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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAZIM KURALLARI

Dergide yayimlanmak lizere gonderilen yazilar, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi yazim kurallarina gore hazirlanmalidir. Basvurular www.turkhijyen.org
adresinden “Cevrimi¢i Makale Gonder, Takip Et, Degerlendir Programi”
araciligiyla on line olarak yapilabilir.

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

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

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

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

c. Calisma bilimsel bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot veya
tesekkiir bolimiinde mutlaka belirtilmelidir.

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

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

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

yazilmali; uluslararasi standartlara uygun olarak kisaltiimalidir.

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

6. Yazilar bir zorunluluk olmadikga “ge¢mis zaman edilgen” kip ile yazilmalidir.

7. Metnin tamami 12 punto Times New Roman karakteri ile ¢ift aralikla
yazilmali ve sayfa kenarlarindan 2,5 cm bosluk birakilmalidir.

8. Yazarlar arastirma ve yayin etigine uymalidir. Klinik arastirmalarda, calismaya
katilanlardan bilgilendirilmis olur alindiginin gere¢c ve yontem bdlimiinde
belirtilmesi gerekmektedir. Gonillii ya da hastalara uygulanacak prosediirlerin
ozelligi tumiyle anlatildiktan sonra, kendilerinin bilgilendirilip onaylarinin
alindiginm1 gosterir bir climle bulunmalidir. Yazarlar Helsinki Bildirgesi’nde
ana hatlan cizilen ilkeleri izlemelidir. Yazarlar, bu tiir bir calisma s6z konusu
oldugunda, uluslararasi alanda kabul edilen kilavuzlara ve yirirliikte olan tiim
mevzuatta belirtilen hiikiimlere uymali ve “Etik Kurul Onay1”n1 gondermelidir.

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

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

11. Arastirma yazilari;

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

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

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

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

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

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

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

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

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

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

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

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

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

« Standart dergi makalesi icin 6rnek: Demirci M, Unlii M, Sahin U. A case of
hydatid lung cyst diagnosed by kinyoun staining of bronco-alveolar fluid.
Turkiye Parazitol Derg, 2001; 25 (3): 234-5.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sekil ve Tablolar: Her tablo veya sekil ayrn bir sayfaya basilmali, alt ve
Ust cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri icermelidir. Tablolar, “Tablo
1.” seklinde numaralandirilmali ve tablo baslig1 tablo iist cizgisinin istiine
yazilmaluidir. Aciklayici bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullamlmalidir. Fotograflar “jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artirnlmasi icin gerekli oldugu durumlarda
fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.

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

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

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

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

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

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Tirkiye Halk Sagligr Kurumu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 54 55

e-posta : turkhijyen@thsk.gov.tr



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

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

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

1. The “Copyright Transfer Form” (Copyright Release Form) after being signed by
all authors should be uploaded using the article accepting system of the journal.
2. The title of article, short title, author name(s), names of institutions and
the departments of the authors, full address, telephone numbers (landline and
mobile) and e-mail address should be given:

a. The title should be short and written in lower case.

b. The short title should not exceed 40 characters.

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

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

3. For Turkish studies; Terms used in articles should be in Turkish and Latin as
much as possible, according to the latest dictionary of the “Turkish Language
Institution”. Importance should e given to use pure Turkish language and as many
as Turkish references.

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

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

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

7. Only one side of A4 paper should be used and should have a 2.5 cm margin on
each side. 12 pt, Times New Roman font and double line space should be used.
8. The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology expects the authors
to comply with the ethics of research and publication. In human research, a
statement of the informed consent of those who participated in the study is
needed in the section of the “Materials and Methods”. In case of procedures that
will apply to volunteers or patients, it should be stated that the study objects
have been informed and given their approval before the study started. In case
the authors do not have a local ethics committee, the principles outlined in the
“Declaration of Helsinki” should have been followed. Authors should declare that
they have followed the internationally accepted latest guidelines, legislation and
other related regulations and should sent “Approval of the Ethics Committee”.
9. In case animal studies, approval also is needed; it should be stated clearly
that the subjects will be prevented as much as possible from pain, suffering and
inconvenience.

10. In case patient photos are used which shows his/her ID, a written informed
consent of the patient on the use of the photos must be submitted.

11. Research Articles;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

i) References: Authors are responsible for supply complete and correct
references. References should be numbered according to the order used in the
text.

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

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

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

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

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

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

Book chapters: The author(s) surname of the chapter initial(s) letter of the
name. Section title. In: Surname of editor(s) initial (s) letter of first name(s) ed /
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Arastirma Makalesi/Original Article
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Tiirkiye’de mikrobiyoloji laboratuvarlarinin kiiltiir ve

antibiyotik duyarlilik testi performans degerlendirmesi

ve Ulusal Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Sistemine
veri saglayacak laboratuvarlarin secimi: Anket uygulamasi

Aysegiil GOZALAN', Nilay COPLU?, Dilber AKTAS?,

Hiisniye SIMSEK?,

Giil Bahar ERDEM?, ipek MUMCUOGLU*

OZET

Amac: Antimikrobial direnc sorununun artmakta
olmast nedeniyle ulkemizde Ulusal Antimikrobiyal
Direnc Siirveyans Sistemi (UAMDSS) kurulma calismalari
baslatilmisti. UAMDDS’ye dahil olacak laboratuvarlarin
sisteme glivenilir veri saglayabilmesi Gnemlidir. Bu
amacla tlkedeki mikrobiyoloji laboratuvarlarinin kultir
ve antibiyotik duyarlilik testleri (ADT) yapabilme
kapasitelerini degerlendiren bir anket uygulamasi

yapilmistir.

Yontem: Bu calisma 2009-2010 yillan arasinda
yapilmis olup mikrobiyoloji laboratuvarlarinin kultir
ve ADT yapabilme kapasitelerine odaklanan 90 soru
icermektedir. Anket formlann T.C. Saglik Bakanligi
tarafindan mikrobiyoloji uzmam bulundugu bilgisine
ulasilan kamuya bagli 354 hastanenin tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilmistir. Sonuclar SPSS 18,0
istatistik programi kullamlarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Ankete %70,5’i devlet hastanesi, %16,5’i
egitim ve arastirma hastanesi ve %13’U Universite
hastanesi olmak Uzere 322 laboratuvar cevap vermistir.
Birinci basamak sisteme dahil olma kriterleri olan;
mikrobiyoloji uzmani bulunmasi (%99,1), bakteriyoloji
bolimi olmast (%97,5) ve kan kultirii calisilmasi
(%83,6) sorularinin her Ucine de evet cevab1 veren 259

ABSTRACT

Objective: Due to the
antimicrobial resistance problem, in our country, the
studies to establish National Antimicrobial Resistance
Surveillance System (NAMRSS) was started. It is
important to provide reliable data for the laboratories
those will be included in NAMRSS. For this purpose,
a questionnaire was applied to evaluate the culture
and antimicrobial susceptibility tests performance
capacities (AST) of the laboratories in the country.

Method: This study was done between 2009
and 2010 years, and included 90 queries which were
focused on the capacities of microbiology laboratories
to perform culture and AST. The questionnaires were
sent to medical microbiology laboratories of 354
public hospitals, where the presence of a specialist
knowledge is achieved by TR Ministry of Health. Results
were analysed by using SPSS 18.0 statistical program.

increase in of the

Results: Three hundred twenty two laboratories
replied the questionnaire among which were 70.5%
state hospital, 16.5% training and research hospital
and 13% university hospital laboratories. The number
of laboratories which have positive reply to all three
questions which are the first stage of the selecton
criteria; presence of microbiolog specialist (99.1%),
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(%80,4) laboratuvar ileri degerlendirmeye alinmstir.
ikinci asama olan skor calismasinda kullanilan sorular
ve bu sorulara verilen cevap yuzdeleri soyledir:
i) Escherichia coli (ortalama: 74,7), Klebsiella spp.
(ortalama: 22,9), Staphylococcus aureus (ortalama:
19,6), Pseudomonas aeruginosa (ortalama: 19,5),
Enterococcus spp. (ortalama: 16,1) ve Streptococcus
pneumoniae (ortalama: 3,7), icin uygulanan aylik
ADT sayisinin ortalama degerlerinin iizerinde olmasi,
ii) klinik olarak anlamli kabul edilen mikroorganizmalara
veya izole edilen hastada klinik olarak onemli kabul
edilen mikroorganizmalara kan izolatlan icin sirasiyla
%49,2 ve %30,2; BOS izolatlan icin sirasiyla %88,7 ve
%75,5 ADT uygulamasi, iii) ADT icin standart uygulama
proseduriniin olmas1 (%81,6), iv) ic kalite kontrol
sonuclarimin  gozden geciriliyor olmas1  (%82,2),
v) ADT icin standart yontemlerden herhangi birinin
kullamliyor olmas1 (%95,8), vi) ADT sonuclarinin
icin standart rehber kullamlmasi (%94,2)
vii) sonuclarin tutartiiginin degerlendirilmesi
(%96,9) seklindedir. 259 laboratuvardan 173’u skor
belirleme sorularinin timine cevap vermis olup, bu
laboratuvarlarin skor degerleri 4-7; 8-11 ve 12-15
olacak sekilde gruplandinlmistir. Laboratuvarlardan
43/173 (%24,8)’Unin 12-15 skor grubuna dahil oldugu
goriilmiistiir.  Universite hastaneleri ve egitim ve
arastirma hastanelerinin buyuk bir kismi 12-15 arasi
skor puani alirken (sirasiyla %64,9 ve %53,3’l), devlet
hastanelerinin buyuk bir bolumunin 4-7 (%50) ve 8-11
(%47,2) arasi skor puani aldig1 belirlenmistir.

Sonugc:  UAMDSS icin
belirlerken; skor degerinin yliksek olmasi, Tirkiye
istatistiki Bolge Birimleri Simflandirmasi’na gore
belirlenen 12 bolgeye olabildigince esit dagilmasi ve
Uiniversite, egitim arastirma ve devlet hastanelerini
icerecek sekilde olmasi dikkate alinmistir. Buna gore
UAMDSS’ye giivenilir veri saglayabilecek katiimci 78
laboratuvar secilmistir.

yorumu

katiimc1  laboratuvar

presence of bacteriology laboratory (97.5%) and
performance of blood culture (83.6%), were 259
(80.4%) and they were included in further evaluation.
The queries and percentage of the replies used
for the second stage were: i) The number of AST
performed to be more than the average monthly
number for Escherichia coli (mean: 74.7), Klebsiella
spp. (mean: 22.9), Staphylococcus aureus (mean:
19.6), Pseudomonas aeruginosa (mean: 19.5),
Enterococcus spp. (mean: 16.1) and Streptococcus
pneumoniae (mean: 3.7), ii) performance of AST
when a microorganism that is generally accepted as
clinically significant or significant for the patient from
whom the microorganism was isolated; 49.2% and
30.2% for blood culture, and 88.7% and 75.5% for CSF,
respectively, iii) the presence of standard operating
procedures for AST (81.6%), iv) revising the internal
quality control results (82.2%), v) usage of any of the
standard methods for AST (95.8%), vi) using standard
guidelines for the interpretation of results (94.2%),
and vii) the evaluation of the consistency of the results
(96.9%). Among 259 laboratories 173 of them replied all
the queries for score determination, and these
laboratories were grouped as 4-7; 8-11 and 12-15
according to their scores. Among 173 laboratories, 43
of them were found to be involved in the group 12-
15 score. While most of the teaching and research
hospitals and university hospitals received score 12-15
points (64.9% and 53.3% respectively), most of the state
hospitals received 4-7 (50%) and 8-11 (47.2%) score
points.

Conclusion: For the determination of participant
laboratories; having a high score, equally distribution
in 12 regions determined by Turkey Statistical
Classification of Territorial Units include university,
training and reserach and state hospitals were taken
into consideration. Accordingly 78 laboratories
which can provide reliable data for NAMRSS were
chosen as participant.

Anahtar Kelimeler:  Antimikrobiyal direnc, Key Words: Drug resistance microbial,
sirveyans surveillance
GiRiS
Son yillarda tum dinyada antimikrobiyal gozlenmektedir (2, 3). Antimikrobiyal direnc
direnc problemi giderek artmaktadir (1). Bircok surveyans sisteminin etkin bir sekilde yuritulebilmesi
surveyans programinin  ozellikle antimikrobiyal icin yiksek morbitide ve/veya mortaliteye sahip,

direnc ve nozokomiyal enfeksiyonlara odaklandigi antimikrobiyal tedavi secenegi kisitli, kolay
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yayilabilen; bolgesel ve ulusal duzeyde bilgi
toplanabilecek mikroorganizmalara odaklanilmalidir.
Ulkemizde ilk olarak; “Bulasic1 Hastaliklar Siirveyans
ve Kontrol Esaslar Yonetmeligi” (30.05.2007 tarih ve
26537 sayili RG-Madde 13/1)(4) geregi, Tirkiye Halk
Sagligi Kurumu (eski adiyla Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi Baskanligl) koordinasyonunda, 2009 yilindan
itibaren Ulusal Antimikrobiyal Direnc Surveyans
Sistemi (UAMDSS) kurulma calismalar1 baslatilmis, ilk

veriler 2011 yilinda toplanarak rapor edilmistir (5).

Surveyans sistemlerinde enfeksiyon etkenleri ve
antibiyotik direnclerine ait veriler klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarindan toplanmaktadir (3). Bu nedenle
mikrobiyoloji laboratuvar sonuclarinin da guvenilir
olmas1 gereklidir. Oysa ulkemizde mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin gerek kurumsal, gerek bolgesel
dagiim bakimindan farkli imkanlara ve donamimlara
sahip olduklar bilinen bir gercektir (6). Bu nedenle
UAMDSS’ye saglayacak
asamasinda Ulkemizdeki
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin kiiltur ve antibiyotik
duyarlilik testi (ADT)
degerlendirmeye yonelik bir
yapilmistir.

kurulmakta olan veri

laboratuvarin  secilmesi
yapabilme kapasitelerini

anket uygulamasi

GEREC ve YONTEM

Bu calisma 2009 -
Diinya Saglik Orgiitiiniin dokiimanlar1 kullanilarak
ADT
kapasitesini degerlendirmeye yonelik bir anket formu

2010 yillaninda yapilmistir.

kaltur  ve konusunda  laboratuvarlarin
hazirlanmistir (7). Anket formu laboratuvarda calisan
personelin uUnvan ve sayisi, kan kultliri ve ADT yapma
kapasiteleri ve kullandiklari yontemler, ADT uygulayan
personel sayisi, belirtilen mikroorganizmalar icin aylik
uygulanan ADT ortalama sayisi, klinik orneklerden
ADT

sonuclarimin  degerlendirilmesi ve rapor edilmesi

hangi mikroorganizmalara ADT uygulandig,

bilgilerini iceren 90 sorudan olusmaktadir.

Anket baghh olup T.C.
Saglik Bakanlig1 tarafindan mikrobiyoloji uzman

formlari, kamuya

bulundugu bilgisine ulasilan 354 Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarina posta yolu ile gonderilmistir.

UAMDSS’ye veri saglayacak laboratuvarin secilmesi

asamasinda ilk olarak “birincil kriterler” olan
mikrobiyoloji uzmani bulunmasi, bakteriyoloji bolimi
olmas1 ve kan kulturtd calisihyor olmasi ozelliklerinin
her lcune sahip laboratuvarlar incelemeye alinmistir.
Bu laboratuvarlar arasindan secim yapabilmek icin
“skorlama” yontemi kullanilmistir. Skor calismasinda
kullanilan sorular ;

i) Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.
ve Streptococcus pneumonia i¢in uygulanan aylik ADT
sayisinin grup ortalama degerlerinin izerinde olmasi,

ii) Kan ve BOS izolatlarinda genellikle klinik olarak
anlamli kabul edilen mikroorganizmalara veya izole
edilen hastada klinik olarak onemli kabul edilen
mikroorganizmalara ADT uygulamasi,

iii) ADT icin standart uygulama prosediriiniin
olmasi,

iv) ic kalite kontrol sonuclarimin gézden geciriliyor
olmasi,

v) ADT icin standart yontemlerden herhangi birinin
kullaniliyor olmasi,

vi) ADT sonuclarinin yorumu icin standart rehber
kullanilmasi,

vii) Sonuclarin tutarliiginin  degerlendirilmesi
seklindedir.

Skor degeri yedi ve lizerinde olan laboratuvarlar

degerlendirmeye alinmistir.

Anket sorularina verilen cevaplarin siklik ve ylizde
dagiimlarn SPSS (Windows, versiyon 18) istatistik
program kullanilarak hesaplanmistir.

BULGULAR

Anket gonderilen merkezlerin 322 (%91,0)’sinden
cevap alinmistir. Cevap veren merkezlerin %70,5’i
devlet hastanesi, %16,5’i egitim ve arastirma hastanesi
ve %13’0 Universite hastanesi laboratuvarlaridir.
Birincil kriterler olan mikrobiyoloji uzman1 bulunmasi
(%99,1); bakteriyoloji bolumu icermesi (%97,5) ve
kan kulturu calisibyor olmasi (%83,6) sorularinin her
ucuine de evet cevab1 veren 259 (%80,4) laboratuvar

ileri degerlendirmeye alinmistir.
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Kriterlere uyan laboratuvarlarin aylik ADT
sayilarinin  mikroorganizmalara gore  dagilim
Tablo 1’de  sunulmaktadir.  ADT  uygulama

durumlarimin = klinik orneklere gére dagiimina
(Tablo 2) bakildiginda, bazi laboratuvarlarin 6zellikle
kan ve BOS gibi klinik onemi olan orneklerden
izole edilen mikroorganizmalarin tumune ADT
uyguladig1 saptanmistir (sirasiyla; %40,7, %64,6).

ADT kalite standartlarina yonelik sorularin cevaplar

(Tablo 3) degerlendirildiginde; kalite kontrol
suslarimin  duzenli test edilmesi (%57,7) ve dis
kalite kontrol programlarina dahil olma (%18)

ylizdelerinin diisiik oldugu goriilmiistiir.

ikinci asama olan skor calismasinda kullamlan
sorular ve bu sorulara verilen cevap yuzdeleri
soyledir:

i) E. coli (ortalama: 74,7), Klebsiella spp.
(ortalama: 22,9), S. aureus (ortalama: 19,6),
P aeruginosa (ortalama: 19,5), Enterococcus spp.
(ortalama: 16,1) ve S. pneumoniae (ortalama:
3,7), icin uygulanan aylik ADT sayisinin ortalama
degerlerinin tizerinde olmasi,

ii) Klinik olarak anlamli  kabul edilen
mikroorganizmalara veya izole edilen hastada klinik
olarak onemli kabul edilen mikroorganizmalara
kan izolatlan icin sirasiyla %49,2 ve %30,2; BOS
izolatlaricin sirasiyla %88,7 ve %75,5 ADT uygulamasi,

Tablo 1. Kriterlere uyan laboratuvarlarin aylik ADT
sayilarinin mikroorganizmalara gore dagilimm

Antibiyotik Duyarlilik Testi

Uygulama Degerleri
Mikroorganizma

Ortalama S;andart Al‘t-[']st

apma limit

E. coli 74,7 86,2 3-530
Klebsiella spp. 22,9 38,9 0-350
S. aureus 19,6 25 1-180
P. aeruginosa 19,5 28,8 0-250
Enterococcus spp. 16,1 26,4 0-150
Acinetobacter spp. 15,2 30,7 0-270
Enterobacter spp. 8,4 13 0-90
S. pneumoniae 3,7 11,8 0-70
Citrobacter spp. 1,8 3,1 0-20
H. influenzae 1,3 4.4 0-30
Salmonella spp. 0,7 1,3 0-10
Shigella spp. 0,4 1 0-10
Salmonella typhi 0,3 0,8 0-3
N. meningitidis 0,1 0,5 0-5

Tablo 2. Kriterlere uyan laboratuvarlarin ADT uygulama durumlarinin klinik 6rneklere gore dagilimi.*

Tiim mikroorganizmalara

izole edilen hastada klinik
olarak anlamli kabul edilen

Genellikle klinik olarak
anlamb kabul edilen

Klinik Ornek mikroorganizmalara mikroorganizmalara
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)

Kan (n=258) 105 (40,7) 127 (49,2) 78 (30,2)

Gaita (n=258) 8 (3,1) 205 (79,5) 88 (34,1)

idrar (n=258) 36 (14) 197 (76,4) 88 (34,1)

BOS (n=257) 166 (64,6) 228 (88,7) 194 (75,5)

Yara (n=258) 69 (26,7) 229 (88,8) 151 (58,5)

Genital Sistem (n=258) 8 (3,1) 208 (80,6) 95 (36,8)

* Her bir klinik 6rnek icin birden fazla secenek isaretleme s6z konusudur.
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Tablo 3. Kriterlere uyan laboratuvarlarin ADT kalite
uygulamalarina yonelik bazi ozellikleri

Say1 i

Ozellik (evet/ (Y:VZ:S

toplam)
Uyguladiginiz ADT ile ilgili aylik
laboratuvar kayitlariniz var mi ? ZRYERY DA
Laboratuvarimzda  ic  kaliteyi
saglamak amaciyla ADT icin
standart uygulama prosedirleri AizEs e
(SUP) var m1 ?
Cevabiniz evet ise SUP’leriniz yazili 169/204 82.8
m1 ? Akis diyagram iceriyor mu ? ’
Eger var ise: SUP’leriniz kalite
kontrol suslarininin dizenli test 112/194 57,7
edilmesini iceriyor mu ?
Ic kalite ' !(ontrol sonuclarimzi 171/208 82,2
gozden geciriyor musunuz ?
Laboratuvarimz  ADT ile ilgili
herhangi bir dis kalite kontrol 45/250 18
programina dahil mi ?
ADT yontemlerinden herhangi birini 248/259 958
kullaniyor musunuz ?
ADT yoru7munda rehber kullaniyor 244/259 942
musunuz ?
ADT sqngglanm rapor ederken 219/258 849
kisith bildirim uyguluyor musunuz ?
ADT sonuclarinin tutarlibigi
laboratuvar tarafindan 247/255 96,9

degerlendiriliyor mu ?

Tablo 4. Kurumlarin skor degerlerine gore dagilimlar

iii) ADT icin standart uygulama proseduirinin
olmas1 (%81,6), iv) ic kalite kontrol sonuclarinin
gozden geciriliyor olmasi (%82,2),

v) ADT icin standart yontemlerden herhangi birinin
kullaniliyor olmasi (%95,8),

vi) ADT sonuclarinin yorumu icin standart rehber
kullanilmas1 (%94,2),

vii) Sonuclarin tutarliiginin  degerlendirilmesi
(%96,9) seklindedir.

259
sorularinin

173’0
cevap

belirleme
bu
laboratuvarlarin skor degerleri 4-7; 8-11 ve 12-15
olacak sekilde gruplandintmistir.

laboratuvardan skor

tumune vermis  olup,

Universite hastaneleri ve egitim ve arastirma
12-15 arasi
puani alirken (sirasiyla %64,9 ve %53,3’l), devlet

hastanelerinin blyik bir kismi skor
hastanelerinin buylk bir boliminin 4-7 (%50) ve
8-11 (%47,2) aras1 skor puani aldigi belirlenmistir.
Tirkiye Istatistiki Bolge Birimleri Simiflandirmasi
(TIBBS)’na gére belirlenmis olan 12 bélgenin skor
dagilimina bakildiginda en yiiksek skora (12-15) sahip
bolgelerin Bati Anadolu (38,1); Istanbul (%35) ve
Ege Bolgesi (%33,3) iken en dusuk skorlara (4-7)
sahip bolgelerin Bat1 Marmara (%50); Orta Anadolu

(%50) ve Ortadogu Anadolu (%45,5) oldugu
gorilmiistii.  Skor  degerlerinin  kurumlara ve
bolgelere gore dagiimlart Tablo 4 ve 5’de

sunulmaktadir.

Ankete yanit veren laboratuvarlar arasinda 12-
15 skoruna sahip laboratuvarlarin ylizdesi %24,8’dir.

SKOR

TOPLAM

Kurum 4-7 8-11 12-15
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Universite Hastaneleri 1(2,7) 12 (32,4) 24 (64,9) 37 (100)
Egitim ve Arastirma Hastaneleri 1(3,3) 13 (43,3) 16 (53,4) 30 (100)
Kamu Hastaneleri 53 (50) 50 (47,2) 3(2,8) 106 (100)
TOPLAM 55 (31,8) 75 (43,3) 43 (24,9) 173 (100)
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UAMDSS icin katiimc1 laboratuvar belirlerken hastanelerini icerecek sekilde olmasi dikkate
skor degerinin yiiksek olmasi, TIBBS’ye gore alinmistir  Toplam 78 laboratuvar UAMDSS’ye
saptanmis olan 12 bolgeye olabildigince esit dagiim  katiimci olarak belirlenmistir (Sekil 1).

saglamasi; Universite, egitim arastirma ve devlet

Tablo 5. Bolgelerin skor degerlerine gore dagiimlan

Laboratuvarlarin SKOR TOPLAM
Bulundugu Bolgeler &7 841 12:15

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Bat1 Marmara 5 (50) 4 (40) 1(10) 10 (100)
Orta Anadolu 5 (50) 3 (30) 2 (20) 10 (100)
Ortadogu Anadolu 5 (45,1) 4 (36,4) 2 (18,2) 11 (100)
Akdeniz 8 (44,4) 7 (38,9) 3(16,7) 18 (100)
Dogu Karadeniz 3(33,3) 5 (55,6) 1(11,1) 9 (100)
Giineydogu Anadolu 4 (30,8) 7 (53,8) 2 (15,4) 13 (100)
Bat1 Anadolu 6 (28,6) 7 (33,3) 8 (38,1) 21 (100)
Bat1 Karadeniz 4 (25) 9 (56,2) 3(18,8) 16 (100)
Ege 7 (25,9) 11 (40,7) 9 (33,4) 27 (100)
istanbul 5 (25) 8 (40) 7 (35) 20 (100)
Dogu Marmara 3 (20) 8 (53,3) 4 (26,7) 15(100)
Kuzeydogu Anadolu 0 2 (66,7) 1(33,3) 3 (100)
TOPLAM 55 (31,8) 75 (43,5) 43 (24,8) 173 (100)

$iniversite
Aoeviet

*Eﬁiil;n ve Aragtirma

Sekil 1. UAMDSS’ye dahil edilen merkezlerin dagilim
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TARTISMA

Antimikrobiyal tedavi; 60 yi1ldan bu yana enfeksiyon
hastaliklarina kars1 kullanilan tibbi midahalelerin en
onemli dayanak noktasidir. Bununla birlikte, ozellikle
antibakteriyel ilaclarin gerek toplumda gerekse gida,
tarim ve hayvancilikta yanlis ve asirt kullanilmalan
direncli bakterilerin

seleksiyonu ve yayilimina

yol acmistir. Gunumizde antibakteriyel ilaclarin
tedavi etkinliklerinde surekli bir azalmanin hatta
kaybin gozlenmesi kiresel bir tehdit olarak kabul
edilmektedir. 1997 yiindan bu yana kurulan bircok
surveyans modeli antimikrobiyal direnc konusuna
dikkat cekmektedir (2, 8, 9).

Bu calismada ankete katilan laboratuvarlardan
%80,4’tinde uzman bulunmasi; bakteriyoloji boluimii
olmas1 ve kan kulturu calisilabilmesi yuz guldurucu
bir sonuctur. ADT uygulanan mikroorganizmalarin
dagiim da beklendigi gibidir (10).

ADT uygulama durumlarinin klinik orneklere gore
dagilimina (Tablo 2) bakildiginda, 6zellikle kan ve BOS
gibi klinik onemi olan suslarda bazi laboratuvarlarda
tim mikroorganizmalara ADT uygulandigi ifade
edilmektedir (sirasiyla; %40,7, %64,6). Diger klinik
orneklerde bu oran daha dusik olmakla birlikte,
tim mikroorganizmalara ADT uygulaniyor olmasi
bu konuya hassasiyet gosterilmesi gerektigine
isaret etmektedir. ADT kalite standartlarina yonelik
sorularin cevaplan, “kalite kontrol suslarinin diizenli
test edilmesi” ve “dis kalite kontrol programlarina
dahil olma” hususlarinin iyilestirilmesi gerektigini
disiindiriirken, diger parametrelerin %81,6 ile 96,9

arasinda degismesi memnuniyet vericidir.

Ulkemizdeki
kurumsal dagilimina bakildiginda; 12-15 diliminde
(%64,9)
en vyiksek yiizdeyi gosterdigi, onu yakin arayla

laboratuvarlarin  skor puanlarinin

beklendigi gibi Uiniversite hastanelerinin

egitim arastirma hastanelerinin (%53,3) izledigi ve

devlet hastanelerinin sadece %2,8’inin bu dilime
girdigi saptanmistir. Devlet hastanelerinin %50’sinin
4-7 skor dilimine girdigi goriilmektedir. Toplamda
173 laboratuvarin 43 (%24,8)’u 12-15 skor puam
almistir. En yiiksek skor acisindan bolgeler arasi
farklara bakildiginda bati Marmara Bolgesi (%10)
ile bat1 Anadolu Bolgesi (%38,1) sirasiyla alt ve
ust sinirlan olusturmaktadir. Bu durumun baslica
nedeni skorlama kriterleri icerisinde “izole edilen
mikroorganizmalar icin uygulanan aylik ADT sayisinin
ortalama degerlerinin lizerinde olmasi” seceneginin
bulunmasidir. Ayrica tiim yiizdelerin yalnizca anketin
skor sorularin1 tam cevaplayan laboratuvarlara ait
oldugu akilda tutulmalidir.
anket

Bununla birlikte tim

sorularinin cevaplari genel olarak
degerlendirildiginde; mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
medikal donanimin iyilestirilmesinin yan sira
calisan elemanlarin gerek hizmet ici egitim gerekse
performans ve benzeri uygulamalarla motive
edilmesi 6nemlidir. Ulkemizde klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin standardizasyonu konusuna ilgi

gosterilmelidir.

Anket uygulamasi ile ulkemizdeki mikrobiyoloji

laboratuvarlarinin  genel durumu, ihtiyaclan ve
kalite kriterleri konusundaki yaklasimlarin1 saptamak
ve bu yolla kurulmakta olan UAMDSS’ye giivenilir
veri  saglayacak laboratuvarlarin  belirlenmesi
amaclanmistir. Bu calisma ile bolgesel ve kurumsal
dagilimin dengelendigi ve giivenilir veri saglayacagi
disunilen laboratuvarlardan uygun bir orneklem
olusturulmustur. Bu sayede UAMDSS verilerinin
antimikrobiyal direnci diisiirmege yonelik olarak
151k tutmasi,

onlemlerin uzun vadede veriminin oOlculmesi ve

alinacak olan onlemlere alinan
benzeri etkinlikler icin bilim adamlarina ve politika
ureticilere yol gostermesi gorevlerini yerine getirmesi

mimkin olacaktir.
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TESEKKUR

Katiimc1 laboratuvarlarin  calisanlarina anketi doldurup gonderdikleri ve bu yolla Ulkedeki mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin  durum degerlendirmesi yapilabilmesini sagladiklar icin tesekkiir ederiz. [PA-2008 programi
“Bulasic1 Hastaliklarin Sirveyans1 ve Kontroli Projesi”, Faz Ill. TR080216 projesi calisanlarina katkilarindan dolay

tesekkir ederiz.
UAMDSS Bilimsel Komisyonu; Sohret AYDEMIR, Giilcin BAYRAMOGLU, ismail CEYHAN, Riza DURMAZ, Mustafa ERTEK,

Berrin ESEN, Mete EYIGOR, Zeynep GULAY, Deniz GUR, Nezahat GURLER, Ufuk HASDEMIR, Ahmet MUEZZINOGLU,
Ciineyt OZAKIN, Duysu PERCIN.

index.php?option=com_phocadownload&view
=category&id=6:raporlar&ltemid=13)(Erisim
Tarihi:15.01.2015).
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Hastanede yatan ishalli hastalarin diski orneklerinde Clostridium
difficile toksin arastirilmasi ve risk faktorlerinin incelenmesi

Hande KOSTUL',
Giirol EMEKDAS',

Nuran DELIALIOGLU",
Candan OZTURK!,

Elif SAHIN-HORASANZ,
Necdet KUYUCU?

OZET

Amag: Hastanede yatan ozellikle genis spektrumlu
antibiyotik kullanan hastalarda Clostridium difficile
iliskili ishal gorilmektedir. C. difficile’nin patojenik
suslar toksin A ve toksin B olmak lizere iki ekzotoksin
olusturmaktadir. Bu toksinler kolon mukozasinda
hasarlanma ve inflamasyona sebep olmaktadir.
Kendini sinirlayan hafif bir ishalden agir seyirli
psodomembranoz enterokolite kadar degisen bir
klinik tablonun gelismesi soz konusudur. Antibiyotik
kullanim1  disinda ileri yas, gastrointestinal
endoskopi, nazogastrik tipun varligi, antiiilser
ilag kullanimi, altta yatan ciddi hastaliklar, immun
sistemin baskilanmasi, yogun bakim iinitesi ve uzun
siireli hastanede yatis diger risk faktorleri arasinda
sayllmaktadir. Kesin tam; diskidan C. difficile’nin
uretilmesi ve hiicre kultiriinde sitopatik etkiyi
saptayarak toksin yapiminin gosterilmesi ile konur.
Ancak rutinde bu her zaman mimkiin olmadigi icin
enzim immunoassay yontemi ile toksinin gosterilmesi
daha sik kullanilan bir yontemdir. Bu calismada
hastanede yatan ve ishalli hastalardan gonderilen
diski 6rneklerinde bagirsak florasi, C. difficile Toksin
A ve B varligi ve risk faktorlerinin arastirilmasi
amaclanmistir.

Yontem: Bu calismaya Eylil 2010-Ekim 2011 tarihleri
arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
cesitli kliniklerinde yatan ve ishalli hastalardan
gonderilen 158 diski 6rnegi dahil edilmistir. Bu hastalarin
diski orneklerinde Enzyme-Linked Fluorescent Assay
(ELFA) yontemiyle C. difficile toksin A/B arastirilmistir.

ABSTRACT

Objective: The diarrhea related with the
Clostridium difficile is seen especially in the patients
hospitalized and using broad spectrum antibiotics.
Pathogenic strains of C. difficile produce two exotoxins,
toxin A and toxin B, which cause colonic mucosal injury
and inflammation. It is possible to observe a clinical
picture ranging from a mild self-limiting diarrhea to
severe course of pseudomembranous enterocolitis.
Besides antibiotic intake; advanced age, gastrointestinal
endoscopy, presence of a nasogastric tube, receiving
medication, severe underlying illness,
immunosuppression, intensive care unit and prolonged

anti-ulcer

hospital stay are considered as other risk factors.
The accurate diagnosis is established by producing
C. difficile from the feces and demonstration of the
toxin by determining the cytopathic effect in cell
culture production. Since, this is not always possible
in routine practice, demonstration of the toxin with
enzyme immunoassay is a method used more often.
The aim of this study was to investigate the intestinal
flora from stool specimens of hospitalized patients and
patients having diarrhea, existence of C. difficile toxin
A and B and to determine the related risk factors.

Method: Stool specimens of 158 diarrhea patients
hospitalized in various clinics which were sent to
Department of Medical Microbiology Laboratory from
Mersin  University Medical Faculty Hospital between
September 2010 and October 2011 were included in this
study. Toxin A/B of C. difficile were investigated in the
stool specimens of these patients with Enzyme-Linked
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Ayrica bu ornekler mikroskobik olarak incelenmis ve
rutin bakteriyolojik kiiltiirii yapilmistir.

Bulgular: Calismanin sonucunda; 18 (%11,4)
hastada C. difficile toksin A/B pozitif olarak bulunmus
ve bu hastalarin 15 (%83,3)’inin beta-laktam - beta-
laktamaz inhibitori grubu (penisilin, sefalosporin ve
karbapenem) antibiyotik kullandigi goriilmistir. Toksin
pozitif hastalarin diski kiltirlerinin bir tanesinde
Candida albicans iirerken 17’sinde normal bagirsak
flora bakterilerinin lredigi tespit edilmistir. Toksin
pozitif ve negatif hastalarda inceledigimiz cesitli risk
faktorlerinden istatistiksel

penisilin  kullaniminda

olarak anlamli bir fark bulunmustur.

Sonug: C. difficile hastanede yatan ve antibiyotik
kullanan hastalarda ortaya cikan ishallerde oncelikle
akla gelmelidir. Bu amacla diski orneklerinden toksin
A ve B hizli tamist icin 6zgiillik ve duyarliligi yiiksek
olan testler kullamlabilir. Sonu¢ olarak toksin pozitif
olgularin erken tanisi spesifik tedaviye baslanmasi ve
etkili enfeksiyon kontrol onlemlerinin uygulanmasini
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium difficile, toksin, ishal

Fluorescent Assay (ELFA) method. In addition, these
samples were examined microscopically and routine
bacteriological cultures were done.

Results: As a result of this study, C. difficile toxin
A/B is found as positive in 18 (11,4%) patients and 15
of these patients (83,3%) had used, beta-lactam - beta-
lactamase inhibitor group (penicillins, cephalosporins,
and carbapenems) antibiotics. One of the toxin positive
patients had Candida albicans while normal intestinal
flora bacteria were grown in 17 of them. Using of
penicillin was found to be statistically significant among
the various risk factors studied in toxin positive and
toxin negative patients.

Conclusion: C. difficile should be considered as the
main cause of diarrhea particularly occured in patients
hospitalized and used antibiotics. For this purpose,
tests which has high sensitivity and specificity may
be used for rapid diagnosis of A and B toxins in stool
samples. As a result, early detection of toxin positive
cases will provide initiation of specific therapy and the
implementation of effective infection control measures.

Key Words: Clostridium difficile, toxin, diarrhea

GIRIS

Clostridium difficile Gram pozitif
anaerob basildir. Saglikli yetiskinlerin %0-3’iiniin,
saglikli %25-80’inin
bulunmaktadir. Hastanede

sporlu
yenidoganlarin diskisinda
yatan  hastalarin
%20’sinde; psodomembranoz koliti olan hastalarin
ise %95-100’unde diskida C. difficile pozitif olarak
bildirilmektedir. C. difficile iliskili kolit en yaygin
gorilen nozokomiyal enfeksiyonlardan biridir (1).
C. difficile sporlan, kolonizasyon gelismis hastalardan
sonucu

ya da cevrelerindeki kisilerden temas

alinabilmekte, cogu zaman hastane personelinin
elleri araciligiyla tasinmaktadir. Elle tasinma nemli
bir bulas sekli olarak dusuniilmektedir. Yapilan
bir arastirmada, hastane personelinin eldiven
kullanmasi sonucunda C. difficile’ye bagli ishallerde
bes kat azalma gorildigu belirtilmistir. C. difficile
1s1ya direncli sporlar nedeniyle hastane ortaminda

uzun sire canli kalabilmektedirler (2). C. difficile
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iliskili kolit patogenezinde baslangic antibiyotiklerle
kolonun normal bakteriyel florasinin bozulmasidir.
Bu durum C. (difficile kolonizasyonuna sebep
olmaktadir. Hastanede antibiyotik alan hastalarin
bulundugu cevrede C. difficile yliksek orandadir.
Yetiskin ve iki yas ustundeki cocuklarda normal
kolon mikroflorast C. difficile kolonizasyonunu
engellemektedir (1).

C. difficile iliskili enfeksiyon patogenezinde
primer risk faktorleri; 65 yas ustl, son Uc¢ ay icinde
antibiyotik kullanim1 ve hastanede yatmadir.
nazogastrik

tip uygulanmasi, sigara kullamimi, asit azaltan

Sekonder risk faktorleri arasinda
ajanlar (proton pompa inhibitorleri, H2 reseptor
antagonistleri), malign hastaliklar, kemoterapi
alinmas1 bulunmaktadir (3). Antibiyotik aracilikli
diyarelerin %20’den fazlas1 ve antibiyotik iliskili

kolitlerin ~ %60-75’inden ve psodomembranoz



kolitlerin %95’inden fazlasinda C. difficile etken
olarak bildirilmektedir (4). C. difficile iliskili diyare
ve kolitle siklikla iliskili antibiyotikler ampisilin,
amoksisilin, sefalosporinler ve klindamisindir.
C. difficile enfeksiyonu tedavisinde ilk secilen
antibiyotik metranidazoldur. Normal kolon florasinin
yeniden olusumu C. difficile kolonizasyonunu
difficile
patojenik suslari, toksin A enterotoksin ve toksin B

engeller ve klinik iyilesme olusur. C.

sitotoksin olmak tizere iki potent toksin olusturur. Her
iki toksin de insan kolon epitel hiicrelerine baglanir
ve hasar verir. Kolon mukozasinda inflamasyon ve
psodomembranlar olusur. C. difficile enfeksiyonu
klinik olarak asemptomatik tasiyiciliktan, megakolon
ve perforasyonlarin oldugu fulminan kolite kadar
uzanabilir. Bunun sebebi tam olarak bilinmemekle
birlikte bakteri virulans faktorlerden cok konak
faktorlerin 6nemli oldugu goriinmektedir. Diyare
basladiktan 4-9
glin sonra olusmaktadir. Hastalarin ucte birinde

genellikle antibiyotik tedavisi

antibiyotik kesildikten sonra diyare baslar. Kanser
kemoterapisi kolonun mikroflorasin1 bozabilir ve
kolonizasyon, diyare ve enfeksiyona yol acabilir (1).

Clostridium difficile iliskili hastalik hayat1 tehdit
eden bir enfeksiyondur ve mortalite oranm %6-15
olarak bildirilmektedir. Bu enfeksiyonun hastanede
yayiliminin kontrol altina alinmasi gereklidir. Ozellikle
komplike enfeksiyonlarda antibiyotik tedavisi alan
hastalar daha siklikla enfeksiyona maruz kalmaktadir.
Hastaligin dogru tamis1 hastalarin yonetilmesinde;
yayiiminin kontrol altina alinmasinda ve siirveyans
bilgilerinin elde edilmesinde onemlidir. C. difficile
tamisinda referans metod diskinin hiicre kultiranun
antiserumlarla
inhibisyonu ile gosterilmesidir. Bu test 2-3 giinde
tamamlanmaktadir. Giinimiizde C. difficile toksin

yapilmast  ve  sitotoksisitenin

tanisinda hizli metodlar gelistirilmistir. Her iki toksini
tespit edebilen ticari testler bulunmaktadir. Diger tam
metodlan polimeraz zincir reaksiyonu ve glutamat
dehidrogenaz varliginin arastirilmasidir (5).

Bu calismada cesitli kliniklerde yatan ve ishalli
hastalardan gonderilen diski orneklerinde C. difficile

toksin A ve B varliginin ve cesitli risk faktorlerinin
arastinlmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Eylul 2010 - Ekim 2011 tarihleri arasinda Mersin
Tip Fakiltesi Tibbi
Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvari’na cesitli

Universitesi Mikrobiyoloji

kliniklerde vyatan ishalli hastalardan gonderilen
diski ornekleri calismaya alinmistir. Bu donemde
yatan hastalardan toplam 878 adet diski Grnegi
gonderilmis olup bunlardan sulu, mukuslu ve
yumusak kivamli olan 158 adeti calismaya dahil
edilmistir. Bu orneklerin 47’sinin hasta yatisindan
bir giin sonra; 111’inin ise iki giin ve sonrasinda
geldigi tespit edilmistir. Diski 6rnekleri makroskopik
ve mikroskopik olarak incelenmistir. Makroskopik
incelemede diskilarin kivamina, kan ve mukus olup
Mikroskopik

ise eritrosit-lokosit varlig

incelemede
kist-
trofozoitleri arastinlmistir. Bakteriyolojik kiltur icin

olmadigina bakilmistir.
ve protozoon

ornekler kanli agar, Eosin Methylene Blue (EMB) agar,
Salmonella-Shigella (SS) agar ve Sabouraud Dextrose
Agar besiyerlerine ekilmistir. Bir miktar diski ornegi
steril. 2 mlUlik iki adet ependorf tupe alinarak
C. difficile Toksin A/B arastinlmasi yapilincaya
kadar -80 ©°C’de saklanmistir. Besiyerleri etuvde
37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra kiilturde ureyen mikroorganizmalarin koloni
morfolojisi degerlendirilerek kolonilerden Gram
boyama yapilmis ve mikroskopta incelenmistir. Gram
pozitif bakterilerin identifikasyonunda katalaz,
koagiilaz ve eskilin hidrolizi testleri, Gram negatif
enterik bakterilerin identifikasyonunda ise klasik
biyokimyasal yontemler ve gerektiginde otomatize
bakteri identifikasyon sistemi (VITEK, bioMérieux)
kullanilmistir. Maya uremesi tespit edilen diski
orneklerine germ tip testi ile Candida albicans ve

non-albicans ayrimi yapilmistir.

Clostridium difficile Toksin A/B aranmasi

Diski difficile toksin A/B
varliginin arastirilmasi icin C. difficile Toksin A/B

orneklerinde C.
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kiti (lot numarasi: 1000335200) kullanilarak (VIDAS,
bioMérieux, Fransa) Enzyme-Linked Fluorescent
Assay (ELFA) yontemiile VIDAS cihazinda (bioMérieux,
Fransa) firmanin onerdigi prosediire gore calisilmistir.
Testin prensibi; iki adim enzim immunoassay sandvic
yontemi ve bir floresan okumadir. Calisma oncesi diski
ornekleri santriflj edilerek homojenize edildikten
sonra test stripindeki uygun kuyucuga eklenerek
cihaza yerlestirilmistir. Testin tim adimlan cihazda
otomatik olarak calisilmis ve yaklasik test 75 dakika
icinde tamamlanmistir.

istatistiksel Analiz

Verilerin  normal dagilima uyup uymadig
Shapiro wilk testi ile incelenmistir. Normal dagilima
uymayan siirekli degiskenler medyan [ceyreklikler]
seklinde oOzetlenmis ve grup karsilastirmalarinda
Mann Whitney U testinden yararlanilmistir. p<0,05
istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.
Analizler MedCalc v.12.2.1. ve SPSS 11.5 paket

programlarinda yapilmistir.

BULGULAR
Calismaya alinan toplam 158 hastanin 86
(%54,4)’s1 erkek 72 (%45,6)’si kadindi. Bunlarin

84 (%53)’u 0-18 yas grubu, 54 (%34)’U 19-64 yas
grubu ve 20 (%12,6)’si 65 ve uzeri yas grubunda idi.
C. difficile toksin A/B pozitifligi 18 (%11,4) hasta
orneginde saptanmistir. Bunlarin yas gruplarina gore
dagiiminda 16 (%88,8)’sinin cocuk yas grubunda,
iki hastanin (%11,2) yetiskin yas grubunda oldugu
tespit edilmistir. C. difficile toksin pozitif hastalarin
yaslarina gore dagiimi; 2’si 0-6 aylik, 7’si 6-12 ay,
1’i 5 yas ve 6’s1 10-13 yas arasinda, yetiskin iki hasta
ise 33 ve 56 yaslarinda idi.

Diski orneklerinin mikroskobik incelemesinde;
toksin pozitif bir ornekte Entamoeba histolytica/
E. dispar kistleri ve toksin negatif alt1 ornekte
E. histolytica / E. dispar kist ve trofozoitleri,

bir ornekte ise Giardia intestinalis kistleri

gorulmustur. Diski  orneklerinden izole edilen

mikroorganizmalarin dagilim Tablo 1’de
Turk Hij Den Biyol Derg

gorulmektedir. Diski mikroskobisinde 6kosit toksin
pozitif hastalarin alt1 (%33,3)’sinda ve toksin negatif
hastalarin 52 (%37)’sinde lokosit goriilmustur.

Tablo 1. Hastalarin diski kiltirlerinde izole edilen
mikroorganizmalarin dagilim

C. difficile C. difficile
toksin toksin

Kiiltiir Sonucu A/B pozitif A/B negatif
hastalar hastalar
n (%) n (%)

Normal flora bakterileri* 17 (94,5) 128 (91,4)
Candida spp. 1(5,5) 9 (6,4)
Salmonella spp. 2(1,5)
Shigella spp. 1(0,7)

Toplam 18 (100) 140 (100)

* Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Enterococcus
spp., Proteus spp. vb.

Calismadaki hastalarin hastanede yatis suresi
icinde aldiklarn antibiyotiklere bakildiginda ilk
siray1 sefalosporinler almakta onu karbapenemler
takip etmekte daha sonra da sirayla florokinolonlar,
penisilin, beta laktam+beta laktamaz inhibitorleri
ve diger antibiyotikler de bunlan izlemektedir. C.
difficile toksin A/B pozitif bulunan hastalarin daha
once kullandigr antibiyotiklere bakildiginda besinin
(%28,5) penisilin grubu, ucunun (%16,5) sefalosporin
grubu, ucunin (%16,5) karbapenem, ikisinin (%11,0)
beta-laktam + beta-laktamaz inhibitoril, birinin
(%5,5) penisilin + sefalosporin ve birinin (%5,5)
sefalosporin + karbapenem kombinasyonu aldig

tespit edilmistir. Toksin pozitif tespit edilen
ic hastanin ise antibiyotik kullanim oykisu
bulunmadigi saptanmistir (Tablo 2). Penisilin

alanlarin almayanlara gore 6,34 kat daha fazla
C. difficile toksin A/B pozitifligi saptanmistir.
(OR= 6,34 (1,81 - 22,24) p= 0,004). Antibiyotik
kullanim sureleri (p= 0,659)
negatif ve pozitif gruplar arasinda istatistiksel
fark

bakimindan toksin

olarak  anlamli bir saptanmamistir.



Yatis suresince antibiyotik kullanma siiresi ortanca

degeri (medyan) 15 giin olarak belirlenmistir.
Hastalarin diski 6rneklerinde antibiyotige basladiktan
ortanca 6,6 giin (min 0 - max 40 giin) sonra toksin
A/B pozitifligi saptanmistir. Yatistan sonra pozitiflik
icin gecen siire ise ortanca degeri 10,4 giin (min O -
max 58 gun) olarak tespit edilmistir.

Tablo 2. Hastalarin hastanede yattiklar sire icerisinde
kullandiklar antibiyotikler

C. difficile C. difficile
o toksin toksin
Antibiyotik A/B pozitif A/B negatif P
Gruplari hastalar hastalar ~ degeri
Say1 (%) Say1 (%)
Penisilin 5 (28,5) 8 (5,7) 0,006
Sefalosporin 3 (16,5) 57 (40,7) 0,080
Karbapenem 3 (16,5) 24 (17,2) 0,777
Beta-laktam+beta-
laktamaz inhibitsra 2 (11:0) 10 B
Penisilin-
Sefalosporin 1) 2 ) L
Sefalosporin-
Karbapenem 1(5,5) 10 (7,1) 0,808
Florokinolon 16 (11,5)
Aminoglikozit 2 (1,5)
Glikopeptit 1(0,7)
Nitroimidazol 5(3,6)

Tablo 3. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin
risk faktorlerinin degerlendirilmesi

C. difficile C. difficile
. toksin toksin
Risk A/B pozitif A/B negatif P
Faktorleri hastalar hastalar ~ degeri
Say1 (%) Say1 (%)
Hematolojik
malignite 4(22) 46 (33) 0,519
Nazogastrik tiip 4 (22) 15 (11) 0,304
Anti-llser tedavi 8 (44) 76 (54) 0,591

test bakildiginda
toksin pozitif hastalarin dordiinde (%22,2) yiksek
(%55,5)’unda

yiiksek C-reaktif protein (CRP) varligi saptanmistir.

Biyokimyasal sonuclarina

degerlerde |okosit varligi ve 10
Calismaya alinan hastalarda C. difficile icin risk

faktorlerinden olan hematolojik malignitesinin
ve nazogastrik tup uygulamasinin ve altta yatan
herhangi bir hastaliginin olup olmadig1 ve antiilser
tedavi (proton pompa inhibitorii, H2 antagonist
veya her ikisi) alip almadiklarinin dagiimi Tablo 3’de

verilmistir.

TARTISMA

C. difficile hastanede yatan hastalarda gelisen
diyarelerin enyaygin sebeplerindendir. C. difficile’ye
baglh ishal sikligimm1 arastirmak icin ilkemizde
yapilan calismalarda toksin A-B pozitifliginin %3,2 ile
%24 arasinda oldugu goriilmektedir (6 - 15). Bizim
calismamizda C. difficile toksin A/B %11,4 oraninda
pozitif olarak tespit edilmistir.

C. difficile’ye baglh

onemli

ishal olusumunda en
risk faktoru antibiyotik kullamimidir. C.
difficile iliskili diyare ve kolit siklikla ampisilin,
amoksisilin, sefalosporinler
antibiyotiklerle iliskilidir (1).
C. difficile’ye bagl ishalin, hastalarin bliyiik bir
kisminda (32/68) beta laktam - beta laktamaz
inhibitori kombinasyonlarinin kullanimi sonucunda
gelistigini, bunu aminoglikozidlerin (12/68) ve
sefalosporinlerin (8/68) izledigini saptamislardir
(9). Altindis ve arkadaslann C. difficile toksin
pozitif hastalarin %84,6’sinin ampisilin - sulbaktam,
SXT ve makrolid
(11).
Altuglu ve arkadaslar1 toksin A pozitif bulunan

ve klindamisin gibi
Ercis ve arkadaslar

%7,7’sinin ise kotrimoksazol -

antibiyotik  kullandigin1  belirlemislerdir

hastalarin  besinin Uclincu kusak sefalosporin,

birinin trimetoprim-sulfametoksazol ve birinin de
siprofloksasin kullanmakta oldugunu saptamislardir
(16). Avustralya’da yapilan C. difficile ile iliskili
ishal incelendigi

olgularinin epidemiyolojik bir

calismada; 3. kusak sefalosporinlerin kullaniminin
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kontrol altina alinmasi ile C. difficile iliskili ishal
olgularinin azaltilabilecegi bildirilmistir (17).

C. difficile’ye bagli ishalin olusmasina neden
olan diger bir risk faktorii, altta yatan ciddi bir
hastaligin varligidir. Kronik hastalig1 olanlarin daha
sik ve daha uzun siire hastanede yatmalar sebebiyle
C. difficile ile kolonize olma ihtimali artmaktadir
(18). Ercis ve arkadaslarnn C. difficile toksin A/B
pozitif tespit ettikleri olgularin %52,9’unda altta
yatan bir hastaligin oldugunu, bunlar1 da kronik
obstriiktif solunum yolu hastalig, bobrek yetmezligi
ve kanser olarak belirlendigini bildirmislerdir (9).
Altuglu ve arkadaslar1  toksin A pozitif bulunan
hastalarin operasyon gecirmek, politravma, vaskiilit,
solid tumor, organik fosfat zehirlenmesi, beyin
ici kanamasi, kronik obstriiktif akciger hastalig
gibi nedenlerden dolay1 yogun bakimda yatmakta
oldugunu tespit etmislerdir (16). Calismamizda, C.
difficile toksin A/B pozitif 18 hastanin dordunde
(%22,2) hematolojik malignite ve dordiinde (%22,2)
nazogastrik tlip oldugu tespit edilmistir. Hematolojik
malignitenin olmasi ve nazogastrik tiip uygulamasi
ile C. difficile toksin A/B’nin pozitif ya da negatif
olmas1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliskinin olmadig1 goriilmistiir. C. difficile toksin
A/B’nin pozitifligi ile anti llser ila¢ tedavisi alimi
iliski
bulunmamistir (p= 0,591). Hastanede yatis sireleri
(p= 0,317)
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
bakimindan toksin negatif ve pozitif

belirlenememistir.

Antibiyotik iliskili ishal vakalarinda siklikla
karin agrisi, ates, lokositoz, diskida lokositler ve
hipoalbiiminemi goriilmektedir (4). Antibiyotige
bagli siklikla  kendini

egilimindedir. ishal siklikla sulu, mukusludur ve kan

ishal olgulan sinirlama
bulunmaz. Kolit olgularinda ise sistemik bulgular,
diskida lokosit ve eritrosit tespit edilmektedir (19).
Bizim calismamizda; mikroskobik incelemede toksin
pozitif 18 6rnegin ikisinde (%11) eritrosit, besinde
(%27) lokosit, birinde hem eritrosit ve hem lokosit
varligi saptanirken bes ornegin (%27) makroskopik
gorintlisinin  mukuslu oldugu gorilmistiir. Kan

6kosit degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(p= 0,164).

hastalarda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. CRP

CRP degerlerinin toksin negatif
degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p= 0,038)
(Tablo 4). Bunun nedeninin hastalarin altta yatan
diger hastaliklarina bagli olabilecegi dustinilmustiir.

Salmonella turleri, C. perfringens tip A,

Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca
ve C. albicans gibi diger enterik patojenlerde
antibiyotik iliskili diyare ile karisabilir. Klinik

semptomlart olan hastalarda C. difficile negatif
bulundugunda bu patojenler arastinlmalidir (4).
Altuglu ve arkadaslarinin calismasinda hastalarin
yapilmis,
flexneri izole edilmis.

21’ine  bakteriyolojik  kultur sadece
bir tanesinde Shigella
Toksin A pozitif hastalarin hicbirinde patojen bir

bakteri saptanmamistir (16). Aygiin ve arkadaslar

Tablo 4. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin risk faktorlerinin degerlendirilmesi

C. difficile toksin

C. difficile toksin

Biyokimyasal A/B pozitif hastalar A/B negatif hastalar P
Testler degeri
medyan [ceyrekliler] medyan [ceyrekliler]
Lokosit 11.115 [6030 - 15120] 8.055 [3240 - 12790] 0,164
CRP yiiksek 12,50 [2,00 - 51,50] 45,00 [9,75 - 145,75] 0,038
1 88 Turk Hij Den Biyol Derg



Salmonella, Shigella, Aeromonas, Plesiomonas
varligin1 arastirmak icin ayn1 zamanda bakteriyolojik
kiltur yapmislardir. Fakat hicbirinde bu bakterilere
rastlanmamis hepsinde normal flora elemanlarinin
(10).

pozitif hastalarin birinde (%5,5) C. albicans ve 17

Uredigi gorilmistir Calismamizda toksin
(%94,5)’sinde normal flora bakterileri lremistir.
Diskida C.

altin standart doku kilturinde sitopatik etkinin

difficile toksin arastirmasi  icin
gosterilmesidir. Doku kultiiri ile toksin arastirilmasi

zaman alici ve pahali bir yontemdir. Bircok

merkezde enzim immunoassay (EIA); toksin A ve

B’yi saptamada hizli sonuc alinmasi nedeniyle
rutin uygulamada tercih edilen bir yontemdir (20).
C. (difficile tamsinda onceleri toksin A ve sonra
toksin A ve toksin B arastiran EIA testleri yaygin
olarak kullanilmaktaydi. Son zamanlarda tanmida C.
difficile hiicre duvar antijeni glutamat dehidrogenaz
(GDH) testinin toksin A ve B EIA’den daha duyarli
oldugu bildirilmektedir. C. difficile tanmsinda test
algoritmasinin

degerlendirildigi bir calismada;

sitotoksin notralizasyon testi referans yontem
olarak kullanmildiginda hizli immunokromotografik
testlerle GDH ve toksin A ve B taranmasi ile bir
saat icinde orneklerin  %90’ninda dogru sonuc
%10 ornekte

Uclincli bir testin gerekli oldugu tespit edilmistir.

alindigr, kalan ise algortimada

Bu testin sitotoksin notralizasyonu, toksijenik
kultur veya polimeraz zincir reaksiyonu ile toksin
ve toksin genlerinin arastinlmasindan birinin
olabilecegi bildirilmektedir. ABD’de 2004 yilinda

C. difficile tamsinda laboratuvarlarin kullandig

TESEKKUR

testler degerlendirildiginde; %42’si kat1 faz EIA ile

C. difficile toksin A ve B, %26’s1 hizl
immunokromotografik testler ile toksin A/B
veya/ve GDH arastirdiklann bildirilmistir. Hizh

immunokromotografik  testlerdeki  gelismelerle
2008 yilinda %46 laboratuvar bu metodu kullanirken,
%43’ Uniin

tespit edilmistir (21).

EIA  metotlarint  kullanmakta oldugu

Sonu¢  olarak; cocuk yas grubunda toksin

pozitifligi daha yiiksek oranda belirlenmis ve toksin

pozitif ~ grupta  penisilin kullanimi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Arastirilan diger
risk faktorleri (hematolojik malignitenin olmasi,

nazogastrik tup anti  Ulser

tedavisi) ve hastanede yatis sureleri bakimindan

uygulamasi, ilac
toksin negatif ve pozitif gruplar arasinda istatistiksel
bir fark bulunamamistir. Bunun sebebinin toksin
pozitif gruptaki hasta sayisinin az olmasindan
difficile
hastanede yatan ve basta antibiyotik kullanan

kaynaklanabilecegi disunulmistir. C.

hastalarda gelisen ishallerde oncelikle akla
gelmelidir. Tan icin toksin olusumunun gosterilmesi
Rutin difficile
toksin tespiti icin duyarliik ve o6zgulligu yiliksek
olan EIA

yontemler

gereklidir. laboratuvarlarda C.

testleri veya immunokromotografik
edilebilir.

pozitif hastalar belirlenerek bulasmayr onlemek

tercih Boylece  toksin
icin izole edilmesi ve uygun tedavi almasi saglanir.
Aym zamanda cevresel hijyen ve el yikama gibi
enfeksiyon kontrol onlemleri alinarak C. difficile’nin
hastalar

hastane ortaminda arasinda yayilim

onlenmis olacaktir.

Bu calismamin istatistik analizlerinin yapilmasinda katkilarindan dolayi Prof. Dr. Arzu KANIK ve Ars. Gor. Didem DERICi’ye

tesekkir ederiz.
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Mardin Devlet Hastanesi’nde 2011-2013 yillan arasinda
metisiline direncli stafilokoklarda direnc profilleri

Filiz ORAK'

OZET

Amac: Metisiline direncli Staphylococcus aureus
(MRSA), ilk kez 1961 yiinda tammlandiktan sonra,
ozellikle antibiyotik direnci yoniinden tim diinyada
onemli bir problem haline gelmistir. MRSA suslan
siklikla penisilinaza direncli penisilinler, sefalosporinler
dahil tim beta-laktam grubu antibiyotiklere ve beta-
laktam grubu dis1 baz1 antibiyotiklere de direncli
olup sadece vankomisin ile teikoplanine duyarlidir. Bu
calismanin amaci, Mardin Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda izole edilen stafilokok suslarinda
metisilin direnci ile birlikte cesitli antibiyotiklere direnc
durumunun arastinlmasidir. Metisilin direncinin dogru
olarak belirlenmesi uygun antimikrobik ilacin kullanimini
saglamak icin gereklidir.

Yontem: Bu calismada cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen 73 stafilokok susu kullamilmistir. Antimikrobiyal
duyarlilik testi olarak Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer
disk difiizyon testi kullamlmistir. Suslarin metisilin
direnclerinin arastinlmasi amaciyla, %4 NaCl iceren
Mueller-Hinton Agar (RTA, TR) ve 1 pg’lik oksasilin diski
(Bioanalyse, TR) kullanmilmstir.

Bulgular: Suslarin 22 (%30,1)’si MRSA, dokuzu (%12,3)
MRCNS (Metisiline Direncli Koagiilaz Negatif S. aureus) ve
42 (%57,5)’si MSSA (Metisiline Duyarli S. aureus) olarak
belirlenmistir. MRSA suslarinin besi (%22,7) ve MRCNS
suslarinin da tcu (%33,3) hastane kaynakli olarak tespit
edilmistir. MRSA suslar eritromisine %81,8, sefoksitine

ABSTRACT

Objective:  After the report of first case of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) had
been described in 1961, MRSA became a major problem
worldwide especially because of antibiotic resistance.
MRSA strains are often resistant to beta-lactam antibiotics
such as penicilinase resitant penicillins, cephalosporins
and to some non-beta-lactam antibiotics, but they
are only susceptible to vancomycin and teicoplanin.
The aim of our study was to evaluate the resistance of
Staphylococcus strains isolated at Mardin State Hospital
against methicillin and various other antimicrobials.
Accurate assessment of methicillin resistance is necessary
to ensure proper use of antimicrobial drugs.

Method: In this study, 73 Staphylococcus strains
isolated from various clinical specimens were evaluated.
As antimicrobial susceptibility testing was performed
using the Kirby-Bauer disc diffusion method according
to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
criteria. Mueller-Hinton Agar (RTA,TR) containing 4% NacCl
and 1 pg oxacillin disc (Bioanalyse, TR) were used for
determining methicillin resistance.

Results: Of the strains tested, 22 (30.1%) were found
to be (MRSA), nine (12.3%) were methicillin-resistant
coagulase-negative staphylococci (MRCNS) and 42 (57.5%)
were methicillin-susceptible S. aureus (MSSA). Five
(22.7%) of the MRSA strains, and three (33%) of the MRCNS
strains were identified as nosocomial. 81.8% of the MRSA
strains were found to be resistant to erythromycin; 66.6%
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%66,6, gentamisine %60; amoksisilin/klavulanik asit,
penisilin ve norfloksasine %100 direncli bulunmustur.
MRSA ve MRCNS suslarinda penisiline %100 oraninda
direnc saptanmistir.

Sonu¢: Calismaya alinan higbir susta vankomisin
ve teikoplanine direnc bulunmamasi sevindirici bir
gelismedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik duyarliigi, direng,
metisilin, stafilokok

to cefoxitin; 60% to gentamicin; and 100% to amoxicillin/
clavulanic acid, norfloxacin and penicillin. The resistance
rates to penicillin among the MRSA and MRCNS strains
were determined to be 100%.

Conclusion: It is a welcome development to find that
there was no resistance to vancomycin and teicoplanin
strains tested in this study.

Key Words: Antibiotic susceptibility, resistance,
metbhicillin, staphylococci

GIRIS
Stafilokoklar onemli enfeksiyon etkenleri olarak

100 yildan uzun bir suredir tip dunyasim mesgul
etmektedir.

1960 yilinda metisilin, daha sonra da diger
penisilinaza direncli penisilinlerin kullanima girmesiyle
birlikte stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde
onemli asama kaydedilmistir. Ancak cok kisa bir siire
(1961)
tammlanmis ve 1970’li yillardan itibaren de metisiline

direncli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda coklu

icerisinde stafilokoklarda metisilin direnci

antibiyotik direnci problemi ortaya cikmistir (1).

Metisiline duyarli ve direncli stafilokoklar arasindaki
temel fark, penisilin baglayan protein (PBP)’lerdedir.
Metisilin direnci, duyarli suslarda bulunmayan PBP 2a
(PBP2’) denen proteinin varligina baglidir. Direncin
nedeni olan 2a’yr kodlayan gen kromozomal DNA

Uzerinde “mec” (metisilin direnc geni) olarak
adlandinlan  bolgedir  (2). Metisilin  direncinin
dizenlenmesinde mec bolgesi disinda “factors

essential for the expression of methicillin resistance”
(fem) genleri olarak tanimlanmis genler de
gorev almaktadir (3). MRSA’da metisiline duyarli
S. aureus’da bulunmayan ve SCCmec olarak
isimlendirilen bir diren¢ adas1 bulunmaktadir (4).
MRSA  suslarinin  ¢cogu  beta-laktam  yapisindaki

antibiyotiklerin yam sira aminoglikozidler, kinolonlar,
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klindamisin ve karbapenem gibi bircok antibiyotige
de direnclidirler (5, 6). S.
yara enfeksiyonlarinda en sik saptanan etkendir.

aureus nozokomiyal

Bunu enterokoklar ve koagiilaz-negatif stafilokoklar
izlemektedir (1). Toplumsal yasamda, toplum kokenli
MRSA, onemli bir enfeksiyon olarak ortaya cikmistir.
Baslica cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarindan
sorumlu olmakla birlikte pnomoni
gibi siddetli
olabilmektedir. Toplum kokenli MRSA, saglik hizmeti
ile iliskili olanlann aksine,

ve ampiyem
pulmoner enfeksiyonlara da neden
genis bir antibiyotik
grubuna duyarlidir. Toplum kokenli MRSA, siklikla,
notrofillerin  hiicre membranlarinda litik porlar
olusturan, inflamasyon ve doku yikimim baslatan
notrofil kemotaktik faktorlerin salinimim indukleyen
(PVL)

Panton-Valentine lokosidini

tasimaktadir (7).

kodlayan geni

Hastane kokenli ve toplum kokenli MRSA’larin
epidemi yapma potansiyeli oldugundan halk sagligi
yonuinden biiyiik onem tasimaktadir (8).

Mardin
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan izole edilen stafilokok
ile birlikte cesitli
durumunun  arastirilmasim

Bu calismada, Devlet  Hastanesi

suslarinda  metisilin  direnci
antibiyotiklere direnc

amaclanmistir.



GEREC VE YONTEM

Ocak 2011
bashekimlik onay1 alinarak, Mardin Devlet Hastanesi

- Agustos 2013 tarihleri arasinda

Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen cesitli klinik
orneklerden izole edilen toplam 73 stafilokok susu
retrospektif olarak degerlendirmeye alinmistir. Gelen
ornekler, %5 koyun kanli agar, McConkey Agar (RTA,
TR) ve DNaz besiyerlerine ekilerek, 18-24 saat 35-
37 °C’de inkube edilmistir. DNaz besiyerinde lreyen
ve kanli agarda ureyen izolatlar, Gram boyama,
katalaz (ORBAK, TR) ve tiup koagilaz testleriyle
tamimlanmistir. S. aureus ve koagulaz negatif stafilokok
(KNS) olarak tanimlanan izolatlarin oksasilin ve diger
antibiyotiklere [vankomisin, teikoplanin, penisilin,
klindamisin, eritromisin, amoksisilin/klavulanik asit,
sefoksitin, levofloksasin ve gentamisin (Bioanalyse,
TR)] duyarlibklan “Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk
difuzyon yontemiyle arastinlmistir (9). Buna gore 24
saatlik bakteri kiiltliriinden 0,5 McFarland bulanikligina
esit olacak sekilde dogrudan koloni silispansiyonu
hazirlanmis ve %4 NaCl iceren Mueller-Hinton Agar
(MHA) besiyeri yuzeyine ekiivyon yardimiyla yayilmistir.
Besiyeri yiizeyi kuruduktan sonra diskler yerlestirilmis
ve 35 °C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra zon ¢aplan
degerlendirilmistir. Metisilin direnci CLSI kriterleri
dogrultusunda 1ug oksasisilin  diski (<10 mm ise
direncli, >13 mm ise hassas ) ve 30 pg sefoksitin diski
(<21 mm ise metisiline direncli, >22 mm ise metisiline
hassas) ile %2 NaCl eklenmis MHA’da disk difiizyon
yontemiyle arastinlmistir. Gerek S. aureus gerekse
KNS

belirlenmesi icin vankomisin, teikoplanin, penisilin,

suslanmmin  antimikrobiyal ~ duyarliliklarinin
klindamisin, eritromisin, amoksisilin/klavulanik asit,

sefoksitin, levofloksasin, norfloksasin, linezolid ve

gentamisin (Bioanalyse, TR) kullamlmistir.

BULGULAR

Arastirmaya stafilokok
kliniklerden getirilen orneklerden izole edilmislerdir

(Tablo 1). MRSA suslanmin besi (%22,7) ve MRCNS

alinan suslan, cesitli

suslarinin da ucu (%33,3) hastane kaynakli olarak tespit
edilmistir. MRSA suslarinin sekizi (%36,6) ile Metisiline
Hassas Staphylococcus (MSS) suslarinin 21 (%50)’i burun
suriintti orneklerinden elde edilmistir. MRCNS suslarinin
cogunlugu ise idrar orneklerinden izole edilmislerdir
(Tablo 2).

Tablo 1. izole edilen stafilokok suslarimin kliniklere gére
dagilimi

MRSA  MRCNS MSS
Klinik

Say1 (n) Say1 (n)  Sayi (n)
Uroloji Pol. 4 2 6
Gogus Hastaliklart Pol. 3 2 3
Noroloji Servisi 1 0 0
Genel Yogun Bakim 2 1 0
Enfeksiyon Hastaliklan 8 0 19
Genel Cerrahi Pol. 1 0 5
Acil Pol. 1 0 0
KBB Pol. 1 0 6
Yogun Bakim 1 1 0
Dahiliye 0 3 3
Toplam 22 9 42

MRSA: (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, MSSA (Methicillin
Susceptible Staphylococcus aureus) MSSA: Methicillin susceptible
Staphylococcus aureus, MRCNS: (Methicillin Resistant Coagulase
Negative Staphylococci)

Tablo 2. izole edilen MRSA ve MRCNS suslarimin klinik
orneklere gore dagilim

Klinik Ornek Say1 MRSA  MRCNS MSS
idrar 18 5 5 8
Balgam 10 4 3 3
Burun suriintusu 29 8 0 21
Kulak struintisu 7 1 0 6
Yara 6 2 1 3
Bogaz 1 0 0 1
Kateter ucu 1 1 0

Uretral akinti 1 1 0 0
Toplam 73 22 9 42
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Calismaya alinan 73 Staphylococcus susunun
22 (%30,1)’si MRSA, dokuzu (%12,3) MRCNS ve 42
(%57,5)’si MSS olarak belirlenmistir.

Antibiyotik duyarlilik testleridegerlendirildiginde,
hicbir susta vankomisin, teikoplanin ve linezolide
diren¢c saptanmamistir. Her bir antibiyotik direnc
orani, kullanildigt susa gore degerlendirilerek
hesaplanmistir. MRSA ve MRCNS suslari penisiline
%100 direncli MSS suslarinda bu direng
%83,3 MRSA  suslarindan
eritromisin duyarliigina bakilan 11 sustan dokuzu
(%81,8), duyarliigina  bakilan
sustan (%66,6),

bakilan bes sustan Ucl

iken
olarak  bulunmustur.
sefoksitin dokuz
altisi gentamisin
(%60) ve amosisilin/
klavulunat duyarliigina bakilan bes sustan besi
(%100) MRCNS suslan ise

sefoksitine amoksisilin/klavulanik

duyarliigina

direncli bulunmustir.
%80, asite
%80 ve eritromisine %87,5 direncli bulunmustur.
MSS
eritromisine diren¢c oranlan
17,6’dir (Tablo 3).

asit  ve
%66,6 ve

suslarinin  amoksisilin/klavulanik

sirasiyla

TARTISMA

Hem toplum hem de hastane kokenli stafilokoklar
sistemik ve lokal bircok enfeksiyona neden olmalan
yillarda ajanlarin
coguna direngli hale gelmeleri nedeni ile de Gnemi
artan bakterilerdir (10). Stafilokoklar Turkiye’de
ve tim diinyada en vyaygin hastane enfeksiyonu
etkenlerindendir. MRSA ve KNS’lann,
hastane enfeksiyonlarinda blyik rol sahibi olduklan
gorlilmektedir (2). S. aureus fronkiil, karbonkdl, apse
gibi cesitli deri lezyonlarindan, yara enfeksiyonlarindan
gibi daha bircok
enfeksiyonlardan izole edilmislerdir (5). S. aureus’un
cesitli calismalarda; toplum kokenli (TK) pnomonilerin

yaninda son antimikrobiyal

suslarinin

ayrica pnomoni, osteomyelit

%8-68’inden, hastane kokenli (HK) pnomonilerin ise
%18’inden sorumlu oldugu bildirilmektedir (11).

KNS’ler cildin normal floras1 icinde yer alan
bakteriler olup, genellikle konakla selim iliskiler
icinde saprofit olarak bulunmaktadir (12). Ancak
cilt travmasi, intravenoz kateter kullamlmasi gibi
invaziv girisimlerde ve sant sistemleri, yapay kalp

kapakcigi, eklem protezi bulunmasi durumunda bu

yabanc1 cisimlerin yuzeyine vyapisabilme, immun

Tablo 3. MRSA ve MRCNS suslarinin antimikrobiyal direnc¢ sonuclar

MRSA Direncli MRCNS Direngli MSS Direncli
Antibiyotik

Say1 (n) Say1 (n) Say1 (n)
Vankomisin 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Teikoplanin 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Linezolid 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Amoksisilin/klavulanik asit 5/5 (%100) 4/5 (%80) 2/3 (%66,6)
Sefoksitin 6/9 (%66,6) 4/7 (%57,1) 0 (%0)
Gentamisin 3/5 (%60) 0 (%0) 0 (%0)
Norfloksasin 3/3 (%100) 0 (%0)
Penisilin 13/13 (%100) 7/9 (%77,7) 10/12 (%83,3)
Levofloksasin 2/7 (%28,5) 2/5 (%40) 0 (%0)
Klindamisin 3/5 (%60) 0 (%0) 0 (%0)
Eritromisin 9/11 (%81,8) 7/8 (%87,5) 3/17 (%17,6)
Turk Hij Den Biyol Derg



sistemden kacabilme veya bu sistemi kirabilme
yeteneklerine bagl olarak cogalmakta ve enfeksiyon
olusturabilmektedirler (13). KNS’ler lizerinde yapilan
duyarlilk calismalarinda, S. aureus tirlerinden daha
yuksek metisilin direnci gosterdikleri belirlenmistir.
Nozokomiyal KNS izolatlarinin %60’1 metisiline direncli
olarak tespit edilmistir (14). KNS’lerin de yaklasik
%80-90’1 indiklenebilir beta laktamaz uretmektedir.
bir PBP-a
rol oynamaktadir. Bir calismada, neonatal sepsisli

Direnc mekanizmasinda dusik afiniteli

hastalarin kanindan izole edilen KNS’lerde, multipl
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) calisilmis ve izole
edilen 85 KNS’nin 73 (%86)’linde mecA geni pozitif
ve 12 (%14)’sinde mecA geni negatif bulunmustur.
birinde PBP-2a‘ya
rastlanmamis ve B-lactam antibiyotiklere direnc

mecA-negative izolatlann hic

saptanmamistir (14, 15).

Yapilan calismalarda, hastaneye basvurudan sonraki
ilk 48-72 saat icerisinde gelisen MRSA enfeksiyonlar
toplum  kokenli Toplum
kaynakl Kuzey Amerika ve

olarak tanimlanmaktadir.
MRSA enfeksiyonlan,
Avrupa dahil olmak lizere hemen her cografi bolgede
saptanmaya baslanmis ve bazi yerlerde %20’lere varan
oranlar gorulmustur (16). Bizim calismamizda da
MRSA suslarinin 17 (%77,3)’si ve MRCNS suslarinin da
6 (%66,7)’s1 toplum kaynakli olarak tespit edilmistir.
Ozgiiven ve ark. (17) ilkégretim ve lise 6grencileri
Uzerinde yaptiklan MRSA
tastyiciigl saptanamamis ve MSS tastyicilik oram ise
%14,7 olarak bulunmustur. Citak ve ark. (18) hastane

arastirmalarda, burun

kaynakli stafilokok suslarinin %40’ 11, toplum kaynakli
stafilokok suslarinin ise %31’ni MRSA olarak tespit
(19) toplum kokenli
suslarin %12,5’ini, hastane kokenli suslarin da %43’iinu

etmislerdir. Duman ve ark.
metisiline direncli olarak bulmuslardir. Ozel ve ark.
(20) PBP2a lateks aglutiinasyon yontemi ile KNS’lerin
%54,1’ini, S. aureus’larin %42,4’lni metisiline direncli
bulmuslardir. Opus ve ark. (21) Konya’da yaptiklar bir
arastirmada 85 direncli susun 35 (%41)’ini MRSA, 50
(%59)’sini KNS olarak tespit etmislerdir. Stafilokoklarda
goriilen metisilin direnci, tim diinyada oldugu gibi
Turkiye’de de giderek artis gostermektedir.

Vural ve ark. (22). bir calismada oksasilin disk
diflizyon, sefoksitin disk difiizyon, oksasilin agar tarama
ve PBP2a lateks aglitinasyon testlerinin duyarlibklarim
%100 ve ozgulluklerini sirasiyla %100, %100, %100 ve %97
olarak bulmuslardir.

ABD’de MRSA orani 2006-2007 yillarinda %79 olarak
bulunmustur (23). European Antimicrobial Resistance
Surveillance System (EARSS) 2008 verilerine gore,
MRSA oranlar Kuzey Avrupa ulkelerinde %5’in altinda,
ingiltere, ispanya, italya, Tiirkiye ve Yunanistan’da
%25’in Uzerinde, Malta ve Portekiz’de ise %50’lerde
seyretmektedir (24).Turkiye’deki cesitli merkezlerde
MRSA goriilme oranmi %57, %58,5, %62 ve %33 gibi
degerlerde bulunmustur (25-27). Bizim calismamizda
MRSA orant %30,1 ve MRCNS oram %12,3 olarak
belirlenmistir.

Eksi ve ark. (28) yaptigi calismada oldugu gibi bizim
calismarmzda da vankomisin ve teikoplanine direnc
saptanmamistir. Guler ve ark. (29) gentamisine %84,
klindamisne %63, eritromisine %77 oraninda, vankomisin
ve teikoplanine %0 direnc bulmuslardir. Citak ve ark.
(18) MRSA suslaninin gentamisine %77, siprofloksasin ve
tetrasikline %74 ve eritromisine de %78 oraninda direnc
bildirmislerdir. Eksi ve ark. (28) ise gentamisine %76,
rifampine %73 ve siprofloksasine %85,9 oraninda direnc
oran1 saptamislardir. Aym arastirmacilar MSS suslarimin
penisiline direnc oramm %91,1 bulurken en duyarl
olduklan antibiyotikleri meropenem, sefotaksim ve
siprofloksasin olarak bulmuslardir.

Calismarmizda MSS’lerin penisilin direnci %83,3 iken,
eritromisin direnci %17,6 bulunurken, MRCNS’lerde
penisilin direnci %77,7, eritromisin direnci de %87,5
olarak bulunmustur.

Gerek MRSA gerekse MRCNS’lerde vankomisin

ve teikoplaninin yanm sira kinolonlarin, linezolid,

levofloksasin  ve klindamisinin de antibiyogram

sonuclarina gore hala kullanilabilir olmast umut
vericidir (30). Tigesiklin, ciddi MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanima giren yeni bir ajandir. Daptomisin,
pulmoner siirfaktanlar tarafindan inaktive edildigi icin

toplum kokenli pnomonilerde kullamlmamalidir (31).
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Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda klindamisin
ve vankomisin kombinasyonu bir alternatif olarak ele
alinmaktadir (32).

Metisilin  direncinin saptanmasi disk
diflizyon, E-test, sivi mikrodilisyon yontemi, oksasilin
iceren kati besiyerlerinin kullamldigi tarama testleri

amaciyla;

ve mecA geni veya onun uruniu olan PBP2a’nin tesbit
edilmesine dayali cesitli yontemler kullamlmaktadr.
PCR ile mecA geni varliginin tespit edilmesi altin
standart olarak kabul edilmektedir (20). CLSI onerileri
dogrultusunda sefoksitin diski ile mecA aracili oksasilin
direncinin gosterilebilecegi bildirilmistir (33). Ozel ve
ark. (20) gore S. aureus icin sefoksitin ve oksasilin
disklerinin  duyarliligi (%94,3),
KNS’ler icin oksasilin daha duyarli bulunmustur.

birbirine esit iken

Calismamizda sefoksitine direnc %66,6 saptanmistir.
Ayrica CLSI onerilerine gore antibiyotik disklerinin
dizilimi yapilirken eritromisin ve klindamisin diskleri
yan yana konularak eritromisine bakan yiiziinde
dizlesme olmasi (D-zonu) indiklenebilir MLS tipi
direnc acisindan arastinlabilir (33).
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Vural ve ark. (33)

yonteminin mecA disi direngleri atlama olasiligi g6z

sefoksitin disk diflizyon

onine alinarak, laboratuvarlarda sefoksitin ve oksasilin
disk difiizyon yontemlerinden ikisinin de calisilmasi
MRSA direncini yakalamada daha faydali olabilecegini
dustinmektedirler.
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Tiuketime sunulan cesitli hazir yemek iiriinlerinin
mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi *
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OZET

Amag: Bu calismada, tiiketime sunulan cesitli
hazir yemek rlnlerinin mikrobiyolojik kalitelerinin
incelenmesi ve gida zehirlenmeleri acisindan tasidiklar
riskin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem: Tiketime sunulan toplam 666 hazir
yemek uUrini incelenmistir. Bu gidalar Tirk Gida
Kodeksi  Mikrobiyolojik  Kriterler  Yonetmeligi’nde
yer alan; Salmonella spp. (TS EN ISO 6579), Listeria
monocytogenes (TS EN 1SO 11290-1), Escherichia coli
0157 (TS EN ISO 16654), termotoleran Campylobacter
spp. (TS EN ISO 10272), Bacillus cereus (TS EN ISO
7932), koagilaz pozitif stafilokoklar (TS EN I1SO 6888-1),
sulfit indirgeyen anaerop bakteri (ISO 15253), E. coli
(Bacteriological Analytical Manual), kif ve maya (TS EN
ISO 21527-1 ve 21527-2), stafilokokal enterotoksin (3M
Tecra) parametreleri acisindan incelemeye alinmislardir.

Bulgular: incelemeye alinan hazir  yemek
orneklerinden 612 adedi (%92) Yonetmelik’te yer alan
gida giivenilirligi ve patojen mikroorganizma limitleri
acisindan tiketime uygun bulunurken, 54 adedinin
(%8) bir veya daha fazla parametre yoniinden tiiketime
uygun olmadiklan belirlenmistir. Calismada, orneklerin
hicbirinde Salmonella spp., L. monocytogenes, E.

coli 0157 ve termotoleran Campylobacter spp. tespit

ABSTRACT

Objective: In  this study,
microbiological quality of several kinds of ready-to-eat
meals and their risk in means of foodborne infections,

determination of

were aimed.

Method: Total of 666 ready-to-eat meals available
for consumption, were examined. These products were
examined in means of the parameters; Salmonella spp.
(TS EN ISO 6579), Listeria monocytogenes (TS EN 1SO
11290-1), Escherichia coli 0157 (TS EN ISO 16654),
thermotolerant Campylobacter spp. (TS EN ISO 10272),
Bacillus cereus (TS EN ISO 7932), coagulase positive
staphylococci (TS EN ISO 6888-1), sulfite reducing
anaerobic bacteria (ISO 15253), E. coli (Bacteriological
Analytical Manual), molds-yeasts (TS EN ISO 21527-
1 ve 21527-2) and staphylococcal enterotoxin (3M
Tecra) parametres as it was stated in Regulation on
Microbiological Criteria for Foods.

Results: 612 (92%) of the investigated ready-to-
eat meals were found in accordance with the food
safety criteria and limits of pathogenic microorganisms
mentioned in the Regulation, while 54 of them (8%)
were found unsuitable for consumption. In none of the
samples Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli
0157 and thermotolerant Campylobacter spp. were
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edilmemistir. Hazir yemek durinlerinden 30 adedinin
B. cereus (1x10%- 5,7x10* kob/g), 14 adedinin E. coli
(1,5x10" - >1,1x10° EMS/g), bes adedinin siilfit indirgeyen
anaerop bakteri (1,6x10° - >3x10* kob/g), bir adedinin
koagiilaz pozitif stafilokok (4x10° kob/g) ve bir adedinin
de toplam kiif-maya (2,6x10* kob/g) parametreleri
yoniinden Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde
belirtilen limitlere uygun olmadigi belirlenmistir. Ayrica
alt1 adet hazir yemek Uriiniinde stafilokokal enterotoksin
bulunmustur.

Sonug: Elde edilen bulgulara gore incelemeye
alinan tilketime hazir yemek uriinlerinin mikrobiyolojik
kalitelerinin genellikle (%92) yeterli oldugu saptanmistir.
Tiiketime uygun olmadiklan belirlenen hazir yemeklerin
ise uygunsuz bulunduklar parametrelerin yemek tiriine
bagli olarak degistigi
tiketime sunulan ve 1sitilarak servis edilen hazir yemek

gorulmustur. Calismamizda,
triinlerinin ozellikle B. cereus, stafilokokal enterotoksin
ve silfit indirgeyen anaerop bakteri parametreleri,
soguk olarak servis edilen salata, meze gibi Uriinler ile
Uretim sirasinda elle temasta bulunulan pisirilmis unlu
mamullerin ise E. coli ve koagiilaz pozitif stafilokok
parametreleri acisindan risk tasidiklan

ulasilmistir.

sonucuna

Anahtar Kelimeler: Gida, gida kaynakli enfeksiyon,
patojen bakteri, mikrobiyoloji, hijyen

not detected. In the study, number of the ready-to-eat
meals which were not complying the limits specified in
the regulations in terms of B. cereus (1x10°- 5.7x10*
cfu/g) was 30. The number of ready to eat meals which
were above limits for E. coli (1.5x10" - >1.1x10° MPN/g),
staphylococcal sulphite reducing
anaerobic bacteria (1.6x10° - >3x10* cfu/g), were found
as; 14, 6 and 5, respectively. While one sample was
found unsuitable for consumption in means of coagulase
positive staphylococci (4x10° cfu/g), another sample
was found unsuitable for consumption in means of total
mold and yeast counts (2.6x10* cfu/g).

enterotoxin and

Conclusion: According to the data obtained in this
study, microbiological quality of the ready-to-eat meals
were found mostly good. The meals which were found
unsuitable for consumption in means of the parameters
not complying the limits showed differences depending
on the kind of the food sample. In this study, it was found
that ready-to-eat meals served after reheating carry
risk in means of B. cereus, staphylococcal enterotoxin
and sulphite reducing anaerobic bacteria parameters.
Additionally, cold meals like salads, apetizers and
cooked bakery products were found to carry risk in
terms of the parameters; E. coli and coagulase positive
staphylococci.

Key Words: Food, foodborne infection, pathogenic
bacteria, microbiology, hygiene

GIRIS
Gida
patojen mikroorganizmalarin hastaliga neden olma

kaynakli  zehirlenmelere neden olan
mekanizmalari, bu mikroorganizmalarin gidalardaki
kontrolu Uzerinde bircok calisma ve diizenleme
yapilmis ancak tim onlemlere ragmen teknolojik
olarak gelismis bat1 lilkelerinde bile gida kaynakli
salginlara  rastlanabilmektedir  (1).  Insanlarin
sagliklarin1 koruyabilmeleri icin yeterli ve dengeli
beslenmelerinin yan1 sira tikettikleri gidalarin
insan sagligim1 tehdit etmemesi ve giivenli olmasi
da gerekmektedir (2, 3). Endustrilesme ile beraber

hazir yemek ile beslenmeye kars1 egilimin son yillarda
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artis gosterdigi goriilmektedir. ABD, ingiltere ve
Hollanda’da elde edilen istatistiksel verilere gore gida
kaynakli hastaliklarin %70’inden fazlas1 yemek veya
servis hizmeti veren sektorlerle iliskilendirilmektedir
(4). Gida zehirlenmesi; kontamine gida ve/veya
suyun tuketilmesi sonucu ortaya cikan hastaliklara
isimdir. (5)

kaynakli zehirlenmeler bircok Ulkenin onemli bir

verilen genel bir Gunumiizde gida
saglik sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Gida
maddelerinin hijyenik kosullarda Uretilerek, hijyen
zinciri bozulmadan tiiketiminin saglanmasi saglikli
beslenmenin saglanabilmesi i¢in onemli bir kriterdir.



Gidalar uretim asamasindan tiiketiciye ulasincaya
kadar yapilan islemler zincirinde cesitli kaynaklardan
bulasan mikroorganizmalar, uygun kosullar s6z konusu
ise hizla cogalarak duyusal kalitenin bozulmasina,
ekonomik kayiplara ve gida kaynakli hastaliklarin
ortaya cikmasina neden olabilmektedirler (6, 7). Bu
sirecte hijyen zincirinin en onemli basamaklarindan
birini personel hijyeni olusturmaktadir. Ayrica
gidalarin Uretim ve islenmesi asamalarinda kullanilan
kesme tahtalan, dilimleyici, karistirici ve ogiitiiciler,
isletme suyu, ortam havasi ile Uretim kosullarinda
bulunmamasi gereken copler, hasereler, kemiriciler
ve ev hayvanlar bulasma kaynaklari olarak karsimiza

¢ikmaktadir (6).

Gida satis noktalarinda satisa sunulan ve hemen
tiketilebilecek halde bulunan (Urinler, tuketime
hazir yiyecekler/gidalar olarak adlandirnilmaktadirlar
(8, 9). Bu gidalar; cig ya da pismis, sicak veya
soguk, ya da yeniden 1sitma gibi bir 1sil islem
olmadan tiiketilebilir halde bulunmaktadirlar (8).
Tlketime hazir gidalar, dogrudan tiiketildigi icin
pisirilerek icerisindeki mikroorganizmalarin ¢ogu
oldiiriilebilen gidalara gore tiiketici saglig1 acisindan
daha risklidirler. Bu gidalar cogunlukla tiiketilinceye
kadar sogukta muhafaza edilerek cogu bakterinin
(10).
calismada tuketime hazir gidalardan izole edilen

inhibisyonu saglanmaktadir Yapilan bircok
patojen mikroorganizmalar arasinda verositotoksin
ureten Escherichia coli (VTEC), Salmonella spp.,
monocytogenes ve Campylobacter spp.
bildirilmektedir (8, 11).
Bircok llkede birinci siradaki gida kaynakli hastalik

Listeria
turlerinin yer aldiklan

etmenlerinin Salmonella ve Campylobacter turleri

oldugu belirtilmektedir. Ancak ilkeler arasinda
insanlarin beslenme aliskanliklarindan ileri gelen
(12).

Tiiketime hazir gidalar araciligi ile meydana gelen gida

farklilasmalar oldugu da vurgulanmaktadir.

kaynakli salginlardaki patojen etkenlerin incelendigi
bircok calisma mevcuttur (8, 10, 11).

Gidalarin mikrobiyolojik yonden giivenli olmamasi
kiresel bir sorun olmaya devam etmektedir. Biitiin
diinyada ulkeleri gida kaynakli hastaliklardaki artisa

yamt olarak gida giivenilirliginin  gelistirilmesi
amaciyla yeni onlemler alabilmek icin calismalar
yapmaktadirlar. Tannm ve gida alaninda calisan gida
ureticilerinin  “Gida Glvenligi Yonetim Sistemi”
olusturabilmeleri icin ulkelerin yonetmeliklerinde
cesitli duzenlemeler yapilmakta ve bu sekilde gida
kaynakli salginlarin onlenebilmesi hedeflenmektedir
(13). Ulkemizde de bu amacla gerceklestirilen en
son dizenleme, T. C. Gida, Tannm ve Hayvancilik
Bakanligi ve 29.12.2011
tarihli Gazete’de yayimlanan Tirk Gida

Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi (14)’nin

tarafindan hazirlanan

Resmi

yirirlige girmesidir.

Bu calismanin amaci, tiketime sunulan cesitli
hazir yemek urtnlerinin mikrobiyolojik kalitelerinin
gida
tasidiklan riskin belirlenmesidir.

incelenmesi  ve zehirlenmeleri  acisindan

GEREC ve YONTEM

Tirkiye Halk Sagligi Kurumu, Tiketici Glvenligi
Laboratuvarlari Daire Baskanligi, Merkez Tiiketici
Uriinleri Mikrobiyolojik Arastirma Laboratuvarlarina
Ocak-Aralik 2012 tarihleri arasinda mikrobiyolojik
analiz amaciyla farkli illerden gelen toplam 666 adet
hazir yemek uriind, Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Yonetmeligi’nde (14) yer alan parametreler
acisindan incelenmistir. Steril kaplara alinan gida
ornekleri, ornek alimini takiben 24 saat icerisinde
Gida
79 tanesi ise

soguk zincirde laboratuvara ulastinlmistir.

orneklerinin 587 tanesi kontrol,
zehirlenme/sikayet nedeniyle incelemeye alinmistir.
Analize alinan hazir yemek urunlerinin 519 adedi
tiiketime hazir et ve sebze yemegi, 58 adedi tiiketime
hazir sarkuteri Uriinl, 42 adedi tiiketime hazir unlu
mamul, 36 adedi tiketime hazir sitli ve serbetli
tatli, 11 adedi diger gidalar grubu olmak lizere bes
ana baslik altinda gruplandinlarak analiz edilmistir.

Turk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi
Ek 1 ve Ek 3’teki gruplandirmalar dikkate alinarak

spp., L.

Calismamizda incelenen gida ornekleri,

Salmonella monocytogenes, Bacillus
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cereus, koagulaz pozitif stafilokoklar, E. coli 0157,
termotoleran Campylobacter spp., silfit indirgeyen
anaerop bakteri, E. coli, kif ve maya, stafilokokal
enterotoksin parametreleri agisindan analiz edilmistir
(14). Laboratuvarimiza kontrol amaciyla gelen
gidalarda Tiurk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligi Ek 1’de yer alan gida giivenilirligi
kriterlerine bakilirken, zehirlenme ve/veya sikayet
amaciyla gelen gidalar Ek 1’deki parametrelerin
yani sira Ek 3’te yer alan patojen mikroorganizmalar
acisindan da incelemeye alinmislardir.

ISO
Bu amacgla 25

Salmonella spp. tespiti amaciyla TS EN
6579 (15) yontemi uygulanmistir.
g gida numunesi 225 ml tamponlanmis peptonlu
su (TPS, LabM) icerisinde homojenize edildikten
sonra 37 °C’de 18-24 sa on zenginlestirme islemi
uygulanmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda TPS’deki
kulturden 0,1
islemi icin Rappaport Vasiliadis Broth (RVS, Difco)
RVS Broth besiyerinde
inkiibe edilerek olusturulan

mL alinarak secici zenginlestirme

besiyerine aktarlmistir.
41,5 °C’de 24 sa
kulturden bir ©6ze dolusu alinarak Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD, LabM) Agar besiyerine tek koloni
distirme teknigi ile ekimler gerceklestirilmistir. Kati
besiyerinde olusan siyah merkezli renksiz koloniler
stipheli Salmonella spp. olarak degerlendirilmis ve
bu kolonilerden bes adet secilerek biyokimyasal
(oksidaz, laktoz/ glukoz fermantasyonu, ure hidrolizi,
H,S olusumu, sitrat kullamimi, L-lizin dekarboksilaz
aktivitesi), serolojik (OMA ve OMB, THSK, Biyolojik
Uriinler Arastirma ve Gelistirme Daire Baskanligi)
dogrulama testleri ile Enteropluri tanimlama Kkiti
(Liofilchem) uygulanmistir.

L. monocytogenes tespitinde ise I1SO 11290-1 (16)
yontemine gore 25 g gida numunesi 225 mL Half Fraser
Broth (LabM)
sonra 30 °C’de 24 sa oOn zenginlestirme islemi
uygulanmistir. Bu islemden sonra Half Fraser Broth
besiyerinde olusan kultirden 0,1 mL alinarak Fraser

besiyerinde homojenize edildikten

Broth besiyerine aktarilmis ve 36 °C’ de 24 sa secici
zenginlestirme yapilmistir. Tipik L. monocytogenes
kolonilerinin gozlenebilmesi icin Oxford Agar (LabM)
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besiyerine tek koloni distirme teknigi ile ekimler
gerceklestirilmistir. Oxford Agar besiyerinde 36 °C’de
48 sa inkiibasyon sonunda gelisen 2 mm capli, grimsi
yesil renkli merkezleri cokik, cevresi siyah hale ile
cevrili koloniler dogrulama icin secilmistir. Dogrulama
amaciyla biyokimyasal (katalaz, Gram boyama,
hareket deneyi, hemoliz, CAMP, karbonhidrat testleri)
ve serolojik testler ile L. monocytogenes tanimlama
kiti (Microbact) yapilmistir.

B. cereus tespiti ve sayim icin 1SO 7932 (17)
yontemi kullamlmis ve en az 10 g gida orneginin
TPS 1/10’luk

homojenize edilmistir. Homojenizasyondan hemen

icerisinde seyreltisi hazirlanarak
sonra Mannitol Yolk Polymyxin Agar (MYP, Oxoid)

besiyerine yayma kiltir yontemi ile ekimler

gerceklestirilmistir. Ekim yapilan Petri kutulan
30 °C’de 48 sa inkiibe edildikten sonra, lesitinaz
aktivitesine bagli olarak opak zonla cevrelenmis ya
da dusuk lesitinaz aktivitesi nedeni ile opak zonla
cevrelenmemis tum pembe koloniler sayilmis, bu
kolonilerden bes tanesine dogrulama amaci ile kanli
agar besiyerinde hemoliz testi ve Gram boyama ile
mikroskobik inceleme yapilmistir.

Koagiilaz pozitif stafilokoklarin tespiti ve sayimi
amaciyla SO 6888-1
Bu amacla en az 10 g tartilan gida numunesi TPS

icerisinde homojenize edilmis ve Baird Parker Agar

(18) yontemi uygulanmistir.

(BPA, Difco) besiyerine ekimler gerceklestirilmistir.
Ekim yapilan Petri kutularn 37 °C’de 48 sa inkiibe
edilmistir. Tipik ve atipik kolonileri dogrulama amaci
ile Gram boyama ve koagiilaz testi yapilmistir.
Termotoleran Campylobacter spp. tespiti [SO
10272-1 (19) yontemine gore gerceklestirilmistir. 25 g
gida ornegi 225 mL Bolton broth (Merck) besiyerinde
homojenize edildikten sonra oncelikle 37 °C’de
4-6 sa, daha sonra 41,5 °C’de 48 sa mikroaerofilik
kosullarda  inkilbbe  edilmistir. ~ Zenginlestirme
ortamindan alinan bir 6ze dolusu kultur Karmali
Agar (Oxoid) besiyerine ekilmistir. Petri kutulan
41,5 °C’de 48 sa mikroaerofilik kosullarda inkibe
edilmistir. Campylobacter

mikroskobik morfoloji ve hareket incelemesi, oksidaz

Supheli kolonilerine



testi, 25 °C’de mikroaerofilik ve 41,5 °C’de aerobik
kosullarda ureme testleri uygulanmistir.

E. coli 0157 tespitinde I1SO 16654 (20) yontemine
gore 25 g gida Ornegine 225 mL novobiyosin iceren
modifiye Tryptic Soy Broth besiyerinde (mTSB+N,
Merck) zenginlestirme islemi yapilmistir. 41,5 °C’de
18-36 sa inkiilbasyon sonunda
seperasyon (IMS, LabM) uygulanmis ve sefiksim
tellurit iceren sorbitol MacConkey (CT-SMAC, Oxoid)
Agar besiyerine ekimler gerceklestirilmistir. CT-
SMAC besiyerinde 37 °C’de 24 sa inkiibasyon sonucu
gelisen 1 mm capli, seffaf, acik sarimsi-kahverengi
gorinumli koloniler, siipheli E. coli 0157 kolonileri
olarak degerlendirilmistir. Siipheli kolonilere indol ve

immiinomanyetik

serolojik dogrulama testleri uygulanmistir.
Sulfit
sayimi, I1SO 15283 (21) yontemi ile gerceklestirilmistir.

indirgeyen anaerop bakteri tespiti ve
Bu amacla en az 10 g gida numunesinin TPS
ortaminda homojenize edilerek Demir Silfit Agar
(Scharlau) besiyerine cift katli dokme plak yontemi
ile 37 °C’de 48 sa anaerobik kosullarda inkiibe
edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinde
gelisen siyah renkli, etraflarinda siyah zon olan
koloniler silfit indirgeyen anerobik bakteri olarak
sayilmistir.

E. coli tespiti ve sayimi ise Bacteriological
(22)
(EMS) yontemi  uygulanmistir.
Calismada, kiif ve maya sayim amaciyla I1SO 21527-
1 (23) ve 21527-2 (24) yontemleri kullamlmistir.
Su aktivitesi degeri 0,95 ve daha yiiksek olanlar icin

Analytical Manual tarafindan onerilen en

muhtemel sayi

Rose Bengal Chloramphenicol Agar (RBC, LabM),
0,95’ten dusuk olanlar icin Dichloran Glycerol
%18 Agar (DG18, Oxoid) besiyerleri kullanilmistir.
25 °C’de 3-5 ginlik inkiibasyon sonunda gelisen
koloniler mikroskobik olarak incelenerek toplam
kuf ve maya sayimlar yapilmistir.

Stafilokokal enterotoksin tespitinde, 3M Tecra
marka test kiti kullamilmis ve tum asamalar kit ile
birlikte saglanan kullanim kilavuzunda belirtildigi
sekilde gerceklestirilmistir.

Arastirma  bulgularimin  istatistiksel  olarak

degerlendirilmesi amaciyla ki-kare testi uygulanmistir.

BULGULAR

Tirkiye Halk Sagligt Kurumu, Tiiketici Glivenligi
Laboratuvarlar1 Daire Baskanligi, Merkez Tiiketici
Uriinleri Mikrobiyolojik Arastirma Laboratuvarlarinda
1 Ocak - 31 Aralik 2012 tarihleri arasinda mikrobiyolojik
olarak incelemeye alinan toplam 666 adet tiketime
hazir yemek Uriininin analize gelis amacina
gore dagiimlan ve tiiketime uygunluk durumlan
Tablo 1’de gosterilmistir. incelenen gidalardan 587
adedi 79 adedi
nedeniyle analize alinmistir. Mikrobiyolojik olarak
(%92)
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne gore tiiketime
uygun 54 adedinin (%8)

uygun olmadiklar tespit edilmistir.

kontrol, ise zehirlenme/sikayet

incelenen gida oOrneklerinden 612 adedi
bulunurken, tiketime
Zehirlenme/
sikayet amaciyla gelen numuneler ile kontrol
amaciyla gelen numuneler arasinda ki-kare testi
uygulandiginda (ki-kare: 25,9, p<0,05); istatistiksel
anlamda uygunsuzluk en cok zehirlenme/sikayet
nedeniyle gelen numunelerde gorilmustir. Tuketime
uygun olmadiklar tespit edilen gidalarin 18 tanesi
zehirlenme/ sikayet, 36 tanesi ise kontrol amaciyla
incelemeye alinmistir.

Tablo 1. Hazir yemek uriinlerinin analize gelis amaclarina
gore dagilimi, THSK, 2012

Analiz Sonucu
Analize Gelis

Toplam
Amaci Uygun
Uygun  pesil
Zehirlenme/ Sikayet 61 18 79
Kontrol 551 36 587
Toplam 612 54 666

Tuketime hazir gida urunlerinin Turk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne (14) gore
gruplandirilmasi ve bu gruplardaki gidalarin tiiketime
uygunluk durumlar Tablo 2’de verilmistir. Tiketime
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Tablo 2. Hazir yemek iirtinlerinin gruplandintmasi, THSK, 2012

Analiz Sonucu

204

Gida  Hazir Yemek Toplam
Grubu Uriinleri Uyeun Uygun P
Y8UN  pesil
Tiketime hazir
1 (pisirilmis) her turlu 488 31 519
et ve sebze yemegi
Tiketime hazir
2 ey M s2leiE), 10 58
sarkiteri urinleri ve
soguk mezeler vb.
Tiketime hazir
(pisirilmis) her turlu
unlu mamul (makarna,
. her tirli bérek, oo E 2
lahmacun, pide, pizza,
manti vb.)
4 Serbetli ve sutlu 34 2 36
tatllar
5 Diger 9 2 11
Toplam 611 54 666

uygun olmadiklar belirlenen 54 hazir yemek urtiniiniin
31 adedinin (%58) pisirilmis et ve sebze yemekleri, 10
adedinin (%18) sarkiiteri Uriinleri, dokuz adedinin (%16)
pisirilmis unlu mamuller, iki adedinin (%4) tath ve iki
adedinin (%4) diger gidalar (peynir ve tursu) grubunda
yer aldiklan belirlenmistir.

Calismada, analize alinan 666 adet gida 6rneginin
hicbirinde Salmonella spp., L.
E. coli 0157 ve termotoleran Campylobacter spp.

monocytogenes,
tespit edilmemistir. Laboratuvarimza zehirlenme/
sikayet nedeniyle gelen ve yapilan analizler sonucunda
18 adet
gida ornegindeki uygun bulunmayan mikrobiyolojik
parametrelerin  gida
Tablo 3’te gosterilmistir. Bu gidalardan 12 adedinde B.

tiketime uygun olmadiklarnn belirlenen

gruplarina goére dagiim
cereus, bes adedinde sulfit indirgeyen anaerop bakteri,
iki adedinde stafilokokal enterotoksin, bir adedinde
E. coli ve bir adedinde de koagiilaz pozitif stafilokok
parametresi yonunden uygunsuzluk tespit edilmistir.
B. cereus yoninden tiiketime uygun bulunmayan

numunelerin  cogunu et ve sebze yemeklerinin

Tablo 3. Zehirlenme amaciyla analize alinan ve tiketime uygun olmayan hazir yemek urtinlerindeki uygun olmayan
mikrobiyolojik parametrelerin gida gruplarina gore dagilimi, THSK, 2012

Parametreler

ChE =
[} =
_£ gL B
Gida Grubu Gida Tiirii w S92 £ 8 (=1
3 © © T NS
o x8g  = = &<
8 25 8 =5 B2
° ®2 % Es  EG
a “o uw b ] < 9
Sebze yemegi 5 1 - 1
Tiketime hazir (pisirilmis) her tiirli et ve sebze yemegi Et yemegi 2
Pilav 1 2
Tiketime hazir her tiirlii salata, sarkiiteri triinleri ve soguk
Meze 1 1
mezeler vb.
Lahmacun - - 1 1
Tiilketime hazir (pisirilmis) her tiirlii unlu mamul (makarna, Borek 1
her turlu borek, lahmacun, pide, pizza, mant1 vb.) Pide R ; ; ; 1
Manti 1
Peynir - 1
Diger Y
Tursu 1
Toplam 12 2 1 5 1
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olusturdugu, bunlan pilay, meze, borek mant1 ve
tursu numunelerinin takip ettigi belirlenmistir. Bu
gidalardaki B. cereus yiikinin 1,3x10° - >3x10* kob/g
arasinda degistigi gorilmistir. Zehirlenme/ sikayet
nedeniyle analize alinan bir adet sebze yemegi ile bir
adet peynir numunesinde, stafilokokal enterotoksin
varlig1 tespit edilmistir. E. coli yoninden tiiketime
uygun bulunmayan bir adet lahmacun numunesindeki
E. coli sayisimin 1,1x10% oldugu saptanmistir. Siilfit
indirgeyen anaerop bakteri yoniinden tiiketime uygun
bulunmayan bes adet gidanin; sebze yemegi, pilay,
meze ve lahmacun numuneleri oldugu gorilmis, bu
gidalardaki silfit indirgeyen anaerop bakteri sayisinin
1,6x10°- >3x10*kob/g arasinda degistigi belirlenmistir.
Zehirlenme/ sikayet nedeniyle analize alinan bir adet
pide numunesinde 4x10° kob/g diizeyinde koaglilaz
pozitif stafilokok oldugu saptanmistir.

Kontrol amaciyla yapilan mikrobiyolojik
incelemeler sonucunda tiketime uygun bulunmayan
36 adet gida numunesindeki uygun bulunmayan
Tablo

incelemeye

parametrelerin gida gruplarina gore dagilim

4’te oOzetlenmistir. Kontrol nedeniyle
alinan gida numunelerinde de Salmonella spp.,

L. monocytogenes, E. coli 0157 ve termotoleran

Tablo 4.

Campylobacter spp.
numunelerden 18’inin B. cereus, 13’unln E. coli, dort

turlerine rastlanmamistir.  Bu

tanesinin stafilokokal enterotoksin ve bir tanesinin ise
kiif-maya parametreleri agisindan ilgili Yonetmelige
(14) uygun olmadiklar belirlenmistir. Bu grupta yer alan
ve B. cereus parametresi acisindan uygun olmadiklari
belirlenen numunelerin cogunu (14 adet) et ve sebze
yemekleri olusturdugu, bunlan makarna (2), pilav (1)
ve meze (1) numunelerinin takip ettigi bulunmustur.
Tuketime uygun bulunmayan numunelerdeki B. cereus
sayisinin 1x10° - 5,7x10* kob/g arasinda degistigi
saptanmistir. E. coli acisindan ilgili Yonetmelige uygun
olmadiklar belirlenen numunelerin cogunun salata (6
adet) numunesi oldugu, bunlart makarna (3 adet) meze
(2 adet), pide (1 adet) ve tatli (1 adet) numunelerinin
izledigi belirlenmistir. Bu numunelerdeki E. coli
yiikiniin 1,1x10" - >1,1x10° kob/g arasinda oldugu
tespit edilmistir. Stafilokokal enterotoksin parametresi
yonunden uygun olmadiklan belirlenen numunelerin
timinin et ve sebze yemekleri gruplarinda yer
aldiklan saptanmistir. Kiif-maya parametresi yoniinden
tuketime uygun bulunmayan bir adet numunenin ise
tatli grubunda yer aldig1 ve toplam kiif-maya sayisinin
2,6x10° kob/g oldugu belirlenmistir.

Kontrol amaciyla analize alinan ve tiiketime uygun olmayan hazir yemek irlinlerindeki uygun olmayan
mikrobiyolojik parametrelerin gida gruplarina gére dagilim

Parametreler

(=
T B
Gida Grubu Gida Tiirii g I35 ©
¥ Fo = T
s 2% © E
(%} df:U 'E (%} %
a &“hao uw ¥4
Sebze yemegi 5 3 -
Tiketime hazir (pisirilmis) her tiirlu et ve sebze yemegi Et yemegi 9 1 =
Pilav 1 -
; - I . Meze 1 2 -
Tuketime hazir her tirli salata, sarkiteri urilinleri ve soguk mezeler vb.
Salata 6 -
Tuketime hazir (pisirilmis) her turli unlu mamul (makarna, her turlu Pide 1 N
borek, lahmacun, pide, pizza, mant1 vb.) Makarna 2 3 -
Diger Tath 1 1
Toplam 18 4 13 1
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TARTISMA

Elde edilen bulgulara gore farkli yerlerde tiiketime
sunulan hazir yemek Urunlerinin  mikrobiyolojik
kalitelerinin (%92) iyi oldugu belirlenmistir. Tiketime
uygun bulunmayan Uriinlerde (%8) gorilen bakteriyal
tremelerin gidanmin tiriine bagh olarak farklilik
gosterdigi tespit edilmistir.

Calismada, hazir yemek drinlerinin ozellikle et
ve sebze yemekleri ile pilav tirii gidalann B. cereus,
stafilokokal enterotoksin ve siilfit indirgeyen anaerop
bakteri acisindan tasidiklan
sonucuna ulasilmistir.  Ayrica incelenen gidalarda
Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli 0157
ve termotoleran Campylobacter spp. bulunmamistir.
Yapilan calismalarda da elde ettigimiz
bulgulara benzer sonuclara rastlanmis, tiiketime hazir
gidalarda ozellikle Salmonella spp, E. coli 0157,
L. monocytogenes ve Campylobacter spp. rastlanma
sikiginin oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir (10, 11).

parametreleri risk

cesitli

Yalcin ve Can (25) tarafindan yapilan bir calismada,
100 adet tiiketime hazir et yemegi Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, E. coli, B. cereus parametreleri
yonunden incelenmis, calismamizla benzer sekilde
bu gidalardan hi¢ birinde Salmonella spp. varligina
rastlanmadigi rapor edilmistir. S6z konusu calismada
incelenen gida orneklerinden sekiz tanesinde S. aureus
(1x10% - 4x10* kob/g), yedi tanesinde B. cereus
(1x10?% - 3x10% kob/g) ve alt1 tanesinde ise E. coli’nin
(1x10% - 2x10? kob/g) bulundugu belirtilmistir.
Bu gidalardan sadece E. coli gelisimi tespit edilenlerin
ilgili Yonetmelik’teki kriterlere uygun olmadiklar
bildirilmis, S.  aureus tespit edilen gidalarda
enterotoksin testi yapilmamuistir.

Bir baska calismada ise piyasada satilan 30 adet
tiketime hazir donerin mikrobiyolojik ozellikleri
incelenmistir (26). Yapilan incelemeler sonucunda
doner orneklerinde S. aureus ve silfit indirgeyen

anaerop bakteri gelismine rastlanmazken, aym
orneklerdeki toplam aerobik mezofilik bakteri
sayisinin - cogunlukla 10° - 10* kob/g arasinda

degistigi, baz1 6rneklerde 10° kob/g diizeyine ulastig
bildirilmistir. Aym calismada doner orneklerinin

%36,6 ’s1 Enterobacteriaceae, %56,6 ’s1 ise; E. coli
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acisindan negatif bulunmustur. Enterobacteriaceae
ve E. coli gelisen orneklerde sayilarin sirasiyla, 10
ve 10° kob/g oldugu belirtilmistir. Her iki calisma da,
pisirilerek tilketime sunulan gidalar olmasina ragmen
et yemeklerinin dusuk hijyen uygulamalan nedeniyle
saglik  riski gostermektedir
(25, 26).

Hatakka (27); 1989-1994 yillan arasinda ucak
yolculuklar sirasinda servis edilen sicak ve soguk
yemeklerin mikrobiyolojik kalitelerinin incelendigi bir
calisma gerceklestirmistir. Bu calismanin sonuncunda;

olusturabileceklerini

incelenen yemeklerde Clostridium perfringens’e
rastlanmazken, sicak servis edilen yemeklerde
Salmonella spp. bulunma oram %0,3, soguk servis
edilen yemeklerde ise %0,1 bulunmustur. Sicak
yemeklerde E. coli bulunma oram %8,2, soguk
yemeklerde ise; %14 rapor edilmistir. S. aureus’a
sicak yemeklerde %0,6, soguk yemeklerde ise; %7
oraninda rastlanildigi belirtilmistir. Bunun yanisira,
B. cereus bulunma oranm sicak yemeklerde %0,7,
soguk yemeklerde ise %3 olarak tespit edilmistir.
Calismanin sonuclar genel olarak degerlendirildiginde
ise ucakta yeniden 1sitilarak sicak servis edilen yemek
numunelerindeki mikrobiyal riskin, soguk
edilenlere gore daha disik oldugu belirtilmistir.
Calismamizda incelenen tiketime hazir gidalardan
et ve sebze yemekleri ile pilav ve makarna ornekleri

servis

sicak, meze, salata vb. Uriinler ise soguk servis edilen
gidalar olarak kabul edilebilir. Bu sekilde yapilan bir
gruplandirma ile sicak servis yapilan gida orneklerinde
Yonetmelik’teki  (14) degerlerin
B. cereus’a, soguk servis yapilan gidalarda ise limit
degerlerin lizerinde E. coli varligina rastlanabildigini
soyleyebiliriz.

limit Uizerinde

Tuketime  hazir salatalarin  mikrobiyolojik
kalitelerinin incelendigi bir baska calismada ise
orneklerin  %55,1’inde toplam aerobik mezofilik
bakteri, %54’Gnde Enterobacteriaceae, %13’Unde
S. aureus, %61,3’Unde maya ve %9,5’inde kuf gelisimi
tespit edilmistir (28).

Anci ve ark. (29) tarafindan yapilan bir calismada,
incelenen hazir salatalardaki toplam canli bakteri

sayisimin 5x10° - 2x10° kob/g arasinda oldugu, maya



ve kif sayisinin 10 - 3x10¢ kob/g arasinda degistigi
ve laktik asit bakterilerinin sayisinin 3x10% - 1,1x107
kob/g arasinda oldugu bildirilmistir. Aym calismada
orneklerin cogunda koliform grubu bakteri ve
E. coli’ye rastlanmildigi ve sayilarinin sirasiyla, 10?2 -
9,2x10¢ kob/g ile 25 - 10* kob/g olarak bulundugu rapor
edilmistir. Bu calismada hazir salata orneklerindeki
S. aureus say1sinin 12 - 2,8x10% kob/g arasinda degistigi
bulunmustur (29).

Tiketime hazir farkli cesitteki gidalarin incelendigi
bir baska calismada, orneklerde koagilaz pozitif
stafilokoka rastlanmadigi, sadece bir adet salata
numunesinde Salmonella spp. izole edildigi ve
orneklerin %18,5’inde E. coli saptandig belirtilmistir.
Aynm1 calismada E. coli tespit edilme oranminin en
yliksek oldugu gidalarin salatalar, yan drinler
(kizartma, zeytinyagli yemek vb.) ve tatlilar oldugu,
bunlari et yemeklerinin izledigi ifade edilmistir
(30).

Can ve Yalc¢in (31) tarafindan yapilan bir calismada;
50 adet yas pasta ©rnegi mikrobiyolojik olarak
incelemeye alinmistir. Yapilan analizler sonucunda
numunelerde Salmonella spp. ve L. monocytogenes
varligina rastlanmadig rapor edilmistir. incelenen yas
pasta oOrneklerinden bes tanesinin koagilaz pozitif
stafilokoklar acisindan pozitif sonu¢ verdigi ve bu
orneklerdeki koaglilaz pozitif stafilokok sayisinin
1,1x10° - 4x10* kob/g arasinda degistigi bildirilmistir.
Yas pasta orneklerinden dort tanesininde ise E. coli
tespit edildigi, mikroorganizma sayisinin 9-21 kob/g
arasinda degistigi bildirilmistir.

Calismamizda kontrol amaciyla incelenen iki adet

tatll numunesinden bir tanesinin E. coli, digerinin
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Manisa’da ayn1 yemek sirketinden yemek alan farkl isletmelerde
meydana gelen stafilokok kaynakli besin zehirlenmesi
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OZET

Amac: Manisa’da aym yemek sirketinden yemek
alan 23 farkli kurumda besin zehirlenmesi meydana
gelmis ve cok sayida kisi etkilenmistir. Bu arastirma,
sorunun kaynagim tespit etmek, koruma ve kontrol
onlemlerini almak amaciyla yapilmistir.

Yontem: 25.04.2014 oOgle yemegi sonrasi farkli
isletmelerden cok sayida kisinin saglik kurumlarina
basvurduklan bildirilmistir. Isletmelerdeki personel
sayisinin fazla olmasi ve biitiin calisanlara ulasilmasinin
zorlugu nedeniyle vaka kontrol calismasi planlanmistir.
Arastirma; atak hizinin en yiiksek ve vaka sayisinin en
fazla oldugu yedi isyerinde yapilmistir. Anketler yiiz
yuze gorusulerek doldurulmustur. Enfektif etken tespiti

icin su, gida ve klinik ornekler alinmistir.

Bulgular: Arastirmada 94 vakaya ulasilmis ve ayni
sayida kontrol secilmistir. Vakalarin tamaminda ishal
ve kusma, %94,7’sinde bulant1 %85,1’inde halsizlik,
%83’linde karin agrist ve %38,3’linde ates oldugu
belirlenmistir. Vakalarin ortalama inkiibasyon siresi 3
saat 42 dakika (En disuk= 35 dk. - En yiksek= 7 saat
30 dk.) olarak bulunmustur. Salgin egrisi incelendiginde

olayin tek kaynakli salgin oldugu belirlenmistir.

ABSTRACT

Objective: A food poisoning occurred in 23 different
workplaces, obtaining food from the same catering
company in Manisa and many people were affected. This
research was conducted to identify the source of the

problem and control and preventive measures.

Method: On April 25th 2014, many workers from
various workplaces were admitted to the health
institutions after lunch. Due to the high number of staff
in the workplaces and difficulty of reaching all of them, a
case-control study was planned. Research was conducted
in seven workplaces which had both the highest number
of cases and attack rate. Data was collected through a
questionnaire. Water, food and clinical samples were
taken to identify the infective agent.

Results: In this research 94 patients were reached
and same number of controls were selected. Diarrhea
and vomiting were present among all cases; in 94.7%
nausea, in 85.1% fatigue, in 83% abdominal pain and
in 38.3% fever. Average incubation period of cases was
3 h and 42 min (Min= 35 min - Max= 7 h and 30 min).
Epidemic curve showed a point source outbreak. The
odds of “Eating Apricot Ball Dessert” was found 8.7 times
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Vakalarda kontrollere gore “Kayis1 Topu Tatlis1” yeme
tahmini rolatif riski 8,7 kat olarak bulunmustur (%95
GA = 1,1-71,4). Diger gidalarin tiketimleriyle hastalik
arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. Alinan gida
numunelerinde kayis1 topu tatlisinda Staphylococcus
aureus tespit edilmistir. Kayisi topu tatlisinin iretildigi
isletme calisanlarindan birinin nazal suruntusinde
S. aureus izole edilmistir. Ancak yapilan ileri analizlerde
bu sus ile gida izolatindan elde edilen susun molekiiler
diizeyde birbirlerinden farkli olduklari belirlenmistir.

Sonuc: Laboratuvar sonuclann ve epidemiyolojik
analizler sonucunda yasanan besin zehirlenmesinin
kaynaginin kayisi topu tatlisi oldugu belirlenmistir.
Geriye donuk gida takibi yapilmis ancak bulasin ne
sekilde oldugu belirlenememistir. Benzer olaylarin

tekrar yasanmamasi icin ilgili yemek sirketindeki
hijyen egitimleri eksik olan personelin egitim almasi
saglanmis, tasiyicilik tespit edilen calisan tedavi
edilmis, ayrica tedarikci firmaya para cezasi verilmistir.
Besin zehirlenmelerinde kaynagin belirlenmesi ve bulas
zincirinin tespiti amaciyla Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi ile Saglik Bakanligi’min zamaninda ve ortak
hareket etmesi gerekmektedir, bu nedenle uygun yasal

diizenlemeler gelistirilmelidir.

Anahtar  Kelimeler: Vaka-Kontrol

Stafilokokal Besin Zehirlenmesi, Salgin, Manisa

Calismasi,

in cases when compared to controls (95% CI = 1.1-71.4).
There was no significant association between the other
food items and the disease. Analysis of food samples
were revealed “Staphylococcus aureus” in apricot
ball dessert. S. aureus was also isolated from a nasal
swab of an employee working in the kitchen of the
catering company that produced the apricot ball dessert.
However, further analysis of these two strains revealed
that the isolates were different from each other at

molecular level.

Conclusion: Epidemiological and laboratory
findings showed that apricot ball dessert was the origin
of food poisoning. Although traceback investigation
of food was conducted the route of contamination
has been fined. In order to prevent reoccurence of
similar incidents; training was provided for food-
company workers who does not have hygiene training;
the porter worker was treated, and besides supplier
company could not be determined. Ministry of Health
and Ministry of Food, Agriculture and Livestock should
act timely and together to identify the source and
chain of transmission in food poisoning incidents. For
this purpose convenient legal regulations should be

improved.

Key Words: Case-Control Study, Staphylococcal Food
Poisoning, Outbreak, Manisa

GIRIS

Patojen bir mikroorganizma ya da onun Urettigi
toksini iceren bir gidanin tuketimi sonucu ortaya cikan
hastaliklara “Gida Kaynakli Mikrobiyal Hastaliklar”
denilmektedir. Gida kaynakli mikrobiyal hastaliklar;
gida
zehirlenmeler olmak lizere iki gruba ayrilmaktadir.

kaynakli enfeksiyonlar ve gida kaynakli

Gida maddesinin patojen bir mikroorganizma ile
kontamine olmas1 ve bu mikroorganizmanin ¢ogalarak
toksin salgilamas1 sonrasi, bu gida maddesinin
tiketilmesiyle meydana gelen zehirlenmeye ise “Gida

Kaynakli Zehirlenme” adi verilmektedir (1).

Gidalarin mikrobiyal  etkenlerle  enfekte

edilmesi; gidalarin hazirlama, saklama, tasima ve
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sunum asamalarinda hijyen kurallarina uyulmamasi
nedeniyle olabilmektedir. Gelisen bulgulann siddeti;
karin agrisi, bulanti, kusma, ishalden gida kaynakli
zehirlenmeye bagli 6liimlere kadar degisen genis bir
spektrum seklinde goriilmektedir.

Amerikan Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi
(CDC) tarafindan yapilan tanima gore “Gida Kaynakli
Salgin”; ortak bir gidanin tiketilmesi sonrasi iki
veya daha fazla kiside ayn1 zaman ve yerde benzer
belirtiler gosteren hastalik tablosunun ortaya ¢ikmasi
durumudur (2).

ABD, gida giivenligi konusunda diinyadaki en
ileri Ulkelerden biri olmasina ragmen ABD Tarim



Bakanlig’nmin raporlarina gore; her yil yaklasik
8,9 milyon Amerikalimin gida kaynakli bir hastalik
Yillk yaklasik 53.245

kisinin hastanelerde yatarak tedavi edildigi, 2.377

gecirdigi  duslinilmektedir.

kisinin ise hayatin1 kaybetmesine neden oldugu
tahmin edilmektedir. Tim bunlarin ABD’ye ekonomik
yikiiniin y1llik 15,6 milyar dolar oldugu belirtilmektedir
(3).

Gunumuzde 250’den fazla gida kaynakli hastalik
tanimlanmaktadir. Bunlar bakteri, virlis, mantar
ve parazitlerin kendilerinin veya toksik urlinlerinin
gidalara bulasmas1 sonucu ortaya cikmaktadir. Etken
farklibklar

gelismis ve gelismekte olan ulkelerde gida kaynakli

acisindan  bazi gostermekle beraber

hastaliklar siklikla gortilebilmektedir (4).

Marmara
1070 gida
Patojen

Ulkemizde vyapilan bir calismada,
bolgesinde perakende olarak satilan
orneginde etken
saptanan 147 ornegin 92 (%62,6)’sinin stafilokokal

toksinler

inceleme yapilmistir.

ile enfekte oldugu tespit edilmistir
(5). Bu da tiim dinyada oldugu gibi lilkemizde de
stafilokokal besin zehirlenme riskinin yiiksek oldugunu

gostermektedir.

insanlarin yaklasik %20’sinin Staphylococcus aureus
acisindan sirekli tastyict durumunda oldugu, %20
’sinin hicbir sekilde S. aureus ile kolonize olmadigi,
%60’1n1n ise donem donem burunlarinda S. aureus

tasiyabildikleri belirlenmistir. Genelde toplumun

%33’Unun burnunda S. aureus saptanmaktadir (6).

S. aureus insanda; nazofarinks, deri, vajina,
rektum, perine ve 6zellikle burunda yaygin kolonizasyon
gosterir. Bu da S.
rahatlikla yemeklere bulasmasina neden olmaktadir.

aureus’un gida elleyicilerinden

Nemli ellerle yiizeylere ve yiyeceklere kolayca bulasi
miimkiin oldugundan yemek hazirlama, tasima ve
sunum asamalarinda hijyen kurallarina azami olciide
dikkat edilmesi cok onemlidir.

S. aureus besin zehirlenmesi salginlarimin

arastirilmasinda dogrulama icin siipheli besinden,
hastalarin besin

kusmuklarindan, hazirlayicilarin

ellerinden, burunlarindan veya deri lezyonlarindan

izole edilen S. aureus suslarinin aym faj tipi oldugu
gosterilebilmektedir (7).

Bu calismada; aym yemek sirketinden yemek alan
23 farkli isyerindeki calisanlarda meydana gelen besin
zehirlenmesi; ortaya cikan halk sagligi sorununun
kaynagimin tespiti, koruma, kontrol &nlemlerinin
alinmas1 ve bu tur olaylann tekrar yasanmasinin

onlenmesi amaciyla incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Manisa’da 25.04.2014 glinu saat 16:00 sularinda
Manisa Halk Saghigi Miidirliigii’ne siipheli bir besin
zehirlenmesi olay1 ihbar1 yapilmistir. Halk Sagligi
Mudurlugl tarafindan Tirkiye Halk Sagligi Kurumu
(THSK) Erken Uyan-Cevap ve Saha Epidemiyolojisi
(EUCSE) Daire Baskanligi’na aym yemek sirketinden
yemek alan farkli is yerlerinde cok sayida kisinin
halsizlik
sikayetleriyle saglik kurumlarina basvurduklar bilgisi

bulanti, kusma, karin agrisi, terleme,
ayni giin iletilmistir. Etkilenen kisi sayisinin fazlaligi
ve olayin toplum sagligim etkileme riski tasimasi
nedeniyle THSK EUCSE Daire Baskanlig1 tarafindan
arastirma karar alinmistir. Salgin inceleme calismalari
29 Nisan-2 Mayis 2014 tarihleri arasinda EUCSE Daire
Baskanligi’ndan gorevlendirilen personel ile Manisa
Halk Sagligi Mudurliigii personeli tarafindan, tedarikgi
firmada yapilan inceleme ise 4 Haziran 2014 tarihinde
Merkezi (TSM)

izmir Kemalpasa Toplum Sagligi

personeli tarafindan gerceklestirilmistir.

Salginin 23 isletmeyi etkilemesi, bu isletmelerdeki
personel sayisinin fazla olmasi ve tim calisanlara
ulasilmasinin zorlugu nedeniyle vaka kontrol calismasi
yapilmistir. Calismada salgin boyutunu belirleyebilmek
icin oncelikle siipheli vaka tanimi ve kontrol secim
kriterleri gelistirilmistir.

Saglik kurumlarina basvuran kisilerin muayene
bilgisi
hastane

kayitlarinda kaydedilmedigi

bilgi

is yeri icin

vaka bulmada sistemlerinden

yararlanilamamuistir.

2012 yilinda diizenlenen 6331 sayili “is Saglig ve
Giivenligi Kanunu”nun 14. maddesine gore isveren is
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kazalarnn tc is glini icinde Sosyal Guvenlik Kurumu
(SGK)’na bildirmekle yiikiimlii oldugu belirtilmektedir.
Buna uygun olarak yasanan besin zehirlenmesinden
sonra etkilenen ve saglik kurumuna basvurarak rapor
alanlarn, isyerlerinin insan kaynaklarn birimlerince
SGK’ya bildirildigi belirlenmistir. insan kaynaklar
kullamlarak  vakalara

birimlerindeki kayitlar

ulasilmistir.

Supheli “25.04.2014  tarihinde
isyerlerinde calisan; 25-26.04.2014
bulant1, kusma, karin agrisi, ishal, ates sikayetlerinden
en az birisi

vaka, ilgili

tarihlerinde
olan kisiler” olarak belirlenmistir.
Kontroller ise, “25.04.2014 tarihinde ilgili isyerlerinde
calisan; bulanti, kusma, karin agnsi, ishal veya
ates  sikayetleri olarak

bulunmayan  kisiler”

tammlanmistir. itk belirlemelere gére 23 farkl
isyerinde yaklasik 2700 kisinin yemek yedigi, bunlarin
257’sinin

edilmistir.

slipheli vaka tammina uydugu tespit

Calisma alaninin genis olmasi nedeniyle; arastirma
icin, atak hizinin en yiksek ve vaka sayisinin en
fazla oldugu dokuz isyeri belirlenmistir. Isletmelerle
yapilan goriismelerde; calismanin yapildigi tarihlerde
iki isletmenin personel ve zaman acisindan uygun
olmadiklarin1 belirtmeleri

uzerine, calisma vyedi

isyerinde yapilmistir.

ishal ve kusmamin birlikte bulundugu siipheli
vakalar olasi vaka olarak tanimlanmis ve analizlerde bu
tanima uyan vakalar kullamlmistir. Yiiz-ylize goriisme
ile uygulanan ankette calisanlara sosyo-demografik
ozellikler, yemek yeme durumu ve semptomlar
sorulmustur. Anket calismasi icin Manisa Halk Sagligi
Midirligl tarafindan, Yunusemre ve Sehzadeler
TSM’lerinden 18  Kkisi Anket
uygulamasi, 30 Nisan ve 2 Mayis 2014 tarihlerinde

gorevlendirilmistir.

gerceklestirilmistir.

Firmalardaki tiim calisanlarin oldugu listeler
vakalar ve 25.04.2014 tarihinde

olan Kkisiler listeden cikanlmis, geriye kalanlardan

alinarak; izinli

sistematik  ornekleme  yontemiyle  kontroller

secilmistir.
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Open Epi programiyla %95 giiven araligi, %80 giic,
kontrollerin tahmini etken maruziyeti %90 ve beklenen
tahmini rolatif risk 8 alinarak yapilan hesaplamalarda
114 vaka ve 114 kontrol sayis1 belirlenmistir.

Anket
hesaplamasinda ulasilamama, reddetme ve kontrol

uygulanacak  orneklem  biyiklugu
secim kriterlerine uymama durumlan g6z oniine
ilgili
isletmelerdeki tim vakalara ve 171 kontrole ulasilmasi
155 kontrole

alinarak %50 cevapsizlik hizi dusintlerek

hedeflenmis ancak, 145 vaka ve

ulagilabilmistir.

Anket uygulanan 145 vakanin 103’Unin olasi
25.04.2014
tarihinde isyerinde 6glen yemek yemeyen kontroller

vaka tammina uydugu belirlenmistir.

veri setinden cikanlmis, geriye 94 kontrol kalmistir.
Vaka ve kontrol sayilarin1 esitlemek icin dokuz vaka
da basit rastgele yontemle belirlenerek veri setinden
cikanlmistir (Sekil 1). Analizler SPSS 22, Epi Info
ve Open Epi programlarn kullanilarak 94 vaka ve 94
kontrol Uzerinden yapilmistir.

145 VAKA 155 KONTROL

L

Olasi Vaka Tanimina
Uymayan 42 Vaka

Cikarilmistir.
Bglen yemek
103 VAKA yemeyen 61 kontrol
cikarilmistir.

Vaka Sayisini Kontrol Sayisina
Esitlemek icin 9 Vaka Basit Rastgele

l Yéntemle Secilerek Cikarilmistir.

94 VAKA 94 KONTROL

Sekil 1. Vaka ve kontrol secimi

Analizlerde, yiizde dagilimi, atak hizi, %95 giiven
araligi (GA) ve tahmini rolatif risk (TRR) hesaplanmistir.
Manisa il Gida, Tarnm ve Hayvancilik Miidiirliigii
tarafindan 25.04.2014 tarihinde ilgili
yemek sirketine gidilerek inceleme yapilmistir. Ogle

personeli

yemeginde isletmelere tavuk sote, eriste, toyga
corbasi ve kayisi topu tatlisinin verildigi belirlenmistir.
incelemede tavuk sote, eriste ve toyga corbasinin
porselen tabaklarla dagitildigi ancak; kayisi topu



A. H. ZUBAROGLU ve ark.

tatlisinin plastik kaselerde verildigi; bazi kaselerin
kapakli cogunun ise kapaksiz oldugu tespit edilmistir.
Tim yemeklerden numune alinmis ve yemeklerin
dagitim alinan
numuneler yayma plak yontemiyle analiz edilmistir.

durdurulmustur.  Yemeklerden

Manisa Halk Saglig1 Miidiirligii tarafindan vaka ¢ikan
dort isletmenin sebeke sularindan ornekler alinarak
izmir Halk Sagligi Laboratuvari’na gonderilmistir.
Su numuneleri Escherichia coli, Koliform Bakteri,
Clostridium perfringens ve Enterokok patojenleri
acisindan degerlendirilmistir.

Vakalardan alinan dort taze gaita 6rnegi soguk
kosullarinda THSK Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na iletilmistir.

zincir Referans

BULGULAR

Arastirmada vakalarin %79,8’i ile kontrollerin
%78,7’si erkektir. Vakalar (Ort. + SS = 34 + 8,9 yil)
ve kontroller (Ort. + SS = 34 + 9,2 yil) benzer yas
ortalamalarina sahiptir. Vakalarda ishal ve kusmaya
ek olarak, %94,7’sinde bulanti %85,1’inde halsizlik,

31

30 -+

]
o
I

Vaka Sayisi
&

Ogle Yemegi
11:00 -13:30

10 4

10:00  11:00 12:00 13:00

14:00

15:00

" - — Cilt 72 B Say1 3 B 2015

%83’linde karin  agrisi,
belirlenmistir.

%38,3’linde ates oldugu

Yemek firmasindan elde edilen bilgilere gore
ogle yemegi 11:00 13:30
dagitilmistir. Vakalar, ilk sikayet baslama saatine
gore degerlendirildiginde; sikayetlerin 24 Nisan 2014

saatleri arasinda

tarihinde saat 12:55’te basladig1, vaka sayisinin 15:00-
16:00 saatleri arasinda pik yaptigi, saat 20:00’den
sonra vaka goriilmedigi tespit edilmistir (Grafik 1).

Ortalama inkiibasyon suresi 3 saat 42 dakika (SS= 1
saat 9 dk.), ortanca inkiibasyon siiresi 3 saat 30 dakika
(En dusuk= 35 dk. - En yiksek= 7 saat 30 dk.) olarak
bulunmustur. Salgin egrisi incelendiginde olayin tek
kaynakli salgin oldugu dusiiniilmdistdir.

25 Nisan 2014 tarihinde ilgili isletmelerde dagitilan
ogle yemegi meniisiindeki yiyeceklerin vaka ve kontrol
gruplarinda tuketim durumlan ve yiyeceklerin tahmini
rolatif riskleri Tablo 1’de verilmistir.

Ogle yemegi meniisinde dagitilan yemeklerin
tiiketimi degerlendirildiginde vakalarda kontrollere
gore “kayisi topu tatlisi” yeme tahmini rolatif riski 8,7

16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00 22:00

ilk Sikayet Baslangig Saati

Grafik 1. Vakalarda ilk sikayetlerin baslama saatlerine gore dagilimi (Nisan 2014, Manisa)
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kat (%95 GA = 1,1 - 71,4) olarak bulunmustur. Diger
gidalanin tiiketimi ile hastalik arasinda anlamli bir
iliski saptanmamistir (Tablo 1).

Kayis1 topu tatlisinin kapakli ya da kapaksiz
kaselerde sunulmasi ile hastalik arasinda anlamli bir
iliski bulunmamistir (Tablo 2).

Bakilan doz-cevap iliskisi analizlerinde kayis1 topu
tatlis1 yeme miktan ile hastalik arasinda anlamli bir
iliski bulunmamistir (Tablo 3).

Tablo 1. Vaka ve kontrollerde gida tiiketim durumlan
(Nisan 2014, Manisa)
Vaka Kontrol

Yiyecekler TRR (%95 GA)

Say1 % Say1 %
Toyga Corba 52 55,3 59 62,8 0,7 (0,4-1,3)
Tavuk Sote 88 93,6 87 92,6 1,1(0,3-3,6)
Eriste 68 72,3 71 75,5 0,8(0,4-1,6)
Kayisi Topu o4 400 86 91,5 8,7 (1,1-71,3)"
Tatlis1

* Kayisi topu tatlist yemeyen vaka olmadigi icin tatli yemeyen vaka
sayist 1 kabul edilerek, TRR hesaplanmistir.

Tablo 2. Vaka ve kontrollerin kayis1 topu tatlisin1 kapakli-
kapaksiz kaselerde yeme durumlar (Nisan 2014, Manisa)

Vaka Kontrol

Kayis1 Topu TRR
Tathsi Sayi % Sayi % (%95GA)
Kapakli Kase 5 5,3 5 5,3 1,0(0,2-3,5)

KapaksizKase 89 94,7 81 86,2 2,9(0,9-8,3)

Tablo 3. Vaka ve kontrollerin kayis1 topu tatlisini yeme
miktarlarinin dagiimlar (Nisan 2014, Manisa)

Tath Yeme Miktan Vaka Kontrol Toplam
Tam 86 74 160
Yarim 3 6 9
Biraz 5 6 1
Toplam 94 86 180
p=0,28
Turk Hij Den Biyol Derg

Su numunelerinde insani Tiketim Amacli

Sular Hakkinda Yonetmelik’e gore uygunsuzluk
tespit edilmemistir. Vakalardan alinan dort gaita
orneginden yapilan kiiltiirlerde herhangi bir patojen
etken Urememistir. Gida numunelerinden tavuk
sote, toyga corba ve eristede Ureme saptanmamis

ancak; kayis1 topu tatlisinda S. aureus uremistir.

Kayis1 topu tatlisinin geriye donik izleminde
tatlinin izmir Kemalpasa’da hizmet veren tedarikci
firma tarafindan Uretilerek tiketime hazir
sekilde Manisa’daki yemek sirketine ulastirnldig
saptanmistir.

Tedarikci firma ile yapilan gorismede kayis1 topu
tatlisinin; hazir, toz halindeki pasta kremasina sivi
haldeki bitkisel krema ve sebeke suyundan artilarak
elde edilen suile kanistirilarak kremanin hazirlandig,
daha sonra kremaya kayisi, incir ve uzim kurular
eklenerek plastik kaselere dolduruldugu ve Uzerine
hindistan  cevizi
birakildig1

sekilde karton kutulara yerlestirildigi ve sogutucu

serpistirilerek  sogutulmaya

belirtilmistir.  Sonrasinda yirmiserli
kasali araclarla tiiketim yerlerine gotiiriildugi ifade
edilmistir (Sekil 2-3).

Kayis1 topu tatlisinin tretiminde kullanilan; pasta
kremasinin kullanima hazir toz halinde paketlenmis
ve oda sicakliginda saklamaya elverisli sekilde
oldugu; bitkisel kremanin ise kullanima hazir sekilde
bulundugu, tetrapak kutularda +4 °C’de muhafaza
edildigi gozlenmistir. Tatli yapiminda kullanilan
tim malzemelerin son kullanma tarihlerinin uygun
oldugu belirlenmistir.

Tatlimn Uretildigi tedarik¢i firmamin izmir’de
bulunmasi ve biurokratik gecikmelerden dolay1
izmir'deki arastirma salgindan yaklasik kirk giin
sonra yapilabilmistir. imalat béliimiinde calisan 8
personelin tamamindan nazal slrlntli ornekleri

alinmis bir ornekten S. aureus izole edilmistir.

Nazal sirlintide bulunan izolat ile gidadan
elde edilen izolatlarin ayni tiir olup olmadiklarinin



Sekil 2. Kayis1 topu tatlis

arastinlmasi icin molekuler eslestirme yapilmasi
amaciyla Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligindan
gidadan elde edilen izolat talep edilmistir. Mevcut
mevzuat, izolat paylasimi konusunda herhangi
bir hiikim icermediginden birokratik engellerle
karsilasilmis, izolatlarin elde edilmesinde zorluk

yasanmistir.

Yapilan molekiiler eslestirmede gida ve klinik
izlolatlardan elde edilen suslarin molekiiler diizeyde
birbirlerinden farkli olduklar belirlenmistir.

TARTISMA

Stafilokokal
lzerinde lreyen S.

besin zehirlenmesi; bir besin
aureus’un saldig1 toksinin
besin ile birlikte vicuda alinmasi sonucu 30
dakika ile 8 saat icinde gelisen ve yine kisa sirede

diizelen bulanti ve kusmanin hakim oldugu klinik

tablo seklinde tarif edilmektedir (8). Olgularin
%68’inde ishal gelismekte; karin agrisi eslik
etmekte ve %18’inde ates bildirilmektedir.

Hastalik sekiz saat icinde cogunlukla kendiliginden

iyilesebilmektedir. Tedavide sivi ve elektrolit
replasmani yeterlidir, antibiyotik tedavisi
gerekmemektedir. Kesin tam1 igcin tiketilen

Sekil 3. Kayisi topu tatlisinin dagitimm

yiyeceklerin kulturlerinin yapilmasi, yiyeceklerin
hazirlama, tasima ve sunum kademelerinde calisan
aureus portori olup olmadiginin
Stafilokokal

zehirlenmelerinde bulas olan besinin gorinim ve

personelin S.

arastinlmas1  gerekmektedir. besin

kokusunda bir bozulma olmamaktadir (7).

Calismamizda  vakalarin  cogunlukla ishal,
kusma, bulanti, karin agris1 ve ates sikayetlerinin
S. aureus enfeksiyonlarinda goriilen semptomlarla
benzerlik gostermesi; salginin S. aureus kaynakl
olabilecegini disiindiirmistiir. inkiibasyon periyodu
degerlendirildiginde, S. aureus ile uyumlu oldugu
belirlenmistir. Ayrica calisanlar tatlinin gorinim
ve kokusunun normal oldugunu beyan etmislerdir.
Bu da S.

degerlendirilmistir.

aureus lehine bir bulgu olarak

Bircok besin S. aureus Uremesi icin uygun
Stafilokokal

zehirlenmelerinde ozellikle siit,

ortam olusturmaktadir. besin

krema, kremali
pastalar, tereyagi, jambon, sosis, konserve et ve

salatalar, rol oynamaktadir (8).

Arastirdigimiz salgina da bir sitli tatli olan
kayis1 topu tatlist neden olmustur. Ancak, tatli
yapiminda siit kullanilmadig1 firma yetkililerince
ifade edilmis, pasta kremas: ile bitkisel kremanin
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saklama kosullarinin ve miatlarinin uygun oldugu
tespit edilmistir.

incelenen salgina neden olan tatlinin, tilketime
hazir sekilde Manisa’ya tasindigl, Manisa’daki
yemek sirketi personeli tarafindan, tatliya herhangi
ek bir islem uygulanmaksizin dogrudan dagitildig
belirlenmistir. Bulasin dagitici personel kaynakli
olabilmesi icin vaka cikan tim is yerlerindeki
dagitic1 personelin tasiyict olmasi gerektigi, bu
ihtimalin de c¢ok disiik oldugu dustiniilmustir.
Ayrica kayist topu tatlisinin  kapakli
hastalik

anlamli bir iliski bulunmamasi da bulasin tasiyici

kapaksiz

kaselerde  sunulmasi ile arasinda
personel kaynakli olmadigi lehine bir bulgu olarak
degerlendirilmistir.

Saklama ve/veya tasima kosullarinin

muhtemel uygunsuzlugunun tek basina bulas

aciklayamayacagi, bulas icin mutlaka kaynak
gerektigi asikardir. Tim bu nedenlerden dolayi
bulasin  Izmir’de iretim/imalat  asamasinda
olabilecegi distinilmiistr.

Uretim imalat asamasindaki muhtemel bulasa;
tasiyici bir personelin neden olabilecegi diistiniilerek
ilgili firma calisanlarinin nazal surintileri alinarak
kaltur

izole

incelenmis; sonuclarinda, bir calisanda

S. aureus edilmis ancak; molekuler
eslestirmede gidadan elde edilen izolat ile nazal
surintude bulunan izolatin farkli suslara ait olduklan

belirlenmistir.

Her ne kadar izolatlarin farkli suslan ait
olduklan gosterilse de tatli yapiminda kullanilan
malzemelerde bir sorun bulunmamasi, tasima ve
dagitim asamasindaki uygunsuzlugun tek basina
bulas1 aciklayamamasindan dolay1 bulasa tasiyici
bir personelin neden olmasi muhtemeldir. Salginla
nazal suruntu orneklerinin alinmasi arasinda kirk
glin gectigi icin tatlinin liretimi esnasinda;

a) Baska bir calisan enfekte olup, aradan gecen
sire zarfinda iyilesmis olabilir,
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b) Tatl
arastirllana kadar gecen siirede isten ayrilan bir

Uretimi esnasinda calisip tasiyicilik

personel tasiyici olabilir, bu nedenle tasiyiciligin
tespit edilemedigi dustinlilmiistiir.

Hacibektasoglu ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada gida sektoriinde calisan 450 personelin
burun ve bogaz kiiltiirlerine bakilmistir. Bakilan
personelin 54’linde burun, 6’sinda bogaz birinde
burun ve bogazda patojen etken bulunmustur.
Bulunan patojen etkenlerin %85’inin S. aureus
oldugu ark.

tarafindan yapilan diger bir calismada Erzurum il

belirlenmistir  (9). Vancelik ve
merkezinde gida ile ugrasan 142 kisiden burun,

bogaz, tirnak ve gaita Ornekleri alinmistir.
Calisanlarin  bogaz kiltlri Uremelerinde %2,1;
tirnak kulturu Uremelerinde %12 ve burun kulturu
%28,2’sinde

edilmistir (10). Sepin-Ozen ve ark. tarafindan yapilan

uremelerinde tasiyiciignr  tespit
gida sektoriinde calisan 15.600 kisilik genis bir
calismada Eylul 2009-Nisan 2010 tarihleri arasinda
portor muayenesi icin basvuranlarin nazal surintu
526 (%3,37) kisinin burun
kilturunden S. aureus izole edilmistir (11).

ornekleri incelenmis,
Tum
bu ornekler ulkemizde gida sektoriinde calisanlar
arasinda S. aureus tasiyiciiginin yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Epidemiyolojik calismanin  dokuz isletmede

155
ragmen 94’inlin o gin

planlanmas1 ancak yedisinde yapilabilmesi;
kontrole ulasilmasina
isyerinde 0gle yemegi yemedikleri icin analizlerden
cikarilmasi ve dolayisiyla 114 sayisina ulasilamamasi;
anket uygulamasinin salgindan dort giin sonra
yapilmasi nedeniyle kisilerin ne yediklerini tam
olarak hatirlayamamasi, izmir'deki calismamn
salgindan ancak kirk giin sonra yapilabilmesi ve besin
zehirlenmesi doneminde tedarikci firmada calisip
da inceleme sirasinda isten ¢ikan olup olmadiginin
edilememesi kisithiiklarim

tespit calismanin

olusturmaktadir.



SONUC ve ONERILER

Laboratuvar  sonuclari  ve  epidemiyolojik
analizler, yasanan besin zehirlenmesine S. aureus
ile enfekte olmus kayis1 topu tatlisinin sebep

oldugunu gostermektedir. Geriye donik gida
takibi yapilmis ancak; bulasin ne sekilde oldugu
belirlenememistir. S. aureus tarafindan uretilen
toksinler dis faktorlere cok direncli oldugu icin
mutlaka kisisel hijyen ve temizlik kurallarina

uyulmasi gerekmektedir (12).

TESEKKUR

Benzer olaylarin tekrar yasanmamasi icin ilgili
yemek sirketlerindeki hijyen egitimleri eksik olan
personelin egitim almasi saglanmis, tasiyicilik tespit
edilen calisan tedavi edilmis,

ayrica; tedarikci

firmaya para cezasi verilmistir.

Besin zehirlenmelerinde kaynagin belirlenmesi
ve bulas zincirinin tespiti amaciyla Gida Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi ile Saglik Bakanligi’nin
zamaninda ve ortak hareket etmesi gerekmektedir, bu
nedenle uygun yasal diizenlemeler gelistirilmelidir.

Manisa Halk Sagligi Miidiir Yardimcisi Dr. Galip KOROGLU’na, Bulasici Hastaliklar Sube Miidiirliigii’nden
Dr. Ozgiir SEKRETER’e, Sehzadeler TSM Baskani Uzm. Dr. Miijde ILGUN ve TSM Tabibi Dr. Sebnem GUVENC’e,

salgin incelemesinde gorev alan tiim Manisa Halk Sagligi Miidirligl, Yunusemre TSM, Sehzadeler TSM ve

izmir Kemalpasa TSM personeline katkilarindan dolay1 tesekkiir ederiz.
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Characterization of sericin protein recovered
from silk wastewaters

Goksen CAPART,

Seylan Saniye AYGUN?

ABSTRACT

Objective: This study aims to determine the
characteristics of sericin protein recovered from silk
wastewaters.

Method: Sericin protein was recovered from silk
wastewaters by membrane technology in Engineering
Sciences Department of the Middle East Technical
University between 2007 and 2008. The protein
characterization study was completed in Ankara
University Water Management Institute in 2012. The
recovered protein was characterized in terms of
molecular weight, moisture and ash contents, elemental
and amino acid compositions. Dialysis was adopted to
purify the protein. Sericin was extracted from native
cocoons via hydrothermal processing. The solubility
of recovered sericin samples at various pH values was
determined. 2-D gel electrophoresis and MALDI-TOF
analyses were used for protein identification.

Results: The molecular weight range of recovered
sericin was found as 40-176 kDa, with 86-96 kDa at
the highest fraction of 79-97%. The recovered sericin
was classifed as high-molecular weight sericin, which
is suitable for making biomaterials and membranes.
Moisture and ash contents were found as; 2.8-3.9% and
11.3-14.4%. In terms of elemental composition, C, H,
N contents of recovered sericin were determined as;
36.7-45.3%, 5.4-8.8% and 10.2-16.8%, respectively.
Properties of recovered sericin were quite similar to the
reference sericin used in this study and those reported

OZET

Amag: Bu calismanin amaci, ipek atiksularindan
geri  kazanmlan serisin  proteininin  ozelliklerini
belirlemektir.

Yontem: Orta Dogu Teknik Universitesi Mithendislik
Bilimleri Bolimi’nde 2007-2008 yillan arasinda ipek
atiksuyundan membran teknolojisi ile serisin proteini
geri kazanilmistir. Protein karakterizasyon calismasi
Ankara Universitesi Su Yonetimi Enstitiisii’nde 2012

yiinda tamamlanmistir.  Geri  kazanilan protein
molekiiler agirik, nem ve kil icerigi, elementel
analiz ve amino asit kompozisyonu yoniinden

incelenmistir. Proteinin saflastirilmasi icin diyaliz islemi
uygulanmistir.  Serisin kozadan hidrotermal islemle
ekstrakte edilmistir. Geri kazanilan proteinin farkli pH
degerlerinde suda coziinurligii belirlenmistir. Protein
tamimlanmasi icin 2-D jel elektroforez ve MALDI-TOF
analizleri kullamlmstir.

Bulgular: Geri kazanilan serisinin molekiil agirlik
araligl 40-176 kDa olarak tespit edilmis, en yiiksek
fraksiyonun ise 86-96 kDa araliginda ve %79-97 oraninda
oldugu bulunmustur. Geri kazanmilan serisin, biyomalzeme
ve membran yapmaya uygun olan yiiksek-molekil
agirlikli serisin olarak simflandirilmistir. Nem ve kiil
icerikleri %2,8-3,9% ve %11,3-14,4 olarak bulunmustur.
Geri kazanilan serisinin elementel kompozisyonunda,
C, H, N icerikleri sirasiyla %36,7-45,3; %5,4-8,8 ve
%10,2-16,8 olarak bulunmustur. Geri kazanilan serisinin
ozellikleri, bu calismada kullanilan referans serisine ve
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in literature. Solution pH significantly influenced
the solubility of recovered sericin, so ethanol was
observed to be a better precipitation agent than
the acids used. Although some amino acids were
lost during processing, the amino acid composition
was acceptable. Sericin recovered from silk
wastewater, with a serine content of 28.9%, had the

potential of high moisture absorption.

Conclusion: Sericin recovered from silk wastewaters
is a promising raw material for potential applications
in biomedical, cosmetics and pharmaceutical
industries.

Key Words: Amino acid, molecular weight, sericin,
silk, recovery

literatiirde yer alan diger serisin 6rneklerine oldukca
benzer cikmistir. Cozelti pH’s1, geri kazamlan serisinin
suda c¢ozinlrliguni belirgin bir derecede etkilemis;
bu nedenle etanoliin, asitlere kiyasla daha uygun bir
cokeltme ajani oldugu gozlenmistir. Bazi amino asitler
uygulanan islemler sirasinda kaybedilmis olsa da amino
asit kompozisyonu kabul edilebilir bulunmustur. ipek
atiksuyundan geri kazanilan serisin, %28,9’luk serin
icerigi ile yliksek nem tutma potansiyeline sahiptir.
Sonug: Ipek atiksuyundan geri kazamlan serisin

biyomedikal, kozmetik ve ilac enduistrilerinde potansiyel
uygulamalar icin umut verici bir hammaddedir.

Anahtar Kelimeler: Amino asit, molekiiler agirlik,
serisin, ipek, geri kazanim

INTRODUCTION

Sericin is a water soluble, globular and gummy
protein secreted by the silkworm Bombyx mori in
order to envelop the main silk fiber, namely fibroin,
with sticky layers. In this way, the thin fibroin fibers
are held together and the cocoon is formed. Sericin
constitutes about 20-30% of the total cocoon weight
(1). In textile industry, sericin is removed from the
silk fiber and conventionally discharged together with
silk processing wastewaters. These effluents cause
severe environmental pollution in receiving water
bodies due to their rich organic contents (2). However,
sericin is a valuable protein with an economical
value and it has a variety of end-uses in cosmetics,
pharmaceutical and biomedical industries. The value
of sericin on the global market varies with respect to
its purity and purpose of use. For example, sericin
suitable for cosmetics industry costs €40-120 per kg.
On the other hand, pure sericin that is suitable for
cell culture studies costs as high as € 70 per g. In
recent years, investigations on sericin recovery from
silk effluents have increased in view of promising
research findings related to its useful properties such
as antioxidation, UV resistance, moisture absorption
and biocompatibility (3-4).
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The annual production of silk cocoons is reported
as 600.000 tons, from which 150.000 tons of sericin
can be recovered (5). In Turkey, cocoon production
has decreased dramatically since 1980s, however
the current annual potential of sericin recovery is
estimated as 13 tons approximately. These figures
clearly show that sericin can provide significant
economical benefits, if recovered from waste streams
properly.

The recovery of a material from a waste stream
requires that its properties are known and compatible
with its original state so that it can be used safely.
In this regard, characterization of sericin is very
important for effective end-use of this protein. The
characteristics of sericin obtained directly from
the cocoon are well known (5-12). However, the
properties of sericin recovered from textile effluents
need to be determined (13-15). Recovered sericin
can be used as a raw material in industries such as
biotechnology and textile (16, 17).

Sericin can be recovered with different techniques
such as precipitation in alcohol, enzymatic hydrolysis,
freeze- and tray-drying and membrane filtration (2,
13, 15, 18, 19). As the method of recovery influences



the properties of the final product to a great extent,
there is a need to determine the characteristics of
recovered sericin so that its suitability for the target
end-use can be assessed correctly. For example,
molecular weight (MW) of sericin is affected by the
factors such as temperature, pH and processing time.
High MW sericin (greater than 20 kDa) is reported as
suitable for making biomaterials and membranes,
whereas low MW sericin (less than 20 kDa) is suitable
for cosmetics, skincare products and medications (3).

In literature, there seems to exist very few
studies on the characterization of sericin recovered
from wastewaters. To this end, this study aims to
characterize the sericin protein recovered from silk
wastewaters generated in cocoon cooking process of
textile industry. The characterization study covers MW,
pH, moisture and ash contents, solubility, elemental
composition (C, H, N) and amino acid anaysis. Dialysis
was also adopted to further purify the recovered
protein. The properties of recovered sericin were
compared with commercial and reference sericin
used in our study and also with literature in order to
evaluate its quality.

MATERIALS and METHODS

Extraction of sericin from native cocoons via
hydrothermal processing:

Sericin was extracted from native cocoons that
were obtained from the Sogut village of Bilecik
city in Turkey. This sericin was called native sericin
(SN) and it was used as reference for evaluating
the quality of sericin recovered (SR) from cocoon
cooking wastewaters. Another reference sericin,
namely commercially obtained Brazilian sericin (SC)
was also used for comparison. In order to obtain
SN, the cocoon shells were cut into small pieces,
followed by addition of ultra pure water at a cocoon
to water ratio of 1:50 (w/w). Sericin was extracted
from the cocoons by hydrothermal processing where
the samples were autoclaved at 120 °C. The effect
of process time on sericin solubility was determined
in order to adopt the optimum reaction time. Three

samples were prepared, each containing 1 g cocoon,
and autoclaved for 1 h, 2 h and 5 h, respectively.
The sericin solutions obtained were filtered through
1.6 pm filter media (Whatman GF/A) to separate
the cocoons from sericin solution. After filtration,
cold ethanol was added slowly into sericin solution
until a final ethanol concentration of 75% (v/v) was
obtained. The supernatant of ethanol was discarded
and the settled sericin was frozen at -80 °C. Then, it
was dried in a lyophilizator to obtain powder sericin
(8, 13).

Precipitation of sericin recovered from
wastewater:

Ethanol is commonly used to precipitate sericin (6,
8, 13). However, the volumes that would be required
for a real wastewater treatment plant effluent are
excessive. Sericin can also be precipitated with acids
using much smaller volumes as it becomes insoluble
at pH 3.8 (20). In this regard, nitric acid, hydrochloric
acid, acetic acid and sulfuric acid were tested as
an alternative to ethanol in an attempt to reduce
chemical consumption.

Sericin was separated from cocoon cooking
wastewater via membrane processes, whose details
are described elsewhere (2). The pH of sericin
concentrate obtained via nanofiltration (NF) was
decreased from 6.1 to 3.8 by using acids (0.3%
v/v). Alternatively, ethanol (75% v/v) was used to
precipitate sericin. Samples into which precipitation
agent was added, were centrifuged at 3.000 rpm
for 10-20 min to obtain sericin as a pellet. The

precipitated sericin was frozen and lyophilized.

Molecular weight distribution of sericin:

In order to determine molecular weight

distribution of sericin, a Shimadzu Prominence
Model HPLC system was used with a gel permeation
chromatography (GPC) column (Nucleogel aqua OH-
40-8) and a buffer solution containing 0.3 M NaCl and
0.05 M phosphate. The analyses were made at 30 °C

and ultraviolet absorbances (UVA) were read at 230
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nm. The flow rate of mobile phase was adjusted to 0.3
mLmin-1 (21). A standard protein mixture containing
cytochrome ¢ monomer (12.4 kDa), myokinase (32
kDa), enolase (67 kDa), lactate dehydrogenase
(142 kDa) and glutamate dehydrogenase (290 kDa)
(Calbiochem) was used.

Moisture, ash and organic contents of
recovered sericin:

Moisture content of sericin was determined by
drying samples at 100 °C for 3 h followed by constant
weight determination. To determine the organic and
inorganic (ash) contents of sericin, samples dried at
105 °C were ignited at 600 °C for 90 min. To calculate
the moisture content, the difference of initial and
dry weights of cocoons were divided by the initial

weights of cocoons.

Elemental composition of recovered sericin:

Elemental compositions of samples were
determined in the Middle East Technical University
Central Laboratory. The weight percents of carbon
(C), hydrogen (H) and nitrogen (N) elements of sericin
samples were determined on a dry basis using LECO
CHNS-932 elemental analyzer. In this analysis, the
instrument is heated to 1.000 °C and approximately
1 g of sample is placed inside a silver capsule, which
is dropped into the furnace, where it is completely
combusted. Infrared detection is used to measure
the C and H, whereas N is measured using thermal

conductivity detection.

Protein solubility:

The solubility of recovered sericin samples at
various pH values was determined (22). Samples
were poured into the centrifugation tubes and pH
was adjusted to 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0,
10.0 and 11.0 with 1 M NaOH and 1 M HCL. The tubes
were thoroughly shaken and centrifuged at 4.000
rpm for 10 min. Protein contents in the original
sample and in the supernatant were determined
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by the bichinchoninic acid (BCA) protein protocol.
In this way, the pH at which maximum sericin
solubility occurs was determined. Protein solubility
was calculated
(23-24):

using the following equation

. Protein content of the supernatant
Solubility (%) = - - % 100
Total protein content in the sample

Total protein analysis:

Total protein analysis was carried out by using
BCA protocol (25). It is a spectrophotometric method
where copper-BCA mixture is added into the samples
and these samples are incubated in water bath at
37 °C for 30 min. Thus, in an alkaline environment,
Cu? ion is reduced to Cu* ion as a result of the
reaction of protein and copper. Then, color occurs
in the samples with the composition of BCA-Cu*. In
total protein analysis, UVA of the samples were read
at 562 nm by using Hitachi model spectrophotometer
and total protein concentrations were determined by
the calibration equation, which was developed using
reference sericin, SN.

Protein identification:

2-D gel electrophoresis and MALDI-TOF analyses
were performed in Ankara University Biotechnology
Institute Proteomics Laboratory. Firstly, recovered
sericin sample, which was precipitated with ethanol,
was passed through the ion exchange columns (anion
and cation columns), which provides the separation
of biomolecules relative to their charges. After
passing through anion and cation columns, 2-D gel
electrophoresis was performed so that all proteins in
recovered sericin sample were separated in the gel
according to their iso-electric points (pl) and their
MWs. Then, each spot obtained in the gel was loaded
into MALDI-TOF, and the spectrums of recovered
sericin sample were compared with SWISS-PROT
and ExPASy protein databases in order to identify
sericin.



Amino acid analysis:

Amino acid composition of sericin samples were
determined by the Food Institute of Marmara Research
Center (MAM), Scientific and Technological Research
Council of Turkey (TUBITAK). A Shimadzu 20 Series
Ultra Fast Liquid Chromatography (UFLC) with UV
detection was used. The method was adopted from
literature and modified by TUBITAK MAM (26-27).

Dialysis:

Recovered sericin samples were dialyzed against
ultrapure water in order to increase their purities.
The molecular weight cut-off (MWCO) of dialysis
sacks was 3.5 kDa (Serva). After sericin solutions
were added into the dialysis sacks, the ends of sacks
were closed and put into beakers filled with ultrapure
water. These beakers were shaken in a water bath
at 37 °C for 1-2 days. Then, sericin solutions in the
dialysis sacks were analyzed by a high performance
liquid chromatography (HPLC) with the method
described in Section 2.3, except that flow rate of
mobile phase was adjusted to 1.0 mLmin-1.

RESULTS

Sericin yield of native cocoons and cocoon
cooking wastewaters:

In order to evaluate the sericin potential of
native cocoons, the amount of sericin that can be
obtained from the native cocoon shells (cocoons
free from dead silkworms) was determined first.
The effect of hydrothermal reaction time on sericin
yield and the ethanol-precipitation efficiency were
determined (Table 1). As seen, sericin yield, which
was determined by dividing sericin residue by
the dry weight of cocoon,
g/g cocoon to 0.232 g/g cocoon as the reaction

increased from 0.222

time increased from 1 h to 2 h, corresponding to
4.5% increase of sericin yield. Further increase of
reaction time to 5 h resulted in sericin yield of
0.239 g/g cocoon, which indicates that five-fold
increase of reaction time provided 7.7% increase of

sericin yield, which is slightly higher than the result
obtained at 2 h.

Ethanol precipitation efficiency was determined
by dividing the weight of sericin after ethanol-
precipitation + lyophilization by the sericin residue.
The reaction time had little effect on the ethanol
precipitation efficiency, which increased from 66%
to 72% with an increase of reaction time from 1 h
to 2 h.

The sericin content of wastewater was also
determined by quantitative analysis. Sericin
concentration in cocoon cooking wastewaters (SW)
sampled at different times ranged from 5043 mgL-1

to 7957 mgL-1, with an average of 6067 mgL-1.

Table 1. Effect of hydrothermal reaction time on sericin
yield and extraction efficiency

Measured/calculated

value

Parameter

t=t h t=2 h t=5 h
Initial weight of cocoon (g) 1 1 1
Dry weight of cocoon (g) 0.922 0.922 0.924
Moisture content (%) 8.5 8.5 8.2
Dry weight of cocoon gfter 0717 0.708 0.703
hydrothermal processing (g)
Sericin residue (g) 0.205 0.214 0.221
Sericin yield (g/g cocoon) 0.222 0.232 0.239
WeighF of_sericin aft.e.r et:hanol- 0135 0.154 )
precipitation + lyophilization (g)
Precipitation efficiency (%) 65.9 72.0 -
Overall extraction efficiency (%) 14.6 16.7 -

Molecular weight distribution of sericin:

In this study, MW was determined as 138 kDa and
124 kDa for commercial sericin (SC) and reference
sericin (SN), respectively (Figure 1a-b). In the source

wastewater, four MW fractions of sericin were

Turk Hij Den Biyol Derg

223



224

detected, which ranged from 10 kDa to 200 kDa at
varying proportions (Figure 1c). They were named
as SW1 (average MW 188 kDa, average fraction
15%), SW2 (average MW 80 kDa, average fraction
62%), SW3 (average MW 35 kDa, average fraction
6% and SW4 (average MW 18 kDa, average fraction
17% (Figure 2). On the other hand, only S2 (average
MW 80 kDa, average fraction 100%) was detected
in the recovered powder (Fig. 1d). This sample was
obtained by adopting a process train consisting of
nanofiltration+precipitation (NF+P) (28).

Since the source wastewater contained several
silkworm proteins other than sericin, the final product
also contained some impurities due to inadequate
separation performance of the membrane technology
adopted (28). This impurity, which is shown in Figure
1d, was identified as Actin cytoplasmic A3 protein at
a ratio of 7.1%, and sericin constituted the remaining
92.9% of the protein powder (28). In order to further
purify the protein powder, dialysis (D) was applied
after NF+P process train, where precipitation of
samples were carried out using different acids and
ethanol. In samples obtained via NF+P+D process
train, S2 (average MW 80 kDa, average fraction 80%)
and S3 (average MW 44 kDa, average fraction 20%)
were detected (Figure 1e).

The effect of dialysis step on the MW distribution
of sericin is depicted in Figure 3. As seen, three
different molecular weight ranges were found; S1
with MW of 151-176 kDa at a percentage of 0-12%,
S2 with MW of 86-96 kDa at a percentage of 79-97%,
and S3 with MW of 40-44 kDa at a percentage of
1-20%, respectively. Like in the source wastewater,
S2 was the dominant sericin fraction in the recovered
dialysed samples. All acids and ethanol gave almost
same results with respect to MW distribution, except
that $1
detected in ethanol-precipitated sample. In terms

(biggest sericin polypeptides) was not

of MW, the difference between dialysed and non-
dialysed sericin samples was the loss of S4 (smallest
sericin polypeptides having MW of 10-25 kDa).
Although the reported MWCO of the dialysis sack was
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Table 2. MW comparison of sericin with literature

MW (kDa)
reported in literature

determined in this study

MW (kDa)

3 a1y (13 @0 s

©

much smaller (3.5 kDa) than the MW of $4, it readily
passed to the other side of the dialysis sack. This was
attributed to possible degradation of S4 into much
smaller peptides during dialysis since the protein is

sensitive to operating temperature.

S\ Sw o SRS

10-300  24-400

14-467 6-15 138 124

Moisture, ash and organic contents of sericin:

The pH, moisture, ash and organic contents
of reference and recovered sericin samples were

10-200  40-176

Table 3. Comparison of pH, moisture and ash contents of sericin with literature

determined. As seen from Table 3, the pH of SN was

measured as 7.1. On the other hand, the pH of SC was

Literature This study
Parameter
3) (13) (30) S S, S,
pH 7 5-7 3.9 7.1 4.1-7.7
Moisture (%) 8.2-9.0 - <5 7.4 8.6 2.8-3.9
Ash (%) 0.9-1.0 4.2 <4 2.7 3.8 11.3-14.4
200
180
160
140
120
100
80
60
40
. £ = [
SW1 SW2 SwW3 Sw4
SC SN SW
@MW (kDa) 138 124 188 80 35 18
B Percentage (%) 100 100 15 62 6 17

Figure 2. Average MW fractions of sericin in source wastewater (S,

w)
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measured as 3.9. The pH of recovered sericin varied
from 4.1 to 7.7, where sericin precipitated with acids
had acidic pH and that precipitated with ethanol had
neutral pH. Among the acids used, nitric acid and
sulfuric acid resulted in the lowest and highest pH
values of 4.1 and 5.5, respectively (Figure 4).

The moisture contents of SC and SN were found
as; 7.4% and 8.6%, respectively. On the other hand,
the moisture content of recovered sericin changed
between 2.8% and 3.9% (Table 3).

The ash contents of SC and SN were determined
as; 2.7% and 3.8%, respectively (Table 3). On the
other hand, the ash content of recovered sericin was
determined as; 11.3-14.4%, where the lowest and
highest values were obtained with nitric acid and
ethanol, respectively (Figure 4). Among the acids
used, sulfuric acid resulted in an ash content of 13.9,
which was nearest to the ash content obtained by

Identification of recovered sericin:

The 2-D electrophoresis and MALDI-TOF spectrums
of protein spots revealed that recovered protein was
compatible with SER1 (096614) and SER2 (096615).
The pl of sericin was found as 5.9 for Sericin 1
and 4.8 for Isoform 1A of Sericin 1 (with accession
number of P07856-2), where the latter lost during
ethanol precipitation. The pictures of reference and
recovered sericin samples are depicted in Figure 5.
As seen, the color of sericin recovered with acid was
brown whereas that of sericin recovered with ethanol
was cream and the appearance was closer to that of
reference sericin.

Elemental composition of sericin:

The elemental compositions of sericin samples
are given in Figure 6 and comparison with literature
is given in Table 4. As seen from Figure 6, carbon

ethanol. contents of commercial and reference sericin were
42.5% and 41%. On the other hand, carbon content of
180
160 ol - - m oo o e e
(o R T B R e T
120 [l e e el e e e e e e e ]
o T e B e e et
g =
80 E g E -------------
60 g g BN | S —
g g g
40 E E E R —
B B E
20 i : : N
S2 S3 S1 S2 S3 S1 S22 S3 81 S§2 S3 S1 S22 S3
SRD-HCI SRD-H2504  SRD-C2H402 SRD-HNGO3 SRD-CZH60
@MW (kDa) 169 96 40 157 86 44 151 90 44 176 92 40 85 44
B Percentage (%) 2 97 1 12 79 9 1 8 15 11 80 9 80 20

Figure 3. MW fractions of sericin samples precipitated with acids and ethanol prior to dialysis (SRD-HCL: recovered sericin

precipitated with HCl and dialysed)
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Figure 4. Effect of precipitation agent on pH, moisture and ash content of recovered sericin

recovered sericin was slightly lower. It changed from
36.7% to 40.3%, where the lowest value was obtained
with nitric acid precipitation and the highest value
was obtained with acetic acid precipitation.

The hydrogen contents of SC and SN were 6.4%
and 6.2%, respectively (Figure 6). H content of
samples increased up to 7.3% - 8.8% after dialysis.
Regarding the nitrogen contents, N was determined
as 13.9% and 14.9% for SC and SN, respectively. On
the other hand, recovered sericin samples had lower
N contents, i.e., 10.2-12.9%. The highest N content
belonged to sericin precipitated with HNO3, where
additional N most probably originated from nitric
acid. On the other hand, dialysed samples had higher
N contents, i.e., 14.4% - 16.8% (Table 4).

In general, elemental composition of SC and SN
were almost the same, with a total C+H+N content of
62.1% - 62.8%. The remaining portion was attributed
to the presence of oxygen mainly, as seen from the

molecular formula of sericin (Figure 7) (34). Although
recovered sericin, regardless of the precipitation
agent used, had lower C+H+N content of 53.4%
- 56.5%, the dialysed samples had higher C+H+N
content of 64.8% -
the standards used in this study and those reported

70.9%, where the data closest to

in literature, were obtained by ethanol-precipitation.

Table 4. Comparison of elemental composition of
recovered sericin with literature

Literature This study

Elemental

composition

(13) (30) (33) Se SN SR = &
C (%) 48.3 42.5 41.0 36.7-453
H (%) 45 6.4 6.2 54-8.8
N (%) 147 =214 119 13.9 149 10.2-16.8
Turk Hij Den Biyol Derg 22 7
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Figure 5. Pictures of (a) S (unground) (b) S (c) S; (with ethanol) (d) S (with acid-HCl)

80,0
700 |- cmmemmemmemnmen e e e ]
i ENEN-Rowe
w0 |- H-E-B-B-B-B-8-L- BB
N . S S o R S N o, SO s N7 N S 7 vy W s
e P e
AT
JisEEEEEEE® L
MiEE R R EEEEREEN
! sC SN SR- SR- SR- SR- SR- SRD- SRD- SRD- SRD- SRD-

HCl  H2504 C2H402 HNO3 C2H60 HCl  H2504 C2H402 HNO3 C2H60
BN(%) 139 149 129 11,0 107 109 102 168 168 168 152 144
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C(%) 425 410 377 37,0 403 367 37,9 453 408 442 436 431

Figure 6. Elemental composition (dry basis) sericin
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Solubility of recovered sericin:

H 0 R }|I H O R As seen from Figure 9, solubility of sericin
"‘"Hh\J;/y:xy,/éxc /N-R(J_. /ﬁ'\\.\. /J:‘.\C _OH precipitated with acids was only 47-65% at pH 3,
k J{ J{ (\L which increased to 59-88% at pH 7. The solubility of
Sericin sericin increased for all the acids used when pH was

increased from 3 to 11, where it reached 89-110%

Figure 7. Structure of sericin polypeptide (34) at pH 11. On the other hand, solubility of sericin

precipitated with ethanol was above 90% at all pH
UV Absorbance of sericin: values. The reason for the solubility values which are
above 100% may be that alkaline conditions enhance

The UV absorbance spectrum of reference and
protein solubility.

recovered sericin samples were determined by

wavelength scanning from 220 nm to 300 nm (Figure 120
. . X N
8). As shown, the maximal absorption wavelength 100 PR X oy x X % ______
was around 220 nm for all sericin samples, which is & 20 © |
attributed to the absorbance by the peptide bonds. % A & B g B 9 |:::| s
S 60 + [+
On the other hand, only the reference sericin SN 3 u ] M
showed another distinct peak at A=275 nm, which 40
is assigned to the aromatic amino acids absorption 20
wavelen th (13) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
g . oH
1 ©HNO3 [OHC AH2S04 +C2H402 XC2H60

0,9

08 Figure 9. Effect of pH on the solubility of recovered

07 1 sericin
056 4
%/0,5

o DISCUSSION

0:2 The overall extraction efficiency of sericin from

0!; the native cocoon, which was determined by dividing

220 230 240 250 260 270 280 200 300 the weight of sericin after ethanol-precipitation +
Wavelength (nm) lyophilization by the dry weight of cocoon, slightly
OHNO3 OHCl aH2804 xC2H402 aC2HB0O oReference‘ increased from 14.6% to 16.7% as the time was

increased from 1 h to 2 h. The water extraction

Figure 8. UV absorption spectrum of recovered (SR) and  efficiencies of sericin well agree with 14.3% reported
UGG (LR in literature (29). Hence, it was decided to adopt a

reaction time of 1 h throughout the study.
Amino acid composition of sericin: . .
On the average 6 g of sericin could be obtained
Serine, aspartic acid and glycine content of . . . .
per liter of wastewater. Since sericulture is a
commercial sericin and recovered sericin samples

were determined as 56.22% and 48.86%, respectively
(Table 5). Serine is the dominant amino acid in sericin,
which was determined as 35.3% and 28.9% for SC and
SR, respectively.

seasonal activity in Turkey, cocoon cooking process is
performed for about 80 days in a year, generating a
total volume of 150 m? of wastewater annually. This
amount of wastewater would potentially yield 900
kg of sericin per year. A detailed research, which is
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beyond the scope of this study, is required in order to
determine the potential demand for sericin on local
or global market.

In literature, sericin is reported as a family of
proteins with a wide range of MW, i.e., 6-467 kDa
(3, 11, 13, 30). This is due to the fact that molecular
weight of sericin is affected by the factors such as
pH, temperature and processing time (3). The MW
fractions of recovered sericin were classified as high
MW-sericin, which are suitable for making biomaterials
and membranes (3). A comparison with literature
revealed that MW of sericin varies significantly. The
MW of sericin may be as low as 6 kDa or as high as

467 kDa based on the processing conditions (13,
30). This was well verified in this study; the range
of sericin MW in the source wastewater changed
from 10 kDa to 200 kDa, however it had a narrower
range, which changed from 40 kDa to 176 kDa in the
recovered samples (Table 2). This means the smallest
and largest polypeptides were lost during processing.
Nevertheless, S2 was the dominant fraction in both
source wastewater and the recovered samples.

The reason for recovered sericin having moisture
(SN) and
commercial sericin (SC) was attributed to possible

contents lower than those of native

loss of some amino acids during processing, which

Table 5. Comparison of amino acid compositions of sericin with literature

Literature (%)

This study (%)

Amino acid

(36) (37) (6) SE Sk
Aspartic acid (Asp) 14.11 15.64 13.30 12.25 10.84
Threonine (Thr) 6.31 8.16 3.30 6.23 8.20
Serine (Ser) 21.67 33.63 39.00 35.33 28.97
Glutamic acid (Glu) 9.83 4.61 12.80 3.83 8.65
Glycine (Gly) 15.26 15.03 14.30 8.64 9.05
Alanine (Ala) 10.20 4.10 5.50 2.03 1.25
Cysteine (Cys) 0 0.44 nr nr nr
Valine (Val) 2.76 2.88 0.70 3.01 3.09
Methionine (Met) 0.53 3.39 nr bdl 0.27
Isoleucine (Ile) 2.60 0.56 0.20 0.67 1.21
Leucine (Leu) 3.82 1.00 0.50 1.46 2.24
Tyrosine (Tyr) 2.08 3.45 0.70 5.88 4.03
Phenylalanine (Phe) 1.49 0.28 nr 0.58 1.25
Lysine (Lys) 3.02 2.35 5.40 1.80 3.66
Histidine (His) 1.55 1.06 1.00 2.33 2.79
Arginine (Arg) 3.96 2.87 2.90 12.91 8.37
Proline (Pro) 0.78 0.54 nr 2.1 3.81
cis-4-Hydroxy-D-proline (Hyp) nr nr nr 0.72 2.15
Tryptophan (Trp) nr nr nr 0.21 0.17
Total 99.97 99.99 99.60 99.99 100.00

nr: not reported, bdl: below detection limit
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play functional role in moisture absorption. This was
also verified via the amino acid analysis conducted.

The pH of SN, which was measured as 7.1 agrees
well with the range of 5-7 reported in literature (13,
30). On the other hand, the pH of SC, measured as
3.9 was lower than those reported in literature. Since
SN was produced in our laboratory without any pH
change, it is expected to have neutral pH. However,
the recovery method of SC is unknown as it was a
commercial product obtained from abroad through a
local supplier. So, the lower pH of SC was attributed
to the recovery method applied, which was probably
conducted at acidic pH. The pH of recovered sericin,
which varied from 4.1 to 7.7 was also similar to
literature findings (13, 30).

The moisture contents of SC and SN were slightly
higher than < 5% reported by the commercial supplier
(30), but quite close to 9% and 8.2% reported by
Zhang (3) for cocoon and silk yarn, respectively. On
the other hand, the moisture content of recovered
sericin, which changed between 2.8% and 3.9% was
lower than those of SC and SN, but very close to those
reported by a commercial supplier (30) (Table 3).

The ash contents of SC and SN were slightly
higher than the values reported in literature (3). In
a study in which the thermal properties of silk fibers
were examined, this content was reported as 0.9%
and 1.0% after the ignition of cocoon and silk yarn,
respectively, at 550 °C for one night (3). The reason
for this difference may be the ignition of different
materials, that is, sericin-rich protein powder was
ignited in this study whereas cocoon shell made of
sericin and fibroin was ignited by Zhang (3). The ash
contents of sericin and fibroin may differ, resulting in
different values. On the other hand, the ash contents
of SC and SN were quite close to those of 3-4% reported
for pure sericin by the commercial retailer (30) and
Wu et al. (13). Sericin ash possibly contained a little
salt, as the inorganic content of cocoon includes
phosphorus,
and magnesium (31). The ash content of recovered

calcium, potassium, sulphur, silicon

sericin was much higher than those of SC and SN,

whis means that the organic content of recovered
sericin was slightly lower. This was attributed to the
fact that recovered powder was a sericin-rich product
rather than pure sericin so the presence of other
silkworm protein in the recovered sample might have
contributed to the higher ash content of recovered
sericin.

The pl of sericin agreed with the pl values of
5.0 and 4.3 reported for silk fiber (32) and protein
purified from the cocoon shell of silkworm (8). The
color difference between sericin samples recovered
with ethanol and acids was attributed to the dilution
of sericin solution due to addition of ethanol at higher
volumes.

Regarding the elemental compositions, the reason
for lower C contents of recovered sericin as compared
to the standards can be explained in two ways; first,
the recovered powder contained another silkworm
protein as an impurity, second, the processes applied
in the textile industry to remove sericin from the
silk fiber and the processes applied in our laboratory
to recover sericin from wastewater might have
caused loss of some amino acids, resulting in lower
carbon contents. The dialysis results suggest that
the first reason is more likely, because when dialysis
was applied to purify sericin, C content of samples
increased up to 40.8% - 45.3%, which are closer to
the C contents of commercial and reference sericin
used in this study, as well as to the carbon content
of 48.3% reported by Chen et al. (33). Comparing the
precipitation agents, highest C content was obtained
with acetic acid. The reason for this was attributed to
the likely presence of additional carbon coming from
acetic acid, which might have bound to the protein
during precipitation.

The hydrogen content of recovered sericin was
slightly lower than those of SC and SN, however it
was very similar to the value of 4.5% reported Chen
et al. (33). Nitrogen content of SC and SN were
almost the same with 14.0% and 14.7% reported by
Wu et al. (13) and a commercial retailer (30). On the
other hand, recovered sericin samples had lower N
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contents. The highest N content belonged to sericin
precipitated with HNO3, where additional N most
probably originated from nitric acid. On the other
hand, dialysed samples had higher N contents, i.e.,
14.4% - 16.8%, which are closer to the standards and
literature findings (13, 30).

Proteins generally have two absorbance peaks
in the UV region, one between 215-230 nm, where
peptide bonds absorb, and another at about 280 nm
due to light absorption by aromatic amino acids.
Similarly, the silk sericin shows a peak absorbance
at around 280 nm of wavelength (35). The UV
absorbance spectrum of reference and recovered
sericin samples showed that the maximal absorption
wavelength was around 220 nm for all sericin
samples, which is attributed to the absorbance
by the peptide bonds. On the other hand, only the
reference sericin SN showed another distinct peak at
A=275 nm, which was assigned to the aromatic amino
acids absorption wavelength (13). This result showed
that peptide bonds were the major absorbing group
for recovered sericin in the ultraviolet region, and
indicates the loss of some aromatic amino acids in
recovered sericin samples to some extent, as verified
by amino acid analysis. This is indeed quite expected,
because the proteins are subject to degradation
during processing.

The amino acid composition of recovered sericin
was compared with literature. There are slight
differences in amino acid compositions due to
different processing techniques used as well as the
degradation of the protein. Serine, aspartic acid
and glycine content of sericin samples reported
in literature count for more than 50% of the whole
51.04%, 64.30%
and 66.60% were determined by Takasu et al.
(6), Wu et al. (36) and Aramwit et al. (37). In this

amino acid composition, i.e.,

Turk Hij Den Biyol Derg

study, serine, aspartic acid and glycine content of
commercial sericin and recovered sericin samples
were determined as 56.22% and 48.86%, respectively.
Serine is the dominant amino acid in sericin, which
was determined as 35.3% and 28.9% for SC and SR,
respectively. These values are quite compatible
with those reported in literature, i.e., 21.7% (36),
33.6% (37) and 39.0% (6). These results reveal that
amino acid composition of recovered sericin, despite
the loss of some amino acids, is quite acceptable as
compared with literature.

The
recovered protein showed that ethanol may be

results obtained for the solubility of
better than acids for precipitation considering the
end-use of recovered sericin. Sericin precipitated
with acids would necessitate the adjustment of pH
to basic conditions for achieving complete solubility.
This would limit the applicability of recovered sericin
in some industries or require additional processing
steps. On the other hand, complete solubility of
sericin recovered with ethanol at all pH values would
provide significant benefits.

CONCLUSIONS

Sericin  recovered from cocoon cooking
wastewaters of textile industry was characterized
in terms of MW, pH, moisture, ash, elemental
analysis, amino acid analysis and protein solubility.
Sericin recovered from the source wastewater had
acceptable quality; where its properties were similar
to the commercial and reference sericin used in this
study, as well as those reported in literature. With
a serine content of almost 29%, recovered sericin
holds the potential of high moisture absorption and
is a promising raw material for potential applications
cosmetics

in biomedical, and pharmaceuticals

industy.
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Anjioimmiinoblastik T-hiicreli lenfomas1 olan bir hastada ¢oklu
ila¢ direncli Corynebacterium mucifaciens’in neden oldugu
oliimciil bir sepsis olgusu
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OZET

Amag: Son yillarda Corynebacterium tirleri
firsatc1  patojenler olarak dikkat cekmeye
baslamistir. Corynebacterium mucifaciens deri, kan
ve diger steril vicut sivilarindan izole edilmistir.
1997’de tarif edildiginden bu yana nadiren
insan patojeni olarak bildirilmistir. Bu yazida
febril notropeni ve septik sok on tamsi ile i.0.
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Sadi Sun Yogun Bakim
Unitesinde takibe alinan anjioimmiinoblastik
T-hiicreli lenfoma tanist almis 58 yasinda bir
erkek olgu sunulmaktadir. Kan kilturiinde
ureyen Gram pozitif comak seklinde bakterilerin
identifikasyonu Phoenix (BD Diagnostic Systems,
Sparks, MD) otomatize idendifikasyon sistemi
kullanilarak yapilmistir ve 16S rRNA dizi analizi
ile dogrulanmistir. Bakterinin antibiyotik MIK
degerleri E test ile saptanmistir ve EUCAST
kriterlerine gore degerlendirilmistir. Hastadan
alinan 4 kan kiltir orneginde saf
Gram pozitif comak seklinde Ureyen bakteri,
C. mucifaciens olarak tanimlanmistir. Bakteri
kokeninden elde edilen 16S rRNA dizisi,
GenBank veri bankasi ile yapilan karsilastirmada
C. mucifaciens ile uyumlu bulunmustur. Bakterinin
E test ile vyapilan antibiyotik MIK degerleri
seftazidim, klindamisin, azitromisin ve klaritromisin
icin >256 pg/mL, sefotaksim ve siprofloksasin icin
32 pg/mL, penisilin, ampisilin ve sefepim icin 16 pg/

olarak

ABSTRACT

Objective: In recent years, Corynebacterium
species has attracted attention as opportunistic
pathogens. Corynebacterium mucifaciens has been
isolated from skin, blood and other sterile body fluids.
It has been rarely reported as human pathogens,
since it was described in 1997. In this study, a 58
years old male patient who has a medical history
of angioimmunoblastic T-cell lymphoma, taken to
the Sadi Sun Intensive Care Unit in |.U. Cerrahpasa
Medical Faculty Hospital with the preliminary
diagnosis of febrile neutropenia and septic shock
was reported. The identification of Gram-positive
rod-shaped bacteria isolated in blood cultures was
performed by using the Phoenix (BD Diagnostic
Systems, Sparks, MD) automated identification system
and was confirmed by 16S rRNA sequence analysis.
Bacterial antibiotic MIC values were determined by
E-test and evaluated according to EUCAST criteria.
Gram-positive rod-shaped bacteria which were
isolated from 4 blood culture samples taken from
the patient, were identified as C. mucifaciens.
The 16S rRNA gene sequence which obtained from
the bacteria was matched with C. mucifaciens
sequences in  GenBank Antibiotic
MIC values with E test were determined as;
>256 pg/mL for ceftazidime, clindamycin,
azithromycin, and clarithromycin, 32 pg/mL
for cefotaxime and ciprofloxacin, 16 pg/mL for

database.
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mL, imipenemicin 6 ug/mL, piperasillin+tazobaktam
icin 8 pg/mL, amoksisilin+klavulanik asit icin 3
pg/mL, tobramisin icin 0,16 pg/mL, amikasin
icin 1,25 pg/mL ve teikoplanin icin 2 pg/mL
olarak tespit edilmistir. Vankomisin (MIK, 1 pg/mL)
ve gentamisin (MK, 0,16 ug/mL) C. mucifaciens’e
etkili ilaclar olarak bulunmustur. Hasta yapilan
tim midahelelere ragmen septik sok ve coklu
organ yetersizligi nedeniyle  kaybedilmistir.
C. mucifaciens immiun-yetmezlik oykiisi olan

hastalarda onemli bir insan patojeni olarak
dusunulmelidir.
Anahtar Kelimeler: Corynebacterium

mucifaciens, Sepsis, Kan akim enfeksiyonu

penicillin, ampicillin and cefepime, 6 pg/mL for
imipenem, 8 pg/mL for piperacillin + tazobactam,
3 pg/mL for amoxicillin + clavulanic acid, 0.16 pg/
mL for tobramycin, 1.25 pg/mL for amikacin and
2 pg/mL for teicoplanin, respectively. Vancomycin
(MIC, 1 pg/mL) and gentamycin (MIC, 0.16 pg/mL)
were found to be the effective antibiotics against
C. mucifaciens. Despite all of the interventions
performed patient passed away due to septic shock
and multiple organ failure. C. mucifaciens should
be considered as an important human pathogen in
patients with history of immunodeficiency.

Key Words: Corynebacterium mucifaciens,
Sepsis, Bloodstream infection

GIRiS

Uzun yillar boyunca, klinik orneklerden izole
edilen Corynebacteria’larin klinik olarak onemli
olup olmadigi klinik mikrobiyologlar arasinda
tartisma konusu olmustur. Bu organizmalar
deri kontaminantlarn olarak g6z ardi edilmis
ve tir seviyesinde tanimlanmalan pek
caba gosterilmemistir. Ancak, bagisiklik sistemi
bozulmus ya da ciddi hastaligi olan hastalarin klinik
orneklerinden firsatc1 patojenler olarak giderek
artan siklikla izole edilmeleri,
onemli insan patojeni olarak kabul gormesine neden
olmustur (1). Corynebacterium mucifaciens ilk kez
1997 yilinda yeni bir Corynebacterium turu olarak
onerilmistir (2). Bu bakteri genellikle kandan ya
da diger steril viicut sivilarindan izole edilmektedir
(1). Corynebacterium sp. ile enfekte oldugu bilinen
hastalarin tedavisinde genellikle ampirik tedavi
yapilmaktadir. Baziyayinlarda C. jeikeium gibi birkac
istisna disinda tum Corynebacterium turleri icin
penisilin veya vankomisinin iyi klinik yanit gosterdigi
bildirilmistir (3, 4). C. mucifaciens vakalarinda ise
beta-laktam antibiyotiklerin ve aminoglikozitlerin
daha iyi etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (5).

icin

bu bakterilerin

Bu olgu sunumunda C. mucifaciens’in neden
oldugu disiiniilen septik sok ve coklu organ
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yetersizligi nedeniyle kaybedilen anjioimmiinoblastik
T-hicreli lenfomali 58 yasinda bir erkek hasta
sunulmaktadir.

OLGU

2010 yilinda “anjiyoimmiinoblastik T hicreli
lenfoma” tanisi alan 58 yasinda erkek hastanin, dort
kir kemoterapi sonrasi tedaviye refrakter kabul
edilerek glinde 8 mg prednol tedavisine devam
edildi. Bu siirecte Cytomegalovirus retinitine bagl
sol gozde korluk gelismistir. 3,5 yil sonra hasta
ates, bogaz agnis1 ve karin agnisi sikayetleriyle dis
merkezde KBB uzmanina basvurmus ve hastaya
kriptik tonsilit tanisi ile seftriakson ve klindamisin
tedavisi baslanmistir. Antibiyotik tedavisine ragmen
sikayetlerinin diizelmemesi ve genel durumunun
kétiilesmesi lizerine i.0. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Hastanesi Acil Dahiliye poliklinigine basvurmustur.
“Nekrotizan kriptik tonsilit” on tanisi ile hastadan
iki adet hemokiiltir ve idrar kulturd alinarak
mikrobiyolojik incelemeye gonderildi. Enfeksiyon
hastaliklar1 konsiiltasyonu sonras1 karbapenem ve
piperasilin-tazobaktam tedavisi baslanan hasta
septik sok ve febril notropeni tanisiyla Sadi Sun Yogun
Bakim Unitesine yatirildi. Suuru acik ve koopere



olan hastaya solunum sikintis1 nedeniyle non-invazif
mekanik ventilasyon (NiMV) baslandi. Santral ven
kateteri takilarak sivi resuisitasyonuna devam edildi.
Hipotansiyon devam ettigi icin vazoaktif ajan
infuzyonu baslandi. Anemisi olan hastaya 2 unite
eritrosit suispansiyonu verildi. Tedaviler sonrasi KAH:
103/dk, Kan basinci: 120/60 mmHg oldu (Tablo 1).
Santral ven oksijen satiirasyonu (ScVO,) %83, laktat
degeri 1,8 idi. Ates 38,6 °C olan hastada kreatinin
degeri yiiksek olmasi nedeniyle bobrek doz ayarlamasi
yapilarak karbapenem ve piperasilin-tazobaktam
tedavisine devam edildi. Hematoloji konsiiltasyonu
sonrasi notropenik olan hastaya neupogen tedavisi
eklendi. On saat sonra NIMV destegi
hipoksemisi devam eden hasta entiibe edilerek
mekanik ventilasyon tedavisine baslandi. Entiibasyon

altinda

sirasinda bilateral tonsiller hipertrofik ve Uzerinin
beyaz renkli membran ile kapli oldugu goriilerek
tonsil Uzerinden siiriintli, endotrakeal aspirat (ETA)
ve iki kan kiltiri daha alinarak mikrobiyolojik
ETA’da Gram boyasinda
bakteri tespit edilmedi.
Kulturde 5000 cfu/ml Candida albicans uremistir.

incelemeye gonderildi.
bol Llokosit gorulmis,

Table 1. Laboratuvar ve klinik bulgularin seyri

1. giin 2. giin 3. giin
Lokosit (mm?) 610 540 1700
PNL (%) 29.6 37 57
CRP (mg/L) 291 320 399
Ates(0C) 38,6 38,9 40,7
LDH (IU/L) 1296 1371
Kreatinin (mg/dL) 2,1 2,3 2,5
idrar miktar (mL) 3000 2000 1000
Kan basinci (mmHg) 120/60 100/50 80/40
SVB (mmHg) 9 14 14
ScVo, (%) 83 86 84
Laktat (mmol/L) 1,8 2,7 2,7

PNL : Polimorfo niikleer l6kosit CRP : C-reaktif protein
LDH : Laktat dehidrojenaz SVB : Santral Venoz Basing
ScVO, : Santral venoz oksijen satiirasyonu

ikinci giin noradrenalin dozunun arttirilmasina ve
sivi resiisitasyonuna ragmen hipotansiyonu devam
eden, atesi (38,9 °C) antipiretik tedavi ile dismeyen
ve CRP degeri artan hastaya enfeksiyon hastaliklan
konsiiltasyonu sonrasi flukonazol tedavisi eklendi.
Uclincii giin ates 39,7- 40,7 °C arasinda seyretti ve
enfeksiyon hastaliklari uzmani tarafindan pnomoni
dislanamadigi icin ve klinik bulgularin kotiiye gitmesi
nedeniyle piperasilin-tazobaktam yerine vankomisin
tedavisine, flukonazol yerine cansidas tedavisine
gecildi. Uclincii giiniin sonunda hasta septik sok
ve coklu organ vyetersizligi nedeniyle kaybedildi.
Hastanin idrar kulturinde ureme olmadi. Dort kan
kiltirunde (BACTEC 9120, Becton Dickinson, ABD)
de Gram pozitif, sporsuz, difteroid comak seklinde
bakteriler iredi. Bakteriler koyun kanli plak ve
cukulatams plak besiyerinde 48 saat inkiibasyondan
sonra diz, hafif sarimsi, mukoid koloniler olusturdu
(Resim 1, 2). Katalaz pozitif, ure, glukoz, maltoz,
sukroz ve nitrat testleri negatifti. Ureyen bakteri
(BD Diagnostic Systems, Sparks, MD)
otomatize idendifikasyon sistemi kullanlarak C.

Phoenix

mucifaciens olarak identifiye edildi. Es zamanl
16S rRNA bolgesinin yaklasik
1200 bp kism1 DNA dizi analizi ile analiz edildi.
Gen bankasinda yapilan karsilastirmada bakteri C.
mucifaciens dizileri ile eslesti ve elde edilen dizi
http://bioinfo.unice.fr/blast/ web adresi 16S rRNA
veri tabaninda online karsilastirmaya tabi tutuldu.
Ayn1 paket icerisinde yer alan Blast2 Tree paketi ile
filogenetik karsilastirma yapildi (Sekil 1).

olarak bakterinin

izole ettigimiz C. mucifaciens’in antimikrobiyal
duyarliigin1 saptamak icin ampirik tedavi icin
cogunlukla kullanilan  antimikrobiyallerin ~ MIK
degerleri E test ile saptandi ve Corynebacterium
spp. icin European Committee on Antimicrobial
Susceptibility ~ Testing  (EUCAST) simr  deger
tablosunda  yer alan  antibiyotiklerin ~ MIK
degerleri EUCAST kriterlerine gore belirlendi (6).
EUCAST sinir deger tablosunda yer almayan diger
antibiyotiklerin duyarlilik kategorisi belirlenememistir.
MIK degerleri seftazidim, klindamisin, azitromisin
ve klaritromisin icin >256 pg/mL, sefotaksim ve
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CORYNEBACTERIUM MUCIFACIENS ’iN NEDEN OLDUGU BIR SEPSIS

DsM 43854 T (AJ400709)
DSM 44262 T (AFOS1340)

l_ Dietzia papillomatosis DSM 44961 1 (AY643401)
(FI46X340)

Amycolatopsis azurea
Amycolatopsis alba

Resim 1. C. mucifaciens’in koyun kanli agarda
kolonileri

Resim 2. C. mucifaciens’in Miller Hinton agarda
hafif sarimsi kolonileri

siprofloksasin icin 32 pg/mL, penisilin, ampisilin
ve sefepim icin 16 pg/mL, imipenem icin 6 pg/
mL, piperasillin+ttazobaktam icin 8 pg/mL,
amoksisilin+klavulanik asit icin 3 pg/mL, tobramisin
icin 0,16 pg/mL, amikasin icin 1,25 pg/mL ve

Dietzia N 1250
|_f Dietzia cinnamea  DSM 44904 __ (FJ468339)

Dictzia cinnamea  DSM 44904 1 (AJ5202K9)
JCM 23211 (AB269261)

[Rm«u rhodnii  DSMA43959  (XK0623)
Rhodococcus rhodnil  type strain: DSMA3337

Rhodococeus zopfii  ATCC 513491 (XN1934)
[khodomnu zopfli DSM 44108 | (AF191343)

Nocardia preumoniae  WI9K13  (GQRSIOTS)
Nocardia amamiensis  13665E  (EL7741206)
Nocardia amamiensis  DSM 45066 (AB275164)

Nocardia pneumoniae  DSM 44730 T (AB1087%0)
Nocardia mexicana (GQITEITH)
Nocardia mexicana  OFN 703 (AYS60656)
Nocardia vinacea IFM 0344 (ABI62%02)
Nocardia vinacea  DSM 4463% T (AB024312)
Gordonia araii WHS43 (EF164924)
Gordonia araii  DSM 44811 1 (AB162800)
Gordonia lacunae  DSM 45085 T (1F151959)
Gordonia terrae COE-O1  (AF467984)
Gordonia terrae AIST-1 (ABISS992)
Gordonia polyisoprenivorans (AY278367)
Gordonia polyisoprenivorans  Y2K __ (AF416719)
Gordonia rhizosphera  DSM 44383 1 (AB004729)
Corynebacterium acetoacidophilum CIP 103773
Rhodococcus globerulus  DSMA43953  (X¥0620)
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 DSM 20300 = ATCC 13032 (BX927150.RR1)
Corynebacterium glutamicam ATCC 13032 ATCC 13032 (BAOOOOI6 RR4)
Corynebacterium efficiens YS- 155 (ABOSS96S RR1)
T Cormebacterium efficiens  DSM 44549 T (ABOSS963)
Corynebacterium cystitidis ATCC29593 (D37914)

Cc«uym-mwrlun renale  CIP 103421 (XX4249)
Corynebacterium renale . HRSX  (D373%05)

(XR0622)

(X%4240)

I(‘lﬂjl(l-rhﬂll- mastitidis TBS-19 (ABISO408)
Corynebacterium mastitidis TBS-10 (AB3S9399)
Cony phocae  DSM 44612 T (Y10076)
< CSURPIO | _(EF217056)
P semi271 T (as29234)
y ~ DSM 20296 (XN4441)
Corynebacterium aquilac  JCM 12268 | _(AJ496733)
Corymebacterium confusum  DSM 43384 (Y15886)
Corynebacterium confusum  TPLOS (/373373
Corymebacterium kutscheri  DSM 20758 1 (XX1¥71)
ATCCIS677  (D37802)

Corynebacterium kutscheri
Ce NCTC 20294 (XK46%0)
Corynebacterium diphtheriae DSM 44123 (XN424%)
Corynebacterium ulcerans DSM 46325 | (XB4256)
Corynebacterium ulcerany ATCC 51799, CD361; NCTC 7910
Corynebacterium pseudotuberculosis (D3NSTT)
< (DINST6)
Corynebacterium felinum  DSM 44505 T (AJ401282)
Ce (AFS175%9)
Corynebacterium pseudogenitalium CIP1067 14 ATCC33038 CCUG2KTRT
Cory e (AJ4IR044)
Ce CIP102857 (AJ438041)
Corynebacterium fastidiosum CIP 103505 (X%4245)
Corynebacterinum segmentosum CIP10706% CCUGI TSI
Corynebacterium segmentosum NCTC 934 (XB4437)
Ce < (AJ439347)
Corynebacterium accolens DSM 44278 T (AJ439346)
Corynebacterium accolens  THS-12 (AB3S9301)
Corynebacterium simulans  UCLIOI  (AJO12836)
Corynebacterium simulans (AFS37604)
Corynebacterinm minutissimum DSM 20651
Corynebacterium singulare DSM 44357 (Y 10999)
Corynebacterinm aurimucosum AEI-3 (AB269764)
Ce ATCC 33032 A¥N7KIQ)
i DSM 44610 (Y09569)
E('lﬂjmﬁﬂlﬂ lubricantis KSS-4Se (FM173120)
Corynebacterium lubricantis DSM 45231 (FMI173119)
Corynebacterium pilosum NCTC 11862 (X%4246)
_C Corynebacterium pilosum  DSM 20521 (XR1908)
L~ capitovis DSM 44611 (AJ297402)
 Corymnebacterium imitans DSM 44264 (Y09044)
L Corynebacterium imitans (AFS37597)
Corynebacterium lipophiloflavam ~ DSM 43201 T (Y09045)
Corynebacterium mycetoides  DSM 20632 | (X84241)
Corynebacterinm mycetoides CIP SS517T (XX2066)
Corynebacterium auris  DSM 44122 1 (X81%73)
Coryncbacterium timonensis  CSUR P20 T (EF217055)
Corynebacterium sundsvallense DSM 44613 (YO9655)
Corynebacterium sundsvallense (AF537606)
Corynebacterium thomssenii (AFS37607)
Corynebacterium thomssenii DSM 44276 T (AFO10474)
Corynebacterium glawcum  DSM 44530 (AJ431634)
Corynebacterium tuscaniense  ATCC BAA-1141 (AY677186)
Corynebacterium appendicis  DSM 4453] (AJ314919)
Corynebacterium riegelii CTFOX-1967 (EURINSIN)
Corynebacterium riegelii (AFS,\T()D%)
Corynebacterium coyleae  DSM 44154
Corynebacterium coyleae (AF537592)
Corynebacterium afermentans DSM 44250 (XN2054)
Corynebacterium afermentans  DMMZ 545 (XR1%74)
Corynebacterium ureicelerivorans CNMA62/06 (FI392017)
Corynebacterium ureicelerivorans DSM 45051 (AM397636)
Corynebacterium mucifaciens (AFS37601)
CTF Koken|

Sekil 1. Izolatin 16 S rRNA gen dizilerinin filogenetik agaci

(GQIIKMS)

(AJ43934%)

(AJ439344)

T (xwa67%)

(X96497)
g &

teikoplanin icin 2 pg/mL olarak tespit edilmistir.
Corynebacterium spp. EUCAST kriterlerine gore
C. mucifaciens’in penisilin, siprofloksasin ve klindamisine
direncli, vankomisin (MIK, 1 pg / mL) ve gentamisine
(MIK, 0,16 pg / mL) duyarli oldugu bulunmustur.
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TARTISMA
Corynebacterium’larin tir diizeyinde
tamimlanmasinda sorunlar vardir. Son zamanlarda,
molekuler biyoloji tekniklerinin gelismesiyle yeni
Corynebacterium turleri kesfedilmis ve eski tirler de
yeniden adlandinlmistir (7). C. mucifaciens yeni tarif
edilen genellikle hafif sar1 ve mukoid koloni olusturan,
kanli agarda iireyen bir tiirdiir. identifikasyon standart
biyokimyasal testler ya da ticari tanimlama sistemleri
ile yapilmaktadir. Ancak, yakin iliskili turlerin ayrim
16S rRNA gen dizi analizi gibi molekiiler biyoloji
teknikleri ile gerceklestirilmektedir. C. mucifaciens
kan kulturleri, eklem sivisi ve yara suruntusu gibi insan
cesitli klinik orneklerinden izole edilmistir (1, 2, 4,
8, 9). Bizim olgumuzda anjioimmiinoblastik T-hicreli
lenfoma tanist almis 58 yasinda bir erkek hastamin 4
kan kulturunde de C. mucifaciens uremistir. Ancak kan
kiilturlerinin sonuclan ¢ikmadan hasta kaybedilmistir.
C.  mucifaciens ile olusan olgularda beta-
laktam antibiyotiklerin ve aminoglikozidlerin iyi bir
aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. Funke ve
arkadaslar (1) C. mucifaciens’in aminoglikozidlere
ve glikopeptidlere (teikoplanin ve vankomisin) iyi
makrolid
bildirdiler.
Antibiyotiklere duyarlibk C. mucifaciens izolatlan

aktivite sergiledigini, penem, kinolon,

ve klindamisine direng gosterdigini
arasinda degisiklik gostermektedir. Bu nedenle
supheli patojenler
edilmektedir.

icin duyarlilik testi tavsiye

Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), Corynebacterium tirlerinin klinik
orneklerinden firsatci patojenler olarak giderek
artan siklikla izole edilmeleri nedeniyle 2010 yilinda
penisilin, vankomisin, gentamisin ve eritromisin icin
duyaliik sinir degerlerini belirleyen bir dokiiman
(CLSI, M45A2) vyayinlamistir (10)

Corynebacterium tirlerinin (0zellikle C.

Bu dokimanda
jeikeum
ve C. urealyticum) beta-laktam, makrolid ve
aminoglikozidleri icine alan coklu ila¢ direncine sahip
olduklar belirtilmistir. EUCAST, 2014 kriterlerinde
Corynebacterium tirleri icin penisilin, siprofloksasin,
moksifloksasin, gentamisin, vankomisin, klindamisin,

tetrasiklin, linezolid ve rifampisin icin duyarlilik

sinir degerleri yer almistir (11). Corynebacterium
spp. icin EUCAST, 2015 kritererinde ise duyaliik sinir
degerlerinde bir degisiklik olmamistir (6). Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) Document
M100-S25, 2015 Corynebacterium

spp. heniiz yer almamistir. Coryneform bakterilerin

kriterlerinde

antibiyotik duyarliliklari ile ilgili kapsamli calisma cok
az yapilmistir. Diger bazi calismalar da C. jeikeium
ve C. urealyticum gibi turler uzerinde odaklanmistir.
Bu bakteriler arasinda da antibiyotik direncinin
giderek arttigi gosterilmistir (12). Corynebacterium
spp’ler (ve bu yazida tarif edilen C. mucifaciens) icin
in vitro ve in vivo calismalar yetersizdir. Hastalara
genellikle ampirik tedavi verilmektedir. Bu olguda
da Corynebacterium spp. icin EUCAST sinir deger
tablosunda bulunmayan karbapenem ve piperasilin-
tazobaktam hastaya ampirik olarak baslanmistir.
Ancak Enfeksiyon Hastaliklari konstiltasyonu sonrasi
pnomoni dislanamadig icin ve klinik bulgularin kotiiye
gitmesi nedeniyle piperasilin-tazobaktam yerine
vankomisin tedavisine gecilmistir. Ampirik tedavide
kullanilan antimikrobiyaller sik rastlanan bakterilere
gore secilmektedir. Biz bu olgu sunumunda ampirik
olarak verilebilen antibiyotiklerin MIK degerlerini
tespit etmeye calistik. EUCAST kriterlerinde yer
almayan seftazidim (MK >256 pg/mL), sefotaksim
(MIK >32 pg/mL), sefepim (MIK >16 pg/mL), ve
ampisilinin (MK >16 ug/mL) MIK degeri gradient testin
kapsama aldig1 en yiiksek MIK degerine yakin hatta bu
degeri gecmektedir. Bu nedenle etkili olamayacagi
distinilmistir. Bizim bakterimizde MIK degeri
imipenem icin 6 pg/ml, piperasillin+tazobaktam
Hasta bu

antimikrobiyallerle tedaviye cevap vermemistir. Bu

icin 3 pg/ml olarak tespit edilmistir.

nedenle standartlarda yer almayan antimikrobiyaller
Corynebacterium spp. enfeksiyonlarimin tedavisi icin
uygun bir secim olmadigi goriilmektedir. EUCAST te
Corynebacterium tirleri icin eritromisinin sinmr
degeri yoktur, ancak klindamisin (0,5 duyarli ve >0,5
direncli) icin vardir. CLSI (M45A2)’de ise klindamisin
icin sinir degeri olmamasina ragmen eritromisinin

MIK simr degeri >2 direncli olarak verilmistir.
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Bizim calismamizda makrolidler  (klindamisin,
azitromisin ve Kklaritromisin) >256 pg/ml MIK
degeri ile direncli olarak degerlendirilebilir.

izole ettigimiz C. mucifaciens EUCAST kriterlerine
gore siprofloksasine direncli, gentamisine duyarldir.
EUCAST sinir deger tablosunda bulunmayan tobramisin
(0,16 pg/mL) ve amikasinin (1,25 pg/mL) MIK degeri
gradient testin kapsama aldig1 en diisiik MiK degerine
yakindir. Bu nedenle duyarli kabul edilebilir.

Son yillarda yapilan calismalarda, birden fazla
kan kilturu sisesinde coryneform bakteri lremisse,
hastanin bakteriyemi ile uyumlu belirtileri varsa
ve baska hicbir patojen mikroorganizma mevcut
degilse, Ureyen Corynebacteria’larin tir diizeyinde
tanimlanmasi onerilmektedir (1). Dogru tanimlanma
ve MIC degerlerinin belirlenmesi Corynebacterium
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Tanm cabisanlanmin bitki koruma iiriinleri konusunda
bilgi ve davranmslan

Ersin USKUN'

OZET

Bitki koruma driinleri dogru kullanilmadiklarinda
halk saglig1 ve cevre iizerine olumsuz etkilere neden
olabilirler. Bu calismada tarim calisanlarinin bitki
koruma urunleriyleilgili bilgi ve davranislari diinyadaki
ve Tiurkiye’deki calismalarda bildirilen bulgularin
1s18Inda derlenmistir. Yapilan calismalarda standart
bir form kullanilmadigindan degerlendirmelerin farkli
basliklarla ya da sorularla yapildig1 goriilmektedir.
Bu calismalarin bircogunda tarim calisanlarinin bitki
koruma urunlerini kullanma, zamanlama, ila¢ secimi
ve doz belirlemede karar verirken kimden bilgi
ya da oneri aldiklan, Urini uygun dozda kullanip
kullanmadiklari, tarim driinlerinde bitki koruma
uranu ile ilgili kalint1 kaygis1 yasayip yasamadiklari
ve bu kaygi icin neler yaptiklari, urinleri hangi
kosullarda sakladiklari, uriin Uzerindeki kullanim
talimatlarimm  okuma ve uygulama durumlan,
uygulama sirasinda kisisel koruyucu donanim (maske,
eldiven, ozel giysi) kullanip kullanmadiklan, ilaglama
sirasinda ya da sonrasinda saglik sorunu yasayip
yasamadiklar1 ve yasiyorlarsa ne tur sikayetlerinin
oldugu, kullamlmis bos uriin ambalajlarini nasil
bertaraf ettikleri sorgulanmistir. Bu arastirmalardan
elde edilen sonuclara gore; tarim calisanlarinin biyuk
cogunlugu urlin uygulama zamanina kendisi karar
vermekte (%30-80), kullanacag1 Uriinii ve dozunu

ABSTRACT

When the plant protection products are not used
properly, they may have adverse effects on public
health and environment. In this study, the knowledge
and behavior of agricultural workers about the plant
protection products in the light of findings that have
been reported in the studies performed in Turkey and
the world were reviewed. Since there was no standard
form used in these studies, assessments were seen to
be made through different titles or questions. In most
of the studies from whom did the agricultural workers
receive knowledge or recommendation for making
decision about use of the plant protection products,
timing, pesticide selection and dosage definition;
whether the product is used at proper dose; or not
whether they were concerned about residue of
pesticides on the products and what did they do about
this concern; in which circumstances were they storing
the products, whether they read and implement the
instruction on the products; whether they were using
personal protective equipment (mask, glove, special
wear) during the spraying, whether they experienced
health problems during or after the agricultural
spraying and, if yes what kind of complaints they had
and how were they disposing the used empty products
packages. According to the results of these studies;
majority of the agricultural workers (30-80%) decide
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kendisi belirlemekte (%45), urunin onerilen dozuna
uymamakta ve yuksek dozda urin uygulamaktadirlar
(%18-30). Bir kismm tarim urinleri Gizerindeki kalinti
sorununu onemsememekte ve uygulama yaparken bu
durumu dikkate almamakta (%9-32), iirliniin uygulama
sonras1 bekleme sirelerine uymamaktadirlar (%4-
68). bitki
ilgili korunma ve hijyen

uymamaktadir (uygulama sonrasi el yikama %60-100,

Tarim calisanlan koruma urunleri ile

kurallarina yeterince

tlim viicut temizligi yapma %33-91). Kisisel koruyucu
(%31-93)
kullanimi sirasinda veya sonrasinda, akut etkilenim
yaygin (%20-70) olarak gorulmektedir.

ambalajlan

donanim  kullanimi diistiktiir.  Uriinlerin
belirtileri

Bos urin uygun sekilde bertaraf
edilmemekte, cevreye rasgele birakilmakta (%3-80),
bazen de yeniden kullanilmaktadir (%2-11). Uygulama
sirasinda bir kisim tarim calisanlarinin cevreyi ve
cevredeki evcil hayvanlar dikkate almamasi (%85-90)
da endise vericidir. Tanim alaninda ¢alisan bireylerin
bitki koruma Urinlerinin kullanimiyla ilgili dogru
bilgi, tutum ve davramis gelistirmelerini saglamak
amaciyla, daha c¢ok egitime, davrams degisikligi

saglayacak programlara ve denetime gereksinim

the timing of product application by themselves;
defined the pesticide and dosage themselves (45%);
they did not comply to the recommended dosage and
they used high doses of pesticides (18-30%). Some
of them ignored the issue of residuel pesticides on
the products and neglect this during the application
(9-32%) and; mostly (4-68%) did not comply to the
waiting period following the application. Agricultural
workers did not sufficiently follow the protection and
hygiene rules (washing hands after application: 60-
100% and taking a shower after application: 33-91%)
regarding plant protection products. Rate of personal
protection equipment usage was low. Symptoms of
acute exposure was commonly (20-70%) seen during
or after product usage. Empty product packages were
not properly disposed, randomly left to environment
(3-80%) and sometimes used again (2-11%). It was
also of concern that some of them (85-90%) did not
take

animals. Further training, programs and supervisions

into account environment and surrounding

are needed in order to workers in the agriculture
field correct knowledge, attitudes and behavior

development regarding the use of pesticides.

Key Words:
health,
knowledge, attitude, behaviour.

Agriculture, employees, employee

plant protection products, pesticides,

vardir.

Anahtar Kelimeler: Tarim, calisanlar, calisan
sagligi, bitki koruma driinleri, pestisit, bilgi, tutum,
davranis.

GIRIS

Tarim alanlarinin, erozyon, nifus artisi, sanayi
bolgelerinin yayginlasmas1 gibi nedenlerle giderek
daralmasi, yeni tarim alanlarinin acilamamasi ve
bunlara ek olarak toprak veriminin giderek azalmasi
ile paralel diinyada beslenme sorunlarinin ve acligin
her gecen gun artarak devam etmesi, az alanda
daha cok verim elde edilmesine yonelik politikalarin
olusturulmasint zorunlu kilmistir. Tarim alanlarinin
veriminin artirilmasinin onundeki onemli engellerden
biri olarak gorilen zararlilarla miicadele etmek,
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kaliteli tarimsal uriin elde etmek, urinu cesitli
hastaliklardan ve vyabanci otlarin zararlarindan
korumak amaciyla pestisit olarak da bilinen bitki
koruma uriinlerinin kullanim siklikla tercih edilen bir

miicadele sekli olmustur.

Bu derlemede, konuyla ilgili temel bilgilerin
bitki
koruma urunleriyle ilgili bilgi tutum ve davramislan

sunumunun ardindan tarim c¢alisanlarinin

literatuirdeki calismalarin bulgularindanyararlanilarak
derlenecektir.



Tarihce

Pestisitlerin  kullamm  cok eskilere kadar
gitmektedir. M.O. 1500’lere ait bir papiriis lizerinde
bit,
hazirlamsina dair kayitlar bulunmustur. Bilinen ilk

pestisit Mezopotamya’da yaklasik 4500 yil once antik

pire ve esek anlarnna karsi insektisitlerin

Stimer’de kullanilan elemental kikurt tozudur. 15.
yuzyilda arsenik, civa ve kursun gibi toksik kimyasallar
tarim  urlnlerindeki  zararlilarin  oldurilmesinde
kullamlmislardir. 17. ylizyilda nikotin silfat, insektisit
olarak kullamlmak Uzere tutunden ekstrakte
edilmistir. 19. yiizyilda iki dogal pestisit kullanilmaya
baslanmistir. biri
edilen pyrethrum (pire otu) ve digeri de tropik bitki

koklerinden elde edilen rotenondur (1).

Bunlardan krizantemden elde
Pestisitlerin
yaygin olarak kullanilmaya baslanmasi 19. yizyilin
Ozellikle
Savasi sonrasinda hastalik, zararli ve yabanci otlarin

son donemlerine rastlar. ikinci Diinya

kimyasal savasimi konusunda onemli ilerlemeler

gorulmustur (2).

Tanim

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
pestisitleri; “insan veya hayvanlarda olusabilecek
hastaliklar tasiyici; gidalarnin, tarimsal Urunlerin,
ahsap ve ahsap urunlerinin veya hayvan yemlerinin,
uretimi, islenmesi, tasinmasi, depolanmasi ve/veya
pazarlanmas1 sirasinda, bu uygulamalar olumsuz
etkileyecek her turli =zararlinin oOnlenmesi, yok
edilmesi veya kontrol altina alinmas1 amaciyla veya
hayvanlar lzerinde veya vicutlarinda bulunabilecek
zararlilarin kontrol altina alinmas1 amaciyla kullanilan
maddelerdir” seklinde tammlamaktadir. Bu tanim,
ayrica bitki buyumesini dizenleyici, yaprak dokicd,
kurutucu veya meyve seyreltici veya ham meyvelerin
dokulmesini onleyici etkenleri ve depolanma ve
tasinma sirasinda ticari mallarin bozulmasin1 onlemek
amaciyla hasat Oncesi ve sonrasi Uriine uygulanan
maddeleri de kapsamaktadir (3). Bu kapsaml
tanimdan anlasildig1 lizere pestisitler tarim alaninda

kullanimlarinin yani sira tarimsal olmayan alanlarda

(06rnegin kereste koruma, demiryollarinin korunmasi,
agac hamuru ve seliiloz endiistrisinde, biiro okul
hastane vb. yasam alanlarinda boceklerle miicadelede,
¢im, bahce ve golf alanlarinin bakiminda, sinek ve
sivrisinek kontroli amaciyla), endustriyel alanlarda
(hal1 vb. Urinlerin bocek ve giivelerden korunmasi,
kagit ambalaj driinlerinin  korunmas1 amaciyla,
endistriyel amacli veya sogutucu sularda bitkilerin
ve yosunlarin Uremesini engellemek amaciyla),
halk sagligi alaninda da (sitma kontroli, filaryazis,
onikoserkozis, sistozomiyazis,

kullanilmaktadir (4).

tripanomiyazisde)

Bitki koruma driinleri, Ulkemizdeki mevzuatta
“kullamciya farkli formlarda sunulan, bitki ve bitkisel
urunleri zararli organizmalara karsi koruyan veya
bu organizmalarin etkilerini onleyen, bitki besleme
amacli olanlar disinda bitki gelisimini etkileyen,
koruyuculara iliskin o6zel bir diizenleme kapsaminda
bulunmayan ancak, bitkisel uriinleri koruyucu olarak
kullanilan, istenmeyen bitki veya bitki kisimlarin1 yok
etmek, istenmeyen bitki gelisimini kontrol etmek
veya onlemek amaciyla kullaniciya bir veya daha fazla
aktif madde iceren bir formulasyon halinde sunulan
aktif madde ve preparatlar” olarak tanimlanmistir

(5).

Kullanim
Bitki
kullaniminin %55’i Kuzey Amerika ve Bati Avrupa’da

koruma Urinlerinin  dinya capinda
gerceklesmektedir. Avrupa Birligi iilkelerinde tarim
ilac1 kullanim miktar1 en yuksek olan uilke hektar basina
yaklasik 10 kg. ile Hollanda’dir (6, 7). Turkiye’ deki
bitki koruma durinlerinin tuketimi, AB Ulkelerininki
ile kiyaslandiginda, birim alan olarak hektara irin
miktarn bakimindan oldukca geridedir. Yillik tiiketim
miktan hektara 400 - 700 gr. civarindadir (8). Uriin
kullanim miktarlarn bakimindan, Danimarka’ya gore
2, Yunanistan’a gore 9, Hollanda’ya gore 21 kat
daha az urun tuketilmektedir (9). Ancak, ulkemizin
oldukca heterojen bir bitki koruma urunu tuketimi

oldugu unutulmamalidir (7). Ozellikle tarimda verimi
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artiracak tum olanaklarin (sulama, gubreleme,
kaliteli tohum kullanma ve makinelesme) kullanildig
entansif tarim yapilan Akdeniz, Ege ve Marmara
Bolgelerimizdeki bitki koruma urdnu kullaniminin
gelismis ilkeler diizeyine yaklastigi bildirilmektedir

(10).

Siniflama

Pestisitler, hedefledikleri tiirler veya kimyasal
ozellikleri dikkate alinarak simiflandinlirlar. Hedef
tiirlere gore simflandinldiginda pestisitler; insektisit
(bocek oldiren), akarisit (akarlar oldiiren), nemasit
(nematodlan oldiiren), mollussitit (yumusakcalar
olduren), rodentisit (kemirgenleri oldiiren), avisit
(kuslar oldiren), afisit (yaprak bitlerini olduren),
fungusit (funguslan oldiren), bakterisit (bakterileri
olduren), herbisit (otlann oldiren), algisit (algleri
olduren) olarak siniflandinlirlar. Kimyasal yapilarina
gore siniflandinldiklarinda pestisitler; organokloriirli
(DDT, BHC),
(paration, klorprifoz), karbamatli pestisitler (metomil,

pestisitler organofosforlu pestisitler
Karbaril), herbisit asitler, lire herbisitler (dinuron,
linuron), S-triazinler (atrazin, simazin), piretiroidler
(deltametrin, sipermetrin) ve digerleri (organo-
civa ve kalay bilesikleri) olarak siniflandinlmaktadir
(11). Pestisitlerin burada belirtilenler disinda farkli

siniflandirmalar da bulunmaktadir.

Bitki Koruma Uriinlerinin Cevre ve Canhlar
Uzerine Etkileri

Tarimda pestisitlerin kullanilmasi nedeniyle hava,
toprak ve su zamanla kirletilmektedir. Pestisitler
uygulandiklar alanlardan fizikokimyasal ozelliklerine
bagli olarak riizgar, yagmur gibi etkenlerle baska
suruklenerek sorunlarina neden

yerlere cevre

olmaktadir. Pestisitler buharlasarak atmosferde
kalic1 toksik madde birikimine sebep olabilirler ve/
veya fotokimyasal yolla parcalanarak toksik veya
toksik olmayan maddelere donusebilirler. Toprakta
tutulup, toprak icinde kimyasal ve mikrobiyolojik
parcalanmaya ugrayarak topragi kirletebilir ve hatta

yagmur, sel ve kar sulari ile topraktan siiriiklenerek,
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nehir, g6l ve deniz sulanm da kirletebilirler. Bu
sebeple pestisitler, dogal besin zincirinde yer alan
tim canlilarin hayatini tehdit etmektedir (12).

Tarimsal alanlara, orman veya

uygulanan pestisitler havaya, su ve topraga, oradan

bahcelere

da bu ortamlarda yasayan diger canlilara gecerek
donisiime ugrar. Hedef olmayan diger organizma ve
bitkilere ulasabilir ve bunlarda kalint1 ve toksisiteye
Tedbirli
dogal biyolojik zararli kontrol mekanizmalarina da

neden  olabilir. kullanilmadiklarinda,
zarar verir ve bunun sonucu olarak cok daha guclu
zararlilarin saldirlarina, daha agir kimyasallarin uzun
stre kullammina ve artmis saglik etkilerine sebep
olabilir (13). insanlanin yakin cevresinde bulunan
ve insanlara yarar saglayan biyiikbas, kiiciikbas
ve kiimes hayvanlan Uzerinde de olumsuz etkilere
sahiptir. Hayvanlarda da insanlarda oldugu gibi, akut
ve kronik etkilere neden olurlar. Pestisitlerin, ciftlik
hayvanlarinin yag, siit, et ve yumurta gibi tiriinlerinde
birikebilecegi (11). Su
kaynaklarina gecerek icme sularini ve insanlarin besin

goz ardi edilmemelidir
zincirinde yer alan hayvan tiirlerini (6rnegin balik)
kontamine edebilir ki bu durum pestisitlerin sekonder
halk sagligi etkilerine yol acar (14).

Bitki Koruma Uriinlerinin Saghk Etkileri

Dinyada her yil istenmeyen (kasitsiz)
nedeniyle vyaklasik 355 000 Kkisi

yasamini kaybetmektedir. Bunlarin 2/3’u gelismekte

zehirlenmeler

olan ilkelerde meydana gelmekte ve cogunlugu
toksik kimyasallarin asiri miktarda kullanimi veya
uygun olmayan kullanimi sonucu olusmaktadir (15).

Pestisitlerin olusturdugu saglik etkileri akut ve
kronik olmak lzere iki baslik altinda incelenebilir
(13). Akut maruz kalim, irritasyondan, dermatite,
sistemik emilime bagli olarak oliime kadar degisen
Belirtiler

alginligs,
hastaliklarla karstirnlabilir. Mesleki nedenli 6lumlerin

tablolarla sonuclanabilir. nonspesifiktir

ve gastroenterit, soguk nezle vb.
bilyik cogunlugu ise toksisitesi cok yiiksek olan
pestisitlere (parathion ve methamidophosa) maruz

kalima baglidir. Tarimsal kesimde calisanlar diger



endustriyel sektorlerde calisanlara gore daha yuksek
risk altindadir (16).
sistem hastaligi olanlar pestisit etkilenimine daha

Solunum ve Kkardiyovaskiiler

duyarlidirlar. Astimi veya siddetli alerjisi olanlar da
daha yiiksek tepki dlizeyine sahiptir.

Kronik maruz kalim daha cok meslekle iliskilidir ve
ozellikle kimyasallarin kullanildigi veya depolandig
tarnm alanlarinda ya da yakininda vyasayan ve
dusuk sosyoekonomik seviyeye sahip erkek, kadin
ve cocuklar risk altindadir (17, 18). Uzun donem
pestisitlere maruz kalim gelisimsel, Ureme, immiin
sistem, endokrin ve sinir sistemi fonksiyonlarinin
bozulmasi ile iliskili hastaliklar ve kanser gelisimi
icin artrms risk olusturur (19). Cocuklar eriskinlere
gore daha yuksek risk tasir. Kronik etkiler kanser,
dogum defektleri,
bozukluklar, norofizyolojik degisiklikler, treme ve
fertilite Uzerindeki etkiler olarak siralanabilir.

norotoksisite, norodavranissal

Ayrica Non-Hodgkin lenfoma, l6semi, multiple
myeloma, karaciger kanseri, testis kanseri, sterilite,
beyin kanseri, akciger kanseri icin de riski artirdig
belirlenmistir. Pestisitler 6zellikle gebeligin ilk (¢
ayinda maruz kalindiginda embriyotoksisite veya
fetotoksisite gosterebilir. Baz1 organofosfat pestisitler
uzun ve genis capli lifleri tutan gecikmis noropatiye
neden olabilir. Demiyelinizasyona bagli olarak kas
zayifigy, Ust ekstremitelere gore daha siddetli olarak
etkilenen alt ekstremitelerin felciyle sonuclanabilir.
Eski
agir

calismalarin ¢cogu organofosfor pestisitlerin
mental ve psikolojik degisikliklere neden
oldugunu gostermektedir. Kiiclik dozlarda bile psikoz
semptomlarinda agir alevlenmelere neden olabildigi
gosterilmistir. Ayrica bellek, psikolojik durum ve
disiinme yeteneginde ©nemli azalmalarin oldugu

gorulmastur (19).

Tanim Cabsanlarimin Bitki Koruma Uriinlerine
Maruz Kalim Yollar

Pestisitlerle insanlarin temasi, yanlis iirtin kullanimi
disinda, Urunun Uretimi, tasinmasi, depolanmasi,
kullanmilmasi ve uriin kalintis1 iceren tarim urunlerinin

tiketimi sirasinda olmaktadir. Bu etkilesim sonunda

insan vicuduna agiz, deri ve solunum yoluyla

girebilirler. Yaygin kullanilan insektisit, fungusit ve
herbisitlere maruz kalmanin ilk yolu deri emilimidir.
Normal maruz kalim diizeylerinde olan emilimlerde
deri hasar veya diger belirtiler fark edilmeyebilir.
Deri yoluyla maruz kalim yapilan isle uyumludur. Eller
hemen her durumda maruz kalirken, tiim viicut ancak
puskiirtme ile uygulama sirasinda maruz kalabilir.
Kanstirma, yukleme ve elle puskirtmede on kol,
govde ve yizin maruz kalimi yaygindir. Seralarda
veya sik aralikla bitki ekilmis alanlarda, yeni uriin
uygulanmis yapraklarla bacaklarin temas etmesi ile
de deri yoluyla maruz kalim olabilir. Ucucu bilesiklere
sera gibi kapali alanlarda calisma sirasinda solunum
yoluyla maruz kalim gerceklesir. Gaz ve buharlar
solunum yoluyla kolay emilir. Su damlaciklan dahil,
kiicuk partikiller (10 mikron ve daha kiicik) de
solunabilir. Pestisit, Urun uygulanmis yapraklardan
ve topraktan buharlasarak calisanlar icin yeniden
maruz kalma tehlikesi olusturabilir. Pestisite maruz
kalimin bir diger yolu agiz yoluyla alimdir (yutma)
ve cogunlukla pestisite dokunduktan sonra elleri
yikamadan yemek yeme veya sigara icme sonucu
gerceklesir (16).

Bitki Uriinlerinin
Dikkat Edilmesi Gerekenler

Pestisitler mutlaka kilitli yerlerde, meski{n olmayan
yerlerde, kapali odalarda ve depolarda saklanmalidir.

Koruma Uygulanmasinda

Gida maddeleri, hayvan yemleri, mutfak malzemeleri,
yatak ve giyecekler ile ayn1 odada saklanmamalidir.
Kullanilmamas1 ihtimali olan driin artiklar yahut
etiketleri kaybolarak cinsi belirlenemeyen durlinler
tarim yapilmayan bos bir araziye gomulerek imha
edilmelidir. Bitki koruma uriinleri muhafaza amaciyla
asla orijinal ambalajlarindan diger kaplara (kola sisesi,
sut sisesi vb.) konmamalidir. Bos Uriin ambalajlar asla
baska amaclar icin kullanilmamalidir. Bos ambalajlar
cocuklarin ulasamayacaklari yerlere konmali, ortada
birakilmamali ve uygun bir sekilde imha edilmelidir.
ilac hazirlanilan yerin havalandirmas1 iyi olmal,
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uygulama sirasinda mutlaka maske takilmali, maske
sicak havada sik yiiksek bitkilerin bulundugu yerler
ile acik arazilerde de kullamlmalidir. ilaclama
esnasinda oOzellikle suspansiyon, emilsiyon ve toz
urunlerle mesgul olurken koruyucu uygun bir elbise
giyilmelidir. Koruyucu elbiseler sik sik degistirilmeli
ve temizlenmelidir. Zirai miucadele yapilirken
yemek yenmemeli, su ve sigara icilmemeli, eller
her uygulamadan sonra sabunlu su ile yikanmalidir.
Uriinler asla deri ve goze temas etmemelidir, etmesi
durumunda hemen bol sabunlu su ile yikanmalidir.
Uygulama yapildiktan sonra eger Uriin artarsa, artan
urun derelere, su kaynaklarina asla dokilmemelidir.
Artan Urunler acilan cukurlara gomulerek imha
edilmelidir. Yapilacak uygulamada hasat suresi
dikkate alinmali ve etki suresi az olan urunler tercih
edilmelidir. insan ve cevre sagligi icin en az diizeyde
toksik, pestlere en etkili ve ruhsatli maddeler
kullanilmali, drun uygulama suresi kisa tutulmali,
ozellikle cocuklar gibi duyarli kisiler uygulama yapilan
ortamdan uzaklastinlmali, uygulama yapan Kkisiler
korunmak icin kisisel onlemlerini almali ve pestisitler
cocuklarin ve riskli kisilerin kolay ulasamayacagi
(20).

pestisitlerin zarar ve riskleri, guvenli calisma ilkeleri,

yerlerde saklanmalidir Aynica calisanlar
acil durumlar ve gerekli saglik kontrolleri konusunda

bilgilendirilmelidirler (16).

TARIM CALISANLARININ BIiTKi KORUMA
URUNLERI KONUSUNDA BILGI VE DAVRANISLARI

Ulkemiz bir tanim iilkesidir. Toplam tarim alanlar
Tiirkiye istatistik Kurumu’nun verilerine gére 38 milyon
411 bin hektar ve 2013 Ekim itibariyle tarim alaninda
calisan kisi sayis1 6 028 000 olarak bildirilmistir (21).
istihdam edilenlerin  %23,5’i tarimda calismaktadir.
Tarimla ilgili yasanan sorunlardan biri de tarimsal
urlinlerde verim dusikligl, glibreleme, 1slah ve
pazarlama sorunlarinin yani sira ilaclama ile ilgili
eksiklikleri olarak bildirilmektedir

Bu boluime kadar aktarilan bilgilerden bitki

organizasyon
(22).
koruma {riinlerinin dogru ve etkin bir sekilde
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kullanilmasinin; Urlin verimini artirmakla birlikte
insan saglig1 ve cevre iizerindeki olumsuz etkilerini
azaltacagi anlasilmaktadir. Bu nedenle tarim alaninda
calisanlarin bitki koruma urunleri konusundaki bilgi,
tutum ve davranmslarim bilmek/anlamak onemlidir.
Diinyada bu konu ile ilgili ozellikle Latin Amerika,
Asya, Afrika ve Orta Doguda cok sayida calisma
yapilmistir. Ulkemizde tarim alanlarinda iireticilerle
yapilmis calismalara bakildiginda, calismanin adi ve
amaci, ureticilerin bitki koruma triinlerinin kullanimi,
korunma onlemleri, bilgi tutum ve davramslan ile
direkt olarak ilgili degildir. Ancak bu calismalarin
bircogunda tarim alaninda calisan bireylerin bitki
koruma urinlerini kullanma, zamanlama, urin se¢imi
ve doz belirlemede karar verirken nelere dikkat
ettikleri,

urunlerde kalint1 kaygisi yasayip yasamadiklar ve bu

uygun dozda kullanmip kullanmadiklar,

kaygi icin neler yaptiklar, korunma ile ilgili olarak

urinleri  hangi kosullarda sakladiklari, kullanim
talimatlarin1 okuma ve uygulama durumlari, uygulama
sirasinda kisisel koruyucu donanim (maske, eldiven,
giysi)
sirasinda ya da sonrasinda saglik sorunu yasayip

ozel kullanip  kullanmadiklar, uygulama
yasamadiklar1 ve yasiyorlarsa ne tur sikayetlerinin
oldugu, kullanilmis bos iirlin ambalajlarin1 nasil
ettikleri, ilgili
yaklasimlarinin sorgulanmis oldugu gériilmektedir.

bertaraf cevreyi koruma ile

Bilgi Diizeyi ve Genel Yaklasim

Dinyada yapilmis calismalarda bitki koruma
uriinleri hakkinda temel bilgi eksikliginin oldugu,
urlinlerin  kanstinlarak kullamldig1 ve karisimlar
bilgi
bildirilmistir (23-25).
Bitki koruma uriinleri hakkinda yeterli bilgiye sahip

konusunda da tarnm calisanlarinin yeterli
diizeyine sahip olmadiklan

oldugu belirlenenler cesitli calismalarda %8 ile %58
arasinda bildirilmistir (26-29). Uyguladig1 Griiniin
ismini bilenler %50, etiketler uzerindeki uyan
isaretlerini bilenler %25 ile %65 arasindadir (25, 28,
30-32). insan sagligina etkilerini bilenler %17-98,
cevreye ve diger canlilara olan etkilerini bilenler
%17-87 olarak bildirilmistir (26, 28, 30-33). Zararl



kontrolinde baska yontem bilenler bir calismada
%16 olarak belirlenmistir (27). Egitim dizeyi lise ve
Usti olanlarda, 10 yildan daha fazla siiredir uygulama
yapanlarda, bilgiyi urtinu satan kisiden almis olanlarda
bitki koruma driinlerinin dogru kullanimi konusunda
bilgi diizeyinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (33).
Bilgi diizeyi ile kullanim arasinda anlamli negatif iliski
oldugu, diisiik bilgi diizeyinin asin miktarda kullanimla
iliskili oldugu belirlenmistir (24).

Tirkiye’de yapilmis calismalarda uygulayacagi
ilacin ismini bilenler %87, insan sagligina zararlarim
bilenler %51, cevreye ve diger canlilara etkisini
bilenler %6 ve %33 olarak bildirilmistir (34, 35).
Erkeklerde, egitim diizeyi lise ustli olanlarda bilgi
diizeyi yiiksektir. Bilgi diizeyi ile dogru/olumlu tutum
ve davranis arasinda pozitif yonde iliski belirlenmistir
(36).

Kullanilan  Urliniin ~ tlrd  bolgeden
yogun
tirline gore degisiklik gostermektedir. Diinyadaki

bolgeye,
yetistirilen Urine ve bolgedeki zararli
calismalarda insektisitlerin %33 ile %98 arasinda,
fungusitlerin %22 ile %72 arasinda, herbisitlerin %5
ile %64 arasinda, rodentisitlerin %2, akarisitlerin
%1, nemasitlerin %84 sikliginda kullanildig1 tespit
edilmistir (23, 25, 27, 29, 32, 37-39). Tiirkiye’deki
calismalarda bildirilen kullamm sikliklar insektisitler
icin %29 ile %65 arasinda, herbisitler %32, fungusitler
%18 ile %29 arasinda, akarisitler %12 ile %15 arasindadir

(20, 34, 35).

Uygulama Zamanina ve ilaca Karar Verme

Diunyadaki calismalarda, tarim calisanlarinin %30-
80’i kendi deneyimlerine gore uygulama zamanina
ve urune karar vermektedirler (28, 30, 33, 40, 41).
Yiizde 14-75’i diger tarim calisanlarinmin, %21-45’i
ziraat miihendisi/uzmaninin, %5-35’i Tarim Bakanligi1/
%25’i medyanin,
%2’si komsu/akrabanin onerilerine gore uruin uygulama

Ofisi’nin, %12-28’i Urln bayisinin,

zamanina ve Uriine karar vermektedirler (25-27, 30,
33, 37, 40). Ulkemizde yapilmis calismalarda tarim
calisanlarinin %15-44’U kendi deneyimlerine gore,

%6-20’si diger tarim calisanlarinin, %6-59’u ziraat
mihendisi/uzmanin, %6-48’i lirin bayisinin onerisine
gore, %2-16 Urun etiketine gore, %78 hastalik/zararli
yogunluguna gore uygulama zamanina ve iiriine karar
vermektedirler (36, 42-48).

ilag Dozuna Uyma

Diinyadaki calismalarda urun etiketi Uzerindeki
doza uyma duzeyi %50, onerilenden yiksek dozda
urin kullanma diizeyi %23-27 ve onerilenden dusuk
dozda urun kullanma duzeyi %23 olarak bildirilmistir
(32, 33). Ulkemizdeki calismalarda iiriin dozuna
karar verirken etiket Uzerindeki doza uyma diizeyi
%2-51, Urun bayisinin Onerisine uyma diizeyi %31,
kendi deneyimlerine gore Urunun dozuna karar verme
diizeyi %45, diger calisanlarin onerisine gore doz
belirleme %5 olarak bildirilmistir (36, 44, 45, 47, 49).

Ulkemizde yiiksek dozda iriin kullanan tarim
calisanlanimin  dagiimi %18 ile %30 arasinda
bildirilmistir (36, 47). Bitki koruma Urunlerinin

tehlikeli oldugunu disiinen tarim calisanlarinin; daha
cok uzmana danistig1, bitki koruma Uriinlerini tehlikeli
bulan ve uzmana danisanlarin ise Urlnleri onerilen
dozda ve uygun miktarda kullandiklar bildirilmistir
(35).
Ulkemizde

yonelik asir1 bir egilimin oldugu ve iireticilerin cogunun

kimyasal savasim uygulamalarina
erken uyari sisteminin 6ngordigii uygulama sayisinin
cok lzerinde ureticilerin
kullandiklan

siiphelerinin yiiksek oldugu ve bu siiphelerinin en

uygulama yaptiklar,

Uriinlerin  biyoetkinligi konusundaki
buyuk nedeni olarak da hastalik ve zararlilarin
pestisitlere karst dayamkllik kazanmis olmalarim

gosterdikleri belirlenmistir (48).

Uriin  Etiketindeki Talimatlan Okuma ve
Uygulama
Pestisitler, etiketlerindeki talimatlara veya

tehlikeli maddelericin gecerli giivenlik uygulamalarina
gore uygulanmali ve ulusal yasa ve uygulamaya uygun
olarak imha edilmelidir (16).
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Dinyadaki calismalarda tarim c¢alisanlarinin
urun etiketindeki talimatlari okuma diizeyi %22
ile %71 arasinda, talimatlarn anlama diizeyi %33
ile %63 arasinda ve talimatlara uyma dizeyi %68
olarak bildirilmistir (28, 31, 32, 40). Yazinin cok
teknik ve yabanci dilde ve kiiclik punto ile yazilmis
olmas etiketteki talimatlari okumama nedeni olarak
belirlenmistir (31).

Ulkemizdeki
uriin etiketindeki talimatlarn okuma diizeyi %50 ile
%81 arasinda, talimatlara uyma diizeyi ise %73 olarak

bildirilmistir (20, 34, 35, 43, 50).

calismalarda tarnm calisanlarinin

Uygulama Sirasinda Riskli Davranmslarda Bulunma

Diinyadaki calismalarda bitki koruma urinlerinin
uygulanmasi sirasinda tarim calisanlarinin yeme-icme
davranisinda bulunma diizeyi %9-79, bir seyler yeme
duzeyi %1-22, bir seyler icme duzeyi %2-10, sigara
icme diizeyi %4-39 arasinda bildirilmistir (25, 26, 28,
33, 38, 41, 51).

Ulkemizdeki calismalarda bitki koruma
urunlerinin uygulanmasi sirasinda tarim calisanlarinin
yeme-icme davranisinda bulunma diizeyi %58, bir

seyler yeme %36, bir seyler icme %73, sigara icme
%18 ile %32 arasinda bildirilmistir (20, 34- 36).
Uygulama sirasinda tarim calisanlarinin %21 ile %46’s1
yaninda baska kisilerin bulundugunu belirtmistir
(20, 36).

Hijyen Kurallarina Uyma

Dinyadaki calismalarda urtn  kullanimindan
sonra el yikama sikligi %60-100, tim viicut temizligi
%33-91, giysi degistirme %20-95, giysi yikama
%42-69 arasinda bildirilmistir (25, 26, 28-31, 33,
38, 40, 41, 51). Bilgi dizeyi ile koruyucu oOnlem
alma arasinda pozitif yonde iliski oldugu bildirilmistir
(33).
Ulkemizdeki
sonra el yikama sikligi %61, tim vicut temizligi

%88-95 arasindadir (20, 34-36).

calismalarda urin kullanimindan
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Kalint1 Kaygisi

Latin Amerika’da yapilmis bir calismada, tarim
calisanlarin uygulama araliklar1 konusunda dogru
bilgiye sahip olmadiklari, sik araliklarla uygulama
yapildigi, hasat
bildirilmistir (25).

bekleme zamanina uyulmadig

Ulkemizdeki calismalarda hasat icin beklenmesi
gereken siireyi tarim calisanlarinin %72’sinin bildigi
ancak %9-32’sinin hasattan hemen once uygulama
yaptigi, %4-68’inin gerekli siireyi beklemeden hasat
ettigi belirlenmistir (36, 43, 48, 49).

ilaclarin Uygun Kosullarda Saklanmasi

Pestisitler guivenli, korunakli, iyi havalandirilmis
ve vyalnizca yetkili kisilerin girmesine izin verilen
alanlarda depolanmalidir. Bu alanlara gebe olan
calisanlar, cocuklar veya hayvanlar erisememelidir
(16).
yukseklikte kapali ve kilitli ozel bir dolap icinde

Pestisitlerin  cocuklarin  ulasamayacaklar

saklanmasi, mutfakta vyenilecek ve icilecek
gida maddelerinin yanina konulmamasi,
baska bir kaba

etiketinin sokiilmemesi ve agzinin kapali tutulmasi

orijinal
ambalajindan aktarilmamasi,

onerilmektedir.

Diinyadaki  calismalarda runleri  depoda/
kapali ya da ozel bir yerde saklayanlar %35-68, ozel
kilitli dolapta saklayanlar %8-10, evin herhangi bir
yerinde saklayanlar %19-96 arasinda belirlenmistir
(25, 27, 33, 37, 38, 40). Tarim calisanlarinin %23-55’i
urunleri uygun olmayan kosullarda saklamaktadir
(31, 32).

Ulkemizdeki calismalarda iriinlerin %95 orijinal
kabinda ve %97 etiketiyle birlikte saklandig
belirlenmistir (20). Uriinleri depoda, kapali bir
yerde veya malzeme odasinda saklayanlar %32-53,
ozel kilitli dolapta saklayanlar %2-25, evin herhangi
bir yerinde saklayanlar %16, serada saklayanlar
%66’dir (20, 34, 50). Tarim calisanlarinin %45’
driinleri uygun olmayan kosullarda saklamaktadir

(20).



Kisisel Koruyucu Donanim Kullanimi

Kisisel koruyucu donanim mihendislik

denetimlerinden, guvenli kaldirma ve
veya diger uygun
onlemlerinden sonra gelmekle birlikte,

esnasinda

tasima
uygulamalarindan denetim
uygulama
koruyucu ekipmanlarin  kullanilmasi
akut pestisit zehirlenmelerine bagli semptomlarin
onlenmesiacisindan onemlibir bariyer olusturmaktadir
(16, 52).
Dinyadaki  calismalarda  kisisel  koruyucu
donanimlardan en az birini kullandig1 bildirilenler, en
dusuk orta Amerika’da en yiksek Afrika’da yapilmis
bir calismada olmak uzere %31 ile %93 arasindadir (32,
39- 41, 51, 53). Uygulama sirasinda ozel koruyucu giysi
kullanim %1 ile %63 arasinda, is elbisesi kullanim
%55 diizeyindedir (33). Diger koruyucu donanimlardan
maske %1-88, eldiven %5-86, ozel ayakkab1 veya
bot %16-94, sapka %40-67, gozluk %2-38 duzeyinde
kullamlmaktadir (25, 26, 28-31, 33, 37, 38, 41, 53,
54). Bu calismalarda tarim calisanlarinin  kisisel
koruyucu donanim kullanmama nedenleri olarak
ekipmanin olmamasi, gerekli gormeme, konforlu veya
rahat hissetmeme ve pahali bulma temel nedenler
olarak bildirilmistir (38, 40). Erkeklerin, kendi isini
yapanlarin, en az lise diizeyinde egitim almis olanlarin
ve genclerin daha cok kisisel koruyucu donamm

kullandig1 belirlenmistir (54).

Ulkemizdeki
donanimlardan en az birinin kullanimi

calismalarda  kisisel  koruyucu

%24-41
diizeyindedir. Ozel koruyucu giysi %10-12, ayr1 bir
giysi %36, eldiven %21-70 ve maske %9-48 diizeyinde

kullanlmaktadir (20, 34-36, 48, 49, 55, 56).

Uriin Uygulama Sirasinda ya da Sonrasinda
Goriilen Saglik Sorunlar

Dinyadaki calismalarda tarm calisanlarinda
bitki koruma driinlerini kullanirken ya da sonrasinda
herhangi bir sikayetin goriilme sikligi %20 ile %70
arasinda bildirilmistir (23, 25, 27, 29, 32, 33, 37,
38, 53). Bildirilen saglik sorunlari; bas agris1 (%31-

81), deride kasint1 (%8-70), bas donmesi (%17-67),

gozlerde yanma/bulanik gorme (%18-40), sicaklik
hissi (%39), halsizlik (%5-37), bulanti kusma (%30-
35), oksurik (%30), unutkanlik/hafiza kayb1 (%25),
terleme (%25), salya artis1 (%22), diyare (%21), gogis
agrist (%17), nefes darlig1 (%8), dikkat azalmasi (%8),
yorgunluktur (%5) (23, 25, 27, 29, 32, 33, 37, 38,
53). Koruyucu onlem alanlarda ve kisisel koruyucu
donanim kullananlarda saglikla ilgili sikayetlerin daha
az goruldugu bildirilmistir (33, 38).

Ulkemizdeki
calisanlarinda bitki koruma urunlerini kullanirken ya

calismalarin birinde tarim
da sonrasinda herhangi bir sikayet gériilme siklig1 %72
olarak bildirilmistir (36). Bildirilen saglik sorunlari;
bas agris1 (%28-44), bas donmesi (%22-64), bulanti-
kusma (%17-59), halsizlik (%38-50), huy degisikligi
(%39), gozlerde yanma (%13-37), okslruk (%14-32),
deride kasint1 (%30), yorgunluk (%18), unutkanlik/
hafiza kayb1 (%22), uykusuzluk (%21), burun kanamasi
(%9), kilo kayb1 (%6), tirnaklarda degisikliktir (%3)
(20, 34, 36).
Calismalarda saglik sorununun az gorildiigu
gruplar belirlenmis ve bu gruplar; gelir diizeyi yiiksek
olanlar, lise ve Ustu egitim almis olanlar, ciftcilik
disinda baska bir meslegi olanlar, bitki koruma
urinlerinin  etiketini ve kullanma talimatlarim
okuyanlar, talimatlara uyanlar, uygulama sirasinda her
zaman eldiven ve maske kullandigim belirtenler ve
ilac1 acik ortamda hazirlayanlar olarak bildirilmistir
(20, 36). Uriin kullanimi sirasinda riskli davranislarda
bulunan (uygulama esnasinda sigara icen, bir seyler
yiyen ve icen) calisanlarda uygulama sonrasi saglik
sorunu yasama duzeyi yuksek bulunmustur (20).
Uriin  kullamm sirasinda/sonrasinda saglik sorunu
gorulmesinin gelir dizeyinin dusik olmasi, Uriin
hazirlama isleminin kapali alanda yapilmasi, dUriin
kullanmimi sirasinda bir seyler yeme ve bir seyler icme

ile iliskili oldugu tespit edilmistir (20, 36).

Bitki Koruma Uriinlerinin Bos Ambalajlanimin Bertarafi

Pestisitler, etiketlerindeki talimatlara veya

tehlikeli maddeler icin gecerli ve ulusal yasa ve
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uygulamaya uygun olarak bertaraf edilmelidir (16).
Bos ambalajlarin direkt olarak herhangi bir ¢opliige
atilmast ya da tarlada birakilmasi cevre Kkirliligi
olusturarak diger canlilar acisindan onemli sorunlara
yol acabilir. Bos urun ambalajlarinin temizlenip
degisik amaclarla kullamlmas1 da oncelikle insan
sagligi
Kullanilmis pestisit kaplan yikanmali, lUc kez veya

acisindan onemli tehlikeler olusturabilir.

basincla durulanmali, tekrar kullanilmamasi icin
delinmeli veya ezilmeli ve bir toplama planina gore
veya onaylanmis bir atik yok etme yontemiyle uygun
bir bicimde yok edilmelidir. Bu kaplarda, basta
yiyecek ve icecek olmak uzere, baska maddeler

depolanmamalidir (16).

Diinyadaki calismalarda bos uriin ambalajlarinin
cevreye birakildigi (%3-80), kanala veya dereye
atildigr (%33), cope atildig (%11-72), yakildigr (%7-
50), gomiildugii (%3-18), biriktirilip satildig1 (%3-22),
baska amaclar icin kullamldigr (%2-11) veya ozel atik
kutularina atildig1 (%50) belirlenmistir (25-27, 29-31,
33, 37, 38, 57).

Ulkemizdeki calismalarda bos iiriin ambalajlarimin
cevreye birakildigr (%10-73), gomiildiigli (%6-54),
cope atildigr (%7-50), yakildig1 (%16-42) ve baska
amaglar icin kullamldigr (%5-23) tespit edilmistir
(20, 34- 36, 43- 45, 47-49, 58).

Tarim calisanlarindan bitki koruma drinlerini
cok tehlikeli bulanlarin ve egitim seviyesi yiiksek
olanlarin bos uriin ambalajlarin1 uygun ve onerilen
sekilde bertaraf ettikleri belirlenmistir (35).

Bitki Koruma Uriinlerinin Cevreye Etkilerinin
Farkinda Olma ve Korumaya Ozen Gosterme
Davranislan

Brezilya’da yapilmis  bir tarim
kullandiklarn  drunlerin - cevreye
etkilerinin farkindaligi %17 olarak bildirilirken,
bu farkindalik diizeyi Giliney Hindistan’da %40,
Filistin’de %57, Kenya’da %81 ve Nepal’de %87
olarak bildirilmistir (26, 28, 31-33).

bilme dizeyi Brezilya’da yapilmis bir calismada %17,

calismada
calisanlarinin

Saglik etkilerini
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Guney Hindistan’da %70, Kenya’da %81, Filistin’de
%86, Nepal’de %98 olarak bildirilmistir (26, 28, 31-
33). Riizgara ve yagmura dikkat ederek uygulama
yapanlarin duzeyi Nepal’de yapilmis bir calismada
%50, Filistin’de %59, Etiyopya’da %63, Filipinler’de
%66 ve Brezilya’da %100 olarak bildirilmistir (28, 31,
33, 41, 51).

Ulkemizdeki bir calismada tarim calisanlarinin
%67’sinin  Urunlerin cevreye etkilerinin farkinda
oldugu ancak %18’inin Urlinlerin cevreye bir etkisi
olmadig1 goriisiinde olduklar belirlenmistir (48). Bal
arilar, baliklar gibi canlilar dikkate alarak uygulama
yapanlar %23-42, evcil hayvanlarla birlikte yabani
hayvanlar da dikkate alanlar %10-15, riizgara dikkat
ederek uygulama yapanlar %75 diizeyindedir (35,
36, 48).

Uygulama Sonrasi Artan Uriin ile ilgili Davranislar
Ulkemizde uygulama sonrast artan {riin ile
ilgili
rastlanmamistir.

davramslarin ~ sorgulandigr  bir  calismaya

Yunanistan’da  yapilmis bir
calismada tarim calisanlarinin %83’unun ihtiyacindan
fazla Urin hazirladigr bildirilmistir (57). Tekrar
kullanmak icin Uruni saklama diizeyi Yunanistan’daki
calismada %2, Filistin’de %39 ve Brezilya’da %67
olarak tespit edilmistir (29, 33, 57). Yunanistan’daki
calismada tanm calisanlaninin %55’inin  hazirlanan
Uriinii bitinceye kadar uyguladigi, %36’sinin baska
Urlinler Uzerine artan Uriini uyguladigl, %24’{iniin
yaktig1, %16’sinin ¢cope attig1, %5’inin orijinal kabiyla
gomdiigii, %4’iinlin dereye ve %1’inin ise topraga
doktiigl belirlenmistir (57).

SONUC

Dinyada ve ulkemizde vyapilan calismalarin
sonuclan, ulkemizde tanm calisanlarinin bitki koruma
uriinleri konusunda bilgi ve davranislari ile ilgili tespit
edilen olumsuzluklarin diinyadaki ¢calismalarla benzer
oldugunu gostermektedir. Ulkemizde ireticilerin
bilyik cogunlugu Uriin uygulama zamanina kendisi

karar vermekte, kullanacag ilac1 ve dozunu kendisi



belirlemektedir. ilacin 6nerilen dozuna uymayanlar ve
yiuksek dozda Urin uygulayanlar da azimsanmayacak
diizeydedir. Ureticilerin bilyik cogunlugu tarim
urunlerinde bitki koruma urununun kalint1 sorununu
onemsememekte ve uygulama yaparken de bu durumu
dikkate almamaktadirlar. ilacin uygulama sonrasi
bekleme siirelerine de cogunlukla uyulmamaktadir.
Tarim calisanlann Urinleri  hazirlarken yanlarinda
baska kisileri hatta cocuklarini bulundurmakta, uriin
kullammindan sonra kisisel temizliklerini yeterince
yapmamaktadirlar. Bitki koruma Uriinlerinin uygun
saklanmast ile ilgili kurallara uymayanlarin bulundugu
Ureticiler bitki

kullanirken kisisel koruyucu donammlar yeterince

gorulmektedir. koruma urunlerini
kullanmamaktadirlar. Uriin kullammi sirasinda veya
sonrasinda urunu kullanan bireylerde akut etkilenim
belirtileri yaygin olarak goriilmektedir. Ozellikle {iriin
kullanimi sirasinda riskli davranislarda bulunanlarda
sikayetlerin goriilme olasiig yiiksektir. Ureticiler
bos urin ambalajlarint uygun sekilde bertaraf
etmemekte, cevreye rasgele birakmakta, bir kismi
ise bu ambalajlan yeniden kullanmaktadir. ilaclama
sirasinda buylk bir kisminin cevreyi ve cevredeki

evcil hayvanlan dikkate almamasi da endise vericidir.

Oneriler

Tarim alaninda calisan bireyler bitki koruma

Uriinlerinin cevre ve insan sagligi Uizerindeki

etkileri ile ilgili egitilmelidirler. Bu egitimler

urlinlerin cevreye ve insana verdigi zararlar, Uriinlerin
hangi kosullarda, ne sekilde muhafaza edilmesi
gerektigi, risk altindaki gruplar, uygulamada dikkat

edilmesi gerekenler, uygulama sirasinda alinmasi

gereken kisisel koruyucu tedbirler, uygulama sonrasi
bitki
uzaklastirilmasi, bos uriin ambalajlarinin nasil imha

koruma Urlnlerinin kalintilarinin  viicuttan

edilmesi gerektigi, zehirlenmelerde ilk miidahale

onlemleri konularint icermelidir. Tanm alaninda
calisanlarin yani sira bitki koruma drtinlerinin temin
edildigi Uriin bayilerinin, kooperatiflerin ve tarim
mudurliklerinde calisan personelin de bu konularda

egitimi yerinde olacaktir.

Son yillarda mevzuatta yapilan degisikliklerle
birlikte bitki
egitim ve sertifika sart1 getirilmis olsa da pratikte
uygulama
yaptiklar bilinmektedir. Ayrica egitimlerin davranis

koruma urunlerinin  kullanim1 icin

sertifikasi olmayan bireylerinde

degisikligine  donlismesi de oOnemlidir.  Tarim

calisanlarinda davrams  gelistirmeyi
saglayacak programlar gelistirilmeli ve
calisanlan bu acidan (daha sik) denetlenmelidir.
Bitki
konusunda yapilan yasal

giivenli
tarim

koruma Uriunlerinin  givenli  kullanim

duzenlemelerin  tarim

calisanlarinin  davranislarina  etkisini  inceleyen

yeni ilaclama isleminin
profesyonel

uzman

calismalar yapilmalidir.

elemanlarca yapilmast en azindan

kontroliinde uygulamalarin 6zendirilmesi
bitki koruma urlnlerinin yanlis ve fazla kullaniminm
onleyerek insana ve cevreye olan zararli etkilerini
gibi
zehirlenmelerinin  de

azaltabilecegi ayn1 zamanda akut pestisit

onlenmesini  saglayabilir.

Bitki koruma Uriunlerine ait bos ambalajlar cevre

ve insan sagligi acisindan ciddi  tehlikeler
olusturmaktadir. Bu ambalajlarin tarim
calisanlarindan toplanarak uygun sekilde imha

edilmesi icin gerekli dizenlemeler yapilmalidir.
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Bitkilerde RNA interferans
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OZET

RNA interferans (RNAi) mekanizmasi, hicreye
giren cift zincirli RNA’nin (dsRNA) komplementeri
olan mRNA zincirinin degradasyonuna yol acmasi ile
sonuclanan transkripsiyon sonrasi gen susturma (post-
transcriptional gene silencing), ya da gen ifadesinin
diizenlenmesi olarak tanimlanir. RNAi mekanizmasi
sirasinda, hedef mRNA’ya komplementer dizi, 500
kDa agirliginda ve niikleaz aktiviteli bir RNA-multi
protein kompleksi olan RISC faktorii araciligr ile
mRNA’nin anlamli dizisine baglanir ve gen susturulma
mekanizmas1 bu RISC faktori araciligi ile kontrol
edilir. Gen susturulmast mRNA’nin RISC faktorinde
bulunan ‘Argounate’ proteinle etkilesime girmesi
ve ‘Dicer’ enzimi tarafindan taninip kesilmesi ile
gerceklesir. Bu mekanizma, genomun viriis kalitim
materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik
elementlerin istilasindan korunmasini saglamak
amaciyla gerceklesen dogal bir islemdir. RNAi
mekanizmasi, okaryot organizmalarda iki tir
molekiil tarafindan gerceklestirili. Bu molekiiller
22 niikleotid uzunlugunda miRNA (micro RNA) ve 21-
23 niikleotid uzunlugunda, cift zincirli siRNA (small
interfering RNA) molekulleridir. Son yillarda bilim
dinyasinin onde gelen konular arasinda yer alan
RNAi arastirmalan ile cesitli organizmalarda genlerin
islevlerini inceleme, islevlerini bilmedigimiz genlerin
fonksiyonlarini belirleme, konak patojen iliskisi,
ureme, programlanmis hiicre 6lumu, timor olusumu

ABSTRACT

RNA interference (RNAi) is defined as silencing
of gene after transcription (post-transcriptional
gene silencing), when double stranded RNA (dsRNA)
steps into the cell and cause degradation of
endogenic complementary mRNA, or regulation of
gene expression process. During RNA is mechanism,
complementary sequence of target mRNA connects
to sense strand of mRNA by factor of RISC. Gene
silencing mechanism is controlled by RISC factor
with a mass of 500 kDa which is RNA multi protein
complex with nuclease activity. Silencing is
occurred by cutting of mRNA, which is interacting
RISC factor, with

Dicer enzyme. This silencing mechanism is natural

with Argounate protein on

and takes a position in defending genome and
biological function of organisms from invasion of
movable genetic material such as viral hereditary
material and transposons. RNAi mechanism
realized with two kinds of molecules in eukaryotic
organisms. These are miRNA (microRNA) which is
22 bp and siRNA (small interfering RNA) which is
21-23 bp. In recent years RNAi has become
prominent research area in science world. Several
information were achieved with researches of
RNAi such as determining function of genes,
host-pathogen interaction, reproduction, apoptosis

(programmed cell death) and tumorgenesis etc.
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gibi bircok alanda bilgi sahibi olunmustur. Ayrica;
bitkilerde kodlanmayan RNA’larin doku farklilasmasi
ve gelisiminin kontrolu, sinyal iletimi, fitohormonlarla
etkilesim, abiyotik (kuraklik, tuzluluk vb.) ve biyotik
(patojenler vb.) stres gibi cevresel etmenlere verilen
cevaplarda rol oynadigi goriilmustiir. Bu derleme
calismasinda RNAi
bitkilerde RNAi kullanim1 aciklanmaya calisilacaktir.

mekanizmasinin temelleri ve

Anahtar Kelimeler: Bitki, RNAi, miRNA, siRNA

Also, determined with RNAi researchs

non-coding RNA plays

that;
role in controlling of
tissue development and differentiation,
with

responses of abiotic (drought, salinity etc.) or biotic

signal

transduction, interaction phytohormone,
(pathogens etc. ) stress. As a conclusion, this review
will try to explain base of RNAi mechanism and

usage in plants.

Key Words: Plant, RNAi, miRNA, siRNA

GIRIS
Cift zincirli RNA (czRNA; Double stranded RNA:
dsRNA) ile transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin

diizenlenmesinde kullanilan mekanizmaya RNA
interferans (RNAi) denir. RNAi hiicreye giren
dsRNA'nin - homologu olan mRNA  zincirinin

degradasyonu araciligi ile transkripsiyon sonrasi gen
susturma mekanizmasi (post-transcriptional gene
silencing) olarak da tanimlanir.

RNA,
bitkisinde “chalcone synthase (CHS)” geninin over-
ekspresyonunu saglamaya calistiklar1 arastirmalarn
sirasinda

Napoli ve arkadaslarinin Petunya

ortaya onemli bir
daha
isterken
(1). Bunun
dsRNA  bolgesinin

ilgili oldugu ve bunun transkripsiyon sonrasi gen

cikan bulustur.

Arastincilar mor  renkli  petunyalar

elde etmek ebruli petunyalar

CHS
dejenerasyonu ile

elde etmislerdir. sebebinin

icindeki

susturma mekanizmasi olabilecegi rapor edilmistir
(2). Cift RNA’nin  gen ekpresyonunu
engelledigi, Fire ve Mello (1998)
Ceanorhabditis elegans ile yaptiklarn calisma ile

zincirli
tarafindan

gosterilmistir ve bu calismalan ile 2006 yilinda
Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel odilinin sahibi
olmuslardir (3). Bitun bu gelismeler sonrasinda
bilim diinyasinin ilgisi RNAi Uizerine yogunlasmis,
genlerin inceleme ve

islevlerini islevlerini

Turk Hij Den Biyol Derg

bilmedigimiz genlerin fonksiyonlarin1 belirlemek

onem derleme calismasinda
RNAi bitkilerde gen

fonksiyon analizleri icin RNAi kullanimi aciklanmaya

kazanmistir.  Bu
mekanizmasinin temelleri,

calisilacaktir.

RNAi Mekanizmas1 ve Gorev Alan RNA
Tipleri
RNAi mekanizmasi sirasinda, hedef mRNA’ya

komplementer dizi RNA, niikleaz aktiviteli bir RNA-
multi protein kompleksi olan RISC faktor (Induced
Silencing Complex) Ustinde, mRNA’nin anlaml
dizisine baglanir. Gen susturulmasi bu RISC faktorii
araciligi ile kontrol edilir. RISC faktoriinde bulunan
‘Argounate’ isimli proteinle etkilesim icerisine
giren mRNA, RNaz Il ailesi icerisinde yer alan ve
bir ribonukleaz olan ‘Dicer’ enzimi tarafindan
taninip kesilir ve boylece susturma gerceklesir (4).
RNAi mekanizmasi, diger bir deyisle gen susturma
mekanizmas1 okaryot organizmalarda iki tur
molekil tarafindan gerceklestirilir. Bu molekiiller 22
niikleotid uzunlugunda miRNA (micro RNA) ve 21-23
niikleotid uzunlugunda olan cift zincirli siRNA (small

interfering RNA),’dir. (5-9).

miRNA ve siRNA’lar birbirlerine cok benzerler
ancak, aralarindaki farklar asagidaki gibidir:



e miRNA 1993 wyilinda, siRNA 1999 yilinda
kesfedilmistir.
« miRNA endojen genlerin diizenlenmesinden

siRNA  genom  biituinliigliniin
korunmasindan sorumludur.

sorumlu iken,
« miRNA onculu sa¢ tokas1 yapisinda tek zincirli
RNA (single strand: ssRNAs),
uzun dsRNAs’dir.
« miRNA mMRNA
baskilanmasindan sorumludur, siRNA ise

siRNA oncull ise

yikimi, translasyonun
DNA
metilasyonu, histonlarin modifikasyonu ve mRNA

yikimindan sorumludur.

« miRNA icin gerekli Argounate proteinler AGO1,
AGO10, siRNA icin gerekli Argounate proteinler
ise AGO1, AGO4, AGO6, AGO7’dir.

Bitkilerde miRNA hedef sekansa parsiyel ya da
tam komplementerlik saglarken, siRNA tam

komplementerlik saglar.

» miRNA hiicre gelisimi ve farklilasmasi, gelisim
surecleri, biyotik ve abiyotik streslere cevapta
gorev alirken, siRNA transpozonlara ve virislere
kars1 korumada ve stres adaptasyonunda gorev
alir (9-18).

miRNA
“Drosha enzimi” araciligr ile yaklasik 70 niikleotid

yolagi  niikleusta  pri-miRNA’larin,
uzunlugunda ve sa¢ tokasi yapisinda olan pre-

miRNA’lara donusumu ile baslar. pre-miRNA’lar
sitoplazmaya aktarilir ve diger bir RNase olan
Dicer araciigi ile miRNA dublekslerine cevrilir.
Dicer enziminin islev gormesinin ardindan kisa
dsRNA dublekslerin biri baz eslesmesi araciligi ile
hedef mRNA’ya baglanmak lizere RISC faktori ile
etkilesime girer. Olusan bu miRNA’lar translasyonun
mRNA’larin

aracilik etme kapasitelerine sahiptirler. Bu ozellikleri

baskilanmas1 veya degredasyonuna
ile de modern molekiler biyolojinin ilgi ceken
konular arasinda yerlerini almislardir (19, 20).
Bitkilerde translasyonun baskilanmasi veya direk
olarak mRNA’larin parcalanmasi kapasitelerinden

hangisinin gerceklesecegi miRNA’larin hedef mRNA

lizerinde baglandiklar
mRNA’n1n
bolgesine (untranslated region-UTR) baglanirsa eksik

bolgeye gore degisiklik
gosterir. translasyona  ugramayan
komplementerlik olur ve translasyon baskilanir.
Translasyona ugrayan (open reading frame-ORF)
bolgesine baglanmasi ise tam komplementerlik
gosterir ve Aragunate2 (AGO2) tarafindan mRNA’nin
(21-23).  siRNA’lar
dsRNA’lardir ve dsRNA’lar Dicer enzimi tarafindan
3’ ucunda cikint1 kalacak sekilde kesiler 20-25 b¢’lik
siRNA’lar1 meydana getirirler. Cift iplik yapisinda
olan siRNA’lar RISC faktorleri ile birleserek tek iplikli

yapiya donusurler ve mRNA degredasyonu ile gen

yikimi  gerceklesir onculu

susturma islevi gorurler (19, 20, 24).

RNA interferans Teknolojisinin Bitkilerde
Kullanimi
Bitkilerde RNA interferans calismalarinin

temelini; Napoli ve arkadaslarinin Petunya bitkisinde
Agrobacterium tumefaciens vektorii araciligi ile CHS
geninin over-ekspresyonunu saglanmaya calistiklari
arastirma olusturmustur. Arastirmada pigmentasyon
artinlip daha koyu renkli petunyalar elde edilmeye
calisiltmis ancak renksiz, acik renkli veya alacali
bitkiler elde edilmistir. Ayn ekibin ileri arastirmalan
ile pigment Uretiminden sorumlu gen ve homolog
genlerin ekpresyonlarinin virlisiin 35S promotoru
tarafindan baskilandig1 gosterilmistir. CHS icindeki
dsRNA bolgesinin dejenerasyonu ile gen susturmanin
gerceklestigi belirlenmistir (1, 25).

miRNAi ilk kez 2002 vyilinda
Park ve arkadaslarinin Arabidopsis’te yaptiklan

mekanizmasi

arastirma ile kesfedilmistir. Arastirmada benzer
gorevleri olan CAF (carpel factory) geni ve HN1
genlerinin  miRNA metabolizmalarinin da benzer
olacag dusiinilmistir. Bu genlerin fonksiyonlarini
HEN1-1 and CAF-1

mutant Arabidopsis bitkilerinden ve herhangi bir

belirleyebilmek amaciyla

mutasyon icermeyen Arabidopsis bitkisinden miRNA

izolasyonu yapilmistir. Ayrica potansiyel homolog
genleri tasidigr disiindlen titin, piring ve misir
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bitkilerinden de izolasyon yapilmistir. Arastirma
sonucunda miRNA olusumunun gelisim tarafindan
HEN1-1 and CAF-1 mutant

bitkilerde yogunlugunun azaldig1 belirlenmistir (26).

kontrol edildigi ve

miRNA’larin biyogenezine iliskin pek cok ayrinti yine
miRNA
glinimiize degin Arabidopsis, Oryza, Nicotiana, Z.

bu model bitki araciligi ile belirlenmistir.

mays, Sorghum, Populus, Gossypium, Brassica, Vitis,
Physcomitrella, Chrysanthemum gibi cok cesitli
bitkilerde belirlenmistir (27-39). Bitkiler yasamlan
surecinde biyotik faktorler; mikroorganizmalarin
(fungus, bakteri ve viriis) enfeksiyonu ve zararli
hayvanlarin saldirilar sonucu olusan stres faktorleri
sicaklik,

ve abiyotik faktorler (su, radyasyon,

kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar) gibi
cok cesitli stres faktorleri ile karsilasabilirler (40,
41). Bitkiler stresle iliskili cok cesitli proteinler,
transkripsiyon faktorleri, metabolitler yolu ile
ya da epigenetik regulasyonlar yolu ile cevap
verebilirler.  Epigenetik degisiklikler; o6zellikle
bitki bir abiyotik strese maruz kaldiginda gen
ekspresyonu degisikliklerinde onemli rol oynayan
RNA tarafindan yonlendirilmis DNA metilasyonu,

histon ve ya DNA modifikasyonlarini kapsar (42-44).
Bitkilerde RNA’larin

kodlayanbirgeninduplikasyonunardindaninsersiyona
ugramasi ya da bitki genomunun %80’inden fazlasin

kodlanmayan protein

olusturan transpozonlardan koken alabilecegi gibi
farkli mekanizmalarla olusabilecegi
ancak bitkilerde biriken mutasyonlar nedeniyle

ongorulmus

kesin bir koken belirlemenin oldukca zor oldugu
(45-47).
bir kanitya varilamasa da bitkilerde RNAi genom
bilimi, doku
farklilasmasi ve gelisiminin kontrolu, sinyal iletimi,

belirtilmistir Kokeni konusunda kesin

genlerin fonksiyonlarin1 belirleme,

fitohormanlarla etkilesim, cevresel etmenlere
verilen cevabin belirlenebilmesi gibi pek cok
alanda kullanim potansiyeli olan bir teknolojidir.
RNA interferans teknolojisinin bitkilerde
uygulamasina yonelik cok cesitli ornekler vermek
mumkundur.
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Lindbo ve ark. 1993 yilinda gerceklestirdikleri
bitkilerini

virusii (TEV) kilif proteini (CP) geni ile manipule

arastirmada; tutin tutin  mozaik
etmislerdir. Baslangicta transforme olan bitkilerde
enfeksiyonun butiin ozellikleri gorilurken, ileriki
haftalarda bitkilerin

iyilesmis dokularda yapilan molekiiler analizler

iyilestigi  kaydedilmistir.
sonucunda TEV dizilerinin transkripsiyonun hala
devam ettigi ancak mRNA’larininislevlerinin olmadigi
anlasilmistir. Bu calismanin sonunda arastirmacilar,
gen susturulmasinin  ya da es-baskilamanin
sitoplazmada lokalize oldugu ve post-transkripsiyon

safhasinda gerceklestigi fikrine ulasmislardir (48).

Angell ve Baulcombe (1997) arastirmalarinda;
bitki genomuna aktarilan transgeni tasiyacak olan
vektorleri (PVX -Patato Virus X) viral replikasyon
esnasinda secilmis genin de ifade edilmesini saglamak
amaciyla cDNA (komplmenter DNA) icerecek sekilde
tasarlamislardir. Calisma sonucunda beklenilenin

tersine, aktarilan genin ifadesini gozlemlemek
yerine, vektor aracili transgen sisteminin, yiksek
seviyede post transkripsiyonel susturmayi indiikledigi

belirlenmistir (49).

Defang ve ark (2014) RNAi teknolojisinin misir
(Zea mays) bitkisinde seker kamis1 mozaik virisiine
(SCMV)
arastirmislardir.  Calisma sonucunda kilif protein

kars1 direnc olusturmada kullanimim
(cp) geninin transkripsiyonu ile olusan sac¢ tokasi
yapisindaki RNA’larin SCMV enfeksiyonunu engelledigi
gorulmus ve RNA interferans-post transkripsiyonel
bitkilerde

enfeksiyonlarinin kontrol edilmesinde onemli bir

gen susturma yaklasiminin virls
yaklasim olabilecegi belirtilmistir (50). Yapilan diger
calismalar ile de gen ekspresyonunun engellenmesi
ile virise dayanikli bitkilerin elde edilebilecegi

vurgulanmistir (51, 52).

Yarmolinsky ve ark. 2014 yilinda vyaptiklan
calismada; sulfat asimilasyonunun asil enzimi olan
siilfat rediiktaz (SiR) enziminin expresyonunun RNA
interferans ile engellenmesinin domates bitkisinde
yapraklardaerken

(Lycopersicum esculentum)



yaslanmaya sebep oldugunu

Calismada SIR Ri mutantlarda (yapraklarinda gorsel

belirlemislerdir.

klorofil degredasyonu olan) hidrojen peroksid ve
lipid peroksidasyonunun urunu olan malondialdehit
akiimiilasyonunun oldugu belirlenmistir. Calisma

sonucunda SIR enziminin biyosentetik roliiniin
yaninda erken yaslanmanin onlenmesinde gorev
aldig1 belirlenmistir (53).

Shweta ve Jawaid’in 2014 vyili yayininda;
pamukbitkisinde kivrik yaprak fenotipine neden olan
Allahabad virusi (CLCUAV) geninin transkriptleri
olan AC1 ve AC4 viral replikasyon ve gen susturma
etkili  oldugu
(54). Chunhua ve ark. 2014; arastirmasinda ise

MYB transkipsiyon faktorlerininin bitki

mekanizmasinda belirlenmistir
gelisimi,
metabolizmas1 ve stres cevaplarinda rol oynadigi
gosterilmistir. Calismada piring bitkisinde R2R3-
MYB transkripsiyon faktorinu kodlayan OsMYB103L
geninin fonksiyonu arastinlmistir. OsMYB103L
geni cekirdekte lokalize olur ve trans-aktivasyon
kapasitesine sahiptir. Calisma sonucunda bu genin
over-ekpresyonunun pirincte kivrik yaprak fenotipine
neden oldugu goriilmistiir. Calismanin devaminda
seliiloz sentez genlerinin de (CESAs) ekpresyonunun
arttig OsMYB103L geninin  RNAi
teknolojisi ile CESAs
ekpresyonunun azaldig, bitkide seliiloz iceriginin ve

belirlenmistir.
susturulmasi geninin

yapraktaki kivrilmanin azaldigi gorilmistiir (55).

Kiirika ve ark. 2014; Medicago truncatula
bitkisinde GTPase MtROP9 geninin susturulmasi ile
patojenik (Aphanomyces euteiches) ve simbiyotik
intraradices,

mikroorganizmalarla (Glomus

Sinorhizobium meliloti) enfekte olmus transgenik

koklerde (MtROP9i), ROS- iliskili enzimlerinin
baskilandig1 ve ROS iirlinlerinin azaldigr gorilmustiir.
Bu arastirmada aym kosullar altindaki bitkilerde
zamana bagh

proteom yamtlarn arastinlmistir.

Calisma  sonucunda indiklenen  proteinlerin
analizleri yapildiginda, ROS lretim ve temizleme
mekanizmasinin kokler tarafindan
edildigi MtROP9i

mekanizmalarinin oldugu belirlenmistir (56). Wan ve

kontrol
goruliirken, alternatif koruma
ark. 2011; kuraklik stresine dayanikli Physcomitrella
patensis Uzerinde yaptiklar arastirmada kuraklik
ile iliskili 16 miRNA (DsAmR) belirlemisler,
miR902a-5p ve miR414’nin kuraklik stresine karsi

stresi

diren¢ olusturma onemli oldugunu bildirmislerdir
(57).

SONUC

Sonuc¢ olarak; RNA interferans (RNAi), miRNA
ve siRNA’larin kesfi bilim diinyasin1 gen ifadesi,
RNA islevselligi
arastirmalara yoneltmistir. RNA interferans (RNAi)

duzenlenme ve alanlarinda
mekanizmasi sadece islevini bilmedigimiz genlerin

fonksiyonlarin1 6grenme konusunda degil, stres
faktorlerine kars1 dayanmkli transgenik bitki elde
edilmesinden, patojenlerinnedenoldugu hastaliklara
karsi mekanizmalarinin

savunma gelistirilmesi

vb. bircok alanda oOnemli katkilar saglamistir.
Gelecekte, teknolojik araclarin gelistirilmesiyle,
farkli  bitkilerde ve farkl altindaki

post-transkripsiyonel dizenleme mekanizmalarinin

kosullar

daha ayrnintii bir sekilde anlasilmasi mimkiin

olabilecektir.
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ABSTRACT

Diagnosing fungal infections remains a problem,
particularly in the immunocompromised patient. The
clinical manifestations of invasive fungal infections
are usually not specific and can be produced by
other organisms and colonization is difficult to
distinguish from invasive disease. Existing diagnostic
tools often lack sensitivity. Thus, the combination of
various diagnostic tools is mandatory to allow earlier
diagnosis of systemic fungal infections. Microscopy,
culture based methods, antigen detection, and
molecular techniques may help to facilitate and
accelerate the diagnosis. Molecular methods are
being developed for the detection and identification
of fungi present in clinical samples at a very fast
rate, whether it is done by nucleic acid amplification
technology or by specific probes or nucleic acid
sequencing. However, no comparative studies have
been done to determine which are optimal and no
standards for testing have been developped to date.
Therefore, extensive validation and standardization
is needed, before molecular assays can be used in a
routine laboratory.

Key Words: Molecular diagnosis of fungal
infections, fungus identification, molecular typing

OZET

Mantar hastaliklarinin tanimi, 6zellikle bagisikligi
baskilanmis hastalarda bir sorun olmaya devam
invaziv.  mantar

etmektedir. enfeksiyonlarinin

klinik yonleri genellikle 06zgiil degidir, baska

mikroorganizmalar  tarafindan da olusturulabilir
ve kolonizasyonu invaziv hastaliktan ayirt etmek
glictiir. Mevcut tamm yontemleri ekseri duyarliiktan
yoksundur. Boylece, sistemik mantar enfeksiyonlarinin
erken tanimi icin cesitli tanim yontemlerinin birlikte
kullanilmas1 gerekmektedir. Mikroskop incelemesi,
kiiltiire dayali yontemler, antijen aranmasi ve molekiiler
teknikler tamm kolaylastirabilir ve hizlandirabilir.
Klinik

ve tammlanmasi icin nikleik asit amplifikasyon

ornekte  bulunan mantarin  belirlenmesi
teknolojisi, ozgiil problar ve nikleik asit sekanslama
molekiiler teknikleri ¢cok hizla gelismektedir. Ancak
hangisinin en uygun oldugunu belirlemek icin heniiz
karsilastirmali calismalar bulunmamaktadir ve bugiine
kadar testlerin standartlastilmasi gelistirilememistir.
Dolayisiyla, molekiiler testlerin rutin laboratuvarlarda
kullanilabilmesi icin once gecerli kilinmalarina ve

standartlastirilmalarina gereksinim bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mantar enfeksiyonlan molekiiler
tani, mantarin tanimi, mantarlarin molekiiler tiplendirilmesi
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INTRODUCTION

In the clinical mycology laboratory, identification
of fungi to species level is important to determine
the etiology of disease, to detect novel agents of
diseae, to predict intrinsec resistance to antifungal
agents, and to detect clusters of nosocomial infection
among hospitalized patients. This information can
be critically important in the management of fungal
infection in the high risk patient. It is also important
to recognize whether a fungal isolate recovered from
a clinical sample do represent significant disease and
the clinical relevance of that isolate.

Fungal infections which have emerged in
recent years in the immunocompromised hosts, and
different antifungal susceptibilities have emphasized
the importance of early and accurate diagnosis
(1). Clinical manifestations are seldom specific, a
laboratory identification of the etiological fungus
is, therefore, essential in establishing a defenitive
diagnosis.

In clinical mycology laboratory, identification of
fungi to species level is imporatant to determine the
etiology of the disease, to detect novel agents of
disease, to predict intrinsec resistance to antifungal
agents, and to detect clusters of nosocomial infection
among hospitalized patients. This information can
be critically important in the management of fungal
infection in the high-risk patient. It is also important
to recognize whether a fungal isolate recovered from
a clinical sample do represent significant disease and
the clinical relevance of that isolate.

The recovery of etiologic agents from clinical
specimens is still considered to be the “gold
standart”. Methods used for identification of the fungi
are a mixture of traditional and newer commercially
available systems, e.g. yeast identification kits are
commonly used fort his subject. Standard protocols
to the
infections depend upon (a)
inspection of freshly obtained patient specimens
for the presence of organisms, (b) recovery of fungi

laboratory diagnosis of invasive fungal
direct microscopic
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from cultures of blood, body fluids, tissues or other
sites, and (c) histological identification of organisms
morphologically consistent with certain species of
fungi (2). Identification of emerging fungal pathogens
by conventional methods is considerably difficult,
time consuming and requires highly experienced
laboratory staff for visual recognition of morphology.
In some circumstances, whether the isolate displays
atypical morphology, fails to sporolation, phenotypic
results are nonspecific or especially confusing (3).
The polymerase chain reaction (PCR) is a fairly
simple but powerfull technique for molecular
phylogeny. Additionally,
recent advances in molecular phylogenetic taxonomy

investigations of fungal

have revealed cryptic species within morphologically
Most
designed to detect specific serum antibodies are

indistinguishable isolates. serologic tests
ineffective, because many patients who are at risk for
fungal disease are not capable of mounting a specific
antibody response to infection. Antigen detection
for certain fungal agents can be useful for some
patients suffering from invasive fungal infections but

identification at species level is not achieved (4).

Deoxyribonucleic acid (DNA) and ribonucleic acid
(RNA), or proteins of an infection agent in clinical
sample can be used to help identify the agent.
Molecular techniques are being developped for the
analysis of infectious fungal agents either present
in clinical samples or grown on cultures. Molecular
lenght
polymorphism (RFLP), electrophoretic karyotyping,
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) are also
useful biotyping tools to increase the knowledge of
pathogenic fungi and develop prevention strategies
(4-7).

techniques such as restriction fragment

1. DIRECT DETECTION OF THE NUCLEIC ACID
OF FUNGI IN CLINICAL SPECIMENS

The use of molecular technologies in the

detection and identification of fungi is still really in



its infancy compared with other areas of microbiology
such as virology and bacteriology (8) but molecular
diagnostics may offer mycologists many advantages
such as sensitivity, specificity, simplicity and fastness.
During traditional culture process, the disease may
have progressed to be a point where therapy may
be ineffective; molecular detection may allow
for monitoring patients on a periodic basis for the
presence of circulating nucleic acid of the infecting
organism. Being able to start therapy at a much earlier
time during the clinical course may significantly affect
the survival rate of the patient with a lifthreatening
fungal infection (5, 6).

1.1. In situ hibridization using specific nucleic
acid probes

One of the simplest approaches used has been
in situ hybridization using specific nucleic acid
propbes for the identification of organisms in patient
specimens. This method lacks amplification and
is less sensitive than other assays but is useful for
identifying fungi that can be seen in tissue and other
clinical specimens (5). DNA probes can be used like
antibodies as sensitive and specifc tools to detect,
locate, and qgantitate specific nucleic acid sequences
in clinical specimens.

DNA probes
obtained by cloning specific genomic fragments. After

are chemically synthesized or
chemical or heat treatments melt (separate) the DNA
strands in the sample, the DNA prob is added and
allow to hybridize (bind) with the identical or nearly
identical sequence in the sample. The stringency (the
requirement for an exact sequence match) of the
interaction can be varied so that related sequences
can be detected or different strains (mutants) can
be distinguished. The DNA probes are labelled with
radioactive or chemically modified nucleotids so that
they can be detected and quantitated (6).

The DNA probes can detect specific genetic
sequences, in fixed, permeabilized tissue biopsy
specimens by in situ hybridization. When fluorescent

detection is used it is called Fluorescent in situ
hybridization (FISH) (8).

Assays for Aspergillus, Candida, Fusarium and
many other fungi are helpful when a morphological
identification can not be made (9-14). Identification of
fungi in tissue sections can be difficult. In particular,
species of Aspergillus, Fusarium, and Pseudallescheria
all appear as septate, branched hyphae. While there
was no ability to distinguish between the three
groups of organisms by morphologic features, in situ
hybridization may assist in rapidly distinguishing
these organisms. Oligonucleotide DNA probes were
directed against the 5S, 18S or 28S rRNA sequences of
three groups of fungi with a high degree of specificity
for each (8).

1.2 Amplification assays using the polymerase
chain reaction (PCR)

The polymerase chain reaction (PCR) amplifies
single copies of fungal DNA millions of times over and
allows for the detection of small amounts of target
DNA in clinical specimens (15). In this technique, a
sample is incubated with two short DNA oligomers,
termed primers, that are complementary to the ends
of a known genetic sequence within the total DNA, a
heat-stable DNA polymerase (Taq or other polymerase
obtained from thermophylic bacteria), nucleotids and
buffers. The oligomers hybridize to the appropriate
sequence of DNA, and act as primers for the
polymerase, which copies that segment of the DNA
(15). The sample is than heated to 95°C to denature
the DNA (separating the strands of the double helix)
and cooled to anywhere from 42-75°C. This allows
the primers to bind (anneal) to their complementary
sequence in the template DNA. The reaction is
then heated to 72 °C, the optimal temperature for
DNA polymerase to act. DNA polymerase extends
the primers, adding nucleotids onto the primer
in a sequential mannee, using the target DNA as a
template. These steps are repeated many (20 to
40) times to amplify the original DNA sequence in
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an exponential manner. A target sequence can be
amplified 1,000,000-fold in a few hours using this
method (6).

Amplification assays using the PCR or similar
methods allow for the detection of small amounts
of target DNA in clinical specimens. Specific primers
with or without specific probes have been used with
or without specific probes have been used with some
success. A few reviews (2, 3, 16-19) and several
papers (20-23) summerize specific targets used and
detection methods. Assays have been developped to
detect DNA of Candida (24-26), Aspergillus (27, 28),
Fusarium (29), Cryptococcus (30), Histoplasma (31),
Blastomyces (32), Coccidioides (33), Mucormycetes
(34), Paracoccidioides (35), Penicillium marneffei
(36) and dermatophytes (37).

Quantitative real-time PCR can be used to
quantitate the amount of DNA or RNA after it is
converted to DNA by reverse transcriptase (6). Simply
put, the more DNA in the sample, the faster new DNA
is made in a PCR reaction, and the reaction kinetics
The
proportion of double stranded DNA is measured by

are proportional to the amount of DNA (6).

the increase in fluorescense of a molecule bound to
the amplified double-strand DNA molecule or by other
means (6). Results are available within one hour of
testing and sensitivity is exquisite. This technology
was used to develop assays for Aspergillus, Candida,
and the zygomycetes (26). Real-time PCR was also
used fort he identification of culture isolates of
Histoplasma capsulatum (38). The Light Cycler may
also be used to identify organisms to the species level
using specific primers and probes (5).

3. MOLECULAR METHODS AVAILABLE FOR
IDENTIFICATION OF ISOLATED FUNGI

Recent improvements in technology and the
availability of whole genome sequences for many
fungi have made DNA sequence-based methods
useful for both research and clinical microbiology

application (3). Today it is possible to obtain a
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sequence-based identification of an unknown fungus
grown in culture. The choice of locus depends on the
type of fungi studied and the level of identification
required. In general, the conserved 18S or 28S regions
are appropriate for analyses at the genus level and
above, while the ITS regions and the variable D1/
D2 domains are used for analyses at the clade or
species level and below (38). Although the ITS region
and the D1/D2 domains remain the most commonly
sequenced fungal loci, they suffer from several
disadvantages, including failur to distinguish closely
related species due to few variable nucleotide sites.
Alternate markers that have been evaluated as
possible “universal loci” for use with a wide range
of fungi include translation elongation factor 1 a (EF-
1), B-tubulin, and RPB2, the gene that codes second
largest RNA polymerase subunit (3).

After the target locus is decided and a sequencing
product is obtained, the next step is to compare
DNA sequence of the unknown with DNA sequences
in a database such as BLAST (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). The species identification of the
unknown isolate can be determined by comparison
to the similarity scores of the database sequences.
However, there can be problems in interpreting the
results when the percentage similarity is lower (3).
GenBank is the US National Institutes of Health (NIH)
genetic sequence database, an annotated collection
of all publicly available DNA sequences. The GenBank
database is designed to provide and encourage access
within the scientific community to the most up to
date and comprehensive DNA sequence information.

4. MOLECULAR TYPING METHODS

In the past, phenotypes of fungi were determined
by the morphology of the colonies when grown on
specific media, by biochemical tests, by serology,
by killer toxin susceptibility and by resistotyping.
However, these systems did not show enough
reproducibility, were often evcesively cumbersome,

and above all, had limited discriminatory power.



Furthermore, some fungi, such as Candida albicans, C.
tropicalis, C. glabrata and Cryptococcus neoformans
can switch phenotype, thus rendering the phenotyping
techniques unable to answer these questions (7). The
use of molecular methods is important to investigate
the epidemiology and environmental sources of fungi
that infect immunocompromised patients and, in
some instances, immunocompetent patients (5, 40).

The development of DNA-fingerprinting techniques
has enabled us to compared the genomes of the strains
and selected areas of the genome, named genetic
markers (7). Several criteria have been proposed for
assesing the discriminatory power of a fingerprinting
method in determining genetic relatedness (7).
Epidemiologic typing can determine whether or not
organisms share the same DNA profile and this can be
related to environmental isolates to determine the
point source. Most of the studies have been related
to isolates of Candida, Cryptococcus, Aspergillus and
Fusarium. The use of molecular tools has allowed
for the reduction of hospital-acquired infections and
their spread (5).

Techniques based on restriction fragment lenght
polymorphism (RFLP) with or without hybridization
probes (Southern), PCR-based
electrophoretic karyotyping (EK)
enzyme electrophoresis (MLEE) and the newers that

techniques,
and multilocus

are being developped for the fingerprinting of fungal
strains (7).

4.1. Restriction fragment lenghth polymorphism
(RFLP) or restriction enzyme analysis (REA)

Purified DNA s
endonucleases,

restricted by selected
and the vyielded fragments are
separated in an agarose gel (7). This generates a
banding pattern based on different fragment lenghts
determined by the restriction sites identified by
the particular endonuclease used. Variations among
strains can ocur as a result of mutations in restriction
site sequences. This technique had the advantage of

being rapid, easy and inexpensive (7).

4.2. RFLP with hybridization

The fragments generated by RFLP, can be
transferred to a membrane and hybridized by
Southern blot with a probe that can recognize one
or more fragments of the restricted DNA (7). In this
manner, only certain fragments of the RFLP are
selected for visualisation, thus ignoring the rDNA and
the mitocondrial DNA, and increasing the resolution.
The advantage of this method is that, if a probe is
carefully selected, it can have high discriminatory
power (7).

4.3. PCR-based techniques

These methods are similar to RFLP, because they
evaluate DNA sequence variation in short regions,
but instead of analyzing restriction endonuclease
recognition sequences, they focus on PCR priming
regions. This can prevent primer annealing and PCR
amplification and can detect insertions and deletions
in genome. The main advantage of this technique is
that it is rapid, easy and relatively inexpensive (7).

PCR-based techniques have been broadly used to
compare isolates of several fungal species, such as C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. lusitaniae,
C. dubliniensis, C. krusei (41), Aspergillus fumigatus
(42), Cryptococcus neoformans (43) and Fusarium
solani (44).

Random amplified polymorphic DNA (RAPD) uses a
random single primer of approximately ten bases. It is
easily designed, technically simple and often detects
variation among isolates that are invariant with RFLP
analysis, with or without Southern blot hybridization
(7).

Sequence-specific DNA polymorphism (SSDP)
uses specific primers and PCR at higher stringency,
thus avoiding the the drawback of the lack of

reproducibility of the RAPD method (45).

Microsatellites are tandemly repeated stretches
of two tos ix nucleotides that ocur between codifying
regions of eukaryotic genomes, including fungi (42).
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Microsatellite lenght polymorphism (MLP) uses
specific primers for these sequences in order to

amplify the microsatellite locus by PCR (46).

4.4, Electrophoretic karyotyping (EK)

In this technique, intact DNA molecules migrate
through an agarose gel matrix under the influence of
pulsed fields, which permits easy seperation of DNA
molecules of several megabases. Chromosome-lenght
polymorphism is evaluated by EK analysis, which uses
electric fields of alternating orientation to move
intact chromosomes through an agarose gel matrix.
The analysis of chromosomal binding patterns, known
as electrophoretic karyotypes, and the detection of
karyotipic variations within the species. EK has been
extensively used to fingerprint C. albicans and other
Candida species. It has a moderate discriminatory
power, however, shows good reproducibility (7).

4.5. Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE)

MLEE evaluates the polymorphism of isoenzymes
or alloenzymes of the isolates. Proteins from cell
extracts are separated by electrophoresis under
native conditions, and the enzymes are visualized by
specific enzyme-staining procedures (7). The main
advantage of this method is its high discriminatory
power when a sufficient number of enzymes is
evaluated, and the very low probability of homoplasy
in clonal organisms (7).

4.6.
polymorphisms (SNPs)

Identification of single-nucleotid

SNPs are single-base variations at a unique
physical location. A variety of techniques is available
for SNP identification, such as confirmation-based
polymorphism scanning single-strand confirmation
polymorphism analysis (SSCP) (7).

4.7. DNA microarray genotyping

The DNA microarray is a hybridization-based

genotyping technique that offers simultaneous
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analysis of many polymorphisms. High-density
microarray (or DNA chips) are prepared by attaching
hundreds of thousands of oligonucleotids to a solid
silicon surface in an ordered array. Microarrays
produce a very large amount of sensitive and
accurate data, and can analyze a large number of
polymorphisms at a time. However, at present, there
are difficulties in the management and analysis of the

high amount of data generated (7, 47).

4.8. DNA sequencing

DNA sequencing is the most accurate way to
compare two strains by compairing the sequences
of their genomes. This method displayed a high
discriminatory power, and the ability to discriminate
heterozygotes (46).

Another
sequencing of certain areas of the genome is

fingerprinting technique that uses
multilocus sequence typing (MLST) which is similar
in concept to MLEE, but it uses nucleotide sequence
determination to identify the alleles of housekeepng
genes. It is much faster and easier to perform since
it is based on a PCR technique and shows very good
reproducibility (48, 49).

5. CONCLUSION

Considering the large number of fungi in the
environment that are capable of causing human
disease, it may be difficult to believe that molecular
methods will replace conventional methods
anytime soon. However, a limited number of fungi
may be identified to genus and species using PCR
and specific probes. Yeasts in blood cultures have
been identified and most were species of Candida,
Aspergillus, zygomycetes,

several filamentous fungi may be identified using

dermatophytes, and
amplification and probes. Nucleic acid sequencing
has been use with great success for the identification
of fungi in culture (5).

Overall, molecular methods have and will

continue to have a major impact on the diagnosis



and appropriate treatment of fungal infection.
Analytical parameters of these methods need to be
standardized to optimize sensitivity and specificity
and comparative studies need to be performed to
determine which are best to use in the laboratory.
Ideally tests should be as simple as possible to perform
so that most clinical laboratories can use them. The
most important element, clinical corelation, must be
established for methods. If these criteria are met,

most of the newly developped molecular-based tests
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