Kongo Kanamali Atesi

(KKKA) de yer almaktadir.

KKKA, kene ile bulasan hastaliklar arasinda en
yaygin cografi dagilima sahiptir. Bunyaviridae ailesinin
nairovirus grubundan bir virlisiin neden oldugu bu
enfeksiyon hastaligi ates ve kanamalarla karakterize
olup % 5-10 civarinda mortalite ile seyretmektedir
(1, 2). Esas olarak kene yapismas ile bulasmakta iken,
enfekte hayvan veya insanin dokular1 ve viicut sivilan
ile temasla da bulasabilmektedir (3, 4). Bulasta en
stk Hyalomma cinsi keneler ozellikle Hyalomma
marginatum sorumludur (4).

Ulkemizde ilk defa 2002 yilimin ilkbahar ve yaz

aylarinda Tokat, Sivas, Yozgat, Corum, Amasya,
Erzurum, Erzincan ve cevresinde kene temasi olan
kisilerde ates ve kanamalarla seyreden bir salgin
dikkati cekmis ve 2003 yilinda da hastaligin KKKA
oldugu saptanmistir (5). O tarihten Eylil 2010’a
kadar 5317 hasta ve 267 olum bildirilmistir (6).
Olgu sayilarinin yillar icinde siirekli cogalmasi ve
buna bagli olarak 6liim sayilarindaki artis nedeniyle

hastalik giincelligini ve 6nemini yitirmemektedir.

Bu calismada KKKA'nin
yorelerden biri olan Tokat ili Erbaa Ilcesi’nde

endemik seyrettigi

hastanemize kene yapismast nedeniyle basvuran
olgularin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma Nisan-Eylil 2009 tarihleri arasinda Erbaa
ilcesinde yapilmistir. Erbaa Devlet Hastanesine kene
yapismasi nedeniyle basvuran hastalar, yas, cinsiyet,
kenenin yapisma vyeri,

ikamet adresi, meslek,
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TOKAT’TA KENE YAPISMA OLGULARI

kenenin fark edilme ve cikarilma zamani acisindan
sorgulanmistir. Hastalardan ilk basvuru esnasinda tam
kan sayim tetkiki istenmistir. Semptomlar acisindan
sorgulanan hastalarin fizik muayeneleri yapilarak,
KKKA bulgularina yonelik bilgilendirildikten sonra
herhangi bir sikayetleri olmasi durumunda derhal
konusunda

bir saglik kurulusuna basvurmalan

uyarilmistir.

BULGULAR

Orta Karadeniz bolumiinin i¢ kesimlerinde yer
alan Erbaa Ilcesi, Karadeniz ikliminin 6zelliklerini
gostermektedir. ilce niifusu, adrese dayali niifus
kay1t sisteminde
adnksdagitapp/adnks.zul) 95.815 olarak bildirilmistir.

Nufusun

(http://tuikapp.tuik.gov.tr/

% 60’1 ilce merkezinde yasamaktadir.
Koylerde yasayan halkin bilyiikk cogunlugu tarim ve
hayvancilikla ugrasmaktadir.

Kene yapismasi nedeniyle hastanemize, 312 olgu
basvurmustur. Hastalarin yaslan 2 ile 76 arasindadir,
182 (% 58,3)’si erkek ve 130 (% 41,7)’u kadindir.
Olgularin cogunlugu Mayis, Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarinda basvurmustur (Sekil 1).

Kene yapismasi nedeniyle basvuran hastalarn
degisik ozellikleri Tablo 1 ve 2’de Ozetlenmistir.

100 1
80 -
60
40

20 1

1

Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil

Sekil 1. Tokat ili Erbaa Devlet Hastanesine 1 Nisan - 30 Eylul
2009 tarihleri arasinda kene yapismasi sikayeti ile basvuran
olgularinin aylara gore dagiimi
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Tablo 1. Tokat ili Erbaa Devlet Hastanesine 1 Nisan - 30 Eylul
2009 tarihleri arasinda kene yapismasi nedeniyle basvuran
hastalarin 6zellikleri

Hasta ozellikleri n %
Erkek hasta 182 58,3
Cocuk hasta 66 21,1
Kirsal bolgede yasama 176 56,4
Tarim ve hayvancilikla ugrasma 196 63
KKKA gelisme oram 8 2,5
Basvuru esgasmda semptom veya 3 1
bulgu varligi

Birden fazla kene yapismasi 12 4

Tablo 2. Tokat ili Erbaa Devlet Hastanesine 1 Nisan - 30 Eylul
2009 tarihleri arasinda kene yapismasi nedeniyle basvuran
olgularda saptanan kenelerin vicuttaki tutunma bolgeleri

Viicut bolgesi

Ust ekstremiteler 68 21
Alt ekstremiteler 86 26.55
Yiiz-boyun 19 5.86
Sacli deri 23 71
Sirt 72 22.22
Go6gus ve karin duvari 46 14.2
Kulak memesi 4 1.23
Genital organlar 4 1.23
Kulak zan 2 0.61
TOPLAM 324 100

n: Hasta sayisi
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Hastalarin 66 (% 21,1)’simin 16 yas altinda
oldugu saptanmis; basvurularin, 176 (% 56,4)’sinin
koylerden, digerlerinin ilce merkezinden yapildig
belirlenmistir. Kene yapismasi nedeniyle basvuran
hastalarin 196 (% 63)’sinin tarim ve hayvancilikla
ugrastigi
ve hayvancilik ile

ve kene yapismasinin ginlik tarim
ilgili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. ilce merkezinde yasayan

faaliyetler esnasinda
24 olgunun ise piknik, diger olgularin ise normal
gunliuk aktiviteleri esnasinda kene yapismasina
maruz kaldiklar tespit edilmistir.

Keneler tarafindan en sik tutulan vicut bolgesi
olgular,
tutunan keneyi fark eder etmez ya kendileri ya da
bir yakinlan tarafindan c¢ikartilmis veya bir saglik
kurulusuna basvurarak kenenin

alt ekstremitelerdir. Tim vicutlarina

saglik personeli
tarafindan cikarilmasin1 sagladiklarn belirlenmistir.
Kene tutunmasina maruz kalan 224 (%72) kisinin
yapisan keneyi aksam evlerinde fark ettikleri tespit
edilmistir.

Hastanemize basvuran 312 hastanin toplam
sekizinde (% 2,5) KKKA klinik ve laboratuvar bulgular
gelismistir. KKKA tanmis1 alan bu olgularin altisinin
erkek, ikisinin kadin oldugu ve bu hastalarin yedisinin
koyde, birinin ise ilce merkezinde ikamet ettigi
belirlenmistir. Koyde yasayan yedi hastanin hepsi
tanm isleri ile ugrasirken, ilce merkezinde yasayan
hastanin ise olaydan yaklasik bir hafta once koydeki
bahcesine gittigi ve meyve bahcgesindeki agaclarla
ugrastig1 6grenilmistir.

Klinik
olgularin Ucilinde ates, yaygin kas ve eklem agrisi,
gibi
belirlenmistir. Bu Ug¢ olgunun sistemik fizik muayenesi

degerlendirmede, basvuru esnasinda

karin agrisi sikayetlerinin mevcut oldugu
sirasinda sirtinda kene oldugu saptanarak ¢ikarilmistir.
iki olgunun laboratuvar bulgusunda l6kopeni,
trombositopeni AST, ALT, CK ve LDH duzeylerinde
yiikseklik oldugu tespit edilmistir. Bir olgunun ise
ates, halsizlik ve siddetli bas agrisi sikayeti olmasina
ragmen laboratuvar bulgularinin tamamen normal

sinirlarda oldugu ve gbzlem altina alinan bu olgunun
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24 saat sonraki laboratuvar degerlerinin ise dramatik
olarak bozuldugu goriilmiistiir.

Bu Uc olgu disinda kene yapismasi nedeniyle
basvuran bes hastada da KKKA klinik ve laboratuvar
bulgular

gelismisti. Bu bes olgunun dordiniin

vicutlarina vyapisan keneyi fark eder etmez
kendilerinin ¢ikardigi, bir olgunun ise keneyi saglik
tespit
olgularda kene cikarilma zamani ile semptomlarin
gelisme zamani arasindaki siirenin 2-5 giin oldugu
KKKA tanisi

77 yasindaki erkek hasta disinda kaybedilen hasta

merkezinde cikarttirdig edilmistir.  Bu

belirlenmistir. alan sekiz hastadan,

olmamistir.

TARTISMA

KKKA; kimi olgularda olumle sonuclanabilen ciddi
bir enfeksiyon hastaligidir. Bulasta keneler aktif
rol oynamaktadir. Keneler ayni zamanda virlsin
dogal rezervuandir. Evcil ve yabani hayvanlarda
virs ancak 7-10 gin barinabilirken, kenelerde
1-1,5 yil yasayabilmekte ve nesiller arasinda da
aktanlabilmektedir (7). KKKAolgularinin cogunlugu da
kene yapismasi sonrasi olusmaktadir. Ulkemizde, son
yillarda kene yapismasina bagli olarak hastanelerin
acil servislerine basvuran olgularin sayis1 giderek
artmaktadir (8).

Bu calismada diger calismalarla benzer olarak
kene yapismasi olgularimin erkeklerde daha fazla
oldugu goriilmistiir. Bunun nedeninin erkeklerin
tarim ve hayvancilik islerine daha aktif katilmalarn
olabilecegi duslinilmistiir (8, 9). Kene yapismasi
ve KKKA dogal olarak en sik tanim ve hayvancilikla
ugrasan kisileri etkilemektedir. Yine kirsal alana
gezi ve piknik amacli seyahatler sonucunda da kene
yapismasi olusabilmektedir. Bu calismada diger
calismalara benzer sekilde kirsal alanda yasayan kisi
sayis1 ilce merkezinden gelen kisilere gore yiksek
bulunmakla birlikte olgularin cogunlugunda ya tarim
isleri nedeniyle ya da piknik veya gezi amacli kirsal

alan seyahat oykusiu bulunmaktadir (8-11).
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Kene yapismasi her yastan insani etkileyebilmekle
birlikte ozellikle kirsal alanda tarim ve hayvancilikla
aktif olarak ugrasan vyas grubunu daha fazla
etkilemektedir. Bu calismada da diger calismalarla
benzer olarak 20-60 yas grubu daha fazla etkilenmistir
ve olgularin cogunlugu (% 63) tarim ve hayvancilikla
ugrasan kisilerdir (8).

Yine en
calismalarla benzer

diger
sekilde alt ektremitelerdir

cok tutulan vicut bolgesi

(8, 10). iki olguda keneler kulak zarinda tespit
Kulak-
tarafindan

edilmis olup, bu olgulardaki keneler

Burun-Bogaz  Hastaliklart  Uzmani
ameliyathane ortaminda cikanlmistir. Kene yapismasi
olgular1 kenelerin aktiflestigi ve tarim islerinin
cogaldig1 yaz aylarinda artmakta olup bu calismada
da benzer olarak en sik Mayis, Haziran, Temmuz ve

Agustos aylarinda yogunlasmistir (8).

Kene tutunmasi nedeniyle basvuran olgularda
kenelerin en kisa silrede ve uygun yontemle
bir saglik
merkezinde saglik personeli tarafindan yapilmasina
gerek yoktur. Eger kisa siirede bir saglik merkezine
ulasilamiyorsa kene uzerine herhangi bir madde ile

cikartilmas1  onemlidir. Bu islemin,

miidahalede bulunulmadan, bir pens yardimiyla, eger
pens yoksa kene iki parmak arasina alinarak mekanik
(12).
kene yapismasina stk maruz kalan
amacla
On iki olgunun birden fazla kene

olarak ¢ikarilmalidir Saglik mudirliikleri
tarafindan,
ciftcilere dagitilan

kullanilabilir.

kene kartlar1 bu

tutunmasina maruz kaldig1 g6z 6niine alinirsa, kene
tutunmas1 nedeniyle basvuran olgularin vicutlan
dikkatli bir sekilde muayene edilmeli ve baska
bir kene yapismasi olup olmadigi arastirilmalidir.
Herhangi bir sikayeti olmayan hastalar hastaligin
belirti
10 giin boyunca kendilerini izlemeleri ve sikayetleri

ve bulgulan acisindan bilgilendirilmeli,

olmast durumunda en vyakin saglik kurulusuna
Kene
bas

agrisi, bulanti, kusma, yaygin kas ve eklem agrisi

basvurmalart  konusunda  uyanlmalidir.

yapismas1 oykusu ile birlikte ates, halsizlik,

gibi yakinmalari olan hastalar KKKA laboratuvar



i.GONEN

bulgular1  acisindan  tetkik
olgular acisindan
degerlendirilmelidir.

edilmeli,  slpheli
tetkik yapilarak

Hastaligin erken doneminde

tedavi ileri

laboratuvar  bulgulart  normal olabileceginden,
supheli olgularda tetkikler bir giin sonra tekrar-

lanmalidir.

Kenelerle miicadelenin zorlugundan dolay1 kene-
konakc1
acisindan on plana cikmaktadir. KKKA bulasindan
sorumlu kenelerin aktif oldugu nisan ve ekim aylar

temasinin engellenmesi korunma yollan

arasinda miimkiin oldugunca kenelerin bulundugu
alanlardan uzak kalinmalidir. Bu alanlarda bulunan
kisiler belirli araliklarla viicutlarin1 kene acisindan
kontrol etmeli yapisan keneler kesinlikle ezilmeden
uygun sekilde cikartilmalidir. Bu calismada kene
tutunmasina maruz kalan

olgularin % 72’sinin

yapisan keneleri aksam evlerinde fark ettikleri
goz Online alinacak olursa, tarim ve hayvanlikla
ugrasan kisilerin is donist evlerinde giinliik olarak
kene kontrolii yapmalarinin 6nemi ve gerekliligi
ortaya cikmaktadir. Bu alanlarda bulunacak kisilerde

repellent denilen bocek kovucular da kullanilabilir

Q).

Bu calismanin 1s18inda 6zet olarak;

Kene yapismasi ve KKKA olgularn en sik Mayis-
Agustos aylan arasinda goriilmekte ve en cok tarim
ve havyacilikla ugrasanlar etkilemektedir. Bu
nedenle, bu kisilerin kene yapismasina karsi alinacak
onlemler konusunda egitilmeleri blylik 6nem arz

etmektedir.
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Kene yapismasi olgularinin cogunlugu

viucutlarindaki keneleri aksam is donusu yaptiklan
viicut kontroliinde tespit ettiklerinden bunun 6nemi
egitim

calismalarinda ozellikle vurgulanmalidir.

KKKA gelisen ¢ olguda keneler viicudun sirt
lokalizasyonunda KKKA gelistikten sonra hekim

tarafindan fark edilmis olup ozellikle gozle

gorilmeyen vicut bolgelerinin el veya ayna
yardimiyla kontrol edilmesinin onemi anlatilmalidir.
Yine ates sikayetiyle gelen hastalarin kene yapismasi
acisindan sorgulanmasi ve muayene edilmeleri,
sipheli olgularda KKKA

tetkiklerinin yapilmasi onerilebilir.

acisindan  hemogram

Bu calismadaki bir olguda oldugu gibi KKKA
klinik
laboratuvar bulgulan

bulgulari olan hastalarda baslangicta

normal olabilmektedir. Bu
olgularin takip altina alinmalari ve bir giin sonra

tetkiklerinin tekrarlanmasi tan1 acisindan onemlidir.

KKKA hastaliginin
calismadaki olgularda 2-5 giin olup, 10 gine kadar

inklibasyon periyodu bu

uzayabilmektedir. Bu nedenle kene yapismasi
KKKA  semptom
ve bulgulann hakkinda bilgi verilmeli ve 10 gin
boyunca herhangi

nedeniyle basvuran olgulara
bir sikayetin ortaya cikmasi

durumunda  hekime  basvurmalarn  konusunda

uyarilmalidirlar.

Bu onlemler, hastaligin gelisme sikligin1 azaltmak,
hastalik gelisen hastalarin tanilarinin ve tedavilerinin
erken donemde yapilmasint saglamak acisindan

onemlidir.
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Cesitli klinik orneklerden izole edilen Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium suslarinin antibiyotik direnci

Murat ARAL!, Nuriye ismihan Ece PAKOZ', ibrahim ARALZ,

Serpil DOGAN!

OZET

Amag: Bu calismada Ocak 2007-Mayis 2010 tarihleri
arasinda Kahramanmaras Siitcli imam Universitesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na cesitli kliniklerden gonderilen
numunelerden izole edilen 158 Enterococcus faecium
ve Enterococcus faecalis suslarinin in vitro antibiyotik
duyarlilik oranlarinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Yontem: Kulturld yapilmak tizere gonderilen ornekler
koyun kanli agara ve eosin methylene-blue (EMB) agara
ekilmistir. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonunda Gram
pozitif kok gorinumiinde, katalaz testi negatif, PYR
testi olumlu koloniler elde edilmistir. Tiim suslar VITEK
2 (bioMerieux, Fransa) identifikasyon yontemi ile tir
diizeyinde tammlanmustir. izole edilen suslarin antibiyotik
duyarliliklann The Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) standartlarina uygun olarak belirlenmistir.
Ayni hastadan izole edilen ardisik suslar test edilmemistir.

Bulgular: 158 ornekten 96’sinda E.faecium,

62’sinde E.faecalis susu izole edilmistir. E.faecalis
ve E.faecium farkli orneklerde benzer oranlarda
bulunmus olup, bu oranlar sirasiyla idrarda
% 55, % 59; kanda % 14, % 17; balgamda % 3, % 6;
yarada % 22, % 23’dir. E.faecium suslarinin % 59’u
idrardan, % 23’u yara orneklerinden izole edilmistir.
E.faecalis susu ampisilin, klindamisin ve trimetoprim/

sulfametoksazole % 100 direncli bulunmustur. izole

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate
the in vitro antimicrobial susceptibility of Enterococcus
faecalis and Enterococcus faecium strains isolated from
158 clinical samples of in-patients from various clinics
of the Kahramanmaras Sutcu Imam University Medical
Faculty Hospital between January 2007 - May 2010.

Method: Sheep blood agar and eosin methylene-blue
(EMB) agar were used for culturing. At the end of 18-24
hours incubation at 37°C, Gram-positive cocci colonies
with negative catalase test and positive PYR test were
obtained. Species-level identification of these strains,
were identified by VITEK 2 (bioMerieux, France) method.
The antibiotic susceptibility of isolated strains are
defined according to of Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) standards. Multiple isolates from the
same patient has not been tested.

Results: Total of 158 strains were isolated and, 96 of
them were E.faecium and 62 were E.faecalis. E.faecalis
and E.faecium strains isolated from different samples have
got similar rates which were very close to each other.
E.faecalis and E.faecium strains were isolated 55%, 59% from
14%,17% from blood; 3% and 6% from mucus; 22%,
23% from wound, respectively. It was determined that 59% of

urine;

E.faecium strains isolated from urine and 23% from wounds.
E.faecalis strains were determined as resistant to ampicillin,
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edilen suslar ardisik olmayip enfeksiyon etkeni olarak
kabul edilmislerdir. Calismanin yapildigi donemde
vankomisin direncli

enterokok salgint olmamistir.

Vankomisin ve teikoplanin direnci E.faecalis icin
saptanmazken, E.faecium icin sirasiyla % 7 ve % 6
oraninda belirlenmistir. Linezolid direnci de her iki
sus icin oldukca disiuk oranda (% 2-3) saptanmistir.
Enterokok suslari en sik cocuk hastaliklar1 (% 34) ve
cerrahi kliniklerinden (% 27) gonderilen numunelerden

izole edilmistir.

Sonug: Sonuc olarak, E. faecium ve E.faecalis
suslarinin vankomisin, teikoplanin ve linezolidine diger
antibiyotiklere gore daha yiiksek duyarlilikta oldugu
gozlenmis ve tedavide kullanimi uygun bulunmustur.
Fakat
hastanelerin kendi antibiyogram degerlendirmelerine

direnc oranlann gozardi edilmemeli ve

gore antibiyotik kullanim politikas1 olusturmalan

gerekmektedir.

Anahtar
Enterococcus faecalis, vankomisin, teikoplanin, linezolid,

Sozciikler: Enterococcus  faecium,

antibiyotik direnci

GIRIS

insan bagirsagi, agiz, vajina, lretra ve safra
yollarinda normal flora eleman olarak bulunan

enterokoklar; dusuk virilansa sahip olmalarina
ragmen hastane enfeksiyonlarinda ve toplum kokenli
enfeksiyonlarda giderek artan siklikta etken olarak
(1,2).

dikkatlerin enterokoklar {zerinde yogunlasmasinin

saptanmaya baslanmislardir Son yillarda

nedeni sadece hastane enfeksiyonlarina yol
acmalarn ve toplum kokenli enfeksiyonlarda daha sik
saptanmaya baslanmalar degil, ayn1 zamanda bircok
antibiyotige kars1 belirgin ve artan derecede direnc

kazanmalandir (3).

Son yillarda enterokok tirlerinde ampisilin

ve penisiline direnc artist gozlenmekte, ayrica
vankomisine direncli suslara da rastlanmaktadir.

Ozellikle vankomisine direncli suslarin diger bircok
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clindamycin, and trimethoprime/sulfamethoxazole (100%).
The isolated strains were recognized as cause of infection is
not consecutive. Has not been an outbreak of vancomycin-
resistant enterococci in the study was conducted. Although
vancomycin and teicoplanin resistance was not determined
for E.faecalis, resistance rate for E.faecium were 7% and 6%,
respectively. Linezolid resistance is also quite low for both
strains (2-3%). The most of enterococci strains were isolated
in the samples submitted from pediatrics (34%) and surgical
clinics (27%).

Conclusion: As a result, E. faecium and E. faecalis
strains were observed with a higher sensitivity to

vancomycin, teicoplanin and linezolid than other
antibiotics and were found as appropriate for
treatment. However, resistance rates should not

be ignored and each hospitals should establish their

antibiotic policies according to assessing their

antibiogram evaluations.

Keywords: Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis, vancomycin, teicoplanin, linezolid, antbiotic

resistance

antibiyotige de direncli olmas1 tedavide giicliiklere
neden olmaktadir (4). Ulkemizde vyapilan bazi

arastirmalarin  sonuclari, enterokok suslarindaki
antibiyotik direncinin goz ardi edilemeyecek diizeyde

oldugunu gostermektedir (5,6).

Bu calismanin amaci hastanemizde cesitli
kliniklerden izole edilen Enterococcus faecium ve
Enterococcus faecalis suslarimin  antimikrobiyal
direnc oranlarini belirlemek ve bu konuda yapilan

cesitli calismalara katkida bulunmaktir.

GEREC ve YONTEM
Kahramanmaras ~ Siitci  imam  Universitesi
Tip  Fakiiltesi Hastanesi Tibbi  Mikrobiyoloji

Laboratuvari’na Ocak 2007-Mayis 2010 vyillan



M.ARAL ve ark.

arasinda farkli kliniklerden gonderilen numunelerden
izole edilen 158 enterokok susu calismaya dabhil
edilmistir.  Kultird yapilmak lizere gonderilen
ornekler koyun kanli agara ve eosin methylen blue
agara (EMB) ekilmistir. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon
sonunda Gram pozitif, katalaz testi negatif, PYR
testi  (L-pirolidonil-B-naftilamid) olumlu suslar
enterokok olarak tamimlanmistir. Tiim suslarin VITEK
2 (bioMerieux, Fransa) yontemi ile tur diizeyindeki
tanimlamas1 yapilmis ve antibiyotik direnc oranlarn
CLSI (The Clinical and Laboratory Standards Institute)

standartlarina gore belirlenmistir.

BULGULAR

izole edilen 62 E.faecalis ve 96 E. faecium tiirlerinin
orneklere gore dagilimi Tablo1’de gosterilmektedir.
Saptanan enterokoklarin % 39’u E.faecalis, % 61’i
(% 55) hem de
E.faecium (% 59) suslan en sik idrar orneklerinden

E.faecium’dur. Hem E.faecalis
izole edilmistir.

Tablo 1. Enterokok tiirlerinin 6rneklere gore dagilimi [n (%)]

idrar 34 (% 55) 57 (%59) 91 (% 58)
Kan 9 (% 14) 16 (% 17) 25 (% 16)
Balgam 2 (%3) 6 (%6) 8 (%5)
Yara 14 (% 22) 13 (%23) 27 (% 17)
Diger* 3 (%4) 4 (% 4) 7 (% 4)
Toplam 62 (% 39) 96 (% 61) 158

*Sperm, vajen, kateter ucu, tip ucu

izole edilen suslar en sik hastanemizin cocuk
hastaliklar1 (% 34) ve cerrahi kliniklerinden (% 27)
gonderilen orneklerden saptanmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. izole edilen enterokok suslarinin kliniklere gére
dagiimi [n (%)]

Klinikler n (%)
Cocuk Hastaliklar 54 (% 34)
Cerrahi 43 (% 27)
Yogun Bakim 31 (% 20)
Dahiliye 15 (%9)
Ortopedi 6 (%4)
Uroloji 3 (%2)
Diger* 6 (%4)
Toplam 158

*Acil, Dahiliye, Gogiis Hastaliklar, Kulak-Burun-Bogaz (KBB)

izole edilen 62 E.faecalis

klindamisin ve trimetoprim/sulfametoksazole %100

susu ampisilin,

direncli bulunurken vankomisin, teikoplanin ve
imipeneme ise herhangi bir diren¢ saptanamamistir.
Diger antibiyotiklere ise % 3 ile % 56 arasinda direng

belirlenmistir (Tablo 3).

izole edilen 96 E.faecium susunun ise eritromisin,
trimetoprim/sulfametoksazole %100, ampisilin (% 92),
klindamisin (% 99) ve imipeneme (% 94) ise yliksek
oranda direncli oldugu belirlenmistir. Linezolid
(% 2), teikoplanin (% 6) ve vankomisin (% 7) gibi
antibiyotiklere ise dusiik oranda direnc bulunmustur

(Tablo 3).

TARTISMA

Enterokoklarin en onemli 6zelligi, Gram pozitif
bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan bircok
antimikrobiyal ajana karst kismi veya tam direnc
gostermeleridir (1). Enterokoklarin bircok antibiyotige
dikkat
cekici bir sekilde yeni mekanizmalarla antibiyotik
aktarabildigi
bilinmektedir (7). Bu nedenle klinik orneklerden izole

intrensek direnc gostermelerinin yaninda,
direnci olusturdugu ve bu direnci

edilen enterokoklarin duyarliiginin saptanmasi uygun
tedavinin secilebilmesi icin buyuk onem tasimaktadir

1).
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Tablo 3. izole edilen 158 enterokok susunun tiirlere gore antibiyotik direnc oranlar [n (%)]

Antibiyotik direnc¢ oranlar

Toplam direng oram

Antibiyotik

E.faecalis [n (%)] E.faecium [n (%)] Toplam [n (%)]
Ampisilin 62 (% 100) 88 (%92) 150 (% 95)
Siprofloksasin 17 (% 27) 66 (% 69) 83 (% 52,5)
Klindamisin 62 (% 100) 95 (% 99) 157 (% 99)
Eritromisin 35 (% 56) 96 (% 100) 131 (% 83)
Yiiksek Diizey Gentamisin 10 (% 16) 58 (% 60) 68 (% 43)
Yiiksek Diizey Streptomisin 26 (% 42) 62 (% 65) 88 (% 55)
Imipenem 0 (%0) 90 (% 94) 90 (% 57)
Linezolid 2 (%3) 2 (%2) 4 (%2,5)
Moksifloksasin 16 (% 26) 63 (% 65) 79 (% 50)
Trimetoprim/sulfametoksazol 62 (% 100) 96 (% 100) 158 (% 100)
Teikoplanin 0 (%0) 6 (%6) 6 (%3)
Vankomisin 0 (%0) 7 (%7) 7 (% 4)

*Orta duyarli suslar direncli olarak kabul edilmistir.

Enterokoklarin her tiir nozokomiyal enfeksi-
yonlardan, ozellikle Uiriner sistem enfeksiyonlarindan
izolasyon siklig1 gittikce artmaktadir.

yapilan arastirmalarin cogunda enterokoklar en sik

Ulkemizde

idrardan izole edilmislerdir (8-11). Mert-Din¢c ve
ark. (12)’nin yaptig1 calismada E. faecium susu % 100
oraninda idrardan izole edilirken, idrar orneklerinde
E.faecalis susuna hi¢ rastlanmamistir. Aym calismada
E.faecalis % 62,5 oran ile en sik kandan saptanmistir.
Gazi ve ark. (13)’nin yaptig1 calismada ise E.faecalis
susu % 60 oraninda en sik idrardan izole edilirken
E.faecium susu % 100 oraninda kateter ucundan,
% 50 oraninda kandan ve % 40 oraninda idrardan
izole edilmistir. Aykut-Arca ve ark. (14)’nmin yaptig
calismada ise E.faecalis suslan % 13,48 ile en sk
idrardan, ikinci siklikta (% 12,3) yara orneklerinden
izole edilmistir. E.faecium suslan ise % 18,47 oram
ile en sik idrardan izole edilirken, yara orneklerinden
ise % 14,36 oraninda izole edilmistir. Calismamizda
ise diger calismalarla uyumlu olarak E.faecalis ve
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E.faecium suslarina sirasiyla % 55 ve % 59 oranlaryla
en sik idrarda rastlanmistir.

Ulkemizde yapilan calismalarda beta-laktam

antibiyotiklere direncli enterokoklarin giderek
arttigina dikkat cekilerek, bu artista penisilinlere
direncli, beta-laktamaz iiretmeyen suslarin rol aldig
gosterilmistir (11). Penisilin ve ampisilin direncini
Gazi ve ark. (13) % 46 ve % 46, Ruhi ve ark. (15) % 60,8
ve % 31,8, Esen ve ark. (8) % 51 ve % 33 oraninda
saptamislardir. Mert-Ding ve ark. (12)’nin yaptig
calismada ise enterokok enfeksiyonlarinin ampirik
tedavisinde onemli bir secenek olan ampisiline direnc
E.faecalis suslarinda %3, E.faecium suslarinda ise
% 89 bulunmustur. Meric ve ark. (16) ve Kacmaz ve
ark. (17) ampisilin direncini E.faecalis izolatlarinda
sirasiyla % 4 ve % 11, E.faecium izolatlarinda ise
sirastiyla % 78 ve % 77 olarak tespit etmislerdir.
Ulkemizde yapilan ve tiir

calismalarda ise enterokoklarin ampisilin direnci

tayinin  yapilmadigi

% 23 ile % 70 arasindadir (1,18). Simonsen ve ark.
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(19) ve Hallgren ve ark. (20) calismalarinda ampisilin
direncini E.faecium suslarinda sirasiyla % 49 ve %74
olarak tespit ederken, her iki arastirma grubu da
E.faecalis  izolatlarinda hi¢c ampisilin direncine
rastlamamislardir. Rodriquez ve ark. (21) ise ampisilin
direncini E.faecalis

suslarinda % 1, E.faecium

suslarinda ise % 80 olarak bulmuslardir. Bizim
calismamizda ise ampisiline direnc, E.faecalis ve
E.faecium suslarinda sirasiyla % 100 ve % 92 oraninda
bulunmustur. E.faecalis ’in E.faecium’a gore direnc
orant daha vyiiksek olmakla birlikte, her ikisinin
de ampisiline direnc oranlari beklenenin lizerinde
bulunmustur. E.faecalis suslarindaki ampisilin direnci
ise beklenenin cok Uzerindedir. E.faecalis suslarinda
ampisiline bu denli yliksek oranda direnc bulunmasinin
nedeni hastanemizde CLSI standartlarina gore kisith
bildirim yapilmasina ragmen kliniklerin ¢cogunun bu
bildirimi dikkate almamasindan kaynaklanmis olabilir.

Yiksek diizey aminoglikozid direncinin giderek
enterokoklarin  neden

yayginlasmasi, oldugu,

aminoglikozidlerin sinerjik etkisi beklenen

enfeksiyonlarin tedavisinde o©nemli bir sorundur.
Clinkii boyle bir direncin varliginda penisilin ve
aminoglikozid kombinasyonunun etkisi ortadan
kalkar. Bu nedenle enterokoklar ile olusan agir
enfeksiyonlarda yliksek diizey aminoglikozid direncinin
belirlenmesi gerekmektedir (7). Calismamizda yliksek
diizey gentamisin ve yiksek diizey streptomisin
direnc oranlan E.faecalis susunda sirasiyla % 16 ve
% 42 iken, E.faecium susunda ise sirasiyla % 60 ve
% 65’tir. Mert-Dinc ve ark. (12)’nin yaptig1 calismada
ayn1 antibiyotiklere diren¢ oranlarini yine sirasiyla
E.faecalis susunda % 14 ve % 11 bulurken, E.faecium
susunda ise % 52 ve % 61,5 bulmuslardir. Meri¢ ve
ark. (16)’nin yaptig1 calismada E.faecalis suslarinda
yiksek diizey gentamisin ve streptomisin direnc
oranlar sirasiyla % 13 ve % 22 belirlenirken, E.faecium
suslarinda direnc oranlan % 41 ve % 67 belirlenmistir.
Kacmaz ve ark. (17)’nin yaptigi calismada da yiiksek
duzey gentamisin direnc oranlan E.faecalis icin
% 8 iken E.faecium icin % 41 olarak saptanmistir.

Karadenizli ve ark. (22)’nin enterokok turlerine gore
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yiiksek diizey aminoglikozid diizeyleri lizerine yaptig
calismada da E.faecalis suslan icin yuksek dizey
gentamisin ve yiksek diizey streptomisin direnc
oranlan sirasiyla % 7,5 ve % 6,4 olarak, E.faecium
suslar icin % 25,6 ve % 11,6 olarak belirlenmistir.
Calismamizda elde edilen yiiksek duzey gentamisin
ve streptomisin direnc oranlar, tlkemizde bu konuda

yapilan calismalarin bulgulariyla uyumlu bulunmustur.

Teikoplaninin ve vankomisinin halen enterokoklara
en etkili antibiyotikler oldugunu bildiren ¢ok sayida
yayin bulunmasina karsilik, vankomisine direncli
suslarin sayisinda onemli oranlarda artis oldugu da
bildirilmektedir (23-29). (30)’nin
yaptig1 calismada incelenen 72 E.faecalis ve 31
E.faecium susunda vankomisin direnci saptanmamistir.

Mert-Dinc ve ark. (12) calismalarinda tum suslarn

Ulusoy ve ark.

vankomisin ve teikoplanine duyarli bulmuslardir.
Gazi ve ark. (13) vankomisine direnci % 1 oraninda
saptamislar ve direncli suslarin E.faecium oldugunu
tespit
E.faecalis suslarina en yuksek duyarliik teikoplanin
ve vankomisine bulunmustur.

etmislerdir. Calismarmzda E.faecium ve

E.faecalis  suslan
teikoplanin ve vankomisine % 100 duyarliyken,
E.faecium suslan bu antibiyotiklere sirasiyla % 6 ve
% 7 oranlarinda direnc gostermektedirler. Buna gore
belirttigimiz direnc oranlar literatiirle uyumludur
fakat E.faecium suslarinda gorilen direnc oranlarinin
yuksek olmasi dikkat cekicidir. Budonemde vankomisin
enterokoka baglh

direncli hastane enfeksiyonu

gelismemistir.

Linezolid oksazolidinonlar simifindan yeni bir
antibiyotik olup klinik acidan 6nemli tim Gram pozitif
bakterilerekarsimikemmelin-vitroaktiviteyesahiptir.
Linezolid direnci ile ilgili yapilan yurtdisi kaynakl
yayinlarda hi¢ direnc saptamayan calismalar oldugu
gibi linezolid direncinin (enterokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan

diger antimikrobiyallerin

aksine) E.faecalis suslarinda E.faecium suslarina
gore daha fazla oldugunu gosteren calismalar da
mevcuttur (20,21,31-33). Dilek ve ark. (34)’min yaptig

calismada ise enterokok suslarinda linezolide direnc
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saptanmamistir. Bizim calismamizda linezolid direnci
E.faecalis suslarinda (% 3) E.faecium suslarina oranla
(% 2) daha yiiksek bulunmustur. Linezolide kars
spontan mutasyon sonucu diren¢ gelisimi oldukca
disuk olmasina karsin linezolidin suboptimal dozlarda
kullanmilmasinin direncli suslarin ortaya cikmasina
neden olacag bildirilmektedir (35). Bu nedenle diger
antibiyotiklerde oldugu gibi linezolidin de uygun
dozlarda ve gerekli endikasyonlarda kullanilmasi
gerekmektedir.

Siprofloksasinin enterokoklara in-vitro aktivitesi
olmasina ragmen, bakterisidal olmamasi nedeniyle
tedavide kullanimi (13)
calismalarinda kinolon siprofloksasin  ve
levofloksasin direnclerini arastirmislardir. Buna gore

simirlidir.  Gazi ve ark.

grubu

E.faecalis
direnci sirasiyla % 44 ve % 23 oraninda bulunurken,
E.faecium

suslarinin siprofloksasin ve levofloksasin
suslarinin bu  antibiyotiklere direnc
orani sirasiyla % 39 ve % 21’dir. Calismamizda ise
siprofloksasine direnc E.faecium icin % 69, E.faecalis
icin % 27 oraninda saptanmistir. Kinolon turevi bir
antibiyotik olan moksifloksasine direnc oranlarinin
ise  siprofloksasine oldugu
belirlenmistir. Bu oranlar E.faecium susunda % 65 ve

benzer oranlarda

E.faecalis susunda % 26 oranlarinda bulunmustur.
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Makrolid grubu antibiyotikler ve klindamisine

kars1 gerek E.faecalis gerekse E.faecium icin

belirlenen direnc oranlarnn oldukca yiksektir
(% 40-% 100) (30). Benzer sonuclar Pesce ve
ark. (36) tarafindan da bildirilmistir. Bizim

calismamizda ise bu calismalara benzer olarak;
makrolid grubu antibiyotik olan eritromisine
direnc E.faecalis ve E.faecium suslar icin sirasiyla
% 56 ve % 100 oraninda bulunurken, klindamisine
diren¢ ise sirasiyla % 100 ve % 99 oraninda

bulunmustur.

Sonuc olarak, enterokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan c¢esitli
bircogunda degisik direng
belirlenmistir. Ozellikle ampisilin
bulunmas1  dikkat
teikoplanin ve

antibiyotiklere

antibiyotiklerin
oldugu
direncinin

oranlan
yiiksek oranda
Vankomisin,
diger
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cekicidir.
linezolidin
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gozlenmistir

gore
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uygun

yiksek
sahip

kullanimi bulunmustur.
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Alt goz kapaginda sarbon

Recep TEKIN',

Mustafa Kemal CELEN?, Vuslat BOSNAK2, ihsan CACA3, Celal AYAZ2

OZET

Esas olarak ot yiyen hayvanlarin hastaligi olan sarbon,
insanlara enfekte hayvanlardan bulasan bir zoonozdur.
Bu hastaligin en sik goriilen formu, olgularin yaklasik
% 95’inde saptanan deri sarbonudur; alt g6z kapag
tutulumu ise nadirdir. 17 yasindaki kadin hastanin sag alt
g6z kapaginda kasintili ve eritemli papiil seklinde baslayan
ve daha sonra kapagin tamamina yayilan, 6demin de eslik
ettigi lezyon mevcuttu. Alinan materyalde zincir seklinde
Gram pozitif basiller goriildii, ancak kiltirde ireme
olmadi. Orbital bilgisayarli tomografide periorbital
bolgede yumusak doku sisligi saptandi. Lezyonun tipik
olmas1 ve Gram pozitif basiller goriilmesi ile hastaya
deri sarbonu tanisi kondu. Hastanin baslangic ve idame
tedavisi icin ampisilin/sulbaktam verildi. Hastanin iki
hafta sonraki kontroliinde her hangi bir komplikasyon
gelismeden tamamen iyilestigi gozlendi. Periorbital
sarbon olgularinda tedaviye ragmen skatrisyel ektropion
lagoftalmus benzeri komplikasyonlar gelisebilir.
Erken tanm konulup antibiyotik tedavisine baslanmasi
komplikasyon olusumunu anlamli derecede azaltabilir. Bu
olgu sunumunda sarbon hastaliginda nadir olarak gériilen,
alt g6z kapagi sarbonlu bir olgu rapor edilmis olup, tam
ve tedavi yaklasimlari degerlendirilmistir.

ve

ABSTRACT

Anthrax is mainly a disease of grass-eating animals
and this zoonosis is transmitted to humans from infected
animals. Cutaneous anthrax is the most common form, and
it constitutes approximately 95 % of the cases but lower
eyelid involvement is uncommon. A 17 year old female
patient had an itchy and erythematous papule started on
right lower eyelid and later spreaded to the entire cover,
and a lesion accompanied by edema. Gram-positive
bacilli in the chain form were seen in the material but
the culture was negative. Orbital computed tomography
showed periorbital soft tissue swelling in the region. Since
the lesion is typical and Gram-positive bacilli were seen,
the patient was diagnosed as skin anthrax. The initial
and maintenance treatment of patient was planned with
intravenous ampicillin/sulbaktam. After two weeks the
patient has been found as completely healed without any
complication. In periorbital anthrax cases complications,
such as scatrisyel ectropion and lagoftalmus may develop
even the treatment. Early diagnosis and antibiotic
treatment can significantly reduce the developments of
complications. We report a case of lower eyelid antrax
which is rarely seen and evaluation of applications
regarding diagnosis and treatment.

Anahtar Sozciikler: Sarbon, deri sarbonu, goz Keywords: Anthrax, cutaneous anthrax, eyelid,
kapagi, tani, tedavi diagnosis, treatment
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GIRIS

Sarbon; Bacillus anthracis’in neden oldugu
insanlarda nadir gorilen bir hastabiktir. Sarbon
temel olarak bir hayvan hastalig1 olup, hayvancilikla
ugrasan kisilerde daha sik goriilmektedir. Enfekte
hayvan ile direkt temas veya etinin yenilmesi veya
sporlarin inhale edilmesiyle insana bulas olmaktadir.
Sarbon insanda; deri, akciger ve gastrointestinal
sarbon olmak uzere Uuc farkli formda gorulur.
insanlarda goriilen sarbonun yaklasik % 95’ini deri
sarbonu olusturmaktadir. Deri sarbonu en cok bas,
boyun ve ust ekstremitede goriilmekte olup, alt goz
kapag tutulumu ise nadirdir (1-3). Periorbital sarbon
olgularinda tedaviye ragmen skatrisyel ektropion ve
lagoftalmus benzeri komplikasyonlar gelisebilir. Erken
tam ve tedavi, komplikasyon olusumunu anlamb
derecede azaltabilir (2). Bu olguda; alt g6z kapaginda
gelisen sarbonun tan ve tedavisi rapor edilmektedir.

OLGU

Onyedi yasindaki bayan hasta dort guindir devam
eden ates yiksekligi, gozde sislik ve kizanklik
sikayeti ile klinigimize yatinldi. Sag alt g6z kapaginda
kasintili ve eritemli papul seklinde baslayan ve daha
sonra alt goz kapagina yayilan, 6demin de eslik ettigi

Sekil 1. Alt g6z kapaginda 6dem, llsere lezyon ve siyah
eskar
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GOZ KAPAGINDA SARBON

lezyonu oldugu ogrenildi. Hikayesinde on giin once
asisiz kuciik bas hayvan kesimi ve post yuzme oykusu
mevcuttu. Yatis esnasinda yapilan fizik muayenesinde
atesi 38,7°C, TA: 120/70 mmHg, 90/dk,
solunum sayisi: 18/dk, genel durumu orta ve suur
acik idi. Fizik muayenesinde sag goz altinda 1x1
cm capinda eritemli zemin Uzerinde, keskin ve

nabzi:

kenarlan diizensiz, iizerinde nekrozun oldugu siyah
krutlu Ulsere lezyon mevcuttu. Periorbital odem ile
birlikte sag i¢c kantusta priilasyon, sari-kahve renkte
ve hemorajik krutlu Ulsere lezyon ile birlikte yer
yer yalanci vezikiiller mevcut olup (Sekil 1), diger
sistem muayeneleri normal idi. Hastanin lokosit
sayist 16.000/mm?, sedimantasyon hizi
saat, CRP dizeyi 20 mg/dl bulundu. Lezyondan
alinan materyalden yapilan Gram boyamada zincir
seklinde Gram pozitif basiller goruldu (Sekil 2),
ancak alinan kilturde ureme olmadi. Cekilen orbital

17 mm/

bilgisayarli tomografide periorbital bolgede yumusak
doku sisligi saptandi. Lezyonun tipik olmasi ve
Gram boyamada Gram pozitif basiller goriilmesi ile
hastaya deri sarbonu tamis1 kondu. Hastada sekonder
enfeksiyon da disiinildiigiinden ampisilin/sulbaktam
6 g/guin basland1. Tedavinin yedinci gununde hastanin

& 4

.\\
L

Yy

Sekil 2. Lezyonun gram boyamasinda gorilen zincir seklinde
gram pozitif basiller
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periorbital 0demi azaldi ve lulsere lezyon siyah,
keskin simirli skar halini aldi. Antibiyotik tedavisi
ondort giine tamamlanan hasta daha sonra kontrole
gelmek Uzere taburcu edildi. Hasta iki hafta sonra
kontrole geldiginde krutun kendiliginden diismiis
oldugu, yerinde graniilasyon dokusunun kaldigi, ancak
g0z kapaklarinda herhangi bir patoloji gelismedigi
saptandi.

TARTISMA

Ulkemizin Dogu ve Giineydogu Anadolu Bélgesinde
yaygin olan kontrolsiiz hayvancilik nedeniyle deri
sarbonu bu bolgelerde endemiktir (4). Deri sarbonu
siklikla hasta hayvanlarin kesilmesi sirasinda direkt
temasla deri bitiinligliniin bozuldugu bir bolgeden
basilin viicuda alinmasi ile olusur. Tipik periorbital
sarbon Ust g0z kapagindan baslar, alt kapak ve
yanaga dogru yayilir (1,2).
kapaginda baslayan lezyon vardi. Deri sarbonunda

Olgumuzda ise alt goz

ilk bulgu, enfeksiyon alanindaki yaygin ve ciddi
odemdir. Odem karakteristik olarak gode birakmaz
ve agrisizdir. Periorbital bolgede yerlesen lezyonlarda
odem fazladir ve yayilma egilimi gosterir. Odem
boyuna ve goglis on duvarina vyayilabilir.
hafta icinde gelisir.
GOz kapagindaki bu lezyon, skar ve kontraktiire

yiize,
Tipik eskar bir ile iki
sebep olmakta ve
acabilmektedir (5). Hayvanlar ile siki temas hikayesi

skatrisyel ektropiona yol
olan tiim sarbon vakalarinda goz kapaginin olaya
kanistig1 bildirilmistir (1,2). Hastamizda da hayvan
kesimi ve temizleme oOyklisi mevcuttu. Sarbon
cogunlukla tarimsal ve hayvansal iiretim islerinde
calisan iscilerin mesleki hastaligi olup, ozellikle bu
popiilasyonun g6z kapagi ve orbita enfeksiyonlarinin
ayiricl tanisinda goz oniinde tutulmalidir (6). Ayinc
tamida, karbonkiil, erizipel, selilit, nekrotizan
selllitler, primer sifiliz sankirn, orf, tularemi ve
tropikal Ulser disunilmelidir (1).

Sarbonun her g klinik formu da tedavi edilmedigi

takdirde oldiriicu olabilir. Bu nedenle sarbonda erken
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tan1 ve tedavi onemlidir. Tedavi edilmeyen olgularin
% 10-20’sinde sepsis gelisir ve olumle sonucglanir
(7). Uygun antibiyotik tedavisi, havayolu acikliginin
saglanmas1 ve uygun steroid tedavisi ile olim oram
% 1’den dusiiktiir (5). Hastaligin tanmisi, basilin kiiltiirde
uremesi veya direkt yaymada gorulmesi ve PCR ile
konur. Son yillarda sarbon tamisinda PCR giderek
daha fazla kullamlmaya baslanmistir. B.anthracis
in vitro bir cok antimikrobiyale duyarlidir. Penisilin,
amoksisilin,  vankomisin,

amikasin, tetrasiklin,

eritromisin, kloramfenikol, sefalosporin ve

siprofloksasinin in vitro B.anthracis suslarina
etkili olduklar1 gosterilmistir. Tedavide yuksek doz
parenteral penisilin ilk tercih edilecek antibiyotiktir.
Engin ve arkadaslarinin yapmis olduklarn 39 vakalik
bir seride, deri sarbonu olan hastalarin buyuk
cogunlugunun penisilin ile tedavi edilmis oldugu,
uc hastanin yaygin 6édemden dolay1 steroid tedavisi
aldigr; iki-dort giin icinde genel durumda diizelme ve
o0deminde azalmanin, tedavinin etkili oldugunun en

onemli gostergesi oldugu belirtilmistir (3).

Deri sarbonunda cerrahi insizyon yapilmasi
semptomlarin artmasina ve lezyonun genislemesine
yol actigindan kesinlikle yapilmamalidir. Topikal

antibiyotik  uygulamasinin  etkisi  yoktur.  Deri
lezyonunun lokal pansumaninin yapilmasi ve gazli
bezle kapatilmasi yeterlidir (8). Goz kapagin tutan
cilt sarbonunda, cogu zaman antibiyotikler ile sistemik
semptomlarda diizelme, skatrizasyon ve eskarin
progresyonunda durma olmaktadir (1). Bracham,
lezyona cerrahi girisimde bulunulmamasi gerektigini,
aksi takdirde bunun baska bir yerde enfeksiyonun
yayilmasina ve semptomlarin siddetlenmesine neden
olacagini bildirmistir (5). Soysal ve ark. ise yliksek doz
penisilin ile tedavi ettikleri sarbon vakasinda, alt g6z
kapaginda skatrisyel ektropion gelistigini, daha sonra
tarsokonjonktival rezeksiyon ve tam kat deri grefti
uyguladiklar1 hastalarindan tatmin edici sonuclar
aldiklarim bildirmislerdir (7). Erken ve etkin tedaviye

ragmen, lezyonun derecesine paralel olarak degisik
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oranlarda skatrizasyon gelisebilir. Bizim olgumuzda
ise antibiyotik tedavisi sonrasi lezyonlar geriledi ve
herhangi bir skatrizasyon gelismedi.

Sarbon diinyada gittikce azalan enfeksiyon

hastaliklarindan biri olmasina ragmen, gelismekte

olan Ulkelerde halen sorun olusturmaktadir.

yaygin
sarbon olgularina daha sik

Bolgemizde tarimciik ve hayvanciligin

olmasindan dolay1

rastlanilmaktadir. Kacak hayvanciik ve hayvan

kesiminin online gecilmesi, hayvan yetistiricilerinin
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egitilmesi, hayvanlarin asilanmasi ve kontrollerin
daha
sikiginda azalmaya yol acacaktir. Bununla birlikte

stk yapilmas1 sarbon olgularinin gorilme
ozellikle Ulkemizin Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde calisan hekimlerin, sarbonun bulgu ve
semptomlarin1 kolayca tanimalari, erken ve etkili
bir tedaviye baslanabilmesi
Ozellikle hayvanlar ile siki temasi olan hastalarda

acisindan onemlidir.
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Mikrobiyolojide kullanilan hizli tan1 yontemleri

Zeki ARAS!

OZET

Mikrobiyoloji uygulamalarinda onemli bir yere sahip
olan hizli yontemler klinik, gida ve cevresel orneklerde
bulunan  patojen  mikroorganizmalar ve onlarn
metabolitlerinin erken tespiti, izolasyonu, identifikasyonu
ve sayimi icin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. ilk
olarak 1960’larin ortalarinda gelistirilmeye baslayan
bu yontemler, minyatiirize biyokimyasal, immunolojik,
genetik ve biyosensor tekniklerini kapsamaktadir.
Minyatirize biyokimyasal identifikasyon yontemleri 1965
ile 1975 yillan arasinda gelistirilmis, 1975 ile 1985 yillan
arasinda kalan siire immunolojik test yontemlerinin altin
cag1 olarak adlandinlmistir. Genetik tami yontemleri
ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamalan
1985 ile 1995 yillan arasinda gelisim gostermistir. 1995
yiindan giinimiize kadar ise biyosensor ve mikroarray
test sistemleri, cesitli orneklerde bulunan patojen
organizmalarin direk tanisi amaciyla gelistirilmistir.
Bu derlemede anlatilan immunolojik testler, manuel
ve otomatik ELISA (Enzyme Linked immunosorbant
Assay) testlerini, lateral migrasyon immunoassay, lateks
aglutinasyon testlerini ve immunomanyetik separasyon
yontemlerini kapsamaktadir. Genetik tan1 yontemlerinden
birisi olan PZR, patojen mikroorganizmalarin dogru
tanisim

giiclendirmek icin son yillarda daha da

gelistirilmistir. Hizli testlerin giivenirligi ile ilgili bir cok

ABSTRACT

Rapid methods are an important part of applied
microbiology and are widely used for isolation,
identification, early detection, and enumeration of
pathogen microorganisms and their products in clinical,
food,

which were comprised as miniaturized microbiological,

and environmental samples. These methods

advanced immunological, genetic, and biosensor
techniques were began to be developed in mid-1960s.
The miniaturized microbiological diagnostic kits were
developed from 1965 to 1975. The years of among 1975-
1985 were called the golden age of immunological tests.
The genetic diagnostic methods and polymerase chain
reaction (PCR) applications have developed between
1985 and 1995. Since 1995, the biosensor

and microarray test systems have been developed

the years

for direct detection of pathogen microorganisms in
different samples. The immunological tests described
in this review include manual and automated enzyme
linked immunosorbant assays, lateral migration immuno-
assays, latex agglutination tests and immuno-magnetic
separation assays. PCR process which is one of the genetic
procedures has been improved in order to strenghten
the diagnosis of pathogen organisms. Numerous studies
have been conducted to determine the sensitivity and

specificity of these tests. They have determined that the
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arastirmanin sonuglar gostermistir ki; bu testler ucuz ve
hizlidir ayrica yiiksek o6zgillik ve duyarliiga sahiptirler.
Bu makalede hizli testlerin calisma prensipleri ve

arastirma sonuglarinin karsilastinilmasi sunulmustur.

Anahtar Sozciikler: Hizli yontemler; tani testleri;
ELISA; PZR, biyosensor

GIRIS
Mikrobiyolojik yontemler; geleneksel ve hizli
yontemler olmak uzere ikiye aynlir. Geleneksel

yontemler halen altin standart olarak kabul
edilmektedir. Hizli yontemler terimi, farkl tiplerdeki
minyatirize biyokimyasal kitleri, antikor temelli
serolojik testleri, niikleik asit hibridizasyon kokenli
yontemleri ve biyosensorleri kapsamaktadir. Bu test
yontemleri manuel, yar otomatik veya tam otomatik
kullanima sahiptirler (1, 2). Hizli yontemler; klinik,
gida ve cevresel orneklerde bulunan bakteri, mantar,
virls ve protozoon gibi mikroorganizmalar ile onlara
ait metabolitlerin izolasyonu, identifikasyonu, erken
tanisi, sayimi ve bakterilerin antibiyotiklere olan
duyarliliklarinin ~ belirlenmesinde  kullanilmaktadir
(1). Bu yontemler yiiksek duyarliiga ve ozgiillige
sahip olmali, aynca ucuz ve kisa siirede sonug
vermelidir. Glnumuzdeki yontemlerin tamami bu

sayilan ozellikleri tasimaktadir (2).

hizli
ortalarinda

Mikrobiyoloji  uzmanlan,
1960’larin
baslamislardir. 1970’lerde gelisimi ivme kazanan bu

yontemlerle
ilk olarak tanismaya
yontemlerin ilerlemesi 1980’lerden glinimiize kadar
devam etmistir (1). Hizli yontemlerin yillara gore
gelisimi soyle tamimlanabilir:

1965 - 1975 : minyatirize biyokimyasal identifi-
kasyon yontemlerinin gelisimi,

1975 - 1985 : immunolojik testlerin gelisimi,

1985 - 1995 : molekiiler sistemlerin ve polimeraz
zincir reaksiyonunun (PZR) uygulanmasi,

1995 - ..
lerinin gelisimi (3).

: biyosensor ve mikroarray gibi sistem-
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tests are rapid, highly sensitive, specific and inexpensive

methods. Theoretical information and results of
comparative studies about these methods are described

in detail in this review.

Keywords: Rapid methods, diagnostic test, ELISA,

PCR, biosensor

MINYATURIZE BiYOKIMYASAL iDENTIFIKASYON

YONTEMLERI

Mikroorganizmalarin identifikasyonunda kullanilan
geleneksel biyokimyasal testlerde yogun isgiicii ile
yiksek miktarda ayirac ve besiyeri tiiketilmektedir.
Minyaturize biyokimyasal yontemlerde ise
dehidrate ayiraclar veya kullanima hazir besiyerleri
kullanilmaktadir. Bu teknikler genellikle “modern
biyokimyasal identifikasyon teknikleri” adi ile
anilmakta ve gunlik laboratuvar uygulamalarinda

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (2).

Minyaturize biyokimyasal yontemlerde, pleytlerde
hazir bulunan cesitli sivi veya kati besiyerlerine
saf kiltlrler inokule edilip inkiube edilir ve enzim-
substrat iliskisine baglh olusan renk degisimi ya da
gaz olusumu ile bakteri belirlenir. Sonuclar tam
cizelgeleri ile karsilastinlabilecegi gibi veritabanlan
ile de analiz edilebilir (Sekil 1) (1, 2).

Bilim adamlarn tarafindan, 1960 ve 1970 yillan
arasinda bircok sistem minyaturize edilmis ve tam
amacl kullamlmistir. Son yillarda APl (Biomerieux),
Minitek  (BBL
Microbiology), Crystal ID (Bacto Laboratories), MicrolD

Enterotube  (Becton-Dickinson),
(Remel), RapID (Rapid), Biolog (Biolog Systems) ve
Vitek (Biomerieux Diagnostics) gibi cesitli minyatiirize
ticari tam sistemleri gelistirilmistir. Bu yontemler,
onceleri enterik bakterileri (Salmonella, Shigella,
Proteus, Enterobacter vb.) identifiye etmek icin
tasarlanmisken daha sonralan fermentatif olmayan
bakteriler, Gram pozitifler, anaeroblar ve mayalarin

identifikasyon ve antibiyogramlarini yapabilecek



Z.ARAS

1- Kat1 besiyerinde saf
kiltirin elde edilmesi
ve kullanilacak test kiti
cesidinin belirlenmesi
icin gram boyama
yapilmasi

3- Mikropleyte
inokulasyonun
yapilmasi ve
inkiibasyona
birakilmasi
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2- inokolumun
yogunlugunun
ayarlanmasi

4- Mikropleytin
okunmasi ve
mikroorganizmanin
idendifiye edilmesi

Sekil 1. Minyatirize biyokimyasal yontemlerde islem basamaklari

sekilde gelistirilmislerdir. Bu sistemlerde kullanilan
test kartlan, degisik biyikliktedirler ve antibiyotik
veya degisik
sayida mikro kuyucuklardan olusmaktadirlar. Plastik
kartlarin her gozinde farkli ayiraclar bulunmaktadir.

identifikasyon substratlar1 iceren

Bilinmeyen kiltirin sivi formu plastik kartlarin her
bir goziniin vakum dairesinden verilmekte ve kart bir
inkuibatore kaldirilarak 4-12 saat inkiibe edilmektedir.
Otomatik yontemlerde, sistem belirli siirelerle her bir
kart1 taramakta ve renk degisimi veya gaz olusumunu
her bir goz icin veritabanm ile karsilastirmaktadir
(1-4).

klinik
odaklanmistir.

ilk karsilastirmali  analizlerin  cogu

orneklerinin  degerlendirilmesine

Minyaturize diagnostik sistemlerin  kriterlerinin

belirlenmesi amaciyla vyapilan ilk calismalarda,

minyatiir  sistemlerin  geleneksel yontemlerden
daha hizli, daha dogru ve daha ucuz olduklan ve
ayrica insan gucunden ve calisma alanindan tasarruf
sagladiklart sonucuna varnlmistir. Baslangicta, hizh
tan kitlerinin her bir goziindeki renk degisimi gozle
okunup daha sonra elde edilen manuel identifikasyon
kodu kullanilarak mikroorganizma belirlenirken, son
zamanlarda diagnostik tam

sirketleri  bilinmeyen

hizl
yapilabilmesi icin bilgisayarli otomatik okuyucular

kiltirlerin  identifikasyonlarinin ve dogru
gelistirmistirler (4).
Mikrobiyolojik yontemlerin  minyaturizasyonu,
materyal ve zaman kazanci ile ticari mikrobiyolojiye
hizli ve kolay calisma imkam saglamistir. Gelistirilen
sistemler ile ozellikle rutin teshis laboratuvarlarinda
kisa sirede fazla sayida ornek islenebilmektedir.
Aynica bu sistemler gelismis laboratuvarlarin cok
sayida kultir islenmesi gereken calismalarinda ve

bircok arastirmada kullanilabilmektedir (1, 4).

Swanson ve Collins (5) tarafindan 503 veteriner
kokenli patojen enterik bakteri kullanilarak yapilan
bir calismada,
olan API
laboratuvarlarinda  kullanilip
arastinlmisti.  Test  Kkiti
% 96’sim1 dogru, % 3’Unli yanlis identifiye etmis ve
% 1’ini identifiye edememistir. Yanlis identifikasyonun
Klebsiella, Enterobacter ve
suslarindan ileri geldigi belirlenmistir. Veteriner ve
beseri izolatlar arasindaki biotip farkliigi da baz

hizli minyatiirize test kitlerinden

birisi 20E’nin veteriner mikrobiyoloji

kullanilamayacagi

veteriner izolatlarin

Escherichia coli

biyokimyasal reaksiyonlar (sitrat kullanmimi gibi)
arasindaki farkliliga baglanmistir.
Turk Hij Den Biyol Derg
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Jayarao ve ark. (6)
calismada, 144 veteriner kokenli Streptococcus susu

tarafindan yapilan bir

(mastitis vakalarindan izole edilmis suslarin dagilimi:
Streptococcus uberis (60), Streptococcus dysgalactiae
(32), Streptococcus agalactiae (15), Streptococcus
bovis (15), Enterococcus faecium (10) ve Enterococcus
faecalis (12)) Vitek Gram pozitif identifikasyon kiti ve
API Rapid Strep system kitleri ile degerlendirilmis elde
edilen sonuclar klasik biyokimyasal identifikasyon
yontemleri ile karsilastinlmistir. Referans suslar
her iki kit ile de dogru identifiye edilmistir. Vitek
Gram pozitif identifikasyon kiti ile toplam 144 susun
% 94,4’U identifiye edilebilirken bu sonucun tirlere
gore dagilimi ise soyle olmustur: S. uberis % 95,
S. dysgalactiae % 93,8, S. agalactiae ve S. bovis
% 93,3, E. faecium % 90 ve E. faecalis % 100. APl Rapid
Strep kiti ile ise % 96,5 dogrulukla identifikasyon
saglanmistir. Suslann biiyiik bir cogunlugu istenilen
identifikasyon seviyesinde identifiye edilmislerdir.
Aynica suslarin identifikasyonlari ortalama 4-8 saatte
gerceklestirilmistir.

AP| sistem birden fazla bakteriyel taksonomik
identifiye kullamlmistir.
Domuzlardan izole edilmis 60 Pasteurella multocida

grubu etmek icin
susu ile yapilan bir calismada, API 20NE testi PZR ile
karsilastinlmis ve API 20NE ile izolatlarin tamami
dogru identifiye edilmistir. Ayrica, APl 20NE test
kiti, APl 20E, APl 50CHB/E ve API ZYM Kkitleri ile

birlikte kullanildiginda izolatlarin alt tiplerini de

belirleyebildigi ve epidemiyolojik calismalarda
kullanilabilecegi bildirilmistir (7).

IMMUNOLOJIK YONTEMLER

Mikroorganizmalarin belirlenmesi ve karekte-

rizasyonunda antikor antijen reaksiyonu yillardir
uygulanmaktadir. Ayrica, disiik molekiiler agirtiga
sahip mikotoksin, pestisit veya veteriner ilaclar gibi
gida kontaminantlarinin belirlenmesinde de tercih
edilmektedir. Bir immunolojik yontemin spesifitesini
olcude
belirlemektedir. immunolojik yontemlerde iic cesit

biiylik kullanilan  antikorun spesifitesi
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antikor  kullamlmaktadir:  Poliklonal antikorlar,
monoklonal antikorlar ve rekombinant antikorlar
(1, 2).

Antijen-antikor reaksiyonu tum patojenlerin
hizli

sistemler yiiksek oranda otomatize edilmisken baz

belirlenmesi icin guclu bir sistemdir. Baz
sistemler ise basit kullanima sahiptir. Bu testler soyle
simflandirlabilir:

1. Lateks Agliitinasyon Testleri

Antikor kapli ve boyali lateks ya da kolloidal altin
partikilleri, hizli serolojik identifikasyon ya da saf
bakteri kultur izolatlarinin teshis ve tiplendirilmesinde
kullamlir. Antijen ile antikorun birlesmesi sonucu
gozle gorulur aglutinasyon sekillenir. Ters lateks
aglutinasyon testleri cozinebilir antijenler icindir ve
cogunlukla toksinlerin aranmasinda kullamlirlar (2, 8).

Papasian ve ark. (8) tarafindan, 191 stafilokok
izolat1 ile yapilan bir calismada, Staph Latex Kit
(Remel), Staphyloslide

(Becton Dickinson Microbiological Systems) rapid

Staphaurex Plus (Murex),

lateks aglitinasyon test kitleri tlip koaglilaz testi ile
karsilastinlmistir. Kitlerin ve tup koagulaz testinin
identifikasyon dogruluk ylizdeleri siras1 ile % 98,4,
% 100, % 99,5 ve % 99,5 olarak bulunmustur.

Lee ve ark. (9) tarafindan, veteriner kokenli 48
Metisilin Direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
izolat1 ile vyapilan bir calismada, MRSA-Screen
lateks aglutination test kiti (Denka Seiken) PZR
Test kitinin

sensitivitesi % 100 olarak bulunmustur.

ile karsilastinlmistir. spesifitesi ve

2. Otomatik ve Manuel ELISA (Enzyme-Linked
immunosorbent Assay) Yontemleri

Antijen antikor reaksiyonunu gerceklestirmek
icin bircok yontem olmasina ragmen son yillarda en
¢ok kullanilan yontem ELISA testidir. Bu yontemde,
antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte ve
immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu
olculmektedir (10, 11). ELISA testinin direkt, indirekt
ve sandvic ELISA gibi farkli sekilleri olmasina ragmen
en sik kullanilani sandvic ELISA yontemidir (1).
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Patojen mikroorganizmalari ve  toksinlerini
belirlemek icin bircok ELISA testi gelistirilmistir.
Fakat bunun yaninda ELISA’nin manuel prosediirii cok
zahmetli oldugu icin son zamanlarda bazi ELISA testleri
(VIDAS, Assurance EIA, Transia Elisamaticll, Detex vb)
tamamen otomatik hale getirilmistir. Bu sistemler ile
Listeria, Listeria monocytogenes, Salmonella, E.coli
0157, stafilakokkal enterotoksin ve Campylobacter
gibi patojen ve toksinleri kisa siirede otomatik olarak
teshis edilmektedir (1, 2).
bircok ELISA kiti yuksek standarda sahiptir ve otomatik

Glnumuzde kullanilan

olarak calistiklar icin hiz ve verimi arttirmakta ve
insan hatalarin1 azaltmaktadirlar (4).

Sewell ve ark. (12), dogal kontamine 44 cig
siit orneginde yaptiklan calismada, Listeria spp.
VIDAS klasik
yontemle karsilastirmislar ve sistemin duyarliigim

arastinlmas1  yonunden sistemini
% 98,1 dzgulliglinu % 97 olarak belirlemislerdir.

Oktay ve ark. (13) tarafindan yapilan bir calismada,
42 kasar peyniri, 42 tereyagi ve 38 kumpir Ornegi
L. monocytogenes ve Salmonella spp. varligi yoniinden
mini-VIDAS ve klasik yontemle incelenmistir. Dogal
kontamine orneklerde L. monocytogenes analizinde
klasik yontemin ozgiilliigli peynir icin % 99, tereyagi
icin ise % 98 olarak belirlenmistir. Bu 6rneklerde mini-
VIDAS sisteminin duyarliligi ve ozgilligi ise % 100
olarak bulunmustur. Gida numunelerinde Salmonella
spp. tayini acisindan mini-VIDAS yonteminin duyarlilig
ve ozgiilligli %100 olarak belirlenmistir. Mini-VIDAS
cihaz1 ile L. monocytogenes ve Salmonella spp.
tayininde hatali sonu¢ alinmamis olmasi buyik bir
avantaj olarak belirtilmis, ayrica cihaz kullaniminin
pratikligi ve tum besiyerlerinin kullanima hazir
olmasinin, isglicli ve zamandan tasarruf sagladig1 da
vurgulanmistir.

3. Lateral Migrasyon immunoassay (immuno-
kromatografi) Yontemi

immunoloji alamindaki diger bir gelisme ise

antijen-antikor iliskisine dayanan “Lateral Flow

Teknoloji”sinin  kullanimidir.  Bu test formatinda

da sandvic prosediri kullamlir fakat ikinci antikor
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lateks partikiilleri veya koloidal altin ile baglanmistir.
Zenginlestirilmis ornek bir seri dairelere transfer
edilir ve yikama islemine gerek yoktur (2).

Bu sistemde, test kiti lic reaksiyon bolgesine
sahiptir. Birinci kuyucuk hedef antijenle reaksiyona
girecek antikorlarnn icerir. Bu antikorlar renk
partikiilleri ile baglanmistir. Sivi formdaki ornek (bir
gece siireyle zenginlestirilmis) bu kuyucuga eklenir
eger oOrnekte aranan organizma varsa antikorlarla
reaksiyona girecektir. Olusan kompleksler kapiller
hareket ile ikinci bolgeye lateral olarak yigilacaktir.
ikinci bolge, hedef antijen ile reaksiyona girebilecek
sekilde diizenlenmis ikinci bir antikor grubu icerir.
Eger aranan mikroorganizma oOrnekte varsa olusan
kompleksler bu ikinci antikor grubunca kaplanacaktir
ve birinci antikor grubunun renk partikiilleri ile kapli
olmasindan dolayr mavi bir cizgi hatti olusacaktir.
Fazla antikorlar Ucilincii bolgeye yigilmaya devam
Uciincii  bolge
reaksiyona girebilen diger bir lglinci cesit antikora
sahiptir. Boylece Ucunci bolgede ikinci bir mavi hat

edeceklerdir. ilk antikorlar ile

olusacaktir. Bu cizgiye “kontrol” cizgisi denilmektedir
ve sistemin calistigin1 gostermektedir (Sekil 2). Tim
bu prosediirler yalnizca 10 dakikada olusmaktadir ve
gercek bir izl testtir (4).

I

Al 1o @
\2 \o/ i,

S J h ' ] — _ e
Poztif Negatif Gegensiz

Sekil 2. Lateral migrasyon immunoassay
C: kontrol cizgisi, T: test cizgisi S: ornek gozu

Bacillus anthracis, E. coli 0157, Salmonella,
Listeria ve Avian influenza gibi patojenlerin cesitli
orneklerden hizli tespiti ve identifikasyonu icin
cesitli testler gelistirilmistir. Ornekler 8-24 saatlik

zenginlestirmeye tabi tutulduktan sonra test kutusuna
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aktanlmaktadir. Sadece kontrol cizgisinin olusmasi
sonucun negatif oldugunu, hem kontrol ¢izgisinin hem
de test cizgisinin olusmasi sonucun pozitif oldugunu
gosterir.

Bird ve ark. (14), cesitli gida orneklerinden
izole ettikleri toplam 1095 E. coli 0157:H7 susunu
kullanarak, Reveal E. coli test kitini klasik yontem
ile karsilastirmislardir. Sonuclar arasinda istatistiksel
olarak (p<0,05) bir fark olmadigini bildirmislerdir.

4.
Teknolojisi

immuno-Manyetik Seperasyon (IMS)

Bu yontemde, metalik partikilleri antikorlarla
kaplanmakta ve milyonlarca metalik partikul stpheli
sivi numuneye eklenmektedir. Ornek bir saat kadar
kanstinldiktan sonra  partikillerdeki —antikorlar
antijen ile baglanmaktadir. Reaksiyondan sonra tiip
manyetik glic kaynagina yerlestirilip partikiller

miknatisin yardimi ile tiipten uzaklastirlir. Daha sonra

=,

Ornek :
1 damla (30 pl)

Antijen kapli
manyetik partikiler

MiKROBIYOLOJIDE HIZLI TANI YONTEMLERI

bu metal partikiller selektif agar, ELISA, PZR ya da
diger mikrobiyolojik yontemler ile saf kiiltiir olarak
elde edilebilirler (Sekil 3). IMS sistem, gidalardan
patojenlerin belirlenmesinde zenginlestirme ve on
zenginlestirme basamaklarindan en az bir gin tasarruf
saglamaktadir (4). Son zamanlarda bircok tani sistemi
(ELISA, PZR vb) immuno-manyetik kaplama sistemi
ile kombine edilmistir. Bu sayede inkubasyon siresi
kisaltitmis ve duyarlilik arttinlmistir (2). Sommerfelt
ve ark. (15) tarafindan yapilan bir calismada, HIV
virisiini tespit amaci ile gelistirilmis Bionor HIV-
1&2 isimli test IMS kitinin spesifitesi ve sensitivitesi
sirastyla % 98 ve % 97,9 olarak bulunmustur.

GENETIK YONTEMLER

Mikroorganizmalarin fenotipik ozellikleri ireme
sartlarina  baglidir.
olarak, 1s1, pH, besin ihtiyaci, oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeli, cevresel ve kimyasal stresler, toksinler

Bu Ureme sartlarina ornek

b I}

_ £

Oda 1sisinda 15 dk
inkiibasyon

inkiibasyon sivisinin
uzaklastirilmasi ve
yikama islemi (2 kez)

Anti-1gG konjugati ile 5 dk

inkiibasyon sivisinin

Substrat ilavesi ile 3 dk inkiibasyon

uzaklastirilmasi ve
yikama islemi (5 kez)

Stop soliisyonunun ilavesi ve sonucunun okunmasi
Pozitif sonug: kirmizi renk olusumu
Negatif sonuc: acik sar1 renk olusumu

inkiibasyon

Sekil 3. immiino-manyetik seperasyon sistemlerinin calisma prensibi
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vb. verilebilir (4). Bakteri ve hicrelerin genotipik
ozellikleri ise cok stabildir. Bakteriyel kiltirlerde
dogal mutasyon oram yiiz milyonda birdir. Son
yillardaki gelismeler genetik testlerde diagnostik
mikrobiyoloji icerisinde identifikasyon ve dogrulayici
testler olarak kullanilmasini saglamistir (2).
Bilinmeyen bir bakteriye ait DNA dizisinin bilinen
bir DNA probu ile hibridizasyonu genetik testlerin
ilk asamasim Genetrak Sistem
(Framingham) DNA
problart kullanilarak tespit edilmesi icin gelistirilmis
hassas bir yontemdir. Stewart ve ark. (16) tarafindan

olusturmustur.

patojenlerin enzimle isaretli

yapilan bir calismada, Salmonella ile kontamine
64 su Ornegi Gold
Salmonella EIA”, “BAX for Screening/Salmonella”
ve “GENE-TRAK Salmonella DLP” test kitleri
karsilastinlmistir.  Test kitlerinin dogruluk oranlar
sirasi ile % 100 (64/64), % 90,6 (58/64), % 100 (64/64)
olarak bulunmustur.

kullanilarak  “Assurance

Polimeraz  zincir reaksiyonu (PZR), cesitli
orneklerde bulunan patojen mikroorganizmalarin
hizli ve dogru teshisi icin son yillarda hizli bir gelisim
gostermistir. Bu yontemde, aranan mikroorganizmaya
ait hedef gen kisa

bolgesinin oligoniikleotid

parcalann  ile amplifikasyonu yapilmakta ve
cogaltilan DNA parcalarn elektroforez yardimi ile
goruntilenmektedir. Bu yontemin, cesitli orneklerde
bulunan mikroorganizmalar teshis etmede, altin
standart olarak kabul edilen kiltir yontemi kadar
glivenilir oldugu tespit edilmistir (17, 18). Bircok
mikroorganizmanin tespit ve identifikasyonu icin cok

sayida PZR protokolu gelistirilmistir.

BiYOSENSOR KOKENLi YONTEMLER

Biyosensorler, biinyesinde biyolojik bir duyargaci
bulunan ve bir fizikokimyasal ceviriciyle birlestirilmis
analitik cihazlar olarak tammlanmaktadir. Biyosen-
sorlerin amaci, bir veya bir grup analit (analiz
edilecek madde) miktariyla orantili olarak sirekli
sayisal elektrik sinyali Uretmektir (19). Biyosensor
bilesenden  olusmaktadir.

sistemleri  U¢ temel
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Bunlar; secici tamma mekanizmasina sahip

“biyomolekiil/ biyoajan”, bu biyoajanin incelenen
maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal
sinyalleri  elektronik

sinyallere  donusturebilen

“cevirici” ve “elektronik” bolumlerdir (4).

Biyosensoriin  gorevi  biyolojik  bir  olayin
elektriksel sinyale dondustirilmesidir. Biyosensorler
biyokomponentler (reseptor) kompo-

nentlerden (transdeeuser) Yapilarinda

ile fiziksel
olusurlar.
gorev alan biyokomponentler cogu kez biyoreseptor
Bunlarin

olarak adlandinlirlar. icinde en vyaygin

kullanilanlar enzimler ve antikorlardir. Enzim -
substrat ve antikor - antijen arasindaki etkilesimin
protein  molekillerine

ilk adim  analitlerin

baglanmasidir (19).

Biyosensorlerin, klinik, teshis, tibbi uygulamalar,
surec denetleme, kalite kontrol, tarim ve veteriner
hekimlik, bakteriyel ve viral teshis, ilac uretimi,
endustriyel atik su denetimi, madencilik, askeri
savunma sanayi gibi alanlarda kullanimi soz konusudur.
Biyosensorler, enzim, mikrobiyal, immuno ve DNA-

sensorler olarak gruplandinlabilirler (4).

“Detex” sistem bu alandaki otomatize edilmis
bir sistem olupelektroimmunoassay biyosensor
teknolojisi kullamlmisti. Tum ayiraclar kullanima
hazir bir sekilde cihazin icinde hazir bulunmaktadir.
Test edilecek ornek test kasetine vyerlestirilir ve
immunolojik reaksiyonlar icin ayirac sekansi otomatik
olarak baslar. Reaksiyonlar tamamlaninca sonug cihaz
tarafindan rapor edilir. Et ve kiltur orneklerinin
sonuclarina gore sensitivite ve spesifite Salmonella
icin sirasiyla % 100 ve % 99, Campylobacter icin % 99
ve % 99 bulunmustur (4).

SONUC

Hizli yontemler, yogun numune akisinin oldugu
gida ve hastane laboratuvarlar basta olmak lizere
tim mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin bir
Ozellikle

gelisimi ivme kazanan PZR yontemi, bircok patojen

sekilde kullanilmaktadir. son yillarda

mikroorganizmanin gen sekanslarinin belirlenmesi
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ile yaygin bir
Bu yontemle bir gun gibi kisa bir sire icerisinde

kullanim alanina kavusmustur.

sonuc verilerek zaman tasarrufu da saglanmaktadir.

Gelecekte, biyosensor cesitlerinin gelismesiyle,
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Su kalitesinin iyilestirilmesinde ozon kullanimi
ve kimyasal etkileri

Sibel UZUN'

OZET

Ozon glinimiizde su kalitesinin arttirilmasinda
siklikla kullanilan bir dezenfektandir. Ancak yarilanma
omri kisa ve sudaki c¢ozinlrligi nispeten disiik

oldugundan dagitim sirasinda ortamdaki varligimin
stirekliligi mimkin degildir. Bu nedenle ozon ancak
primer dezenfektan olarak kullanilabilir. Ozonlamadan
sonra dagitim sistemindeki dezenfeksiyon isleminin
tamamlanabilmesi icin klor, klordioksit, monokloramin
gibi sekonder bir dezenfektan kullanilmas1 gerekir. Ozon
sudaki kokun, demir ve mangan gibi inorganik maddelerin
yani sira herhangi bir sebeple suya karisan organik
maddeleri, ila¢ kalintilarim ve pestisitleri etkin sekilde
yukseltgeyerek ortamdan uzaklastinr. Ozon, uygun
sekilde ve dogru miktarlarda kullamldiginda etkin bir
kimyasal ve mikrobiyolojik dezenfektandir. Buna karsilik
uygun olmayan kosullarda veya yiksek miktarlarda
kullanildiginda ise istenmeyen yan iriinlerin olusmasina
neden olabilir. Ozon dezenfeksiyon etkisini yikseltgen
ozelligi ve yiksek reaktivitesi araciligiyla gosterir.
Ozonun sudaki etki mekanizmas1 pH basta olmak lizere
pek cok parametreye baglidir. Asidik ortamda molekdiler
halde etki eden ozonun, daha yiiksek pH degerlerinde
hidroksil radikal formlar1 baskindir. Her iki mekanizma
sonucu urinler birbirinden farklhidir.

olusan vyan

ABSTRACT

In recent years, ozone is a disinfectant frequently
used for enhancing water quality. However, since its
short half-life and relatively low solubility in water, it
is not possible to ensure its presence continuously in
distribution system. Hence, ozone can only be used as
a primary disinfectant. After ozonization, in order to
complete the disinfection process in the distribution
like

chlorodioxide and monochloramine must be used. As well

system, a secondary disinfectant chlorine,
as odor in water, and inorganic materials such as iron and
manganese, ozone effectively removes organic matter,
drug residues and pesticides mixed into the water for any
reason by oxidation from media. When used appropriately
and in the correct amount ozone is an efficient chemical
and microbiological disinfectant. However, when ozone is
used in unfavorable conditions and/or in large quantities,
it can cause the production of unwanted by-products.
Ozone shows its disinfection effect through oxidation
properties and high reactivity. The effect mechanism
of ozone in water is depended on many parameters,
mainly on pH. While ozone effects in molecular form at
acidic conditions, hydroxyl radical forms are dominant
in much higher pH values. By-products formed by both
of the mechanisms are different from each other.
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Ozonlama urinu  olan asitler ve

aldehitler

yan organik

kolayca oOziimlenebilir organik karbon
veya biyobozunur karbon tiirevlerine donusebilirler.
Bu nedenle ozonlama islemine biyolojik aktif prosesin
eslik etmesi biyobozunur yan urtinlerin uzaklastirilmasini
kolaylastirir. Ozonlamanin uygun sekilde yapilmasi icin

sudaki ozon ihtiyacinin belirlenmesi gerekir.

Anahtar Sozciikler: icme suyu, ozon, ozon ihtiyaci,

dezenfeksiyon, su kimyasi

GIRIS

Endustride; icme suyunun iyilestirilmesi, atik su
yonetimi, saf su eldesi, balik¢ilik, tarim, kagit, gida
ve boya sanayi gibi pek cok uygulama alani bulunan
ozon (03) ozellikle kaynak sularinda dezenfektan
olarak, gidalarda tazeligin korunmasi ve depolama
omrunin uzatilmasi amaciyla kullanilan bir maddedir
(1).

Organik maddeler, canli organizma faaliyetleri,
inorganik bilesikler, endustriyel atiklar, klorlama,
yuksek mineral konsantrasyonu, cozinmis gazlar
gibi faktorler suda kotu tat ve kokuya neden olurlar.
Uygun kosul ve miktarlarda olmak kosuluyla ozonlama
islemi yapilarak suda renk giderimi, koku ve tat
kontroliinii saglamak miimkiindiir. Tablo 1’de sudaki
bazi onemli estetik parametreler ve etkileri ilgili
degerlendirmeler verilmistir (2,3).

1. OZON KIiMYASI

Ozon (O,; triatomik oksijen CAS No: 10028-15-6);
oda kosullarinda renksiz ve keskin kokulu bir gazdir.
Hem gaz hem de cozelti halinde oldukca reaktif ve
giicli bir ylikseltgen olan ozonun sudaki cozinirligu
570 mg/L’dr. Yine bir dezenfektan olarak kullanilan
klor gazinin sudaki ¢oziiniirliigli ise ozondan 12 kat

fazladir.
Ozon, suda direkt molekiler ozon (0,) olarak
olusturmak

kompleks yapilar suretiyle ve/veya

Turk Hij Den Biyol Derg

SU KALITESINDE OZON KULLANIMI

Organic acids and aldehydes which are by-products of
ozonization can easily be converted to the assimilable
organic compounds or to the biodegradable carbon
derivatives. Thus the application of the biological
active process with ozonization makes easier removal
of the biodegradable by-products. To apply ozonization
appropriately, it is needed to determine the ozone

demand in water.

Keywords: Drinking water, ozone, ozone demand,

disinfection, chemistry of water

ozonun parcalanma urlinii olan hidroksil radikalleri
araciligiyla olmak iizere iki farkli mekanizma ile
yukseltgen etki gosterir (Sekil 1). Molekiiler ozon
ve hidroksil radikalinin sudaki bulunusu ortamin
pH’sina baglidir. Asidik ortamda etkili yiikseltgen tiir
molekuler ozon iken daha yiiksek pH’larda radikalik
tirleri baskindir. Duisiik pH’da ozon oncil yan iirlinler
oldukca etkin sekilde parcalar. Ancak baz kritik pH
degerlerinin Ustiinde ozonun etkinligi azalir ve yan
urin miktar artar. pH 7,5 civarinda olusan hidroksil
radikalleri Uzerinden gerceklesen oksidasyonun hizi
cok yuksektir. Hidroksil radikali, molekiiler ozona
gore daha giclu yikseltgendir. Ancak yarilanma
omrii daha kisa oldugundan sudaki miktar1 10-12 M”1
gecmez. UV 15101 veya hidrojen peroksit kullanilmasi
da radikal turiin baskin olmasina neden olur. 1 mol
ozon 1,5 mol hidroksil radikali olusturur (4).

Diisiik pH ortamn
Sub.stratln direkt molekiiler ozonla b Van iiriinler
oksidasyonu

Ozon (O;)

Yiiksek pH ortami
Substratin ~ ozonun  pargalanmasi
sonucu olusan hidroksil radikalleri

(HO") ile oksidasyonu

— Yan iiriinler

Sekil 1. Ozonun pH’ya bagli olarak degisen yikseltgen
tirleri (4)
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Tablo 1. Suile ilgili baz1 estetik parametreler ve etkileri (2,3)

Fiziksel
parametreler

Etkileri

Renk

Disaridan yabanci bir madde eklendigi
konusunda suiphelerini arttirir.

Tat ve koku Kendiliginden meydana gelen kirlenmeyi
gosterir.

Sicaklik Yiksek sicaklik damak tadi acisindan kabul
edilemeyecegi gibi mikroorganizmalarin
gelisimine neden olur.

inorganik

Aliminyum Bulaniklik olusturur (aliminyum floklar).

Klorir Kot tat nedenidir.

Bakir Galvenizli demir ve celik baglanti
ekipmanlarimin  korozyonunu  arttirir.
Camasirlarda ve sihhi malzemelerde
boyamaya neden olur.

Sertlik Borularda ve buhar kazanlarinda

Hidrojensulfur

Demir

pH

Sulfat

Toplam
¢ozlinmis kat1
maddeler

Organik

tortularin yerinden oynamasina ve yiiksek
miktarda sabun kullammina neden olur.
Kot tat olusturur.

Koku ve koti tat nedenidir.

Ferrik demir suya kirrmzi-kahve renk verir.
Demir, camasirlar ve boru ekipmanlarim
boyar. Borularda tortuya neden olan
“demir bakterilerinin” gelisimini tetikler.

Onemli bir islem parametresidir, 6rnegin
kloriir ve ozonun dezenfeksyonunu
etkinligi pH degerine baglidr.

Eslik eden katyona bagli olarak suya kot
tat verir.

Tat Uzerinde etkilidir.

Diklorobenzenler
Etilbenzen

Monokloroben-
zen

Stiren

Toluen
Triklorobenzen
Ksilen

Deterjanlar

Koku
Koku

Koku ve kotu tat

Koku
Koku
Koku
Koku ve koti tat

Kopuk olusumu, koku ve kotu tat

Dezenfektanlar ve dezenfeksiyon yan iiriinleri

Klor

Klorofenoller

Koku ve kot tat
Koku
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1.1 Ozonun Sulu Ortamdaki Reaksiyonlar

Suda ozon ile reaksiyona giren organik ve inorganik
turler ozon ihtiyacin belirler. Ortam kosullar1 ozonun
etkinligi iizerinde 6nemli rol oynadigindan, ortamdaki
organik ve inorganik Dbilesiklerle olan reaksiyon
mekanizmalan Uzerindeki

calismalar giunuimizde

de devam etmektedir. Ozellikle son dénemlerde
tim diinya giindeminde olan su kirliligindeki artis
ve gelecekte temiz su bulma kaygis1 bu calismalar

hizlandirmistir.

1.1.1 Organik tiirler

Ozon biyiik organik maddeleri kism1 oksidasyona

ugratarak daha kiiclik molekiilli  bozunabilir
veya oOzumlenebilir turlerine donusturir. Olusan
bu  biyobozunur tiirler biyolojik filtrelerden

gecirildiginde, tat ve koku giderimi saglanarak, sudan
uzaklastirilmis olur.

Organik bilesikler ve halojenleri iceren sularin
ozonlanmasi sonucu meydana gelen yan durinler
arasinda en sik rastlanan turler triholametan
(THM)’lardir. Ancak, ozonlamanin molekiler ozon
(pH 6-7) veya hidroksil
mekanizmas1 (pH >7,5) uUzerinden gerceklesmesine
bagli olarak olusan THM bilesikleri
farklidir.
aciga c¢ikan hidroksil radikalleri tutularak reaktivitesi

engellenir ve ozon molekilli tek oksidant olarak

mekanizmasi radikalleri
birbirinden

Alkalinite arttikca ozonlama sirasinda

etkiyerek daha distuk oksidasyon basamaklarinda
THM’lerin  olusma potansiyelini
pH’da 1
kullanmilmasiyla THM olusma
3-20 arasinda azalma oldugu

arttinr.  Yapilan

calismalarda notral mg karbon icin
0,2-1,6 mg ozon
potansiyelinde %
gozlenmistir (4,5).

Herhangi bir sebeple suya karisan veya suda
olusan aromatik-hetero-

poliaromatik, fenolik,

aromatik bilesikler, humik asitler, pestisitler ve
alifatik organik bilesikler ozonla yukseltgenerek
biyobozunur tirlerine donusurler (6,7). Tablo 2’de
baz1 organik bilesiklerin ozonla reaksiyonlar sonucu

olusan yan urinler verilmistir.
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Tablo 2. Baz1 organik bilesiklerin ozonla reaksiyonlan
sonucu olusan yan urunler (6)

Substrat Urtinler

Fenantren 2/-Formil-2-bifenilkarboksilik  asit,

2/-Hidroksi metil-2-bifenil karboksilik

asit, Difenid, Difenik asit
o,m,p-Krezoller Salisilik asit, Maleik asit, Asetik
asit, Okzalik asit, Glioksilik asit,

Mezotartarik asit, Glikolik asit

2,4-Diklorfenol  Formik asit, Okzalik asit, Klorir iyonu,

Asetik asit Metil gliokzal

Fenol Kinonlar, hidrokinonlar, rezorsinol,
katekoller, gliokzalik asit, gliokzal

indol 2-Amino-benzaldehit,2-Amino-benzoik asit

Hiimik asit Malonik Asit, Siiksinik Asit, Hekzanoik

Asit, Benzoik Asit, Oktanoik Asit,
Glutanik Asit, Adipik Asit

1.1.2 inorganik tiirler

Ozon 2+ yuklu demir iyonlarim 3+, 2+ yuklu
mangan iyonlarini ise 4+ yuklu tirlerine yukseltger.
Bu oksidasyon sonucu demir ve mangan iyonlan
hidroksitleri
ortamdan uzaklasir. Coken turin kimyasal formu

ve/veya oksitleri halinde cokerek
islem yapilan suyun ozelliklerine, ortam sicakligina
ve pH’ya baglidir. Ornegin 1 mg demiri uzaklastirmak
icin 0,43 mg ozon gerekirken, 1 mg mangan icin

SU KALITESINDE OZON KULLANIMI

0,88 mg ozona ihtiyac vardir. Demir 6-9 gibi genis
bir pH araliginda oksitlenebilirken, mangan
oksidasyonu pH = 8 civarinda mimkindir. Bunun
yani sira asirt ozon kullanimi demir iyonu Uzerinde
etkili olmazken, mangan iyonunun tekrar ¢coziinmesine
neden olur.

Bromir iyonu iceren sularin ozonlanmasi ile
bromat, bromoform, bromlanmis asetik asitler,
asetonitriller, bromopikrin ve eger ortamda amonyak
varsa siyanobromur gibi bromlanmis yan urinler
olusur. Sekil 2’de bromdur iyonu iceren sulardaki
ozon ve hidroksil iyonlari ile agiga ¢ikan bromlanmis
yan urinlerin olusma mekanizmalar gosterilmistir
(8). 2 mg/L bromir iyonu iceren bir kaynak suyu icin
2 mg/L ozon kullanildiginda 53 pg/L bromoform
ve 17 pg/L dibromasetik asit olusur. Bromir iyonu
iceren sularin ozonlanmasi ile ortamda bulunan
hipobromit yiikseltenerek karsinojen bromat iyonlari
olusturur. Ozonlanmis suda olciilen bromdir iyonu
ve dezenfeksiyon yan uriin miktarlarinin toplami
ham suda mevcut olan bromir iyonunun 1/3’dr.
Bu sonuc¢ bromir iceren ham sularin ozonlanmasi
sonucu belirlenemeyen bromlanmis yan uriunlerin
varligin1 gosterir.

NH, Org.
NH,Br = HOBr ———— CHBr,
\
0, O:i H+
\DH-
03 \ 03
Br OBr —— ™ Bro; ——— Broy
OH- | \
1 L N % ' *'OBF
0 oo
| 3 4 ~ 0 | I
» \ NN
OH- * ~
A ‘i A Bro-
Bf'——E— - Br9-':-:b BrO-
" 1
Br

Sekil 2. Bromir iyonu iceren sulardaki ozon ve hidroksil iyonlarn ile agiga ¢ikan
bromlanmis yan uriinlerin olusma mekanizmalar (8)
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2. OZONUN TEMEL KULLANIM AMACLARI

1940-1986 yillarinda Amerika,
ozonu baslica koku ve tat giderimi icin kullanmistir.

su tesislerinde

Glnumizde de iyi dUretim uygulamalann (Good
Manufacturing  Practice: GMP) takip edildigi
sirece ozonun kullanilmasinda yasal bir engel

bulunmamaktadir.

Yiiksek miktarda kullanildiginda toksik ve korozif
etkiye sahip olan ozon, suda hem inorganik hem de
organik tirleri ylkseltgeyebilir. Ozon ihtiyacinin
belirlenebilmesi icin sudan uzaklastinlmas1 istenen
organik ve inorganik turlerin ve bunlarin miktarlarinin
bilinmesi gerekir. Suffet ve ark. (7) belirledikleri
farkli ozellikteki sular ozon ile muamele etmis ve
2,5-2,7 mg/L ozonun 10 dakika icinde koku ve kotu

tadi onemli dlciide azalttigini belirlemislerdir.

Uygun kosullarda yapildiginda ve dogru miktarlarda
kullamldiginda
ozonlama

icme sularimin  kalitesini arttiran

isleminin avantajlan ve sinirlamalan

asagida verilmistir (10-12).

a) Ozon kullaniminin avantajlari:
1. Suda koku ve renk olusturmaz.

2. Yuksek oksidasyon giici nedeniyle birkac
saniye gibi kisa bir sirede jermleri ve
virusleri oldurdr.

Sudaki rengi, kotl tadi ve kokuyu yok eder.

4. Dezenfeksiyon sonrasi sudaki oksijen
miktarini arttirir.
Kimyasal reaktif gerektirmez.

6. Demiri ve manganm yukseltgeyerek

ortamdan uzaklastirir.
7. Algleri oldurerek sudan uzaklastirir.

Organik maddelerle
ortamdan uzaklastirir.

reaksiyon vererek

9. Suda hizli bozunarak uzaklasir, boylece
istenmeyen kalint1 olusumuna neden olmaz.

10. Koagulasyona yardimci olur.

11. Pek cok ham su lizerinde on ozonlama
ve/veya dahili ozonlama daha sonra
kullanilacak klor ihtiyacini azaltir ve kararli
klor bilesikleri olusmasini saglar.
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b) Ozon kullaniminin sinirlamalari:

1. Toksik etkiye neden olabilir (toksik etki ozon
konsantrasyonu ve maruz kalma siresine
baglidir).

2. Ozonlama islemi klorlama ile
karsilastinldiginda yiiksek maliyetli bir
islemdir.

3. Ozonlama sisteminin kurulumu nispeten
zordur.

4. Ozonun bazi organik maddelerle reaksiyonu
sonucu istenmeyen aldehit ve ketonlar
olusabilir.

5. Karasiz oldugundan dagitim sisteminde

klorlama islemi gerektirir.

6. Cozindrluigu klordan daha az oldugundan
ozel kanstincilar gerekir.

7. Bazi organik tirler lizerinde hic oksitleyici
etkisi olmayabilir veya ihmal edilebilecek
kadar az olabilir.

8. Ozon kullamimi sonucu aciga cikan
biyobozunur organik maddeler organizma
gelismesine neden olabilir. Bu ise biyolojik
aktif filtrasyon islemi uygulanmazsa dagitim
sisteminde korozyon hizinin artmasina
neden olur. Ozonlama filtrelemeden once
kullanildiginda, biyolojik gelisme filtreleri
etkileyerek geri yikama sikliginin artmasina

neden olur.

9. Kullamilan ozon, klor, monokloramin,
klordioksit  gibi  diger  oksidantlarla
reaksiyona girebilir.

10.0zon oksidasyonu sonucu demir ve
mangan suda c¢ozinmeyen bilesiklerine
doniistiigiinden sedimentasyon veya

filtreleme islemi gerekir. Bu cozinmeyen
kat1 turler filtreleri tikayabilir ve boylece
geri yikama sikligint arttirabilir.

2.1 Uygulama Noktalan

islemin uygulanacagi ham suyun Kkalitesi,
bulamkligi ve ozon ihtiyact (tim oksidasyon icin
gerekli olan yukseltgen miktar1) ozonun sirecte
nasil ve ne kadar kullanmlacagim belirleyen
parametrelerdir. Ozonlamanin sedimentasyon sonrasi
yapilmasi genellikle ihtiyac duyulan ozon miktarini
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ve olusan yan urin miktarin1 azaltir. Tablo 3’de bu
parametrelere bagl olarak aritma tesisinde ozonun
uygulama noktalar sunulmustur.

1. Grupta, su kalitesi nispeten yiiksek oldugundan
ozonlama dogrudan ham suya yapilir. 2. Gruba
giren sularda ozon ihtiyacinin dusiik olmasi suda
organik maddelerin az, bulanikligin yiiksek olmasi
ise aliivyon ve kil gibi inorganik maddelerin varligini
gosterir. 3. Gruba giren sularda ozon ihtiyacinin
yiiksek olmasi ve buna karsiik bulanikligin diisiik
olmas1 suda cozinmis (stispanse olmayan) organik
maddelerin ve bromir, demir, mangan gibi inorganik
tirlerin varligim gosterir. Yeralt1 sulan genellikle
bu ozelliklere sahiptir. Suda ¢oziinmiis bu inorganik
ve organik tirler koku ve tat olusumu yam sira
genellikle renklenmeye neden olurlar. Boyle sularda
ozonlama dogrudan ham ve/veya sedimentasyon
sonrasindaki suya yapilir. Ozonlama sonrasi organik
tirler biyobozunur drlinler aciga cikardigindan
biyolojik islem basamagi gereklidir (Bkz 2.4). Bu
tip sularda kolay yikseltgenebilir organik madde
veya bromiir iyonu varligi yapilan ozonlama sonrasi
dezenfeksiyon yan urunlerinin olusmasina neden
olur. 4. Grup su, yiiksek ozon ihtiyaci ve bulanikliginin
yilksek olmasi nedeniyle dezenfeksiyonu en zor
olan gruptur. Bu ozellikler suyun yuksek miktarda
organik ve inorganik partikiiller icerdigini gosterir.

SU KALITESINDE OZON KULLANIMI

Yizey sulann genelde bu ozelliklere sahiptir. Bu
grup sulara ozonlama, sedimentasyon sonrasinda ve
eger filtreleme gerekli ise filtreleme basamagindan
sonra yapilmalidir. Eger suyun ozon ihtiyac1 cok
yiksek ise iki asamali ozonlama tercih edilmelidir.
Dezenfeksiyon yan Uriinlerinin olusabilecegi ve
aciga cikan biyobozunur driinleri uzaklastirmak icin
biyolojik islem gerekecegi gbéz Oniine alinmalidir
(4,7).

Ozonlama isleminin on-line izlenmesi ve kontrolu
standart uygulama haline gelmistir. Gunumuzde,
makul maliyetlerle, ozonun hem gaz halinde
hem de sulu cozeltide olciimi icin son derece
gelistirilmistir.
kararsiz oldugundan, bu parametrenin 6lcimi igin

guvenilir  teknikler Ozon cok
bir kalibrasyon standardi mevcut degildir. Ozon
kalibrasyonu kolorimetrik veya diger

olcimlere dayanmaktadir ve

bagimsiz
ornekteki ozon
konsantrasyonu degismeden once cok hizli bir sekilde

yapilmalidir.

Daha once de belirtildigi
klordioksit,
daha kisa sirede ve daha disuk konsantrasyonlarda

gibi
alternatiflerinden

ozon; klor,

monokloramin gibi

dezenfeksiyon saglayan giicli bir yiikseltgendir.
Ancak sudaki c¢ozinirligi daha az oldugundan

dagitim sirasinda ortamda varligimin  sirekli

olarak saglanmast mimkiin degildir. Bu nedenle

Tablo 3. Kiiciik sistemlerde ozonlama noktalarinin secim kriterleri (4)

Ham su kalitesi 0Ozon uygulama noktasi

Degerlendirme

1.Grup
Bulaniklik <10 NTU
0, ihtiyact < 1 mg/L

sonrasi

Dogrudan ham suya veya sedimentasyon

Ozon ihtiyac1 dusuktir. Dezenfeksiyon yan uriniu
azdir. Biyobozunur organik miktar dusuktur.

2. Grup
Bulaniklik >10 NTU
0, ihtiyaci < 1 mg/L

Sedimentasyon sonrasi

Ozon ihtiyac1 diisiiktiir. inorganik partikiil miktar
yiiksektir. Biyobozunur organik miktar disuiktur.

Dogrudan ham suya ve/veya
sedimentasyon sonrasi

3.Grup
Bulaniklik < 10 NTU
0, ihtiyact > 1 mg/L

Ozon ihtiyac1 yuksektir. Dezenfeksiyon yan urunleri
fazladir. Biyobozunur organik madde olusumu
fazladir.

4.Grup
Bulaniklik > 10 NTU
0, ihtiyaci > 1 mg/L

Sedimentasyon sonrasi ve eger gerekli
ise ilk filtreleme basamagi sonrasi

Ozon ihtiyac1 yliksektir. Dezenfeksiyon yan uriinleri
fazladir. Biyobozunur organik madde olusumu
fazladir.
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ozon ancak primer dezenfektan olarak kullanilabilir.
Ozonlamadan sonra dagitim sistemindeki dezen-
klor,
sekonder  bir

feksiyon isleminin tamamlanabilmesi
klordioksit, gibi
dezenfektan gerekir. Tablo 4’de ortam sicakligina

icin
monokloramin

bagli olarak ozonun yarilanma omrii verilmistir (5).

2.2 Dezenfeksiyon yan iiriinleri

Ozonlama ile yikseltgenme/indirgenme reak-
siyonlart sonucu farkli tiirde organik/ inorganik
Organik

reaksiyonlarindan genellikle aldehitler, ketonlar,

yapilar  olusur. bilesiklerin  ozonla

asitler ve diger organik bilesikler meydana gelir.

Ozonla dezenfekte edilmis icme sularindaki
toplam aldehit konsantrasyonu, toplam organik
(TOC)

miktari/organik karbon

karbon miktarina ve uygulanan ozon

miktar1 oranina bagl
olarak 5 pg/L’den daha kigcilik veya 5-300 pg/L
araligindadir. Tablo 5’de sik karsilasilan organik
ve inorganik ozonlama yan urunleri Sekil 3’de
ise olusma Normal

reaksiyonlart  verilmistir.

kosullarda ortamda halojenler olmadiginda
ozonlama sonucu halojenli yan drinler aciga
¢ikmaz. Ancak ham su da bromir iyonu varsa,
Uzerinde ciddi

ozonla yiikseltgenerek saglik

riskleri olan bromlu yan urinler olusur (4,6).

Ozon dagitim sisteminde kalint1 olarak sekonder

dezenfektan halinde muhafaza edilemez. Bu
amacla en cok tercih edilen sekonder dezenfektan;
urtnlerini en

halojenlenmis dezenfeksiyon yan

az miktarda olusturan (veya hi¢c olusturmayan)
monokloramindir. Klor sekonder dezenfektanlardan
biridir, ancak klor eklenmesinden once biyolojik
olarak etkin bir 6n filtrasyon yapilmadigi takdirde
ozonlama islem sonucu olusan organik maddelerin
dogasina bagli olarak klorlama islemi sonucu az veya
cok dezenfeksiyon yan uriinleri olusabilir. Ozonlama
islemden onciller

sonra olusan

ortamdaki miktarlari dusuk seviyelere indirildikten

uzaklastiritip

sonra serbest klor uygulanarak suda dezenfeksiyon
yan urlnleri olusma potansiyeli azaltilir (4,6).
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Tablo 4. Ozonun yarilanma omriiniin sicakliga bagliligi (5)

Sicaklik (°C) Yar omrii (dk)

15 30
20 20
25 15
30 12
35 8

Tablo 5. Sk karsilasilan organik ve inorganik ozonlama yan
urunlerinin bilesik siniflar halinde gosterimi (9)

Dezenfeksiyon yan iiriinleri

1. Aldehitler
Formaldehit

2. Aldo ve keto asitler
Pirtivik asit

Asetaldehit
Glioksal
Metil glioksal
3. Asitler 4. Bromlanmis yan iiriinler*
Okzalik asit Bromat iyonu
Suksinik asit Bromoform
Formik asit Bromlanmis asetik asitler
Asetik asit Bromopikrin
Bromlanmis asetonitriller
5. Diger

Hidrojen peroksit
Aromatik bilesiklerin ve pestisitlerin yan urinleri

*Bromlanms yan uriinler sadece bromiir iyonu iceren sularda olusur.

Organik énciiller Aldehitler, organik
asitler ve oksitlenmig

diger organik

NH
A NH,Br, NHBr,
- Organik
Br | HOBr «— H'+ OBr onciiller Bromlanmu.
_ O $
0, —>| pKa=8,7/25°C 7 organikyan
tiriinler
0,+ 0Br .
: BrO,

Sekil 3. Ozonlama sonucu olusan onemli yan dUriinlerin
reaksiyonlari (4)
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takiben sekonder dezenfektan

kullanilmas1 durumunda dezenfektanlar arasindaki

Ozonlamayi

olas1 etkilesime dikkat edilmelidir. Ornegin ozonlama
ile birlikte sekonder dezenfektan olarak klor
kullanildiginda ozonlama yan iriintiolarak aciga ¢ikan
asetaldehit sekonder dezenfektan ile etkileserek
hidrat

Ancak ozonlamadan

kloral (klorlama yan uriinu) olusturur.
sonra biyolojik filtrasyon
uygulanip daha sonra klorlama yapildiginda Kloral
hidrat olusumu bertaraf edilir. Benzer sekilde

sekonder dezenfektan olarak  monokloramin

kullanmildiginda
kloropikrin tehlikesi

olusma olasiigit yiiksek olan
ozonlamadan hemen sonra

biyolojik filtrasyon uygulanarak engellenir (4).

2.3 Ozonlama yan iiriinlerinin kontrolii

Bromlanmis yan  Urlnlerin  tilrlerini  ve

konsantrasyonlarini etkileyen en onemli
faktorler ortam pH’s1, ozon/bromir iyonu orani
ve TOC/ bromir iyonu oramdir. Bromat iyonu

olusumu asidik pH’larda ozonlama vyapilarak

ve boylece ortamda hipobromit iyonu vyerine
(BrO-), hipobromoz asit (HOBr) olusumu saglanarak
kontrol edilebilir. Diger taraftan yiiksek pH’larda
ozonlama sonucu hipobromoz asit bromat iyonuna
Yuksek pH’larda

daha cok bulunurken, dusiuk pH’larda daha cok

yukseltgenir. bromat iyonu

bromlanmis organik yan {rlinler olusur. Buna
gore kaynak suyuna ozon uygulanmasi, icerdigi
bromiir iyonu konsantrasyonuna baglidir. Bromat
iyonu olusmast bromir iyonlar1 konsantrasyonu
dusurilerek, kalint1i ozon miktann azaltilarak ve
daha dusuk pH’da ozonlama yapilarak kontrol
edilebilir. Ozonlama ile birlikte amonyak ilavesi
ile ortamda olusan bromaminler hem bromat
iyonlarinin hem de organik yan urunlerin olusumunu
azaltir. Ancak amonyagin azot bakterileri icin bir
besin kaynagi olabilecegine dikkat edilmelidir
(4).

Ozonlama yan duriinu olan organik asitler ve
aldehitler

kolayca biyobozunmaya ugrayabilir,
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ozumlenebilir organik karbon veya biyobozunur
karbon bilesenlerine donusebilirler. Bu nedenle
ozonlama islemine biyolojik aktif prosesin eslik
etmesi biyobozunur yan uriinlerin uzaklastirilmasini
kolaylastirir.

2.4 Biyolojik aktif filtrasyon

Ozon; buyik notral organik molekilleri, kiicuk
ve biyobozunur tirlerine donistiiriir. Aciga cikan
bu biyobozunur c¢oziinmiis organik maddeler,
bakteri gelisimini hizlandirnr ve eger ortamdan
uzaklastirilmazlarsa bakteriler dagitim sisteminden
yayilirlar. Yapilan calismalar 100 ppb’den daha dusuk
oziimlenebilir organik karbon miktarinin ortamda
bulunmasinin bakteriyel bliyiimenin kontrol edilmesi
icin onemli oldugunu gostermistir.

Ozonlama filtrasyon girisine uygulandiginda ve
cozunmiuis oksijen, pH, sicaklik gibi cevresel kosullar
uygun oldugunda filtrede mikrobiyolojik aktivite
artar, biyobozunur/6zimlenebilir organik karbon
uzaklastirilmas artar (4,13). Ozon ilavesi, ¢ozinmis
organiklerin biyobozunurlugunu arttirmasi yani sira
suya bilyik miktarda oksijen katkisi sagladigindan
olusan ortam biyolojik gelisme icin mukemmel bir
ortam saglar. Biyolojik aktif tiirler; durgun kum
filtreler (slow sand), ani hizli filtreler (rapid rate
filtre), graniiler aktif karbon filtreler (GAC) gibi
bakterilerin tutunabilecegi ortamlar kullanilarak
bertaraf edilebilir. Ozon kullanilan aritma tesislerinde
asagida

biyolojik aktif filtrasyonun avantajlan

siralanmistir (4):

1. Dagitim sisteminde ileri bakteriyal gelismeyi

engelleyerek biyolojik olarak stabil ortam
yaratir.
2. Notral organik maddelerin  uzaklasmasini

sagladigindan daha sonra uygulanacak olan
klorlama sonucu olusmast muhtemel vyan
urunler bertaraf edilir.

3. Biyolojik aktif filtrasyon isleminden once birincil
dezenfektan olarak uygulanan ozon, c¢ozunmus
biyobozunur organik karbon konsantrasyonunu
azaltarak biyolojik gelismeyi dusurur.
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4. Dagitim sisteminde dezenfeksiyonun
siirekliligini saglamak icin kullanilan klor
ihtiyacim1 azaltarak, yonetmelikte belirtilen
maksimum kalint1 klor degerlerinin asilma
olasiiginm azaltir.

5. Ozonlama yan Uriinlerinin kontrolii saglanir.
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