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TÜRK	HİJYEN	VE	DENEYSEL	BİYOLOJİ	DERGİSİ	YAYIN	İLKELERİ	VE	YAZIM	KURALLARI
I) AMAÇ ve KAPSAM

Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi (THDBD), T.C. Sağlık Bakanlığı, Halk 
Sağlığı Genel Müdürlüğü’nün yayın organı olan bilimsel bir dergidir. Dergi üç 
(3) ayda bir (Mart, Haziran, Eylül, Aralık) yayımlanır ve dört (4) sayıda bir cilt 
tamamlanır. Talep olması durumunda Ek Sayı çıkartılır.

Dergimizin amacı tıp alanında aşağıdaki konularda yapılan, bilimsel açıdan 
nitelikli ve literatüre katkı sağlayacak klinik ve deneysel araştırma yazılarını 
yayımlamaktır.

Dergide biyoloji, mikrobiyoloji, enfeksiyon hastalıkları, farmakoloji, 
toksikoloji, immünoloji, parazitoloji, entomoloji, kimya, biyokimya, gıda, 
beslenme, çevre, halk sağlığı, epidemiyoloji, patoloji, fizyopatoloji, moleküler 
biyoloji, genetik ve biyoteknoloji ile ilgili alanlardaki özgün araştırma, olgu 
sunumu, derleme, editöre mektup ve teknik rapor türündeki yazılar yayımlanır.

II) YAYIN İLKELERİ

Dergiye, daha önce başka yerde yayımlanmamış ve yayımlanmak üzere başka 
bir dergide inceleme aşamasında olmayan yazılar kabul edilir.

Dergi Yayın Kurulu tarafından uygun görülen yazılar, konu ile ilgili en az iki 
Bilimsel Danışma Kurulu Üyesi’nden (Hakem’den) olumlu görüş alındığında 
yayımlanmaya hak kazanır. Hakemlerin ve yazarların isimleri gizli tutulur. 
Hakemler değerlendirme süreçlerini en geç üç ay içinde tamamlar. Bu 
kurulların, yazının içeriğini değiştirmeyen her türlü düzeltme ve kısaltmaları 
yapma yetkileri vardır.

Yazıların bilimsel ve hukuki sorumluluğu yazarlara aittir.

Yazarlar araştırma ve yayın etiğine tam olarak uyum göstermelidir.

III) TELİF ve LİSANS

Makalelerin tıbbi ve etik sorumluluğu yazarlara aittir. Makalelerin ve kaynakların 
içeriğinden, yayımlanan makalelerdeki veriler, fikirler ve ifadelerden yazarlar 
sorumludur; editörler, yayın kurulu ve T.C. Sağlık Bakanlığı Halk Sağlığı Genel 
Müdürlüğü bu konularda herhangi bir sorumluluk kabul etmemektedir. Yazarlara 
telif ücreti ödenmez.

Yazarlar, makalenin yayına kabul edilmesi halinde telif haklarını Türk Hijyen ve 
Deneysel Biyoloji Dergisi’ne devretmeyi kabul ederler. Ancak yazarlar aşağıdaki 
haklara sahiptir:

-Telif haklarının dışında kalan patent vb. tescil edilmiş haklar,

-Dergi ve kitap yayını dışında tüm eğitim faaliyetlerinde ücret ödemeden 
kullanılabilme hakkı,

-Ticari olmamak koşulu ile makaleyi çoğaltabilme hakkı.

Yazarlar, Telif Hakkı Devir Sözleşmesini imzalayarak, makalenin Türk Hijyen 
ve Deneysel Biyoloji Dergisi tarafından yayımlanmak üzere kabul edilmesi 
durumunda Creative Commons Alıntı GayriTicari-Türetilemez 4.0 Uluslararası 
(CC BY-NC-ND 4.0) kapsamında lisanslanacağını kabul ederler.

Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi tarafından yayımlanan tüm makaleler, 
Creative Commons Alıntı GayriTicari-Türetilemez 4.0 Uluslararası (CC BY-NC-
ND 4.0) lisansına tâbîdir. Bu Lisans, makalenin uygun şekilde belirtilmesi, 
kullanımın ticari olmaması ve herhangi bir değişiklik veya uyarlama yapılmaması 
koşuluyla, herhangi bir ortamda kullanıma, dağıtılmasına ve çoğaltılmasına izin 
verir. Lisansın koşulları hakkında daha fazla bilgi için lütfen bakınız: https://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/.  Bu lisans altında yayımlanan 
materyalin ticari amaçlı kullanım (satış vb.) durumunda telif hakkı sahibi ve 
yazar haklarının korunması için izin gereklidir. İçerik bilimsel yayınlarda ve 
sunumlarda referans olarak kullanılabilir. Bu koşullar dışında, makalelerin 
yeniden kullanımına ilişkin izinler THDBD Editörlüğü’nden alınmalıdır.

IV) AÇIK ERİŞİM POLİTİKASI

Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi açık erişim politikasını benimsemiştir. 
Açık erişim politikası Budapeşte Açık Erişim Girişimi (BOAI) kuralları esas alınarak 
uygulanmaktadır. BOAI’ye göre Açık Erişim, “Hakem değerlendirmesinden 
geçmiş bilimsel makalelerin, internet aracılığıyla; finansal, yasal ve teknik 
engeller olmaksızın, serbestçe erişilebilir, okunabilir, indirilebilir, kopyalanabilir, 
dağıtılabilir, basılabilir, taranabilir, tam metinlere bağlantı verilebilir, 
dizinlenebilir, yazılıma veri olarak aktarılabilir ve her türlü yasal amaç için 
kullanılabilir olması”dır.	 https://www.budapestopenaccessinitiative.org/
boai-10-translations/turkish-translation

Dergide yayınlanan bilimsel yazılara, Creative	Commons	Alıntı-GayriTicari-
Türetilemez	 4.0	 Uluslararası	 Lisansı çerçevesinde ücretsiz erişilebilir. 
Dergimiz, hakem değerlendirmesinden geçmiş bilimsel literatürün, herkese 

serbestçe ulaşılabilir kılınması, daha geniş bir küresel bilgi alışverişini 
desteklemesi ilkesine dayanarak içeriğine anında açık erişim sağlar. Türk 
Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi’nde yayımlanan tüm makaleler Açık Erişim 
talimatlarına uygundur.

Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi yayımladığı makaleleri tüm dünyada 
serbestçe çevrimiçi erişilebilir kılmak için makalelere anında açık erişim 
sağlamaktadır. Makalelere erişim için abone olunmasında gerek yoktur. Dergi 
kullanıcısı olmadan da sistemdeki tüm makaleler ulaşılıp okunabilmektedir. 
Makale gönderme, değerlendirme ve yayımlama ücreti alınmamaktadır.

V) ÜCRET POLİTİKASI

Makale gönderilmesi, değerlendirilmesi ve yayımlanması için ücret	alınmaz.

VI) ETİK KURALLAR

Araştırma ve yayın etiği kurallarına uymak yazarların sorumluluğundadır. 
Yazarlar Helsinki	Bildirgesi’nde ana hatları çizilen ilkeleri izlemelidir. Yazarlar, 
bu tür bir çalışma söz konusu olduğunda, uluslararası alanda kabul edilen 
kılavuzlara ve yürürlükte olan tüm mevzuatta belirtilen hükümlere uymalıdır.

Etik kurul izni gerektiren tüm araştırmalar için Etik Kurul Onayı alınmış olmalı, 
belgelendirilmeli; kurul adı, tarih ve sayısı “Gereç ve Yöntem” bölümünde 
belirtilmelidir.

Klinik araştırmalarda, çalışmaya katılanlardan bilgilendirilmiş olur alındığının 
gereç ve yöntem bölümünde belirtilmesi gerekmektedir. Gönüllü ya da 
hastalara uygulanacak prosedürlerin özelliği tümüyle anlatıldıktan sonra 
kendilerinin bilgilendirilip onaylarının alındığını gösterir beyan “Gereç ve 
Yöntem” kısmında bulunmalıdır. Olgu sunumlarında ve araştırma makalelerinde 
hasta kimliğini içeren herhangi bir doküman kullanılmamalıdır. Hasta kimliğini 
ortaya çıkaracak bilgiler (fotoğraf vs.) kullanıldığında hastanın yazılı onayı 
gönderilmelidir.

Hayvanlar üzerinde yapılan çalışmalar için de gereken izinler alınmalı; yazıda 
deneklere ağrı, acı ve rahatsızlık verilmemesi için neler yapıldığı açık bir şekilde 
belirtilmelidir. Hayvan deneylerinde, çalışma “Laboratuar Hayvanlarının Bakım 
ve Kullanımı Kılavuzunda” (www.nap.edu/catalog/5140.html) belirtilen etik 
düzenlemelere göre yapılmalıdır ve yazarlar etik kurul onayı alındığını ve 
etik kurul tarih ve sayısını “Gereç ve Yöntem” kısmında beyan etmelidirler. 
Deneysel ve klinik ilaç çalışmalarında Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı 
düzenlemelerine uygun olarak yapıldığı ve etik kurul onayı alındığı metin içinde 
belirtilmelidir.

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

VII) YAZI DİLİ

Dergimizin yazı dilleri Türkçe ve İngilizcedir. Dili Türkçe olan yazılar İngilizce 
“abstract” ile, dili İngilizce olan yazılar da Türkçe özetleri ile yer alırlar. 
Özet ve “Abstract” bölümleri bire bir çevirileri şeklinde yer almalıdır. Yazının 
hazırlanması sırasında, Türkçe kelimeler için Türk Dil Kurumundan (www.tdk.
gov.tr), teknik terimler için Türk Tıp Terminolojisinden (www.tipterimleri.com) 
yararlanılması önerilir. Dili İngilizce olan yazıların mutlaka yazım ve dilbilgisi 
açısından yeterliliklerinin kontrol edilmiş olması gereklidir. Dil açısından 
yetersiz görülen yazılar değerlendirmeye alınmazlar.. 

VIII) YAZIM KURALLARI

Dergide yayımlanmak üzere gönderilen yazılar, Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji 
Dergisi yazım kurallarına göre hazırlanmalıdır.

Başvurular www.turkhijyen.org adresinden “Çevrimiçi	Makale	Gönder,	Takip	
Et,	Değerlendir” programı aracılığıyla on line olarak yapılmaktadır.

   Yayımlanmak üzere gönderilecek yazılar;

* Bilimsel düzeyi yüksek, orijinal ve kaynak gösterilebilecek özellikte olmalıdır.

* Bilgiler ve kaynaklar son 5 (beş) yıla ait güncel verileri içermelidir.

1. “Telif Hakkı Devir Formu” tüm yazarlarca imzalanarak onaylandıktan sonra 
dergimizin makale kabul sistemine yüklenmelidir. 

2. Makale başlığı, İngilizce başlık, kısa başlık, yazar ad(ları), yazar(lar)ın 
çalıştığı kurum(lar) ve birim(ler), yazışma işini üstlenen yazarın açık adresi, 
telefon numaraları (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir.

a. Yazının başlığı kısa olmalı ve küçük harfle yazılmalıdır.

b. Sayfa başlarına konan kısa başlık 40 karakteri geçmemelidir.

c. Çalışma bilimsel bir kuruluş ve/veya fon ile desteklenmişse dipnot veya   
teşekkür bölümünde mutlaka yazılmalıdır. Herhangi bir ticari ürün ve/veya 
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şirketle bir ilişki yoksa, başvuru yazısında belirtilmelidir.

d. Makale, kongre/sempozyumda sunulmuşsa sunum türü ile birlikte dipnot 
şeklinde mutlaka belirtilmelidir. 

3. Yazılardaki terimler mümkün olduğunca Türkçe ve Latince olmalı, dilimize 
yerleşmiş kelimelere yer verilmeli ve Türk	 Dil	 Kurumu’nun güncel sözlüğü 
kullanılmalıdır. Yazıların dili açık ve anlaşılır olmalı, imlâ ve yazım hataları 
olmamasına özen gösterilmelidir.

4. Metin içinde geçen mikroorganizma isimleri ilk kullanıldığında tam 
ve açık yazılmalı, daha sonraki kullanımlarda kısaltılarak verilmelidir. 
Mikroorganizmaların orijinal Latince isimleri italik yazılmalıdır: Örneğin; 
Pseudomonas aeruginosa, P. Aeruginosa gibi. Yazıda sadece cins adı geçen 
cümlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerleşmiş cins adları Türkçe 
olarak yazılabilir. Antibiyotik isimleri dil bütünlüğü açısından okunduğu gibi 
yazılmalı; uluslararası standartlara uygun olarak kısaltılmalıdır.

5. Metin içerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri Uluslararası	 Birimler	
Sistemi (SI)’ne göre verilmelidir.

6. Yazılar bir zorunluluk olmadıkça “geçmiş zaman edilgen” kip ile yazılmalıdır.

7. Metnin tamamı 12 punto Times New Roman karakteri ile çift aralıkla yazılmalı 
ve sayfa kenarlarından 2.5 cm boşluk bırakılmalıdır.

8. Araştırma	yazıları;

Türkçe Özet, İngilizce Özet, Giriş, Gereç ve Yöntem, Bulgular, Tartışma, 
Teşekkür (varsa) ve Kaynaklar bölümlerinden oluşmalıdır. Bu bölüm başlıkları 
sola yaslanacak şekilde büyük harflerle kalın yazılmalıdır. İngilizce makalelerde 
de Türkçe başlık, kısa başlık ve özet bulunmalıdır.

Dergimizin ve makalenizin olabildiğince fazla atıf alabilmesi için özetler son 
derece kapsamlı hazırlanmalı; gramer, imlâ ve yazım hataları barındırmamalıdır.

a) Türkçe	 Özet: Amaç, Yöntem, Bulgular ve Sonuç, alt başlıklarından 
oluşmalıdır (yapılandırılmış özet) ve	 en	 az	 250,	 en	 fazla	 400	 sözcük	
içermelidir.

b) İngilizce	 Özet	 (Abstract): Türkçe Özet bölümünde belirtilenleri birebir 
karşılayacak şekilde “Objective, Method, Results, Conclusion” olarak 
yapılandırılmalıdır.

c) Anahtar	Sözcükler: 3-8 arasında olmalı ve Index	Medicus	Medical	Subject	
Headings	 -	 (MeSH)’de yer alan sözcükler kullanılmalıdır. Türkçe anahtar 
sözcüklerinizi oluşturmak için http://www.bilimterimleri.com/ adresini 
kullanınız.

d) Giriş: Araştırmanın amacı ve gerekçesi güncel literatür bilgisi ile 
desteklenerek iki sayfayı aşmayacak şekilde sunulmalıdır.

e) Gereç	 ve	 Yöntem: Araştırmanın gerçekleştirildiği kurum/kuruluş ve 
tarih belirtilmeli, araştırmada kullanılan araç, gereç ve yöntem sunulmalı; 
istatistiksel yöntemler açıkça belirtilmelidir.

f) Bulgular:	Sadece araştırmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

g) Tartışma: Araştırmanın sonunda elde edilen bulgular, diğer araştırıcıların 
bulgularıyla karşılaştırılmalıdır. Araştırıcı, kendi yorumlarını bu bölümde 
aktarmalıdır.

h) Teşekkür: Ana metnin sonunda kaynaklardan hemen önce yer almalıdır. 
Teşekkür bölümünde çalışmaya destek veren kişi, kurum/kuruluşlar yer 
almalıdır.

i) Kaynaklar: Yazarlar kaynakların eksiksiz ve doğru yazılmasından sorumludur. 
Kaynaklar, metnin içinde geçiş sırasına göre numaralandırılmalıdır. Numaralar, 
parantez içinde cümle sonlarında verilmelidir. Kaynakların yazılımı ile ilgili 
aşağıda örnekler verilmiştir. Daha detaylı bilgi için “Uniform Requirements for 
Manuscripts submitted to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997; 277: 
927-934) (http://www.nejm.org/) bakılmalıdır.

Makalenizin Kaynaklar bölümünde Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisinde 
yayımlanmış makalelere atıf yapılmasına özen gösterilmelidir.

-	Süreli	yayın: Yazar(lar)ın Soyadı Adının baş harf(ler)i (altı veya daha az yazar 
varsa hepsi yazılmalıdır; yazar sayısı yedi veya daha çoksa yalnız ilk altısını 
yazıp “et al.” veya “ve ark.” eklenmelidir). Makalenin başlığı, Derginin Index 
Medicus’a uygun kısaltılmış ismi, Yıl; Cilt (Sayı): İlk ve son sayfa numarası.

-	Standart	dergi	makalesi	 için	örnek: Demirci M, Ünlü M, Şahin Ü. A case 
of hydatid lung cyst diagnosed by kinyoun staining of bronco-alveolar fluid. 
Turkiye Parazitol Derg, 2001; 25 (3): 234-5.

-	 Yazarı	 verilmemiş	 makale	 için	 örnek: Anonymous. Coffee drinking and 
cancer of the panceras (Editorial). Br Med J, 1981; 283:628.

-	 Dergi	 eki	 için	 örnek: 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)ın soyadı adının baş harf(ler)i. Kitabın adı. Kaçıncı baskı 
olduğu. Basım yeri: Yayınevi, Basım yılı.

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

-	Kitap	bölümü: Bölüm yazar(lar)ın soyadı adının başharf(ler)i. Bölüm başlığı. 
In: Editör(ler)in soyadı adının başharf(ler)i ed/eds. Kitabın adı. Kaçıncı baskı 
olduğu. Basım yeri: Yayınevi, Basım yılı: Bölümün ilk ve son sayfa numarası.

-	 Örnek: 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: Eğer doğrudan “web” adresi referans olarak kullanılacaksa 
adres ile birlikte parantez içinde bilgiye ulaşılan tarih de belirtilmelidir. Web 
erişimli makalelerin referans olarak metin içinde verilmesi gerektiğinde DOI 
(Digital Object Identifier) numarası verilmesi şarttır.

-	 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 Ö. Labirent savakların hidrolik karakteristiklerinin deneysel olarak 
incelenmesi. Yüksek Lisans Tezi, Fırat Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü, 2005.

GenBank/DNA dizi analizi: Gen kalıtım numaraları ve DNA dizileri makale içinde 
kaynak olarak gösterilmelidir. Konuyla ilgili ayrıntılı bilgi için “National Library 
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)” 
bölümüne bakınız.

-	 Şekil	 ve	 Tablolar: Her tablo veya şekil ayrı bir sayfaya basılmalı, alt ve 
üst çizgiler ve gerektiğinde ara sütun çizgileri içermelidir. Tablolar, “Tablo 
1.” şeklinde numaralandırılmalı ve tablo başlığı tablo üst çizgisinin üstüne 
yazılmalıdır. Açıklayıcı bilgiye başlıkta değil dipnotta yer verilmeli, uygun 
simgeler (*,+,++, v.b.) kullanılmalıdır. Fotoğraflar “jpeg” formatında ve en az 
300 dpi olmalıdır. Baskı kalitesinin artırılması için gerekli olduğu durumlarda 
fotoğrafların orijinal halleri talep edilebilir.  

9. Araştırma	Makalesi türü yazılar için kaynak sayısı en	fazla	40 olmalıdır.

10. Derleme türü yazılarda tercihen yazar sayısı ikiden fazla olmamalıdır. 
Yazar(lar) daha önce bu konuda çalışma ve yayın yapmış olmalı; bu 
deneyimlerini derleme yazısında tartışmalı ve kaynak olarak göstermelidir. 
Derlemelerde Türkçe ve İngilizce olarak başlık, özet (en	az	250,	en	fazla	400	
sözcük	 içermelidir) ve anahtar sözcükler bulunmalıdır. Derleme türü yazılar 
için kaynak sayısı en	fazla	60 olmalıdır.

11. Olgu	 sunumlarında metin yedi sayfayı aşmamalıdır. Türkçe ve İngilizce 
olarak başlık, özet ve anahtar sözcükler ayrıca giriş, olgu ve tartışma bölümleri 
bulunmalıdır. Olgu sunumu türü yazılar için kaynak sayısı en	fazla	20 olmalıdır.

12. Editöre	Mektup: Daha önce yayımlanmış yazılara eleştiri getirmek, katkıda 
bulunmak ya da bilim haberi niteliği taşıyacak bilgilerin iletilmesi amacıyla 
yazılan yazılar, Yayın Kurulu’nun inceleme ve değerlendirmesinin ardından 
yayınlanır. Editöre Mektup bir sayfayı aşmamalı ve kaynak sayısı en	fazla	10 
olmalıdır.

13. Teknik	 Rapor türü yazılar ilgili alanda önemli katkısı olabilecek bilgileri 
içermelidir. Teknik raporlarda Türkçe ve İngilizce başlık, tek paragraf olacak 
şekilde Türkçe ve İngilizce özet, Türkçe ve İngilizce olmak üzere anahtar 
kelimeler yer almalıdır. Kaynak sayısı en	fazla	10 olmalıdır.

14. Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.

15. Yazarlar teslim ettikleri yazının bir kopyasını saklamalıdır.

TÜRK	HİJYEN	VE	DENEYSEL	BİYOLOJİ	DERGİSİ	YAYIN	İLKELERİ	VE	YAZIM	KURALLARI
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TURKISH	BULLETIN	OF	HYGIENE	AND	EXPERIMENTAL	BIOLOGY	PUBLISHING	POLICIES	AND	WRITING	RULES
I) AIM and SCOPE

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

Goal of the our journal is to publish clinical and experimental research articles 
which are scientifically qualified and will provide a new contribution to the 
literature.

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

II) PUBLISHING POLICY

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

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

The authors have the all the scientific and legal responsibilities of the articles.

The authors must fully obey the ethics of research and publication.

III) COPYRIGHT and LICENSING

The authors are responsible for the scientific and ethical liability of the 
manuscripts. Authors are responsible for the contents of the manuscript and 
the references. The data, opinions and statements of published articles are 
authors’ responsibility, and the Editors, Editorial Board and Republic of Turkey 
Ministry of Health General Directorate of Public Health deny any responsibility 
on these subjects. Copyright fee is not paid to the authors.

The authors agree to transfer the copyright to The Turkish Bulletin of Hygiene 
and Experimental Biology if the article is accepted for publication. However, 
the authors retain the following rights:

-Registered rights rather than copyrights such as patent etc. 

-The right to use it no charge in all educational activities except for publication 
in journals or books.

-The right to multiply manuscript provided that it is not commercial.

By signing the Copyright Transfer Form, authors agree that the article, if 
accepted for publication by The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental 
Biology, will be licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial-
NoDerivatives 4.0 International (CC BY-NC-ND 4.0). 

All articles published by The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental 
Biology are subject to the Creative Commons Attribution-NonCommercial-
NoDerivatives 4.0 International License (CC BY-NC-ND 4.0). This License 
permits use, distribution, and reproduction in any platform, provided that the 
article is properly cited, the usage is noncommercial, and no modifications 
or adaptations are made. For more information on the conditions of the 
license please look at: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/  
Permission is required for the protection of copyright holder and author rights 
in the case of commercial use (sales etc.) of material published under this 
license. The content can be used as a reference in scientific publications and 
presentations. Except these conditions, permissions for re-use of manuscripts 
should be obtained from TBHEB editorial office.

IV) OPEN ACCESS POLICY

The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology has adopted 
open access policy. Open Access Policy is based on rules of Budapest Open 
Access Initiative (BOAI). According to BOAI, Open Access states, “Scientific 
articles that have been evaluated by the referee, via the Internet; be 
freely accessible, readable, downloadable, copied, distributed, printed, 
scanned, linked to full texts, indexed, transmitted as data and used for any 
legal purpose, without financial, legal and technical barriers. https://www.
budapestopenaccessinitiative.org/read 

Scientific articles published in the journal are freely available under the 
Creative Commons 4.0 International License (CC BY-NC-ND 4.0). Our Journal, 
provides immediate open access to its peer-reviewed scientific literature on 

the principle of making it freely available to the everyone and supporting 
a greater global exchange of knowledge. Published articles in The Turkish 
Bulletin of Hygiene and Experimental Biology are fully comply with Open 
Access instructions.

The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology instant open access 
to the articles is provided to make the articles published in journals freely 
available online all over the world. There is no need to subscribe to access 
articles. All articles in the system can be accessed and read without being a 
journal user. There is no fee for article submission, evaluation and publishing. 

V) PRICE POLICY

Article submission, evaluation and publication are free.

VI) ETHICAL RULES

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

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

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

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

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

VII) LANGUAGE of the JOURNAL

The official languages of the our Journal are Turkish and English. The 
manuscripts written in Turkish have also abstracts in English, and the articles in 
English have also abstracts in Turkish. The Turkish and English abstracts should 
be literal translations of each other.  When preparing manuscripts, the Turkish 
Language Institution (www.tdk.gov.tr) is advised for consulting Turkish words 
and Turkish Medical Terminology (www.tipterimleri.com) for technical terms. 
Manuscripts in English must absolutely be checked for spelling and grammar. 
Manuscripts considered insufficient in language will not be considered for 
evaluation.

VIII) WRITING RULES

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

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

Articles to be submitted for publication;

* Should have a high scientific level, be original and suitable for reference.
* Information and references should contain up-to-date data for the last 5 
(five) years.
1. The “Copyright Transfer Form” (Copyright Release Form) after being signed 
by all authors should be uploaded using the article accepting system of the 
journal.

2. The title of article, Turkish title, short title, author name(s), names 
of institutions and the departments of the author(s), full address of the 
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WRITING	RULES	OF	TURKISH	BULLETIN	OF	HYGIENE	AND	EXPERIMENTAL	BIOLOGY
corresponding author, telephone numbers (landline and mobile), e-mail 
address should be given.

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

b. The short title should not exceed 40 characters.

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

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

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

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

5. Symbols of the units mentioned in the text should be according to “The 
Système 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. Research	Articles;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

- Periodicals: Author(s) Last Name initial(s) name of author(s) (if there are six 

or fewer authors, all authors should be written; if the number of authors are 
seven or more, only the first six of the authors should be written and the rest as 
“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, Unlü M, Sahin U. A case 
of hydatid cyst diagnosed by kinyoun staining of lung bronco-alveolar fluid. 
Türkiye Parazitol Derg, 2001; 25 (3): 234-5.

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

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

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

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

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

- Web	address: If a “web” address is used as the reference address, the web 
address date should be given in brackets with the address. The DOI (Digital 
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Synergistic	antibacterial	effect	of	ciprofloxacin	and	green	tea	
extract	on	methicillin-resistant	Staphylococcus aureus	(MRSA)	

strains	isolated	from	clinical	cases

Klinik	vakalardan	izole	edilen	metisilin	dirençli	Staphylococcus aureus	
(MRSA)	suşlarına	siprofloksasin	ve	yeşil	çay	ekstraktının	sinerjik	

antibakteriyel	etkisinin	araştırılması

Yalçın	DİCLE1	(ID),	Halil	YAZGI2	(ID),	Mehmet	Veysel	COŞKUN3	(ID),	Zeynal	TOPALCENGİZ4	(ID)

ÖZET	

Amaç: Bu çalışmanın amacı, siprofloksasin 

ve yeşil çay ekstraktı kombinasyonunun çeşitli 

klinik örneklerden izole edilen metisiline dirençli 

Staphylococcus aureus (MRSA) suşlarına karşı sinerjik 

etkisinin araştırılmasıdır.

Yöntem: Farklı klinik örneklerden izole edilen 

muhtemel 90 adet MRSA suşu biyokimyasal testlerden 

sonra otomatize bakteri tanımlama sistemiyle tür 

düzeyinde tanımlanmıştır. İzolatların siprofloksasine 

karşı dirençleri disk difüzyon testi kullanılarak 

belirlenmiştir. Siprofloksasine karşı dirençli bulunan 

54 MRSA izolatının yeşil çay ekstraktı ve siprofloksasin 

için minimum inhibisyon konsantrasyon (MİK) değerleri 

mikrodilüsyon yöntemiyle tespit edilmiş ve izolatlara 

karşı yeşil çay + siprofloksasin kombinasyonun sinerjik 

etkisi dama tahtası yöntemi ile hesaplanan fraksiyonel 

inhibisyon konsantrasyon değerleri kullanılarak 

hesaplanmıştır. 

Bulgular: MRSA izolatlarının %54,4’ü yara, %30’u 

kan ve %15,6’sı idrar olmak üzere üç farklı klinik örnek 

türünden izole edilmiştir. MRSA izolatlarının yeşil çay 

ekstraktı, siprofloksasin ve farklı kombinasyonlarının 

ABSTRACT

Objective:	The aim of this study was to investigate 

the synergistic effect of ciprofloxacin and green tea 

extract combinations against methicillin resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from 

various clinical registries.

Methods:	 Presumptive 90 MRSA strains isolated 

from various clinical specimens were identified by 

the biochemical tests followed by an automated 

bacterial recognition system. Resistance of isolates to 

ciprofloxacin was determined using a disk diffusion test. 

Minimum inhibitory concentration (MIC) values of green 

tea extract and ciprofloxacin were determined for 54 

MRSA isolates resistant to ciprofloxacin by microdilution 

method. Subsequently, the synergistic effect of the 

green tea + ciprofloxacin combinations against the 

isolates were determined by the checkboard dilution 

method to calculate fractional inhibitory concentration 

values.

Results:	 MRSA strains were isolated from three 

clinical sample types including wounds (54.4%), blood 

(30%) and urine (15.6%). MIC values of green tea extract, 

ciprofloxacin and their tested combinations ranged 
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INTRODUCTION

MRSA has been found with high prevalence in 

hospitals and intensive care units since the first isolate 

was recovered in the early 1960s in Denmark (1). 

Community-acquired MRSA isolates were also started 

to be reported towards the end of the twentieth 

century (2, 3).  MRSA isolates have been identified 

even in countries where the use of antibiotics is not 

common, suggesting that this form of resistance 

have existed in staphylococci for a long time (4). 

When MRSA bacteria are isolated due to nosocomial 

infection, both the difficulties in the eradication 

of disease factors and the resistance of strains to 

antibiotics lead to serious therapeutic problems and 

high care costs (5, 6).

Antibiotics are the gold standard for treatment 

of MRSA infections. However, long-term antibiotic 

treatments can cause numerous side effects and 

bacterial resistance. Ciprofloxacin is a broad-

spectrum synthetic antibiotic (chemotherapeutic 

agent) of the fluoroquinolone class used orally or 

intravenously in the clinical treatment of severe and 

life-threatening infections. Ciprofloxacin interferes 

with DNA replication by inhibiting DNA gyrase in 

both Gram-positive and Gram-negative bacteria (7). 

To avoid development of resistance, ciprofloxacin 

should be combined with a suitable antibiotic (8). 

For example, quinolones combined with rifampicin 

helps eradicate MRSA strains completely (9). 

Therefore, researchers seek alternative treatments 

to conventional antibiotic therapy.

Antimicrobial effects of some herbal extracts on 

MRSA have been reported previously (10, 11). Green 

tea (Camellia sinensis) leaves are known for their 

antibacterial activity against various pathogens, 

including MRSA (12, 13). Research also focuses on the 

synergistic effect of antibiotics with plant extracts 

as green tea on numerous types of microorganisms 

(14-18). Green tea extracts combined with other 

antibiotics (chloramphenicol, gentamicin, methicillin, 

and nalidixic) have been resulted in a synergistic 

effect on enteropathogenic bacteria with in vitro 

assays (18). Any in vitro susceptibility procedure 

designed to understand the antibacterial activity 

of combined antibiotics is referred to as synergy 

ANTIMICROBIAL	EFFECT	OF	GREEN-TEA	ON	MRSA

MIK değerleri 8–256 µg/ml arasında belirlenmiştir. Yeşil 

çay ekstraktının siprofloksasin üzerine sinerjik etkisi, 

kombinasyonunun franksiyonel inhibitör konsantrasyonu 

indeksi değerlerine göre 54 MRSA izolatında için 18 suş 

(%33,3) için etkisiz, 17 suş (%31,5) için aditif, 19 suş 

(%35,2) için sinerjik etki olarak saptanmıştır. 

Sonuç: Bu çalışma sonucunda göre yeşil çay ekstraktı 

ve siprofloksasin kombinasyonunun klinik örneklerden 

izole edilen MRSA suşları üzerinde sinerjik antibakteriyel 

etkisi olduğu görülmüştür.

Anahtar	 Kelimeler: Dama tahtası duyarlılık 

yöntemi, MRSA, sinerjik etki, siprofloksasin, yeşil çay,  

Camellia sinensis

between 8 and 256 µg/ml. The synergetic effect of 

green tea extract on ciprofloxacin for 54 MRSA isolates 

were determined as ineffective for 18 (33.3%), aditive 

for 17 (31.5%), and synergic for 19 (35.2%) strains based 

on fractional inhibitory concentration values. 

Conclusion:	 The results of this study showed that 

green tea extract and ciprofloxacin had a synergetic 

antibacterial effect on MRSA strains isolated from 

various clinical specimens. 

Key	Words:	Checkerboard dilution method, MRSA, 

synergistic effect, ciprofloxacin, green tea, Camellia 

sinensis
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testing. Two-dimensional dilution (checkerboard, 

checkerboard dilution method), time-kill kinetic 

assays, and Epsilometer test (E-test) are some of 

common methodologies used in synergy testing (19, 

20). The aim of this study was to determine the in-

vitro synergistic effect of ciprofloxacin + green tea 

extract on MRSA strains isolated from the clinical 

samples of patients in different units of the hospital.

MATERIAL	and	METHOD

Identification	of	Bacterial	Isolates

Strains were isolated from clinical samples 

(wounds, blood, and urine) obtained from clinics 

of different hospitals between 01 January 2010 and 

12 December 2014. This study was approved by 

the Atatürk University Faculty of Medicine Clinical 

Research Ethics Committee at 08 December 2016 with 

meeting number 7 and decision number 10. Isolation 

was conducted at the research and application center 

medical bacteriology laboratory of the microbiology 

department of the faculty of medicine at Atatürk 

University. Stock MRSA strains (-80 °C) were cultured 

on nutrient agar (Merck, Germany) and incubated 

at 35 ± 2 °C for activation. A series of preliminary 

identification tests (Gram staining, motility, oxidase, 

catalase, and coagulase) were conducted on the 

activated cultures. Cefoxitin-resistant isolates were 

also evaluated for further identification. These 

isolates were identified at the species level using an 

automated bacterial identification system (VITEK 2®, 

BioMérieux, USA). The identified MRSA isolates were 

kept at -80 ºC until study in a nutrient broth medium 

(Merck, Germany) containing 16% glycerol. S. aureus 

(ATCC 43300) was used as control. 

Determination	 of	 Ciprofloxacin	 Resistance	 of	
Isolates

Resistance to ciprofloxacin was determined using 

Kirby-Bauer disk diffusion test. For activation, frozen 

isolates were streaked on 5% sheep blood agar (Merck, 

Germany)  and incubated overnight at 35 ± 2 °C. After 

incubation, one colony was suspended in a Nutrient 

Broth (Merck, Germany) with a 0.5 McFarland turbidity 

(108 CFU/ml). A lawn of bacteria was cultured on a 

Mueller Hinton Agar (MHA; Merck, Germany, 4-mm 

thickness) plate by spreading the suspension. 

Afterwards, ciprofloxacin (CIP, 0.5 µg; Oxoid, UK) 

disks were placed and incubated at 35 ± 2 °C for 18-24 

h. After incubation, disk diffusion susceptibility was 

interpreted based on zone diameters (mm) according 

to the CLSI M100-S24 breakpoint guidelines. Disk 

diffusion susceptibility was considered as sensitive 

(≥ 21 mm), moderately sensitive (16-20 mm), and 

resistant (≤ 15 mm). Fifty-four ciprofloxacin-resistant 

MRSA strains were included in the study for minimum 

inhibitory concentration values of ciprofloxacin, 

green tea extracts and ciprofloxacin + green tea 

extract synergy testing. 

Preparation	of	Green	Tea	Extract

In-season, green tea with 2.5 leaves was collected 

in Rize and dried at room temperature in a sun-free 

environment. A 100 gram of powdered green tea was 

then extracted using a Soxhlet extractor (Sigma-

Aldrich, 322415) in a liter of methanol for 72 h at 

a temperature below the boiling point. The extracts 

were filtered through Whatman filter No.1 (Dassel, 

Germany) and then concentrated using a rotary 

evaporator under vacuum at 40 °C. The extract was 

lyophilized and kept at + 4 °C until testing. 

Determination	 of	 MIC	 Values	 of	 Ciprofloxacin-
Resistant	Isolates

A ciprofloxacin (Sigma Aldrich, USA) stock 

solution with a final concentration of 1024 µg/

ml was prepared using sterile distilled water as 

recommended by CLSI. Green tea stock solution with 

a final concentration of 1024 µg/ml was prepared 

using saline (physiological serum) of tea extract 

previously dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO; 

Sigma Aldrich, USA). A cation-adjusted (containing 

20-25 mg/l Ca++ and 10-12.5 mg/l Mg++) Mueller 

Hinton Broth (CAMHB; Merck, Germany) medium 

was prepared for liquid microdilution (21). 100 µl 
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of CAMHB medium was placed to sterile 96 well 

round bottom (U-base) plates. 100 µl of the solution 

with the initial concentration of the test antibiotic 

(1024 µg/ml) was placed in the first wells. Two-

fold ciprofloxacin concentrations were prepared 

for testing (dilution range: 1-512 μg/ml). The last 

two wells on the plate were used for reproduction 

and broth control. Bacterial suspensions with 0.5 

McFarland turbidity were diluted 1:10 in CAMHB, 

and 10 μl of the final bacteria with an inoculum 

concentration of 5 × 105 CFU/ml was added to 

each well, including the reproduction control well. 

After 18-24 hours of incubation at 35 °C ± 2 °C, the 

minimum inhibitory concentration (MIC) values of 

the isolates were determined for ciprofloxacin and 

green tea extracts depending on the growth in the 

wells. 

Synergy	Testing	of	Ciprofloxacin-Resistant	Isolates
For 54 MRSA isolates, the synergistic effect of 

ciprofloxacin + green tea extracts (CIP + GTE) was 

determined using the checkerboard dilution method. 

A two-fold dilutions were performed in separate tubes 

for the stock green tea extract and ciprofloxacin 

solutions. Serially diluted tubes were prepared for 

ciprofloxacin and green tea extracts based on the 

MIC of each isolate. A separate 96 well round bottom 

(U-base) ELISA plate was then prepared for each MRSA 

isolate and test combination. Bacterial suspensions 

with 0.5 McFarland turbidity (1.5 x 108 CFU/ml) for 

the isolates were diluted 1:30 in CAMHB (5 x 106 

CFU/ml). For MIC testing, 10 μl of the suspensions 

was inoculated to all wells, except for the sterility 

control well. The green tea extract and ciprofloxacin 

solutions were mixed and added to the serial wells 

from the serial dilution tubes according to the 

checkerboard dilution method in order to prepare 50 

µl of solutions with desired concentrations. Dilution 

effect was also calculated. After the checkerboard 

panel was prepared, the lids of the ELISA plate were 

closed and incubated at 35 ± 2 °C for 16-20 h. The 

plates were monitored for reproduction and medium 

sterility control. 

Fractional	Inhibitory	Concentration	Index	(FIC)

FIC index was used (equation below) to determine 

the synergistic effect of the combinations (21). 

FIC indices of the 54 MRSA clinical isolates were 

calculated, and interaction effects were recorded as 

synergistic, additive, ineffective, and antagonistic.

A: Antibiotic in the combination

B: Green tea extract in the combination

  

Σ FIC index = FICA + FICB

Σ FIC index ≤ 0.5: synergistic, 

                  >0.5 and <1: additive, 

                 ≥1 and 4 ≤ : ineffective, 

                 >4: antagonistic. 

RESULTS

Fractional	Inhibitory	Concentration	Index	(FIC)

The MRSA (n = 90) isolates were mostly isolated 

from patients in internal medicine, orthopedics and 

traumatology and neurosurgery clinics. Table 1 shows 

the distribution of the MRSA isolates by clinics. The 

MRSA isolates were isolated from three types of 

clinical samples; wounds (54.4%), blood (30%), and 

urine (15.6%). According to the antibiogram results, 

54 MRSA isolates (60%) were ciprofloxacin-resistant, 

while the remainder were ciprofloxacin-susceptible.

MIC	Values	of	Ciprofloxacin-Resistant	Isolates

MIC values of the 54 MRSA isolates for ciprofloxacin 

resistance were determined by using disc diffusion 

and liquid microdilution methods, respectively. The 

MIC values of the MRSA isolates for ciprofloxacin were 

ANTIMICROBIAL	EFFECT	OF	GREEN-TEA	ON	MRSA
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256 µg/ml for 19 isolates, 128 µg/ml for 17 isolates, 

64 µg/ml for eight isolates, 32 µg/ml for two isolates, 

16 µg/ml for three isolates, and 8 µg/ml for five 

isolates (Figure 1). The ciprofloxacin-resistant MRSA 

isolates had a MIC value of 8 to 256 µg/ml. MIC50 

and MIC90 were 128 and 256 µg/ml, respectively. 

Methicillin-resistant S. aureus (ATCC 43300, standard 

strain) had a ciprofloxacin MIC value of 128 µg/ml 

similar to tested isolates.

The MIC values of the ciprofloxacin-resistant MRSA 

isolates against GTE were 256 µg/ml for two isolates, 

128 µg/ml for 10 isolates, 64 µg/ml for 27 isolates, 32 

µg/ml for 12 isolates, and 16 µg/ml for three isolates 

(Figure 1). The MIC values of the ciprofloxacin-

resistant MRSA isolates against GTE ranged from 16 to 

256 µg/ml. MIC50 and MIC90 were 64 and 128 µg/ml, 

respectively. The MIC value of the MRSA (ATCC 43300) 

against GTE was 64 µg/ml.

Table	1. Clinical distribution of MRSA isolates (n = 90)

Unit Number	of	Isolates 	%

Internal Medicine 14 15.6

Orthopedics and Traumatology 14 15.6

Neurosurgery 12 13.3

Pediatrics 11 12.2

Anesthesia and Reanimation 10 11.1

Infectious Diseases 6 6.7

General Surgery 6 6.7

Neurology 5 5.6

Urology 5 5.6

Thoracic Surgery 3 3.3

Cardiology 2 2.2

Otorhinolaryngology 1 1.1

Plastic and Reconstructive Surgery 1 1.1

Total 90 100

Figure	1. Minimum inhibitory concentrations of ciprofloxacin (■) and green tea extract (■) on isolated MRSA strains (n = 54)
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CIP	 +	 GTE	 Synergy	 Testing	 of	 Ciprofloxacin-
Resistant	Isolates

Figure 2 shows the MIC values of CIP + GTE 

combinations for the ciprofloxacin-resistant MRSA 

isolates (checkerboard dilution method). The MIC 

values of the ciprofloxacin-resistant MRSA isolates 

against ciprofloxacin and GTE combinations were 1 

to 4 µg/ml, 1 to 8 µg/ml, and 16 to 64 µg/ml for one 

isolate each, 2 to 8 µg/ml for five isolates, 4 to 6 µg/

ml for nine isolates, 8 to 32 µg/ml for 22 isolates, 32 

to 64 µg/ml for 13 isolates, and 64 to 128 µg/ml for 

two isolates (Figure 2). 

According to the FIC values, ciprofloxacin and 

green tea extract combinations had no effect on 18 

MRSA isolates (33.3%), an additive effect on MRSA 

isolates (31.5%), and a synergistic effect on 19 MRSA 

isolates (35.2%) (Table 2). According to the mean 

∑FIC value (0.74), green tea extract had an additive 

ciprofloxacin effect on the isolates.

Table	2. Antimicrobial effect of ciprofloxacin and green tea extract combination on MRSA strains based on calculated sum 
of fractional inhibitory concentration indices

Interaction Isolate	Number Total

Ineffective 4, 10, 11, 12, 16, 22, 26, 32, 33, 38, 65, 66, 69, 71, 73, 74, 75, 86 18 (33.3%)

Additive 1, 13, 14, 17, 19, 25, 29, 36, 39, 40, 41, 61, 67, 70, 77, 81, 84 17 (31.5%)

Synergistic 2, 6, 7, 8, 18, 27, 28, 35, 37, 42, 43, 58, 60, 68, 72, 80, 83, 87, 88 19 (35.2%)

Figure	2. Minimum inhibitory concentrations of ciprofloxacin (CIP) and green tea extract (GTE) combinations on isolated 
MRSA strains (n = 54)
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DISCUSSION	and	CONCLUSION

Ciprofloxacin has an antibacterial effect on some 

MRSA strains, however, resistance can be developed 

over time. MRSA strains isolated from some regions 

of Mexico had almost 100% ciprofloxacin-resistance 

(22, 23). Altoparlak et al. (24) reported a 48% 

ciprofloxacin-resistance of 83 MRSA strains isolated 

from the Eastern Anatolia region of Turkey. In 

this study, samples had a 60% of ciprofloxacin-

resistant MRSA isolates, indicating a clear increase 

in ciprofloxacin resistance. This may be because 

ciprofloxacin has a broad spectrum and is available 

both orally and intravenously.

Studies have focused on the antimicrobial activity 

of green tea extract alone or in combination with 

various antibiotics against MRSA isolates. Abaza et 

al. (25) isolated 81 MRSA strains from nasal carriers 

and investigated the antimicrobial activity of green 

tea extract with the disc diffusion method. Green tea 

extract was reported as strongly effective (55% with 

a zone diameter > 20mm) or moderately effective (45 

% with a zone diameter > 16-20mm) on the isolates. 

Mahmoud et al. (26) looked into the synergistic effect 

of green tea catechins + antibiotics on MRSA isolates. 

57 (83%) out of 90 MRSA isolates resulted in MIC values 

of 64 to 256 µg/ml for epigallocatechin-3-gallate 

(EGCG). Mahmoud et al. (26), therefore, concluded 

that ciprofloxacin and EGCG had a synergistic effect on 

MRSA isolates. Radji et al. (12) used the disk diffusion 

method and the broth microdilution (BMD) method to 

investigate the effect of green tea extract on an MRSA 

isolate and a methicillin-susceptible Staphylococcus 

aureus (MSSA) standard isolate. Two isolates showed 

similar green tea extract zone diameters and MIC 

values. In this study, the MIC values of the MRSA 

isolates were analyzed using BMD method, and MIC50, 

MIC90 were found to be 64 mg/ml and 128 mg/ml, 

respectively. Abascal and Yarnell (27) reported that 

green tea exposed potential benefits and synergistic 

effect in terms of antimicrobial activity against 

many pathogenic microorganisms, including MRSA 

when combined with β-lactam antibiotics. In this 

study, the synergistic effect of green tea extract and 

ciprofloxacin on MRSA isolates was tested by using the 

checkerboard dilution method. According to the MIC 

values, green tea extract had no synergistic effect on 

18 MRSA isolates (33.3%), whereas it had an additive 

effect on MRSA isolates (31.5%), and a synergistic 

effect on 19 MRSA isolates (35.2%). According to the 

mean ∑FIC value (0.74), green tea extract had an 

additive ciprofloxacin effect on the isolates.

Green tea has an anti-staphylococcal effect by 

inhibiting the PBP2 synthesis and beta lactamase 

release in anti-staphylococcal effect. Green tea can 

also be regarded as a new approach in the treatment 

of MRSA (28). Peng et al. (29) measured the amount of 

catechin in green tea using high-performance liquid 

chromatography (HPLC) to detect the development 

of resistance of catechin against β-lactam antibiotics 

in staphylococci. They focused on the antibacterial 

effect of combined with tea extract. They found 

that tea extract combined with tested antibiotics 

(ampicillin, cefazolin, and oxacillin) had a synergistic 

effect on MRSA with the exception of amoxicillin. In 

fact, amoxicillin, when combined with tea extract, 

had higher MIC values. Therefore, Peng et al. (29) 

recommended that patients who are on amoxicillin 

treatment not consume green tea. Research in 

general shows that green tea causes a decrease in 

the MIC values of beta lactam antibiotics in MRSA 

isolates. Cho et al. (30) observed that green tea 

polyphenols resulted in a reduction in the MIC value 

of oxacillin on MRSA isolates oxacillin. They analyzed 

the susceptibility of 13 strains of MRSA with green tea 

extract and oxacillin combination and found that the 

combination lowered MIC values at ratios between 

1/8 and 1/128. Polyphenols stimulated the expression 

of various proteins in the bacterium was concluded 

as reason for a synergistic effect on the bactericidal 

activity of oxacillin.

Many studies explain the reasons for the 

differences in synergy rates. For example, although 

the checkerboard dilution method may seem like 

Y.	DİCLE	et	al.
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a standard method, limit values for determining 

the interaction type after selecting the wells and 

calculating FIC values index differ. Most researchers 

in Turkey use the E-test because of its easy use (31).  

Few researchers using the checkerboard dilution 

method do not clearly explain which method is used 

to interpret the checkerboard plate despite limited 

values used for synergy identification. Synergistic 

activity rates depend not only on the existing methods 

but also on the isolates to be tested. Combinations 

of antibiotics with green tea extracts recommended 

by earlier in-vitro studies can be empirically used 

to treat S. aureus infections in patients with 

multiple drug resistance. However, isolates with high 

resistance or susceptibility to an antimicrobial agent 

may alter synergistic activity. Paramount importance 

of synergy testing is to determine the activity of a 

potential combination against strains isolated from 

a patient. In addition, in vitro studies do not always 

represent actual in vivo interactions. 

In conclusion, the results of present study 

indicated that ciprofloxacin is a common antibacterial 

agent used to treat infections caused by MRSA strains. 

Green tea has reportedly good antibacterial activity 

against numerous microorganisms with a synergistic 

effect in combination with antibiotics. Rates of 

resistance in MRSAs vary, and therefore, researchers 

focus on developing new treatment protocols, 

new antibiotics, and new combination therapies. 

Antimicrobial drug combinations are used to achieve 

a broad spectrum, to prevent the development 

of resistant isolates, to minimize toxicity, and to 

increase the synergistic effect between two drugs. 

Green tea extract alone and in combination with 

antibiotics (green tea extract + ciprofloxacin) has a 

synergetic effect in the treatment of MRSA infections 

and may also help to reduce potential ciprofloxacin-

related side effects. Further research should be 

performed on more strains and different antibiotic 

combinations for the treatment of MRSA infections.
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değerlendirilmesi

Evaluation	of	real-time	PCR	cycle	threshold	value,	clinical	and	
epidemiological	characteristics	of	SARS-CoV-2	positive	healthcare	workers
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ÖZET

Amaç:	 Sağlık çalışanları, yeni tip  koronavirüs 

hastalığı (COVID-19) pandemisi sürecinde SARS-CoV-

2’den en fazla etkilenen meslek grubudur. Sağlık 

çalışanlarının SARS-CoV-2 ile enfekte olması, diğer 

sağlık çalışanları, hastalar ve aileleri için enfeksiyon 

riski oluşturmaktadır. RT-qPCR yöntemi ile örnekteki 

viral yük ölçüsü döngü eşik değeri “cycle threshold 

(Ct)” olarak saptanmaktadır. RT-qPCR Ct değerinin, 

enfeksiyonun şiddeti ve bulaştırıcılığı ile ilişkili 

olabileceği bildirilmiştir. Bu çalışmada SARS-CoV-2 RT-

qPCR testi pozitif bulunan sağlık çalışanlarında sosyo-

demografik faktörler, COVID-19 semptomları ve Ct 

değeri arasındaki ilişkilerin incelenmesi amaçlanmıştır.

Yöntem: Çalışmaya SARS-CoV-2 RT-qPCR testi 

pozitif bulunan 300 sağlık çalışanı dahil edilmiştir. SARS-

CoV-2 RT-qPCR testi, nazofarengeal ve orofarengeal 

sürüntü örneklerinden Bio-speedy SARS-CoV-2 RT-

qPCR (Bioeksen, Türkiye) kiti ile yapılmıştır. Sağlık 

çalışanlarının RT-qPCR Ct değeri sonuçları düşük, orta 

ve yüksek olarak sınıflandırılarak viral yayılım riski ve 

sosyo-demografik özellikleri değerlendirilmiştir.

ABSTRACT

Objective:	 During the new coronavirus infectious 

disease (COVID-19) pandemic, healthcare workers are 

the occupational group most affected by SARS-CoV-2. 

Infection of healthcare workers with SARS-CoV-2 poses a 

potential risk of infection for other healthcare workers, 

patients and their families. The viral load measure in 

the sample is determined as the cycle threshold (Ct) 

with the RT-qPCR method. It has been reported that the 

RT-qPCR Ct value may be related to the severity and 

potential contagiousness of the infection. In this study, it 

was aimed to evaluate the relationships between socio-

demographic factors, COVID-19 symptoms and Ct value 

in SARS-CoV-2 RT-qPCR positive healthcare workers.

Methods: In this study, 300 healthcare workers with 

positive SARS-CoV-2 RT-qPCR test were included. SARS-

CoV-2 RT-qPCR test was performed from nasopharyngeal 

and oropharyngeal swab samples with Bio-speedy 

SARS-CoV-2 RT-qPCR (Bioeksen, Turkey) kit. The RT-

qPCR Ct value results of healthcare staff patients were 

classified as low, medium and high, socio-demographic 

characteristics and the risk of viral spread was evaluated.

Makale Dili “Türkçe”/Article Language “Turkish”  

DOI ID : 10.5505/TurkHijyen.2022.59913

https://orcid.org/0000-0002-4154-8596
https://orcid.org/0000-0003-3199-3132
https://orcid.org/0000-0003-2391-799X
https://orcid.org/0000-0002-0823-3680
https://orcid.org/0000-0002-8276-7701
https://orcid.org/0000-0002-1221-7907
https://dx.doi.org/10.5505/TurkHijyen.2022.59913


Turk Hij Den Biyol Derg 14

Cilt 79  Sayı 1  2022 SARS-COV-2	POZİTİF	SAĞLIK	ÇALIŞANLARININ	ÖZELLİKLERİ

Results: The rate of those who showed at least one 

symptom among the 300 health personnel  included 

in the study was 88.3% (n=265) and the most common 

symptoms were muscle-joint pain 39.7%, fatigue 33% 

and sore throat 30.7%. The median RT-qPCR Ct value 

was determined as 23.17(19.3-29.4) and Ct value was 

found to be low (<24.0) in 59% of healthcare personnel. 

In addition, the Ct value of the personnel working in the 

administrative units was found to be lower than those 

working in the COVID-19 polyclinic, service and intensive 

care unit (p=0.020). Those who had fever and at least 

one of the COVID-19 symptom (fever, cough, respiratory 

distress) group had a lower Ct value than those who did 

not (p=0.008, p=0.019, respectively). When the possible 

source of transmission was evaluated, it was determined 

that 22% of the health personnel were infected during 

patient care, 21% from other health personnel and 23.3% 

from non-hospital sources.

Conclusion: Our results have shown that most of 

the SARS-CoV-2 transmission seen in healthcare workers 

occurs within the hospital, but more viral load is 

exposed in out-of-hospital contacts. In addition, it has 

been observed that administrative personnel who do not 

have contact with patients can be a potential source 

of transmission. This situation has reaffirmed that 

Personal Protective Equipment (PPE) usage rules should 

be followed in order to reduce the risk of transmission 

in healthcare personnel and that personnel working 

outside the clinic should follow the mask and distance 

rules during their contact with their colleagues.It was 

determined that the Ct value was lower (higher viral 

load) in the presence of any of the symptoms of fever, 

cough, respiratory distress and fatigue in healthcare 

workers. In the presence of these symptoms, PCR testing 

of healthcare workers and taking necessary isolation 

measures until the test result is obtained will reduce 

the possibility of transmission.

Key	 Words: SARS-CoV-2, COVID-19, healthcare 

workers, viral load, cycle threshold (Ct)

Bulgular: Çalışmaya dahil edilen 300 sağlık 

çalışanında en az bir semptom gösterenlerin oranı 

%88,3 (n=265)’tür ve en sık görülen semptomlar kas-

eklem ağrısı %39,7, halsizlik %33 ve boğaz ağrısı 

%30,7 olarak saptanmıştır. RT-qPCR Ct değeri medyanı 

23,17 (19,3-29,4) olarak tespit edilmiştir ve sağlık 

çalışanlarının %59’unda Ct değeri düşük (<24,0) 

bulunmuştur. Ayrıca idari birimlerde çalışan personelin 

Ct değeri COVID-19 poliklinik, servis ve yoğun bakım 

ünitesinde çalışanlardan daha düşük bulunmuştur 

(p=0,020). Ateşi olanlar ve COVID-19 semptom (ateş, 

öksürük, solunum sıkıntısı) grubundan en az birine 

sahip olanların olmayanlara göre Ct değeri daha düşük 

saptanmıştır (sırasıyla p=0,008, p=0,019). Olası bulaş 

kaynağı değerlendirildiğinde; sağlık çalışanlarının 

%22’sine hasta bakımı sırasında, %21’ine diğer sağlık 

çalışanlarından ve %23,3’üne hastane dışı bir kaynaktan 

bulaştığı belirlenmiştir.

Sonuç: Elde ettiğimiz bulgular sağlık çalışanlarında 

görülen SARS-CoV-2 bulaşının büyük bir bölümünün 

hastane içerisinde gerçekleştiğini ancak hastane dışı 

temaslarda daha fazla viral yüke maruz kalındığını 

göstermiştir. Ayrıca hastalar ile fazla teması olmayan 

idari ve teknik personelin de potansiyel bulaş kaynağı 

olabileceği görülmüştür. Bu durum, sağlık personelinde 

bulaş riskini azaltmak için Kişisel Koruyucu Ekipman 

(KKE) kullanım kurallarına uyulması gerektiğini ve 

klinik dışında çalışan personelin de iş arkadaşlarıyla 

temasları sırasında maske ve mesafe kurallarına 

uyması gerektiğini yeniden ortaya koymuştur. Sağlık 

çalışanlarında ateş, öksürük, solunum sıkıntısı ve 

halsizlik belirtilerinden herhangi birisinin varlığında 

Ct değerinin daha düşük (viral yükün daha yüksek) 

olduğu belirlenmiştir. Bu belirtilerin varlığında sağlık 

çalışanlarına PCR testi yapılması ve test sonucu 

çıkıncaya kadar gerekli izolasyon önlemlerinin alınması 

bulaş olasılığını azaltacaktır.

Anahtar	 Kelimeler: SARS-CoV-2, COVID-19, sağlık 

çalışanları, viral yük, eşik değeri (Ct)
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GİRİŞ

Aralık 2019’da Çin’de ortaya çıkan ve bütün 

dünyaya yayılarak pandemiye neden olan koronavirüs 

enfeksiyon hastalığı-2019 (COVID-19)’un etkeni 

şiddetli akut solunum sendromu koronavirüs-2 (SARS-

CoV-2) virüsü pozitif polariteli, helikal kapsidli ve tek 

sarmallı bir RNA virüsüdür (1). SARS-CoV-2 ile enfekte 

hastalar COVID-19’u asemptomatik geçirebildiği gibi, 

hafif semptomatikten yoğun bakım tedavisi gerektiren 

ciddi enfeksiyona kadar değişen geniş bir prognoz 

aralığı göstermektedir (2). COVID-19 hastalığında 

ileri yaş, hipertansiyon, diyabet, kardiyovasküler 

hastalıklar, kronik böbrek yetmezliği, kronik akciğer 

hastalıkları, kanser ve obezite önemli risk faktörleri 

arasında sıralanmaktadır (3). 

Çin’de deniz ürünleri pazarından çıktığı düşünülen 

COVID-19 hastalığı için ilk risk altındaki meslek 

grubu bu pazarda çalışan kişiler olmuştur (4). Ancak 

COVID-19 pandemi sürecinde hastaların tanı, tedavi 

ve takibinde rol oynayan sağlık çalışanları SARS-CoV-

2’den en fazla etkilenen meslek grubu olmuştur (4,5). 

Dünya genelinde SARS-CoV-2 yayılımını önlemek ve 

hastalığa yakalanma riskini azaltmak için normal 

popülasyona izolasyon ve karantina önlemeleri 

uygulanırken sağlık personeli çalışmaya devam 

etmiştir (5). Bunun sonucunda COVID-19 vakalarının 

%14-35’inin sağlık çalışanlarında görüldüğü ve 

COVID-19 riskinin topluma göre 12 kat daha fazla 

olduğu raporlanmıştır (6,7). Ülkemizde, 140.000’in 

üzerinde sağlık çalışanının enfekte olduğu ve 391 

sağlık çalışanının hayatını kaybettiği bildirilmiştir 

(8). Sağlık çalışanlarının SARS-CoV-2 ile enfekte 

olması diğer sağlık çalışanları, hastalar ve aileleri 

için enfeksiyon riski oluşturmaktadır (9-11). Ancak 

sağlık çalışanlarında ev içi bulaş ya da nozokomiyal 

bulaş ile ilgili yapılan çalışma sayısı sınırlıdır (9,10,12-

14). SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tanı, tarama ve 

sürveyansında kullanılan standart yöntem ters 

transkripsiyonlu (RT) gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (qPCR)’dur (15). RT-qPCR yöntemi ile 

örnekteki viral yük ölçüsü döngü eşik değeri “cycle 

threshold (Ct)” olarak saptanır ve viral yük ile ters 

orantılıdır. Ct değeri ne kadar düşükse örnekteki 

viral RNA miktarı o kadar yüksektir (16). RT-qPCR Ct 

değerinin, enfeksiyonun şiddeti ve bulaştırıcılığı ile 

ilişkili olabileceği bildirilmiştir (17). Bu nedenle SARS-

CoV-2 pozitifliğinde Ct değerlerinin yorumlanması da 

önemlidir. SARS-CoV-2 pozitif sağlık çalışanlarında 

RT-qPCR Ct değeri sonuçlarının takip edilmesi viral 

yayılımının kontrolünde önemli parametrelerden 

biridir. Bu çalışmada, SARS-CoV-2 RT-qPCR testi 

pozitif bulunan sağlık çalışanlarında sosyo-demografik 

faktörler, COVID-19 semptomları ve Ct değeri 

arasındaki ilişkilerin incelenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Bu çalışma için T.C. Sağlık Bakanlığı Sağlık 

Hizmetleri Genel Müdürlüğü Bilimsel Çalışma 

Platformu’ndan izin alınmış (Tarih: 21.03.2021 ve 

Karar No: Gönül Aslan-2021-03-19T21_48_31) ve 

Mersin Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

onayı ile gerçekleştirilmiştir (Tarih:28.04.2021 ve 

Karar No: 2021/345).

Bu çalışmada, 14 Nisan 2020-31 Mart 2021 

tarihleri arasında Mersin Üniversitesi Hastanesi 

COVID-19 laboratuvarında SARS-CoV-2 RT-qPCR 

testi pozitif bulunan 378 sağlık çalışanının verileri 

değerlendirilmiştir.  Klinik bilgilerine ulaşılamayan 

(72 kişi) ve tekrarlayan sonuçlar (6 kişi) dışlanarak, 

çalışma 300 sağlık çalışanının verileriyle 

gerçekleştirilmiştir. SARS-CoV-2 PCR test sonuçları 

hastane bilgi sisteminden elde edilmiştir. Sağlık 

çalışanlarının sosyo-demografik özellikleri (yaş, 

cinsiyet, medeni durum, kronik hastalık varlığı, 

sigara içme, evde yaşadığı kişi sayısı), mesleği, 

hastalandıkları sırada çalıştıkları birim, tanı konduğu 

andaki semptomları, hastalığı kendilerine bulaştıran 

olası kaynak, evde kendisi dışında COVID-19 hastası 

veya semptomu olan kişi bilgileri hasta dosyalarından 

yararlanılmıştır.

SARS-CoV-2 bulaş kaynağının kesin olarak 

belirlenmesi zordur. Bu nedenle çalışmada, hasta 
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olan sağlık çalışanlarının beyanı dikkate alınarak 

olası kaynak değerlendirmesi yapılmıştır. Buna 

göre; COVID-19 inkübasyon süresi ortalama 5-6 gün 

kabul edilerek, sağlık çalışanının PCR testi pozitif 

bulunduğu tarihten önceki altı gün içerisinde temasta 

bulunduğu kişiler ve bu kişilerin arasında COVID-19 

tespit edilme durumu dikkate alınarak olası kaynak 

araştırması yapılmıştır.   

SARS-CoV-2 RT-qPCR testi, viral transport besiyeri 

(VTM) veya viral nükleik asit tamponu (vNAT) içeren 

tüplere alınan nazofarengeal ve orofarengeal 

sürüntü örneklerinden Bio-speedy SARS-CoV-2 RT-

qPCR (Bioeksen, Türkiye) kiti ile Qiagen Rotor-Gene 

Q5plex real time PCR cihazında yapılmıştır. RT-qPCR 

Ct değeri sonuçları düşük, orta ve yüksek viral yük 

olarak gruplandırılmıştır. Buna göre Ct değeri <24 

olan hastalar yüksek viral yük, 24 ile ≤ 30,9 arasında 

olanlar orta viral yük, 31-38 arasında olanlar ise düşük 

viral yük grubu olarak sınıflandırılmıştır (18,19). 

Çalışmada, hastaların semptomları ile Ct 

değerleri arasındaki ilişki her semptom için tek tek 

ve semptomlar gruplandırılarak değerlendirilmiştir. 

Gruplarda belirtilen semptomlardan en az birinin 

olması bu grupta yer almasını belirlemiştir. Semptom 

grupları; üst solunum yolu belirtileri (burun akıntısı, 

boğaz ağrısı ve konjonktivit), alt solunum yolu 

belirtileri (öksürük, solunum sıkıntısı, göğüs ağrısı), 

gastrointestinal sistem belirtileri (karın ağrısı, bulantı, 

kusma, ishal), kas-eklem belirtileri (kas-eklem ağrısı, 

baş ağrısı, halsizlik), COVID-19 semptom grubu (ateş, 

öksürük, nefes darlığı; COVID-19 vaka tanımındaki en 

önemli üç belirti) olarak sınıflandırılmıştır (20, 21). 

İstatistik	Analiz	
Sürekli değişkenlerin normal dağılım uygunluğu 

Kolmogorov-Simirnov testi ile değerlendirilmiştir. 

Verilerin özetlenmesinde sürekli değişkenler için 

ortalama±standart sapma (ort±SS), medyan, %25 

ve %75 persentil değerleri (Q1 ve Q3), kategorik 

değişkenler için sayı ve yüzde kullanılmıştır. Normal 

dağılıma uyan değişkenlerin karşılaştırmalarında 

bağımsız gruplarda Student-t testi, ikiden fazla 

grup ortalamalarının karşılaştırılmasında tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) ve Post Hoc test olarak 

Tukey testi uygulanmıştır. Normal dağılıma uymayan 

değişkenlerin analizinde iki grup arasındaki farkın 

önemliliğinin değerlendirilmesinde, Mann-Whitney U 

testi yapılmıştır. İki sürekli değişken arasındaki ilişki 

Spearman korelasyon testi ile değerlendirilmiştir. 

Kategorik değişkenlerin analizi için Ki-Kare testi 

kullanılmıştır. İstatistik anlamlılık sınırı p=0,05 olarak 

kabul edilmiştir.

BULGULAR

Çalışmaya dahil edilen 300 sağlık çalışanının %54,3 

(n=163)’ü kadın, %59,7 (n=157)’si evli olup medyan 

yaş 31.0 (26.0-40.0) yıl bulunmuştur. Çalışanlardan 

%15,4 (n=39)’ünün kronik bir hastalığı olup %17,8 

(n=42)’i sigara içmektedir. Sağlık çalışanı ile aynı evi 

paylaşan medyan kişi sayısı 2,0 (1,0-3,0) ve SARS-

CoV-2 PCR testi pozitif bulunduğunda aynı evde 

yaşadığı ve COVID-19 tanısı alan ya da semptomu olan 

medyan kişi sayısı 0,0 (0,0-1,0) olarak saptanmıştır. 

Çalışmaya dahil edilen sağlık çalışanlarının %34,3 

(n=103)’ü hemşire, %24,7 (n=74)’si destek ve 

temizlik personeli, %17,0 (n=51)’si doktor olarak 

belirlenmiştir. Sağlık çalışanlarının SARS-CoV-2 testi 

pozitif bulunduğunda %22,4 (n=67)’ünün dahili 

birimlerde, %20,3 (n=61)’ünün cerrahi birimlerde 

ve %16,0 (n=48)’sının çocuk sağlığı ve hastalıkları 

birimlerinde çalıştığı belirlenmiştir (Tablo 1).

Çalışma süresi içerisinde beş sağlık çalışanının iki 

kez SARS-CoV-2 ile enfekte olduğu belirlenmiş ve her 

iki enfeksiyon sırasında da semptomları olduğu tespit 

edilmiştir. Bu beş sağlık çalışanının hemşire olduğu ve 

COVID-19 tespit edildiği sırada birinin acilde, birinin 

anestezi ve reanimasyonda, birinin nörolojide, 

birinin kardiyolojide ve diğerinin primer enfeksiyon 

sırasında cerrahi serviste, ikinci kez enfekte 

olduğunda ise COVID-19 polikliniğinde çalıştığı 

saptanmıştır. Reenfeksiyon görülen çalışanlarda iki 

enfeksiyon arasındaki en kısa süre 15 hafta, en uzun 

süre 45 hafta olarak belirlenmiştir. Bu grubun primer 

enfeksiyon döneminde tespit edilen ortalama Ct 
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Tablo	1. SARS-CoV-2 pozitif sağlık personellerinin özellikleri

Cinsiyet	(n=300) n	(%)

Kadın 163 (54,3)

Erkek 137 (45,7)

Medeni	durum	(n=263)

Evli 157 (59,7)

Bekar 106 (40,3)

Kronik	hastalık	(n=254)

Var 39 (15,4)

Yok 215 (84,6)

Sigara	içme	durumu	(n=236)

Evet 42 (17,8)

Hayır 194 (82,2)

Meslek	(n=300)

Doktor ve intern doktor 51 (17,0)

Hemşire 103 (34,3)

Destek ve temizlik personeli 74 (24,7)

Sağlık teknisyeni 19 (6,3)

Tıbbi sekreter 23 (7,7)

İdari ve teknik görevli 30 (10,0)

Hastalık	tanısı	konduğunda	çalıştığı	birim	(n=300)

Dahili birimler 67 (22,4)

Cerrahi birimler 61 (20,3)

Çocuk sağlığı ve hastalıkları 48 (16,0)

COVID poliklinik, servis ve yoğun bakım 28 (9,3)

Acil servis 26 (8,7)

Teknik ve güvenlik birimi 22 (7,3)

Görüntüleme ve laboratuvarlar 19 (6,3)

Ameliyathane ve reanimasyon 17 (5,7)

İdari birimler 12 (4,0)

Toplam	 300	(100)
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değeri (32,41) reenfeksiyon dönemine göre (22,79) 

daha yüksek bulunmuştur.

RT-qPCR Ct değeri medyanı 23,17 (19,3-29,4) 

olarak belirlenmiştir. Ct değeri kategorize edilerek 

gruplandırıldığında; sağlık çalışanlarının %59,0 

(n=177)’unun Ct değeri <24,0, %26,3 (n=79)’ünün 

24,0-30,9 arasında ve %14,7 (n=44)’sinin ≥31,0 olarak 

saptanmıştır. Ayrıca %9,7 (n=29)’sinde Ct değeri ≥34 

bulunmuştur.  

Çalışmada, sağlık çalışanlarının PCR testi pozitif 

bulunduğu tarihten önce temasta bulunduğu kişiler 

ve bunlar arasında COVID-19 pozitif olanlar dikkate 

alınarak olası bulaş kaynağı değerlendirildiğinde; %22 

(n=66)’sine hasta bakımı ile ilişkili olarak bulaştığı, 

%21(n=63)’ine hastanede beraber çalıştığı diğer 

sağlık çalışanından ve %23,3 (n=70)’üne hastane 

dışı bir kaynaktan bulaştığı düşünülmüştür. Sağlık 

çalışanlarının %33,7 (n=101)’sinde ise herhangi bir 

bulaş kaynağı belirlenememiştir.

Çalışmamızda, SARS-CoV-2 pozitif bulunduğu 

anda en az bir semptom gösterenlerin oranı %88,3 

(n=265) ve en sık görülen semptomlar kas-eklem 

ağrısı, halsizlik ve boğaz ağrısı (sırasıyla %39,7, 

%33,0, %30,7) olarak tespit edilmiştir (Şekil 1). 

Semptomlar ile Ct değeri karşılaştırıldığında; 

ateşi olanların ve COVID-19 semptom (ateş, öksürük, 

solunum sıkıntısı) grubundan en az birine sahip olan 

çalışanların olmayanlara göre Ct değeri istatistiksel 

olarak daha düşük saptanmıştır (p=0,008, p=0,019).

Ct değeri ile sağlık çalışanlarının bazı özellikleri 

arasındaki ilişki değerlendirildiğinde; yaş, cinsiyet, 

medeni durum, kronik hastalık varlığı, sigara içme 

durumu, evde yaşayan kişi sayısı ve evde COVID-19 

tanısı alan veya semptomu olan kişi sayısı ile Ct 

değeri arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. 

Ancak sağlık çalışanlarının mesleği ve COVID-19 

tanısı aldıkları sırada çalıştıkları birim ile Ct değeri 

arasında anlamlı bir ilişki olduğu saptanmıştır. Sağlık 

teknisyenlerinin Ct değeri tıbbi sekreterlere göre; 

idari ve teknik personellerin Ct değeri ise tıbbi 

sekreterler ve hemşirelere göre anlamlı olarak daha 

düşük bulunmuştur (p=0,001). Ayrıca, idari birimlerde 

çalışanların Ct değeri COVID-19 poliklinik, servis 

ve yoğun bakım ünitesinde çalışan personellerden 

anlamlı olarak daha düşük saptanmıştır (p=0,020) 

(Tablo 2). 
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*Bir hastanın birden fazla semptomu bulunmaktadır.
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Tablo	2. SARS-CoV-2 pozitif sağlık personellerinin sosyodemografik özellikleri ile Ct değeri arasındaki ilişki

Özellik Ort±SD/Medyan(Q1-Q3) p

Cinsiyet

Kadın 23,06 (19,7-28,6)
0,071

Erkek 21,5 (18,7-26,7)

Medeni	durum

Evli 22,9 (19,4-28,5)
0,589

Bekar 22,6 (18,8-28,8)

Kronik	hastalık

Var 22,5 (20,4-29,3)
0,275

Yok 22,7 (18,8-28,5)

Sigara	içme

Evet 22,0 (18,2-31,3)
0,712

Hayır 22,9 (19,4-28,5)

Meslek	

Tıbbi sekreter 27,4±7,21,2

0,001

Hemşire 24,6±6,63

Destek ve temizlik personeli 23,7±6,1

Doktor ve intern doktor 22,9±6,3

Sağlık teknisyeni 20,8±3,81

İdari ve teknik görevli 20,6±4,02,3

Çalıştığı	birim

COVID poliklinik, servis ve yoğun bakım 26,1±7,61

0,020

Cerrahi birimler 25,1±6,9

Dahili birimler 24,0±6,4

Ameliyathane ve reanimasyon 23,7±4,9

Çocuk sağlığı ve hastalıkları 23,5±6,8

Görüntüleme ve laboratuvarlar 22,5±4,2

Teknik ve güvenlik birimi 21,9±5,3

Acil servis 21,6±4,3

İdari birimler 19,3±2,71

Ort±SD=Ortalama±Standart sapma
1,2,3 :Farkı oluşturan gruplar
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Ct değeri (<24 olan hastalar yüksek viral yük, 24-

30,9 arasında olanlar orta viral yük, 31-38 arasında 

olanlar düşük viral yük) sınıflandırılarak semptomlarla 

ilişkisi değerlendirildiğinde; halsizliği olanların 

(%7,1) olmayanlara göre (%18,4), en az bir semptomu 

olanların (%12,8) semptomu olmayanlara (%28,6) 

göre düşük viral yük sıklığı daha az tespit edilmiştir 

(p=0,005, p=0,014). Yani halsizlik şikayeti olanlar ve 

herhangi bir semptomu olanların viral yükleri büyük 

oranda orta veya yüksek olarak saptanmıştır.

Olası SARS-CoV-2 enfeksiyon kaynağı olarak işyeri 

dışı (%10) ve kaynağın belirlenemediği gruplarda 

(%7,9) düşük viral yük sıklığı, kaynağı hasta (%18,7) 

ve işyerindeki arkadaşı (%27,0) olan gruplara göre 

daha az saptanmıştır (p=0,012). Diğer bir ifadeyle 

olası SARS-CoV-2 enfeksiyon kaynağı işyeri dışında 

olanlar ve kaynağı belirlenemeyenlerin viral yükleri 

büyük oranda orta veya yüksek bulunmuştur.

TARTIŞMA	ve	SONUÇ

COVID-19 pandemisinde, ön safta çalışan 

sağlık çalışanları, enfekte olmaları halinde birlikte 

çalıştıkları diğer sağlık çalışanları, hastalar ve 

aileleri için bulaş riski oluşturmaktadırlar (22). 

Sağlık çalışanlarının SARS-CoV-2 ile enfekte olmasına 

neden olan risk faktörleri, COVID-19 hastaları ile 

yakın temas, KKE eksikliği, uzun çalışma saatleri, 

yorgunluk, stres ve KKE’lerin doğru kullanılmaması 

olarak sıralanmaktadır (23, 24). COVID-19’lu 

hastalarda, yüksek viral yük ile bulaştırıcılık arasında 

ilişki olduğu bildirilmiştir (16, 25, 26). RT-qPCR 

Ct değeri, SARS-CoV-2 bulaştırıcılık döneminin 

belirlenmesi, izolasyon ve karantina uygulamaları, 

personellerin işe dönüş zamanının belirlenmesi 

gibi hasta yönetiminde kullanılan parametrelerden 

biridir (16, 27). Şiddetli COVID-19 hastalarında Ct 

değerinin düşük olduğu bildirilmiştir (16, 28). Ancak 

semptomatik ve asemptomatik hastaların Ct değeri 

sonuçlarının benzer olduğunu ve asemptomatik 

kişilerin de enfeksiyonun yayılmasında semptomatik 

hastalar kadar rol oynadığını gösteren çalışmalar 

raporlanmıştır (24,29). COVID-19 hastalarında PCR 

pozitifliği her zaman enfektif virüs varlığını göstermez 

ve bunun için viral kültür yöntemlerinin kullanılması 

gerekir (16). Yapılan çalışmalarda, Ct değeri ile SARS-

CoV-2 kültür pozitifliğinin ilişkili olduğu bildirilmiştir 

(25). Buna göre Ct değerinin artışı ile kültür pozitifliği 

azalmaktadır. Yapılan bir çalışmada, Ct değerindeki 

her birimlik artışın, kültür pozitiflik olasılığını %32 

azalttığı bildirilmiştir (26). Ct değeri 33 olduğunda 

kültür pozitifliğinin %12 olduğu ve Ct değeri >35 

olduğunda ise enfeksiyöz virüs olasılığının %6,9-8,3’e 

düştüğü raporlanmıştır (19, 25, 30).

Çalışmamızda SARS-CoV-2 pozitif 300 sağlık 

çalışanının medyan Ct değeri 23,17 (19,3-29,4) 

bulunmuştur. Sağlık çalışanlarının yarısından 

fazlasının (%59,0) Ct değerinin 24’ün altında olduğu 

belirlenmiştir. Bir çalışmada, SARS-CoV-2 pozitif 

sağlık çalışanlarının medyan Ct değeri 23,2 (19,9-

25,3) bulunmuş ve yatan hastaların medyan Ct 

değeri 34 (27,9-41,4) daha düşük olduğu bildirilmiştir 

(24). Bu nedenle sağlık çalışanlarına COVID-19 

tanısı konduğunda temaslı olduğu aile bireylerinin 

de SARS-CoV-2 enfeksiyonu açısından taranması 

gerektiği belirtilmiştir (11, 12). Çalışmamızda 

sağlık çalışanlarının Ct değeri ile aynı evde yaşayan 

ve COVID-19 tanısı alan ya da semptomu olan kişi 

sayısı arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. 

Bunun nedeni, çoğu sağlık çalışanın pozitif hasta 

ile temas ettiğinde ya da COVID-19 tanısı aldığında 

kendilerini aile üyelerinden izole ederek onları 

enfeksiyondan koruduğu şeklinde açıklanabilir. Ancak 

Sağlık Bakanlığı’nın uygulamasında temaslı olan aile 

bireyleri veya iş arkadaşlarının izleminde temaslının 

semptomu yoksa PCR testi yapılmadığı için gerçekte 

aile bireylerindeki PCR pozitif sayısı bilinemediği de 

dikkate alınmalıdır.

COVID-19 hastalarında en sık görülen semptomlar; 

ateş, öksürük, yorgunluk ve dispne olarak 

bildirilmiştir (31, 32). Sağlık çalışanları ile yapılan 

bir çalışmada ise ateş ve anosmi semptomları, 

SARS-CoV-2 PCR pozitifliği ile ilişkili bulunmuştur 

(10). Çalışmamızda ise sağlık çalışanlarında en sık 
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görülen semptomların kas-eklem ağrısı, halsizlik, 

boğaz ağrısı, öksürük, baş ağrısı ve ateş olduğu 

tespit edilmiştir. Ayrıca, sağlık çalışanlarının 

semptomları ile Ct değeri karşılaştırıldığında ateşi 

olanların ve COVID-19 semptom (ateş, öksürük, 

solunum sıkıntısı) grubundaki semptomlardan en az 

birini gösterenlerin Ct değeri anlamlı olarak daha 

düşük bulunmuştur. Buna göre sağlık çalışanlarında 

ateş, öksürük, solunum sıkıntısı gibi COVID-19 

için tanımlanan semptomlardan herhangi birisinin 

varlığında kişide virüs viral yükü daha fazla olabilir 

ve bu durumda sağlık çalışanının çevresine daha fazla 

virüs bulaştırabileceği düşünülebilir. Bu şikayetleri 

belirlenen SARS-CoV-2 pozitif sağlık çalışanı ile temas 

eden hastalar, iş arkadaşları ve aynı evde yaşayan 

kişilerin temas şekillerine göre uygun önlemlerin 

alınması hastalığın yayılmasını önlemede yararlı 

olacaktır. 

Sağlık çalışanlarında, COVID-19 epidemiyolojisinin 

değerlendirildiği bir çalışmada, klinik dışında çalışan 

personellerde (idari personel, güvenlik, destek 

personeli, temizlik personeli, teknik personel vd.) 

SARS-CoV-2 pozitifliği klinikte çalışan personellerden 

(doktor, hemşire, diş hekimi, vd.) daha yüksek 

(sırasıyla; %26,8 ve %9,8) oranda bildirilmiştir (14). 

Çalışmamızda SARS-CoV-2 pozitif sağlık çalışanlarının 

mesleklerine göre dağılımı sırasıyla; hemşire, 

destek ve temizlik personeli, doktor, idari ve teknik 

personel, tıbbi sekreter ve sağlık teknisyenleri 

şeklindedir. Sağlık çalışanlarının COVID-19 tanısı aldığı 

dönemde genellikle dahili, cerrahi ve çocuk sağlığı 

ve hastalıkları birimlerinde çalıştığı belirlenmiştir. 

Çalışmada sağlık çalışanlarının mesleği ve COVID-19 

tanısı aldıkları sırada çalıştıkları birim ile Ct değeri 

arasında anlamlı bir ilişki olduğu saptanmıştır. 

Sağlık teknisyenlerinin Ct değeri tıbbi sekreterlere 

göre; idari ve teknik personellerin Ct değeri ise 

tıbbi sekreterler ve hemşirelere göre anlamlı olarak 

daha düşük bulunmuştur. Ayrıca, idari birimlerde 

çalışanların Ct değeri COVID-19 poliklinik, servis 

ve yoğun bakım ünitesinde çalışan personellerden 

anlamlı olarak daha düşük saptanmıştır. Bu 

durumun klinik birimlerde çalışan personellerde KKE 

kullanımının klinik dışı birimlere göre daha yaygın ve 

bilinçli olması ile ilgili olduğu düşünülmüştür.

Çalışmamızdaki sağlık çalışanlarında SARS-

CoV-2 enfeksiyonunun olası bulaş kaynağı 

değerlendirildiğinde; sağlık çalışanlarının yarıya yakın 

bir bölümünün (%43) hasta bakımı ile ilişkili veya 

hastanede beraber çalıştığı diğer sağlık çalışanı olmak 

üzere çalışma ortamı kaynaklı olduğu görülmüştür.  

Ancak, olası SARS-CoV-2 enfeksiyon kaynağı işyeri 

dışında olanlar ve kaynağı belirlenemeyenlerin viral 

yükleri büyük oranda orta veya yüksek bulunmuştur. 

Bu durum sağlık çalışanlarının hastane dışında maske, 

kişiler arası uygun fiziksel mesafe gibi hastalıktan 

korunmak için gerekli uygulamaları yeterince 

yapmadıklarını düşündürmektedir.  

Bu çalışmada, sağlık çalışanlarının sosyo-

demografik özellikleri, COVID-19 semptomları ve Ct 

değerleri arasındaki ilişkiler incelenmiş ve olası bulaş 

kaynağı araştırılmıştır. Ancak, RT-qPCR yönteminde 

kullanılan reaksiyon kiti, hedeflenen gen bölgesi, 

PCR cihazı, örneğin kalitesi gibi PCR reaksiyonunu 

etkileyen faktörler Ct değerini etkilemektedir (16, 

33). Ayrıca sağlık çalışanlarının örneklerinden viral 

genom analizi yapılmadığı için bulaş kaynağını kesin 

olarak ortaya koymak zordur.

Sonuç olarak, SARS-CoV-2 pozitif sağlık 

çalışanlarının %59’unda Ct değeri düşük bulunmuştur. 

Olası bulaş kaynağı olarak, %22’sinin hasta bakımı 

ile ilişkili, %21’inin hastane içi sosyal ilişkiler ve 

%23,3’ünün hastane dışı bir kaynaktan bulaştığı 

belirlenmiştir. Elde ettiğimiz bulgular sağlık 

çalışanlarında görülen SARS-CoV-2 bulaşının büyük 

bir bölümünün hastane içerisinde gerçekleştiğini 

ancak hastane dışı temaslarda daha fazla viral yüke 

maruz kalındığını göstermiştir. Ayrıca hastalar ile 

fazla teması olmayan idari ve teknik personellerin de 

potansiyel bulaş kaynağı olabileceği görülmüştür. Bu 

durum, sağlık personellerinde bulaş riskini azaltmak 

için KKE kullanım kurallarına uyulması gerektiğini ve 

klinik dışında çalışan personellerin de iş arkadaşlarıyla 

temasları sırasında maske ve mesafe kurallarına 
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uyması gerektiğini yeniden ortaya koymuştur. Sağlık 

çalışanlarında ateş, öksürük, solunum sıkıntısı ve 

halsizlik belirtilerinden herhangi birisinin varlığında 

Ct değerinin daha düşük (viral yükün daha yüksek) 

olduğu belirlenmiştir. Bu belirtilerin varlığında sağlık 

çalışanlarına PCR testi yapılması ve test sonucu 

çıkıncaya kadar gerekli izolasyon önlemlerinin 

alınması bulaş olasılığını azaltacaktır.

* Bu çalışma, Mersin Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun onayı ile gerçekleştirildi (Tarih:28.04.2021 ve Karar No: 
2021/345).
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ÖZET

Amaç:	Türkiye’de kronik hastalığı olanlarda cinsiyet 

ve yaş grubu faktörleri de göz önünde bulundurularak 

influenza aşısı yapılma oranlarının araştırılması 

amaçlanmıştır.

Yöntem: 2011 yılında Türkiye Kronik Hastalıklar 

ve Risk Faktörleri Çalışması için verileri toplanan 

18477 kişinin, elektronik sağlık kayıtlarından hastalık 

bilgileri alınmıştır. Erişkin aşılamasında önerilen tüm 

aşılar arasında, 2015-2017 yılları arasında yeterli verisi 

bulunan kişilerin; sosyodemografik özellikler, kronik 

hastalık varlığı, yaş ve cinsiyete göre influenza aşılanma 

oranları incelenmiştir.

Bulgular: Cinsiyete göre erkeklerde influenza 

aşılanma oranı (yüzbinde 391) ile kadınların aşılanma 

oranı (yüzbinde 367) arasında anlamlı bir fark 

saptanmamıştır. (𝜒2 = 0,729, 𝑠𝑑 = 1, p=0,207). Yaş 

grubuna göre (45-54, 55-64, 65-74 ve 75+ yaş grupları 

arasında) aşılanma oranları anlamlı fark göstermiştir.     

(𝜒2 = 183,012, 𝑠𝑑 = 3, p<0,001). En yüksek oran 65-74 

yaş grubundadır (yüzbinde 1525). Yaşla birlikte erişkin 

aşılama oranında yükselme eğilimi gözlenmiştir. 

ABSTRACT

Objective:	 In Turkey, it was aimed to investigate 

the rate of influenza vaccination in patients with chronic 

diseases, taking into account the factors of gender and 

age group.

Methods: Disease information was obtained from the 

electronic health records of 18477 people whose data 

were collected for the Turkey Chronic Diseases and Risk 

Factors Study in 2011. Among all vaccines recommended 

in adult vaccination, for influenza vaccine with sufficient 

data in 2015-2017; Influenza vaccination rates according 

to sociodemographic characteristics, presence of chronic 

diseases, age and gender were examined.

Results: There was no significant difference between 

the influenza vaccination rate in men (391 per hundred 

thousand) and the vaccination rate of women (367 per 

hundred thousand) according to gender. (𝜒2 = 0,729, 𝑠𝑑 = 

1, p=0,207). Vaccination rates by (in between 45-54, 55-

64, 65-74 ve 75+) age group showed a significant difference 

(𝜒2 = 183,012, 𝑠𝑑 = 3, p<0,001). The highest rate is in the 

65-74 age group (1,525 per hundred thousand). A tendency 

to increase in adult vaccination rate was observed with 
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GİRİŞ

Dünya nüfusu sürekli artmaktadır. Nüfusu 

belirleyen iki önemli faktör doğumlar ve ölümlerdir.

Tüm ölümlerde hastalıkların rolü zaman içinde 

değişir ki bu bir epidemiyolojik geçiş teorisinin 

ortaya çıkışına yol açmıştır. Buna göre;

1. Ölümcül/Salgın Hastalık ve Kıtlık Evresi: Bu 

dönem, yüksek ve değişken ölümlülük hızları, düşük 

ortalama yaşam süresi ile değişken yaşam beklentisi 

(20-40 yaş arasında) ve sürdürülemeyen nüfus artışı 

dönemleriyle nitelendirilir. Bu evrede yerleşik 

hayat yeni bir ekolojik dengesizlik oluşturarak insan 

ve hayvan atıkları, kirlenen sular ve insanlar ile 

hayvanlar arasında mikroorganizmaların tek taraflı 

yada karşılıklı aktarılmasına bağlı olarak bulaşıcı 

hastalıklarda artışa yol açmıştır (1).

2. Salgın Hastalıkların (Pandemiler) Gerileme 

Evresi: Erken modern dönemde ortaya çıkan bu 

evre, başlıca bulaşıcı hastalıklardan kronik denilen 

ERİŞKİNLERDE	İNFLUENZAYA	KARŞI	AŞILANMA

age. It was also observed that there were significant 

differences between influenza vaccination rates on the 

basis of NUTS regions (𝜒2 = 115,832, 𝑠𝑑 = 11, p<0,001). 

The highest influenza vaccination rate was observed in 

the Aegean Region (615 per hundred thousand), while 

the lowest vaccination rate was observed in North East 

Anatolia (57 per hundred thousand). Among those with 

chronic diseases, influenza vaccination seems to be the 

highest in coronary heart patients (207 per thousand). 

It was observed that the lowest vaccination rate (94 per 

thousand) was in the patient group with multimorbidity. 

When evaluated on the basis of disease, it was observed 

that the rate of influenza vaccination was at the lowest 

level (104 per thousand) in those with a diagnosis of 

hypertension. It was determined that 699 of the people 

in the sample (n=18477) had influenza vaccination at 

least once, 409 individuals had only one vaccination, and 

7 persons had been vaccinated 4 times.

Conclusion: The three-year vaccination rate was 

calculated as 378 per hundred thousand. In our country, it is 

important to complete the discussions on adult vaccination 

and to actively support the adult vaccination program.

Key	 Words: Influenza, chronic disease, coronary 

heart disease, adult immunization

NUTS bölgeleri bazında influenza aşılama oranları 

arasında da anlamlı farklılıklar olduğu gözlenmiştir 

(𝜒2 = 115,832, 𝑠𝑑 = 11, p<0,001). En yüksek influenza 

aşılama oranı Ege Bölgesi’nde (yüzbinde 615) 

görülürken, en düşük aşılama oranının ise Kuzey Doğu 

Anadolu’da (yüzbinde 57) olduğu gözlenmiştir. Kronik 

hastalığı olanlar arasında  influenza aşılamasının 

koroner kalp hastalarında en yüksek (binde 207) 

olduğu görülmektedir. En az aşılama oranının (binde 

94) multimorbiditesi olan hasta grubunda olduğu 

gözlenmiştir. Hastalık bazında değerlendirildiğinde 

ise hipertansiyon tanısı olanlarda influenza aşılama 

oranının en düşük düzeyde (binde 104) olduğu 

görülmüştür. Örneklemde yer alan kişilerden (n=18477) 

699’unun en az bir kere influenza aşısı yaptırdığı, 409 

kişinin sadece 1 kere aşı yaptırdığı, 7 kişinin ise 4 kere 

aşı yaptırdığı belirlenmiştir.

Sonuç: Üç yıllık aşılama hızı ise yüzbinde 

378 olarak hesaplanmıştır. Ülkemizde erişkin 

aşılama tartışmalarının tamamlanması ve erişkin 

aşılama programının aktif desteklenmesi önem arz 

etmektedir.

Anahtar	 Kelimeler: İnfluenza, kronik hastalık, 

koroner kalp hastalığı, erişkin bağışıklama
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hastalıklara doğru hastalık örüntüleri ve ölüm 

hızlarında bir değişimle karakterize edilmektedir. 

Bu evrede ölüm oranları kademeli olarak düşer; 

kontrolden çıkmış ve çok yayılmış salgın hastalıkların 

zirveye ulaşmasından sonra düşüş hızlanır, hastalık 

sıklığı azalır ve ortadan kaybolur. Nüfus katlanarak 

artmaya başlar. Teori, bulaşıcı hastalıkdan ölümlerin 

azalması ile kronik ve dejeneratif hastalıkların 

artmasından kaynaklanan değişikliğe, nüfusun yaş 

dağılımında bir değişikliğin eşlik ettiğini (doğuşta 

yaşam beklentisi 30’dan 50 yıla yükselmiştir), bunun 

da endüstriyel kalkınmanın ve kentsel yaşamın 

oluşturduğu yeni gelişmeler sonucu olduğunu ileri 

sürmektedir (1).

3. Dejeneratif ve İnsan Kaynaklı Hastalıklar 

Evresi: Bu evrede teori, başlıca ölüm nedeni 

olarak bulaşıcı salgın hastalıkların bozulmaya bağlı 

(dejeneratif) hastalıklarla yer değiştirdiğini, ölüm 

ve hasta sayılarına en fazla katkıyı yapan bulaşıcı 

etmenlerin üstesinden gelindiğini söylemektedir. 

Ölüm oranları düşmeye devam etmiş ve sonunda 

nispeten düşük bir düzeyde durağanlaşmıştır. Bu 

evrede nüfus artışında doğurganlık, kritik faktör 

halini almış, doğuşta yaşam beklentisi, 21. yüzyıl 

başında 75 yaşa ulaşmıştır (1).

Omran’ın çalışmasına sonradan dördüncü ve 

beşinci  evre  eklenmiştir (2).

Kavramsal olarak epidemiyolojik geçiş 

teorisi, sağlık ve hastalık süreçlerindeki karmaşık 

değişime, bu ilişkinin demografik, ekonomik, sosyal 

belirleyicilerine ve sonuçlarına odaklanır.

Pek çok ülke, sosyal değişim (Batı’da Endüstri 

Devrimi) ile tıbbi gelişme (II. Dünya Savaşı 

sonrasında ortaya çıkan antibiyotikler, böcek 

ilaçları, sağlık hizmetleri ve diğer tıbbi teknolojiler) 

kombinasyonunun eşliğinde, yüksek ölümlülükten 

düşük ölümlülüğe doğru önemli bir değişim veya 

dönüşüm yaşadı. Buradaki ortak nokta, ülkelerin 

hastalık türleri ve ölüm nedenleri bakımından açık 

bir değişim yaşamasıdır. Bu değişim, epidemiyolojik 

bir geçiştir. Geçiş, hastalık ve ölümlerin başlıca 

nedeni olarak neredeyse kontrolden çıkmak üzere ve 

çok yayılmış olan salgın bulaşıcı hastalıkların yerini; 

doku ve organ yapılarının bozulmasına ve strese 

bağlı ya da insan-kaynaklı ve çevresel değişimin/

bozulmanın ardından gelen hastalıkların almasını 

ifade eder.

Epidemiyolojik geçiş, dünyanın gelişmiş 

ülkelerindeki demografik ve teknolojik geçişlere 

paralel gerçekleşmiş ve bugün az gelişmiş 

toplumlarda da işleyen bir süreçtir (2).

Epidemiyolojik geçişin standart gidişine 

uymayan bir diğer gelişme, yeni viral ve bakteriyel 

hastalıklardaki artıştır. Geçmiş 30-35 yıl boyunca 

dünyada önceden bilinmeyen ve önemli sonuçlar 

doğuran en az 20’den fazla hastalık ortaya çıkmıştır: 

Rotavirus, parvovirus, ebola, hanta virus, SARS, 

MERS ve COVID-19 gibi virüs kaynaklı olanlar 

yanında, legionella, pneumophilia, campylobacter, 

helicobacter gibi bakteriyel hastalıklar sayılabilir. 

Bu yüzden şimdi, daha önce kontrol altına alındığı 

düşünülen bulaşıcı hastalıkların yeniden belirmesi 

ve bir dizi yeni hastalığın hızla ortaya çıkışı ile 

karakterize edilen yeni bir epidemiyolojik geçişe 

girildiği ileri sürülmektedir (2).

Yirminci yüzyılda dünyada eğitim ve gelir 

düzeyindeki yükselme, beslenme alışkanlıklarının 

değişmesi, bulaşıcı hastalıkların kontrolü gibi 

etkenler beklenen yaşam süresinin artmasına 

neden olmuştur. Yaşlı nüfusun çocuk nüfusa oranla 

artış içinde olması, toplumdaki sağlık sorunlarının 

çocukluk çağı hastalıklarından yaşlı nüfusta görülen 

bulaşıcı olmayan hastalıklara doğru kaymasına yol 

açmıştır (3). 

İnsan ölüm sebeplerinin önemli bir kısmı bulaşıcı 

ve bulaşıcı olmayan hastalıklar tarafından ayrı ayrı 

ya da birlikte oluşturulmaktadır. Bulaşıcı olmayan 

hastalığı olan bireyler aynı zamanda influenza ve 

gribe bağlı mortalite açısından da riskli gruplardır 

(4). Aynı zamanda bulaşıcı olmayan hastalıklar 

(kalp hastalıkları, kanser, diyabet ve kronik hava 

yolu hastalıkları) tüm dünyadaki ölümlerin yaklaşık 

%70’inden sorumludur (5).

İnfluenza, dünya çapında her yıl tahminen 
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444.000-553.000 ölüme neden olmaktadır (6). 

Bu ölümlerin çoğu 65 ve üstü yaş grubu ve kronik 

kardiyopulmoner hastalığı olanlar arasında meydana 

gelmektedir (7).

İnfluenza, her sene mevsimsel salgınlara sebep 

olmakta ve bu salgınlar hem dolaylı ekonomik 

sonuçlarla (sağlık kurumlarında artan iş yükü, hastane 

yatışlarındaki artışlar, iş ve okul günü kaybı vb.) 

karşımıza çıkmakta hem de riskli gruplarda görülen 

ölümlerden belli oranlarda sorumlu tutulmaktadır. 

Yeni mutasyonlarla meydana gelen pandemi ve 

bazen daha ağır geçen mevsimsel epidemiler toplu 

ölümlere neden olabildiği için  influenza güncelliğini 

korumaya devam etmektedir (8). 

İnfluenzadan korunmanın en iyi yolu ve en 

önemli adımı her yıl influenza aşısı yaptırmaktır. 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), savunmasız popülasyon 

diyebileceğimiz, diğer kişilere göre gribin ciddi 

sağlık sonuçlarının ortaya çıkması riski olan; hamile 

bayanlar, sağlık çalışanları, kronik sağlık sorunu 

olan kişiler (diyabet, HIV, astım, kalp veya akciğer 

hastalığı v.b), 65 yaşın üzerindeki kişiler ve 6 aydan 

5 yaşına kadar çocuklara her yıl influenza aşısı 

yaptırmalarını önermektedir (5, 9, 10, 11). 

Aşının, influenza mevsimi başlamadan, 1-2 ay 

önce yapılması optimum fayda sağlamak için tercih 

edilmelidir. Ülkelerin epidemiyolojik influenza 

örüntüsüne göre değişmekle birlikte çoğu kez 

Ekim-Aralık ayları arasında aşı yaptırılması doğru 

zamanlama olacaktır. Yaşlılarda hastalıktan 

korunmada aşı daha az etkili olabilirse de 

hastalığın şiddetini, komplikasyonlarını ve ölüm 

oranlarını azalttığı ortaya konmuştur. Aşı; ciddi 

komplikasyonlar açısından yüksek risk grubunda 

yer alan kişiler ile bu insanların bakımıyla ilgilenen 

veya birlikte yaşayan insanlar için özellikle 

önemlidir (5,12).

Yapılan bir çalışmada influenza mevsiminde 

tüm nedenlere bağlı ölümlere karşı aşı etkililiği 

%4,6 bulunmuştur (%95 GA: %0,7-%8,3). Aşılama, 

65-79 yaşlarında (%5,3) daha büyük yaşlara 

(%3,9) göre daha etkili görünmektedir. Ek olarak, 

aşının diğer nedenlerden kaynaklanan ölümlere 

(%0,1) göre kardiyovasküler ve solunum nedenli 

ölümlerde (%8,5) daha etkili olduğu görülmektedir 

(13). 

İnfluenza aşısı, influenza hastalığını, doktor 

ziyaretlerini ve influenza nedeniyle kaybedilen iş ve 

okul günlerini azaltmanın yanı sıra influenza ile ilgili 

hastaneye yatışları önleyebilir (7, 12, 14).

İnfluenza aşısı, ölümleri azaltmanın yanında, 

ölümcül olabilecek kardiyak olayları azaltmada 

da etkili olduğu, akut miyokard infarktüsüne karşı 

%19 ile %45 arasında koruyucu olduğu gösterilmiştir 

(15,16,17). 

Yüksek riskli hastalarda influenza aşılaması 

ile kardiyovasküler sonuçlar arasındaki birlikteliği 

inceleyen bir metaanalizde influenza aşısının 

kullanımı, daha düşük majör kardiyovasküler olay 

riski ile ilişkilendirilmiştir. En büyük tedavi etkisi, 

daha aktif koroner hastalığı olan en yüksek riskli 

hastalarda görülmüştür (18).

Amerika Birleşik Devletleri’nde bir örneklemde 

19 yaş ve üzeri yetişkinlerde 2017-2018 influenza 

sezonunda yer alan 21.675 kişiden 9970’ine (%46,1) 

influenza aşısı yapıldığı belirlenmiştir. Aynı zamanda 

yüksek riskli olarak tanımlanan kişilerin ise %60’ına 

influenza aşısı yapılmıştır (19). 

İnfluenza aşılama oranları incelendiğinde Çin’de 

40 yaş ve üzeri bireylerde yapılan bir çalışmada 

tüm yaş gruplarında influenza aşılama oranı %2,4 

(GA %95;1,4-3,3) iken, 40-59 yaş arasında %1,7 (GA 

%95;1,2-2,2) ve 60 yaş ve üstünde ise %3,8 (GA %95; 

1,6-5,9) olduğu belirlenmiştir (20). 

Polonya’da yapılan başka bir çalışmada ise genel 

popülasyonda  yaptırılan influenza aşısı  kapsama 

oranının çok düşük (%3,4) olduğu ve yüksek riskli 

hastalar arasındaki kapsama oranı hakkında çok az 

şey bilindiği belirtilmiştir (21).

Birçok Avrupa ülkesindeki bağışıklama ise 

olması gerekenin altında (yaşlılarda %45,5; sağlık 

çalışanlarında %24; kronik tıbbi rahatsızlıkları olan 

hastalarda %49,8; hamile kadınlarda medyan %23,6) 

kalmaktadır (22). 
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Bu çalışmayla Türkiye’de kronik hastalığı olan 

bireylerde, cinsiyet ve yaş grubuna göre influenza aşısı 

ile aşılanma oranlarının tespit edilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Bu çalışmada, 2011 yılında Türkiye Kronik 

Hastalıklar ve Risk Faktörleri Çalışması için 

verileri toplanan 18.477 kişi esas alınmış ve aynı 

kişilere ait 2011-2018 yılları arasındaki elektronik 

sağlık kayıtlarından hastalık bilgileri toplanılarak 

kullanılmıştır. 

Sağlık Bakanlığı veri tabanında Dağıtık SQL 

Sorgulama Motoru “Impala” kullanılarak 2011-2018 

yılları arasında erişkin aşılamada önerilen tüm 

aşıların (ATC kodlarına göre hemofilus influenza, 

influenza, pnömokok, meningokok, tetanoz, 

hepatit B ve varisella aşısı) yapılıp yapılmadığı 

sorgulanmış, 2015-2017 yılları arasında influenza 

aşısı için analiz yapılabilecek düzeyde veri bulunmuş 

ve hesaplamalar sadece influenza aşılama verileri 

kullanılarak yapılmıştır.

Örneklemde yer alan kişilerin;

• 2015-2017 yıllarında koroner kalp hastalığı 

(I20-I25), inme (I60-I69), kanser (C00-C97), 

hipertansiyon (I10-I15) ve diyabet (E10-E14) tanısına 

göre influenza aşı yapılma oranı incelenmiştir. 

• 15-24 yaş grubundan başlanarak 75 yaş 

üstüne kadar 10’arlı dilimler halinde yaş gruplaması 

yapılmıştır. 

• Cinsiyet faktörü ve aşı etkileşimi de 

incelenmiştir.

• Mezun olunan en üst düzeye göre öğrenim 

düzeyleri gruplandırılmıştır.

• Araştırmada nüfusu 20.000’in altında olan 

yerler kır, 20.000 ve üzerinde nüfusu olan yerler ise 

kent olarak seçilip ikamet edilen bölge tanımlaması 

yapılmıştır. 

• TÜİK tarafından il kodları kullanılarak 

Türkiye’yi 12 istatistiksel bölgeye ayıran NUTS1 

bölgeleri tanımlanmıştır. NUTS1 (İstatistiki Bölge 

Birimleri Sınıflaması)’e göre Türkiye 12 bölgeye 

ayrılmıştır (TÜİK, 2016). Bunlar, Istanbul (1), Batı 

Marmara (2), Ege (3), Doğu Marmara (4), Batı Anadolu 

(5), Akdeniz (6), Orta Anadolu (7), Batı Karadeniz 

(8), Doğu Karadeniz (9), Kuzeydoğu Anadolu (10), 

Orta Kuzey Anadolu (11) ve Güney Doğu Anadolu 

(12)’dur. 

• Eğitim bilgisine erişilemeyen 58 kişi ile kır 

kent tanımı bulunmayan 295 kişi hesaplamalara dâhil 

edilmemiştir. Sosyodemografik analizde tekil kişi 

sayısı kullanılmış olup, kişilerin 2015-2017 aralığında 

en az bir kere aşı yapılmış olma durumu üzerinden 

hesaplama yapılmıştır. 

• Sağlık Bakanlığı’ndan erişkin aşılama 

verileri temin edilmiştir. Bu veriler ORACLE 10g 

veri tabanında eşleştirilerek kişilerin hangi aşıları 

ne sıklıkla yaptırmış olduğu tespit edilerek kişi 

bazlı aşılama listeleri oluşturulmuştur. Aynı gün 

ve aynı ay gibi yakın tarihlerde aynı aşı adına 

rastlandığı görülmüş, güncel olan aşı bilgisi esas 

alınarak verinin tekilleştirilmesi sağlanmış, ayrıntılı 

sorgu hazırlanarak kişisel verilere bireysel bazda 

erişmeden ve veriler anonimleştirilerek analiz için 

tarafımıza iletilmiştir.

• SPSS programında veriler için her bir 

değişkenin en küçük ve en büyük değerleri 

saptanarak uç değer belirlenmiş ve tanımlayıcı 

istatistikleri incelenmiştir. Çalışmada 2015-2017 

yılları itibarıyla koroner kalp hastalığı, inme, 

hipertansiyon, kanser, diyabet ve ölüm sayıları ile 

2015-2017 tarihleri arasında yapılmış aşılar ve bazı 

sosyal belirleyicilerle ilişkisi (cinsiyet, yaş, eğitim 

düzeyi, ikamet edilen bölge, NUTS-1 Bölgeleri) 

incelenmiştir. Tek değişkenli analizlerde ki-kare 

testi kullanılmış, %95 güven aralığı ve p değeri <0,05 

anlamlı olarak değerlendirilmiştir. Tüm analizler 

SPSS 17.0 bilgisayar istatistik programı kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.

Bu çalışma, Ankara Şehir Hastanesi 1 No’lu 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu Başkanlığı’nın onayı 

alınarak yapılmıştır (Tarih: 09.12.2020 ve Karar No: 

E1-20-1377).
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Tablo	1. İnfluenza aşısı yapılma sayısı (n), 2015-2017

Aşı	Tekrarlama	Sayısı Aşı	Yapılan	Kişi	Sayısı	(n) Toplam	Yapılan	Aşı	Sayısı

1 409 409

2 207 414

3 76 228

4 7 28

Toplam 699 1079

BULGULAR

Sosyodemografik	özelliklere	göre	erişkin	influenza	
aşılaması	

Örneklemde yer alan kişilerin (n=18.477) 2015-

2017 tarihleri arasındaki influenza aşılama verileri 

incelendiğinde 699 kişinin en az bir kere influenza aşısı 

yaptırdığı tespit edilmiştir.

Bu durumda analize konu 18.477 kişi içinden 

17.778’inin hiç aşı yaptırmamış olduğu gözlemlenmiştir. 

Kalan 699 kişi ise üç yıl içinde en az bir kere, toplamda 

ise 1079 kez  influenza aşısı yaptırmıştır (Tablo 1).

Erkeklerin influenza aşılama oranı (yüzbinde 391) 

ile kadınların influenza aşılama oranı (yüzbinde 367) 

arasında anlamlı bir fark görülmemektedir (Tablo 2). 

Örneklemin tamamı incelendiğinde, yaş grubuna 

bağlı erişkin aşılama oranlarındaki farklılıklar 

gözlenmiştir. En yüksek aşılama oranı 65-74 yaş 

grubundadır (yüzbinde 1525) (Tablo 2). Yaşla birlikte 

erişkin aşılama oranının yükselme seyri izlediği 

gözlenmiştir. Üç yıllık aşılama hızı ise yüzbinde 378 

olarak hesaplanmıştır. 

NUTS bölgeleri bazında influenza aşılama oranları 

arasında da önemli farklılıklar olduğu gözlenmiştir 

(p<0,001). En yüksek influenza aşılama oranı Ege’de 

(yüzbinde 615) görülmüştür. En düşük aşılama 

oranının ise Kuzey Doğu Anadolu’da (yüzbinde 57) 

olduğu gözlenmiştir (Tablo 2).

Eğitim durumunun yükselmesiyle birlikte özellikle 

eğitim durumu yüksek (lise ve üniversite mezunu )

olanların aşılama oranlarının düşük olması önemli 

bir nokta olup üzerinde çalışılmasına ihtiyaç olduğu 

görülmektedir (Tablo 2).

Bu çalışma Türkiye geneli için inflüenza 

açısından bir ilk olup inflüenza aşılama durumunun 

ülkemiz genelinde değerlendirilmesinde ciddi katkı 

sağlayacaktır.  

Kronik	hastalık	varlığı,	 cinsiyet	ve	yaş	grubuna	
göre	influenza	aşılama	oranları

Örneklemdeki 11.610 kişide seçilmiş kronik 

hastalıklardan (koroner kalp hastalığı, inme, 

kanser, diyabet, hipertansiyon) hiçbirinin olmadığı 

gözlemlenmiştir. Örneklemde 6867 kişide en az bir 

seçilmiş kronik hastalık varlığı belirlenmiştir (Tablo 

3).

Hastalık grupları incelendiğinde, kişilerin farklı 

aşılama oranlarına sahip olduğu tespit edilmiştir (Tablo 

4). Her kronik hastalık ayrı ayrı değerlendirildiğinde 

influenza aşılamasının koroner kalp hastalarında en 

yüksek oranda (binde 207) olduğu görülmektedir. 

Hastalık bazında değerlendirildiğinde, 

Hipertansiyon tanısı olan bireylerde ise influenza 

aşılama oranının düşük düzeyde (binde 104) 

gerçekleştiği görülmüştür. Bununla birlikte en düşük 

aşılama oranının (binde 94) multimorbiditesi olan 

hasta grubunda olduğu gözlenmiştir (Tablo 4). 

ERİŞKİNLERDE	İNFLUENZAYA	KARŞI	AŞILANMA
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Tablo	2. Sosyodemografik özelliklere ve yerleşim yerine göre influenza aşılama oranları, (yüzbinde), 2015-2017

 Risk	Altındaki	Kişi İnfluenza Aşılama Oranı p

Sayı Sayı Yüzbinde	(Min-Max)  

Cinsiyet	n=18.477

Erkek 8748 342 391 (350 - 432)
0,207

Kadın 9729 357 367 (330 - 404)

Yaş	Grubu	n=18.477 

15-24 3563 9 25 (9 - 42)

<0,001

25-34 3791 9 24 (8 - 39)

35-44 3562 52 146 (107 - 185)

45-54 3191 119 373 (307 - 439)

55-64 2277 229 1006 (882 - 1129)

65-74 1279 195 1525	(1328	-	1722)

75+ 814 86 1057 (845 - 1268)

Öğrenim	durumu	n=18.419

Okuryazar Değil 2083 104 499 (406 - 593)

<0,001

Okuryazar 976 67 686	(528	-	845)

İlkokul 7371 359 487 (438 - 536)

Ortaokul 2999 52 173 (127 - 220)

Lise 3351 65 194 (147 - 241)

Üniversite 1639 49 299 (217 - 381)

NUTS	1	Bölgeleri	n=18.477

İstanbul 2635 68 258 (198 - 319)

<0,001

Batı Marmara 970 57 588 (440 - 736)

Ege 3107 191 615 (530 - 699)

Doğu Marmara 1964 82 418 (329 - 506)

Batı Anadolu 1376 57 414 (309 - 520)

Akdeniz 2641 111 420 (344 - 497)

Orta Anadolu 1172 28 239 (151 - 326)

Batı Karadeniz 1435 42 293 (205 - 380)

Doğu Karadeniz 712 23 323 (193 - 453)

Kuzeydoğu Anadolu 525 3 57 (0 - 122)

Ortadoğu Anadolu 577 11 191 (79 - 302)

Güneydoğu Anadolu 1363 26 191 (118 - 263)

Yerleşim	yeri	n=18.182 

Kırsal 5895 207 351 (304 - 398)
0,107

Kent 12.287 479 390 (356 - 424)

Üç yıllık aşılama hızı 18.477 699 378 (351 - 406)  
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Tablo	3. Seçilmiş kronik hastalık varlığı ve kronik hastalığı olan kişi sayısı (n) 

Hastalık sayısı (n) Kişi sayısı (n)

0 11610

1 4231

2 1966

3 614

4 56

Genel Toplam 18477

Tablo	4. Kronik hastalık tanısı olan bireyler içinde influenza aşılama oranı (binde), 2015-2017

Hasta Kişi Sayısı (n) Aşılanan Kişi Sayısı (n) Aşılama oranı (binde) (Min-Max)  p

KKH 1122 232 207 (187 - 231)

<0,001

İnme 439 49 112 (101 - 161)

Kanser 381 49 129 (128 - 198)

HT 4864 507 104 (118 - 136)

DM 1714 273 159 (165 - 199)

Multimorbidite 6277 590 94 (109 - 124)

Örneklemde yer alan bireylerin birden fazla 

kronik hastalığı olabileceği ve değişkenlerin 

birbirinden bağımsız ele alınması mümkün olamadığı 

için çok gözlü ki-kare analizi veya post-hoc analizi 

yapılamamıştır. 

İnfluenza aşılaması cinsiyet açısından 

incelendiğinde; örneklem genelinde influenza aşısı 

yapılma oranlarının cinsiyete göre anlamlı olarak 

değişmediği görülmüştür. Ancak örneklem en az bir 

kronik hastalığı olan bireyler için daraltıldığında 

influenza aşısı yapılma oranının hastalık sayısına ve 

cinsiyete göre farklıklar gösterdiği gözlenmiştir. En 

az bir kronik hastalığı olan kişilerde 2015-2017 yılları 

arasında erkeklerin kadınlardan 1,25 kat daha fazla 

influenza aşısı yaptırdığı gözlenmiştir.

Örneklemde en az bir kronik hastalığı olan 

kişilerden influenza aşısı yaptırmış olanlar 10’lu yaş 

grupları halinde incelenmiştir. En az bir kronik hastalığı 

olan kişilerin influenza aşısı yaptırma oranlarının yaşa 

göre farklılaştığı, aşılama oranının 55-64 yaş grubuna 

kadar yükselmeye devam ettiği, 65 yaşından itibaren 

de oranın düşüşe geçtiği gözlenmiştir (Şekil 1).

İnfluenza aşılama sayıları bakımından analize konu 

3 yıl incelendiğinde; daha önceki yıllardan günümüze 

doğru gelindikçe bağışıklamanın da toplum genelinde 

arttığı tespit edilmiştir (Şekil 2).

Verileri incelenen bu 3 yıl baz alınarak 

projeksiyon yapıldığında her yıl ortalama 194 kişiye 

daha aşı yapıldığı tespit edilmiştir. 3 yıllık periyod 

incelendiğinde her yıl aşı yaptıran kişi sayısının 

arttığı, her ne kadar düzenli bir artış gözlemlenmese 

de bir önceki yıla kıyasla yaklaşık 200 kişinin (194,5 

ortalama) daha aşı yaptıranlar arasına katıldığı 

gözlenmiştir.



Turk Hij Den Biyol Derg 33

Cilt 79  Sayı 1 2022H.	EKİNCİ	ve	ark.

Şekil	1. En az bir kronik hastalığı olan bireylerde yaş gruplarına göre influenza aşısı olma oranları (%) 

Şekil	2. Yıllar içinde influenza aşısı yaptıranların sayısal artışı
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TARTIŞMA	ve	SONUÇ

İnsan bağışıklaması çocukluk ve erişkin dönem 

olarak temelde iki dönemde yapılmaktadır. 

Çocukluk dönemi bağışıklama uygulamaları çeşitli 

toplumlarda yüzyıllardır yapılmaktadır. Ancak erişkin 

bağışıklaması çocukluk dönemindeki kadar çeşitlilik 

arz etmemektedir.

Tarihsel olarak, influenza aşılama programları 

esas olarak yüksek gelirli ülkelerde uygulanmıştır. 

Ancak son yıllarda bazı orta gelirli ülkeler influenza 

aşılama programlarını başlatmış olup düşük ve orta 

gelirli ülkelerdeki politika yapıcılar yeni influenza 

aşılama programlarının nasıl uygulanacağını giderek 

daha fazla değerlendirmektedirler (5).

Bu çalışmada Türkiye’de kronik hastalığı olan 

bireylerde, cinsiyet ve yaş grubuna göre influenza 

aşısı yapılma oranları incelendiğinde cinsiyete göre 

aşılama oranında fark olmadığı, en yüksek aşılanma 

oranlarının 65-74 yaş grubunda (yüzbinde 1525) 

olduğu ve yaşla birlikte erişkin aşılama oranında 

yükselme eğilimi olduğu gözlenmiştir. Bu aşılama 

oranları Avrupa ve Amerika Birleşik Devletlerine göre 

oldukça düşüktür (12, 19).

İnfluenza genellikle bir ila iki hafta içinde tedavisiz 

iyileşmekle beraber, çok küçük yaştakiler, yaşlılar 

ve altta yatan kronik hastalığı olanlarda hastane 

yatışlarında artışa ve ölüme neden olmaktadır. 

İnfluenza aşısı, mevsimsel salgın sırasında hastane 

yatışlarını ve ölüm oranlarını azaltmaktadır (23, 24).

Daha önceki yıllarda yapılan çalışmalarda, 

influenza aşısının influenza ve sekonder pnömoni 

(25), kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH) 

(26) ve akut astım atakları (27) dâhil olmak üzere 

solunum yolu hastalıklarında önemli bir azalma 

ile ilişkili olduğu gösterilirken, son yıllarda ise 

influenza aşısının inme (28), akut koroner sendrom 

(ACS) (29), kalp yetmezliği  ve miyokard enfarktüsü 

gibi kardiyovasküler hastalıklar için önemli bir risk 

azalmasıyla bağlantılı olduğu gösterilmiştir (28).

İnfluenza aşısının etkililiğine (influenza 

hastalığına bağlı hastaneye yatış ve ölümlere etkisi) 

dair çalışmalar 25 yıl öncesinden günümüze kadar 

gelmekte ve influenza aşısının, 65 yaş ve üstü kişilerin 

bakımının vazgeçilmez bir parçası olduğu, yıllık 

influenza aşı uygulamasının önemi, tüm hekimlerin ve 

halk sağlığı kuruluşlarının dikkat etmesi gerektiğini 

hatırlatmaktadır (23, 24, 30). 

2018 yılında yapılan bir analizde Amerika’da 65 

yaş üstü bireylerin %68,8’inin aşılama programına 

dahil olduğu bildirilmiştir (19). Amerika Birleşik 

Devletleri’nde 2010 yılında influenza aşılama oranı 

%40’tan az iken 2018 yılında %46,1’e yükselmiştir 

(19).

Çalışmamızda da en yüksek aşılama oranı 65-

74 yaş grubunda (yüzbinde 1525) olduğu, yaşla 

birlikte erişkin aşılama oranının yükselme eğilimi 

gösterdiği, yıllık influenza aşılama artış oranın %1 

olduğu belirlenmiştir. Ülkemizde 2014-2015 influenza 

sezonunda yapılan diğer bir çalışmada influenza aşısı 

kapsama oranının %4,2 (%95 GA: 3,5 ila 5,0) olduğu, 

bu oranın da influenza yükünü kontrol etmek için 

yeterli olmadığı ifade edilmiştir (31). 

Çalışmamızda influenza aşılamasının koroner kalp 

hastalarında en yüksek oranda (binde 207) olduğu 

görülmektedir. Aynı zamanda gruptaki birey sayısının 

yüksek olması nedeniyle en az aşılama oranının (binde 

94) multimorbiditesi olan hasta grubunda olduğu 

gözlenmiştir. Hastalık bazında değerlendirildiğinde 

ise hipertansiyon tanısı olan bireylerde  influenza 

aşılama oranının düşük düzeyde (binde 104) 

gerçekleştiği görülmüştür. Bunun, hipertansiyon 

tanısının toplumda çok yaygın görülmesi ve 

aşılamanın aynı oranda yaygın olmamasına bağlı 

olduğu düşünülmektedir. 

Birçok ülkede erişkin  bağışıklama stratejilerinin 

özellikle sağlıklı çocukların aşılanma programıyla 

uyumlaştırılmadığı görülmektedir. Oysa ABD’de 

bağışıklama stratejileri eyaletler arasında daha iyi 

standartlaştırılmıştır ve aşı kapsamı ortalama olarak 

Avrupa Birliği ülkelerinde bildirilenlerden daha 

yüksektir (22). 

Amerikan Kardiyoloji Derneği ve Dünya Kalp 

Vakfı tarafından yapılan bir çalışmada etkili aşılama 
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konusu ele alınmış, influenza aşılama kararında %50-

90 doktorların kararının, %10-50 oranında hastaların 

kararının etkili olduğu belirtilmiştir (32). Doktorların 

kararlarında bilgi eksikliği, güvensizlik/kayıtsızlık 

ve kaçırılmış fırsatların olumsuz etkisinin olduğu, 

devamlı tıp eğitimi, güncel kılavuzlar ve koruyucu 

stratejilere uygun tavırların da olumlu katkısının 

olduğu ifade edilmiştir. Hastaların kararlarında yalan 

haberler, aşı karşıtı gruplar, tereddüt ve güvensizliğin 

olumsuz etkisinin olduğu; basit ve dürüst kampanyalar 

ve güvenilir bilgilendirmenin ise olumlu etkisi olduğu 

belirtilmektedir. Aynı zamanda eğitim, gelir durumu 

ve aşıya erişim sorunları süreci olumsuz etkilerken, 

ücretsiz aşılama, düzenli aşı takvimi önerileri ve 

epidemiyolojik çalışmaların ise olumlu etkilediğine 

dikkat çekilmiştir (32).  

İnfluenza aşısının kapsayıcılığını artırmak için 

kronik hastalık yönetimi ve aşı stratejilerinin 

entegrasyonunun çok önemli olduğunu öngörebiliriz. 

Buna halk sağlığı yetkilileri ve sağlık çalışanlarının yıllık 

influenza aşılanmasının teşviki ve hedef gruplardaki 

kişilere mevsimsel influenza aşısının önerilmesinin 

sağlanmasını dahil edebiliriz. Ayrıca influenza 

konusunda yapılandırılmış iletişim kampanyalarının 

süreçte etkili olacağı da öngörülebilir. Özellikle 

sağlık çalışanları ve riskli gruplara yönelik influenza 

aşı temini için yeterli ve sürdürülebilir bir finansman 

kaynağının oluşturulması da yüksek aşılama oranlarına 

ulaşmak için önemli faktörler arasında yer alır (32). 

Grip aşısı olan diğer sağlık çalışanlarının yanı 

sıra hekimin kişisel deneyimi de hastalara yönelik 

gelecekteki tavsiyelerde belirleyici bir faktör olarak 

görünmektedir. Aşısız hastalarda ‘kaçırılan fırsatlar’ 

incelendiğinde, ana neden olarak tıbbi ziyaretler 

sırasında tavsiye edilmemesi olduğu tespit edilmiştir. 

Başka bir deyişle, doktorlar olumlu bir tutuma sahip 

olduğunda ve aşıyı önerdiğinde, bağışıklama oranı 

önemli ölçüde artmakta ve farklı serilerdeki vakaların 

%50 ila %93’ü arasında etkili bir aşılama sağlamaktadır 

(33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40).

Uzman doktorlar birincil önleme müdahalelerini 

gerçekleştirme konusunda isteksiz olabilirler (40). 

Etkili aşılamadaki diğer bir büyük sınırlama, hastaların 

psikolojik yönleriyle ilgili karmaşık davranışsal 

özellikleri içerir (41, 42, 43). Aşı kararında yalpalamayı 

belirleyen davranışsal yönleri analiz eden yaklaşık 

500 makale bulunmaktadır. Davranışsal yönler 

incelendiğinde; kişinin halinden memnun olması 

(örnek: hasta olma, ciddi komplikasyonlar gösterme 

riskinin düşük algılanması veya hasta olmama oranının 

yüksek algılanması), aşı uygulamasının kişiye külfet 

getirmesi (öz-etkililik, maliyet, davranışsal yönler), 

aşıya güven eksikliği (çevreye güvensizlik gibi yönler, 

etkinlik, olumsuz etkiler, yetkililerle bağlantı ve 

belirtilerle ilgili psikolojik yönler, olumsuz mitlerin 

daha fazla kabul edilmesi) ve aşıyla ilgili farklı 

durumları hesaplama (bireysel ve sosyal risk-fayda 

oranı) olarak gruplandırılmıştır (43).

Türkiye’de çocukluk çağı için 13 antijenli 

genişletilmiş bağışıklama programı başarıyla 

uygulanmaktadır. Ülkemizde aşı uygulaması özellikle 

çocukluk döneminde bir program dâhilinde devam 

etmekte ve belirli sağlık kurum ve çalışanları ilgili 

hedef grupların aşılanması için bir görev çerçevesinde 

çalışmaktadırlar (44). Ülkemizde çocukluk dönemi 

aşılama oranları son on yıldır %90’ların üzerinde 

seyrederken erişkin aşılama (Hemofilus influenza b, 

influenza b, pnömokok, meningokok, tetanoz, hepatit 

B ve varisella aşısı) oranlarının bu denli düşük olması, 

üzerinde çalışılması gerekli olan bir alandır (45). 

Erişkin aşılaması için ülke genelinde yapılandırılmış 

bir uygulama yoktur ve çocukluk çağı bağışıklama 

programındaki başarının erişkin aşılamaya henüz 

yansımadığı görülmektedir. 

Birçok influenza araştırmasında prospektif 

olarak aşı olan ve olmayan gruplar için influenza 

enfeksiyonuna bağlı hastane yatışları, kalp yetmezliği 

veya KOAH gibi hastalıklar açısından  enfeksiyondan 

hastaneye yatış ve ölümlerin  gerçekleşme durumu 

incelenmiştir. Çalışmamızda ise örneklemde yer 

alan kişilerde bulaşıcı olmayan hastalık varlığı ile aşı 

olma durumu arasındaki ilişki retrospsektif olarak 

incelenmiş olup aşı sonrası enfeksiyon gelişmesine 

yönelik bir bulgu mevcut değildir. 
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Prediction	of	treatment	cost	by	artificial	neural	network	of	
patients	with	COVID-19	in	intensive	care	unit

Yoğun	bakım	ünitesindeki	COVID-19	hastalarının	yapay	sinir	ağı	ile	
tedavi	maliyetinin	tahmini

Suna	KOÇ1	(ID),	Mehmet	DOKUR2	(ID),	Türkan	ÖZER3	(ID),		Betül	BÖRKÜ	UYSAL4	(ID),	
Mehmet	Sami	İSLAMOĞLU4	(ID),	Nilgün	AÇIKGÖZ5	(ID),	İlke	KÜPELİ1	(ID),	Sena	Gül	KOÇ6	(ID),	

Sema	Nur	DOKUR7	(ID),	İsmail	Tuncer	DEGİM8	(ID)

ÖZET	

Amaç: Yapay sinir ağları (YSA), memeli beyinlerini 

oluşturan biyolojik sinir ağlarından esinlenen bilgi işlem 

sistemleridir. Bir YSA, biyolojik bir beyindeki nöronları 

kabaca modelleyen, yapay nöronlar adı verilen bağlantılı 

birimler veya düğümler koleksiyonuna dayanır. Her 

bağlantı, biyolojik bir beyindeki sinapslar gibi, diğer 

nöronlara bir sinyal iletebilir. Bağlantılara kenar denir. 

Nöronlar ve kenarlar tipik olarak öğrenme ilerledikçe 

ayarlanan bir ağırlığa sahiptir. Ağırlık, bir bağlantıdaki 

sinyalin gücünü artırır veya azaltır. Doğrusal olmayan 

süreçleri yeniden üretme ve modelleme yetenekleri 

nedeniyle yapay sinir ağları, birçok disiplinde 

uygulama bulmuştur. Uygulama alanları arasında sistem 

tanımlama ve kontrol, tıbbi teşhis, veri madenciliği, 

görselleştirme, makine çevirisi, yalnızca hücre şekli 

bilgilerini kullanarak yüksek düzeyde istilacı kanser 

hücre dizilerini daha az istilacı hücre dizilerinden ayırt 

etmek ve diğer birçok alan yer alır. Bu çalışmada, yoğun 

ABSTRACT

Objective:	 Artificial neural networks (ANNs) are 

computer systems that are inspired by the biological 

neural networks that make up mammalian brains. An 

ANN is built from a network of linked units or nodes 

known as artificial neurons, which are roughly modeled 

after the neurons in the human brain. Each link, like 

synapses in a human brain, has the ability to send a 

signal to other neurons. The connections are referred 

to as edges. Neurons and edges usually have a weight 

that changes as learning progresses. The weight changes 

the intensity of the signal at a connection. Artificial 

neural networks have found applications in a wide range 

of fields due to their capacity to recreate and simulate 

nonlinear phenomena. System identification and control, 

medical diagnostics, data mining, visualization, machine 

translation, distinguishing highly invasive cancer cell 

lines from less invasive lines using simply cell shape 

information, and many more domains are examples 
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INTRODUCTION

ANN models and many other models developed for 

prediction using artificial intelligence are becoming 

widespread and increasingly used in medical and 

pharmaceutical research to predict the nonlinear 

correlation between causal factors and response 

variables (1, 2). ANN is a computer algorithm inspired 

by biological systems and their working methodology. 

It is designed to learn from data in a way similar to 

the brain’s learning processes. The vast majority of 

ANNs are multidimensional, nonlinear information 

processing systems (3, 4). ANNs are data-analysis 

machines made up of hundreds of independent 

artificial neurons. Artificial neurons are connected 

together by coefficients (weights), which create the 

neural structure, and are organized in layers, which 

include the input layer, the output layer, and hidden 

layers in between. Neural networks learn by finding 

patterns and discovering correlations in data, and 

they are taught with appropriate learning instances 

through experience (5).

PREDICTION	OF	TREATMENT	COST	BY	ARTIFICIAL	NEURAL	NETWORK

bakım ünitesi (YBÜ)’nde COVID-19 hastasının toplam 

tedavi maliyetini veya prognozunu tahmin etmek için 

ANN’den yararlanması amaçlanmıştır.

Yöntem: COVID-19 ile enfekte ağır hastaların 

YBÜ’de kalış sürelerini (gün) etkileyen yaş gibi 

parametreler ve diğer biyokimyasal parametreler YSA 

analizi kullanılarak değerlendirilmiştir. Bu çalışmada, 

bir bilgisayar programı olan Pythia® YSA modellerini 

geliştirmek için seçilen hastalara ait veriler kullandık. 

Bulgular: YBÜ’den elde edilen ve başlangıç 

parametreleri olarak bilgisayara verilen gerçek veriler 

elde edilmiştir. Bilgisayar programı tahmin için en 

uygun model olarak birinci seviye için 15 nöron, ikinci 

seviye için bir nöron vermiştir (SSD = 0,000995). Bu 

program, gerçek hasta için 2019 yılındaki gerçek 

maliyeti 142.234,06 TL iken toplam maliyeti 144.930,94 

TL olarak tahmin edilmiştir. Bu ilişkinin, kalış süreleri 

üzerindeki olası etkilenen parametreleri tahmin 

etmede iyi olduğu görülmüştür. 

Sonuç: Bu çalışmada, geliştirilen ve yayınlanan 

YSA modeli herhangi bir deneysel parametre 

gerektirmemektedir. Ayrıca YSA, YBÜ’deki COVID-19 

hastalarının masraflarıyla ilgili yararlı ve kesin tahmin 

veya bilgi sağlama yeteneğine sahiptir.

Anahtar	Kelimeler: Covid-19, yoğun bakım ünitesi, 

yapay sinir ağı, tedavi, maliyet

of application areas. In this study, ANN analysis was 

utilized by us to forecast the total cost of therapy or 

the prognosis of severe COVID-19 the patients in the 

intensive care unit (ICU).

Methods:	 The parameters such as ages, and the 

other biochemical parameters that affect the staying 

periods (days) of COVID-19 infected patients in ICU were 

evaluated by using an ANN analysis. For this a computer 

program, Pythia®, was used to develop ANN models. Real 

data was used for that selected patients in this study.

Results:	 The real data obtained from the ICU 

and gave to the computer as initial parameters. The 

computer program gave 15 neurons for the first level, 

one neurons for the second level as the most suitable 

model for the prediction (SSD = 0.000995). This program 

predicts a total cost 144.930,94 Turkish Lira (27.300 USD)  

where the real cost 142.234,06 Turkish Lira (26.792 USD) 

for the real patient in 2019. This relation was found to 

be good to predict the possible affected parameters on 

staying times. 

Conclusion:	The ANN model developed and released 

in this research does not necessitate any experimental 

parameters. Besides, ANN has the ability to deliver 

helpful and exact prediction or information regarding 

the expense of COVID-19 patients in ICU.  

Key	Words:	Covid-19, intensive care unit, artificial 

neural network, treatment, cost
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The purpose of this study is to calculate the 

costs of severe patients hospitalized in the isolated 

intensive care unit with the diagnosis of COVID-19, 

using artificial neural networks  in the most realistic 

way and to make forward-looking cost-analytical 

estimates based on this.

Having input, hidden and output processes similar 

to those in biological neural systems, and because 

of their ability to reproduce and model nonlinear 

processes, ANN have found applications in many 

scientific fields such as to diagnose several types of 

cancers and to distinguish highly invasive cancer cell 

lines from less invasive lines using only cell shape 

information. ANN is also used successfully in electronic 

aviation fields system identification and control such 

as vehicle control, trajectory prediction, process 

control, natural resource management, quantum 

chemistry, general game playing, pattern recognition 

such as radar systems, face identification, signal 

classification, 3D reconstruction, object recognition 

and more, sensor data analysis, sequence recognition 

such as gesture, speech, handwritten and printed 

text recognition, medical diagnosis, finance, data 

mining, visualization, machine translation, social 

network filtering and e-mail spam filtering. Besides, 

ANNs have been used to accelerate reliability analysis 

of infrastructures subject to natural disasters and to 

predict foundation settlements (6).

In this study, we preferred Pythia® as a suitable 

ANN model to estimate the total cost for the 

treatment of COVID-19 patients in the University 

Hospital Intensive Care Unit (ICU).

MATERIAL	and	METHOD

Data	collection	and	processing
Initial data was obtained from hospital data sources 

by retrospective searches. After data collection, 

all values were entered into the Excel program. All 

parameters were accepted as inputs and total cost 

of the treatments for each patient were entered 

as output. The computer program Pythia® accepts 

copy/paste from Excel columns. After copying inputs 

and the output, the future function of the Pythia 

program called “Evolutionary optimisation” was 

chosen and program ran. Finally, the program gave 

the best neural network model indicating the number 

of neurons at layer by considering the least sum of 

squares of the deviations from the real data. The 

program was trained to use a given neural model for 

the real data. After the training program was ready 

for predictions. These predicted values were finally 

compared with the real data.

Development	of	ANN
The input layer neurons obtain data and the 

output neurons produce the ANN’s response. The 

parameters affecting the duration of stay (days) of 

COVID-19 infected patients in ICU were evaluated by 

using an ANN analysis. ANN models were developed 

using selected input parameters (age, co-morbidities, 

length of stay in ICU, cost of treatment per patient 

and the other biochemical parameters) determined 

after accepting them in ICU. A computer program, 

Pythia®, was used to develop ANN models (The Neural 

Network Designer version 1.0-Runtime Software LLC; 

Carson City, NV) (7). The software provided the best 

configurations and number of neurons at each level 

for predicting the total cost of the treatment of the 

COVID-19 patients. The superior fit was 16 neurons. A 

total of 19 inputs were used and the average SSD (sum 

of squared deviations) was calculated as 0.000995 

after training. The best network model was developed 

using the optimizer and the ANN that achieved the 

lowest square deviations.

In this study, the most suitable ANN models were 

computed and developed for prediction of total cost 

of the treatment of 201 COVID-19 patients treated 

in ICU. The computer program run-Pythia®-uses back 

propagation networks to achieve the best model. 

The parameters of network (weights) were initially 

set to random values. During the training phase, 

the actual outputs compared with the desired (real) 

outputs and the error value propagated back toward 

the input of the network. A special feature of the 
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program called evolutionary optimizer automatically 

generates suitable networks and it is able to find the 

best one for given set of data. The program achieves 

the best network structure based upon lowest square 

deviations.

The study protocol was permitted by Biruni 

University Faculty of Medicine Ethics Committee 

(Date: 29.07.2020 and Number: 2020/42-05). The 

study was completed according to the mandates of 

the Helsinki.

RESULTS

The real data was obtained from the hospital unit 

and entered to the computer as initial parameters. 

The computer program gave 15 neurons where 19 

inputs were used for the first level and one neuron 

for the second level as the most suitable model for 

the prediction. The average SSD was calculated as 

0.000995 after training. The predicted treatment 

cost of patients is given in Figure 1.

The network output was plotted against two input 

descriptors to generate a functional dependency 

surface but this returned highly complex responses 

between the input variables yet there was no clear 

and easy-to-understand correlation. However, the 

real data and the predicted values were in the scope 

of predictability. As an example, program predicted 

a total cost of 144.930,94 Turkish Lira (27.300 USD) 

where the real cost was 142.234,06 Turkish Lira  

(26.792 USD) for the patients in 2019 (Figure 2).

PREDICTION	OF	TREATMENT	COST	BY	ARTIFICIAL	NEURAL	NETWORK

Figure	1. Prediction of total cost for the treatment (graphical scatter plot)
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Figure	2. Prediction of total cost for the treatment (in Turkish Lira, based on 2019) (linear scatter plot)

DISCUSSION	and	CONCLUSION

The used computer program Pythia uses back 

propagation networks to achieve the best model 

(1, 3). The parameters of network (weights) were 

initially set to random values. During the training 

phase, the actual outputs were compared with 

the desired (real) outputs and the error value 

propagated back toward the input of the network. 

A special feature of the program called evolutionary 

optimizer automatically generates suitable networks 

and it is able to find the best one for given set of 

data. The program achieves the best network 

structure based upon lowest square deviations (8).

The ANN calculations have two phases. Initial 

phase referred as “training phase” and the final phase 

called “reproduction phase”. When training phase is 

completed, the network and each neuron get the exact 

value for fermi function and during the reproduction 

phase parameters are set and remain unchanged. 

In back propagation networks, each neuron has one 

output and as many inputs as neurons in the previous 

level. Each network input is connected to every neuron 

in the first level. Each neuron output is connected to 

every neuron in the next level. The network’s output 

is the output of the last level neurons. The network is 

processed from left to right in the given model (9). The 

ANN findings showed that the computer program made 

predictions successfully and the correlation between 

parameters were found to be complex (10). These 

complex correlations were defined successfully by ANN 

and estimations were conducted rapidly after system 

training. The interpretation of the effects of each 

descriptor parameter is difficult since the model is 

multivariate and nonlinear. However, some insight into 

the degree of nonlinear behaviour of the descriptors 

has been assessed with a functional dependence to 

understand the relationships. The value of the input 

variables varied through a range, whereas some 

others were almost constant (11). It is also possible 

to predict a total cost for a hypothetical patient for 

whom the input parameters are known. In a study in 
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which Kulkarni A, et al. (12) evaluated the prolonged 

hospitalization periods of patients hospitalized in the 

coronary intensive care unit after angiography, it was 

shown that the longer the poor prognostic indicators 

increased, the longer the hospitalization periods get.

In recent years, parametric prediction studies 

have increased in clinical sciences using artificial 

neural networks to determine the accuracy of 

diagnosis and the prognosis of critically ill patients 

(13-18). Prediction studies using artificial neural 

networks can reflect cost-effectiveness analyzes in 

clinical sciences. It is especially important to be able 

to predict the actual cost of the medical treatment 

prior to the decision for especially physicians, hospital 

management and also for medical authorities. Beside 

that, the medical decision makers and doctors should 

also be aware of the actual costs before application 

of the therapy. These personnel should also be aware 

of what biomedical parameters can actually make 

the condition of the aforementioned patient worse. 

These biochemical markers or parameters are also 

predictive for the patient’s medical conditions 

subsequently. This study may be the first study which 

searches for a relationship between biochemistry 

and the patient’s conditions and finally predicts 

the total cost of the future therapy. This beneficial 

prediction may help the medical personnel and 

indicates what biochemical factors are important for 

the rapid recovery of the Covid-19 patients and also 

may give a perspective on how to reduce total costs.

In conclusion, all results of our study showed 

that developed and trained ANN model is useful to 

predict the total treatment cost of the patients with 

COVID-19 and the correlations between parameters 

were found to be complex. Despite the presence 

of these complex relationships in parameters, it 

is more difficult to make predictions using other 

traditional methods; our estimations were found to 

be rapid and feasible after easy system training and 

parameter input. Besides, this illustration is good to 

predict the duration of stay of COVID-19 patients in 

ICUs. This is crucial since predicting the days of stay 

may help health professionals to reduce the cost of 

treatments. It may even be possible to order some 

necessary consumables and drugs prior to treatment. 

The ideology and the network or calculation method 

can be easily adapted to the other subjects.
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ÖZET

Amaç:	 Akrep antivenomu hazırlanması, akrep 

zehirinin uygun bir hayvana, çoğunlukla atlara enjekte 

edilmesi sonrası uygun bir süre sonra uygulama yapılan 

hayvanların serumundan spesifik antikorların elde 

edilmesi gibi titizlikle gerçekleştirilmesi gereken bir 

süreçtir. Venom enjekte edilen hayvanlarda venomun 

kalitesi, miktarı ve uygulama yerine bağlı olarak birçok 

fizyolojik ve patolojik bulgu görülmektedir. Androctonus 

crassicauda venomu ulusal akrep antivenomu üretiminde 

kullanılmaktadır. A. crassicauda Türkiye’de Doğu ve 

Güneydoğu Anadolu bölgesinde (Elazığ, Diyarbakır, 

Şanlıurfa, Mardin, Adana, Hatay, Malatya, Mersin) 

Leiurus abdullahbayrami ise Güneydoğu Anadolu 

bölgesinde (Gaziantep, Adıyaman, Kilis, Şanlıurfa, 

Mardin) sıklıkla görülen türlerdir. Bu çalışmanın amacı, 

A. crassicauda zehiriyle elde edilen ulusal akrep 

antivenomunun; L. abdullahbayrami türlerine karşı 

etkinliğini değerlendirmektir.

Yöntem: Çalışmada, A. crassicauda venomu 

ile immunize edilen atlardan elde edilen ulusal 

akrep antivenomu kullanıldı. A. crassicauda ve L. 

ABSTRACT

Objective:	 The preparation of the scorpion 

antivenom is a process that must be meticulously 

performed, such as obtaining specific antibodies from 

the serum of the injected animal after a suitable period 

of time after the relevant venom has been administered 

to a suitable animal, mostly horses. Many physiological 

and pathological symptoms occur in the treated animal, 

depending on the quality, quantity and application of 

the venom injected. Androctonus crassicauda venom is 

used in the production of national scorpion antivenom. 

A. crassicauda is a common species in Eastern and 

Southeastern Anatolia (Elazığ, Diyarbakır, Şanlıurfa, 

Mardin, Adana, Hatay, Malatya, Mersin) and Leiurus 

abdullahbayrami is a common species in Southeastern 

Anatolia (Gaziantep, Adıyaman, Kilis, Şanlıurfa, Mardin). 

The aim of this study is that the national scorpion 

antivenom obtained with A. crassicauda venom; to 

evaluate its effectiveness against L. abdullahbayrami.

Methods: National scorpion antivenom obtained 

from horses immunized with A. crassicauda venom was 

used in the study. The venoms of A. crassicauda and L. 
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GİRİŞ

Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkezi Başkanlığı 

(RSHMB) akrep zehiri çalışma laboratuvarında 

Türkiye’de bulunan akreplere özgü ulusal akrep 

antivenomu üretimi 1942 yılında yapılmaya 

başlandı. Türkiye’de görülen tüm akrep sokması 

vakalarında ulusal akrep antivenomu kullanılmakta 

olup günümüzde de Serum Üretim Laboratuvarında 

ulusal akrep antivenomu üretimi devam etmektedir. 

Antijenik özelliğinden dolayı Androctonus 

crassicauda (kara akrep) venomu ulusal akrep 

antivenomu üretiminde kullanılmaktadır. A. 

crassicauda venomunun atlara enjekte edilmesinden 

uygun bir süre sonra uygulama yapılan hayvanların 

serumundan spesifik antikorların elde edilmesi ile 

antivenom elde edilmektedir. Uygulama yapılan 

hayvanlarda enjekte edilen zehirin kalitesi, miktarı 

ve uygulama yerine bağlı olarak birçok fizyolojik ve 

patolojik bulgu görülmektedir. 

ANTİVENOMLARIN	ÇAPRAZ	NÖTRALİZASYONU

abdullahbayrami scorpions was obtained by electrical 

stimulation. The venoms of both species were prepared 

at 1 mg/ml. Lethal dose 50 (LD50) values were determined 

in mice for venoms of both species. Two-fold dilutions 

of A. crassicauda scorpion antivenom were prepared 

and the neutralization unit (NU) was determined by 

calculating the effective dose 50 (ED50) values in mice 

against A. crassicauda and L. abdullahbayrami venoms. 

Potency value of A. crassicauda antivenom and cross-

protection of antivenom against L. abdullahbayrami 

venom were calculated by neutralization test.

Results: The LD50 of A. crassicauda venom was 

5.761 µg/mouse and the LD50 of L. abdullahbayrami 

venom was 5.265 µg/mouse. ED50 was found 0.1767 in 

A. crassicauda and 0.25 in L. abdullahbayrami. Potency 

values against A. crassicauda antivenom were obtained 

as 90.5488 NU/ml and 64 NU/ml for A. crassicauda and 

L. abdullahbayrami, respectively.

Conclusion: Our study showed that A. crassicauda 

antivenom can also be used safely in L. abdullahbayrami 

scorpion stings and our study is the first study showing 

that A. crassicauda antivenom can be used in the 

treatment of L. abdullahbayrami scorpion stings.

Key	 Words: Scorpion, venom, antivenom, 

Androctonus crassicauda, Leiurus abdullahbayrami

abdullahbayrami türü akreplerin zehirleri elektriksel 

uyarı ile elde edildi. Her iki türün zehirleri 1 mg/

ml olacak şekilde hazırlandı. Her iki türün zehiri için 

farelerde letal doz 50 (LD50) değerleri belirlendi. A. 

crassicauda akrep antivenomunun iki katlı dilusyonları 

hazırlandı ve A. crassicauda ve L. abdullahbayrami 

venomlarına karşı farelerde etkili doz 50 (ED50) değerleri 

hesaplanarak nötralizasyon ünitesi (NU) belirlendi. 

Nötralizasyon testi ile A. crassicauda antivenomunun 

potens değeri ve L. abdullahbayrami venomuna karşı 

antivenomun çapraz koruyuculuğu hesaplandı.

Bulgular: A. crassicauda venomunun LD50’si 5,761 

µg/fare, L. abdullahbayrami venomunun LD50’si 5,265 

µg/fare bulundu. ED50, A. crassicauda’da 0,1767 

bulunurken, L. abdullahbayrami’de 0,25 tespit edildi. 

A. crassicauda antivenomuna karşı potens değerleri 

ise A. crassicauda ve L. abdullahbayrami için sırasıyla 

90,5488 NU/ml ve 64 NU/ml olarak elde edildi.

Sonuç: Çalışmamız, A. crassicauda antivenomunun 

L. abdullahbayrami akrep sokmalarında da güvenle 

kullanılabileceğini göstermiş olup A. crassicauda 

antivenomunun L. abdullahbayrami akrep sokmalarının 

tedavisinde kullanılabileceğini gösteren ilk çalışmadır.

Anahtar	 Kelimeler: Akrep, zehir, panzehir, 

Androctonus crassicauda, Leiurus abdullahbayrami
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A. crassicauda’nın Türkiye’de varlığı ilk kez Vachon 

(1951) tarafından saptanmıştır. A. crassicauda; Orta 

Asya ve Türkiye’de tıbbi yönden en önemli türdür (1, 

2). A. crassicauda zehirinin tipik etkileri; sokulan 

sahada şiddetli ağrı ve his kaybının yanı sıra şiddetli 

nörolojik etkilerle birlikte hipertansiyondur. A. 

crassicauda türünden elde edilen venom, antivenom 

üretiminde antijen olarak kullanılmaktadır (2, 3). 

Üretim yönünden monovalan karakterde üretilen 

A. crassicauda kaynaklı ulusal akrep antivenomu; 

farklı akrep türlerinin venomlarına karşı etkili 

olması nedeniyle de polivalan özellik gösteren bir 

antiserumdur (2-4). A. crassicauda’nın Türkiye’de 

daha çok Doğu ve Güneydoğu Anadolu bölgesinde 

özellikle Elazığ (Palu), Diyarbakır, Şanlıurfa (Harran-

Akçakale), Mardin, Adana, Hatay, Malatya, Mersin 

illerinde bulunduğu bildirilmiştir (5). Türkiye’de 

görülen Leiurus türü akrepler 2009 yılına kadar 

L. quinquestriatus türü olarak bilinmekteydi. L. 

quinquestriatus, Türkiye’de ilk kez Tulga tarafından 

1959 yılında Adıyaman’da tespit edilmiş olup tür tayini 

Shulov tarafından yapılmıştır (1,2). L. quinquestriatus 

dünyanın en zehirli akreplerinden biridir, tıbbi 

önemi oldukça fazladır. Bol miktarda kardiyotoksin 

içeren zehiri esas olarak nörotoksiktir; ölümler 

kardiyovasküler etkiler ve solunum disfonksiyonu 

sonucudur. Ancak zehiri antijenik yönden antivenom 

üretimine elverişli değildir (2). Farelerde 0,16-0,50 

mg/kg olarak bildirilen LD50 toksisite seviyeleri, bu 

türün akreplerde tanımlanan en toksik zehirlerden 

birine sahip olduğunu göstermektedir. Akrep 

sokmalarının klinik çerçevede kardiyojenik şok ve/

veya pulmoner ödem, akut kalp yetmezliği ya da 

ölümle sonuçlandığı bildirilmektedir. Akrep venom 

toksinlerinin hipertansiyon ya da hipotansiyon, 

hipotermi, taşikardi, hipersalivasyon, miyokardit, 

pankreatit, hiperglisemi, hiperamilazemi, anksiyete, 

nörotoksisite ve koagulasyon bozukluklarına neden 

olduğu bilinmektedir (6). L. quinquestriatus, ilk olarak 

Ehrenberg tarafından 1828’de A. quinquestriatus 

olarak tanımlanmıştır. 1949’da Max Vachon, Leiurus’u, 

L. quinquestriatus quinquestriatus (Ehrenberg, 

1828) ve L. quinquestriatus hebraeus (Birula, 

1908) alt türlerini içeren L. quinquestriatus’tan 

(Ehrenberg, 1828) oluşan monotipik bir cins 

olarak tanımlamıştır. Afrika’da daha çok L. 

quinquestriatus quinquestriatus görülürken, Asya’da 

L. quinquestriatus hebraeus populasyonlarının 

bulunduğu bildirilmiştir (7). Ürdün’den L. 

jordanensis (8), Kamerun’dan L. savanicola (7), 

Yemen’den L. nasheri (9) ve Türkiye’den bildirilen 

L. abdullahbayrami ile Leiurus cinsinin tür sayısı 

beşe çıkmıştır. Yagmur ve ark. (10), Leiurus cinsinin 

bilinen tüm Türk popülasyonlarını incelemiş ve 

Şekil	 1a. Androctonus crassicauda (Kara akrep) HSGM 
Serum Üretim Laboratuvarı (Şanlıurfa) 

Şekil	1b. Leiurus abdullahbayrami (Sarı akrep) HSGM Serum 
Üretim Laboratuvarı (Adıyaman) 
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hepsinin yeni tür yani L. abdullahbayrami’yi temsil 

ettiğini saptamış, Türkiye’de görülen tüm Leiurus 

cinsi akreplerin L. abdullahbayrami türü olduğu 

kabul edilmiştir. Daha sonra 2010’da Suriye’den de 

L. abdullahbayrami bildirimi yapılmıştır (11). L. 

abdullahbayrami türü akrep Türkiye’ye endemik bir 

türdür ve Güneydoğu Anadolu bölgesinde Gaziantep, 

Adıyaman, Kilis, Şanlıurfa, Mardin illeri ve çevresinde 

dağılım göstermektedir. Yapılan çalışmalar, L. 

abdullahbayrami’nin L. quinquestriatus’tan tür 

düzeyinde farklılıklar içerdiğini göstermiştir (10). 

Bu tür ayrıca Filistin, Suriye ve Kuzey Afrika’da da 

bulunmuştur (12). L. abdullahbayrami 2009 yılına 

kadar L. quinquestriatus olarak tanımlandığı için L. 

abdullahbayrami türü ile yapılan çalışmalar çok yeni 

ve az sayıdadır. Protein sekanslama çalışmalarında 

BLAST benzerlik analizi ile L. abdullahbayrami 

zehrinin peptid dizilimine en yakın dizilim %98’lik 

oranla L. quinquestriatus habraeus’tan saflaştırılan 

Lqh6 peptidi olarak belirlenmiştir (13). Birçok 

çalışmada, ham akrep venomları elektriksel uyarı 

ile çeşitli akreplerden elde edilmiş ve kullanılan 

antivenomların etkinliği Letal Doz 50 (LD50), Etkili 

Doz 50 (ED50) değerleri hesaplanarak antivenomların 

potensleri değerlendirilmiştir (32-36).

Bu çalışmanın amacı, A. crassicauda zehiriyle 

elde edilen ulusal akrep antivenomunun; L. 

abdullahbayrami türlerine karşı etkinliğini 

değerlendirmektir.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Akrepler	ve	zehirleri	
A. crassicauda akrepleri (Şanlıurfa) ve L. 

abdullahbayrami akrepleri (Adıyaman) Türkiye’nin 

Güneydoğu Anadolu bölgesinden toplanmış; Halk 

Sağlığı Genel Müdürlüğü (HSGM) Serum Üretim 

Laboratuvarında beslenen akreplerdir. Akreplere 

günlük olarak su verilmekte ve her sağımdan sonra 

çekirge ile beslenmektedirler. Ham venomun 

eldesi elektrostimülasyon sağım yöntemi ile 

gerçekleştirilmiştir. Elektrostimülatör ile 20 V, 10 

Hertz’ lik elektrik akımı pens yardımı ile tutulan 

akreplerin telsonuna anot ve katot uç olmak üzere iki 

adet elektrot kullanılarak uygulanmıştır (14). 

Venomun	eldesi	ve	peptid	miktarının	belirlenmesi
1,5 ml’lik tüp içerisine toplanan venomlar 

deiyonize su ile çözülerek 4 oC’de, 15 dakika, 

14.000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında 

süpernatant kısmı yeni bir tüpe alınarak soğutmalı 

vakum kurutucuda kurutulmuştur. Elde edilen 

liyofilize venomlar etiketlenerek daha sonraki deney 

aşamalarında kullanılmak üzere -20 oC’de saklanmıştır 

(15). Elde edilen ham venomun venom konsantrasyonu 

hesaplanmıştır. Spektrofotometrik ölçümler 280 nm 

(A280) dalga boyunda gerçekleştirilmiştir (16). Venom 

konsantrasyonları 1mg/ml olacak şekilde NanoDrop 

spektrofotometre ile belirlenmiştir. 

Antivenom
Ulusal akrep antivenomu; üretim yönünden 

monovalan, farklı akrep türlerinin venomlarına karşı 

etkili olması nedeniyle de polivalan özellik gösteren, 

A. crassicauda zehirinin atlara enjeksiyonu ile 

hazırlanan bir antiserumdur. Uygun bir süre sonra 

aşılanmış hayvanların serumundan spesifik antikorların 

toplanması ile elde edilmekte; uygulama yapılan 

atların serumlarının eş-volümetrik havuzlarından 

oluşturulmaktadır.

Deney	Hayvanları
Letal doz 50 (LD50), Etkili doz 50 (ED50), 

nötralizasyon ünitesi (NU) ve potens değerlerini 

belirlemek için 18-20 g laboratuvarda yetiştirilmiş 

dişi Swiss Albino fareler kullanılmıştır (17). Tüm fare 

deneyleri, HSGM Deney hayvanları laboratuvarlarında 

Laboratuvar Hayvanlarının Bakımı ve Kullanımı 

Kılavuzu’na uygun olarak gerçekleştirilmiştir (4). 

Deney hayvanları %60 ± 10 nem ile laboratuvar ortam 

sıcaklığında tutulmuş ve ticari kemirgen peletleri ve 

yeteri kadar su ile beslenmiştir.

Letal	Doz	50	(LD50)	Tayini
A. crassicauda ve L. abdullahbayrami zehirlerinin 

farklı dozları, geleneksel tekniklere ve akrep serum 

monografına göre farelere intravenöz olarak enjekte 

edilmiştir. Enjeksiyondan 48 saat sonra ölümlerin 
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sayısı kaydedildi ve LD50 değerleri (%50 istatistiksel 

ölüme neden olan zehir dozu) µg/fare cinsinden 

hesaplanmıştır. Hesaplama işlemi Spearman-Karber 

metodu ile yapılmıştır (17,18). 

Letalite	nötralizasyonu
A. crassicauda ve L. abdullahbayrami venomları 

5 LD50/0,25ml olacak şekilde test venomu (Tv) 

solüsyonu hazırlanmıştır. HSGM Serum Üretim 

Laboratuvarı tarafından üretilen A. crassicauda akrep 

antivenomunun iki katlı dilüsyonları hazırlanmıştır. 

Farklı antivenom dilüsyonları, A. crassicauda  ve 

L. abdullahbayrami venomlarının Tv solüsyonları 

ile 30 dakika süreyle 37 oC’de inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra, örnekler farelere (n=6) 

kuyruk veninden intravenöz (i.v.) olarak enjekte 

edilmiştir. Enjeksiyondan 48 saat sonra ölümlerin 

sayısı kaydedilmiştir. Antivenomun A. crassicauda  

ve L. abdullahbayramivenomlarına karşı farelerde 

Etkili Doz 50 (ED50) değeri Reed&Muench metodu ile 

hesaplanarak nötralizasyon ünitesi (NU) değerleri 

belirlenmiştir. Antivenomun potens değerleri NU/ml 

cinsinden her iki akrep venomu için hesaplanmıştır 

(17). 

Akrep	zehirlerinin	jel	elektroforezi	(SDS-PAGE)
L. abdullahbayrami venomunun protein 

profilinin belirlenmesi için sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapılmıştır 

(19). Tris Tricine yürütme çözeltisi kullanılmıştır.  

İndirgenmemiş metot ile %12 ayırma jeli, %4 

yükleme jeli oranlarına sahip jeller hazırlanarak 

yürütme yapılmıştır. Düşük moleküler ağırlığa sahip 

küçük proteinlerin analizi için de %16 ayırma jeli, 

%4 yükleme jeli oranlarına sahip jeller hazırlanmış 

ve hem indirgenmiş hem de indirgenmemiş metot 

ile çalışma yapılmıştır. Proteinlerin moleküler 

ağırlıklarını hesaplamak için Ultra Low Range 

Marker (SİGMA 1,060-26,600 Da) ve Wide Range 

Marker (SİGMA 6,500- 200,00 Da) paralel olarak 

çalıştırılmıştır. SDS-PAGE çalışması oda sıcaklığında 

120 V’da yaklaşık 2,5-3 saat yürütülerek yapılmıştır. 

Yürütmenin sonunda jeller Coomassie brilliant blue 

ile boyanmıştır.

Etik	Kurulu	Onayı
Bu çalışma, Sağlık Bakanlığı Türkiye İlaç ve Tıbbi 

Cihaz kurumu Deney Hayvanları Etik Kurulu’nun 

onayından sonra Biyolojik Ürünler ve Deney Hayvanları 

Laboratuvarı’nda yapılmıştır (Onay numarası: 

E.39634851-1121844, Onay tarihi: 29.09.2021).

Bu çalışmada, gerçekleştirilen tüm işlemler 

Helsinki Deklarasyonu’nun (2008) etik standartlarına 

uygun olarak yapılmıştır. Hayvanları ilgilendiren tüm 

prosedürler, benimsenen hayvan araştırmaları etik 

ilkelerine uygundur.

BULGULAR

Letal	Doz	50	(LD50)	Tayini		
A. crassicauda ve L. abdullahbayrami zehirlerinin 

farklı dozları ile LD50 değerleri sırasıyla 5,265 µg/fare 

ve 5,761 µg/fare olarak hesaplanmıştır.

Letalite	nötralizasyonu
A. crassicauda antivenomunun A. crassicauda 

ve L. abdullahbayrami venomlarına karşı farelerde 

ED50 değerleri sırasıyla 0,25 ve 0,1767 olarak 

belirlenmiştir. Spesifik nötralizasyon potensi, A. 

crassicauda zehirinden 90,5488 NU/ml iken, L. 

abdullahbayrami zehirinden 64 NU/ml bulunmuştur.  

Bu sonuç; 1 ml ulusal akrep antivenomu, 90,5488 LD50 

gücünde A. crassicauda venomunu nötralize etmekte 

iken, 64 LD50 gücünde L. abdullahbayrami venomunu 

nötralize etmektedir şeklinde yorumlanmaktadır.

Akrep	venomlarının	jel	elektroforezi	(SDS-PAGE)
L. abdullahbayrami venomuna ait indirgenmemiş 

%12 SDS-PAGE çalışması’nda (Şekil 2) 84-66 kDa 

aralığında yaklaşık 70 kDa’da çok yoğun olmayan bir 

protein bandı görülmüştür. L. abdullahbayrami’de 

asıl bant yoğunlukları 14,2 kDa altında olduğu tespit 

edilmiştir. 70 kDa ile 14,2 kDa aralığında herhangi 

bir bant görülememiştir. Diğer akrep venomlarına 

ait profiller protein bantları açısından çok daha 

zengin olduğu belirlenmiştir.. L. quinquestriatus 

quinquestriatus’a ait profillerde 84 kDa ile 24 kDa 

aralığında dört temel protein bandı bulunmuştur. 

14,2 kDa ile 6,5 kDa aralığında da düşük moleküler 
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ağırlığa sahip yoğun bir protein bant profili görülüştür. 

A. crassicauda’ya ait profillerde 84 kDa - 66 kDa 

aralığında yoğun olmayan bir bant, 55 kDa - 36 kDa 

aralığında iki protein bandı ve 29 kDa - 6,5 kDa 

aralığında beş yoğun protein bandı belirlenmiştir.

L. abdullahbayrami venomu karakteristik olarak 

geniş bir protein profiline sahip  olmadığı ve daha 

yoğun olarak düşük moleküler ağırlıklı peptitleri 

içerdiği belirlenmiştir. L. abdullahbayrami ve L. 

quinquestriatus quinquestriatus venomunun düşük 

moleküler ağırlıklı profillerinin ayırımını sağlamak için 

%16’lık jelde hem indirgenmiş hem de indirgenmemiş 

Tris-Tricine SDS-PAGE yöntemi (Şekil 3 ve Şekil 4) 

çalışılmıştır. L. abdullahbayrami ve L. quinquestriatus 

quinquestriatus venomunda 14,2 kDa altında bulunan 

yoğun bant profilinin peptit içeriği ayrımı net olarak 

sağlanamamıştır. Bu ayrımın sağlanabilmesi için 

daha ayrıntılı moleküler, biyokimyasal ve proteomik 

analizlere ihtiyaç duyulmaktadır.

Şekil	2. İndirgenmemiş %12 SDS-PAGE çalışması

Şekil	3. İndirgenmemiş %16 SDS-PAGE çalışması
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Deney	Hayvanlarının	Klinik	Gözlemi
Farelerin venom enjeksiyonundan sonra aşırı 

uyarılma, ajitasyon, agresif davranış, gıcırtı ve kavga, 

taşipne, konvülsiyonlar, halsizlik, felç, koma gibi 

zehirlenme semptomları sonrası öldüğü gözlenmiştir. 

Ayrıca farelerde hipersalivasyon veya lakrimasyon 

saptanmamıştır.

TARTIŞMA	ve	SONUÇ

Akrep sokma vakalarının çoğunda akrep ne 

görülebilmekte ne de tanımlanabilmektedir. 

Doğu ve Güneydoğu Anadolu bölgesinde meydana 

gelen akrep sokmalarında en çok A. crassicauda 

ve L. abdullahbayrami’nin görüldüğü, geri kalan 

vakalara ise tanımlanamayan akreplerin neden 

olduğu bilinmektedir. Her iki akrep türü de Buthidae 

familyasında yer almaktadır (10). Akrep sokma 

vakalarının yarısından fazlasının Güneydoğu Anadolu ve 

Akdeniz bölgelerinde olduğu ve daha çok yaz aylarında 

görüldüğü rapor edilmektedir (20, 21). Tüm akrep 

türlerinin zehirli olduğu ve akrep sokmalarında, kişinin 

yaşına, kilosuna, sokulan bölgeye ve vücuda giren doz 

miktarına bağlı olarak hayati tehlike oluşturabilecek 

komplikasyonların gelişebileceği bildirilmektedir. 

Akrep sokması sonucu; sokulan bölgede şiddetli lokal 

ağrılar, yüksek ateş ve kızarma, yoğun terleme, ağız 

suyu akıntısı, karın bölgesinde kramp, hipotermi ve 

hipertansiyon gibi rahatsızlıklar oluşabilmektedir. 

Ölümle sonuçlanan vakalar genellikle çocuklarda ve 

bağışıklığı zayıf yaşlı bireylerde görülmektedir. Akrep 

sokmalarında ilk 24 saatteki antiserum uygulamasının 

hayati tehlikeyi büyük ölçüde azalttığı bildirilmektedir 

(20, 22-24). Bir çalışmada, L. abdullahbayrami 

zehirlenmesinin özellikle çocuklarda akreple ilişkili 

kardiyomiyopati ve akut akciğer ödemine neden 

olabileceğini gösterilmiştir (25). Altınkaynak ve ark. 

(26) Türk antivenomunun (A. crassicauda antivenomu) 

Mesobuthus gibbosus türü akrep sokma vakalarının 

%91,6’sında etkili olduğu için akrep sokması 

tedavisinde kullanılmasını önermişlerdir. Soker ve 

Haspolat (27) ise Güneydoğu Anadolu’da akreple ilgili 

tüm vakaların %90,3’ünde Türk antivenomunun etkili 

olduğunu doğrulamışlardır. Günümüzde de ulusal akrep 

antivenomu tedavide başarıyla kullanılmaktadır (23, 

24). Ozkan ve Alcigir (28), tavşan modelleme çalışması 

ile L. abdullahbayrami ve A. crassicauda zehirlerinin 

patomorfolojik bulgularını inceledikleri çalışmalarında, 

yeni tanımlanan L. abdullahbayrami venomunun, 

A. crassicauda venomundan daha zehirli olduğunu 

Şekil	4. İndirgenmemiş %16 SDS-PAGE çalışması
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ve vücut ağırlıklarının daha düşük olması nedeniyle 

özellikle bebekler için L. abdullahbayrami’nin 

ciddi tehdit oluşturabileceğini bildirmişlerdir. 

Akrep sokmasının ardından türe özgü antivenom 

ile tedavinin mümkün olmadığı durumlarda, A. 

crassicauda’ya karşı kullanılan antivenom diğer akrep 

türlerinin sokmaları için kullanılabilir (29). Türkiye’de 

monovalan A. crassicauda antivenomu 1942’den 

beri tüm akrep sokmalarında kullanılmaktadır (20). 

Bu nedenle, ulusal akrep antivenomunun diğer 

akrep zehirlerine karşı da etkililiği araştırılmalıdır. 

Akrep zehirlerinin kalitesi; akreplerin cins, tür, 

cinsiyet, vücut ağırlığı, coğrafi kökeni, yapı ve zehir 

miktarına göre değişkenlik gösterebilir. Zehir çıkarma 

prosedürleri ve LD50 belirleme yöntemine bağlı olarak 

da toksisiteleri değişkenlik gösterebilir. Antivenom 

üretimi sırasında zehir toksisitesi ve kalitesindeki 

değişkenlik de dikkate alınmalıdır (29, 30). Çeşitli 

ülkelerdeki potens analizleri incelendiğinde en kabul 

edilebilir testin standart murin letalite testi (zehirin 

LD50 ve antivenomun ED50’sinin belirlenmesi) olduğu 

fark edilmiştir. Bunun yanısıra testin gerçekleştirilme 

şekli, enjekte edilen hacimler, venom/antivenom 

karışımlarının enjekte edilme yolları, LD50 değeri, 

kullanılan fare cinsi ve hayvanların ağırlıkları gibi 

önemli farklılıkların potensi etkilediği de bildirilmiştir 

(29).  Hayvanların %50’sini öldürmek için gerekli 

zehir miktarı olan LD50, standart bir toksin potens 

ölçüsü olmasına rağmen, akrep zehirinin değişkenliği 

nedeniyle yapılan çalışmalarda farklı gözlemlenen 

bir gösterge olmuştur (20, 31, 34-37). Ozkan ve 

ark. (31)’nın farelerde subkutan enjeksiyonla L. 

abdullahbayrami zehrinin medyan letal dozunu 

(MLD) 0,19 mg/kg olarak buldukları çalışmaları L. 

abdullahbayrami’nin letal dozu hakkındaki ilk rapor 

olmuştur (31). Çalışmamızda A. crassicauda ve L. 

abdullahbayrami LD50 değerleri sırasıyla 5,265 µg/fare 

ve 5,761 µg/fare olarak hesaplanmıştır. Çalışmamızda, 

LD50 ve ED50 değerleri kullanılarak A. crassicauda ve 

L. abdullahbayrami zehirlerinin LD50’sini nötralize 

etmek için gerekli olan ulusal akrep antivenom 

miktarları hesaplanmıştır. Sonuçlarımıza göre, 1 ml 

ulusal akrep antivenomu, 90,5488 LD50 gücünde A. 

crassicauda venomunu nötralize etmekte iken, 64 

LD50 gücünde L. abdullahbayrami venomunu nötralize 

etmiştir. Ozkan ve ark. (31),  çalışmalarında L. 

abdullahbayrami venom protein içeriğini 0,513 mg/

ml olarak bulmuşlardır. SDS-PAGE ile 4 ile 6 kDa da 

daha güçlü olmak üzere 4, 6, 31 ve 46 kDa dört farklı 

protein bandı tespit etmişler. L. abdullahbayrami 

akrep venomunun, elektroforetik protein modellerine 

göre hem kısa hem de uzun zincirli nörotoksinlere 

sahip olduğunu göstermişlerdir (31). 

Çalışmamızda, L. abdullahbayrami venomuna ait 

SDS-PAGE çalışmasında (Şekil 2) 84-66 kDa aralığında 

yaklaşık 70kDa’da çok yoğun olmayan bir protein bandı 

tespit edilmiştir. L. abdullahbayrami’de asıl bant 

yoğunluklarının 14,2 kDa altında olduğu saptanmıştır. 

70 kDa ile 14,2 kDa aralığında ise herhangi bir bant 

tespit edilememiştir. L. abdullahbayrami venomunda 

4 ila 6 kDa’lık moleküler ağırlıklara karşılık gelmesi 

beklenen uzun zincirli ve kısa zincirli peptit toksinleri 

ayrımlanamamıştır. Bu ayrımın sağlanabilmesi için 

daha ayrıntılı moleküler, biyokimyasal ve proteomik 

analizler yapılması gerekmektedir. 

Akrep sokması tedavisinde antivenomlar 

hala yaygın olarak kullanılmaktadır. Çok sayıda 

epidemiyolojik ve klinik çalışma, antivenomun 

akrep sokması vakalarında başarıyla kullanıldığını 

göstermektedir (2, 20, 22-24, 31-36). Tulga (2), L. 

quinquestriatus venomundan ürettiği antivenom 

ile 150 g ağırlığındaki sıçanlarda nötralizasyon testi 

yapmış ve 200 µl L. quinquestriatus antivenomunun, 

sadece 2 MLD L. quinquestriatus venomunu nötralize 

ettiğini, ancak 2.5 MLD A. crassicauda venomunu 

nötralize etmediğini bulmuştur. Bununla birlikte, eşit 

miktarda (0.2 ml) A. crassicauda antivenomunun, 2 

MLD L. quinquestriatus venomunu nötralize ettiğini 

de bildirmiştir. Ayrıca, L. quinquestriatus zehirinin 

A. crassicauda zehirinden dört ila beş kat daha 

toksik olduğunu vurgulamıştır. Fakat antijenitesinin 

düşüklüğünden dolayı L. quinquestriatus venomu 

antivenom üretiminde etkin kullanılamamaktadır. 

Tulga’nın (2) tespitlerine göre akrep venomlarında, 
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zehirlilik ile antijenite arasında bir ilişki olamayacağı, 

venomlarda türe özgü ayrı bir antijen bileşeninin 

varlığını düşünmenin gerektiği belirtilmiştir. A. 

crassicauda ve L. abdullahbayrami’ye karşı iki 

ayrı spesifik monovalan antivenom elde edildikten 

sonra, laboratuvar hayvanlarında nötralizasyon 

deneylerinden alınan sonuçlara göre, A. crassicauda 

antivenomunun 2 ml’lik miktarı beş akrebin homolog 

venomunu nötralize edebiliyorken aynı miktarda L. 

abdullahbayrami antivenomunun ancak bir akrebe 

karşılık gelen homolog venomu nötralize edebildiği 

görülmüştür. Bu sonuç, A. crassicauda venomunun L. 

abdullahbayrami akrebinin venomuna göre daha üstün 

bir antijenik nitelik taşıdığını ortaya koymaktadır. 

Bu nötralizasyon deneylerine paralel olarak yapılan 

çapraz koruma deneylerinden alınan sonuçlara göre 

ise, A. crassicauda antivenomunun aynı ölçüler içinde 

L. abdullahbayrami venomunu da nötralize ettiği, 

fakat aksinin mümkün olmadığı tespit edilmiştir. 

Türkiye’nin her yerinde güvenle kullanılabilecek 

akrep antivenomunun, çok zehirli L. abdullahbayrami 

venomuna karşı hazırlanmış antivenom değil, bundan 

4-5 kez daha az zehirli A. crassicauda’ya karşı 

hazırlanmış monovalan serum olabileceği ortaya 

konulmuştur (12). Tulga (3) 1964’de İsrail’de yapılan 

çalışmada, A. crassicauda zehirine karşı hazırlanan 

Türk antivenomunun L. quinquestriatus zehirini 

nötralize edebildiğini gözlemlediklerini bildirmiştir. 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından yürütülen 

bir çalışmada, Türkiye’de Refik Saydam Hıfzıssıhha 

Enstitüsü’nde hazırlanan Türk antivenomunun kendi 

homolog venomunu uygun seviyede nötralize ettiği 

gözlenmiştir. Birbirinden farklı sekiz monovalan 

antivenom (Cezayir, Brezilya, Güney Afrika ve 

Meksika gibi ülkelerde üretilen) denenmiş ve Türk 

antivenomunun Cezayir’deki A. australis akrebinin 

venomunu kendi antivenomundan daha etkili nötralize 

ettiği bulunmuştur. Türk antivenomunun ayrıca, Güney 

Avrupa ile Kuzey Afrika’da bulunan Buthus occitanus ile 

Güney Amerika türü olan Tityus serrulatus türlerinin 

venomlarını da kendi antivenomlarıyla eşit seviyede 

nötralize ettiği bildirilmiştir. Türkiye’nin ürettiği 

antivenomun Kuzey Amerika akrep türleri Centruoides 

sculpturatus ve C. vittatus’un venomlarıyla, Güney 

Afrika akrep türü olan Parabuthus spp.’nin venomunu 

ise homolog antivenom derecesinde olmasa da, onlara 

yakın bir seviyede nötralize ettiği gösterilmiştir (32). 

DSÖ’nün çalışmasında, Türkiye’de A. crassicauda’dan 

üretilen antivenomun bilinen antivenomlardan daha 

iyi sonuç verdiği görülmüştür (12, 32). Günümüzde, A. 

crassicauda antivenomunun, diğer akrep türlerinin 

sokmalarına karşı koruyuculuğunu bildiren başka 

çalışmalar da mevcuttur. Ozkan ve ark. (33) 

çalışmalarında A. crassicauda antivenomunun, hem A. 

crassicauda hem de M. gibbosus zehirlerini nötralize 

ettiğini bildirmiştir. A. crassicauda antivenomunun 

farelerde 20 MLD (MLD’nin 20 katı) M. gibbosus 

venomunu nötralize edebildiğini belirtmişlerdir. 

Ozkan ve Carhan (34), A. crassicauda antivenomunun 

Türkiye’deki Mesobuthus eupeus akrep sokmalarının 

tedavisinde de kullanılabileceğini göstermişlerdir. A. 

crassicauda antivenomunun M. eupeus ve A. crassicauda 

akrep zehirlerine karşı nötralizasyonunu araştırdıkları 

çalışmalarında LD50 değerlerini sırasıyla 0,18 mg/kg, 

15,45 μg/kg olarak bulmuşlardır. Bir ml A. crassicauda 

antivenomunun farelerde 464 LD50 M. eupeus zehirini 

ve 940 LD50 A. crassicauda zehirini nötralize ettiğini 

ve monovalan A. crassicauda antivenomunun, M. 

eupeus akrep zehirine karşı da immünoaktiviteye 

ve nötralize etme kapasitesine sahip olduğunu 

bildirmişlerdir. Ozkan ve ark. (35) A. crassicauda 

antivenomunun L. quinquestriatus zehirine etkinliğini 

araştırdıkları çalışmalarında, farelerde 0,4 ml A. 

crassicauda antivenomunun 10 MLD L. quinquestriatus 

zehirini nötralize ettiğini göstermişlerdir. Ozkan ve 

Yagmur (36), ulusal akrep antivenomunun M. eupeus 

eupeus, M. gibbosus akrepleri üzerindeki etkinliğini 

araştırdıkları çalışmalarında M. eupeus eupeus, M. 

gibbosus ve A. crassicauda akrep zehirleri için sırasıyla 

1,92 mg/kg (i.v.), 0,67 mg/kg (s.c.) ve 0,24 mg/kg 

(s.c.) LD50 değerlerini bulmuşlardır. Bir ml ulusal akrep 

antivenomunun farelerde 23 LD50 M. e. eupeus, 32 LD50 

M.gibbosus ve 42 LD50 A. crassicauda zehirini nötralize 

ettiğini tespit etmişlerdir. Ulusal akrep antivenomunun 
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hem spesifik zehir ile hem de Mesobuthus türü 

zehirleri ile güçlü bir şekilde reaksiyona girdiği 

gösterilmiş ve M. eupeus eupeus ve M. gibbosus akrep 

sokmaları tarafından zehirlenmelerin tedavisinde 

kullanılabileceği bildirilmiştir. 

Akrep sokmalarının sıklıkla yaşandığı ülkelerde 

polivalan ve monovalan karekterde akrep antiserumu 

üretimi yapılmaktadır (37,38). VACSERA polivalan 

at kaynaklı akrep antiserumunun Mısır ve Yemen 

akrepleri üzerindeki etkinliğinin araştırıldığı 

çalışmada, Mısır kaynaklı L. quinquestriatus, A. 

crassicauda, A. amorexi ve A. australis türleri için 

LD50 değerleri sırasıyla 6,9, 8,3, 12,5 ve 6,94 LD50/

fare bulunurken, Yemen kaynaklı L. quinquestriatus, 

Buthus spp. ve A. australis türleri için 6,4 ± 6, 20,7 ve 

7,0 LD50/fare bulunmuştur. L. quinquestriatus ve A. 

crassicauda zehirlerinin atlara enjeksiyonu ile elde 

edilen polivalan akrep antiserumunun Mısır kaynaklı 

L. quinquestriatus, A. crassicauda, A. amorexi ve A. 

australis türlerinin sırasıyla 70, 35, 45 ve 60 LD50/fare 

potens değerleri ile nötralize etmede etkili olduğu 

saptanmıştır. Yemen kaynaklı L. quinquestriatus, 

Buthus spp. ve A. australis türleri için ise 70, 20 ve 

60 LD50/fare potens değerleri tespit edilmiştir (37). 

Farelerde L. quinquestriatus quinquestriatus akrep 

zehirinin öldürücü ve patofizyolojik değişikliklerine 

karşı polivalan iki antivenomun (Suudi Arabistan ve 

Mısır) etkinliğinin karşılaştırıldığı çalışmada, Mısır 

antivenomunun protein konsantrasyonunun Suudi 

Arabistan antivenomunun üç katı olduğu ve her iki 

antivenomun beklenen nötralizasyon kapasitelerini 

(60-70 LD50) sağladıkları bildirilmiştir (38). 

Sonuç olarak; çalışmamız L. abdullahbayrami 

zehirlenmelerine karşı A. crassicauda antivenomunun 

etkinliğinin invitro ve invivo gözlemlendiği ilk çalışmadır. 

Elde ettiğimiz sonuç, A. crassicauda antivenomunun L. 

abdullahbayrami akrep sokmalarında kullanıldığında 

akrep zehirlenmesinin önlenmesindeki etkinliğini 

göstermektedir. A. crassicauda antivenomunun klinik 

yararlarını belirlemek için diğer tür akrep sokmaları 

üzerinde de çalışmalar yapılmalıdır. A. crassicauda 

antivenomunun akrep sokmaları üzerindeki etkileri 

epidemiyolojik ve klinik çalışmalarla daha iyi tespit 

edilmelidir. Çalışmamız, A. crassicauda antivenomunun 

L. abdullahbayrami ile akrep sokmalarında 

antivenom dozunda yapılacak ayarlama ile güvenle 

kullanılabileceğini göstermiştir. Türkiye’nin bugün için 

bilinen en zehirli akrebi L. abdullahbayrami olmasına 

rağmen Türkiye’de antivenom üretimi bakımından 

en uygun antijen A. crassicauda’nın venomudur. Bu 

venomla hayvanların bağışıklanması çok kolay olduğu 

gibi, zehirlenmeler nedeniyle antivenom üretim hayvanı 

kaybı da yok denecek kadar az olmaktadır. Ayrıca A. 

crassicauda akrep türüne karşı hazırlanmış antivenomun 

oldukça geniş bir paraspesifik etki alanı olduğu ve 

bu antivenomun hem Türkiye’nin hem de Dünya’nın 

birçok bölgesinde bulunan L. abdullahbayrami akrep 

sokmalarında tam bir güvenle uygulanabileceği 

gözlenmiştir. Diğer ülkelerde görülen A. crassicauda 

ve L. abdullahbayrami türü akrep sokmalarına bağlı 

zehirlenmelerde de ulusal akrep antivenomunun 

rahatlıkla ve etkili bir şekilde kullanılabileceği bu 

çalışma ile ilk kez ortaya konulmuştur.

* Bu çalışma, Sağlık Bakanlığı Türkiye İlaç ve Tıbbi Cihaz kurumu Deney Hayvanları Etik Kurulu’nun onayı ile gerçekleştirildi 
(Tarih:29.09.2021 ve Karar No: E.39634851-1121844).
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Mitigative	effects	of	chloroquine	treatment	against	
hypoxia-induced	intestinal	injury:	a	histological	and	

immunohistochemical	study

Hipoksiye	bağlı	bağırsak	hasarına	karşı	klorokin	tedavisinin	hafifletici	
etkileri:	histolojik	ve	immünohistokimyasal	bir	çalışma

Ali	Tuğrul	AKIN1	(ID),	Emin	KAYMAK2	(ID),	Emel	ÖZTÜRK3	(ID),	Tayfun	CEYLAN4	(ID),	
Betül	YALÇIN5	(ID),	Kemal	Erdem	BAŞARAN6	(ID),	Derya	KARABULUT5	(ID),	

Züleyha	DOĞANYİĞİT2	(ID),	Saim	ÖZDAMAR7	(ID),	Birkan	YAKAN5	(ID)

ÖZET	

Amaç: Hipoksi, TNF-α (Tumor necrosis factor-

alpha), IL-6 ve IFN-y gibi inflamatuvar sitokinler ve 

apoptotik düzenleyici proteinler tarafından indüklenen 

apoptoz neticesinde bağırsağın mukozal bütünlüğünün 

bozulmasında önemli bir role sahiptir. Klorokin (CLQ), 

yeni koronavirüs hastalığında (COVID-19) kullanılan 

bir ilaçtır ve sıtma ve romatoid artrit gibi birçok 

inflamatuvar hastalığın tedavisi için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bu çalışmada, sıçanların bağırsak 

mukozasında hipoksi ile indüklenen inflamasyon ve 

apoptoza bağlı yıkıcı etkilerin CLQ uygulamaları ile 

azaltılması amaçlanmıştır.

Yöntem: Bu amaçla toplam 24 adet Wistar Albino 

rat rastgele üç gruba ayrılmıştır; Grup I: Kontrol grubu 

(n=8), Grup II: Hipoksi (n=8) ve Grup III: Hipoksi + 

CLQ (n=8). Kontrol grubu normal atmosferik ortamda 

(%21 O2), hipoksi ve hipoksi+CLQ grupları oksijen 

seviyelerinin 28 gün boyunca %10 seviyelerinde 

tutulabilmesi için pleksiglas kafeslerde barındırılmış 

ABSTRACT

Objective:	 Hypoxia has an important role in the 

disruption of intestinal mucosal integrity because of 

inflammation and apoptosis induced by inflammatory 

cytokines such as TNF-α (Tumor necrosis factor-alpha), 

IL-6 and IFN-y, and apoptotic regulatory proteins. 

Chloroquine (CLQ) is a drug used in the novel coronavirus 

disease (COVID-19) and is widely used for the treatment 

of many inflammatory diseases such as malaria and 

rheumatoid arthritis. In this study, we aimed to reduce 

the destructive effects of hypoxia-induced inflammation 

and apoptosis in the intestinal mucosa of rats with CLQ 

applications.

Methods:	For this purpose, a total of 24 Wistar Albino 

rats were randomly divided into three groups; Group I: 

Control group (n=8), Group II: Hypoxia (n=8) and Group 

III: Hypoxia + CLQ  (n=8). The control group was housed 

in plexiglass cages to keep the oxygen levels at 10% levels 

for 28 days, while the hypoxia and hypoxia+CLQ groups 

were housed in a normal atmospheric environment (21% 
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INTRODUCTION

Hypoxia is known as a restricted oxygen (O2) in an 

organism or in a situation (1). In an organism, hypoxia 

means a state in which oxygen is not enough for 

the tissue oxygen necessity to sustain homeostasis. 

This may cause weak oxygen transportation into the 

tissues both owing to lower blood quantity and lower 

oxygen volume in blood. The level of hypoxia can be 

various, and it may be mild or hazardous to organisms. 

It can be applied as acute, chronic or combination 

of acute and chronic applications. Although some 

tissues overcome the destructive effects of hypoxia 

for a long time, other tissues are very sensitive even 

to relatively low oxygen levels (2-4). 

In addition to digestion and absorption functions, 

studies have showed that the gastrointestinal tract 

have many other functions such as mucosal barrier, 

CHLOROQUINE	AMELIORATES	HYPOXIC	INTESTINAL	INJURY

ve hipoksi+CLQ grubuna 28 gün boyunca her gün 50 

mg/kg dozda CLQ uygulanmıştır. Deney sonunda 

anestezi altında bağırsak dokuları çıkarılan deney 

hayvanlarının yaşamlarına son verilmiştir. 

Bulgular: Histopatolojik değerlendirmeler 

sonucunda CLQ uygulamalarının, hipoksinin bağırsakta 

indüklediği histopatolojik etkiler üzerinde iyileştirici 

özellikler gösterdiği belirlenmiştir. Hipoksi grubunda 

TNF-α ekspresyonunda artış gözlenirken, hipoksi+CLQ 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

tespit edilmiştir. Ayrıca hipoksi+CLQ grubunda Bax 

ekspresyonunun Hipoksi grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük olduğu 

belirlenmiştir. Bunların aksine, Bcl-2 ekspresyonunun 

hipoksi+CLQ grubunda hipoksi grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı derecede artmış olduğu gözlenmiştir. 

Sonuç: Hipoksinin barsak mukozasında önemli 

bir hasara neden olduğunu ve hücreleri apoptoza 

sürükleyen ciddi bir inflamasyonu tetiklediğini 

gözlemledik. Klorokinin bağırsak mukozası üzerindeki 

iyileştirici etkileri göz önüne alındığında, bu anti-

enflamatuar ilacın, bağırsakta hipoksinin zararlı 

etkilerini hafifletmek için klinik olarak kullanım 

potansiyeline sahip olduğunu düşünmekteyiz.

Anahtar	Kelimeler: Apoptozis, klorokuin, hipoksi, 

TNF-α, bağırsak

O2), and the hypoxia+CLQ group was administered CLQ at 

a dose of 50 mg/kg every day for 28 days. At the end of 

the experiment, the intestinal tissues of the experimental 

animals, were extracted under the anesthesia and they 

were sacrificed.

Results:	As a result of histopathological evaluations, 

it was determined that CLQ applications showed healing 

properties on the histopathological effects induced 

by hypoxia in the intestine. While an increase in 

TNF-α expression was observed in the hypoxia group, 

a statistically significant decrease was detected in 

the hypoxia+CLQ group. In addition, Bax expression 

was found to be statistically significantly lower in the 

hypoxia+CLQ group when compared to the hypoxia 

group. On the contrary, it was observed that Bcl-2 

expression was statistically significantly increased in the 

hypoxia+CLQ group compared to the Hypoxia group. 

Conclusion:	 We observed that hypoxia causes 

significant damage to the intestinal mucosa and triggers 

a severe inflammation that drives cells to apoptosis. 

Considering the curative effects of chloroquine on the 

intestinal mucosa, we suggest that this anti-inflammatory 

drug has a potential to use clinically to alleviate the 

deleterious effects of hypoxia in the intestine.  

Key	Words:	Apoptosis, chloroquine, hypoxia, TNF-α, 

intestine
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endocrine and immunomodulatory functions. 

Intestinal mucosal barrier is one of the most 

substantial barrier systems of body and it includes 

biological barrier, chemical barrier and immune 

barrier. Thanks to collaboration of these different 

barriers which have different conformation, molecular 

structure and biological functions, a powerful defence 

mechanism is formed against pathogenic antigens or 

foreign microorganism via combined and complicated 

signalling pathways (5).

Hypoxic conditions can trigger a barrier dysfunction 

in gastrointestinal tract. As a consequence of this 

barrier dysfunction, a systemic inflammation can take 

place because of the bacterial and other pathogenic 

invasions; it is also the key factor which induces 

high-altitude multiple organ dysfunction syndrome 

(6). Moreover, it is considered that hypoxia is one of 

the important factors in the pathogenesis of bowel 

diseases such as Crohn’s disease (7).

The restricted energy synthesis induced by 

hypoxia reduces cilia swinging, decelerates peristaltic 

movement and prevents the cleaning of the 

gastrointestinal tract. Furthermore, sufficient blood 

and oxygen demand of gastrointestinal mucosa for 

healthy function can vary under specific conditions. 

Therefore, hypoxia can damage to the intestinal 

villi (8). The anatomical and chemical structures of 

gastrointestinal microvilli are also very sensitive to 

hypoxic conditions (9, 10). 

Many researches have shown that the 

immunomodulatory function of intestinal barrier is 

maintained by an organization of several cytokines 

such as ILs, IFNs and TNF-α (11). Hence, the imbalance 

between pro- and anti-inflammatory cytokines can be 

harmful to intestinal mucosa. It is shown that hypoxia 

can increase permeability of intestinal mucosa in vivo 

and it can induce the activation of inner immune cells. 

Activation of the immune cells leads the mucosal 

immune system response (12). TNF-α, IL-6, and IFN-γ 

are important inflammatory factors playing important 

roles in various inflammatory reactions and are highly 

correlated with the severity of inflammation (13).

Apoptosis plays an important role in the intestinal 

epithelium and it occurs in response to the stress of 

intestinal epithelial cells. Apoptosis can be induced 

in the epithelium of both crypt and villi (14). Bcl-2 

family proteins are the first ones among discovered 

apoptosis regulators in mammalians and they can 

regulate apoptosis both negatively and positively(15, 

16). Bcl-2 and Bcl-XL proteins are anti-apoptotic 

regulators of programmed cell death, and they inhibit 

apoptosis induced by several factors in most cell 

types while Bax and Bid induce or enhance apoptosis 

(17, 18).

CLQ is administered against malaria (19). CLQ is 

recommended and used in the treatment of COVID-19 

pneumonia.(20) CLQ is also used in the treatment of 

rheumatoid arthritis (21). The effect of TNF-alpha 

is prevented by the lysosomal protease inhibitor 

chloroquine (22). CLQ pre-treatment could improve 

mortality in mice by inhibiting inflammatory pathways 

and lethal death (23). 

In the present study, we investigated the impact 

of CQ treatment on normobaric hypoxia-induced 

intestine injury in rats. The aim of this study is to 

investigate the protective effects of CLQ in the 

gastrointestinal tract of rats exposed to normobaric 

hypoxia. For this purpose, we evaluated the 

histopathological changes in duodenum, and changes 

in the expression of TNF-α as a tissue inflammatory 

mediator. In addition, we evaluated changes in the 

expression of Bax and Bcl-2, which are the pro- and 

anti-apoptotic Bcl-2 family proteins.

MATERIAL	and	METHOD

Experimental	Design

Mature 24 male Wistar inbred albino rats were 

obtained from the Experimental and Clinical 

Research Centre of Erciyes University. All procedures 

were carried out in accordance with the Universal 

Declaration of Animal Rights, with the approval of the 

Ethical Committee (Date: 14.02.2018, Decision no: 

18/027) of Erciyes University Experimental Animals. 
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Rats were fed with pellet food and they had free 

access to drinking water. The room temperature was 

held constant at 23±1°C and 12 h night–day cycle was 

applied. Animals were treated in accordance with 

the Guidelines for Animal Experimentation of Jichi 

Medical University (Shimotsuke, Japan), based on the 

National Institutes of Health Guidelines for the Use 

and Care of Laboratory Animals.

The rats were randomly divided into three groups 

as follows: Control group (n=8), Hypoxia group (HX, 

n=8), Hypoxia plus Chloroquine (Sigma Aldrich, 

C6628) group (Hypoxia+CLQ, treated with 50 mg/kg/

day chloroquine). Rats in Control group were kept 

in room air. Rat in Hypoxia and Hypoxia+CLQ groups 

were put in Plexiglas chambers which could allow 

maintaining oxygen levels at 10% and their oxygen 

levels were monitored in the chambers.

During the 28 days, all groups were given equal 

volumes of intraperitoneal (i.p.) injections. The 

CLQ preparation was diluted with distilled water. 

The control group was given the same volume of 

distilled water. The hypoxia group was given 10% 

oxygen and i.p. distilled water. Hypoxia+CLQ group 

were given 10% oxygen and 50 mg/kg/day CLQ 

intraperitoneally. The study was terminated on 

day 28. The rats were sacrificed by decapitation 

under i.p. ketamine (50 mg/kg) and xylazine (10 

mg/ kg) anaesthesia. After decapitation, intestine 

tissues were rapidly excised and left in 10% neutral 

formalin fixation solution for histological and 

immunohistochemical examination.

Histological	Evaluation

Intestine samples were fixed for 72 hr in 10% neutral 

formalin solution. After washing with water, samples 

were dehydrated following through a graded alcohol 

series. Xylol were used for clearing the samples and 

the tissues were embedded in paraffin blocks. The 5 

µm thick sections were taken from the paraffin blocks 

and they were stained with haematoxylin-eosin for 

evaluating histological changes. The histological 

changes were scored from 0 to 3 according to the 

histological findings. Scoring was performed with 

these steps: 0 represents no pathological findings, 

and 1, 2 and 3 represent pathological findings and 

1; mild, 2; moderate and 3 was severe. Moreover, 

presence of leukocyte infiltration and mucosal 

degeneration at intestinal mucosa were examined on 

the sections. Changes in the intestinal morphology 

was evaluated by measuring the length and width of 

the intestinal villi and height of intestinal mucosa. 

Images were taken with light microscope (Olympus 

BX51; Olympus, Tokyo, Japan) and photos were 

taken with camera attachment of this microscope. 

The histological examinations were performed by 

histologists of the study group. 

Immunohistochemistry
TNF-α, Bax and BCL2 expression were detected 

immunohistochemically using a polyclonal antibody 

and the streptavidin-biotin-peroxidase technique 

(24). The sections were deparaffinized in xylene, 

rehydrated through graded alcohols and washed in 

deionized water. Antigen retrieval was performed 

by microwave treatment in 0.01 M sodium citrate 

buffer, pH 6.0, at 95°C for 5 min. The slides were 

cooled and held at room temperature for 10 min. 

Sections were washed with PBS. Endogenous 

peroxide activity was inhibited by immersion in 

3% (w/v) H2O2 for 12 min. Lab Vision™ UltraVision™ 

Large Volume Detection System (TP-125-HL; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) was used. 

All sections were washed with distillated water, 

then Ultra V block was applied for 10 min at room 

temperature to block background staining. Sections 

then were incubated overnight at 4ºC with an TNF-α 

(52B83) mouse monoclonal antibody diluted 1:50 

(sc-52746; Santa Cruz Biotechnology), Bax rabbit 

polyclonal antibody diluted 1:200 (bs-0127R; Bioss), 

Bcl-2 rabbit plyclonal antibody diluted 1:200 (bs-

4563R; Bioss) in antibody diluent buffer (TA-125-

ADQ; Thermo Fisher Scientific). After washing with 

PBS, sections were incubated with biotinylated 

goat anti-polyvalent secondary antibodies (TP-

125-BN) (TP-125-HL; Thermo Fisher Scientific). The 

immunoreaction was amplified using the streptavidin-

CHLOROQUINE	AMELIORATES	HYPOXIC	INTESTINAL	INJURY
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avidin-peroxidase complex and visualized using 3,3’ 

p-diaminobenzidine tetrahydrochloride (TA-060-

HDX; Thermo Fisher Scientific). After counterstaining 

with Gill’s haematoxylin, sections were washed three 

times with deionized water. Then, the sections were 

dehydrated through rising alcohols, cleared in xylene 

and mounted with Entellan. Images were taken 

using a light microscope (Olympus BX51; Olympus). 

At least five randomly chosen fields in each slide 

were counted at the original ×20 magnification. The 

immunoreactivity was scored from 0 to 3 according 

to the histological findings and 0 represents no 

staining, and 1, 2 and 3 represent in 1; less staining, 

2; moderate staining and 3; strong staining. 

Statistical	Analysis

All statistical analyses were carried out using 

SPSS statistical software (SPSS for Windows, SPSS Inc, 

Chicago, IL, version 24.0) and graphs were drawn by 

using Graphpad Prism 8.0 software. The Kolmogorov–

Smirnov test was used to identify normal distribution 

of the data. In case of normal distribution, quantitative 

variables were compared using One-way analysis of 

variance (ANOVA) and Tukey’s post-hoc test. The data 

was presented as the mean of normalized data±standard 

deviation of the mean (SEM). p-value<0.05 was 

considered as statistically significant.

RESULTS

Histological	findings

Intestinal mucosa showed a healthy histological 

structure in control group and there were no 

detected defects in the intestinal mucosa and villi. 

In the hypoxia group, it showed increased mucosal 

degeneration and inflammatory cells. The intestinal 

villi height in the hypoxia group were decreased 

and villi width was thinner than control groups. The 

intestinal mucosa of hypoxia group was shorter than 

the control group (Figure 1). Damage of intestinal 

mucosa (p< 0.001), the height of the intestinal villi 

(p< 0.022), the villi width (p< 0.001), thickness of 

the mucosa (p<0.005) was significantly decreased in 

the hypoxia group as compared to the control group. 

Treatment with CLQ significantly reduced the damage 

on the histological structure of the intestine in rats 

exposed to hypoxia (Table 1, Figure 1 and Figure 2).

Table	1. Changes in the histological damage score and measurements (μ) of the villi height, villi width and mucosa thick-
ness among groups

Groups Control Hypoxia Hypoxia+CLQ p

Score of Damage 0.06±0.25 1.46±1.19a 0.64±1.28b 0.001

Villi Height 672.43±127.47 593.09±148.37a 645.81±84.44 0.022

Villi Width 177.17±54.39 140.36±36.98a 151.71±38.03a 0.001

Mucosa Thickness 915.13±158.60 822.38±162.11a 931.68±152.18 0.005

Data are expressed as mean±SD. Significant result was considered when p < 0.05. (Tukey’s post-hoc test).
a Significantly different from control group.
b Significantly different from both control and hypoxia group.
CLQ: Chloroquine.
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Figure	2. (A) Graphics of histopathological score of intestinal damage, (B) changes in measurements (μ) of the intestinal 
villi height (B) and villi width (C) and thickness of intestinal mucosa (D). 
Measurements were statistically analysed with SPSS statistical software (SPSS for Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, version 
24.0). Statistical significance among groups were determined by Tukey’s post hoc test and results were transformed to 
graphs by using Graphpad Prism 8.0 software.
* shows the significant difference among groups.
CLQ: Chloroquine

Figure	1. Haematoxylin-eozin (H&E) staining to evaluate the effects of hypoxia on the intestinal epithelium, intestinal villi 
height, villi width and thickness of mucosa. 
(A) Control group given distilled water by i.p. injection. 
(B) Hypoxia group exposed to reduced oxygen level (10%) and given same volume distilled water by i.p. injection for 28 days. 
(C) Hypoxia+CLQ group exposed to hypoxic oxygen level (10%) and given chloroquine (50 mg/kg/day) by i.p. injection for 28 days. 
Arrows show the intestinal epithelium and stars show the intestinal villi. 
Stars show the villi width.
CLQ: Chloroquine
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Immunohistochemical	Findings
TNF-α, Bax and Bcl-2 expressions were observed in 

the intestinal epithelium. In the hypoxia group, TNF-α 

and Bax expressions statistically increased when 

compared with control group while Bcl-2 expression 

significantly reduced compared to control group. In 

the hypoxia+CLQ group, TNF-α and Bax expressions 

statistically reduced compared with that in group 

hypoxia. Additionally, In the hypoxia+CLQ group, Bcl-

2 expression statistically increased compared with 

that in group hypoxia (Table 2, Figure 3 and Figure 4).

Table	2. Immunreactivity score of TNF-α, Bax and Bcl-2 among groups

Groups Control Hypoxia Hypoxia+CLQ p

TNF-α 1.30±0.83 2.96±0.18a 1.32±0.74 0.001

Bax 0.43±0.56 2.83±0.37a 1.25±1.12b 0.001

Bcl-2 2.10±0.92 0.93±0.90a 1.96±1.11 0.001

Data are expressed as mean±SD. Significancy among groups were considered when p < 0.05. 
a Significantly different from control group. 
b Significantly different from both control and hypoxia group.
CLQ: Chloroquine; TNF-α :Tumor necrosis factor-alpha. 

Figure	3. Immunohistochemical stainings of all groups by using TNF-α, Bax and Bcl-2 polyclonal antibodies and streptavidin-
biotin-peroxidase technique. 
Control group (A) and Hypoxia+CLQ group (C) of TNF-α staining show less immunoreactivity while Hypoxia group (B) of TNF-α 
shows strong immunoreactivity. Similarly, Hypoxia group (E) of Bax shows strong immunoreactivity when compared with 
Control group (D) and Hypoxia+CLQ group (F) of Bax. On the other hand, Hypoxia group (H) of Bcl-2 immunostaining shows 
less immunoreactivity while Control group (G) and Hypoxia+CLQ (I) group show strong immunoreactivity. 
Arrows show the immunoreactive cells at the intestinal epithelium. 
CLQ, Chloroquine; TNF-α, Tumor necrosis factor-alpha
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DISCUSSION	and	CONCLUSION

Instabilities between oxygen levels supplied 

to tissues and oxygen consumption result in tissue 

hypoxia. Hypoxia causes many pathophysiologic 

conditions in some process and situations such as 

ion homeostasis, proliferation, differentiation, 

erythropoiesis, angiogenesis (25). 

Entireness of intestinal mucosa is a major element 

for normal physiologic function and disease prevention. 

Wu et al. (26) have reported that the intermittent 

hypoxia disrupts the intestinal structure. In this study, 

we show that the chronic hypoxia causes a significant 

damage in intestinal mucosa. Intestinal damage score 

is high numbered in hypoxia group when considered 

control group. Moreover, in hypoxia group, there is a 

significant decrease in intestinal villi height, villi width 

and mucosa thickness (Table 1).

Several studies have showed that hypoxia plays a 

role in cell death by apoptosis, oxidative stress and 

inflammation. As a major mechanism regulating the 

cell death, apoptosis has an important role in hypoxia-

induced cell damage. Many results have suggested that 

there is a close link between hypoxia and apoptosis. 

Hypoxia may cause apoptosis by upregulation of 

hypoxia-inducible factor (HIF), increased free oxygen 

radicals, overloading calcium ions and mitochondrial 

damage (27). Recent studies have indicated hypoxia 

increases the production of mitochondrial reactive 

oxygen levels (ROS) and reduces the antioxidant 

defense (28). ROS can interact with biomolecules 

and can damage several cell component such as 

DNA, RNA, proteins and lipids (29, 30). In the light 

of several studies, we believe that the intestinal 

structure disruption such as reducing intestinal villi 

height, villi width and mucosal thickness is because 

Figure	4. Graphics obtained from the analysis of TNF-α, Bax and Bcl-2 immunoreactivity scores. 
Data scored by histologist of the study group were analysed with SPSS statistical software (SPSS for Windows, SPSS Inc, 
Chicago, IL, version 24.0). 
Statistical significance among groups were determined by Tukey’s post hoc test and results were transformed to graphs by 
using Graphpad Prism 8.0 software. 
* shows the significant difference among groups. 
CLQ, Chloroquine; TNF-α, Tumor necrosis factor-alpha

CHLOROQUINE	AMELIORATES	HYPOXIC	INTESTINAL	INJURY
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of apoptosis triggered by HIF and increased ROS at 

intestinal mucosal region. 

Kalpana et al. (31) have suggested that hypoxia 

induces excessive production of inflammatory 

cytokines such as nuclear factor kappa-B (NF-

κB), interleukin-1 alpha (IL-1α) and TNF-α causing 

systemic inflammation and cell death in their study. 

They used male Sprague-Dawley rats as a model 

organism, and they exposed them hypobaric hypoxia. 

As a result, they observed a significant increase in 

TNF-α level in brain tissue. In the present study, 

we have found that hypoxia induces excessive 

production of TNF-α in intestinal mucosa. According 

to our immunohistochemical stainings, TNF-α levels 

in intestinal epithelial cells increased and this may 

cause a significant systemic inflammation (Table 2).

The mitochondrial apoptotic pathway is regulated 

by Bax and Bcl-2, which are the pro- and anti-

apoptotic Bcl-2 family proteins (32). Therefore, Bcl-2 

and Bax ratios determining whether a cell undergo 

programmed cell death are very important for many 

cell types in mammalians. In their study, Aliparasti et 

al. (33) investigated the effects of chronic hypoxia 

on Bcl-2/Bax ratio in rat heart tissue. For this 

purpose, they expose rats to O2 11% for two weeks 

and investigate the changes in expression of Bcl-2 and 

Bax proteins by Real Time Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR). As a one of their results, they suggested 

that chronic hypoxia negatively affected the mRNA 

expression of Bax protein but has no effect on the 

mRNA expression of Bcl-2 protein. In our study, we 

found that the Bax immunoreactivity significantly 

increased in intestinal epithelial cells in the hypoxia 

group while Bcl-2 immunoreactivity decreased 

according to our immunohistochemical staining (Table 

2). 

CLQ is widely used in treatment of Plasmodium 

vivax malaria as an anti-inflammatory agent. 

However, it is administered for treating some 

autoimmune defects such as rheumatoid arthritis and 

systemic lupus erythematosus (34). It is promising 

against the new SARS-CoV-2 coronavirus causing 

COVID-19 (35). In several studies with experimental 

animals, CLQ has been shown to have ameliorative 

effects against mucosal damage induced by various 

chemicals in the intestine (36). In addition, several 

studies have shown that CLQ inhibits oxidative stress 

and apoptosis in the intestinal tract after hepatic 

ischemia-reperfusion (37). Moreover, in many studies 

CLQ has been shown to suppress inflammation via 

the TLR pathway in inflammatory bowel disease (38). 

It is thought that this ameliorative effect of CLQ in 

the intestinal tract is due to its inhibitory effect on 

oxidative stress and apoptosis pathways due to its 

anti-inflammatory effect. In our study, we used CLQ 

to reduce negative effects of hypoxia on intestinal 

mucosa in rats. According to our histopathologic 

and immunohistochemical examinations, we found 

that CLQ significantly reduced the negative effects 

of hypoxia such as decreasing in height and width of 

intestinal villi and mucosal thickness in hypoxia+CLQ 

group when compared hypoxia group. Moreover, in 

hypoxia+CLQ group, a significant amelioration in terms 

of inflammation were determined by histopathological 

and immunohistochemical examinations; the number 

of inflammatory regions in intestinal mucosa 

disembarked and TNF-α immunoreactivity decreased 

significantly. CLQ inhibited apoptosis triggered by 

inflammatory cytokines such as TNF-α because it 

has an effect on Bcl-2/Bax ratio. In hypoxia group, 

Bax immunoreactivity significantly increased in 

intestinal epithelial cells while in hypoxia+CLQ group 

its immunoreactivity significantly decreased when 

compared to hypoxia group. 

As a consequence, we suggested that the 

administration of CLQ after exposure to hypoxic 

conditions can reduce the negative effects of hypoxia 

on intestinal tract. By means of its anti-inflammatory 

feature, the devastating effects of overexpression of 

inflammatory cytokines overloading cell to apoptosis 

in the intestinal mucosa may be inhibited when it is 

used regularly and properly dosed administrations.
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Hiperglisemi	RBL-1	hücrelerinde	Ca2+	salınımı	ile	aktive	olan	
Ca2+	akımlarını	(ICRAC)	arttırır

Hyperglycemia	increases	Ca2+	realese	activated	Ca2+	current	(ICRAC)	
in	RBL-1	cells

Yasin	GÖKÇE1	(ID),	Taufiq	RAHMAN2	(ID),	Nazmi	YARAŞ3	(ID)

ÖZET

Amaç:	Depo bağımlı Ca2+ girişi (SOCE) olarak farklı 

türde akımlar tanımlanmış olsa da bunlar arasında en 

iyi bilineni Ca2+ salınımı ile aktive olan Ca2+ akımlarıdır 

(ICRAC). SOCE yolağı çeşitli biyolojik süreçleri düzenleyen 

hücre içi Ca2+ ([Ca2+]i) sinyalleri oluşturmak için önemli 

bir yoldur. Anormal SOCE, özellikle alerji, diyabet, yangı 

ve kanseri içeren birçok çeşitli hastalık tipinin altında 

yatan önemli sebeplerden biri olarak görülmektedir. Bu 

çalışmada, hipergliseminin SOCE aktivitesi üzerine olan 

etkileri elektrofizyolojik yöntemlerle incelenmiştir.

Yöntem: Bu çalışmada, sıçan bazofilik lösemi-1 (RBL-

1) hücreleri yüksek glikoz (YG, 50mM) ve normal glikoz 

(5.5mM) derişimine sahip DMEM solüsyonları kullanılarak 

çoğaltılmıştır. RBL-1 hücreleri yeterli sayıya ulaşmasının 

ardından 72 saat süreyle yüksek glikoz ortamına maruz 

bırakılmıştır. Bu süreyi takiben hücrelerden Fura-2 

tabanlı Ca2+ görüntüleme tekniği ile SOCE aktivitesi ve 

voltaj kenetleme yöntemiyle ICRAC akımları ölçülmüştür.

Bulgular: ICRAC akım ölçümleri patch-clmap ve 

Fura-2 tabanlı Ca2+ görüntüleme yöntemleriyle 

ABSTRACT

Objective:	 Although different types of currents 

have been defined as store-operated Ca2+ entry (SOCE), 

the best characterized of these is Ca2+ release-activated 

Ca2+ currents (ICRAC). The SOCE pathway is an important 

way to generate cytosolic Ca2+ signals that regulate 

various biological processes. Abnormal SOCE appears to 

be one of the underlying causes of several diseases, 

particularly allergies, diabetes, inflammation, and 

cancer. In this study, the effects of hyperglycemia on 

SOCE activity were investigated by electrophysiological 

methods.

Methods: In this study, rat basophilic leukemia-1 

(RBL-1) cells were grown using DMEM solutions with 

high glucose (HG, 50mM) and normal glucose (5.5mM) 

concentrations. Following 72 h incubation period, SOCE 

activity was measured by Fura-2 based Ca2+ imaging 

technique and ICRAC currents recorded by voltage 

clamp method.

Results: ICRAC current measurements were performed 

by the patch-clmap method and Fura-2 based Ca2+ 
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GİRİŞ

Döllenmeden hücre ölümüne kadar hücresel 

yaşamın neredeyse her yönünü düzenleyen Ca2+, 

evrensel ve çok yönlü bir hücre içi habercidir. 

Ca2+ sinyallerinin üretilmesi, hücre içi serbest 

Ca2+ konsantrasyonu dinlenim durumundaki düşük 

(≤500 nM) değerinden yaklaşık ~ 1μM seviyesine 

kadar geçici artışı ile gerçekleşir (1). Hücrelerin 

bunu gerçekleştirebilmeleri hücre içi depolardan 

endoplazmik retikulum (ER), uyarıcı-bağımlı Ca2+ 

salınımına ve ayrıca hücre dışında plazma membranı 

(PM) üzerine yerleşmiş ligand- veya voltaj-bağımlı 

Ca2+ geçirgen iyon kanallarından Ca2+ girişine 

bağlıdır. Bununla birlikte, birçok hücre için, Ca2+’yi 

sinyallerinin ana kaynağı, farklı ve benzersiz bir Ca2+ 

giriş mekanizması olan depo bağımlı Ca2+ girişi (SOCE) 

ile gerçekleşir. SOCE, hücre içi Ca2+ depolarının 

hızlı boşaltılması neticesinden PM üzerinde bulunan 

Orai1 kanalı (Ca2+ salınmı ile aktive olan Ca2+ 

kanalı), üzerinden devamlı-Ca2+ akımı (ICRAC) şeklinde 

gerçekleşir. Orai1 kanalı, ER membranında eksprese 

edilen ve ER lümeni içindeki Ca2+ düşüşünü etkili bir 

şekilde “algılayan” stromal etkileşim molekülü-1 

(STIM1) proteinlerinin bu kanalla olan fiziksel teması 

neticesinde aktive olur ve hücre içine Ca2+ girişini 

tetikleyerek Ca2+ homeostazında önemli görev alır.  

SOCE kavramı, yaklaşık otuz yıl önce James Putney 

tarafından, hücre içi Ca2+ depolarının boşalmasının 

her zaman plazma membranı boyunca Ca2+ akışının 

artmasına yol açtığı gözlemini açıklayabilmek adına 

formüle edilmiştir. SOCE’nin oluşması için gereken tek 

şey hücre içi Ca2+ depolarının boşalmasıdır, bu duruma 

endojen hücresel sinyal yolakları veya farmakolojik 

reaktifler neden olmaktadır. SOCE ilk olarak mast 

hücrelerinde tanımlanmasına ve çoğunlukla bu ve 

diğer uyarılamayan hücrelerde çalışılmasına rağmen, 

bu tür Ca2+ giriş yolağının uyarılabilir hücreler de 

dahil olmak üzere her tür hücrede var olduğuna dair 

kanıtlar yapılan birçok çalışmayla gösterilmiştir (2–5).

HİPERGLİSEMİNİN	ICRAC	AKIMLARI	ÜZERİNE	ETKİSİ

imaging methods. For positive control experiments, 

using the PYR6 (SOCE blocker), it was confirmed 

that the currents were through the SOCE pathway. In 

addition, it was determined by two different methods 

that hyperglycemia significantly increased SOCE 

activity in RBL-1 cells compared to control values.

Conclusion: Our findings reveal that the SOCE 

pathway may have an important role in the disturbances 

in Ca2+ homeostasis and Ca2+ content of ER/SR stores 

encountered in diabetic pathologies. Although these 

findings at the cellular level are limited, it is thought 

that they will make great contributions to future 

studies.

Key	 Words: SOCE, RBL-1 cells, patch-clamp, 

hyperglycemia

gerçekleştirilmiştir. Pozitif kontrol deneyler için PYR6 

(SOCE blokörü) kullanılarak akımların SOCE yolağı 

üzerinden olduğu doğrulanmıştır. Ayrıca hipergliseminin 

RBL-1 hücrelerinde SOCE aktivitesini kontrol değerlerine 

göre istatistiksel olarak anlamlı derecede arttırdığı iki 

farklı yöntemle tespit edilmiştir.

Sonuç: Bulgularımız diyabetik patolojilerde 

karşılaşılan Ca2+ homeostazındaki ve ER/SR depolarının 

Ca2+ içeriğindeki bozulmalarda SOCE yolağı ile ilgili 

proteinlerin önemli bir rolü olabileceğini ortaya 

koymaktadır. Hücre düzeyinde elde edilen bu bulgular 

sınırlı olsa da ileride geliştirilecek olan çalışmalara 

büyük katkılar sağlayacağı düşünülmektedir.

Anahtar	 Kelimeler: SOCE, RBL-1 hücreler, patch-

clamp, hiperglisemi
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SOCE’nin geleneksel olarak azalmış hücre içi Ca2+ 

depolarını doldurmak için ana yolak olarak görev 

aldığı iyi bilinmektedir. Bu kadar önemli görevlerinin 

yanında, SOCE’nin ekzositoz, mitokondriyal 

metabolizma, gen ekspresyonu, hücre büyümesi ve 

çoğalması gibi bazı daha spesifik biyolojik süreçleri 

düzenlemek için uzaysal-zamansal olarak karmaşık 

Ca2+ sinyalleri de sağlayabileceğine dair kanıtlar 

ortaya çıkmaya devam etmektedir (6). Son yıllarda, 

anormal Orai1 kanal aktivitesi, şiddetli kombine 

immün yetmezlik bozuklukları, diyabet, alerji, 

tromboz, akut pankreatit, enflamatuar bağırsak 

hastalığı, romatoid artrit ve kanser dahil olmak üzere 

çeşitli insan hastalıklarında gösterilmiştir (7, 8). 

Tip 2 diyabetin (T2D) önemli nedensel faktörleri 

hem kronik hiperglisemi hem de hiperlipidemi olduğu 

bilinmektedir. Ayrıca T2D ve ER stres arasındaki ilişki 

birçok çalışmada gösterilmiştir (9). ER stres ise genel 

olarak ER Ca2+ seviyesi düşüklüğü ile karakterize bir 

durumdur (10). Tüm bu bulgular SOCE kanallarının 

bu süreçte oldukça önemli bir etkinliğe sahip 

olması gerekliliğini düşündürmektedir. Ayrıca, son 

zamanlarda yapılan bir çalışmada, ER stresinin SOCE 

etkinliğinde artışa neden olduğu gösterilmiştir (11). 

SOCE Ca2+ sinyallerinin yukarıda bahsedilen bazı 

özel hücresel işlemlerin düzenlenmesinde önemli rol 

oynadığı göz önüne alındığında, bu yolağın herhangi 

bir modülatörünün normal ve patolojik koşullar 

altında hücre biyolojisi üzerinde önemli etkilere sahip 

olması muhtemeldir.

Bu çalışmada, normal glikoz (NG, 5.5mM) ve 

yüksek glikoz (YG, 50mM) ortamında çoğaltılan RBL-

1 hücrelerinde SOCE ölçümleri voltaj kenetleme 

yöntemi ve Fura-2 tabanlı Ca2+ görüntüleme tekniği 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Hücre	Kültürü
RBL-1 hücreleri %10 (v/v) fetal sığır serumu, 2mM 

L-glutamin ve %1 (v/v) antibiyotik/antimikotik ile 

desteklenen F-12 besin karışımı ile NG (5.5mM) ve 

YG (50mM) DMEM solüsyonu kullanılarak 37 °C’de, %5 

CO2 ve %95 hava ile nemlendirilmiş ortamda kültüre 

edilmiştir. Hücreler 75 cm2’lik flaskta tutulmuş ve ~ 

%80 çoğalmaya ulaştıktan sonra haftada en az bir kez 

pasajlanmıştır.  Hücreler pasaj yapılmadan önce DMEM 

ve tripsin 37 °C’ye önceden ısıtılmıştır. Flasktaki hücre 

ortamı aspire edilmiş ve hücreler, 2-3 ml tripsin ilave 

edilerek flasktan ayrılmaları sağlanmıştır. Yaklaşık 

2-3 dakika sonra, yapışan hücrelerin tamamen 

ayrılmasına sağlamak için flask yavaşça çalkalanmış 

ve ardından 8-10 ml DMEM ilave edilerek tripsin 

nötralize edilmiştir. Hücre süspansiyonu daha sonra 

birkaç kez nazikçe pipetlenmiş, 1000 rpm’de 5 dakika 

santrifüjlenerek süpernatantlar atılmış ve pelletler 

DMEM (1ml) içinde yeniden süspanse edilmiştir. Elde 

edilen hücre süspansiyonu, hücrelerden akım kayıtları 

ve Ca2+ sinyal kaydı için plastik ve cam tabanlı 

petrilere (10 mm) ekilmek suretiyle ilgili deneyler 

için kullanılmıştır.

Hücre	içi	Ca2+	Ölçümü
SRBL-1 hücreleri 10 mm’lik cam tabanlı petrilere 

ekilmiştir. Fura-2 asetoksimetil ester (Fura2-AM), 2 

mM’lik bir stok konsantrasyonu hazırlamak için DMSO 

içerisinde %20 Pluronic® F-127 çözeltisi içerisinde 

çözündürülmüştür. Boya daha sonra Hank dengeli 

tuz çözeltisi (HBSS) tamponunu içeren Ca2+ (1.25mM) 

içinde 3 uM çalışma konsantrasyonuna seyreltilmiştir. 

Hücreler, önceden ısıtılmış HBSS tamponu kullanılarak 

birkaç kez iyice yıkanmış ve pH 7.4’te tutuldu. Daha 

sonra hücreler, karanlık bir odaya alınarak 40 dakika 

süreyle Fura-2 ile yüklenmeleri sağlanmıştır. Hücreler 

daha sonra boyayı ortamdan çıkarmak için taze ve 

önceden ısıtılmış Ca2+ içeren tamponda yıkanmış ve 

hücreler içindeki tüm boyanın de-esterleşmesini 

sağlamak için 30 dk süreyle taze takviye edilmiş 

HBSS tamponuna aktarılmıştır. Tüm deneyler oda 

sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. De-esterifikasyon 

aşamasından sonra hücreler Ca2+ içermeyen tampon 

ile yıkanmış ve mikroskopta ilk olarak Ca2+ içermeyen 

durumda görüntüleme başlatılmıştır. Başlangıç 
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flüoresansı ilk olarak >50s süreyle kaydedilmiş, 

ardından 2 uM thapsigargin (Tg) eklenmiştir. ~10dk 

sonra, hücre dışı (banyo) solüsyonuna Ca2+ (2 mM) 

eklenmiş ve ~10dk sonra, banyo solüsyonuna 10 

μM iyonomisin ve 1 mM MnCl2 eklenmiştir. Pozitif 

kontrol (Pyr6) için hücreler, Ca2+ görüntülemenin 

başlamasından önce 15 dakika boyunca istenen 

bileşik konsantrasyonu ile inkübe edilmiştir.

Floresan görüntüler, QImaging QIClick dijital 

CCD kamera ile monte edilmiş Nikon Eclipse Ti-S 

Mikroskop ve 10X (NA 0.25) hava hedefi kullanılarak 

yakalanmıştır. Uyarma, hem 355 nm hem de 380 nm 

dalga boylu LED’ler arasında değişen bir Çift OptoLED 

Güç Kaynağı (Cairn, İngiltere) ile sağlanmıştır. Fura-

2 sinyalinin emisyon floresansı 510 nm’de (470 nm – 

550 nm) toplanmıştır. MetaFluor® (Molecular Devices, 

ABD) Floresan Oranı Görüntüleme Yazılımı ile her 5 

saniyede bir 12 bitlik görüntüler elde edilmiştir. Her bir 

zaman noktasındaki floresan, hem 355 nm hem de 380 

nm dalga boyları için elde edilmiş, oto-floresans için 

düzeltilmiş ve 355 nm/380 nm oranları hesaplanmıştır. 

Elektrofizyoloji	
RBL-1 hücrelerinde CRAC akımları oda sıcaklığında 

(22-25 °C) tüm-hücre konfigürasyonu kullanılarak 

kaydedilmiştir. Yama (patch) pipetleri borosilikat 

cam kapilerlerden (World Precision Instruments, 

Hitchin, UK) çekilmiştir. Pipet solüsyonu (mM 

cinsinden): sezyum glutamat 145, NaCl 8, MgCl2 1, 

MgATP 2, EGTA 10, HEPES 10, pH 7,2 CsOH ile pipetler 

doldurulduğunda 2.5–4 MΩ dirençlere sahipti. Hücre 

dışı (banyo) solüsyonu ise (mM cinsinden): NaCl 145, 

KCl 2,8, CaCl2 10, MgCl2, CsCl 10, glikoz 10, HEPES 

10, pH NaOH ile 7,4 olacak şekilde ayarlanmıştır. 

Tüm voltajlar hücre içi ve dışı arasındaki +10 mV’luk 

sıvı bağlantı potansiyeli için düzeltilmiştir. ICRAC, 

her 4s’de bir uygulanan step protokolleri (150 ms 

süreyle 0 - -80 mV) kullanılarak ölçülmüştür. PCLAMP 

10 yazılımı ile Axopatch 200B ve Digidata 1440A 

(Moleküler Cihazlar) veri toplama ve analiz için 

kullanılmıştır. Veriler 10 kHz’de sayısallaştırılmış ve 

1 kHz’de filtrelenmiştir. Hücreler, pulslar arasında 0 

mV’da tutulmuştur. Kapasitif akımlar, her voltaj ramp 

protokolü öncesi kompanse edilmiştir. Sızıntı akımları 

tüm-hücre modu sonrası ilk 2-3 kayıt diğer tümünden 

çıkarılmak kaydıyla elemine edilmiştir. Akım genliği 

hücre boyutuna göre normalize edilerek pA/pF olarak 

gösterilmiştir. Hücreler, kayıttan önce ~ 15dk süreyle 

PYR6 (3μM) ile inkübe edilmiştir.

BULGULAR

SOCE çalışmalarında yaygın olarak kullanılan 

RBL-1 hücrelerinde Fura-2 bazlı Ca2+ görüntüleme 

tekniği (12, 13) kullanılarak hipergliseminin SOCE 

üzerine olan etkileri araştırılmıştır. Bu hücreler 

ilk önce banyo solüsyonu Ca2+ içermeyen ortamda, 

sarko-endoplazmik Ca2+-ATPaz’ı (SERCA) inhibe 

ederek hücre içi Ca2+ deposunu pasif olarak boşaltan 

thapsigargin (Tg) ile muamele edilmiştir. Daha sonra, 

hücrelerde SOCE ölçümü için banyo solüsyonunda Ca2+ 

konsantrasyonu 2 mM olacak şekilde Ca2+ uygulaması 

yapılmıştır.  Öncelikli olarak SOCE ölçümlerinin 

doğrulanması için RBL-1 hücreleri 15dk süre ile PYR6 

(SOCE blokörü) ile inkübe edilerek Fura-2 tabanlı 

Ca2+ sinyal ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Şekil 1’den 

görüldüğü gibi SOCE blokörü olarak uygulanan PYR6, 

SOCE aktivitesini kontrol değerlerine göre yaklaşık ~ 

%60 oranında azaltmıştır. 

Daha sonra YG ortamında çoğaltılan RBL-1 

hücrelerinde SOCE değişimlerini değerlendirmek 

üzere Fura-2 tabanlı Ca2+ sinyal ölçümleri 

gerçekleştirilmiştir. Şekil 2’den görüldüğü gibi 72 saat 

süre ile YG ortamının çoğaltılan RBL hücrelerinde SOCE 

değerlerinin anlamlı derecede arttığı gözlemlenmiştir.  

Ca2+ görüntüleme deneylerinden elde edilen 

bulguları desteklemek için, RBL-1 hücrelerinden 

SOCE akım (ICRAC) ölçümleri voltaj kenetleme yöntemi 

kullanılarak tüm-hücre modunda gerçekleştirilmiştir. 

Şekil 3’den görüldüğü gibi ICRAC akımları YG ortamında 

kontrol değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı 

derecede artmıştır (ICRAC: Kontrol: -2,024pA/pF, YG: 

-3,194pA/pF, p<0,001).
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Şekil	2. A) RBL-1 hücrelerine 2 μM (Tg) eklenerek tetiklenen Ca2 + sinyallerini (Fura-2 floresan oranı) temsil eden kontrol ve 
yüksek glikoz grupları için örnek traseler. 

B) Tg ile tetiklenen SOCE tepe değerlerini gösteren histogram grafiği. 

Her bir değer (ortalama ± SEM) 3–5 ayrı deneylerden ve toplam 30-60 hücreden elde edilmiştir. 

Gruplar arasındaki istatistiksel karşılaştırma student t-test ile hesaplanmıştır (***; p<0,001).

Şekil	1. A) RBL-1 hücrelerine 2 μM (Tg) eklenerek tetiklenen Ca2 + sinyallerini (Fura-2 floresan oranı) temsil eden iki grup 
için örnek traseler. 

B) Tg ile tetiklenen SOCE tepe değerlerini gösteren histogram grafiği. 

Her bir değer (ortalama ± SEM) 3–5 ayrı deneylerden ve toplam 30-60 hücreden elde edilmiştir. 

Gruplar arasındaki istatistiksel karşılaştırma student t-test ile hesaplanmıştır (***; p<0,001).

Y.	GÖKÇE,	T.	RAHMAN	ve	N.	YARAŞ
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Şekil	3. A) RBL-1 hücrelerine ait ICRAC akımlarını gösteren örnek traseler (kontrol ve yüksek glikoz grupları). 

B) Her bir grup için en az 5-hücreden elde edilen ICRAC akımlarının -80mV değerlerinin zamana göre değişim grafikleri.

C) Bar grafiği (ortalama ±S.E.M) akım yoğunluklarının tepe değerlerini göstermiştir. 

Gruplar arasındaki istatistiksel karşılaştırma student t-test ile hesaplanmıştır (***; p<0,001).

TARTIŞMA	ve	SONUÇ

RBL-1 hücreleri, bağışıklık ve nöroimmün 

sistemlerin bir parçası olan mast hücrelere olan 

fonksiyonel benzerlikleri, genetik olarak manipüle 

edilebilmeleri ve kolayca çoğaltılabilmeleri 

açısından yaygın şekilde kullanılmaktadır 

ayrıca SOCE proteinleri bu hücrelerde eksprese 

edilmektedir (14). Bu anlamda, RBL-1 hücrelerde 

hipergliseminin SOCE yolağını nasıl etkilediğinin 

gösterilmesinin literatüre önemli katkılar 

sağlayacağı düşünülmüştür.  

Hücre içi Ca2+’in sürekli birikimi hücrelerde 

Ca2+ aşırı yüklenmesine neden olacağı, bu da enerji 

üretiminin bozulmasına ve diyabet gibi patolojik 

durumlarda oksidatif stresin daha da artmasına 

neden olacağı iyi bilinmektedir. Ca2+’yi regülasyonu 

hücre fonksiyonlarının ve büyümenin düzenlenmesi 
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için çok önemlidir (15). SOCE, hücre içi Ca2+ 

depolarının boşalmasına bağlı olarak tetiklenen 

hücresel Ca2+ girişi için benzersiz bir mekanizma 

olarak kabul edilmekte ve çok sayıda biyolojik sürece 

katılmaktadır (16). Plazma membranı üzerindeki G 

proteinine bağlı reseptörlerin aktivasyonu sonucunda 

ER/SR Ca2+ depolarının boşalması fosfolipazC/IP3 

yolağı üzerinden sinyal olaylarının bir parçası olarak 

fizyolojik nedenlerle meydana gelmektedir (17). 

ER/SR Ca2+ salınımı, Stim1 proteinin Orai1 ve TRPC 

ile etkileşimine neden olarak hücresel fonksiyonlar 

için gerekli olan Ca2+’un hücre içine girişini 

tetiklemektedir (14). Bu yolak üzerinde sorumlu 

proteinlerdeki (Orai1 veya Stim1) kayıplar immün 

hücrelerde bağışıklık fonksiyonunun bozulmasına 

neden olduğu gösterilmiştir (18). Doğuştan gelen 

ve adaptif bağışıklık cevaplarını etkileyen bir başka 

mekanizma olan ER stresi ve kronik ER stresi, 

hastalık patogenezi ve ilerlemesinde yer alan 

anormal fizyolojik süreçlere katkıda bulunmaktadır 

(19, 20). Ayrıca, kronik ER stresine bağlı anormal 

immün aktivasyonu, diyabet, ateroskleroz, miyosit 

ve enflamatuar bağırsak hastalığı gibi otoimmün ve 

enflamatuar bozukluklarla yakından ilişkilidir (21). 

Yine son zamanlarda yapılan bazı çalışmalarda, ER 

stresinin diyabetik kardiyomiyopati gelişiminde 

önemli rol aldığı gösterilmiştir (22, 23). Uzun 

süreli hiperglisemi, Ca2+ aşırı yüklenmesine neden 

olarak hücrelerde ER/SR Ca2+ dengesini bozduğu 

gösterilmiştir (9). 

Çalışmamızda, hipergliseminin ICRAC akımlarını 

kontrol değerlerine göre istatistiksel olarak 

anlamlı derecede arttırdığı gösterilmiştir. Ayrıca 

pozitif kontrol deneyleri CRAC kanal blokörü 

olarak sıklıkla kullanılan PYR6 ile gerçekleştirilmiş 

ve ~%60 düzeyinde inhibisyon gözlenmiştir.  Bu 

çalışmada, elde edilen sonuçları destekler 

nitelikte, mezengiyal hücreler ve trombositlerde 

hipergliseminin SOCE aktivitesini arttırdığı gösteren 

çalışmalar mevcuttur (10, 24). Bununla birlikte, 

diğer bazı çalışmalarda, hiperglisemide artan 

glikasyon son ürününün, mezangiyal hücrelerde ve 

neonatal kardiyomiyositlerde SOCE’yi baskıladığı 

gösterilmiştir (25–27). SOCE etkinliğindeki bu 

azalmanın SOCE proteinleri (Stim/Orai) arasındaki 

etkileşimlerin bozulmasından kaynaklı olabileceği 

düşünülmektedir.

Ayrıca Stim/Orai ekseni üzerinden gerçekleşen 

SOCE dışında etkili olabilecek diğer depo-bağımlı 

kanalların (TRP kanallar gibi) özellikle patolojik 

durumlarda nasıl etkilendiğinin belirlenmesi SOCE 

etkinliğinin aydınlatılmasında önemli katkılar 

sağlayacaktır. SOCE sadece Stim/Orai ekseni 

üzerinden değil ayrıca Stim/Orai/TRPC’ler ve TRP 

kanalları üzerinden aktive olabilmektedir.  Dahası, 

Stim ve Orai izoformlarının patolojik durumlarda 

aktivasyonlarında meydana gelebilecek değişiklikler 

yeni bir eksenin (Stim2/Orai1, Stim2/Orai2 

gibi) oluşmasına neden olarak SOCE etkinliğinin 

bozulmasına sebebiyet verebilir. Bu anlamda 

diyabet gibi patofizyolojik durumlarda SOCE rolünün 

tam olarak anlaşılabilmesi için bu yolak üzerinde 

görev alan tüm proteinlerin ekspresyon seviyeleri 

ve buna bağlı olarak proteinler arası etkileşimlerin 

aydınlatılması gerekmektedir.

Bu çalışmada elde edilen sonuçlar, hiperglisemi 

durumunda Ca2+ homeostazındaki bozulmalarla SOCE 

yolağı arasında bir bağlantı olduğu gösterilmiştir. Bu 

anlamda, diyabetik bozukluklarda SOCE mekanizması 

üzerine yapılacak çalışmalar ve geliştirilecek yeni 

tedavi yöntemlerinin bu hastalığın ilerlemesinin 

durdurulmasında büyük kazanımlar sağlayabileceğini 

düşündürmektedir.

Sonuç olarak; bu çalışmada YG ortamında 

çoğaltılan RBL-1 hücrelerinde SOCE aktivitesi 

Fura-2 tabanlı Ca2+ görüntüleme tekniği ile ve ICRAC 

akımları voltaj kenetleme tekniği ile incelenmiştir. 

Her iki yöntemle elde edilen sonuçlara göre SOCE 

aktivitesinin kontrol değerlerine göre anlamlı 

derecede arttığı görülmüştür. Bulgularımız diyabetik 
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patojilerde karşılaşılan Ca2+ homeostazındaki ve ER/

SR Ca2+ içeriğindeki bozulmalara SOCE yolağındaki 

ilgili proteinlerin (Stim1, Orai1 ve TRPC) aracılık 

ettiği akımlarında gözlenen değişimlerin neden 

olabileceği yönünde literatüre önemli katkılar 

sağlamıştır. Bu çalışmada, RBL-1 hücreleri üzerinden 

elde edilen bulguların kardiyomiyosit, mezengial 

hücreler gibi diğer hücre türlerinde de gösterilmesi 

hipergliseminin SOCE üzerindeki etkilerinin daha 

iyi anlaşılmasına ve yeni tedavi metotlarının 

geliştirmesine olanak sağlayacaktır.

* Bu çalışma Etik Kurul İzni gerektirmemektedir.
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Vitamin	B12	alleviates	methotrexate-induced	lung	injury	in	rat:	
A	histopathological,	immunohistochemical	and	biochemical	study

B12	vitamini	sıçanlarda	metotreksatın	neden	olduğu	akciğer	hasarını	
azaltır:	Histopatolojik,	immünohistokimyasal	ve	biyokimyasal	bir	çalışma

Emin	KAYMAK1	(ID),	Derya	KARABULUT2	(ID),	Emel	ÖZTÜRK3	(ID),	Ali	Tuğrul	AKIN4	(ID),	
Nurhan	KULOĞLU2	(ID),	Birkan	YAKAN2	(ID)	

ÖZET	

Amaç: Metotreksat (MTX) önemli bir kemoterapötik 

olup kanser hastalarında kullanılan önemli bir 

antikanserojen olmakla birlikte diğer dokularda yan 

etkilere yol açmaktadır. Bu yan etkiler arasında akciğer 

toksisitesi de yer almaktadır. B12 Vitamini güçlü bir 

antioksidandır ve reaktif oksijen türlerinin azalmasını 

sağlar. Bu çalışma, B12 vitamininin sıçan akciğerinde 

metotreksat kaynaklı hasara karşı koruma sağlayıp 

sağlayamayacağını belirlemek için tasarlanmıştır.

Yöntem: Toplam 32 erkek Wistar albino sıçanı dört 

gruba ayrılmıştır: Kontrol grubuna (n=8) deney boyunca 

intraperitoneal (i.p.) salin uygulanmıştır. B12 vitamini 

(B12) grubuna (n=8) 3 μg/kg/i.p. 14 gün boyunca B12 

vitamini verilmiştir. Metotreksat (MTX) grubuna 20 mg/

kg/i.p. tek doz (MTX) enjeksiyonu deneyin sekizinci 

gününde yapılmıştır. MTX+B12 grubuna deneyin sekizinci 

gününde MTX tek doz 20 mg/kg/ i.p. + 3 μg/kg/i.p. B12 

vitamini günlük deney boyunca uygulandı. Elde edilen 

akciğer dokularına histopatolojik, immünohistokimyasal 

ve biyokimyasal yöntemler uygulanmıştır. Akciğer dokuları 

Masson’s Trikrom (MT) ile boyanmıştır. Ayrıca α-Sma, 

ABSTRACT

Objective:	Methotrexate (MTX) is an important 

chemotherapeutic and an important anticarcinogen 

used in cancer patients, but it causes side effects 

in other tissues. Among these side effects is lung 

toxicity. Vitamin B12 is a powerful antioxidant and 

reduces reactive oxygen species. This study was 

designed to determine whether vitamin B12 could 

protect against methotrexate-induced damage in rat 

lungs.

Methods:	 A total of 32 male Wistar albino rats 

were divided into four groups: The control group 

(n=8) received intraperitoneal (i.p.) saline throughout 

the experiment. Vitamin B12 group (B12) (n=8) 3 μg/

kg/i.p. Vitamin B12 was administered for 14 days. 

The methotrexate (MTX) group received a single dose 

MTX injection at 20 mg/kg/i.p. on the 8th day of the 

experiment. On the 8th day of the experiment, a single 

dose of MTX 20 mg/kg/i.p. was given to the MTX+B12 

group. + 3 μg/kg/i.p. Vitamin B12 was administered 

daily throughout the experiment. Histopathological, 

immunohistochemical, and biochemical methods were 
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INTRODUCTION

Methotrexate (MTX) is a folic acid analog 

chemotherapeutic commonly used in many cancer 

diseases. MTX can inhibit the synthesis of DNA, 

RNA, and proteins (1). Although it is used in many 

cancer treatments, it also has side effects in many 

tissues. These side effects include nephrotoxicity, 

hepatotoxicity, bone marrow toxicity, and lung 

toxicity induced by MTX (2-4).  It has been shown 

in studies that MTX will cause significant pulmonary 

toxicity (4, 5). One of the mechanisms by which MTX 

causes lung damage is inducing oxidative stress in 

lung epithelial cells (6). 

It has been reported that MTX causes injury to the 

alveolar epithelium, apoptosis, and fibrosis in the 

lung (7).  MTX stimulates oxidative stress, leading to 

increased reactive oxygen species and later cellular 

apoptosis (8). MTX increases apoptosis and decreases 

cell regeneration (7).  The proliferating cell nuclear 

antigen (PCNA) is considered a hub protein and is an 

important regulator of DNA replication, repair, cell 

cycle control, and apoptosis (9). It has been reported 

that MTX increases lipid peroxidation in different 

tissues, increases inflammation, and decreases 

antioxidant capacity by increasing oxidative stress 

(10-12).

VITAMIN	B12	IMPROVES	METHOTREXATE-INDUCED	LUNG	INJURY

Laminin, PCNA ve TNF-α antikorları immünohistokimya 

ile boyandı. Akciğer doku homojenatlarında ise süperoksit 

dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve malondialdehit (MDA) 

seviyeleri değerlendirilmiştir. 

Bulgular: Metotreksat, MDA ve IL-6 seviyelerinde ve 

α-Sma, Laminin ve TNF-α ekspresyonunda ve akciğer 

dokusunda apoptotik hücre sayısında artışa neden 

olmuştur. Ayrıca MTX grubunda PCNA ekspresyonu ve 

SOD ve CAT seviyelerinde azalma görülmüştür. B12 

vitamini, MDA ve IL-6 düzeylerindeki artışı ve α-Sma, 

Laminin ve TNF-α ekspresyonunu engellemiştir. B12 

vitamininin antioksidan kapasiteyi artırdığı tespit 

edilmiştir. 

Sonuç: B12 vitamininin metotreksat kaynaklı akciğer 

toksisitesinde oksidatif stress, inflamasyon, fibrosis ve 

apoptosis gibi faktörler üzerinde etkili olduğu ve hasarı 

azalttığı görülmüştür. Bu çalışma, metotreksatın neden 

olduğu akciğer hasarı için B12 vitamini kullanımının 

faydalı olacağını göstermiştir. Kanser ilacı kullanımında 

yan etkileri azaltmada B12 vitamininin gözardı 

edilmemesi gerektiğini düşündürmektedir.

Anahtar	 Kelimeler: Metotreksat, vitamin B12, 

fibrozis, antioksidan kapasite

applied to the obtained lung tissues. Lung tissues were 

stained with Masson’s Trichrome (MT). In addition, 

α-Sma, Laminin, PCNA, and TNF-α antibodies were 

stained by immunohistochemistry. Superoxide dismutase 

(SOD), catalase (CAT), and malondialdehyde (MDA) 

levels were evaluated in lung tissue homogenates.

Results:	 MTX caused an increase in MDA and IL-6 

levels and expression of α-Sma, Laminin, and TNF-α, 

and the number of apoptotic cells in lung tissue. It also 

caused a decrease in PCNA expression and SOD and 

CAT levels in the MTX group. Vitamin B12 inhibited the 

increase in MDA and IL-6 levels and the expression of 

α-Sma, Laminin, and TNF-α. Vitamin B12 was found to 

increase antioxidant capacity. 

Conclusion:	 Vitamin B12 has been shown to 

be effective on factors such as oxidative stress, 

inflammation, fibrosis, and apoptosis in MTX-induced 

lung toxicity and reduce damage. We observed that 

MTX stimulated lung injury decreased with vitamin B12 

treatment It suggests that vitamin B12 should not be 

ignored in reducing side effects in cancer drug use.  

Key	 Words:	 Methotrexate, vitamin B12, fibrosis, 

antioxidant capacity



Turk Hij Den Biyol Derg 83

Cilt 79  Sayı 1 2022E.	KAYMAK	et	al.

Inflammation and fibrosis stages are important in the 

development of pulmonary fibrosis. Proinflammatory 

cytokine production is stimulated by the increase of 

reactive oxygen species by MTX (13). Cytokines such 

as TNF-α and IL-6 play a role in inflammation (14). 

Such cytokines have been shown to increase and 

play an important role in MTX-induced lung toxicity 

(15). As MTX increases reactive oxygen species, it 

will lead to the development of pulmonary fibrosis 

(6). Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) is a protein 

that plays an important role in fibrogenesis (16). 

Laminin, a heterotrimeric protein, plays an important 

role in maintaining tissue integrity (17). Laminin, an 

important component of the basement membrane, 

also contributes to pulmonary fibrosis (18).

Reactive oxygen species are controlled by the 

antioxidant defense system, which includes enzymes 

such as SOD, CAT. MTX breaks down the enzymes of 

the antioxidant system and reduces their amount 

(19, 20). MTX produces reactive oxygen species and 

increases lipid peroxidation (21).

Alternative or complementary therapies play an 

important role in reducing the side effects of cancer 

drugs. Vitamin B12 (B12, cobalamin) is a water-

soluble molecule found in foods of animal origin (22). 

Vitamin B12 is required as a cofactor in the metabolic 

process of remethylation of homocysteine to 

methionine (23). Vitamin B12 plays an important role 

in oxidative stress and increases antioxidant capacity. 

It provides a reduction of reactive oxygen species. 

Moreover, it has been shown in studies that it reduces 

inflammation, fibrosis, and apoptosis (24-26). The 

antioxidant property of vitamin B12 is achieved by 

removing reactive oxygen species and protecting the 

enzymes of the antioxidant system. It also provides 

modulation of cytokines (27).

The effects of vitamin B12 on damages such as 

fibrosis, inflammation, and apoptosis in MTX-induced 

lung injury has not been studied before. Therefore, 

the aim of this study was to investigate the protective 

effects and to reveal possible mechanisms of vitamin 

B12 against MTX-induced lung toxicity.

MATERIAL	and	METHOD

Experimental	procedure

This study was planned and performed in Erciyes 

University Faculty of Medicine Histology-Embryology 

Department in line with the approval of the Ethics 

Committee of Erciyes University Experiments Local 

Ethics Committee. All procedures were carried 

out in accordance with the Universal Declaration 

of Animal Rights, with the approval of the Ethical 

Committee (Date: 12.09.2018, Decision no: 18/116 

and subject for lung tissue: 21/131) of Erciyes 

University Experimental Animals. In this study, all the 

animals received human care according to standart 

guidelines. The experimental stage of the study was 

carried out in the Erciyes University Experimental 

Research Application and Research Center (DEKAM).

In this study, eight weeks old 150-200 g adult 32 

Wistar albino type male rats produced in DEKAM were 

used. Rats kept in cages were kept in the normal 

order of the day at 210C and 12 hours of light / dark 

environment and water and nutrient needs were 

provided. The experimental groups were formed by 

weighing the subjects and putting them together so 

that their weights were close to each other.

Group I: the control group (n = 8) was 

administered intraperitoneal (i.p.) saline throughout 

the experiment.

Group II: Vitamin B12 (B12) (n = 8) 3 μg / kg / 

i.p. Vitamin B12 (Vitamin B12 Rubranova, 5,000 μg; 

Bristol-Myers Squibb) was administered throughout 

the experiment.

Group III: On the 8th day of the experiment, the 

Methotrexate (MTX) (n = 8) group received a single 

dose of 20 mg/kg / i.p. Methotrexate (Methotrexate, 

500mg / 20ml, Kocak Farma, Turkey).

Group IV: MTX + Vitamin B12 (B12) (n = 8) group 

single dose 20 mg / kg i.p. MTX + daily Vitamin B12 

3μg / kg / i.p.

The experiment continued for 15 days.  At the 

end of the experiment, animals were anesthetized 

with 30 mg/kg ketamine and 4 mg/kg xylazine and 
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they were sacrificed. At the end of the experiment, 

lung tissues were taken for histopathological, 

immunohistochemical, and biochemical evaluation.

Histopathological	evaluation

Lung sections of 5 μm from paraffin blocks were 

left in the oven for a certain period of time using 

histological methods, then paraffin was removed with 

xylene and passed through graduated alcohol series 

and diluted. Masson’s Trichrome (MT) staining was 

performed to see the general histological structure 

and fibrotic areas.

Immunohistochemistry

The immunohistochemistry method was used 

to investigate PCNA, α-Sma, Laminin, and TNF-α 

antibodies in lung tissues. Avidin biotin peroxidase 

method was used to determine the difference 

in expression of PCNA (PC10, sc-56, Santa Cruz 

Biotechnology), α-Sma (BSM-33188M, Bioss), laminin 

(ab128053, Abcam), and TNF-α(bs-2081R, Bioss) in 

lung sections. Paraffin sections were deparaffinized in 

xylene. For antigen recovery, 0.01 M 10% citrate buffer 

was applied in the microwave for seven minutes at 600 

w and then allowed to cool at room temperature for 

10 minutes. Sections washed with phosphate buffer 

(PBS) were treated with 3% hydrogen peroxide (H2O2) 

for 12 minutes to prevent endogenous peroxidase 

activity. It was washed again with PBS three times for 

five minutes. The staining kit (TA-125-HDX, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used for 

the next steps. After washing again 3 times in PBS, 

ultra v block solution was added to the tissues and 

kept in the tank for 10 minutes. After then PCNA, 

α-Sma, Laminin, and TNF-α antibodies were added 

to the tissues and incubated overnight at 4°C. After 

re-washing, the peroxidase in the kit, which exhibits 

diaminobenzidine (DAB) (TA-060-HDX, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA), was treated with the 

peroxidase substrate for 1.5 minutes to make its 

immunoreactivity visible. Image J program was used 

to evaluate antibody expressions (28, 29). 20 fields 

were examined and counted at 200 X magnification. 

Apoptosis	(TUNEL)	staining

Apoptotic cells in the lung sections taken from 

the subjects were determined using the Roche 

brand In Situ Cell Detection Apoptosis Fluorescein 

Kit. The staining was performed according to the kit 

procedure. Lung sections taken at a thickness of 5 µm 

were deparaffinized and then rehydrated and washed 

twice with PBS for five minutes. Then, 270°C in a 

microwave oven in 0.01 M 5% sodium citrate buffer 

for antigen recovery was left for 5 minutes, then 

allowed to cool at room temperature for 10 minutes. 

Tissues washed with PBS for 3x5 minutes were then 

placed in the moisture chamber at 37 0C with the 

TUNEL reaction mixture coming out of the kit and 

incubated in the oven for 75 minutes. Tissues washed 

two times for five minutes with PBS were contrasted 

with DAPI (4‘, 6-diamidino-2-phenylindole). Tissues 

sealed with glycerol closure solution were visualized 

on the Olympus BX51 fluorescent microscope at a 

wavelength of 450-500 nm. For the apoptotic index, 

apoptotic cells in 25 different areas (each group: 

total 200 area) were counted in 40X objective from 

each section (28). 

Biochemical	Analysis

Lung tissues from subjects were raised to 

-80°C. Tissues were homogenized before the study. 

Then, centrifugation was applied and supernatants 

were transferred to Eppendorf tubes for use. By 

ELISA method SOD (Cat. No: 201-11-0169, Sun Red 

Biological Technology), CAT (Cat. No: 201-11-5106, 

Sun Red Biological Technology), Malondialdehyde 

(MDA) (Cat. No: Cat. No: 201-11-0157, Sun Red 

Biological Technology), Interleukin-6 (IL-6) (Cat. No: 

Cat. No: 201-11-0136, Sun Red Biological Technology) 

kits were used and quantities were determined in ng/

ml at 450 nm in ELISA reader. 

Statistical	Analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to identify 

the normal distribution of the data. One-way analysis 

of variance and posthoc Tukey test were used to 

determine differences between groups. Results are 

VITAMIN	B12	IMPROVES	METHOTREXATE-INDUCED	LUNG	INJURY
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presented as mean ± Standart deviation (SD). The 

SPSS/PC program (Version 20.0; SPSS, Chicago, IL) and 

Graphpad Prism 8.0 software was used for statistical 

analysis. P < 0.05.were considered as statistically 

significant.

RESULTS

Histopathological	results
In lung tissue was performed Masson’s trichrome 

(MT) to investigate the histopathological changes. 

Healthy lung tissue was observed in the control, 

vitamin B12, and MTX+ vitamin B12 groups. In the MTX 

group, in interalveolar areas of the lung tissues were 

observed fibrotic areas compared to the other groups. 

With Masson trichrome staining, we saw increased 

fibers in the connective tissue in the lung of the MTX 

group (Figure 1 A-B-C-D).

Immunohistochemistry	results
Immunohistochemical staining was performed 

by using the avidin-biotin method to determine the 

lung tissue expressions of PCNA, α-Sma, Laminin, and 

TNF-α (Table 1, Figure 2). In the MTX group, PCNA 

positive cell counts significantly decreased compared 

to the control group (p=0.0001). In the MTX+B12 

group, PCNA positive cell counts significantly 

increased compared to the MTX group (p=0.0001). In 

the MTX group, α-Sma, Laminin, and TNF-α staining 

areas significantly increased compared to the control 

group (p=0.0001).  There was a statistically significant 

decrease in α-Sma, Laminin, and TNF-α staining area 

in the group MTX+B12 compared to the MTX group 

(p=0.0001). 

Groups Control B12 MTX MTX+B12 p

PCNA Positive cell count 4.90±2.11a 5.25±1.18a 1.45±1.17b 4.72±1.86a 0.0001

α-SMA % staining area 12.69±3.39a 8.64±2.48b 31.84±5.41c 18.94±4.73d 0.0001

Laminin % staining area 4.20±2.11a 4.44±1.15a 7.52±1.88b 3.51±1.97a 0.0001

TNF α % Staining area 0.40±0.25a 0.42±0.27a 5.16±3.72b 1.21±0.69a 0.0001

The data are expressed as mean + standard deviation. p < 0.05 was accepted as significant. There were no significant 
differences between the groups expressed with the same letter (a, b, c, d). 
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, PCNA: Proliferating cell nuclear antigen, 
α-SMA: Alpha-smooth muscle actin, TNF α: Tumor necrosis factor-alpha

Table	1. Immunohistochemistry data on the lung tissues

Figure	1. MT staining in lung tissues. In the Control group (A), B12 group (B), MTX+B12 group (D) is seen healthy lung tissue. 
In the MTX group (C) were seen pathologically increased fibrotic areas. 
Fibrotic areas are shown with a black arrow. Blue stained areas show fibrosis.  X200
MT: masson’trichrome, 
MTX: methotrexate, 
B12: B12 vitamin
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Figure	2. Results of MAP 2, eNOS, iNOS and nNOS immunohistochemical staining of lung tissues in experimental groups. 
Immunoreactive areas are indicated by arrows. X200. 
Values are given as mean ± standard deviation. P < 0.05 was considered significant. 
There is no significant difference between groups containing the same letter (a, b, c, d).
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, PCNA: Proliferating cell nuclear antigen, 
α-SMA: Alpha-smooth muscle actin, TNF α: Tumor necrosis factor-alpha
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TUNEL	Results
TUNEL staining was performed to determine 

apoptotic cells in lung tissue. In the MTX group, TUNEL 

positive cell counts increased statistically significantly 

compared to the control group (p=0.0001). There was 

a statistically significant decrease in TUNEL positive 

cell counts in the MTX+B12 group compared to the 

DOX group (p=0.0001). (Table2, Figure 3). 

Groups Control B12 MTX MTX+B12 p

TUNEL positive cell count 3.24±2.65a 2.51±2.16b 3.70±2.15c 3.04±1.78a 0.0001

The data are expressed as mean + standard deviation. p < 0.05 was accepted as significant. 
There were no significant differences between the groups expressed with the same letter (a, b, c).
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12 

Table	2. TUNEL positive cell numbers belonging to the groups

Figure	3. TUNEL data of the groups. 
(A) Control group, (B) B12 group, (C) MTX group, (D) MTX+B12 group. 
Apoptotic cells are indicated by yellow arrows. X400. P < 0.05 was considered significant. 
There is no significant difference between groups containing the same letter (a, b, c).



Turk Hij Den Biyol Derg 88

Cilt 79  Sayı 1  2022

Biochemical	Results
Lung	Tissue	Antioxidant	Enzymes	Activities

The results of the antioxidant enzymes are shown 

in Table 3. SOD and CAT levels significantly decreased 

in the MTX group compared to the Control group 

(p=0.005).  SOD and CAT levels significantly increased 

in the MTX+B12 group compared to the MTX group 

(p=0.005).  MDA level significantly increased in the 

MTX group compared to the Control group (p=0.005).  

MDA level was significantly decreased in the MTX+B12 

group compared to the MTX group (p=0.0001). (Figure 

4). 

Lung	Tissue	inflammatory	marker	IL-6	Activity
The results of the inflammatory IL-6 are shown in 

Table 3. IL-6 level significantly increased in the MTX 

group compared to the control group (p=0.005). IL-6 

level significantly decreased in the MTX+B12 group 

compared to the MTX group (p=0.005). (Figure 4).

VITAMIN	B12	IMPROVES	METHOTREXATE-INDUCED	LUNG	INJURY

Table	3. Biochemical data of the experimental groups

Groups Control B12 MTX MTX+B12 p

SOD ng/ml 33.13±9.73a 34.9±8.49a 21.41±2.09b 32.44±2.09a 0.0086

CAT ng/ml 96.9±28.4a 101.4±24.99a 56.32±22.65b 96.06±12.55a 0.0091

MDA ng/ml 10.31±2.20a 10.39±1.21a 18.56±2.76b 12.31±1.25a 0.0001

IL-6 ng/ml 99.73±12.56a 98.67±10.10a 148.10±20.35b 119.8±9.66a 0.0001

The data are expressed as mean + standard deviation. p < 0.05 was accepted as significant. 
There were no significant differences between the groups expressed with the same letter (a, b). 
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, SOD: Superoxide dismutase,
CAT: Catalase, MDA: Malondialdehyde, IL-6: Interleukin 6.

Figure	4. Graphics of biochemical results.  
There were no significant differences between the groups expressed with the same letter (a, b).
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, SOD: Superoxide dismutase, 
CAT: Catalase, MDA: Malondialdehyde, IL-6: Interleukin 6
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DISCUSSION	and	CONCLUSION

Methotrexate (MTX) is a chemotherapeutic drug 

that is generally used in diseases such as rheumatoid 

arthritis and psoriasis (30, 31). MTX also causes 

neurotoxicity, hepatotoxicity, nephrotoxicity, and lung 

damage (32-35). In our study, when the lung tissue 

is examined histopathologically, we show that MTX 

stimulates fibrosis by increasing the amount of collagen 

around the alveoli. However, in the group treated 

with vitamin B12, lung tissue was observed similar 

to the control group. MTX has been shown to cause 

fibrosis in studies (20, 36).  Pulmonary fibrosis is an 

important life-threatening disease. It is a fatal disease 

that causes excessive collagen accumulation and lung 

dysfunction in the lung parenchyma due to excessive 

activation of the fibroblast (37). Myofibroblasts provide 

an increase in the extracellular matrix such as collagen 

in the development of fibrosis. α-sma is synthesized by 

myofibroblasts (38, 39). It has been observed that the 

amount of α-sma and laminin increases in pulmonary 

fibrosis (40, 41). MTX has been shown to be associated 

with pulmonary fibrosis (42, 43). In our study, the 

results of immunohistochemistry staining, it was 

observed that MTX significantly increased the amount 

of α-sma and laminin around the alveoli in the lung 

compared to the control group. In the group treated 

with vitamin B12, there was a significant decrease in 

the amount of immunoreactivity of α-sma and laminin 

compared to the MTX group. This result shows that 

vitamin B12 reduces fibrosis by decreasing collagen 

accumulation similar to other studies (44, 45).

MTX-induced pulmonary toxicity has been shown to 

increase inflammation. In this case, the increase in pro-

inflammatory cytokines occurs (46). In our study, TNF-α 

immunoreactivity in lung tissue significantly increased 

in the MTX group. IL-6 level, another cytokine, showed 

a significant increase in the MTX group when evaluated 

biochemically. Our results confirm the increase in MTX-

induced TNF-α and IL-6 levels and comply with other 

studies (46, 47). In the current study, TNF-α and IL-6 

levels significantly decreased in the group treated with 

vitamin B12. It has been noted that increasing the 

level of cytokines will significantly increase pulmonary 

profibrotic activity by activation of fibroblast, 

macrophage, and myofibroblast cells (48). These 

results confirm the anti-inflammatory presentation of 

vitamin B12 (49, 50).

Although chemotherapeutic drugs are used in 

cancer, they cause apoptosis in healthy tissues. MTX 

application also causes apoptosis in different tissues 

(7, 51). In our study While the number of apoptotic 

cells increased in the lung tissue in the MTX group, the 

number of PCNA positive cells decreased. In the group 

treated with vitamin B12, we showed that the number 

of TUNEL positive cells in the lung tissue decreased 

and the number of PCNA positive cells increased. As in 

other studies, it shows the positive effects of vitamin 

B12 on cell proliferation (52, 53).

Oxidative stress plays an important role in lung 

toxicity caused by MTX, and oxidants and antioxidants 

play a role in this process. Malondialdehyde (MDA) 

from oxidants and superoxide dismutase (SOD) and 

catalase (CAT) from antioxidants play an important 

role in this process (46, 47). MTX causes oxidative 

damage and increases lipid peroxidation. Excessive 

production of reactive oxygen species disrupts the 

antioxidant system (54). In the current study, we 

showed that in the MTX applied group, the level of 

MDA showing lipid peroxidation increased significantly 

as a result of the biochemistry of lung tissue. The level 

of enzymes such as SOD and CAT, which play a role 

in the antioxidant system, has decreased significantly 

in the MTX treated group. This decreased antioxidant 

capacity and increased lipid peroxidation amount are 

compatible with other studies in the literature (33, 

54). In the group treated with B12, which we use as an 

antioxidant, lipid peroxidation significantly decreased, 

while a significant increase in the enzymes of the 

antioxidant system contributed to the preservation 

of lung tissue. Vitamin B12, which has functions such 

as removing reactive oxygen species and reducing 

oxidative stress, demonstrated this feature in our 

study in MTX-induced lung cytotoxicity (27, 55).
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In conclusion, we found that vitamin B12 has 

positive effects by reducing factors such as oxidative 

stress, fibrosis, apoptosis, and inflammation in 

methotrexate-induced lung damage. We observed 

that MTX stimulated lung injury decreased with 

vitamin B12 treatment. The administration of vitamin 

B12 together with chemotherapeutics used in cancer 

draws attention as an important agent in minimizing 

the damage to other tissues.
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The	epidemiology	and	antifungal	susceptibility	of	Candida	
species	isolated	from	patients	in	intensive	care	units	of	a	

research	hospital

Araştırma	hastanesinde	yoğun	bakım	ünitelerindeki	hastalardan	izole	
edilen	Candida	türlerinin	epidemiyolojisi	ve	antifungal	duyarlılığı

Esma	EREN1	(ID),	Hafize	SAV2	(ID),	Zehra	BEŞTEPE	DURSUN1	(ID)

ÖZET	

Amaç: Candida türleri son yirmi yılda nozokomiyal 

enfeksiyonların önemli ajanları olarak görülmeye 

başlanmıştır. Çalışmamızda hastanemizde 2015-2017 

tarihleri arasında çocuk ve yetişkin hasta grubundan 

izole edilen Candida spp. türlerinin lokal epidemiyolojisi 

ve antifungal duyarlılığının belirlenmesi amaçlanmıştır.

Yöntem: Klinik örneklerden izole edilen toplam 279 

Candida spp. türü ticari Phoenix (Becton Dickinson, ABD) 

ve konvansiyonel yöntem (germ tüp oluşumu, mısır unlu 

agarda mikroskobik morfoloji, klamidospor oluşumu, 

pseudohif bulunuşu, karbonhidrat fermantasyon 

ve asimilasyon testleri, üreaz testi, nitrat testi) 

ile tanımlanmıştır. İzole edilen türlerin flukonazol, 

vorikonazol, amfoterisin B, kaspofungin antifungal 

minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) değerleri 

antifungal duyarlılığı E-test metodu ile belirlenmiştir. 

Bulgular: Örneklerin dağılımı 173 (%62) idrar, 

76 (%27,24) kan, 18 (%6,45) yara, 4 (%1,43) doku, 

3 (%1,08) santral venöz kateter, 2 (%0,72) solunum 

yolu, 2 (%0,72) peritoneal sıvı, 1 (%0,36) plevral mayi 

olarak belirlenmiştir. Klinik örneklerden izole edilen 

Candida türleri 185 (%66,31) C. albicans, 33 (%11,83) 

ABSTRACT

Objective:	 Over the past two decades, Candida 

species have come to be regarded as important agents 

of nosocomial infection. In this study, we evaluated the 

epidemiology, antifungal susceptibility of Candida species 

isolated from adult and pediatric patients in intensive 

care units of a research hospital from 2015 to 2017.

Methods:	 A total of 279 yeast Candida isolates 

recovered from blood and other samples were identified 

to species by using conventional (germ tube formation, 

microscopic morphology in corn meal-Tween 80 agar and 

formation of clamydospore, presence of pseudohyphae, 

carbonhytrate fermentation and assimilation tests,ürease 

and nitrate test ), and Phoenix (Becton Dickinson, ABD). 

Susceptibility of the same species to amphotericin 

B (AMB), fluconazole (FLC),voriconazole (VRC) and 

caspofungin (CAS)) were determined by E test method.

Results:	The specimens were isolated from, urine 173 

(62%), blood 76 (27.24%), wound 18 (6.45%), tissue culture 

4 (1.43%), central venous catheter 3 (1.08%), respiratory 

tract 2 (0.72%), peritoneal fluid 2 (0.72%), pleural fluid 

1 (0.36%). The most commonly isolated species was 185 

(66.31%) C. albicans from the various clinical specimens 
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INTRODUCTION

There are over 150 species of Candida spp. 

isolates in nature. While the isolation frequency of 

these species is changing, it is accepted that the 

most commonly isolated species are C. albicans, 

C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, and C. 

krusei (1). Candida species isolated from different 

age groups may vary. For example, C. parapsilosis 

isolated from the blood cultures of newborns is known 

as a predominant species (2, 3). The frequency of 

C. glabrata species is higher in adult and elderly 

patients (4). C. tropicalis is more frequently isolated 

in patients from non-neutropenic and haematological 

malignancies (5).

Nosocomial invasive infections caused by Candida 

spp. have been a major medical problem in intensive 

care units (ICUs). Infectious Diseases Society of America 

(IDSA) anti-fungal treatment protocols vary according 

to patients’ age groups (6). These latest treatment 

protocols state that echinocandins are recommended 

as the first choice for suspected candidiasis. 

Fluconazole (FLC) is an acceptable alternative azole 

drug for non-neutropenic patients (those who have 

had no recent azole exposure and are not colonized 

with azole-resistant Candida species) in intensive 

THE	EPIDEMIOLOGY	OF	CANDIDA	SPECIES

C. parapsilosis, 29 (%10,39) C. glabrata, 29 (%10,39) 

C. tropicalis, 2 (%,0,72) C. pelliculosa, 1 (% 0,36) C. 

melibiosica olarak tanımlanmıştır. Yaşlı hastalardan 

en sık C. glabrata türü, çocuk hastalardan en sık 

C. albicans türü izole edilmiştir. Kandidürisi olan 

173 hastanın idrar örneğinde çeşitli kandida türleri 

izole edilmiştir. En sık (142 örnekte (%82)) kandidüri 

etkeni olarak C. albicans tespit edilmiştir. Klinisyen 

isteğine bağlı olarak 92 Candida izolatından antifungal 

çalışılmıştır. Bu türler için geometrik minimum 

inhibitor konsantrasyon değeri flukonazol için 2,2 μg/

mL, amfoterisin B için 0,6 μg/mL, kaspofungin 0,6 

μg/mL, vorikonazol 0,1 μg/mL olarak belirlenmiştir. 

İzolatların hepsi vorikonazol için duyarlı bulunmuştur. 

Flukonazol için 19 C. glabrata türünden yedi izolat 

doza bağlı duyarlı ve iki izolat dirençli olarak tespit 

edilimiştir. Kaspofungin için 26 C. parapsilosis türünün 

üçü dirençli olarak belirlenmiştir.

Sonuç: Çalıştığımız klinik örneklerden en 

sık izole edilen tür C. albicans türüdür. Kandida 

enfeksiyonlarının lokal epidemiyolojisini bilmek 

ampirik antifungal ajanların seçimi için gerekli bir 

bilgidir.

Anahtar	 Kelimeler: Antifungal duyarlılık, Candida 

spp., epidemiyoloji, yoğun bakım

was followed by the species of 33 (11.83%) C. parapsilosis, 

29 (10.39%) C. glabrata, 29 (10.39%), C. tropicalis, 2 

(0.72%) C. pelliculosa, 1 (0.36%) C. melibiosica. C. 

glabrata was the most frequently isolated in elderly 

patients and C. albicans was the most frequently isolated 

in childhood. Various candida species have been isolated 

from the urine samples of 173 patients with candiduria. 

C. albicans was found to be the most common cause of 

candiduria (142 samples (82%)). Antifungal susceptibility 

test study was performed from 92 Candida isolates. For 

these species, the geometric mean minimum inhibitor 

concentration of each antifungal was calculated to be 

2.2 μg/mL for FLC, 0.6 μg/mL for AMB, 0.6 μg/mL for 

CAS and 0.1 μg/mL for VRC. All Candida isolates were 

found susceptible to voriconazole. Seven isolates of 19 C. 

glabrata species were dose-dependent sensitivity and two 

isolates were determined to be resistant to fluconazole. 

Three isolates of 26 C. parapsilosis species were reported 

to be resistant to caspofungin. 

Conclusion:	C. albicans is the most common Candida 

species isolated from the clinical specimens we studied. 

Knowing the types and susceptibility of Candida strains will 

be an important factor in our choice of antifungal therapy. 

Key	Words:	Antifungal susceptibility, Candida spp., 

epidemiology, intensive care unit
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care. Despite new antifungal drugs, amphotericin 

B deoxycholate is recommended for neonates with 

disseminated candidiasis (7).   In patients without 

neutropenia, initial antifungal treatment begins with 

FLC. This regimen can be used for infections caused 

due to C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. kefyr, C. dubliniensis, C. lusitaniae, and C. 

guilliermondi. Caspofungin (CAS) is recommended for 

C. glabrata infections (6). C. krusei is intrinsically 

resistant to FLC and has a decreased susceptibility to 

other azoles. Echinocandins, VCZ or amphotericin B 

(AMB) are preferred antifungal regimens for C. krusei 

infection (8). 

The aim of our study was to analyze the species 

distribution of Candida isolates from different clinical 

specimens and determine antifungal susceptibility to 

AMB, FLC, voriconazole (VRC) and CAS, by the E-test 

method.

MATERIAL	and	METHOD

Patients

This was a retrospective study of Candida infection 

in the ICUs of a 1200-bed research hospital in Turkey. 

The study was conducted according to the declaration 

of Helsinki. The patients were selected from patients 

who were hospitalized in ICUs between October 2015 

and August 2017. A total of 279 non-repeat isolates 

of Candida isolates were obtained from 76 blood, 

173 urine, 18 wounds, four tissue sample, three 

central venous catheters, two respiratory tracts, two 

peritoneal fluid, one pleural fluid of patients in adult 

and child intensive care unit of a research hospital. 

Candidemia was defined as the isolation of Candida 

spp. from blood cultures and other forms of invasive 

candidiasis (proven or probable) were defined 

according to the European Organization for Research 

and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections 

Cooperative Group and the National Institute of Allergy 

and Infectious Diseases Mycoses Study Group criteria 

(9). In our study, all patients with asymptomatic 

candiduria had a urinary catheter.  Candiduria refers 

to the laboratory finding of >103 colony-forming units 

(CFU) of Candida spp. per mL of urine. For suspicious 

infection potentially occurring nosocomially and out 

of the hospital, samples including wound, respiratory 

tract, peritoneal fluid, pleural fluid were cultured on 

SDA agar for fungal identification.  The cut-off age 

value for elderly patients was taken as 65 years. 

Mycological	studies
Identification of each strain was performed by 

using conventional (germ tube formation, microscopic 

morphology in corn meal-Tween 80 agar) and 

automated methods, Phoenix (Becton Dickinson, ABD).

Antifungal	Agents	and	Susceptibility	Testing	
All isolates were cultured by using SDA (Oxoid, 

Basingstoke, United Kingdom). These isolates 

were tested for susceptibility against FLC, 

CAS, VRC, and AMB with E test method. For the 

antifungal susceptibility testing RPMI 1640 (Sigma) 

medium was prepared. 4 g L-glutamine, 34.5 g 

morpholinepropanesulfonic acid, 20 g glucose, and 17 

g Bacto agar (Becton Dickinson and Company, Sparks, 

MD, USA) were dissolved in 1 L deionized water and 

autoclaved at 121˚C for 15 minutes. The inoculum 

suspensions were adjusted spectrophotometrically 

at 530 nm to match the turbidity of a 0.5 McFarland 

standard. Agar plates were inoculated with a cotton 

swab and allowed to dry for at least 15 min before the 

E-test strips were applied. E-test agar plates were 

incubated at 35°C and assessed at 48 h. Minimum 

inhibitory concentrations (MICs) of azole were 

detected as the lowest concentrations providing an 

80% reduction in growth. MICs of AMB was determined 

as the lowest concentration inhibiting any growth. 

MICs were also determined by the E-test method 

according to the manufacturer’s guidelines. E-test 

strips of FLC (0.016-256 μg/ml), VRC (0.002-32 μg/

ml), AMB (0.002-32 μg/ml), and CAS (0.002-32 μg/ml) 

were placed perpendicular to each other on an RPMI 

plate. Quality control was performed in both tests in 

accordance with the CLSI (The Clinical & Laboratory 

Standards Institute) document M27-A3 using C. krusei 

ATTC 6258 and C. parapsilosis ATCC 22019.
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Table	1. Distribution of Candida species isolated from patients in intensive care

RESULTS

Candida species were isolated from the clinical 

specimens of 279 patients, including 147 female 

and 132 male patients hospitalized in our ICUs. 

The mean age of the patients was found to be 65 

years. The specimens were isolated from urine 173 

(62%), blood 76 (27.24%), wound 18 (6.45%), tissue 

culture 4 (1.43%), central venous catheter 3 (1.08%), 

respiratory tract 2 (0.72%), peritoneal fluid 2 (0.72%), 

pleural fluid 1 (0.36%). The most commonly isolated 

species from various specimens of pediatric and adult 

patients was determined to be C. albicans. While 

185 of 279 isolates (66.31%) were identified as C. 

albicans, the others were identified as 33 (11.83%) 

C. parapsilosis, 29 (10.39%) C. glabrata, 29 (10.39%) 

C. tropicalis, 2 (0.72%) C. pelliculosa, 1 (0.36%) C. 

melibiosica,   respectively (Table 1). Considering all 

the specimens, the unit in which proliferation was 

observed most frequently was determined to be the 

anaesthesia intensive care unit. Simultaneously, the 

most commonly isolated species from all specimens 

in the pediatric intensive care unit (n = 11/17, 64.7%) 

were identified to be C. albicans. In the adult and 

pediatric intensive care units, 76 Candida species 

were isolated from the blood culture. Examining 

the blood culture isolates, the most commonly 

isolated species was 32 (42.2%) C. albicans species 

and it was followed by 26 (34.2%) C. parapsilosis, 

11(14.4%) C. glabrata, 7 (9.2%) C. tropicalis species, 

respectively. Distribution of Candida species isolated 

from patients in intensive care unit was shown in 

Table 2. From the 142 of 173 urine specimens coming 

from the hospitalized patients of intensive care units 

in our hospital, C. albicans, (n = 15/173, 8.7%), 

C. tropicalis, (n = 11/173, 6.3%) C. glabrata (n = 

2/173, 1.2%)  C. parapsilosis, C. pelliculosa (n = 

2/173 1.2%), C. melibiosica (n = 1/173, 0.6%) were 

isolated, respectively.

Department C. albicans C. glabrata C. melibiosica C. parapsilosis C. pelliculosa C. tropicalis TOTAL

Anesthesia ICU 60 8  - 19  - 10 97

Brain surgery ICU 14  -  - 3  - 2 19

Pediatric ICU 11 1  - 3  - 2 17

Medical ICU 47 8  - 2 1 5 63

Chest diseases ICU 2  -  - 1  -  - 3

Surgical ICU 13 7  -  -  -  - 20

Cardiovascular 
surgery ICU

3  -  - 1  - 1 5

Cardiac ICU 8  1 1 1 1 12

Neurology ICU 21 4  - 2  4 31

Burn Unit 6 1  - 1  4 12

Total (Number%) 185(66.31%) 29(10.39%) (0.36%) 33(11.83%) 2(0.72%) 29(10.39%) 279

ICU: Intensive Care Unit
-: Not growth
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Table	2. Distribution of Candida species isolated from blood cultures in intensive care

Department C. albicans C. glabrata C. parapsilosis complex C. tropicalis Total

Anesthesia ICU 10 2 17 4 33

Brain surgery ICU 1 - 2 - 3

Pediatric ICU 6 - 2 - 8

Medical ICU 7 4 1 3 15

Chest diseases ICU 1 - - - 1

Surgical ICU 2 4 6

Cardiovascular surgery ICU - - 1 - 1

Cardiac ICU 1 - - - 1

Neurology ICU 1 - 2 - 3

Burn Unit 3 1 1 - 5

Total 32 11 26 7 76

ICU: Intensive Care Unit

The antifungal sensitivity of 92 species of Candida 

species was evaluated by the E-test method. For 

these species, the geometric mean (GM) Minhibitor 

concentration of each antifungal was calculated to 

be 2.2 μg/mL for FLC, 0.6 μg/mL for AMB, 0.6 μg/

mL for CAS and 0.1 μg/mL for VRC. The MIC 50 and 

MIC 90 values of the isolated Candida species against 

antifungals were presented in Table 3. No cross-

resistance was encountered between FLC and VRC. 

Seven isolates of 19 C. glabrata species isolated 

from various clinical specimens had dose-dependent 

sensitivity to FLC and two isolates were determined to 

be resistant. Also, three isolates of 26 C. parapsilosis 

species were reported to be resistant to CAS.

Table	3. In vitro susceptibilities of the Candida isolates to four antifungal agents (μg/ml)

	
	
AMB
	

	CAS	 	FLC	
	
VRC

Species	(Number) MIC	
range MIC50 MIC90 MIC

range MIC50 MIC90 MIC	
range MIC50 MIC90 MIC	

range MIC50 MIC90

C. albicans (20) 0.094-3 0.25 1 0.125-1.5 0.75 1 0.5-6 2 4 0.0012-2 0.38 0.75

C. parapsilosis (9) 0.125-2 0.5 1 0.19-1.5 0.75 1 1-48 3 4 0.125-
0.5 0.25 0.38

C. glabrata (8) 0.125-6 0.25 0.75 0.125-1.5 0.75 1.5 2-24 8 24 0.064-2 0.75 1

C. tropicalis (3) 0.25-2 - - 0.38-0.75 - - 1-3 - - 0.19-
0.75 - -

C. dubliniensis (1) 2 - - 0.5 - - - 16 - 0.38- - -

AMB; Amphotericin b, CAS; Caspofungin, FLC; Fluconazole, VRC Voriconazol, 
MIC: Minimal inhibitory concentration, GM; Geometric mean
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DISCUSSION	and	CONCLUSION

The distribution of Candida species causing the 

fungal infection is changing gradually.  C. albicans 

were reported to be most frequently isolated in 

Serbia (10), China (11). Australia (12) and Turkey 

(13, 14). However, non-albicans Candida species is 

the most commonly isolated fungal species in India 

(15) and Brazil (16). The differences in regional 

epidemiological data of these studies could not be 

explained completely, but it was considered that 

azole exposure of patients, underlying diseases 

and different applications in hospitals might have 

been the cause. In our study, the most commonly 

isolated species was C. albicans from the various 

clinical samples were followed by C. parapsilosis, 

C. glabrata, C. tropicalis, C. pelliculosa, C. 

melibiosica, respectively. Also, 76 Candida species 

were isolated from the blood samples of the patients 

diagnosed with candidemia infection in our hospital 

during this period. Among these species, the most 

frequently isolated species was C. albicans and 

it was followed by the species of C. parapsilosis, 

C. glabrata, and C. tropicalis, respectively. 

Multicenter epidemiological data in conformance 

with our result are available (17, 18).  According to 

our hospital data, C. parapsilosis was the second 

most commonly isolated species. C. parapsilosis is 

exogenous pathogenetic species and often isolated 

from the patients, especially those who use an 

intravascular device, in intensive care units (19).  

Also, since these species are frequently isolated 

from the hands of health care personnel working in 

the intensive care unit, we suggest that necessary 

precautions should be taken (20).  C. glabrata 

species are the most commonly found species in 

critically ill elderly patients (21).  When various 

clinical specimens obtained from all intensive care 

units were examined, 29 C. glabrata species were 

isolated and of these, 17 were isolated from the 

clinical samples of patients over 65 years of age. 

Candidemia cases are important among pediatric 

patients. Only six C. albicans and two C. parapsilosis 

species were isolated from our hospital’s pediatric 

candidemia cases. According to changing candidemia 

epidemiologies depending on the region, such as 

Europe (22-24) and America (25, 26), C. albicans 

species are frequent while non-albicans species 

are most commonly isolated in Asian countries (27, 

28). Examining the data from pediatric intensive 

care unit, the study had some limitations. The 

first of these was it was a single-centre study and 

the second was the clinical outcome could not be 

reflected, since it was a laboratory-based study. 

The use of urinary catheters and wide-spectrum 

antibiotics for hospitalized patients in the intensive 

care unit may ause candiduria. Although the species 

isolated varies, they were often reported to be C. 

albicans (29, 30). C. glabrata and C. tropicalis 

species were reported as the second-and third-

most common species, respectively (31,32). It 

is noted that the C. parapsilosis species attach 

to plastic materials owing to their extracellular 

polysaccharide or slime production (33).  In this case, 

from the medical perspective, the prevalence of C. 

parapsilosis was expected to increase concerning 

the fact that urinary catheters used in intensive 

care units increase the risk for their colonization or 

infection. It must be noted that C. parapsilosis was 

isolated only in a 2% ratio, according to our results.

Antifungal sensitivity was determined with the 

E-test in some Candida species. The compatibility 

ratio of the E-test and broth microdilution was 

found to be high in various studies conducted 

(34, 35). The E-test method was also preferred 

because it was fast and had high repeatability. In 

a conducted study, when all Candida species were 

evaluated, VRC was sensitive at higher ratios than 

FLC (36). Further, in our study, no resistance to 

VRC was detected. In contrast, FLC resistance 
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was determined in two isolates in the iso-late of 

C. glabrata and dose-dependent resistance was 

detected in six isolates. The increase in the isolation 

frequency of C. parapsilosis species recently and its 

in-vitro resistance to CAS was presented in various 

studies (37, 38). Pfaller et al. (39) reported that 

the different MIC values shown by the Candida 

species to CAS were secondary to the biological 

differences among species. In our study, especially 

in the candidemia cases, the second most commonly 

isolated species was C. parapsilosis. A resistance to 

CAS was detected in three C. parapsilosis species 

from these isolates, while no resistance was observed 

among other species. 

 C. albicans species was revealed to occur at 

higher rates compared to non-albicans species 

in our study. The detection of the C. parapsilosis 

species as the second most com-mon species lead 

to the conclusion that hygienic conditions should 

be maintained in in-tensive care units. Moreover, 

the inability to isolate C. krusei, which has azole 

resistance, demonstrated that no substantial 

resistance pattern in our hospital. In conclusion, 

we propose that these data will be useful for the 

clinicians working in our hospital while selecting the 

antifungal agents for the treatment and prophylaxis 

of invasive fungal disease.

* This study does not require Ethics Committee Approval.
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Periferik	arter	hastalarında	yükselmiş	serum	homositrulin	
düzeyleri

Elevated	serum	homocitrulline	levels	in	patients	with	peripheral	artery	
disease

Duygu	ERYAVUZ	ONMAZ1	(ID),	Canan	AYDOĞAN2	(ID),	Nazif	AYGÜL2	(ID),	Abdullah	SİVRİKAYA1	(ID),	
Sedat	ABUŞOĞLU1	(ID),	Ali	ÜNLÜ1	(ID)

ÖZET

Amaç:	 Periferik arter hastalığı (PAH) arteriyel 

stenoz veya oklüzyon ile karakterize, kronik, progresif 

bir hastalıktır. Ateroskleroz PAH’ın en yaygın nedenidir 

(>%90). Karbamilasyon, proteinlerin post translasyonel 

modifikasyon mekanizmalarından birisi olup ateroskleroz 

için yeni bir risk faktörü olarak tanımlanmıştır. Bilinen 

en yaygın karbamilasyon ürünü ise homositrulindir. Bu 

çalışmamızda PAH’lı hastalar ile benzer yaş, cinsiyet 

dağılımı ve risk faktörlerine sahip PAH’ı olmayan bireylerde 

serum homositrulin düzeylerini ölçerek homositrulinin PAH 

tanısındaki rolünün aydınlatılmasına katkıda bulunmak ve 

çeşitli biyolojik parametreler ile homositrulin düzeyleri 

arasındaki ilişkiyi araştırmak amaçlanmıştır.

Yöntem: Çalışmaya, 70 PAH’lı hasta ve 65 PAH’ı 

olmayan birey dahil edilmiştir. Serum homositrulin ve 

lizin düzeyleri AB Sciex API 3200 (Applied Biosystems/MDS 

Sciex) likit kromatografi-tandem kütle spektrometri (LC-

MS/MS) cihazıyla geliştirmiş olduğumuz geçerli kılınmış 

yöntemle ölçülmüştür. Hastalara ait çeşitli hematolojik 

ve biyokimyasal parametreler sırasıyla Beckman Coulter 

LH 780 ve Beckman Coulter AU 5800 (Beckman Coulter, 

ABSTRACT

Objective:	 Peripheral arterial disease (PAH) is a 

chronic, progressive disease characterized by arterial 

stenosis or occlusion. Atherosclerosis is the most 

common cause of PAH (>90%). Carbamylation is one 

of the post-translational modification mechanisms of 

proteins and has been identified as a new risk factor 

for atherosclerosis. The most common carbamylation 

product known is homocitrulline. Our aim in this study 

was to contribute to the elucidation of the role of 

homocitrulline in the diagnosis of PAH.

Methods: 70 patients with PAH and 65 individuals 

without PAH were included in the study. Serum 

homocitrulline and lysine levels were measured by AB 

Sciex API 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex) liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/

MS) device. Various hematological and biochemical 

parameters of the patients were measured in 

Beckman Coulter LH 780 and Beckman Coulter AU 

5800 (Beckman Coulter, Brea, USA) autoanalyzers, 

and C-reactive protein (CRP) levels were measured 

in IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Brea, USA) device, 
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GİRİŞ

Periferik arter hastalığı (PAH) kalbi yada beyni 

besleyen damarlar dışındaki orta ve büyük çaptaki 

arterlerin daralması yada tıkanıklığı ile karakterize 

olan progresif bir kardiyovasküler hastalıktır (1). 

PAH, alt ekstremiteleri üst ekstremite damarlarından 

daha sık etkilemektedir ve alt ekstremite PAH’ı, 

kladikasyo intermitant olarak bilinen tekrarlayan 

yorgunluk, kramp hissi ve ağrıya yol açabilmektedir 

(2). Dünya çapında 200 milyondan fazla bireyin 

PAH’dan etkilendiği bilinmektedir (3). Gençlerde 

nispeten daha nadir görülmekle birlikte prevelansı 

yaşla birlikte artmaktadır ve özellikle 65 yaş üstü 

bireylerde daha yaygındır (4). 50 yaş altı bireylerde 

prevelansı %4 ile %7 arasında değişirken, 80 yaş 

üstünde %20’nin üzerine çıkmaktadır. Erkeklerde ise 

kadınlara göre yaklaşık 1,5 kat daha sık görülmektedir 

(5). PAH, tromboembolizm, vaskülit ve dejenerasyon 

gibi birçok nedenle ortaya çıkabilmektedir, 

bununla birlikte PAH’a neden olan en yaygın durum 

aterosklerozdur (6). Sigara, alkol, hipertansiyon, 

böbrek ve kalp yetmezliği, dislipidemi, obezite, 

hiperhomosisteinemi, yaş, erkek cinsiyet, siyah ırk, 

yüksek C-Reaktif Protein (CRP) ve fibrinojen düzeyleri 

PAH için tanımlanmış risk faktörleridir (2, 7). PAH 

artmış kardiyovasküler, serobrovasküler hastalık, 

amputasyon gerektiren sekel riski ve mortalite 

PERİFERİK	ARTER	HASTALIĞI	VE	KARBAMİLASYON	

respectively.

Results: Serum homocitrulline concentrations 

of patients with PAH were statistically significantly 

higher than the control group (p<0.001). Receiver 

Operating Characteristic (ROC) analysis showed that 

the optimal serum homocitrulline cut-off value was 

165.1 µmol / mol lysine (p<0.001) (sensitivity, 71.4% 

and specificity, 86.7%) for PAH. The area under curve 

(AUC) value was 0.873 (95% confidence interval: 0.804-

0.925). There was a positive correlation between 

serum homocitrulline and urea, CRP, the neutrophil-

lymphocyte ratio (NLR) and the platelet-lymphocyte 

ratio (PLR) levels.

Conclusion: Our findings show that homocitrulline 

levels are significantly elevated in patients with PAH, 

and homocitrulline may be a useful marker in the early 

diagnosis of PAH.

Key	 Words: Peripheral arterial disease, 

atherosclerosis, inflammation, carbamylation, 

homocitrulline

Brea, USA) otoanalizörlerinde, C-reaktif protein (CRP) 

düzeyleri ise IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Brea, USA) 

cihazında ölçülmüştür.

Bulgular: PAH’lı hastaların serum homositrulin 

konsantrasyonları kontrol grubuna göre istatiksel olarak 

anlamlı düzeyde yüksekti (p<0.001). Homositrulinin PAH’ı 

öngörme gücünü değerlendirmek için Receiver Operating 

Characteristic (ROC) analizi yapıldığında ise optimal 

serum homositrulin cut-off değeri, %71.4 sensitivite ve 

%86.7 spesifiteyle 165.1  µmol / mol lizin (p<0.001) olarak 

saptanmıştır. Eğri altında kalan alan (AUC) değeri 0.873 olup 

%95 güven aralığı 0.804-0.925 idi. Spearman korelasyon 

analizine göre ise serum homositrulin düzeyleri ile üre, 

CRP, nötrofil lenfosit oranı (NLO) ve platelet lenfosit oranı 

(PLO) düzeyleri arasında pozitif korelasyon vardı.

Sonuç: Sonuç olarak bulgularımız, homositrulin 

düzeylerinin PAH’lı hastalarda önemli ölçüde 

yükseldiğini, homositrulinin PAH’ın erken teşhisinde 

yararlı bir gösterge olabileceğini göstermektedir.

Anahtar	 Kelimeler: Periferik arter hastalığı, 

ateroskleroz, enflamasyon, karbamilasyon, homositrulin
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riskiyle ilişkili progresif, klinik seyri sessiz bir hastalık 

olduğundan erken tanısına yönelik biyobelirteçlerin 

saptanması ve tedaviye erken başlanması oldukça 

önemlidir (8). 

Üreminin kardiyovasküler hastalıklar için 

bir risk faktörü olduğu ortaya konmuş ve ilişkili 

mekanizmaları araştıran çalışmalar artmış üre 

düzeylerinin proteinlerde karbamilasyona yol 

açarak proteinlerin yapısını ve işlevini değiştirdiğini 

göstermiştir. Ayrıca son yıllarda, aterogenez 

sürecine dahil olan enflamasyon ve oksidatif stresin 

artmış protein karbamilasyonuyla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (9). Karbamilasyon siyanatın primer 

amin veya tiyol grubu içeren moleküllere bağlanarak 

karbamil grupları oluşturduğu non-enzimatik bir 

post translasyonel modifikasyondur (PTM) (10). 

Protein karbamilasyonu ürenin degredasyonu 

yada tiyosiyanatın miyeloperoksidaz (MPO) aracılı 

katabolizmasıyla oluşan izosiyanik asitin proteinlerin 

serbest amino gruplarına post-translasyonel 

bağlanmasıyla gerçekleşmektedir (11). MPO aracılı 

katabolizmayla izosiyanik asitin diğer kaynağı olan 

tiyosiyanatın serum düzeyleri ise diyet ve sigaradan 

etkilenmektedir (12). MPO hem içeren bir enzim olup, 

lökositlerde (hem nötrofil hemde makrofajlarda) en 

bol bulunan proteindir ve aterosklerotik lezyonlarda 

katalitik olarak aktiftir. MPO insanlarda ateroksleroz 

ve rupture eğilimli plak gelişimiyle ilişkilidir (13). 

Homositrulin (karbamile lizin) global olarak protein 

karbamilasyonunun en güvenilir belirteci olarak 

kabul edilmekte ve izosiyanik asitin lizin rezidülerinin 

ε-NH2 gruplarına bağlanmasıyla oluşmaktadır (14). 

MPO aktivitesi, yüksek üre düzeyleri ve protein 

karbamilasyonunun ateroskleroz patogenezindeki 

rolü düşünüldüğünde çalışmamızdaki amacımız en 

karakteristik karbamilasyon ürünlerinden birisi olan 

homositrulin düzeylerini PAH’lı hastalarda ve benzer 

yaş, cinsiyet dağılımı ile risk faktörlerine sahip PAH’ı 

olmayan bireylerde ölçerek PAH’ın erken tanısındaki 

ve progresyonundaki rolünün aydınlatılmasına katkıda 

bulunmak ve serum homositrulin düzeyleri ile çeşitli 

biyolojik parametreler arasındaki ilişkiyi araştırmaktır.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Hastalar
Bu çalışma, Selçuk Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Kardiyoloji polikliniğine başvuran PAH teşhisi alan 

70 birey ile benzer yaş ve cinsiyet dağılımı ile risk 

faktörlerine sahip PAH’ı olmayan 65 birey dahil 

edilmiştir. PAH teşhisi, invaziv periferik anjiyografi, 

BT/MR anjiyografi, USG ile klinisyenler tarafından 

konulmuştur. Kontrol grubunda ise PAH tanısı yine 

klinisyenler tarafından fizik muayane ve el dopleri 

ile dışlanmıştır. Karaciğer yetmezliği, kronik böbrek 

yetmezliği, aktif sistemik enfeksiyoz hastalığı, 

dekompanse kalp yetmezliği olan bireyler, kanser 

hastaları, nörololojik, psikiyatrik hastalıkları olan, 

romatizmal hastalıkları olan bireyler ve son üç ay 

içerisinde akut koroner sendrom geçiren bireyler 

çalışmaya alınmamıştır. Tüm katılımcılar çalışma 

hakkında önceden bilgilendirilerek yazılı onamları 

alınmıştır. Çalışmamız, Selçuk Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Yerel Etik Kurul Başkanlığının 22/04/2020 

tarih ve 2020/168 sayılı etik kurul kararıyla 

onaylanmıştır. 

Etik kurul onayını takiben katılımcılardan serum 

separatör jelli ve EDTA’lı tüplere totalde 6 mL kan 

örneği alınmış, jelli tüplere alınan kanlar 3500 g’de 

10 dakika santrifüj edilerek serum örneklerinde rutin 

biyokimya tetkikleri analiz edildikten hemen sonra 

kalan serum örnekleri ayrılmış ve homositrulin, lizin 

düzeylerinin analizine kadar -80ºC’de saklanmıştır. 

PAH’lı hastalardan alınan kan örnekleri ilk başvuru 

sırasında yani hastalara herhangi bir tedavi 

başlanmadan önce alınan kan örnekleriydi.

Rutin	Laboratuvar	Parametrelerinin	Ölçümü
EDTA’lı tüplere alınan tam kan örneklerinde lökosit 

(WBC), hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT), platelet 

(PLT), eritrosit dağılım genişliği (RDW),  nötrofil 

(NEU), lenfosit (LYM), monosit (MONO), eozinofil 

(EOS), bazofil (BA) sayısı Beckman Coulter LH 780 

(Beckman Coulter, Miami, FL, USA) otoanalizöründe 

ticari kitler kullanılarak üretici talimatlarına göre 

ölçülmüştür. Nötrofil lenfosit (NLO) ve platelet 
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lenfosit oranları (PLO) ise ölçülen nötrofil, platelet 

ve lenfosit düzeylerinden hareketle hesaplanmıştır. 

Serum örneklerinde ise, kreatinin (CREA), glikoz 

(GLU), trigliserit (TG), total kolesterol (TC), yüksek 

yoğunluklu lipoprotein (HDL), düşük yoğunluklu 

lipoprotein (LDL), aspartat aminotransferaz (AST) ve 

alanin aminotransferaz (ALT), üre düzeyleri Beckman-

Coulter AU 5800 (Beckman Coulter, Brea, USA) 

cihazında ticari kitler kullanılarak üretici talimatlarına 

göre ölçülmüştür. C-reaktif protein (CRP) düzeyleri 

immunonefelometrik yöntemle IMMAGE 800 (Beckman 

Coulter, Brea, USA) cihazında tespit edilmiştir.

Kimyasallar
Kimyasal maddeler; L-Homocitrulline (CAS 

Numarası: 1190-49-4), L-Citrulline-4,4,5,5-d4 

(MDL numarası MFCD09842626), n-butanol (CAS 

Numarası:71-36-3), hidroklorik asit (CAS Numarası: 

7647-01-0), formik asit (CAS Numarası: 64-18-

6), L-Lizin (CAS Numarası:56-87-1), L-Lizin-

3,3,4,4,5,5,6,6-d8 hidroklorür (MDL numarası 

MFCD01074062), HPLC analizlerine uygun saflıkta 

asetonitril (CAS Numarası: 75-05-8), metanol (CAS 

Numarası: 67-56-1), su (CAS Numarası: 7732-18-5) 

Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) kullanılmıştır.

Serum	Homositrulin	ve	Lizin	Düzeylerinin	Analizi
Ön	İşlem	Basamakları

Homositrülin ve lizin seviyeleri, Dietzen ve ark. 

(15). tarafından bildirilen yönteme göre ölçülmüştür. 

Kısaca, 200 µl serum örneği ependorf tüplere alınarak 

üzerine  iç standart olarak 50 µl d4-L-sitrülin, 50 µl d8-

L-lizin ve protein presipitasyonu için 850 µl metanol 

eklenerek 30 saniye vortekslenmiş ve daha sonra bu 

karışım oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresi sonunda, ependorf tüp 13000 rpm’de 

10 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatant temiz cam 

tüplere alındıktan sonra azot gazı altında 65°C’de 

buharlaştırılmıştır. Buharlaştırma tamamlandıktan 

sonra 200 µl 3N HCl/n-butanol karışımı eklenmiş ve 

tüpler ağzı kapalı olarak 65°C’de 30 dakika inkübe 

edilmiştir. İnkübasyondan sonra azot gazı ile tekrar 

buharlaştırılmıştır. Buharlaştırma sonrası, tüplerdeki 

kalıntılar 200 µL %0,1 formik asit içeren asetonitril: su 

(20:80; %v:v) karışımında çözülmüş ve 30 µL’si sisteme 

enjekte edilmiştir.

Cihaz	Koşulları
Serum homositrulin ve lizin düzeyleri AB Sciex API 

3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex) likit kromatografi-

tandem kütle spektrometri (LC-MS/MS) cihazıyla 

pozitif elektroprey iyonizasyon modunda ölçülmüştür. 

Kromatografik ayrım, Phenomenex C18 HPLC kolonu 

(50 mm x 4.6 mm) kullanılarak, mobil faz olarak ise 

%0,1 formik asit içeren su ve asetonitril karışımının 

(80:20; %v:v) izokratik elüsyonla uygulanmasıyla 

sağlanmıştır. Akış hızı 1 mL/dakika olup, kolon fırını 

sıcaklığı 40°C’ye ayarlanmıştır. Toplam analiz süresi 

her bir örnek için 5 dakika olmuştur.

Homositrülin, lizin, d4-L-sitrülin ve d8-L-lizin 

için Q1/Q3 iyon geçişleri sırasıyla 246.0/127.0, 

203.0/84.0, 236.0/74.0 ve 211.0/84.0 olmuştur. İyon 

spray voltajı, interface heater sıcaklığı, iyon kaynağı 

(GS1), iyon kaynağı (GS2), curtain ve collision gaz 

değerleri sırasıyla 5000 V, 400°C, 40, 60, 20, 5 psi 

olarak ayarlanmıştır.

İstatistiksel	analiz
İstatistiksel değerlendirmeler, ‘Statistical Packages 

for the Social Sciences’ (SPSS) versiyon 21.0 programı 

kullanılarak yapılmıştır. Sürekli değişkenlerin dağılımı 

Kolmogorov-Smirnov testi ile analiz edilmiştir. Ortalama 

ve medyan değerler arasındaki istatiksel kıyaslamalar 

ise sırasıyla Independent Samples t ve Mann Whitney 

𝑈-testleri kullanılmıştır. Korelasyonlar, Spearman’s

korelasyon testi ile değerlendirilmiştir. Parametrik 

ve non-parametrik değişkenlere ait istatistiksel 

bulgular sırasıyla ortalama ± standart sapma ve 

ortanca (minimum-maksimum) olarak belirtilmiştir. 

Homositrulinin hastalığı ön görme gücü receiver 

operating characteristic (ROC) eğrisi kullanılarak eğri 

altında kalan alandan (AUC) hareketle tespit edilmiştir. 

Kategorik değişkenler (cinsiyet, sigara, hiperlipidemi, 

koroner arter hastalığı, hipertansiyon ve diyabet 

öyküsü)  arasında istatiksel olarak anlamlı bir farklılık 

olup olmadığı ise Ki-Kare analizi ile test edilmiştir. 

P<0,05 düzeyi istatiksel olarak anlamlı farklılık düzeyi 

olarak kabul edilmiştir.

PERİFERİK	ARTER	HASTALIĞI	VE	KARBAMİLASYON	



Turk Hij Den Biyol Derg 107

Cilt 79  Sayı 1 2022D.	ERYAVUZ	ONMAZ	ve	ark.

BULGULAR

Klinik	ve	Demografik	Bulgular
Çalışmaya, 70 PAH hastası ve 65 kontrol dahil 

edilmiştir. Grupların yaş ortalaması sırasıyla 

63,17±10,60 ve 62,08±9,20 olup, yaş ortalamaları 

arasında istatiksel olarak anlamlı bir farklılık 

bulunmamıştır (p=0.524). Ayrıca hasta ve kontrol 

grubunda cinsiyet dağılımları (p=0,841), sigara 

(p=0,573), hipertansiyon (p=0,855), hiperlipidemi 

(p=0,857), diyabet (p=0,939), koroner arter hastalığı 

öyküsü (p=0,604), sistolik (p=0,712) ve diyastolik kan 

basınçları (p=0,832) bakımından da istatiksel olarak 

anlamlı bir farklılık görülmemiştir. Hasta ve kontrol 

grubuna ait temel klinik ve demografik veriler Tablo 

1’de özetlenmiştir.

Tablo	1. PAH ve kontrol grubuna ait demografik ve temel klinik veriler

Parametreler PAH	(n=70) Kontrol	(n=65) p

Yaş (yıl) 63,17±10,60 62,08±9,20 0,524

Cinsiyet (Erkek, n (%)) 58 (% 82,3) 53 (% 81,5) 0,841

Hipertansiyon n (%) 42 (% 60) 40 (% 61,5) 0,855

Hiperlipidemi n (%) 60 (% 85,7) 55 (% 84,6) 0,857

Diyabet n (%) 34 (% 48,5) 32 (% 49,2) 0,939

KAH n (%) 50 (% 71,4) 49 (% 75,3) 0,604

Sigara n (%) 40 (% 57,1) 34 (% 52,3) 0,573

Sistolik kan basıncı (mmHg) 120,9±14,7 120±11,9 0,712

Diyastolik kan basıncı  (mmHg) 72,8±7,5 72,6±6,4 0,832

Tedavi

Medikal n (%) 5 (%7,1)

Perkütan girişim n (%) 50 (%71,4)

Cerrahi n (%) 15 (%21,4)

KAH, koroner arter hastalığı.

Laboratuvar	parametreleri	ve	homositrulin,	lizin	
düzeyleri

KPAH’lı hasta ve kontrol grubuna ait çeşitli biyolojik 

parametreler kıyaslandığında PAH’lı hastaların NEU, 

MONO, RDW, CRP düzeyleri ile NLO’ları kontrol 

grubuna göre istatiksel olarak anlamlı düzeyde 

bulunurken, LYM, HGB ve HDL düzeyleri istatiksel 

olarak anlamlı düzeyde düşük olduğu görülmüştür. İki 

grubun ALT, AST, WBC, EOS, BA, HCT, PLT, GLU, üre, 

CREA, TC, LDL, TG düzeyleri arasında ise istatiksel 

olarak anlamlı bir farklılık bulunmamıştır (p>0,05). 

PAH’lı hastaların serum homositrulin düzeyleri 

ise kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı 

düzeyde yüksek olduğu belirlenmiştir (p<0,001). 

Katılımcılara ait biyolojik parametrelerin ve serum 

homositrulin düzeyleri Tablo 2’de verilmiştir.
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Tablo	2. PAH ve kontrol grubuna ait laboratuvar parametrelerinin kıyaslanması

Parametreler PAH (n=70) Kontrol (n=65) p

WBC (109/L) 8,54±1,96 8,0±2,33 0,147

LYM (109/L) 1,9±0,64 2,15±0,75 0,040

NEU (109/L) 5,66±1,76 4,96±1,83 0,025

MONO (109/L) 0,71±0,22 0,61±0,27 0,024

EOS (109/L) 0,22±0,16 0,18±0,10 0,142

BA (109/L) 0,054±0,049 0,048±0,10 0,670

PLO 121,7 (56,9-706,0) 115,5 (49,5-460,1) 0,205

NLO 3,0 (0,93-9,50) 2,3 (1,01-9,20) 0,001

HCT (%) 38,62±6,75 38,90±3,79 0,784

RDW (%) 15,37±2,89 14,44±1,57 0,025

HGB (g/L) 12,86±2,18 14,04±1,58 <0,001

PLT (109/L) 259,51±92,5 255,82±79,6 0,805

ALT (U/L) 23,68±15,85 21,23±13,41 0,407

AST (U/L) 29,75±19,04 22,54±11,45 0,177

GLU (mg/dL) 116,40±49,2 107,60±29,8 0,262

Üre (mg/dL) 31,86±8,36 30,40±6,31 0,302

CREA (mmol/L) 0,88±0,23 0,84±0,17 0,092

TC (mg/dL) 164,41±42,1 173,53±51,4 0,261

TG (mg/dL) 170,44±115,6 161,92±91,9 0,638

LDL (mg/dL) 94,02±35,9 99,1±41,6 0,448

HDL (mg/dL) 36,41±9,27 42,47±9,54 <0,001

CRP (mg/L) 5,6 (1,0-12,2) 4,0 (0,6-8,7) 0,002

Homositrüllin (µmol / mol lizin) 285,7±135,2 187,1±61,0 <0,001

ALT, alanin aminotransferaz; AST, aspartat aminotransferaz; BA, bazofil; CREA, kreatinin; CRP, C-reaktif protein; 
EOS, eozinofil; GLU, glikoz; HCT, hematokrit; HDL, yüksek yoğunluklu lipoprotein; HGB, hemoglobin; 
LDL, düşük yoğunluklu lipoprotein; LYM, lenfosit; MONO, monosit; NEU, nötrofil; NLO, nötrofil lenfosit oranı; 
PLO, platelet lenfosit oranları; PLT, platelet; RDW, eritrosit dağılım genişliği; TC, total kolesterol; TG, trigliserit; WBC, lökosit.
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Spearman korelasyon analizi, serum homositrulin 

düzeyleri ile üre (r=0,394, p<0,001), CRP (r=0,236, 

p=0,008), NLO (r=0,207, p=0,018) ve PLO (r=0,175, 

p=0,047) düzeyleri arasında pozitif korelasyon 

olduğunu gösterirken diğer biyolojik parametreler 

ile homositrulin düzeyleri arasındaki korelasyonlar 

istatiksel olarak anlamlı görülmemiştir.

ROC analizi ise PAH için homositruline ait 

optimal cut-off değerinin %71,4 sensitivite ve 

%86,7 spesifiteyle 165,1  µmol / mol lizin (p<0.001) 

olduğunu göstermekteydi. AUC değeri 0,873 olup %95 

güven aralığı 0,804-0,925 bulunmuştur.

Şekil	1. Serum homositrüllin düzeylerinin PAH’ı ön görme gücüne ait ROC eğrisi
AUC, eğri altında kalan alan; 
ROC, alıcı işletim karakteristik eğris
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TARTIŞMA	ve	SONUÇ

Proteinler in vivo yaşamları boyunca çeşitli 

PTM’lere uğramaktadır. PTM  protein sentezi sırasında 

veya sonrasında proteinlere fonksiyonel grupların 

genellikle enzimatik reaksiyonlarla kovalent 

olarak eklenmesidir ve bu reaksiyonların çoğu 

polipeptit zincirinin reaktif amino yada karboksil 

gruplarını içeren reaktif uçlarında gerçekleşir (16). 

Bilinen 400’den fazla farklı tip PTM vardır ve bu 

reaksiyonlar şekerler, dikarbonil bileşikleri, reaktif 

oksijen türevleri gibi küçük metabolitlerle protein 

zincirindeki amino asitlerin etkileşimleri sonucunda 

gerçekleşmektedir. Bu modifikasyonlar proteinlerin 

yapısını, fonksiyonlarını, yaşam sürelerini, protein-

protein etkileşmelerini, hücre-hücre ve hücre matriks 

etkileşmelerini, sinyalizasyon mekanizmalarını, 

çözünürlüklerini ve lokalizasyonlarını etkilemekte 

olup proteinlerin davranış ve karakteristikleri 

üzerinde geniş bir etkiye sahiptir (17). Giderek artan 

kanıtlar PTM’lerin kanser, diyabet, nörodejeneratif 

hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar gibi 

çeşitli hastalıkların patogenezine dahil olduğunu 

göstermektedir (18-21). Bu reaksiyonlardan 

oksidasyon ve glikasyonun ateroskleroz 

patogenezinde rol oynadığı düşünülmektedir 

(22, 23). Okside-LDL hücre yüzeyinde adhezyon 

moleküllerinin ekspresyonunu tetikleyerek 

endotel hücrelerini aktive etmektedir. Bu adezyon 

molekülleri kemokinlere yanıt olarak endotelyuma 

göç eden lökositlerin intimaya adezyonuna aracılık 

etmektedir. Makrofaj aktivasyonunun bir sonucu 

olarak ise matriks degredasyonuna yol açan 

proenflamatuvar sitokinlerin salınımı, reaktif oksijen 

türevlerinin (ROS) sentezi ve proteolitik enzimlerin 

üretimi artar. Ayrıca, okside-LDL endotelyal nitrik 

oksit (eNOS)’u inhibe ederek endotelyal nitrik oksit 

(NO) üretimini azaltır. Dolayısıyla, okside-LDL’nin 

makrofaj scavenger reseptörleri ile etkileşiminin 

ateroskleroz başlangıcında kilit bir rol oynadığı 

düşünülmektedir (24). Aynı fenomen glike-LDL içinde 

tanımlanmıştır ve ileri glikasyon son ürünlerinin 

(AGEs) artmış serum düzeylerinin kardiyovasküler 

olaylarla ilişkili olduğu gösterilmiştir. AGE 

prekürsörleri makrofaj apoptozu ile ilişkilidir ve 

rüptüre eğilimli aterosklerotik plaklara neden 

olmaktadırlar (25).

Son yıllarda, ateroksleroz ve diğer kardiyovasküler 

hastalıkların patogenezine dahil olduğu gösterilmiş 

olan diğer önemli bir PTM ise karbamilasyondur. 

Protein karbamilasyonunun moleküler yaşlanmayla 

ve birçok patolojik durumla ilişkili olduğu kabul 

edilmektedir (26). Çalışmamızda PAH’lı hastalarda en 

karakteristik karbamilasyon ürünü olan homositrulin 

düzeylerini ölçerek karbamilasyon ile PAH patogenezi 

arasındaki ilişkiyi ve homositrulinin bu hastalıktaki 

tanısal değerini araştırmayı hedeflemiştir. Elde 

edilen sonuçlarımız, PAH’lı hastalarda, benzer 

yaş, cinsiyet dağılımı ve risk faktörlerine sahip 

kontrol grubuna göre serum homositrulin 

düzeylerinin yüksek olduğunu göstermiştir (Tablo 

2). Homositrulinin kardiyovasküler hastalıklarla 

ilişkisinin araştırılmasına yönelik kısıtlı sayıda 

çalışma mevcuttur. Wang ve ark. (27) tarafından 

yapılan çalışmada, karbamilasyonun aterosklerotik 

plaklarda MPO-bağımlı mekanizmalar aracılığıyla 

amplifiye edilebileceğini ve serum homositrulin 

konsantrasyonlarının kardiyovasküler olaylarla 

pozitif korele olduğunu bildirmiştir. Bu çalışmada, 

serum homositrulin düzeyleri PAH’ı veya koroner 

arter hastalığı olan bireylerde kontrol grubuna göre 

yüksek bulunmuştur. Ayrıca PAH’lı hastaların serum 

homositrulin düzeyleri koroner arter hastalığı olan 

bireylere göre hafif daha yüksek olduğu görülmüştür. 

Tang ve ark. (28) ise, kronik sistolik kalp yetmezliği 

olan hastalarda protein karbamilasyonunun sol 

ventriküler disfonksiyondan ziyade bozulmuş renal 

fonksiyonla ilişkili olduğunu ortaya koymuştur. 

Jaisson ve ark. (29) ise koroner arter hastalığı olan 

bireylerde serum homositrulin düzeylerinin kontrol 

grubuna [0.21 (0.17–0.25) vs 0.14 (0.10–0.17) mmol/

mol lizin, p<0.001] göre istatiksel olarak anlamlı 

düzeyde yüksek olduğunu, Gensini skoruyla serum 

homositrulin düzeyleri arasında pozitif korelasyonu 
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bildirmiştir. Dolayısıyla homositrulin düzeylerinin 

koroner arter hastalığı boyunca yükseldiğini ve aynı 

zamanda hastalık şiddetiyle homositrulin düzeyleri 

arasında pozitif korelasyon olduğunu belirtmiştir 

(29). Bizde çalışmamızda, benzer şekilde PAH’lı 

hastalarda serum homositrulin düzeylerini kontrol 

grubuna göre istatiksel olarak anlamlı düzeyde 

yüksek bulmuş [285,7±135,2 187,1±61,0 µmol / mol 

lizin, p<0,001]. Dolayısıyla, bulgularımız önceki 

çalışmalarla uyumlu olduğu görülmüştür. Jaisson ve 

ark. (29) homositrulinin koroner arter hastalığını 

öngörme gücünü değerlendirmek için yaptıkları 

ROC analizinde homositrulin için optimal cut-off 

değerini 0,16 mmol / mol lizin (%78,9 sensitivite ve 

%78,8 spesifiteyle) olarak, AUC değerini ise 0,908 

olarak bildirmiştir. Çalışmamızda ise homositrulinin 

periferik arter hastalığını öngörme gücünü 

değerlendirmek amacıyla ROC analizi yaptığımızda 

AUC değerini 0,873 olarak, optimal cut-off değerini 

ise %71,4 sensitivite ve %86,7 spesifiteyle 165,1  

µmol homositrulin/ mol lizin (p<0,0001) olarak tespit 

edilmiş, %95 güven aralığı 0,804-0,925 bulunmuştur. 

Homositrulin ürenin spontan degredasyonuyla 

ya da hidrojen peroksit varlığında MPO aracılığıyla 

tiyosiyanattan hareketle sentezlenmektedir. 

Dolayısıyla homositrulin düzeylerindeki yükseklik bu 

iki yolla açıklanmaktadır. Çalışma grububumuzdaki 

tüm hastaların renal fonksiyonları normal olup, 

serum kreatinin düzeyleri 1,1 mg/dl’nin altında, 

üre düzeyleri ise 17-50 mg/dl’nin aralığındaydı. 

Kontrol grubuyla PAH grubunun serum kreatinin 

ve üre düzeyleri arasındaki farklılıkta istatiksel 

olarak anlamsız olduğu belirlenmiştir (p>0,05). Bu 

bulgular, PAH’lı hastalardaki yüksek homositrulin 

düzeylerinin MPO-bağımlı yolakla ilişkili olduğunu 

düşündürmekteydi. Degranülasyon esnasında 

nötrofillerden salınan en önemli enzimlerden 

birisi MPO’dur ve çeşitli çalışmalarla artmış MPO 

düzeylerinin kardiyovasküler olaylardaki artışla ilgili 

olduğu gösterilmiştir (30-32). MPO aterosklerotik 

lezyonlar dahil enflamasyon bölgelerinde yüksek 

düzeylerde ekspresse edilerek oksidatif hasarı 

desteklemektedir. Aterosklerotik lezyonlarda MPO 

hipokloröz asit oluşturabilmek için ekstraselüler 

matriksle etkileşime girmektedir. Aterosklerotik 

lezyonlarda MPO’nun varlığı endotelyum apoptozu, 

yüzeyel erozyon ve lezyon rüptürü ile ilişkilidir. 

MPO, bir dizi ROS oluşumunu katalize eden lökosit 

türevli bir enzim olup doğuştan gelen bağışıklık 

yanıtının ayrılmaz bir bileşenidir. Ancak, MPO’dan 

türetilen oksidanların enflamasyon sırasında doku 

hasarına katkıda bulunduğuna dair kanıtlar ortaya 

çıkmıştır ve MPO katalizli reaksiyonların ateroskleroz 

patogenezine dahil olduğu düşünülmektedir 

(33). Dolayısıyla çalışmamızda, PAH’lı hastalarda 

yükselmiş homositrulin düzeylerinin aterosklerotik 

lezyonlarda MPO’nun artmış ekspresyonuna 

bağlı olarak karbamilasyon reaksiyonlarının 

amplifikasyonuyla ilişkili olduğunu düşünmekteyiz. 

Hızlanmış karbamilasyon reaksiyonları sonucunda 

lizine ekolarak diğer birçok proteinde karbamilasyona 

uğramaktadır. Bunlardan karbamile LDL (c-LDL) ve 

HDL (c-HDL)’nin kardiyovasküler hastalıklardaki 

rolü kanıtlanmıştır. Son yıllarda, c-LDL’nin lektin 

benzeri okside LDL reseptörü-1 aktivasyonu yoluyla 

endotelyal disfonksiyonu indüklediği, ROS sentezini 

arttırdığı ve eNO sentezini azalttığı gösterilmiştir. 

Dahası, c-LDL’nin makrofaj scavenger reseptörlere 

bağlanarak kolesterol birikimi ve köpük hücrelerin 

oluşumuna yol açtığı, vasküler düz kas hücrelerinin 

proliferasyonunu arttırarak aterojenik özellik 

gösterdiği düşünülmektedir (9). HDL ateroskleroza 

karşı koruyucu rol oynasa da in vitro kanıtlar 

c-HDL’nin artmış düzeylerini endotele monositlerin 

adezyonunu kolaylaştırarak aterosklerotik plakların 

oluşmasını kolaylaştırabileceğini göstermektedir 

(34). Şuana kadar tanımlanmış en karakteristik ve en 

yaygın karbamilasyon ürünü homositrulin olduğundan 

çalışmamızda total karbamilasyonu değerlendirmek 

amacıyla homositrulin düzeyleri ölçülmüştür. 

Dolayısıyla artmış homositrulin düzeyleri diğer 

proteinlerinde karbamilasyonunun artmış olduğunu 

ve oluşan karbamile proteinlerin PAH patogenezinde 

önemli bir rol oynadığı bulgusunu desteklemektedir. 
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ÇIKAR	ÇATIŞMASI

Sonuç olarak, bulgularımız serum homositrulin 

düzeylerinin PAH’lı hastalarda kontrol grubuna göre 

önemli ölçüde yüksek olduğunu, homositrulinin 

PAH’ın erken teşhisinde yararlı bir markır 

olabileceğini ve 165,1 µmol / mol lizin düzeyinin 

PAH hastalığını eşit oranlarda risk faktörlerine 

sahip fakat PAH’ı olmayan bireylerden ayırt etmede 

kullanılabileceğini göstermektedir. Ancak bu konuda 

daha geniş bir popülasyonda ileri çalışmalara 

gereksinim vardır. Çalışmamız, PAH’lı hastalarda 

benzer risk faktörlerine sahip bireylere karşı 

homositrulin düzeylerinin çeşitli klinik ve biyolojik 

parametrelerle birlikte araştırılmasını hedefleyen 

kapsamlı bir çalışma olması ve homositrulinin 

kardiyovasküler hastalıkların patogenezindeki 

rolünün aydınlatılmasına yönelik çalışmalara katkı 

sağlaması bakımından avantajlıdır, ancak kısıtlı 

hasta sayısı, MPO aktivitesinin ölçülmemiş olması 

çalışmamızın dezavantajlarıydı. Daha geniş bir 

hasta grubunda homositrulin yolağıyla ilgili tüm 

parametreleri kapsamlı bir şekilde araştırmaya 

yönelik yeni çalışmalara gereksinim vardır.
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ÖZET

Amaç:	İdrar yolu enfeksiyonları yaşlı hastalarda ikinci 

en sık görülen ve bakterilere bağlı gelişen bir hastalıktır. 

İmmün sistemin yaşlanması, eşlik eden hastalıklar ve 

çeşitli fizyolojik değişiklikler nedeni ile yaşla birlikte 

bu tür enfeksiyonlara yatkınlık gelişebilmektedir. 

Ampirik tedavi seçimi için bu hasta grubunda üreyen 

etkenlerin ve direnç durumunun bilinmesi önemlidir. Bu 

çalışmada, kliniğimize idrar yolu enfeksiyonu nedeni ile 

yatırılan hastalarda hasta özellikleri, üreyen etkenler 

ve bu etkenlerin direnç durumlarının değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır.

Yöntem: Ankara Şehir Hastanesi Enfeksiyon 

Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji Kliniği’ne 

Mart 2019-Mart 2020 tarihleri arasında idrar yolu 

enfeksiyonu tanısı ile yatırılan 65 yaş üzeri hastalar 

demografik özellikleri, kültür sonuçları ve etkenlerin 

direnç durumu yönüyle geriye dönük olarak hasta 

yatış bilgileri, hasta dosyaları ve hastane bilgi işlem 

sistemi üzerindeki tüm tıbbi kayıtları incelenerek 

değerlendirilmiştir.

ABSTRACT

Objective:	Urinary tract infections are the second 

most common disease in elderly patients and the most 

common disease related to bacteria. Due to the immune 

senescence, comorbid diseases and various physiological 

changes, susceptibility to such infections may develop 

with age. It is important to know the common pathogens 

and resistance profile in this patient population for 

empirical treatment selection. We aimed to evaluate 

patient characteristics, causative microorganisms and 

their resistance in elderly patients hospitalized in our 

clinic due to urinary tract infection.

Methods: Patients who were older than 65 years and 

hospitalized in Ankara City Hospital Infectious Diseases 

and Clinical Microbiology clinic with a diagnosis of 

urinary tract infection between March 2019 and March 

2020 were retrospectively evaluated. Hospitalization 

information, patient files and all medical records on 

the hospital information processing system in terms 

of demographic characteristics, culture results and 

resistance status of the pathogens were screened.
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Results: A total of 118 patients were included in 

the study and the mean age of the patients was 74.65 

± 7.4. hypertension (41.5%), diabetes (30.0%) and 

dementia (18.6%) were the most common comorbid 

diseases. Urinary procedure history (11.0%) was the 

most common complicating factor in the patients. 

Majority (86.0%) of the causative agents were Gram-

negative bacteria. Escherichia coli (E. coli) (59.0%) and 

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) (17.0%) were 

the most commonly isolated pathogens, respectively. 

While extended spectrum beta-lactamase (ESBL) 

was observed as 56.0% in E. coli and 40.0% in K. 

pneumoniae, carbapenem resistance was observed at a 

rate of 20.0% in K. pneumoniae strains. Patients with 

and without mortality were compared in terms of the 

presence of resistance (ESBL / carbapenem resistance) 

and distribution of the infectious agents, and there was 

no statistically significant difference between the two 

groups (p=0.573 and p=0.161, respectively).

Conclusion: Urinary tract infections are the most 

common cause of bacteremia in the elderly population 

and often require hospitalization. Aging is one of the 

major risk factors for the development of urinary tract 

infections due to reasons such as urinary incontinence, 

urinary retention, hospitalizations requiring urinary 

catheterization, staying in a nursing home and immune 

aging. It can cause significant morbidity and mortality. 

In our study, resistance rates were high in the isolated 

specimens. This should be take into consideration 

during choosing empiric treatment. Each center 

should periodically monitor infectious agents and their 

resistance profiles which observed in their specific 

patient populations and should develop their own 

solution strategies to reduce antimicrobial resistance 

and provide effective treatment to their patients.

Key	 Words: Urinary tract infections, E. coli, K. 

pneumoniae, antimicrobial resistance, geriatric

Bulgular: Çalışmaya toplam 118 hasta dahil 

edilmiş olup hastaların yaş ortalaması 74,65±7,4 

olarak belirlenmiştir. Komorbid hastalıklar olarak en 

sık hipertansiyon (%41,5), diyabet (%30,0) ve demans 

(%18,6) izlenmiştir. Üriner girişim öyküsü (%11,0) 

hastalarda en sık görülen komplike edici faktör olarak 

bulunmuştur.  Hastalarda üreyen etkenlerin çoğunluğu 

(%86,0) Gram negatif bakteri olmuştur. En sık etkenler 

sırasıyla Escherichia coli (E. coli) (%59,0) ve Klebsiella 

pneumoniae (K. pneumoniae) (%17,0) olarak izlenirken, 

genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) sıklığı E. 

coli’de %56,0 oranında, K. pneumoniae’da %40,0 ve 

karbapenem direnci K. pneumoniae suşlarında %20,0 olarak 

izlenmiştir. Hastaların %12,7’sinde 28. günde enfeksiyona 

bağlı mortalite izlenmiştir. Mortalite izlenen ve 

izlenmeyen hastalar direnç varlığı (GSBL/karbapenem 

direnci) ve etken dağılımı açısından karşılaştırılmış ve iki 

grup arasında istatistiksel olarak farklılık bulunmamıştır 

(sırasıyla p=0,573 ve p=0,161).

Sonuç: İdrar yolu enfeksiyonları yaşlı popülasyonda 

en sık bakteriyemi nedenidir ve sıklıkla yatış gerektirir. 

Yaşlılık üriner inkontinans, idrar retansiyonu, üriner 

kateterizasyon gerektiren hastane yatışları, bakımevinde 

kalma ve immün yaşlanma gibi nedenlerle idrar yolu 

enfeksiyonu gelişimi için başlıca risk faktörlerinden 

biridir. Bunun yanında giderek artan direnç ile birlikte 

tedavisinde güçlük yaşanabilmekte ve önemli morbidite 

ve mortaliteye neden olabilmektedir. Çalışmamızda 

izole edilen etkenlerde direnç oldukça yüksek oranda 

izlenmiştir. Ampirik tedavi seçiminde bu durum göz 

önünde bulundurulmalıdır. Her merkez kendi özel hasta 

popülasyonlarında izlenen enfeksiyon etkenlerini ve 

direnç profilleri takibini periyodik olarak gerçekleştirmeli 

ve hem direnci azaltmak hem de etkin tedavi sağlamak 

amacı ile kendi çözüm stratejilerini oluşturmalıdır.

Anahtar	Kelimeler: Üriner sistem enfeksiyonları, E. 

coli, K. pneumoniae, antimikrobiyal direnci, geriatrik
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GİRİŞ

İdrar yolu enfeksiyonları, erişkinlerde en sık izlenen 

bakteriyel enfeksiyon sebebi olup, her iki cinsiyet 

ve tüm yaş gruplarında izlenebilmektedir. Dünyada 

yılda yaklaşık 150 milyon üriner sistem enfeksiyonu 

gelişirken tedavi maliyetinin de 150 milyar dolar olduğu 

tahmin edilmektedir (1). Geriatrik popülasyonda 

üriner enfeksiyonlar ikinci en sık görülen enfeksiyöz 

olan ve ayaktan başvuran hastalarda bakterilere bağlı 

gelişen en sık hastalıktır (2). Bağışıklık sisteminin 

yaşlanması, eşlik eden hastalıklar ve çeşitli fizyolojik 

mekanizmalardaki bozulmalar nedeni ile geriatrik 

yaş grubunda çeşitli enfeksiyonlara karşı bir yatkınlık 

gelişebilmektedir (3,4). Yaşlanma genitoüriner 

anatomiyi, mesane boşaltımı fizyolojisini de bozarak 

üriner enfeksiyonlara yatkınlığı arttırabilmektedir (4). 

Ampirik tedavi seçiminde üreyen etkenlerin ve direnç 

profillerinin bilinmesi, doğru tedavi seçeneklerini 

belirlemek için önemlidir.

Bu çalışmada, kliniğimize idrar yolu enfeksiyonu 

nedeni ile yatırılan 65 yaş üstü hastalarda klinik 

özelliklerinin, üreyen etkenlerinin ve etkenlerde 

direnç durumunun değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Ankara Şehir Hastanesi Enfeksiyon Hastalıkları ve 

Klinik Mikrobiyoloji Kliniği’ne Mart-2019-Mart 2020 

tarihleri arasında yatırılan hastalar geriye dönük 

olarak değerlendirilmiş ve idrar yolu enfeksiyonu 

tanısı ile yatırılan 65 yaş üstü hastalar çalışmaya dahil 

edilmiştir.

Halsizlik veya 38 oC üzeri  ateş, idrara sıkışma 

hissi, disüri veya suprapubik ağrı varlığı, idrar kaçırma 

hissi, idrar sıklığında artış, bilinçte kötüleşme ve 

bakım ihtiyacında artış ve idrarda lökositüri ve 

üriner kateteri olmayan hastada 103 cfu/ml, üriner 

kateteri olan hastada 105 cfu/ml ve iki türden fazla 

olmayan  üreme varlığı idrar yolu enfeksiyonu olarak 

kabul edilmiştir (5,6). Ateş, hipotansiyon, oral alımda 

azalma, bilinç değişikliği, performans durumunda 

öncekine göre gerileme gibi bulgulardan en az birinin 

varlığı halinde hastalar yatırılarak izlenmiştir. 

Tüm idrar izolatlarında etkenler ve 

antimikrobiyal duyarlılık testleri merkez 

mikrobiyoloji laboratuvarında Vitek® 2 (bioMerieux/

France) tam otomatize sistemi ile çalışılmış ve 

antibiyotik duyarlılığı The European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

önerileri doğrultusunda değerlendirilmiştir (7). 

Hastalara ait yaş, cinsiyet, bilinen ek hastalıklar 

gibi demografik bilgileri, üreyen etken ve direnç 

durumu gibi bilgileri bilgi işlem sistemi ve hasta 

dosyaları üzerinden temin edilerek hasta bilgi 

formlarına bir araştırmacı tarafından kaydedilmiştir.

Bu çalışma Ankara Yıldırım Beyazıt Üniversitesi 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu tarafından 

onaylanmıştır (Onay Tarihi: 18.09.2019, Karar 

Sayısı: 96). Retrospektif bir çalışma olması nedeni 

ile hastalardan bilgilendirilmiş gönüllü olur formu 

alınmamıştır.

İstatistiksel	analiz
Çalışma için istatistiksel analiz SPSS versiyon 26.0.0 

paket programı kullanılarak yapılmıştır. Hastalara 

ait yaş, cinsiyet, ek hastalıklar, üriner enfeksiyon 

için komplike edici faktörler, hastada gelişen sonuç, 

28.günde tüm nedenlere bağlı mortalite oranları, 

üreyen etkenler, enterik etkenlerde genişlemiş 

spektrumlu beta laktamaz (GSBL) ve karbapenem 

direnci sayısı ve yüzdesi olarak bildirilmiştir. Direnç 

izlenen ve izlenmeyen hastalar mortalite açısından 

Ki-kare testi ile karşılaştırılmıştır. Analizlerde p <0,05 

değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.

BULGULAR

Toplam 118 hasta çalışmaya dahil edilmiştir. 

Hastaların %51,6’sı erkek olup, yaş ortalaması 74,65 

±7,4 olarak bulunmuştur. En sık komorbid hastalıklar 

hipertansiyon (%41,5, n=49), diyabet (%30,0, n=36) ve 

demans (%18,6, n=22) olarak tespit edilmiştir. Hastaların 

%5,0’inin bakımevinde kalma öyküsü izlenmiştir.

Hastalarda üriner sistem enfeksiyonu için en sık 
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Tablo	1. Geriatrik üriner sistem enfeksiyonu bulunan hastaların özellikleri

komplike edici faktörler üriner girişim öyküsü 13 

(%11,0) olarak bulunmuştur. Hastaların çoğunda 

(%72,0) yatış esnasında ateş izlenmiş olup hastaların 

%29,0’unda bakteriyemi görülmüştür. Hastaların çoğu 

106 (%89,0) tedavisi tamamlanıp taburcu edilmiştir. 

Hastaların üçünde (%2,5) serviste yatış sırasında ölüm 

izlenmiştir. 28. günde tüm nedenlere bağlı mortalite 

16 (%13,5) bulunmuştur (Tablo 1). 

Hastaların 15’inde idrar kültüründe üreme 

belirlenmemiştir. Üreme olan hastalarda en sık 

izlenen etkenler sırası ile E. coli (%58,4, n=69) ve K. 

pneumoniae (%17,0, n=20) olarak izlenmiştir (Şekil 

1).  

GSBL sıklığı E. coli’de %56,0, K. pneumoniae’da 

%40,0 olarak izlenirken, karbapenem direnci ise K. 

pneumoniae’de %20,0 oranında görülmüştür.

Mortalite izlenen ve izlenmeyen hastalar direnç 

varlığı (GSBL/karbapenem direnci) ve etken dağılımı 

açısından karşılaştırılmış ve iki grup arasında 

istatistiksel olarak farklılık görülmemiştir (sırasıyla 

p=0,573 ve p=0,161) (Tablo 2).

GERİATRİK	İDRAR	YOLU	ENFEKSİYONLARI

Kadın 57 (%48,3)

Erkek 61 (%51,6)

Yaş (Ortalama ± SS) 74,65 ± 7,4

Komorbid	Hastalıklar 103 (%87,0)

Hipertansiyon 49 (%41,6)

Diyabet 36 (%30,0)

Demans 22 (%18,6)

KOAH 18 (%15,2)

Koroner Arter Hastalığı 17 (%14,4)

Kalp Yetmezliği 15 (%12,7)

Nörolojik hastalık 13 (%11,0)

Üriner dışı malignite 7 (%5,9)

KBH 6 (%5,0)

Romatolojik hastalık 6 (%5,0)

Bakımevinde	kalma 6 (%5,0)

Üriner	enfeksiyon	öyküsü 37 (%31,0)

Komplike	edici	faktör

Üriner girişim öyküsü 13 (%11,0)

Benign Prostat Hiperplazisi (BPH) 12 (%10,0)

Üriner kateter varlığı 9 (%7,6)

Üriner malignite 8 (%6,7)

Antibiyotik kullanım öyküsü 5 (%4,2)

Rekürren üriner sistem enfeksiyonu (ÜSE) 4 (%3,3)

Nefrolityazis 3 (%2,5)

Böbrek nakli 3 (%2,5)

Yatışta	ateş 86 (%72,0)

Bakteriyemi	varlığı 35 (%29,0)

28.	günde	tüm	nedenlere	bağlı	mortalite 16 (%13,5)
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TARTIŞMA	ve	SONUÇ

Sosyoekonomik ve tıp alanında yaşanan 

gelişmeler insanlarda beklenen yaşam süresinde 

artışla sonuçlanmıştır. Yaşlı nüfusun artışı ile birlikte 

yaşlanmaya bağlı gelişebilecek sağlık sorunlarında 

da artış izlenmiştir (8). Üriner sistem enfeksiyonları, 

yaşlılarda en sık bakteriyemi nedeni iken yüksek 

oranda da yatış gerektirir (9). Amerika Birleşik 

Devletleri’nde geriatrik popülasyonda üriner sistem 

enfeksiyonları her yıl yedi milyon poliklinik başvurusu, 

bir milyon acil servis başvurusu ve toplam hastaneye 

yatışların %25,0’ini oluşturarak 100.000 hastane 

yatışından sorumludur. 

Şekil	1. Hastalarda üreyen etkenlerin dağılımı

Tablo	2. Mortalite izlenen ve izlenmeyen hastalarda direnç durumu ve etken dağılımının değerlendirilmesi

Mortalite	izlenen	

hastalar	

Mortalite	izlenmeyen	

hastalar	
p	değeri	

Direnç	varlığı	

(GSBL/Karbapenem	direnci)
10 6 0,573

Etken	dağılımı	

E. coli 8 61

0,161

K. pneumoniae 4 16

Üreme yok 2 13

Proteus mirabilis 0 4

Enterococcus spp. 2 2

P. aeruginosa 0 3

Diğer 0 3
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Üriner inkontinans, idrar retansiyonu, üriner 

kateterizasyon gerektiren hastane yatışları, 

bakımevinde kalma ve immun yaşlanma gibi 

nedenlerle yaşlanma üriner enfeksiyon gelişimi için 

başlıca risk faktörlerinden biridir (10). Yapılan bir 

çalışmada, toplam 246 hasta retrospektif olarak 

değerlendirilmiş ve geriatrik üriner sistem enfeksiyon 

gelişimi için risk faktörleri rekürren üriner sistem 

enfeksiyonu öyküsü, üriner kateter bulunması, son 12 

ay içinde antibiyotik kullanımı öyküsü ve bası yarası 

varlığı olarak bildirilmiştir. Aynı çalışmada demans, 

diyabet, prostat hipertrofisi, üriner inkontinans ve 

üriner kateter kullanımı  gibi çeşitli kronik hastalık 

ve durumlar çalışma popülasyonunda sık izlenmiştir 

(11). Çalışmamızda hastaların %87’sinde en az 

bir komorbid hastalık görülmüştür. En sık izlenen 

komorbid hastalıklar sırasıyla hipertansiyon (%41,6) 

ve diyabet (%30,0) olarak bulunmuştur. Komplike 

edici faktörler olan ve üriner sistem enfeksiyonuna 

artmış yatkınlık ile ilişkili olan üriner girişim öyküsü, 

BPH ve üriner kateter varlığı hastalarımızda da sık 

izlenmiştir. 

Üriner sistem enfeksiyon öyküsü bu hasta 

grubunda enfeksiyon gelişimi için en güçlü risk 

faktörlerinden biridir. Yapılan çalışmalarda da 

üriner sistem enfeksiyonu ile izlenen geriatrik 

hasta grubunda üriner enfeksiyon öyküsünün sıklıkla 

izlendiği bildirilmiştir (3,12,13). Bu çalışmalarla 

benzer şekilde çalışmamızda da hastaların %31,0’inde 

üriner sistem enfeksiyon öyküsü izlenmiştir. 

Yapılan birçok çalışmada, yaşlı popülasyonda ateş 

üriner sistem enfeksiyonunda en sık izlenen belirti 

olarak bildirilmiştir (2,9,14). Çalışmamızda da uyumlu 

şekilde hastaların büyük çoğunluğunda (%72,0) yatış 

esnasında ateş şikâyeti görülmüştür. 

Yaşlı popülasyonda en sık izlenen enfeksiyon 

etkeni sıklıkla E. coli ve K. pneumoniae olmuştur. 

Çalışmalarda da sıklıkla aynı etken bildirilmiştir 

(1,11). Mahes ve ark. (2), yaptığı çalışmada 

etkenlerin %77,0’si E. coli olarak izlenirken bu 

suşların %56,2’sinde GSBL bildirilmiştir. Çalışmalarda 

üriner sistem enfeksiyonu etkenlerinde GSBL sıklığı 

%26,6 ve %48,3 gibi değişen oranlarda bildirilmiştir 

(15,16).  Çalışmamızda da en sık izlenen etkenler 

E. coli ve K. pneumoniae olarak izlenirken GSBL, 

E. coli suşlarında %56,0 oranında K. pneumoniae 

suşlarında %40,0 oranında görülmüştür. Karbapenem 

direnci ise sadece K. pneumoniae suşlarında ve %20

,0 oranında tespit edilmiştir. GSBL oranı literatürdeki 

çalışmalara göre yüksek olduğu bulunmuştur. Bu 

durumun, hastaların %31,0’inde üriner enfeksiyon 

öyküsü bulunması nedeni ile öncesinde antibiyotik 

kullanma öyküsünün bulunması ve toplumda 

antibiyotik kullanımının sıklığı nedeni ile olabileceği 

düşünülmüştür (17,18).   

Genel popülasyonda yapılan bir çalışmada, GSBL 

üreten ve üretmeyen üriner enfeksiyonlar arasında 

kısa süreli ve uzun süreli mortalite açısından 

istatistiksel olarak anlamlı fark izlenmemiştir (19). 

Yaşlı hastalarda yapılan ve idrar yolu enfeksiyonlarını 

değerlendiren toplam 204 hasta içeren bir çalışmada, 

hastaların %17,7’sinde herhangi bir çoklu antibiyotik 

direnci izlenmiş ve hastaların %17,6’sında ölüm 

görülmüştür. Çoklu antibiyotik direnci varlığı 

hastanede kalış süresinde artışa neden olurken 

mortalite ile istatistiksel bir ilişki izlenmemiştir (20). 

Çalışmamızda da mortalite izlenen ve izlenmeyen 

hastaların direnç durumu ve etken dağılımı yönü ile 

karşılaştırılmış ve istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülmemiştir. 

Retrospektif bir çalışma oluşu, çalışmaya dahil 

edilen hasta sayısının az oluşu, bu hasta grubunda 

risk faktörlerinin diğer gruplar ile karşılaştırılarak 

değerlendirilmemiş oluşu, mortalite izlenen hasta 

sayısı az olduğundan direnç gruplarına göre etkin 

şekilde karşılaştırılamaması çalışmanın başlıca 

kısıtlılıklarıdır. Ancak üriner enfeksiyonun sık 

görüldüğü geriatrik popülasyonda özellikle üreyen 

etkenlerin ve direnç profillerinin bilinmesi seçilecek 

ampirik tedavilerin uygunluğunu arttıracaktır. 

İzlenen direnç oranlarının yüksek olması nedeni ile 

antibiyotik kullanım politikalarının her hastanede 

gözden geçirilmesi, üçüncü kuşak sefalosporinlerin ve 

karbapenemlerin gereksiz kullanımından kaçınılması 
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gibi müdahaleler ve dirençli üremelerin düzenli 

sürveyansı ile bu direnç artışının kontrol altına alınması 

bir toplum sağlığı acilidir. Hastanemizde hem geriatrik 

hem de genel popülasyonda üriner sistem enfeksiyonu 

önleme demetlerine uyum ile üriner kateteri bulunan 

hastalarda kateter endikasyon durumunun yerinde ve 

sürekli denetlenmesi ve üriner enfeksiyon oranlarının 

azalması amaçlanmaktadır. Hastanemizde izlenen 

GSBL ve karbapenem direnci, özellikle geriatrik 

ve bahsedilen riskli gruplarda ampirik tedavi 

başlanırken göz önünde bulundurulmaktadır. Etken 

ve direnç izlemlerinin her merkezde periyodik olarak 

değerlendirilerek sürdürülmesi ve hizmet verdiği 

hasta popülasyonuna göre bu direnç durumu göz 

önünde bulundurularak kendi çözüm ve yaklaşım 

önerilerini geliştirmesi gerekmektedir.

* Bu çalışma, Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun onayı ile gerçekleştirilmiştir (Tarih: 18.09.2019 
ve Karar No: 96).
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ÖZET

Amaç:	 İntravitreal enjeksiyonlar oftalmolojide sık 

kullanılan tedavi yöntemlerinden biri olmakla beraber 

görme kaybı ile sonuçlanabilen ciddi enfeksiyonlara 

neden olabilir. Çalışmamızda, intravitreal 

enjeksiyonların yapıldığı intravitreal enjeksiyon 

odası (İEO) ile günübirlik ameliyathane odasının 

(GAO) partikül, ventilasyon ve mikrobiyal yükünün 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

Yöntem: İEO ve GAO için ısıtma, havalandırma ve 

hava durumu “Heating Ventilating and Air Conditioning” 

(HVAC) performans test sonuçları incelenmiştir. 

Filtrelerin hava akış ve debileri balometre cihazı ile 

tespit edilmiştir. Bu ölçüm için filtre boyutlarına uygun 

başlıklar kullanılmıştır. Ortamların sıcaklık ve nemi, 

termo higrometre cihazı ile ölçülmüştür. Mikrobiyolojik 

kontaminasyon, pasif örnek toplama yöntemiyle ortam 

kültürleri alınarak değerlendirilmiştir. Bu amaçla yerden 

bir metre yüksekte ve enjeksiyon alanından bir metre 

uzakta masa üzerine eozin metilen mavisi (EMB) agar, 

kanlı agar ve Sabouraud %2 dekstroz agar besiyerleri 

bir saat boyunca açık bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası 

üreyen kolonilerin tanımlanması yapılarak benzer 

koloniler sayılmıştır. Koloni sayısına göre ortamın 

metreküpünde mikrobiyal yükünün belirlenmesinde 

ABSTRACT

Objective:	Intravitreal injections are one of the most 

commonly used treatment methods in ophthalmology, 

but they can cause serious infections that may result 

in vision loss. In our study, it was aimed to evaluate 

the particle, ventilation and microbial load of the 

intravitreal injection room (IVIR) and the outpatient 

operating room (OPR) where intravitreal injections were 

performed.

Methods: Heating Ventilating and Air Conditioning 

(HVAC) performance test results for IVIR and OPR were 

examined. The air flow and flow rates of the filters 

were determined with a balometer device. For this 

measurement, hood suitable for filter sizes were used. 

The temperature and humidity of the environments 

were measured with a thermo-hygrometer device. 

Microbiological contamination was assessed by obtaining 

media cultures using the passive sample collection 

method. For this purpose, eosin methylene blue (EMB), 

blood agar and Sabouraud 2% dextrose agar  medium 

petri dishes were left open for one hour on the table one 

meter above the ground and one meter away from the 

injection site. Colonies that reproduced after incubation 

were identified and similar colonies were counted. By 

using Omeliansky’s formula to determine the microbial 
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GEREÇ	ve	YÖNTEM

İntravitreal enjeksiyon, oftalmolojide en 

yaygın uygulanan cerrahi işlemlerdendir (1). Retina 

hastalıklarında kullanılan çeşitli ilaçlar, intravitreal 

enjeksiyon yoluyla verilerek, hem doğrudan hedef 

dokuya ulaştırılmakta hem de önemli sistemik 

yan etkilerin ortaya çıkması önlenmektedir (2). 

Günümüzde intravitreal enjeksiyonlar, ameliyathane 

odalarında, özel temiz odalarda ve ofis koşullarında 

yapılmaktadır.

İntravitreal enjeksiyon yoluyla verilen tedaviler, 

hızlı ve etkili olmakla birlikte endoftalmi gibi çok 

ciddi komplikasyonlara da yol açabilmektedir 

(3). Endoftalminin tedavisinde, intravitreal 

enjeksiyon yoluyla verilen antibiyotiklere ve/

veya pars plana vitrektomi ameliyatlarına rağmen 

bazen progroz kötüleşmekte ve görme kaybı ile 

sonuçlanabilmektedir. Endoftalmi meydana gelme 

sıklığı; antisepsi şartları, işlem esnasında konuşma, 

uygulanan ilaç, intravitreal enjeksiyondan sonra 

antibiyotik kullanımı ve enjeksiyonun yapıldığı 

İNTRAVİTREAL	ENJEKSİYON	ORTAMININ	HAVA	KALİTESİ		

load per cubic meter of medium according to the number 

of colonies, the result was reported as colony forming 

units (cfu/m3).

Results: The number of 0.5 μm particles per 

cubic meter was determined as 6,350,606 in the IVIR 

and 85,648 in the OPR. ACT and the “International 

Organization for Standardization” (ISO) class were 

found to be 2.0 and ISO 9 for IVIR, respectively, 

while 56.2 and ISO 7 for OPR. The bacterial density 

in the medium was found to be quite high as 484.86 

cfu/m3 in IVIR, while it was found as 65.11 cfu/m3 in 

OPR. Staphylococcus epidermidis, Pantoea spp. and 

Enterobacter cloacae were grown in IVIR and OPR, and 

no fungal pathogens were detected.

Conclusion:  IVIR was found to be risky in terms of 

infection according to OPR. In intravitreal injections, 

it is very important to comply with the local antisepsis 

rules, keep the ultraviolet lamps on when the injection 

is not made, and have a high rate of air change per hour 

in the environments where the intraocular injection 

will be made. It will be much safer to make intravitreal 

injections in specially designed positive pressure rooms 

in order to prevent the development of infection.

Key	Words: Intravitreal injection room, outpatient 

operating room, air quality, microbial load

Omeliansky’s formülü kullanılmış ve sonuç, koloni 

oluşturan ünite (cfu/m3) olarak bildirilmiştir.

Bulgular: Metreküpte 0,5 μm büyüklüğündeki 

partikül sayısı İEO’da 6.350.606, GAO’da ise 85.648 

olarak tespit edilmiştir. Saatte hava değişim oranı “Air 

Change per/hour’’ (ACH) ve “International Organization 

for Standardization” (ISO) sınıfı, İEO için sırasıyla 2.0 ve 

ISO 9 olarak bulunurken, GAO için 56.2 ve ISO 7 olarak 

saptanmıştır. Ortamdaki bakteriyal yoğunluk İEO’da 

484.86 cfu/m3 olarak oldukça yüksek saptanırken, 

GAO’da 65.11 cfu/m3 olarak bulunmuştur. İEO ve 

GAO’da Staphylococcus epidermidis, Pantoea spp. 

ve Enterobacter cloacae üremiş olup fungal patojen 

üremediği tespit edilmiştir.

Sonuç: İEO, GAO’ya göre enfeksiyon açısından daha 

riskli olarak saptanmıştır. İntravitreal enjeksiyonlarda, lokal 

antisepsi kurallarına sıkı uyum, ultraviyole lambalarının 

enjeksiyon yapılmadığı zamanlarda açık tutulması ve 

göz içi enjeksiyonun yapılacağı ortamlarda saatteki hava 

değişim oranının yüksek olması çok önemlidir. Enfeksiyon 

gelişimini önlemek açısından intravitreal enjeksiyonların, 

özel olarak tasarlanmış pozitif basınçlı odalarda yapılması 

çok daha güvenli olacaktır.

Anahtar	 Kelimeler: İntravitreal enjeksiyon odası, 

günübirlik ameliyathene odası, hava kalitesi, mikrobiyal 

yük
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ortam gibi pek çok faktöre bağlı olarak değişkenlik 

göstermektedir (4-6). İntravitreal enjeksiyonların 

ameliyathane veya ofis koşullarında yapılmasına 

göre ortaya çıkan endoftalmi oranları üzerine 

yapılan çalışmalarda farklı sonuçlar bildirilmiştir. 

Ofis şartlarında intravitreal enjeksiyon esnasında 

konjonktival %2,5 povidon-iyot uygulanması, maske, 

steril eldiven, kapak spekülümü ve özel örtülerin 

kullanımı koşulları sağlandığında endoftalmi sıklığı 

%0 - %0,050 olarak bildirilmiştir (7, 8). Ameliyathane 

odasında aynı antisepsi kuralları uygulandığında, 

intravitreal enjeksiyonlarda endoftalmi oranları %0 

ile %0,016 olarak daha düşük oranda saptanmıştır 

(6, 9). Yapılan çalışmalara göre, ofis şartlarında 

uygulanan intravitreal enjeksiyonun ameliyathane 

ortamında yapılanlara göre nispeten daha yüksek 

oranda endoftalmiye neden olduğu bildirilmekle 

birlikte, ofis ortamında antisepsi kurallarına sıkı 

sıkıya uyulduğunda ameliyathane ortamı ile benzer 

sonuçlar elde edildiği bildirilmektedir (10). İdeal 

olan intravitreal enjeksiyonların ameliyathane 

ortamında yapılmasıdır. Ancak çeşitli nedenlerle 

bu uygulama ofis şartlarında da yapılmaktadır. 

Ameliyathane kapasitelerinin kısıtlı olması, 

ameliyathane ortamının ön hazırlık gerektirmesi, 

bu nedenle daha fazla zamana ihtiyaç duyulması 

ve maliyet etkinlik gibi nedenlerle intravitreal 

enjeksiyonlar ofis şartlarında da yapılmaktadır. 

Sözü edilen bu olumsuzlukların üstesinden gelmek 

için son yıllarda göz kliniklerinin çoğunda, 

intravitreal enjeksiyon odası ya da özel temiz 

odalar kullanılmaya başlanmıştır. Bazı ülkelerde 

özel sigortası olmayan hastalar için düşük 

maliyet nedeniyle özellikle ofis şartları tercih 

edilirken, komplike vakalar ve özel sigortalı 

hastalar için ameliyathaneler tercih edilmektedir 

(11). Günübirlik ameliyathane odası (GAO), hem 

“International Organization for Standardization” 

(ISO) kriterlerini hem de yüksek hava değişim oranı/

saat “Air Change per/hour’’ (ACH)’yi sağlayarak 

mikroorganizmalarla kontaminasyonu önlemekte ve 

enjeksiyon için güvenli bir ortam sağlamaktadır.

Bu çalışmada, intravitreal enjeksiyon odası 

(İEO) ve GAO’da mikrobiyolojik testler ve ısıtma 

havalandırma ve hava durumu “Heating Ventilating 

and Air Conditioning” (HVAC) performans testleri 

yapılarak bu odaların enfeksiyon açısından güvenirliliği 

araştırılmıştır.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Bu çalışma, Ekim 2020-Haziran 2021 tarihleri 

arasında Sağlık Bilimleri Üniversitesi, Samsun Eğitim 

ve Araştırma Hastanesi, Göz Kliniğinde yapılmış olup  

etik kurul izni gerektiren araştırmalar kapsamında 

değildir. COVID 19 pandemi sürecinde kliniğimizde 

yılda ortalama 9500 enjeksiyon yapılmaktadır. Bu 

bakımdan kliniğimiz Samsun ve çevresindeki illerde 

en yüksek enjeksiyon sayısına sahip olan bir merkez 

konumundadır. Çalışmada, GAO ve İEO’nun HVAC 

performans, validasyon ve kalifikasyon testleri ile 

birlikte mikrobiyolojik analizler değerlendirilmiştir. 

Hastanemizde, temiz alanların periyodik olarak 

denetlenmesi yapılmaktadır. Merkezi havalandırma 

sistemindeki kaba ve hassas filtrelerin kirlilik düzeyleri 

test tarihinden önce kontrol edilmiş, rutin temizlik 

ve bakımları yapılmıştır. Havalandırma sisteminde 

bulunan hava difüzör ve hava akış laminatörlerinin 

hasarlı olmadığı teknik servis tarafından kontrol 

edilmiştir. 

HVAC performans testlerinde; hava hızı, debi, 

hava değişim sayısı, partikül ölçümü, sıcaklık, nem ve 

hepa filtre sızdırmazlık durumu incelenmiştir. Ayrıca 

basınç farkı ve hava akış yönü DIN 1946/4:2008(12) 

standartlarına göre ölçülmüştür. İEO ve GAO’nun 

(Şekil 1) rutin temizliği yapıldıktan sonra odalara giriş-

çıkış yapılmaksızın 12 saat boyunca sıcaklık, nem ve 

havalandırma sistemlerinin çalıştırılması sağlanmıştır. 

Göz içi enjeksiyonlar başladıktan bir saat sonra 

ölçümler alınmaya başlanmış, böylece aktif kullanım 

durumundaki veriler elde edilmiştir. Partikül sayısına 

göre temiz odaların klasifikasyonları ISO tarafından 

tanımlanan EN ISO 14644-1:2015 (13), EN ISO 14644-

2:2015(14) ve EN ISO 14644-3:2006 (15) standartlarına 
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göre yapılmıştır. Balometre cihazı kullanılarak 

filtrelerin hava akışı ve debileri tespit edilmiştir. 

Partikül sayımı, aerosol partikül sayıcı ile ortamlardan 

alınan hava numunelerinde yapılmıştır. Numunelerin 

sayısı EN ISO 14644-1:2015 (13) kriterleri gereğince 

oda büyüklüğüne göre belirlenerek, GAO için 10, İEO 

için 6 numune alınmıştır. Sonuçlar alınan numunelerin 

ortalaması olarak belirlenmiştir. Filtrelerin 0.5 

µm büyüklüğünde partikülleri tutma oranları EN 

1822-2009 (16) EN 779 test standartlarına (17) göre 

belirlenmiştir. Nem ve sıcaklık termo higrometre 

cihazı ile ölçülmüş ve ISO 14644-2:2015 ve ISO 14644-

3:2006 standartlarına göre değerlendirilmiştir. Ortam 

havasından pasif yöntemle örnek alınarak mikrobiyal 

kontrolü yapılmıştır. Bu amaç için açık petri yöntemi 

uygulanmıştır. Eozin metilen mavisi (EMB) agar, kanlı 

agar ve Sabouraud %2 dekstroz agar besiyerli ikişer tane 

kullanılmıştır. Petrilerin ortama yerleştirilmesinde 

1/1/1 kuralı uygulanmıştır (Şekil 1D). Besiyerleri, 

yerden bir metre yükseklikte, intravitreal enjeksiyon 

yapılan masadan bir metre uzaklıkta bulunan başka 

bir masa üzerine konulup, bir saat bekletilmek 

suretiyle göz içi enjeksiyonların uygulandığı süre 

boyunca açık bırakılmıştır. Dokuz cm çapındaki 

petriler, 36±1 0C’de 24 saat ve funguslar açısından 

25 0C’de üç gün inkübe edildikten sonra koloni varlığı 

açısından değerlendirilmiştir. Besiyerlerinde üreyen 

benzer koloniler ayrı ayrı sayılmıştır (Şekil 2). İki 

petride üreyen benzer koloniler sayılarak ortalaması 

alınmıştır. Ortam havasındaki mikrobiyal yoğunluk, 

Şekil	1. İntravitreal enjeksiyon yapılan ortamlar. A-günübirlik ameliyathane, B- günübirlik ameliyathane odası, C- enjeksiyon 
odası, D- 111 kuralı gereği yerleştirilen besiyerleri



Turk Hij Den Biyol Derg 127

Cilt 79  Sayı 1 2022E.	HAVUZ	ve	S.	GÜDÜL	HAVUZ

metreküpte koloni oluşturan birim “colony forming 

unit”(cfu) olarak Omeliansky’s formulüne göre tespit 

edilmiştir.

 N = cfu, a = petrideki koloni sayısı, b = santimetre 

cinsinsinden petri alanı , t = geçen zaman (dakika) 

(18). Bakterilerin tanımlanmasında konvansiyonel 

yöntemler ve Vitek-2 (BioMerieux, Fransa) yarı 

otomatik bakteri tanımlama sistemi kullanılmıştır.

BULGULAR

GAO ve İEO’ya ait HVAC performans, validasyon 

ve kalifikasyon sonuçlarının karşılaştırılması Tablo 

1’de verilmiştir. GAO ve İEO’da ortam havasında 

mikrobiyal kontaminasyonu değerlendirmek için 

mikrobiyolojik kontrol yapılmıştır. Kanlı agar ve EMB 

agarda, S. epidermidis, Pantoea spp. ve E. cloacae 

üremiştir. Koloni sayısı, GAO havasında 65.11 cfu/

m3 iken İEO’da 484.86 cfu/m3 olarak saptanmıştır. 

Fungal kontaminasyon görülmemiştir. 

TARTIŞMA	ve	SONUÇ

Çalışmamızda, İEO’nun ortam havasının 

bakteriyel yoğunluğu 484.86 cfu/m3 olup, temiz 

hava şartlarını yeterince sağlayamadığı buna karşın 

GAO’nun 65.11 cfu/m3 ile kabul edilebilir aralıkta 

olduğu görülmüştür. İntravitreal enjeksiyon yapılan 

alanlarda olması gereken hava kalitesi, partikül sayısı 

ve havadaki biyoyükün tolere edilebileceği sınır ile 

ilgili uluslararası bir rehber halen bulunmamaktadır. 

“The Royal College of Ophthalmologists” tarafından 

2009 yılında yayımlanan ‘‘İntravitreal Enjeksiyon 

Prosedürü için Yönergeler’’ adlı kılavuzda sadece 

genel gereksinimler bildirilmiş olup, ortam havası 

konusunda bir referans aralığı verilmemiştir. Amerika 

Birleşik Devletlerinde, American Federal Standard 

209E (19), İngiltere’de British standard 5295 (20) 

ve başka ülkeler de ameliyathaneler ve temiz 

odaları için kendi standartlarını oluşturmuşlardır. 

Mevcut standartlar EN ISO 14644-1:2015’e uyumlu 

hale getirilmektedir (13). Günümüzde ortopedi 

ve kalp cerrahisi ameliyathaneleri dışındaki 

ameliyathanelerde asgari şart olarak; havanın 

saatte 20 kez değişimi ve ortam mikrobiyal 

yükünün 50-150 cfu/m3 olması sağlanmalıdır. Çok 

temiz (ultraclean) hava şartlarının sağlandığı 

ameliyathanelerde bu değer <10 cfu/m3 olmalıdır 

(21, 22). Çalışmamızda, İEO’nun metreküpteki 

cfu miktarının yüksek çıkmasının çeşitli nedenleri 

olabilir. Ölçümlerin, hastalara enjeksiyon yapılmaya 

başlandıktan bir saat sonra, odaya giriş çıkışların 

çok olduğu en yoğun çalışma saatlerinde başlatılmış 

olması mikrobiyal yükün fazla çıkmasında bir etken 

olmuş olabilir. 

Şekil	2. A-Kanlı agar, B-EMB besiyerinde kolonilerin görünümü
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Hava, ameliyathanelere, santrallerde bir ön 

filtreleme, ardından hassas filtrelemelerden geçip, 

en sonunda da hepa filtrelerle üç veya dört kez 

filtrelendikten sonra ulaşmaktadır. Standart hasta 

ve poliklinik odalarında olduğu gibi İEO’ya da hava 

G4 torba ile ön filtreleme, F7 filtreleri ile hassas 

filtreleme işleminden geçtikten sonra ulaşmaktadır. 

Ayrıca ACH oranının ve fark basıncının düşük 

olması, hepa filtrenin bulunmaması yüksek cfu/m3 

saptanmasında etkili faktörlerdir. Partikül sayısının 

yüksek olarak saptanmasında, enjeksiyon için 

hastaların sürekli olarak içeri girmesi, yatması ve 

kalkması gibi fiziksel aktivitelerin fazla olması etken 

olabilir. 

Tablo	1. Günübirlik ameliyathane odası ve intravitreal injeksiyon odasına ait HAVC performans test sonuçları

Günübirlik ameliyathane
Enjeksiyon 

odası

Ameliyathaneler için kabül 

kriterleri

Alanların	özellikleri

Alan (m²) 45 32 -

Hacim (m³) 135 105 -

Filtreler HEPA* Havalandırma filtresi

Toplam sayısı 4 2 -

Filtre tipi H13 G4, F7 -

Hava debisi (m³ / h) 2531 210 -

Saatte hava değişimi (ACT) 56,2 2 ≥15

Ameliyathane	odası	klasifikasyonu

Sınıf ISO 7 ISO 9 ISO 7

Particle Counting (0,5 μm/m³) 85.648 6.350.606 352.000

Fark	basıncı	(Pa) 16 2 6-30

Hava	akım	yönü İçeriden dışarıya İçeriden dışarıya İçeriden dışarıya

0.5	μ	büyüklüğünde	partikülleri	tutma	oranları

HEPA  Filtre Havalandırma filtresi   Filtre       Etkinlik  %   

99,95

G4

F7

H13       

G4                

F7        

99,95( Ý )

5-25( ý ) 

70-85( ý )

Sıcaklık	(0C) 21,8 21,9 18-23,8

Nem	(%) 44,5 52 30-60

*  High efficiency air filters ,   Ý : EN1822-2009 (16)  ý : EN779 Test Standartları (17)

İNTRAVİTREAL	ENJEKSİYON	ORTAMININ	HAVA	KALİTESİ		
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Ayrıca koridor ile İEO arasında hava basınç 

farkının düşük çıkması, dışarıdan içeriye doğru zayıf 

hava akımı olabileceğini düşündürmektedir. Yetersiz 

basınç farkı ile birlikte, filtre kirlenmesi ve kaçaklar 

olması durumunda temiz zannedilen ortamın 

nötr, hatta negatif basınçlı kirli ortama dönüştüğü 

bildirilmektedir (23). Hava sirkülasyonunun az, 

nispeten durağan olduğu kütüphanelerde 367-2.595 

cfu/m3 gibi yüksek değerler bildirilmiştir (18). 

Çalışmamıza başlamadan önce filtrelerin sağlam 

olduğu uzman kişiler tarafından değerlendirilmiş 

olup, hava debisinin düşük olmasına bağlı olarak fark 

basıncı düşük olarak saptanmıştır.

Partikül miktarı; ortamın ventilasyonuna, çalışan 

personel sayısına ve ortamda bulunan bazal partikül 

sayısına bağlıdır (21). Sağlık çalışanı sayısının artması 

havanın kontaminasyonuna ve cfu/m3 değerinin 

yükselmesine yol açmaktadır (24). Enjeksiyon 

odasında yalnızca hekim ve hemşire çalıştığı için 

hava kontaminasyonunun personel sayısından ziyade 

hastalara bağlı olduğu düşünülmektedir. Peşpeşe 

yapılan enjeksiyonlar nedeni ile hastalar tarafından 

da odaya partikül taşınması olasıdır. Bahsedilen tüm 

olumsuzluklara rağmen ofis şartlarında intravitreal 

enjeksiyonlara devam edilmektedir. 

Endoftalmi sıklığının, ameliyathane ve ofis şartları 

ile ilişkisini ortaya koyan analizler incelendiğinde, 

sonuçlarda farklılıklar görünmektedir. Endoftalmi 

gelişimi açısından iki ortam arasında bir fark 

olmadığını gösteren yayınların (1) yanında, ofis 

odasında endoftalmi gelişiminin daha az olduğunu 

(25), ya da ameliyathanenin daha güvenilir olduğunu 

belirten çalışmalar da bulunmaktadır (9). İntravitreal 

enjeksiyonlar, başlangıçta pek çok merkezde 

ameliyathanelerde yapılmakla beraber son yıllarda 

temiz oda ve ofis koşullarında yapılmaktadır (11). 

Günümüzde intravitreal enjeksiyonlar, Kanada’da 

%72 (26), Birleşik Krallık’ta ise %83 oranında ofis 

şartlarında veya temiz odalarda yapılmaktadır 

(27). Fransa’dan yapılan bir çalışmada, 316.576 

intravitreal enjeksiyonun %96’sının özel enjeksiyon 

odasında yapıldığı bildirilmiştir. Bu çalışmada, 25 

oftalmoloji merkezinde enjeksiyon yapılan alanların 

yalnızca %40’ında hava ek olarak filtrelenmiştir. Buna 

rağmen endoftalmi sıklığı %0,021 gibi düşük oranlarda 

saptanmıştır (28).

Modern ameliyathane filtreleri, 5 µm 

büyüklüğündeki partikülleri %80-95 oranında 

temizlerken, hepa filtreli laminer akımlı sistemler 

ise 0,3 µm ve daha büyük partiküllerin %99,97’sini 

temizleyebilmektedir. Laminer akımın olduğu 

ameliyathane odalarında hepa filtreler vertikal 

olarak tavana monte edildiğinde cerrahi lambalara 

bağlı olarak türbülans oluşmakta ve hava akışı 

bozulmaktadır (22). 

Havadaki partiküllerin enfeksiyonla ilişkisini 

gösteren ilk çalışmada, çok temiz hava kullanılan 

ameliyathane odalarının, konvansiyonel ventilasyon 

kullanılan ameliyathane odalarına göre enfeksiyon 

oranını önemli ölçüde düşürdüğü bildirilmiştir (29). 

Teorik olarak, havada asılı partiküllerin intravitreal 

enjeksiyondan sonra endoftalmiye yol açacağı 

hipotezinden hareketle, ameliyathanelerin daha 

güvenli olduğu kuşku götürmez bir gerçektir (11). 

Havada asılı duran durgun partiküller uzaklaştırılmalı 

ve durgunluk giderilmelidir. Havadaki mikrobiyal 

patojenlerin miktarı ile 5-7 μm büyüklüğündeki 

partiküller arasında bir kolerasyon olduğu 

gösterilmiştir (30). İntravitreal enjeksiyonun simüle 

edildiği bir çalışmada, mekanik ventilasyonun 

kullanılmadığı odalarda, mobil tek yönlü hava akım 

ekranı “ultraclean unidirectional airflow screen” 

(UDF) ile havada, oküler yüzeyde ve enjeksiyon için 

kullanılan masada bulunan partiküllerin istatistiksel 

olarak anlamlı derecede azaldığı gösterilmiştir (21). 

Freiberg ve ark. (31), yüksek sterilite standartlarının 

sağlandığı laminer hava akımına sahip ameliyathane 

odalarının, intravitreal enjeksiyon serilerinde, 

endoftalmi sıklığının düşük olmasında etkili 

olabileceğini bildirmişlerdir. 

2019 yılında başlayan COVID-19 pandemisi, 

halen devam etmektedir. Hastayla yakın temas, 

enfeksiyonun bulaşı açısından göz hekimleri için çok 

önemli bir risk faktörüdür. İntravitreal enjeksiyon 
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Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir çıkar çatışması bildirmemişlerdir.

ÇIKAR	ÇATIŞMASI

* Bu çalışma Etik Kurul İzni gerektirmemektedir.

ETİK	KURUL	ONAYI

riskli bir prosedürdür. Pandemi döneminde hekim 

ve hasta açısından bulaşı önlemeye yönelik güvenli 

intravitreal enjeksiyon rehberleri yayınlanmıştır. 

İntravitreal enjeksiyon yapan retina uzmanlarında 

COVID-19’un sıklığına dair henüz bir yayın 

bulunmamaktadır. Pandemiden önce kliniğimizde çok 

fazla intravitreal enjeksiyon yapılırken pandemide 

bazı hekimler güvenlik nedeni ile hiç enjeksiyon 

yapmamış bazıları da çok fazla enjeksiyon yapmak 

durumunda kalmıştır. Kliniğimizde intravitreal 

enjeksiyon yapan hekimlerimiz  pandeminin ilk 

18 ayında COVID-19’a yakalanmamış olup, kişisel 

koruyucu ekipman kullanımının COVID-19’a karşı 

korunmada oldukça etkili olduğunu düşünmekteyiz. 

İntravitreal enjeksiyon işlemi mümkün olduğunca 

güvenli, etkili ve konforlu olmalıdır. Fagan ve Al-

Qureshi (3), intravitreal enjeksiyonların yapıldığı 

yerlerin ventilasyon gereksinimlerin ne olacağı 

konusunda oftalmoloji alanında bir çalışma 

olmadığını belirtmektedir. İEO için cfu/m3 değerleri 

bildirilmemiş olsa da ameliyathaneler için cfu/m3 

değerleri yayımlanmıştır (32, 33). 

İEO’da HVAC performans ve mikrobiyolojik 

kontroller ilk kez incelendiği için çalışmamız 

literatüre katkıda bulunacaktır. Endoftalmi sayısının 

ve intravitreal enjeksiyonların neden olduğu diğer 

komplikasyonların incelenmemiş olması bu çalışmanın 

kısıtlılığıdır. Endoftalmi sıklığının çok düşük olması 

nedeniyle hem İEO’da hem de GAO’da çok geniş 

örnek büyüklüğü gerekir. Ameliyathanelerde, fazla 

sayıda intravitreal enjeksiyon yapılmadığı için her 

iki ortamı endoftalmi sıklığı açısından karşılaştırmak 

uygun görülmemektedir. Çalışmamızın ikinci kısıtlılığı 

ise günün farklı saatlerinde partikül sayımı ve 

mikrobiyolojik kontrolünün yapılamamış olmasıdır. 

Sabahları, gün sonuna göre daha az miktarda partikül 

ve mikrobiyal kontaminasyon söz konusu olabilir. 

Sonuç olarak, İEO’da partikül sayısının çok 

yüksek oluşu ve buna bağlı ISO 9 sınıfında yer 

alması endoftalmi açısından bir risk faktörüdür. 

Ancak antisepsi şartlarının sağlanması ile bu önemli 

komplikasyondan kaçınılabilir. Yüksek pozitif basınç 

oluşturan, ACH oranının yüksek olduğu, koridor ile 

enjeksiyon alanı arasında bir alanın oluşturulduğu, 

özelleşmiş İEO’ların veya enjeksiyon kabinlerinin 

kullanıma girmesi ile güvenilir ve verimli bir şekilde 

intravitreal enjeksiyonlar uygulanabilir.

İNTRAVİTREAL	ENJEKSİYON	ORTAMININ	HAVA	KALİTESİ		
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ÖZET

Amaç:	Inula viscosa, Asteraceae familyasına ait çok 

yıllık tıbbi bir bitkidir. Bu çalışmada, I. viscosa’dan elde 

edilen metanol ve hekzan ekstraktlarının antibakteriyel 

ve antikanserojenik aktivitelerinin incelenmesi 

amaçlandı.

Yöntem: I. viscosa metanol (1,56-800 mg/ml) 

ve hekzan (0,19-100 mg/ml) ekstraktlarının farklı 

konsantrasyonlarının antibakteriyel aktivitesi disk 

difüzyon metodu ile test edildi. Standart referans suş 

olarak; Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, 

Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae kullanıldı. 

Ekstraktların minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) 

değerleri her bir bakteri için mikrodilüsyon yöntemi 

ile yapıldı. MİK değeri, üremenin görülmediği en 

düşük ekstrakt konsantrasyonu olarak belirlendi. 

MİK sonrası tüm kuyucuklar için minimum bakterisit 

konsantrasyonları (MBK) saptandı. I. viscosa’nın 

antikanserojenik aktivitesi MTT testi ile araştırıldı. MDA-

MB-231 ve HT-29 hücreleri ekstraktların IC50 değerlerinde 

akridin oranj ve propidium iyodür ile boyanarak canlı, 

apoptotik ve nekrotik hücreler belirlendi.

ABSTRACT

Objective:	 Inula viscosa is a perennial medicinal 

plant belonging to the Asteraceae family. This 

study aimed at investigating the antibacterial and 

anticarcinogenic activities of methanol and hexane 

extracts derived from I. viscosa.

Methods: The antibacterial activity of different 

concentrations of I. viscosa methanol (1.56-800 mg/ml) and 

hexane (0.19-100 mg/ml) extracts was tested using the disc 

diffusion method. Listeria monocytogenes, Micrococcus 

luteus, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae were 

used as standard reference strains. Minimum inhibitory 

concentration (MIC) values of the extracts were made for 

each bacteria using the microdilution method. MIC value 

was determined as the lowest extract concentration at 

which growth was not observed. Minimum bactericide 

concentrations (MBC) were determined for all wells 

after MIC. The anticarcinogenic activity of I. viscosa was 

examined using the MTT test. MDA-MB-231 and HT-29 cells 

were stained with acridine orange and propidium iodide 

at the IC50 values of the extracts to determine the viable, 

apoptotic and necrotic cells.
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GİRİŞ

Tıbbi bitkiler, fitokimyasal ve biyolojik 

özelliklerinden dolayı potansiyel terapötik ajanlar 

olarak halen araştırma konusu olmaya devam 

etmektedir. Özellikle küresel bir sağlık sorunu haline 

gelen antibiyotik direnci nedeniyle bu bitkilerin 

antimikrobiyal özellikleri araştırılmaktadır (1). 

Doğada tabii olarak yetişen bazı bitkilerin özütleri 

ve uçucu yağlarının antibakteriyel aktivitesinin 

varlığı çeşitli çalışmalarda gösterilmektedir (2,3). 

Kanserle mücadelede kemoterapi en yaygın 

kullanılan yöntem olmasına rağmen bazı 

dezavantajlar (tedaviye yanıt alınamaması, ciddi 

toksisite ve çoklu ilaç direnci vb.) başarı yüzdesini 

düşürmektedir. Kemoterapideki bu sınırlılıklar, 

I. VISCOSA’NIN	ANTİBAKTERİYEL	VE	ANTİKANSEROJENİK	AKTİVİTESİ

Results: Zone diameters of the methanol extract 

for L. monocytogenes, M. luteus, E. coli and K. 

pneumoniae were 8, 16, 7 and 9 mm, respectively. Zone 

diameters of the hexane extract for M. luteus, E. coli 

and K. pneumoniae were 14, 7 and 9 mm, respectively. 

MIC values of the methanol extract were 25 mg/ml for 

M. luteus, 200 mg/ml for L. monocytogenes and K. 

pneumoniae, and 400 mg/ml for E. coli. MIC values of the 

hexane extract were 400 mg/ml for L. monocytogenes, 

E. coli ve K. pneumoniae, and 100 mg/ml for M. luteus. 

MBC values were similar to MIC values. IC50 values for 

MDA-MB-231 and HT-29 cells were 25 mg/ml and 200 mg/

ml for the methanol extract, and 6.25 mg/ml and 12.5 

mg/ml for the hexane extract, respectively. Depending 

on increased concentration levels, the presence of 

necrotic and early apoptotic cells was observed among 

MDA-MB-231 and HT-29 cells.

Conclusion: Methanol and hexane extracts of I. 

viscosa were found to have antibacterial effects on the 

studied bacteria and anticarcinogenic activity on MDA-

MB-231 and HT-29 cells. Conducting further studies to 

demonstrate the effects of these extracts on different 

cancer cell lines and bacterial strains will contribute to 

the field of complementary medicine.

Key	 Words: Inula viscosa, antibacterial, 

anticarcinogenic

Bulgular: Metanol ekstraktının L. monocytogenes, 

M. luteus, E. coli ve K. pneumoniae için zon çapları 

sırasıyla; 8, 16, 7 ve 9 mm olarak ölçüldü. Hekzan 

ekstraktının ise M. luteus, E. coli ve K. pneumoniae 

için zon çapları sırasıyla 14, 7 ve 9 mm olarak belirlendi. 

Metanol ekstraktının MİK değerleri M. luteus için 25 mg/

ml, L. monocytogenes ve K. pneumoniae için 200 mg/

ml ve E. coli için ise 400 mg/ml olduğu bulundu. Hekzan 

ekstraktının MİK değerleri L. monocytogenes, E. coli 

ve K. pneumoniae için 400 mg/ml, M. luteus için 100 

mg/ml olduğu bulundu. MBK değerlerinin MİK değerleri 

ile benzer olduğu görüldü. IC50 değerleri metanol 

ekstraktının MDA-MB-231 ve HT-29 hücreleri için sırasıyla 

25 mg/ml ve 200 mg/ml, hekzan ekstraktının 6,25 mg/

ml ve 12,5 mg/ml olarak belirlendi. Konsantrasyon 

artışına bağlı olarak MDA-MB-231 ve HT-29 hücrelerinde 

nekrotik ve erken apoptotik hücrelerin varlığı görüldü.

Sonuç: I. viscosa’nın metanol ve hekzan 

ekstraktlarının çalışılan bakteriler üzerine antibakteriyel, 

MDA-MB-231 ve HT-29 hücreleri üzerine antikanserojenik 

aktivitesinin olduğu bulundu. Bu ekstraktların farklı 

kanser hücre hatları ve bakteri suşları üzerine etkilerinin 

yapılacak başka çalışmalarla gösterilmesinin tamamlayıcı 

tıp alanına katkı sağlayacağı düşünüldü.

Anahtar	 Kelimeler: Inula viscosa, Antibakteriyel, 

Antikanserojenik
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kanser hücrelerinde apoptoz ve sinyal yolakları 

üzerine etkili alternatif doğal tedavilerin araştırıldığı 

çalışmaların sayısını giderek arttırmaktadır (4,5).

Güney Avrupa ile Güneybatı Asya floraları 

arasında köprü olması nedeniyle ülkemiz, terapötik 

amaçlı kullanılan endemik türler açısından oldukça 

zengindir (6). Asteraceae familyasına ait olan Inula 

bitkisinin dünya genelinde yaklaşık 100 türü olduğu 

bilinmektedir. Türkiye’de ise yedisi endemik olmak 

üzere 27 Inula türü bulunmaktadır. Bu türlerin çoğu 

kauçuk kaynağı, ilaç, yağ, sebze, pestisit ve peyzaj 

gibi çeşitli alanlarda kullanılmaktadır (7,8). Son 

yıllarda Inula türleri biyolojik aktiviteleri nedeniyle 

bilim dünyasının dikkatini çekdi ve kimyasal özellikleri 

araştırıldığında yapısında birçok önemli biyoaktif 

bileşen içerdiği bulundu. Bu bileşenler; terpenik 

bileşikler (monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler 

ve triterpenler), flavonoidler, glikolipitler ve antranilik 

asit türevleridir (9,10). Bu bileşenlerin antiproliferatif, 

antioksidan, antitümoral, antimikrobiyal ve sitotoksik 

etkilerinin olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur 

(11-13). Geleneksel tıpta; mide ülseri, anemi, diyabet, 

bronşiyal enfeksiyon, karaciğer ve deri hastalıklarının 

tedavisinde bu bitki yaygın olarak kullanılmaktadır 

(14-17). 

Inula türlerinden biri olan ve halk arasında 

yapışkan anduz otu olarak bilinen I. viscosa, 

Akdeniz ve Ege bölgesinde yetişen tıbbi bir bitkidir. 

Ülkemizde farklı coğrafik bölgelerde yetişen I. 

viscosa’nın antitümoral ve sitotoksik etkileri farklı 

kanser türlerinde araştırılmaktadır (18,19). Aynı 

zamanda sahip olduğu flavonoidler ve terpenoidler 

gibi sekonder metabolitler sayesinde antimikrobiyal 

aktivite gösterdiği de dikkati çekti (20,21). 

Bu çalışmada; I. viscosa metanol ve hekzan 

ekstraktlarının; L. monocytogenes, M. luteus, E. coli 

ve K. pneumoniae standart referans bakteri suşları 

üzerine antibakteriyel, MDA-MB-231 (ATCC HTB-26™) 

meme kanseri ve HT-29 (ATCC HTB-38™) kolon kanseri 

hücre hatları üzerine antikanserojenik etkinliğinin 

araştırılması amaçlandı.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

I. viscosa	ekstraktının	hazırlanması
Manisa’nın Akhisar ilçesinden toplanan I. 

viscosa’nın aerial yapıları kurutulup toz haline 

getirilerek ezildi. Öğütülmüş bitki materyalleri, 

dönen bir çalkalayıcıda metanol (Katalog No: 106009; 

Merck, Almanya) ve hekzan (Katalog No: 10437; Merck, 

Almanya) çözeltileri kullanılarak 24 saat boyunca oda 

sıcaklığında inkübe edildi (22). Ekstraktlar, 40°C’de 

buharlaştırıldı ve daha sonra filtre kağıdından 

süzülerek liyofilize edildi ve deneysel kullanım için 

-20°C’de muhafaza edildi

Antibakteriyel	aktivitenin	belirlenmesi
Bakteri	suşları

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde Gram 

pozitif bakterilerden: L. monocytogenes ATCC 7644 ve 

M. luteus ATCC 10420; Gram negatif bakterilerden: E. 

coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 13883 standart 

bakteri suşları kullanıldı. 

Minimal	inhibitör	konsantrasyon	(MİK)	testi
Her bir bakteri suşu için MİK değerleri, katyon 

ayarlı Mueller Hinton Broth (CAMHB) (Merck) 

kullanılarak EUCAST (2020) yönergelerine göre 

önerilen mikrodilüsyon yöntemi ile belirlendi (23). 

I. viscosa metanol (800-1,56 mg/ml) ve hekzan (100-

0,19 mg/ml) ekstraktlarının farklı konsantrasyonları 

96 kuyucuklu plakalara dilüe edilerek uygulandı. 

Bakteriyel süspansiyonlar 0.5 McFarland (1,5x108 kob 

(koloni oluşturan birim) /ml) türbidite standardında 

uygun miktarlarda hazırlandı ve 105 kob /ml’ye dilüe 

edilerek her kuyucuğa 10 µl eklendi. Plakalar, 37˚C’ 

de 18-20 saat inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 

spektrofotometre ile 630 nm dalga boyunda okutularak 

değerlendirmesi yapıldı. Üremenin olmadığı en düşük 

konsantrasyon MİK değeri olarak belirlendi. Her test 

üç kez tekrar edildi. 

Minimum	bakterisidal	konsantrasyon	(MBK)	testi
MİK testinde üreme gözlenmeyen kuyucuklardan 

alınan 2 μl örnekler Mueller Hinton Agara (Merck) 

ekildi. Besiyeri plakları 37˚C’de 18-20 saat 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda üremeler 
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değerlendirilerek, mikrodilüsyon plaklarındaki üreme 

gözlenmeyen kuyucuklar ile karşılaştırıldı. Üreme 

gözlenmeyen bakteri konsantrasyonları MBK değeri 

olarak belirlendi.

Disk	difüzyon	metodu
Bakteri suşları %5 koyun kanlı agara (BES-

LAB) inoküle edildikten sonra 37°C’de 18-20 saat 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası bakteri 

yoğunluğu Mueller Hinton Broth’ta 0,5 McFarland 

olacak şekilde ayarlandı. Daha sonra Mueller Hinton 

Agar’a bakteri süspansiyonları inoküle edildi. I. 

viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarının farklı 

konsantrasyonları 6 mm çaplı No.3 Whatman disklere 

100’er mikrolitre emprenye edildi. Diskler inoküle 

edilen petrilerin (150 mm) yüzeyine yerleştirildi ve 

18-20 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. Pozitif 

kontrol olarak Gentamicin (10 µg, Katalog No: 

CT0024B; Oxoid) diskleri kullanıldı. İnkübasyon 

sonunda zon çapları (milimetre) ölçüldü. Her test üç 

kez tekrar edildi. 

Antitümoral	aktivitenin	belirlenmesi
Hücreler	ve	kültür	koşulları

Antitümoral aktivitenin belirlenmesinde MDA-

MB-231 ve HT-29 hücre hatları kullanıldı. Hücreler %10 

fetal sığır serumu (fetal bovine serum, FBS) (Gibco), 

%1 L-glutamine (Gibco), %1 penicilin/streptomycin 

(Gibco) içeren RPMI-1640 (Gibco) besi ortamında 

37°C sıcaklıkta %5 CO2’li inkübatörde kültüre edildi.

Hücre	canlılığı	analizi
Hücre canlılığını değerlendirmek için 3- 

(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolyum bromür 

(MTT) yöntemi kullanıldı. Hücreler 96 kuyucuklu 

plakalara 3x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 100 

µl ekildi ve %80-90 yoğunluğa ulaştıklarında uygun 

dozlarda (metanol ekstraktı için: 800-1,56 mg/ml; 

hekzan 100-0,19 mg/ml) ekstrakt ve kemoterapötik 

ajan sisplatine (500-0,98 µg/ml) (MCE) maruz bırakıldı. 

24 saat inkübasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri 

çekilerek yerine 100 µl fenol kırmızısı içermeyen RPMI 

(Sigma) eklendi.  Daha sonra 1 mg/ml MTT (Katalog 

No: V13154; Vybrant® Invitrogen, ABD) reaktifinden 

her kuyucuğa 10 µl eklendi ve 4 saat 37°C’ de %5’lik 

CO2’li inkübatörde inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

sonunda süpernatant atıldı ve formazan partikülleri 

dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma) kullanılarak 

çözündürüldü. Plaklar 570 nm dalga boyunda 

Multiskan GO mikroplaka okuyucu (ThermoScientific, 

Waltham, ABD) ile optik yoğunlukları (OD) ölçüldü. 

Canlı hücrelerin yüzdesi aşağıdaki formül kullanılarak 

hesaplandı: (%) = [100 × (örnek abs)/ (kontrol abs)] 

(24). Deney, üç kez tekrar edildi.

Akridin	oranj	/	propidyum	iyodür	(AO/PI)	floresan	
boyama

I. viscosa’nın canlı ve ölü hücreler üzerine etkisini 

gözlemlemek için 10 g sodyum-etilendiamintetraasetik 

asit (Na-EDTA), 4 mg propidium iyodür (PI) (Thermo 

Fisher Scientific) ve 50 ml FBS, 4 mg akridin oranj 

(AO) (Thermo Fisher Scientific) (2 ml 99% ETOH 

içinde çözülmüş) iyice karıştırıldı.  Son hacim 200 ml 

olacak şekilde steril damıtılmış su eklenerek pipetaj 

yapıldı (25). Hücre sayısı 3x104 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde 96 kuyucuklu plakalara üç tekrarlı 

ekildi. Hücreler tutunması için 24 saat 5% CO2 içeren 

37°C sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı. Belirlenen 

dozlarda I. viscosa ve sisplatin ile muamele edilen 

hücreler inkübe edildikten sonra AO/PI karışımından 

her kuyucuğa 10 µl eklenerek 5 dakika beklenildi. 

Farklı apoptotik özelliklere sahip hücreler floresan 

mikroskop (Leica, Almanya) kullanılarak morfolojik 

olarak değerlendirildi.

Bu çalışma, Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi 

Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun 

onayı ile gerçekleştirildi (Tarih:29.06.2021 ve Karar 

No: 2021.192.06.22).

BULGULAR

Antibakteriyel	Aktivitenin	Belirlenmesi	
Çalışmada, I. viscosa metanol (800-1,56 mg/ml) 

ve hekzan (100-0,19 mg/ml) ekstraklarının farklı 

konsantrasyonlarının L. monocytogenes ATCC 7644, 

M. luteus ATCC 10240, E. coli ATCC 25922 ve K. 

pneumoniae ATCC 13883 standart referans suşları 

üzerine antibakteriyel aktivitesi MİK ve disk difüzyon 
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Tablo	1. I. viscosa  metanol ve hekzan ekstraktlarının MİK ve MBK sonuçları (mg/ml)

yöntemi ile test edildi. Tablo 1’de gösterildiği gibi, I. 

viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarının en düşük 

MİK ve MBK konsantrasyonları M. luteus’ta görüldü. 

Ayrıca, metanol ve hekzan ekstraktlarının MİK ve MBK 

sonuçlarının uyumlu olduğu bulundu.

I. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarının disk 

difüzyon yöntemi ile antibakteriyel aktivite sonuçları 

Tablo 2 ve Şekil 1’de verildi. Kullanılan suşlarda 

farklılık görülmekle birlikte; metanol ekstraktının 

800, 400 ve 200 mg/ml konsantrasyonlarda, hekzan 

ekstaraktının ise 100 ve 50 mg/ml konsantrasyonlarda 

antibakteriyel aktivite sergilediği görüldü. Her iki 

ekstrakta en duyarlı olan bakterinin M. luteus olduğu 

belirlendi. Pozitif kontrol olarak kullanılan gentamisin 

EUCAST (2020) kriterlerine göre, standart bakteri 

suşlarında yüksek oranda duyarlılık gösterdi (Tablo 2, 

Şekil 1).

Referans	Standart	Bakteri	Suşu
Metanol	Ekstraktı Hekzan	Ekstraktı	

MİK	 MBK 	MİK MBK

L. monocytogenes 200 200 400 400

M. luteus 25 25 100 200

E. coli 400 800 400 400

K. pneumoniae 200 200 400 400

Tablo	2. I. viscosa  metanol ve hekzan ekstraktlarının inhibisyon zon çapları (mm)

Bakteri	Suşları

İnhibisyon	Zonları	(mm)	(Ortalama	±	standart	sapma)	

Metanol	Ekstraktı Hekzan	Ekstraktı Gentamisin	

800	mg/ml 400	mg/ml 200	mg/ml 100	mg/ml 50	mg/ml 10	μg/ml

L. monocytogenes 8,033±0,075 ZY ZY ZY ZY 21,027±0,140

M. luteus 16,06±0,161 13,013±0,162 9,077±0,120 14,01±0,185 8,003±0,130 29,997±0,176

E. coli 7,03±0,137 ZY ZY 7,013±0,130 ZY 24,04±0,145

K. pneumoniae 9,043±0,148 7,047±0,163 ZY 9,017±0,141 8,007±0,155 21,993±0,156

ZY: Test edilen bakterilere karşı ekstrakt zon oluşturmadı. 
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Antikarsinojenik	aktivitenin	belirlenmesi
MTT testi sonucunda, I. viscosa metanol ve 

hekzan ekstraktlarının MDA-MB-231 ve HT-29 

hücreleri ile 24 saatlik inkübasyonu sonrasında 

konsantrasyona bağlı olarak kanser hücrelerinin 

canlılığını önemli ölçüde inhibe ettiği tespit edildi. 

MDA-MB-231 hücreleri üzerine I. viscosa metanol ve 

hekzan ekstraktlarının inhibitör konsantrasyonları 

(IC50) sırasıyla 25 mg/ml ve 6,25 mg/ml olarak 

bulundu. HT-29 hücrelerinde ise I. viscosa metanol 

ve hekzan ekstraktlarının IC50 değerleri sırasıyla 

200 mg/ml ve 12,5 mg/ml olduğu görüldü. MDA-

MB-231 ve HT-29 hücreleri aynı koşullar altında 

sisplatin ile muamele edildiğinde IC50 değerleri 

sırasıyla 0,008 mg/ml ve 0,004 mg/ml olduğu 

bulundu (Şekil 2). Yapılan MTT analizi sonucunda, 

I. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarının HT-29 

hücrelerine kıyasla MDA-MB-231 hücrelerine karşı 

önemli anti-proliferatif aktiviteye sahip olduğu 

görüldü. Ayrıca; iki hücre hattı üzerinde de hekzan 

ekstraktının metanol ekstraktına kıyasla daha etkili 

olduğu belirlendi.

Çalışmada, I. viscosa ekstraktlarının ve 

sisplatinin apoptotik etkinliğinin belirlenebilmesi 

için IC50 değerlerinde AO/PI floresan boyama 

metodu uygulandı. Yeşil floresan veren hücreler 

AO ile boyanan canlı hücreler, turuncu/kırmızı 

floresan veren hücreler ise PI ile boyanan apoptotik 

hücrelerdir. I. viscosa ekstraktları uygulanan 

hücrelerde apoptoza uğrayan hücre sayısının, 

kontrol hücrelerine kıyasla yüksek olduğu tespit 

edildi (Şekil 3). Ayrıca, MDA-MB-231 ve HT-29 

hücrelerinin hekzan ekstraktı ile muamelesi 

sonrasındaki apoptotik hücre popülasyonlarının 

fazla olması MTT bulgularını desteklemektedir.

Şekil	1. I. viscosa’nın altı farklı konsantrasyonunun (A: Metanol Ekstraktı 800-25 mg/ml; B: Hekzan Ekstraktı 100-3,125 mg/
ml) disk difüzyon metodu ile iki Gram pozitif ve iki Gram negatif bakteriye karşı antibakteriyel aktivitesi
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Şekil	2. I. viscosa ekstraktları ve sisplatinin MDA-MB-231 ve HT-29 hücre canlılığı üzerine etkileri

Şekil	3. I. viscosa ekstraktları ve sisplatin uygulanmış MDA-MB-231 ve HT-29 hücrelerinin floresan mikroskop görüntüleri 
(40x). Şekil üzerindeki oklar apoptotik hücreleri göstermektedir.
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TARTIŞMA	ve	SONUÇ

Bitki özütleri, içeriğinde bulunan aktif 

bileşikler sayesinde alternatif doğal tedavilerin 

temelini oluşturmaktadır. Son yıllarda, yaygın 

antibiyotik kullanımının artması sonucu gelişen 

antibakteriyel direnç ile mücadeleye yönelik aktif 

bitki ekstraktlarıyla yapılan in vitro çalışmalar önem 

kazanmaktadır. 

Bu çalışmada, iki Gram pozitif (L. monocytogenes 

ve M. luteus), iki Gram negatif (E. coli ve K. 

pneumoniae) bakteri üzerine I. viscosa metanol 

ve hekzan ekstraktlarının antibakteriyel etkinliği 

araştırıldı. Çalışılan bakteriler üzerine hem metanol 

hem de hekzan ekstraktının değişen oranlarda 

antibakteriyel etkinlik gösterdi. En iyi etki ise M. 

luteus suşunda bulundu.

I. viscosa ekstraktlarının farklı bakteriler 

üzerine antimikrobiyal etkinliğini araştıran benzer 

çalışmalar bulunmaktadır (20,26-30). Yapılan 

bir çalışmada; I. viscosa’nın aerial yapılarından 

elde edilen metanol ekstraktının 3,125-50 mg/ml 

konsantrasyonlarındaki antibakteriyel etkisi, MİK ve 

disk difüzyon yöntemi ile araştırıldı. E. coli, Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, 

Shigella spp., Clostridium spp., Enterococcus 

faecalis suşları kullanılarak yapılan MİK testi 

sonucu ekstraktın en etkili olduğu bakterinin 

E. faecalis (6,25 mg/ml),  disk difüzyon yöntemi 

sonucu ise E. coli (25 mg/ml) olduğu bulundu (28). 

I. viscosa’nın metanol, etanol ve su ile hazırlanan 

ekstraktlarının antioksidan ve antimikrobiyal 

özelliklerinin incelendiği başka bir çalışmada; 

E. coli, K. pneumoniae, S. aureus bakterilerinin 

250 µg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktına 

karşı duyarlı olduğu sonucuna varıldı (29). Benzer 

bir çalışmada, I. viscosa metanol ekstraktının (15-

480 mg/ml) disk difüzyon metoduyla antibakteriyel 

aktivitesi araştırıldı, bu ekstrakta en duyarlı 

bakterinin Pseudomonas aeruginosa olduğu tespit 

edildi (30). Tüm bu çalışma sonuçlarına bakılarak, I. 

viscosa’nın farklı ekstraktlarının değişen oranlarda 

hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere 

karşı antibakteriyel aktivite gösterdiği görüldü..

Günümüzde kansere karşı yeni tedavi yöntemleri 

geliştirilmesine ve uygulanmasına rağmen mevcut 

kanser tedavileri yetersiz kalmaktadır. Bu yüzden 

tümör gelişimini inhibe edecek etkili, yan etkisi az 

ve/veya olmayan yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Son yarım asırdan beri bitkilerin sahip olduğu aktif 

bileşiklerin türevleri, modern klinik uygulamalarda 

kansere karşı kullanılmaktadır (31). 

Bu çalışmada, MDA-MB-231 ve HT-29 hücreleri 

üzerine I. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarının 

IC50 konsantrasyonları belirlendi. Her iki hücre 

üzerine hekzan ekstraktının metanol ekstraktına 

kıyasla daha güçlü antikanserojenik aktiviteye sahip 

olduğu bulundu. Ayrıca her iki ekstraktın da HT-29 

hücrelerine kıyasla MDA-MB-231 hücrelerine karşı 

önemli anti-proliferatif aktiviteye sahip olduğu 

görüldü. Ek olarak IC50 konsantrasyonlarında 

apoptoza uğrayan hücre sayısının kontrol hücrelerine 

kıyasla yüksek olduğu tespit edildi.

I. viscosa ekstraktlarının farklı hücre hatları 

üzerine antikanserojenik etkinliğinin araştırıldığı 

çalışmalar mevcut olmasına rağmen bu çalışmada 

kullanılan hücre hatları ile yapılmış herhangi bir 

çalışmaya rastlanılmadı (32-36).  Talib ve Mahasneh   

(34), I. viscosa’nın metanol, hekzan ve kloform 

ekstraktlarının Hep-2 (larinks karsinoması), MCF-

7 (meme epitelyal adenokarsinoması) ve vero 

(Afrikan yeşil maymunu böbreği) hücre hatları 

üzerine antikanserojenik etkilerini araştırdı ve 

MCF-7 hücrelerine karşı metanol ekstraktının (IC50: 

15,78 µg/ml) oldukça etkili olduğunu buldular. 

Yapılan başka bir çalışmada, I. viscosa’nın hekzan 

ve metanol ekstraktlarının MCF-7/S ve HT-1080 

hücre hatları üzerine olan etkilerine bakıldı ve 

çalışma sonunda hekzan ekstraktının her iki hücre 

hattına da yakın IC50 değerlerinde (MCF-7/S 14,68 

µg/ml; HT-1080 15,67 µg/ml) antikanserojenik 

aktivite gösterdiği tespit edildi (35). I. viscosa’nın 

sulu ekstrelerinin HCT116 ve Colo320 hücre hatları 

üzerine antikanserojenik etkilerinin araştırıldığı 
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diğer bir çalışmada, kolorektal kanser hücrelerine 

doz ve zamana bağlı olarak etkili olduğu saptandı 

(36). Bahsedilen çalışma sonuçlarına bakılarak, I. 

viscosa ekstraktlarının farklı hücre hatları üzerine 

antikarsinojenik aktivite gösterdiği sonucuna 

varılabilir. 

Sonuç olarak; I. viscosa’nın metanol ve 

hekzan ekstraktlarının patojen mikroorganizmalar 

üzerine antibakteriyel, meme ve kolon kanser 

hücreleri üzerine ise antikarsinojenik özelliklerinin 

araştırılmasının klinik çalışmalara yön verecek olan 

alternatif tedaviye yenilikçi bir yaklaşım getireceği 

kanısındayız. MDA-MB-231 ve HT-29 kanser 

hücre hatlarına ek olarak sağlıklı meme ve kolon 

hücre hattı üzerine bu ekstraktların etkinliğinin 

gösterilmemesi çalışmanın kısıtlayıcı yanıdır. I. 

viscosa’nın antibakteriyel ve antikanserojenik 

etkinliğinin tedavi sürecine olan katkıları hakkında 

yeterli bilgi sağlayabilmek adına daha fazla sayıda 

suşun ve/veya hücre hattının dahil edildiği geniş 

ölçekli çalışmalar ile bu çalışma sonuçlarının 

desteklenmesi gerekmektedir.

* Bu çalışma, Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun onayı ile gerçekleştirildi 
(Tarih:29.06.2021 ve Karar No: 2021.192.06.22).
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ÖZET

Amaç:	 Borik asit doğada bileşikler halinde 

bulunan ve birçok alanda etkinliği gösterilmiş olan 

bir elementtir. İnsan ve çevre için toksik olmaması 

ve doğal yollardan elde edildiğinden ekonomik olması 

dikkat çeken başlıca özelliklerindendir. Bu çalışma 

borik asidin dezenfektan etkinliğinin araştırılması 

amacı ile yapılmıştır.

Yöntem: Liyofilize borik asidin farklı 

konsantrasyonlarında (%1, 2, 4, 6)  süspansiyonları 

hazırlanarak, Staphylococcus aureus ATCC 29213, 

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212, Streptococcus mutans ATCC 25175 

izolatları ve kan kültürü örneklerinden izole edilen 

farklı direnç paternine sahip 20 farklı mikroorganizma 

(Acinetobacter baumannii,  Klebsiella pneumoniae, 

Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, 

Candida parapsilosis, Streptococcus mitis/oralis) 

olmak üzere toplam 25 izolata karşı kalitatif süspansiyon 

yöntemi ile dezenfektan etkinliği araştırılmıştır. Kalitatif 

süspansiyon yönteminde; farklı konsantrasyondaki borik 

asit ile seçilen bakteriler 1, 2, 5, 10, 30 dakikalık 

sürelerde temas ettirilmiştir. Temas süreleri sonunda, 

ABSTRACT

Objective:	 Boric acid is an element that is found 

as compounds in the nature and has been shown to be 

effective in many areas. Being non-toxic for human 

and the environment and economical due to obtained 

naturally are the main remarkable properties. This study 

was conducted to investigate the disinfectant efficiency 

of boric acid.

Methods: A suspension of lyophilized boric acid in 

different concentrations (1, 2, 4, 6%) was prepared then 

disinfectant activity against a total of 25 isolates including 

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli 

ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus 

mutans ATCC 25175 and 20 different microorganisms 

with different resistance pattern (Acinetobacter 

baumannii,  Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 

epidermidis, Candida albicans, Candida parapsilosis, 

Streptococcus mitis/oralis) isolated from blood samples 

was investigated by qualitative suspension method. In the 

qualitative suspension method; boric acid at different 

concentrations and selected bacteria were contacted for 

1, 2, 5, 10, 30 minutes. At the end of the contact periods, 

neutralizing solution was added to stop the effects of 
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GİRİŞ

Bor, periyodik tabloda 3A grubunun ilk sırasında 

yer alan bir element olup yaklaşık 4000 yıldır insanlar 

tarafından farklı alanlarda kullanılmaktadır (1, 

2). Havada, toprakta ve suda 250’nin üzerinde bor 

bileşiği bulunmaktadır. Borun oksijene ilgisinin yüksek 

olmasından ötürü borat olarak adlandırılan pek çok 

bor-oksijen bileşiği bulunur. Bor oksit (B2O3) ve borik 

asit (H3BO3) bu bileşikler içerisinde en basit yapılı 

olanlardır. Çevresel alanlarda bol miktarda bulunan 

bor rezervlerinin büyük bir kısmı da ülkemizde 

bulunmaktadır (2).

Bor elementinin okside edilmiş hali olan borik 

asit kimyasal yapısı itibari ile birçok molekül ile 

stabil birleşikler yapabilmekte olup, oluşan kompleks 

ürünlerin farklı kullanım alanları vardır (2, 3). Bor 

bileşikleri; cam, seramik, temizlik, beyazlatma, 

kozmetik, metalurji, nükleer enerji, bilgisayar ve 

uçak sanayi, tarım ve sağlık alanı gibi alanlarda 

kullanılmaktadır. Bor, kalsiyum, magnezyum 

ve fosfor mineralleri ile D vitamininin vücutta 

korunmasına ve etkili bir şekilde kullanılmasına 

yardımcı olarak diş ve kemik sağlığının korunmasına 

katkıda bulunur. İnsan için eser elementlerden birisi 

olan bor vücutta çeşitli metabolik fonksiyonların 

gerçekleşmesinde de önemlidir (2, 4). Borun insan 

dokularında biyokimyasal etki mekanizması ile ilgili 

çok az veri bulunmaktadır. Düşük molekül ağırlığına 

sahip olması ve  cis-hidroksil grubu içeren organik 

moleküller (polisakkaritler, adenozin-5-fosfat, 

piridoksin, riboflavin, dehidroaskorbik asit, piridin 

BORİK	ASİT	DEZENFEKSİYONU

the substances before culturing, and then cultured on 

tryptone soy agar. At the end of 48 hours incubation, After 

incubation, the bacteria were assessed for the presence 

or absence of proliferation.

Results: The efficacy of boric acid at a concentration 

of 1% and the tested durations was not determined. It was 

found that boric acid at a concentration of 2% with 5 minutes 

contact time was efficient against almost all bacteria and 

to all at 10th minute, to all at 4% concentration since 5th 

minute and to all at 6% concentration since 1st minute. 

While efficacy was not determined at 1% concentration in 

Candida spp. species, it found to be effective in all at the 

2% concentration from the 1st minute.

Conclusion:  It has been found that boric acid is 

an antimicrobial agent effective against bacteria and 

Candida spp. species even at low concentrations. It will 

be beneficial to carry out studies that examine variables 

such as safety and stability related to this substance, 

which is used for disinfection purposes.

Key	 Words: Boric acid, disinfectant efficiency, 

clinical isolate, qualitative suspansion method

ekimlerden önce maddelerin etkilerinin durdurulması 

için nötralizan çözeltisi ilave edildi ve ardından tryptone 

soya agara ekim yapılmıştır. 48 saat inkübasyon sonunda 

bakterilerin üreyip üremedikleri değerlendirilmiştir.

Bulgular: Borik asidin %1 konsantrasyonda ve 

test edilen sürelerde etkinliği saptanmamıştır. %2 

konsantrasyonda 5 dakikalık temasla bakterilerin çoğuna 

ve 10. dakikada tümüne, %4 konsantrasyonda 5. dakikadan 

itibaren tümüne ve %6 konsantrasyonda 1. dakikadan 

itibaren tümüne karşı etkin olduğu bulunmuştur. 

Candida spp. türlerinde %1 konsantrasyonda etkinlik 

saptanmazken, %2’lik konsantrasyonda 1. dakikadan 

itibaren tümüne etkin bulunmuştur.

Sonuç: Borik asidin düşük konsantrasyonda 

dâhi bakteri ve Candida spp. türlerine karşı etkili 

antimikrobiyal bir madde olduğu saptanmıştır. 

Dezenfeksiyon amacı ile kullanıma aday bu madde ile 

ilgili güvenlik, stabilite gibi değişkenlerin de irdelendiği 

çalışmaların yapılmasının faydalı olacağı düşünülmüştür.

Anahtar	Kelimeler: Borik asit, dezenfektan etkinlik, 

klinik izolat, kalitatif süspansiyon yöntemi
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gibi) ile reaksiyona girmesinin biyolojik fonksiyonu 

için önemli olduğu düşünülmektedir. Ayrıca borun 

hücre zarı fonksiyonlarında ve stabilitesinde, hormon 

reseptörleri ve transmembran sinyallerde etkili 

olabileceği düşünülmektedir (5). Medikal olarak bor 

bileşikleri osteoporoz ve romatoid artritte, Bor Nötron 

Yakalama Tedavisi (Boron Neutron Capture Therapy, 

BNCT) ile nükleere tıp alanında, yara ve yanık 

bakımında, antiseptik olarak lens solüsyonlarında, 

merhemlerde, gargaralarda ve göz damlalarında 

kullanılmaktadır. Ayrıca multiple myelom tedavisinde 

‘‘Bortezomib’’ adlı, bor içeren ve Amerikan Gıda 

ve İlaç İdaresi (Food and Drug Administration, FDA) 

tarafından onaylı bir ilaç kullanılmaktadır (2, 6-8).  

Besin ve su ile bor alımı coğrafik koşullara ve diyetsel 

özelliklere bağlı olarak değişse de günlük toplam 1-7 

mg’dır. İnsanlar için borik asidin en düşük letal dozu 

ağız yolu ile alındığında 640 mg/kg, deri yoluyla 

alındığında 8600 mg/kg, enjeksiyonla alındığında 29 

mg/kg’dır. İnsanların bir günde toplamda 500 mg daha 

fazla borik asit alması durumunda; sindirim sistemi 

bulguları (bulantı, kusma, ishal),  merkezi sinir 

sistemi bulguları (baş ağrısı, karın ağrısı, baş dönmesi, 

oryantasyon bozukluğu, istemsiz kas kasılmaları gibi), 

şok, halsizlik, ve deri döküntüleri görülebilir. Gıda ve 

içme suyu ile günlük alınan bor miktarı bu anlamda 

toksik değil anabolik etkinliğe sahiptir (6). 

Dezenfektan maddelerin etkinliğini belirlemek 

için farklı kriterlere göre değişik testler 

kullanılmaktadır. Bu amaçla kullanılan süspansiyon 

testleri kolay uygulanabilir ve ekonomik olması, 

temas süresi, sıcaklık, mikroorganizma türleri gibi 

aynı anda birçok değişkeni inceleyebilme olanağı 

sağlamaları nedeniyle tercih edilen testlerdir. 

Temel prensip, belli konsantrasyonda dezenfektanın 

standart bakteri süspansiyonu ile belirli sürede 

temas ettirilip, sürenin sonunda üzerine “nötralizan” 

olarak ifade edilen kimyasal maddelerle dezentektan 

etkinliğinin durdurulmasıdır. Dezenfektanın 

bakteriler üzerindeki etkisini durdurmak amacıyla 

değişik nötralizan maddeler kullanılabilir (9). 

Nötralizan ilavesinden sonra bakterinin katı 

besiyerine yapılan pasajında kültürde üreme olması 

veya olmamasına göre değerlendirilerek, etkisiz 

veya etkili olduğu belirlenmektedir (10). Değişik 

ülkelerde dezenfektanların kullanım amacına ve etki 

etmesi beklenilen değişik mikroorganizma gruplarına 

yönelik olarak farklı standartlar tanımlanmıştır. Türk 

Standartlar Enstitüsü tarafından kabul edilen TS EN 

13727+A2 sayılı standard örnek olarak verilebilir 

(11). Çalışmamızda bir çok kullanım alanına sahip ve 

ülkemizde çok miktarda rezervi olan doğal bir maden 

borik asidin standart referans suşların izolatlarına 

ve kan kültürü örneklerinden izole edilen farklı 

mikroorganizmalara karşı dezenfektan etkisi ve etki 

süresinin incelenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ	ve	YÖNTEM

Çalışma, Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Mikrobiyoloji Laboratuvarında Kasım 2019-Şubat 

2020 tarihleri arasında yapılmıştır. Çalışma öncesi 

yerel etik kuruldan 2019/213 numaralı çalışma onayı 

alınmıştır. 

Çalışılacak	 örnek	 grubunun	 oluşturulması:	
Laboratuvarın kültür koleksiyonunda bulunan standart 

bakteri izolatları ve çalışma grubu olarak belirlenerek 

-20 °C’de dondurulmuş olan klinik örneklerden izole 

fedilen mikroorganizmalar kullanılmıştır. Çalışmaya 

dahil edilen mikroorganizmalar; S. aureus ATCC 

29213, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 

27853, E. faecalis ATCC 29212, S. mutans ATCC 

25175 izolatları ve kan kültürü örneklerinden izole 

edilen 20 farklı mikroorganizma (tüm izolatlardan iki 

adet olmak üzere; A. baumannii, P. aeruginosa, K. 

pneumoniae,  E. coli, S. aureus, S. epidermidis, 

E. faecalis, C. albicans, C. parapsilosis, S. mitis/

oralis) olmak üzere toplam 25 izolat belirlenmiştir.  

Çalışmaya alınan kan kültürü örneklerinde BacT/

ALERT 3D (Biomerieux, Fransa) sistemi kullanılmıştır. 

Bakterilerin tanımlanmaları ve antibiyotik duyarlılık 

testleri VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa) sistemi 

ile yapılmıştır. Antibiyotik duyarlılık testleri (The 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
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Testing EUCAST) kriterlerine göre değerlendirilmiştir 

(12). Çalışmaya dahil edilen klinik örneklere ait 

izolatlar; farklı gruplardan ve kendi gruplarında 

önemli direnç mekanizmaları göz önüne alınarak 

seçilmiştir;

-Gram negatif bakteriler çoklu ilaca direnci olan 

(üç veya daha fazla antimikrobiyal sınıfa dirençli) 

(13),

- S. aureus ve S. epidermidis sefoksitine dirençli 

(MRSA, MRSE),

- E.  faecalis vankomisine dirençli (VRE), 

-Antifungal etkinliğin araştırılması için de C. 

albicans ve C. parapsilosis.

Kalitatif	 süspansiyon	 yöntemi: Liyofilize borik 

asidin (Sigma, Almanya, >%99,5 konsantrasyon) 

steril serum fizyolojik (%0,9) içerisinde farklı 

konsantrasyonlarında (%1, 2, 4, 6) süspansiyonları 

testin çalışılacağı gün hazırlanmıştır. Seçilen 

mikroorganizmalar 1, 2, 5, 10 ve 30 dakikalık 

sürelerde farklı konsantrasyondaki borik asit ile 

temas ettirilmiştir (10). Araştırılan konsantrasyon ve 

sürede, mikroorganizma ve bor çözeltisinin temas 

ettirilmesinden sonra reaksiyonun durdurulması 

için nötralizan çözelti ilave edilmiştir. Nötralizan 

çözeltisi; saponin (Sigma, Almanya) %3, L-Cysteine 

(Sigma, Almanya) %0.1, L-Histidine (Sigma, 

Almanya) %0.1 ve tween 80 (Sigma, Almanya) %3 son 

konsantrasyonlarında olacak şekilde Tryptone Soya 

Broth (TSB) (Oxoid) ile hazırlanmış ve otoklavda steril 

edilerek kullanılmıştır.

Tryptone Soya Agarda (TSA) (Oxoid, İngiltere) 

üretilen mikroorganizmaların 24 saatlik kolonilerinden 

TSB’da 0,5 McFarland (108 kob/mL) bulanıklığında 

bakteri süspansiyonları hazırlanmıştır. Her bakteri 

için test edilecek borik asit sulandırımından 

1000 μL tüplere konularak hazırlanan bakteri 

süspansiyonundan 10 μL ilave edilmiş ve 1, 2, 5, 10 

ve 30 dakika sürelerde oda ısısında bekletilmiştir. 

Sürelerin sonunda mikroorganizma ve borik asit 

karışımından 100 μL alınıp önceden her çalışma 

dakikası için ayrı olarak hazırlanmış olan 900 μL 

nötralizan madde içeren tüplere ilave edilmiştir. Bu 

karışımdan 10 μL alınıp TSA’ya ekim yapılmıştır. Ekim 

yapıldıktan sonra besiyerleri 37 ˚C’de 48 saat inkübe 

edildikten sonra üreme varlığı yönünden kontrol 

edilmiştir. Üreme varlığı test edilen konsantrasyon ve 

süre için borik asidin etkisiz olduğu, üreme olmaması 

etkili olduğu şeklinde değerlendirilmiştir. 

Çalışmada, negatif kontrol olarak; bakteri ilave 

edilmemiş borik asit süspansiyonu (%1 konsantrasyon) 

ve pozitif kontrol olarak; borik asit ilave edilmemiş 

0,5 McFarland bulanıklığında mikroorganizma 

süspansiyonu kullanılmıştır.

BULGULAR

Çalışmaya beş adet referans suş ATTCC suşu 

ve 20’si kan kültürü örneklerinden izole edilmiş 

izolatlardan olmak üzere toplam 25 izolat dahil 

edilmiştir. 

Borik asidin %1 konsantrasyonda ve test edilen 

sürelerde bakteri izolatlarına karşı etkinliği 

saptanmamıştır. %2 konsantrasyonda 5 dakikalık 

temasla bakterilerin çoğuna ve 10. dakikada tümüne, 

%4 konsantrasyonda 5. dakikadan itibaren tümüne ve 

%6 konsantrasyonda 1. dakikadan itibaren tümüne 

karşı etkin olduğu bulunmuştur. Test edilen her 

iki Candida spp. türünde de %1 konsantrasyonda 

etkinlik saptanmazken, %2, %4 ve %6 konsatrasyonda 

1. dakikadan itibaren borik asidin etkin olduğu ve 

Candida spp. izolatlarının üremesini engellediği 

saptanmıştır (Tablo 1).

TARTIŞMA	ve	SONUÇ

Dezenfeksiyon; cansız yüzeylerde bulunan 

patojen mikroorganizmaların öldürülmesi olarak 

tanımlanmaktadır. Bu amaç için kullanılan 

dezenfektanların etki ettikleri mikroorganizma 

grupları farklı olup, kullanım amacına göre farklı 

etkinlik düzeyinde dezenfektanlar seçilmektedir. 

“İyi” olarak ifade edilen dezenfektanlarda 

antimikrobiyal etkinlik yanı sıra; kullanıcı ve çevreye 

toksik olmaması, ekonomik olması gibi nitelikler 

BORİK	ASİT	DEZENFEKSİYONU
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Tablo	1. Borik asidin farklı konsantrasyonlarda ve farklı temas sürelerinde antimikrobiyal etkinliği

de aranmaktadır (14). Bu çalışmada, doğal bir 

element olan, toksik yan ürünleri bulunmayan ve 

ülkemizde çok miktarda bulunduğundan ekonomik 

olabileceği düşünülen borik asidin antimikrobiyal 

etkinliği araştırılarak, bu amaçla kullanımı açısından 

irdelenmesi amaçlanmıştır. Çoklu dirençli klinik 

izolatlardaki etkinliğin çalışılması bu çalışmanın 

farklılığını oluşturmaktadır. 

%1 konsantrasyon
Süre	(dakika)

%2 konsantrasyon
Süre	(dakika) %4 konsantrasyon

Süre	(dakika)
%6 konsantrasyon
Süre	(dakika)

İzolat 1 2 5 10 30 1 2 5 10 30 1 2 5 10 30 1 2 5 10 30

S. aureus 
ATCC 29213 + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

E. coli
ATCC 25922 + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

P. aeruginosa
ATCC 27853 + + + + + + - - - - - - - - - - - - - -

E.  faecalis
ATCC 29212 + + + + + + + + - - + + - - - - - - - -

S. mutans
ATCC 25175 + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

A. baumannii + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

K. pneumaniae + + + + + + + - - - - - - - - - - - - -

E. coli + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

P. aeruginosa + + + + + + + - - - - - - - - - - - - -

S. aureus (MRSA) + + + + + + + + - - + + - - - - - - - -

S. epidermidis 
(MRSE) + + + + + + + - - - - - - - - - - - - -

E. faecalis (VRE) + + + + + + + + - - + + - - - - - - - -

S. mitis/oralis + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

C. albicans + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

C. parapsilosis + + + + + - - - - - - - - - - - - - - -

+: Etkisiz, -: Etkili
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Borik asidin antibakteriyel etkinliğinin 

belirlenmesine yönelik in vitro çalışmalar yapılmıştır 

(7, 15).  Baygar ve ark. (16) tarafından yapılan 

çalışmada, hidroksiapatit ve borik asidin C. albicans 

ATCC 10239, S. aureus ATCC 25923, S. mutans ATCC 

25575 ve Streptococcus sanguis ATCC 10556 suşlarına 

karşı antimikrobiyal aktivitesi araştırılmıştır. Çalışma 

sonucunda, hidroksiapatitin tek başına test edilen 

mikroorganizmalara karşı hiçbir antimikrobiyal 

etki göstermediği, buna karşın borik asidin 29 mm 

inhibisyon zonu olan C. albicans’a karşı oldukça aktif 

olduğu tespit edilmiştir. Kumara ve ark. (17) yapmış 

oldukları çalışmada, yara enfeksiyonlarına yol açtığı 

bilinen S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa’ya karşı üç 

asidik kimyasal maddenin (asetik asit, askorbik asit 

ve borik asit), etkilerini incelemişlerdir. Borik asidin 

%0,5, %0,75 ve %1 konsantrasyonlarda bakterisidal 

etki göstermediği, bununla birlikte 30 dakikadan 

sonra her üç asitin de (asetik asit, askorbik asit 

ve borik asit) bütün suşlara karşı bakterisidal etki 

gösterdiği tespit edilmiştir. Haesebrouck ve ark. 

(18), %2’lik borik asit ve %2’lik asetik asidin eşit 

miktarlarda karıştırılmasıyla elde edilen solüsyonun 

1/2 ve 1/4’lük sulandırımlarında, 5x107cfu/mL 

miktarındaki Staphylococcus pseudintermedius’u 

30 dakikada inaktive ettiğini, borik asidin söz 

konusu aktivitesi için asetik asitle birlikte kombine 

edilmesinin daha etkili sonuçlar verdiğini rapor 

etmişlerdir. Ülkemizde yapılan bir çalışmada, 20 

adet tek kanallı premolar diş örneği, E. faecalis 

ile kontamine edilerek borik asidin %2, 4 ve 6 

oranlarındaki çözeltileri ile muamele edilmiş ve %6 

konsantrasyonda güçlü antibakteriyel ve biyofilm 

etkisi olduğu bildirilmiştir. Çalışmada, kök kanal 

asepsisi amacıyla borik asidin yüksek konsantrasyon 

ve uzun süre muamele sonucunda kullanılabileceğini 

vurgulamışlardır (7). Yapılan başka bir çalışmada, 

borik asit ve boraksın yüksek dozlarda toksik 

olabileceği hipotezi ile, çeşitli standart bakteri 

izolatlarına (S. aureus, Acinetobacter septicus, 

E. coli ve P. aeruginosa) etkin olan minimum 

bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimum 

inhibitör konsantrasyon (MİK) belirlenmiştir (19). 

Borik asidin yüksek konsantrasyonda riboz şekerine 

bağlanma afinitesi bulunmakta olup, yapısında riboz 

içeren ATP, NADP, RNA gibi biyolojik moleküllere 

bağlanma, hücresel protein sentezinin bozulması, 

mitokondrial fonksiyon bozukluğu, hücre bölünmesi 

ve gelişiminin bozulmasına neden olarak yüksek 

dozlarda toksik etkisi olabileceği belirtilmiştir. 

İlhan ve ark. (20) yapmış oldukları benzer bir 

çalışmada, Listeria monocytogenes ve S. aureus’un 

standart izolatları ile için MİK konsantrasyonunu 

belirlemişlerdir. MİK ve MBK araştırmalarının borik 

asidin sistemik kullanımına yönelik katkı sağlamayı 

hedeflemiştir. Nitekim borik asidin antimikrobiyal 

ilaç olarak kullanılmasına yönelik bazı faz çalışmaları 

da bulunmamaktadır. (21).  

Çalışmamızda, borik asidin %1 konsantrasyonda 

ve test edilen sürelerde etkinliği saptanmamış, 

%6 konsantrasyonda ise 1. dakikadan itibaren tüm 

mikroorganizmalara karşı etkin olduğu bulunmuştur. 

Candida spp. türlerinde %1 konsantrasyonda 

etkinlik saptanmazken, %2’lik konsatrasyonda 1. 

dakikadan itibaren tümüne etkin bulunmuştur. 

Düşük konsantrasyonlarda dahi borik asidinin in 

vitro olarak dirençli mikroorganizmalara karşı etkin 

olduğu bulunmuştur. Yapılacak ileri çalışmalarla, 

dezenfeksiyon spektrumunun belirlenmesinin 

etkinlik yanısıra güvenlik ve stabilite yönünden de 

araştırılmasının faydalı olacağını düşünmekteyiz.
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* Bu çalışma, Gaziantep Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun onayı ile gerçekleştirilmiştir (Tarih:22.05.2019 ve 
Karar No: 2019/213).

ETİK	KURUL	ONAYI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir çıkar çatışması bildirmemişlerdir.
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Yumurtalık	kanserinde	hedefe	yönelik	tedavi	stratejilerinde	
moleküler	mekanizmaların	rolü

The	role	of	molecular	mechanisms	in	targeted	therapy	strategies	in	
ovarian	cancer

Betül	ÇOLAK1	(ID),	Demet	CANSARAN	DUMAN1	(ID),	Erkan	YILMAZ1	(ID)

ABSTRACT

Cancer is a disease that occurs in tissues and 

organs as a result of uncontrolled cell divisions. There 

are numerous types of cancer related with different 

frequencies and mortality rate. Ovarian cancer is the 

seventh common type of cancer worldwide and is the 

fifth cause of cancer-related death. Although there are 

standard treatment methods for cancer types, people 

give different responses to these treatment methods. In 

spite of all the treatment strategy developed, ovarian 

cancer still has a high mortality rate. For this reason, 

it is very important to better understand the drug 

resistance mechanisms that prevent the effecttiveness 

of today’s treatment methods, to develop new 

treatment methods and the determination of molecular 

characterization. In recent years, research has focused 

on methods containing pathway analysis within the 

scope of developing targeted therapy strategies for 

ovarian cancer. In this context, the activity status of 

onco-proteins in pathways such as WNT, Hedgehog and 

NOTCH signaling pathways were evaluated. In addition, 

the innovative treatment efficiency of Nanog protein 

and photodynamic therapy options on ovarian cancer 

has been detailed in recent years. It will be possible 

to increase the quality of the healing process of 

ÖZET

Kanser, kontrol edilemeyen hücre bölünmeleri 

sonucunda doku ve organlarda meydana gelen hasarların 

bütünüdür. Farklı görülme sıklığı ve ölüm oranları ile 

ilişkili birçok kanser türü vardır. Yumurtalık kanseri 

dünya genelinde yaygınlık olarak yedinci sırada gelmekte 

olup kansere bağlı ölüm nedeni olarak beşinci sırada 

gelmektedir. Kanser türlerinin kendi içinde standart 

tedavi yöntemleri olmasına rağmen bireyler bu tedavi 

yöntemlerine farklı cevaplar vermektedir. Geliştirilen 

tüm tedavi stratejilerine rağmen yumurtalık kanseri hala 

yüksek ölüm oranına sahiptir. Bu sebeple günümüzdeki 

tedavi yöntemlerinin etkinliğini engelleyen ilaca karşı 

oluşan direnç mekanizmalarını kavramak, yeni tedavi 

yöntemleri geliştirmek ve moleküler karakterizasyonunu 

belirlemek oldukça önemlidir. Son yıllarda oldukça 

gündeme gelen yumurtalık kanserinde hedefe yönelik 

terapi stratejileri geliştirilmesi kapsamında yolak 

analizleri üzerine odaklanılmıştır. Bu kapsamda onko-

proteinlerin WNT, Hedgehog ve NOTCH sinyal yolağı 

gibi yolaklardaki etkinlik durumları değerlendirilmiştir. 

Ayrıca, son yıllarda etkinliği belirlenmiş Nanog proteini 

ve fotodinamik tedavi seçeneklerinin yumurtalık kanseri 

üzerindeki yenilikçi tedavi etkinliği detaylandırılmıştır. 

Yumurtalık kanseri tedavisinde mevcut ve geliştirilmesi 

 Türk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 

 
1Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü, Ankara

Geliş Tarihi / Received :
Kabul Tarihi / Accepted :      

İletişim / Corresponding Author : Demet CANSARAN DUMAN
Ankara Üniversitesi, Biyoteknoloji Enstitüsü Merkez Laboratuvarı, Tandoğan / Ankara - Türkiye 
E-posta / E-mail : dcansaran@yahoo.com

24.02.2021 
16.04.2021

Çolak B, Cansaran Duman D, Yılmaz E. Yumurtalık kanserinde hedefe yönelik tedavi stratejilerinde moleküler mekanizmaların rolü
Turk Hij Den Biyol Derg, 2021; 79(1): 153 - 162

Makale Dili “Türkçe”/Article Language “Turkish” 

DOI ID : 10.5505/TurkHijyen.2022.60362

https://orcid.org/0000-0003-1115-4040
https://orcid.org/0000-0001-5662-2333
https://orcid.org/0000-0001-7355-3878
https://dx.doi.org/10.5505/TurkHijyen.2022.60362


Turk Hij Den Biyol Derg 154

Cilt 79  Sayı 1  2022 YUMARTALIK	KANSERİ

GİRİŞ

Kanser, kontrol edilemeyen hücre bölünmesi ve 

çoğalması olarak tanımlanan, genetik ve çevresel 

koşulların etkisi altında olan oldukça karmaşık 

yapılı bir hastalıktır (1). Kanser hücreleri büyümek 

için, normal bir hücrenin gerek duyduğu büyüme 

faktörlerine ihtiyaç duymaz. Bu nedenle hücrenin 

normal büyüme süresine uymaz. Kanser türlerinin 

kendi içinde standart tedavileri olmasına rağmen 

bireyler bu tedavilere farklı cevaplar vermektedir. Bu 

durum kanserin kişisel bir hastalık olduğunu gösterir. 

Erkekler ve kadınlarda akciğer kanseri en sık görülen 

ve ölüm ile sonuçlanan kanser türüdür. Prostat kanseri 

erkeklerde, meme kanseri ise kadınlarda ikinci 

sırada gelmektedir (2). Yumurtalık kanseri ise dünya 

genelinde yaygınlık olarak yedinci sırada gelmekte 

olup, kansere bağlı ölüm nedeni olarak beşinci sırada 

gelmektedir (3, 4). Kadınlarda görülen kanserlerin 

yüzde dağılımları Şekil 1’de verilmiştir.

hâlâ devam eden tedavi yöntemlerinin moleküler 

karakterizasyonlarının aydınlatılması ile bu hastalıktan 

şikayeti olan hastaların iyileşme süreçlerinin kalitesinin 

artırılması mümkün hâle gelebilecektir.

Anahtar	 Kelimeler: Yumurtalık kanseri, hedefe 

yönelik tedavi, moleküler karakterizasyon

patients suffering from this disease by enlightening the 

molecular characterizations of the treatment methods 

that are available and still being developed in the 

treatment of ovarian cancer.

Key	 Words: Ovarian Cancer, targeted therapy 

strategies, molecular characterisation

Şekil	1. Kadınlarda görülen kanserlerin yüzde dağılımları
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Yumurtalık	Kanseri	Alt	Tipleri
Tüm jinekolojik kanserlerde olduğu gibi yumurtalık 

kanserinde de erken teşhis, tedavi için umut vaat 

etmektedir. Ancak ileri evredeki bir yumurtalık 

kanserinde yüksek morbidite, erken teşhisin güçlüğü 

ve gelecek vadeden tarama araçlarının eksikliği 

nedeniyle hayatta kalma oranı oldukça düşüktür 

(5). Tümörleşme sürecinin başladığı yer, yumurtalık 

kanserinin türünü belirler. Yumurtalık kanserine neden 

olan bu tümörler temelde üç gruba ayrılır (6, 7). 

Bunlar epitel, stromal ve üreme hücreli tümörlerdir. 

Epitel tümörler tüm yumurtalık kanserlerinin 

yaklaşık %90’ını oluştururlar. Tümörleşme süreçleri 

yumurtalıkların dışını kaplayan doku katmanında 

başlamaktadır. Stromal tümörlerin tümörleşme 

aşamaları ise yumurtalık dokusunda başlar. Yumurtalık 

dokusu hormon üreten hücreleri içermektedir. 

Hormonal sistemin hızlı yanıt özelliğinden dolayı 

bu tümörlerin teşhis edilmesi çoğunlukla diğer 

yumurtalık tümörlerinden daha çabuk olabilir. Erken 

teşhis kolaylığından ötürü stromal tümörler tüm 

yumurtalık tümörlerinin %2’sini oluşturmaktadır (7, 

8). Üreme hücreli tümörler, yumurtalık hücrelerinde 

başlamaktadır. Oldukça düşük görülme oranına sahip 

olan bu yumurtalık kanseri daha çok genç yaşlardaki 

kadınlarda görülmektedir (9). Bu gruplar dışında ender 

olarak hematolojik malignitelerin metastazlarına 

bağlı tutulumlarda görülebilir. 

Epitel yumurtalık karsinomunun başlıca 

histolojik alt tipleri, seröz, berrak hücreli, müsinöz 

ve endometrioid tümörleri içerir. Bunlar tip 1 

karsinomlar olarak adlandırılır. Yüksek dereceli seröz 

karsinomlar ise tip 2 karsinom olarak adlandırılır 

ve en yaygın olanıdır. Tipik olarak fallop tüpü ve 

yumurtalık sınırlarının ötesine yayıldıktan sonra 

teşhis edilir. Oldukça heterojen bir hastalıktır. 

Yumurtalık kanserinin yaklaşık olarak %68’ini yüksek 

dereceli seröz karsinomlar oluşturmaktadır ve 

geç teşhis edilmesi sebebiyle olumsuz prognoza 

sahiptirler. Vakaların yaklaşık %80’inde TP53 gen 

mutasyonları görülmektedir (10-13). Yüksek dereceli 

seröz karsinomların ise yaklaşık %90’ı BRCA1 ve BRCA2 

genlerinde görülen mutasyonlarla ilişkilendirilmiştir 

(14). Yumurtalık kanserinin alt tiplerinin istatistiksel 

dağılımı Şekil 2’de gösterilmiştir.

Şekil	2. Yumurtalık kanserinin alt tiplerinin istatistiksel dağılımı (9)
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Yumurtalık	 Kanseri	 Tedavi	 Yöntemlerine	 Genel	
Bakış

Yumurtalık kanseri tipik olarak nüks oranı yüksek 

bir malignitedir. Farklı kanser türleri için tedavi 

seçenekleri tümörün patolojik aşamasına bağlıdır. 

Güncel tedavi yöntemleri; cerrahi müdahale, 

kemoterapi ve radyasyon terapisini birleştirmektedir. 

Kemoterapi tedavi sürecinin en önemli kısmını içerse 

de yenilikçi tedavilere ihtiyaç vardır. Bunlardan 

bazıları; kök hücre tedavisi, hormon tedavisi ve 

biyolojik yöntemlerdir. Biyolojik yöntemler kendi 

aralarında immünoterapi, antikor tedavileri, aşılar, 

inhibitörler ve gen terapisi olarak gruplandırılabilir. 

Her tedavi yönteminin kendine özgü avantaj ve 

dezavantajları vardır. Ayrıca tedavi yöntemleri de 

kişiden kişiye değişmektedir. Bu durum kanserin 

kişisel bir hastalık olduğunu göstermektedir. Dolayısı 

ile kanserin tek ve kesin bir tedavisinden bahsetmek 

mümkün değildir. Uygun olan tedavi yöntemleri tek 

başına veya birlikte uygulanabilir (15).

Prostat, yumurtalık ve meme kanserleri heterojen 

yapıya sahiptir ve hasta da zaman içerisinde gelişen 

terapötik direnç sorunları ile karşı karşıyadır. 

Yumurtalık kanseri tedavisinde geleneksel ve yenilikçi 

tedavi yaklaşımları mevcut olsa da hastalarda 

zamanla ilaca bağlı direnç veya ilaç toksisitesi 

hastalığın seyrini hâlâ etkilemektedir. Kullanılan bu 

ilaçlar kanser hücrelerinin yanı sıra sağlıklı hücreler 

üzerinde de toksik etki göstermektedir. Bu durum ise 

etkilenen sağlıklı hücrelerin bulunduğu organların 

zarar görmesine sebebiyet vermektedir.

Yumurtalık kanserinde ilaç direnci mekanizmasını 

anlamak için araştırmalar devam etmektedir. Artan 

DNA onarımını, yüzey P170-glikoproteininin ifade 

seviyesinin aşırı artışı, artan hücresel glutatyon 

seviyelerini (GSH) de içeren birçok mekanizma 

bulunmaktadır (16, 17). Kanser hücreleri, tedavide 

etkili olan ilaç dozlarını elimine edebilecek taşıma 

proteinleri üretebilirler. Klasik ilaç direnci, ATP’ye 

bağımlı glikoprotein Pgp’yi kodlayan yüksek düzeyde 

MDR-1 geninden kaynaklanmaktadır (17, 18). 

Pgp, ilacı hücrelerin dışına taşıyarak hücrelerdeki 

sitotoksik ilaçların seviyelerinin azalmasına neden 

olur. Kemoterapi genellikle kanser hücrelerinde 

Pgp’nin ifade seviyesini düzenler ve bu durum ilaç 

direnci ile sonuçlanır. Pgp ifadesi olmayan hücrelerin 

direnç mekanizmasına karşı farklı yöntemleri vardır. 

İlaç direnci ile ilişkili protein (MRP)’nin seviyesinin 

hücre içinde artması, ilacı hücreden dışarı atan bir 

proteinin varlığı ile belirlenmiştir. MRP1, ABCC1’den 

kodlanırken; MRP2 de ABCC2’den kodlanır. Özellikle 

yumurtalık kanserinde yaygın olarak kullanılan 

sisplatin ile birçok kanser ilacına karşı direnç 

oluştururlar (17, 19). Yumurtalık kanseri tedavisinde 

sıklıkla kullanılan kemoterapötik ajanlar ve onların 

direnç mekanizmasında rol alan proteinler Şekil 

3’teki gibi ifade edilmektedir (17).

Maya ve memeli sisteminde bakır taşıyıcı 

CTR1, platin bileşiklerinin alımına aracılık eden 

taşıyıcılardan biridir (20). Sisplatin, CTR1’in hızlı 

bozulmasıyla hücresel akışını azaltır ve bu da ilaç 

direncine neden olur. Hücreler tarafından CTR1 

ifade seviyesinin artması, platin konsantrasyonunun 

artmasına ve sisplatine direncin azalmasına neden 

olur (21, 22). Bakır taşıyıcı ekspresyonu için bir 

modülatör olan bortezomib ile platin ilaçların 

kombinasyonu, platine dirençli katı tümörler için 

güncel bir seçenektir (23). Yumurtalık kanseri 

hücrelerinde sisplatine direnç gösteren hücrelerde 

birçok epigenetik değişiklik saptanmıştır ve bu durum 

direnç mekanizmasının anlaşılması için yeni yollar 

göstermiştir. Kanser hücresi popülasyonu içindeki 

bazı hücrelerin, potansiyel ölümcül maruziyetle 

popülasyonun ortadan kaldırılmasını önlemek için 

tersine çevrilebilir ilaç toleransı durumuna ulaştığı 

gözlenmiştir (24). Kromatin durumunu değiştirmek ve 

IGF-1’i devreye almak, insülin benzeri büyüme faktörü 

ilaç direncini artıracaktır. IGF-1 reseptör inhibitörleri 

ile tedavi sürecinin etkinliğin artması ile oluşan bu 

süreç önemli bir terapötik strateji olabilecektir. 

Ayrıca folat bağlayıcı gibi sitotoksik genleri inaktive 

ederek kanser hücrelerinde, DNA hipermetilasyonu 

çoklu ilaca dirençli fenotiplerin oluşturulmasında 

kritik rol oynar (25). ABCG2 tarafından kodlanan bir 

YUMARTALIK	KANSERİ
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başka iyi bilinen taşıyıcı, meme kanserine dirençli 

proteinin yumurtalık ve göğüs kanserlerinde aşırı ifade 

edildiği bulunmuştur. Normal epitel hücrelerinin ilaca 

dirençli kanserli hücrelere dönüşme mekanizması 

epitelyal mezenkimal geçişi aktive etmektir (26). 

Yumurtalık kanseri hastalarında zaman içerisinde 

oluşan ilaç direnci gibi birçok önemli etkeni etkin 

tedavi yöntemleri ile en aza indirip başarı oranı 

yüksek tedavi seçenekleri oluşturmak için hedefli 

çalışmalar her geçen gün artmaktadır.

Yumurtalık	 Kanserinde	 Hedefe	 Yönelik	 Terapi	
Stratejileri

Geliştirilen tüm tedavi stratejilerine rağmen, 

yumurtalık kanseri hala yüksek bir ölüm oranına 

sahiptir. Son yıllarda yumurtalık kanserinde hedefe 

yönelik terapi stratejileri kapsamında gerçekleştirilen 

birçok çalışmada, odaklanılan yolaklar ve bu 

yolaklara özgü tedavi seçenekleri yer almaktadır. 

Ovaryum kanser hücrelerinde, kontrolsüz hücre 

proliferasyonu, hücre farklılaşmanın bloke edilmesi, 

apoptoz yolağı, değişmiş doku yapısı gibi kanser 

hücrelerinin karakteristik özelliklerine sebep olmak 

üzere yolakların aktivitesi artmış veya inaktive 

olabilmiştir. Ovaryum kanserinde tedavisinde 

veya kematepotiklere karşı zamanla oluşan direnç 

nedeniyle yolaklarda oluşan farklılaşmaların 

moleküler karakterizasyonun belirlenmesi ile daha 

etkin tedavi yaklaşımlarının hastalara sunulması 

mümkün olabilmektedir. Bu çalışmamız ile ovaryum 

kanseri üzerine gerçekleştirilen çalışmalar sonucunda 

belirlenen bazı yolakların hastalık üzerindeki etkinliği 

hakkında bilgi verilmesi sağlanmıştır.

Şekil	3. Yumurtalık kanserinde direnç mekanizması (17)
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Apoptoz yolağı

Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik yol olmak üzere 

iki yolla gerçekleşir. Apoptozu tetikleyen hücre içi 

sinyaller; DNA hasarı, hücre içi Ca++ düzeyi artışı, pH 

azalışı, metabolik ve/veya hücre siklus bozuklukları 

ve hipoksidir. Hücre dışı sinyaller ise; büyüme ve 

üreme faktörlerinin yetersizliği, ölüm reseptörlerinin 

aktivasyonu (FAS – FAS ligand aracılığı ile apoptoz, 

TNF aracılığı ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve 

dış etkenler (toksinler, UV, kemoterapötik ilaçlar, 

radyasyon)’dir. Her iki sinyal yolunda da kaspazlar 

görev almaktadır. Hücre içi sinyaller instrinsik 

apoptoz yolunu devreye sokarken, hücre dışı sinyaller 

ekstrinsik yol ile apoptozu indüklerler (27-29).

Yumurtalık kanserinde, kanserli hücreleri 

öldürmek yerine onların gelişmesine olanak sağlayan 

bazı genler vardır. Bcl-2 ailesi proteinleri ve 

tirozin-protein kinazlar, sırasıyla iç ve dış apoptoz 

yolaklarında aktif iken, apoptoz inhibitörü proteinleri 

(IAP) hem iç hem dış apoptoz yolağinda aktiftir. Bcl-

2 anti-apoptotik proteini yumurtalık kanserinde 

oldukça yüksek konsantrasyonlar da ifade edilir (30-

32). Ayrıca Bcl-X ve Mcl-1 ile birlikte kemoterapiye 

direnci modüle eder ve sağ kalımı azaltır (32, 33). Buna 

karşın, Bid, Bad, Bax ve Bak apoptozu indükleyerek 

ovaryum kanseri tedavisine yanıt verir ve sağ kalımı 

artırır. Ovaryum kanseri tedavisi için yapılan klinik 

çalışmalar, Bcl-2 inhibitörleri ile sisplatine yanıtı 

iyileştirmiş olduğunu belirlemiş ve elde edilen bu 

sonuç aynı zamanda yumurtalık kanseri çalışmalarının 

pre-klinik modellerinde de görülmüştür (17, 34, 35).

Bir başka anti-apoptotik gen ailesi, IAP 

proteinleridir. Survivin, yumurtalık ve diğer kanser 

hücrelerinde bulunan apoptotik proteinler için iyi 

karakterize edilmiş bir inhibitördür. Survivin hücre 

bölünmesinde önemli bir rol oynar ve böylece 

apoptozu kontrol eder. İfade seviyesi artan c-Met, 

hücre çoğalmasını, infiltrasyonunu, anjiyogenezi 

ve dayanıklılığını etkiler (17, 36, 37). c-MET’in 

anti-apoptotik aktivitesi, tedavinin kemodirenç 

seviyesine bağlıdır (38). Radyoterapi, c-Met ifadesini 

indükler ve hayatta kalma sürecini artıran sinyal 

dizisini tetikleyerek ve tedavinin yanıtını artırır. 

Gerçekleştirilen bir çalışma kapsamında, yumurtalık 

kanseri hücreleri c-Met inhibitörleriyle tedavi 

edildiğinde, hücre proliferasyonunun önemli ölçüde 

azaldığı ve kanser hücrelerinin apoptozunun arttığı 

belirlenmiştir (39). Böylece, spesifik proteinler, 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) aracılığı 

ile tümör genişlemesi ve metastazını engeller (39).

WNT Sinyal Yolağı

Wnt yolağı genel olarak canlının yaşam 

döngüsü boyunca geçirdiği embriyonik ve erişkinlik 

aşamalarının tamamında; dokularda hücre 

proliferasyonu, farklılaşması ve hareket yeteneğinde 

çok önemli rollere sahiptir (40, 41). Wnt sinyal 

yolağı üç bilinen mekanizma tarafından yürütülür. 

Bunlar; kanonikal yol olarak da adlandırılan Wnt 

β-katenin yolağı, Wnt/Ca yolağı ve Wnt düzlemsel 

hücre kutuplaşması yolağıdır. Yapılan çalışmaların 

sıklığı nedeniyle mekanizması en çok bilinen Wnt 

β-katenin yolağıdır (42). Wnt sinyal yolağı kök hücre 

biyolojisinde, organ veya doku rejenerasyonunda ve 

metabolik dengenin sağlanmasında oldukça önemlidir. 

Bu yolağın beklenmedik şekilde aktivasyonunun 

artması birçok tümör alt tipinin gelişimine yol 

açmıştır. Bu durum kanser kök hücrelerinin davranışını 

etkilemektedir. Kanser kök hücrelerinin ilaca direnç 

gösterebilme özelliğinden dolayı hastalıkların nüks 

ettiği öngörülmektedir. Bu sebeple Wnt sinyal yolağını 

etkileyen yeni terapötik ilaçların keşfi, kanser kök 

hücrelerin inaktifleştirilmesine ve dolaylı olarak da 

kanserin ortadan kaldırılmasına yönelik ümit verici 

ilerlemeler olarak kaydedilmektedir. Yumurtalık 

kanseri tedavisinde gelişen ilaç direncinde büyük 

rol oynadığı için bu yolak, terapötik etkinliğin 

belirlenmesinde aday bir hedef oluşturmaktadır. 

R-spondinler (RSPO) Wnt sinyalini başlatamasa da 

lösin açısından zengin tekrar içeren G-protein bağlı 

reseptörlere (LGR) bağlanarak, düşük doz Wnt 

proteinlerine verilen yanıtları artırabilirler (43). 

Fonksiyonel RSPO’lar, yumurtalık kanseri dâhil olmak 

üzere çeşitli malignitelerin hastadan türetilen tümör 

ksenogreft modellerinde kanser hücrelerinin tümör 
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oluşumunu azalttığı gösterilen çoklu insan tümör 

tiplerinde ve anti-RSPO monoklonal antikorlarında 

bulunmuştur (44). Kirpi (PORCN) inhibitörleri, farklı 

hedef oluşturarak Wnt yolağının sinyal mekanizmasını 

inhibe etmektedir. Bu mekanizma da ligandların 

taşınması, salgılanması ve aktivitesi için gerekli 

olan Wnt proteinlerinin modifikasyonlarından 

Asetiltransferaz PORCN sorumludur (45). WNT974, 

Wnt sinyal engellemesinin bir sonucu olarak asit 

kaynaklı yumurtalık kanseri hücreleri üzerinde 

sitostatik etkiler uyguladığı gösterilen seçici bir 

PORCN inhibitörüdür. Konvansiyonel kemoterapötik 

ilaç karboplatin ile kombine edildiğinde, WNT 974 

uygulaması, tek ilaç tedavileri ile karşılaştırıldığında 

asit örneklerinde artmış sitotoksik etkilere ve hücre 

döngüsü durmasına neden olmuştur (46).

Son yıllarda, yumurtalık kanseri dahil olmak 

üzere birçok kanser türünde klinik deneylerle 

Wnt inhibitörlerinin mekanizması üzerine yapılan 

çalışmalar artmıştır. Bu çalışmalarda, Wnt 

sinyallemesini antagonize eden Ipafricept olarak 

adlandırılan rekombinant bir füzyon proteininin 

varlığından söz edilmiştir. Yapılan birçok çalışmada, 

Ipafricept’in kanser kök hücrelerini baskılayıp, 

farklılaşmayı artırdığı gözlemlenmiştir. Yumurtalık 

kanserinde taksanlarla ilişkilendirilmiştir. Yine yakın 

dönemde yapılan çalışmalarda, platin tedavisine 

duyarlı olan yumurtalık kanseri hastalarında 

paklitaksel ve karboplatinle birlikte faz 1B denemesi 

yapılmıştır (47). Bu çalışmayı engelleyen en önemli 

unsur Ipafricept’in etkin olabildiği dozlarda hasta da 

kemik toksisitesi göstermesidir. Genel olarak hastalar 

tarafında iyi derecede tolere edilebilmesine rağmen 

bu durum göz ardı edilemez. PORCN ve diğer Wnt 

yolağı inhibitörleri ile ilgili klinik araştırmalar devam 

etmektedir (48).

Hedgehog Sinyal Yolağı

Omurgalılarda olgun Hh proteinleri, hücre 

membranına bağlı reseptörler olan Patched 1 ve 

Patched 2’nin ligandlarıdır ve bu reseptörlere 

bağlandıklarında Hh sinyal yolağı aktifleşmektedir. 

İnsan epididim proteininin (HE4) ekspresyonunun, 

yumurtalık kanseri hücrelerinde Rab 23 ekspresyonu 

ile ilişkili olduğunu bilinmektedir (49). Rab 23, Sonic 

Hedgehog (Shh) sinyal yolunda önemli bir rol oynayan 

Ras ile ilgili küçük GTPase süper ailesinin bir üyesidir. 

2001 yılında Eggenschwiler ve ark. (50), Rab23’ün 

Sonic Hedgehog sinyal yolunun önemli bir negatif 

düzenleyicisi olduğunu belirlemiştir ve Rab23’ün 

tümör baskılayıcı bir role sahip olduğunu tespit 

etmiştir. Rab 23, esas olarak Hedgehog sinyal yolu ve 

kanserle ilişkili sinyal yollarında zenginleştirilmiştir. 

NOTCH Sinyal Yolağı

Notch yolağının kanserdeki rolü ile ilgili çalışmalar 

1980’lerin sonlarına dayanmaktadır. Bu yolak ilk 

olarak akut T hücre lenfoblastik lösemisinde (T-ALL) 

tanımlanmıştır (51). Notch reseptörü ile ona uygun 

olan ligandın bağlanması Notch sinyalini aktive 

eder ve bu da kanser hücrelerinin çoğalmasına 

yol açmaktadır (52). Notch sinyal yolağının bu 

beklenmedik ifadesinin, yumurtalık karsinomasının 

ilerlemesi ile de ilişkili olduğu öne sürülmektedir. 

Yumurtalık kanseri dokusunda, Notch1 proteini 

oldukça yüksek seviyelerdedir (52). Notch yolağının 

etkinliği; farklılaşma, çoğalma ve apoptoz gibi hücre 

için oldukça önemli olayların sinyal kaskadını başlatır 

(53). Bu yolak tümör immünitesi, kemoterapötik ilaç 

dirençliliği, anjiyogenez (54), kanser kök hücre (55), 

gibi durumlarda da etkin role sahiptir (56)..

Yumurtalık	 Kanseri	 Tedavisinde	 Yenilikçi	
Yaklaşımlar

Kanser insidansı, metastaz, ilaç direnci ve nüks, 

özellikle yumurtalık kanseri başta olmak üzere 

onkolojik hastalıkların kritik konularıdır. Direnç 

mekanizmasının üstesinden gelmek için mekanizmayı 

anlamak ve yeni stratejiler geliştirmeye ihtiyaç vardır. 

Nanog proteininin kanser kök hücreleri gibi çalıştığı 

bulunmuştur (57). Yumurtalık kanseri hücrelerinin 

zamanla geliştirdiği çoklu ilaç direnci tedavideki en 

önemli engellerden biri olmaktadır. Bu nedenle Nanog, 

somatik hücrelerin yeniden programlanmasında 

önemli bir araçtır ve aşırı ekspresyonu, yumurtalık 

kanseri hücrelerinde istila, ilerleme, hastalığın 

nüksetmesi ve kemoterapi direnci gibi süreçleri 
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tetikler. Tüm yumurtalık kanseri alt tiplerinde 

Nanog’un ifadesinin arttığı bilinmekle beraber en çok 

yüksek dereceli seröz karsinomlarda görülmektedir. 

Bu bilgiler ışığında, Nanog’un teşhiste biyobelirteç 

olarak kullanılabileceği öngörülmektedir. Ayrıca, 

Nanog’un doğrudan hedeflenmesinin yumurtalık 

kanserinde tümör nüksü ve çoklu ilaç direncinin 

temel nedeni olan kanser kök hücrelerin kendini 

yenileme sürecini ortadan kaldıracaktır. Bu nedenle, 

kemorezistans için yumurtalık kanseri kök hücrelerde 

Nanog mekanizmalarının daha iyi anlaşılması, yeni 

terapötik hedeflerin belirlenmesi ve kansere karşı 

daha etkin yaklaşımların ortaya çıkmasına yol açabilir 

(57).

Yukarıda bahsedilen tedavi yöntemlerine ek 

olarak farklı birkaç tedavi yöntemi mevcuttur. 

Bu yöntemler her bireye uygun olmadıklarından 

dolayı yaygın kullanımda değildir. Bu güncel tedavi 

yöntemlerinden ilki fotodinamik tedavidir. LED veya 

lazer ışık kullanılarak yapılan bu uygulamada ışığa 

hassas ajanların uyarılması amaçlanmıştır. Bir diğer 

yöntem ise kanserli hücrelerin 50 oC-100 oC gibi yüksek 

derecelerde ısıtılarak protein ve lipid tabakasının 

yapısını bozularak öldürülmeye çalışılmasıdır. Bu 

yöntem radyofrekans ablasyon tedavisi olarak 

literatüre geçmiştir.

Sonuç olarak kanser çözümlenmesi ve tedavi 

süreci oldukça zor bir hastalıktır. Kanser tedavisini 

bu denli zor kılan ise karmaşık bir yapıya sahip bir 

hastalık olmasıdır. Dünya da birçok bilim insanı 

kansere karşı mücadele adına çeşitli tedavi yolları 

geliştirmektedir. Yumurtalık kanseri hedefli tedavi 

yaklaşımlarını ve moleküler karakterizasyonunu 

belirlemeye yönelik çalışmaların artması ile, yakın 

gelecekte yan etkisi olmayan ve yumurtalık kanseri 

tedavisi sürecinde hastanın yaşam kalitesini artıran 

stratejilerin geliştirilmesi mümkün hale getirecektir.

YUMARTALIK	KANSERİ



Turk Hij Den Biyol Derg 161

Cilt 79  Sayı 1 2022B.	ÇOLAK,	D.	CANSARAN	DUMAN	ve	E.	YILMAZ

9. Reavis HD, Drapkin R. The tubal epigenome an 
emerging target for ovarian cancer. Pharmacol 
Therap, 2020; 210: 107524.

10. Koshiyama M, Konishi I, Mandai M, 
Komatsu T, Yamamoto S, Nanbu K, et al. 
Immunohistochemical analysis of p53 protein 
and 72 kDa heat shock protein (HSP72) 
expression in ovarian carcinomas. Correlation 
with clinicopathology and sex steroid receptor 
status. Virchows Arch, 1995; 425 (6): 603-9.

11. Santin AD, Zhan F, Bellone S, Palmieri M, Cane 
S, Bignotti E, et al. Gene expression profiles in 
primary ovarian serous papillary tumors and 
normal ovarian epithelium: identification of 
candidate molecular markers for ovarian cancer 
diagnosis and therapy. Int J Cancer, 2004; 112 
(1): 14-25.

12. Salani R, Kurman RJ, Giuntoli R, Gardner 
G, Bristow R, Wang TL, et al. Assessment of 
TP53 mutation using purified tissue samples 
of ovarian serous carcinomas reveals a higher 
mutation rate than previously reported and 
does not correlate with drug resistance. Int J 
Gynecol Cancer, 2008; 18 (3): 487-91.

13. Cho KR, Shih IM. Ovarian cancer. Annu Rev 
Pathol, 2009; 4: 287-313.

14. Koshiyama M, Matsumura N, Konishi I. Subtypes 
of ovarian cancer and ovarian cancer screening. 
Diagnostics, 2017; 7 (1): 12.

15. Baykara O. Current modalities in treatment of 
cancer. Balıkesir Health Sci J, 2016; 5: 154-65.

16. Johnson SW, Laub PB, Beesley JS, Ozols 
RF, Hamilton TC. Increased platinum-DNA 
damage tolerance is associated with cisplatin 
resistance and cross-resistance to various 
chemotherapeutic agents in unrelated human 
ovarian cancer cell lines. Cancer Res, 1997; 57 
(5): 850-6.

17. Chandra A, Pius C, Nabeel M, Nair M, Vishwanatha 
JK, Ahmad S, et al. Ovarian cancer: current 
status and strategies for improving therapeutic 
outcomes. Cancer Med, 2019; 8 (16): 7018-31.

18. Januchowski R, Sterzyńska K, Zaorska K, 
Sosińska P, Klejewski A, Brazert M, et al. Analysis 
of MDR genes expression and cross-resistance in 
eight drug resistant ovarian cancer cell lines. J 
Ovarian Res, 2016; 9 (1): 65.

19. Leonard GD, Fojo T, Bates SE. The role of ABC 
transporters in clinical practice. Oncologist, 
2003; 8 (5): 411-24.

20. Ishida S, Lee J, Thiele DJ, Herskowitz I. Uptake 
of the anticancer drug cisplatin mediated by the 
copper transporter Ctr1 in yeast and mammals. 
Proc Natl Acad Sci USA, 2002; 99 (22): 14298-
302.

21. Holzer AK, Manorek GH, Howell SB. Contribution 
of the major copper influx transporter CTR1 
to the cellular accumulation of cisplatin, 
carboplatin, and oxaliplatin. Mol Pharmacol, 
2006; 70 (4): 1390-4.

22. Howell SB, Safaei R, Larson CA, Sailor MJ. Copper 
transporters and the cellular pharmacology 
of the platinum-containing cancer drugs. Mol 
Pharmacol, 2010; 77 (6): 887-94.

23. Kilari D, Guancial E, Kim ES. Role of copper 
transporters in platinum resistance. World J 
Clin Oncol, 2016; 7 (1): 106-13.

24. Sharma SV, Lee DY, Li B, Quinlan MP, Takahashi 
F, Maheswaran S, et al. A chromatin-mediated 
reversible drug-tolerant state in cancer cell 
subpopulations. Cell, 2010; 141 (1): 69-80.

25. Chang X, Monitto CL, Demokan S, Kim MS, 
Chang SS, Zhong X, et al. Identification of 
hypermethylated genes associated with 
cisplatin resistance in human cancers. Cancer 
Res, 2010; 70 (7): 2870-9.

26. Thiery JP. Epithelial-mesenchymal transitions 
in tumour progression. Nat Rev Cancer, 2002; 2 
(6): 442-54.

27. Danial NN, Korsmeyer SJ. Cell death: critical 
control points. Cell, 2004; 116(2): 205-19.

28. Kroemer G, Galluzzi L, Brenner C. Mitochondrial 
membrane permeabilization in cell death. 
Physiol Rev, 2007; 87(1): 99-163.

29. Smaili SS. Mitochondria, calcium and pro-
apoptotic proteins as mediators in cell death 
signaling. Braz J Med Biol Res, 2003; 36(2): 183-
90.

30. Thiery JP. Epithelial-mesenchymal transitions in 
tumour progression. Nat Rev Cancer, 2002; 2(6): 
442-54.

31. Loriot Y. Radiosensitization by a novel Bcl-2 
and Bcl-XL inhibitor S44563 in small-cell lung 
cancer. Cell Death Dise, 2014; 5(9): e1423.

32. Eliopoulos AG. The control of apoptosis and drug 
resistance in ovarian cancer: influence of p53 
and Bcl-2. Oncogene, 1995; 11(7): 1217-28.

33. Adams JM, Cory S. The Bcl-2 apoptotic switch 
in cancer development and therapy. Oncogene, 
2007; 26(9): 1324-37.



Turk Hij Den Biyol Derg 162

Cilt 79  Sayı 1  2022

34. Wang H. Small-molecule inhibitor of Bcl-2 (TW-
37) suppresses growth and enhances cisplatin-
induced apoptosis in ovarian cancer cells. J 
Ovarian Res, 2015; 8.

35. Zeitlin BD, Zeitlin IJ, Nör JE. Expanding circle 
of inhibition: small-molecule inhibitors of Bcl-2 
as anticancer cell and antiangiogenic agents. J 
Clin Oncol, 2008; 26(25): 4180-88.

36. Lengyel E. C-Met overexpression in node-
positive breast cancer identifies patients with 
poor clinical outcome independent of Her2/
neu. Int J Cancer, 2005; 113(4): 678-82.

37. Di Renzo, MF. Overexpression of the Met/HGF 
receptor in ovarian cancer. Int J Cancer, 1994; 
58(5): 658-62.

38. Gherardi E. Targeting MET in cancer: rationale 
and progress. Nat Rev Cancer, 2012; 12(2): 89-
103.

39. De Bacco F. Induction of MET by ionizing 
radiation and its role in radioresistance and 
invasive growth of cancer. J Natl Cancer Inst, 
2011; 103(8): 645-61.

40. Lustig B, Behrens J. The Wnt signaling pathway 
and its role in tumor development. J Cancer Res 
Clin Oncol, 2003; 129 (4): 199-221.

41. Jager M, Dayraud C, Mialot A, Quéinnec E, 
Guyader H, Manuel M. Evidence for involvement 
of Wnt signalling in body polarities, cell 
proliferation, and the neuro-sensory system in 
an adult ctenophore. PloS One, 2013; 8 (12): 
e84363.

42. Lien WH, Fuchs E. Wnt some lose some: 
transcriptional governance of stem cells by 
Wnt/β-catenin signaling. Genes Dev, 2014; 28 
(14): 1517-32.

43. de Lau WBM, Snel B, Clevers HC. The R-spondin 
protein family. Genome Biol, 2012; 13 (3): 242.

44. Chartier C, Raval J, Axelrod F, Bond C, Cain 
J, Hoskins CD, et al. Therapeutic targeting of 
tumor-derived r-spondin attenuates β-catenin 
signaling and tumorigenesis in multiple cancer 
types. Cancer Res, 2016; 76 (3): 713-23.

45. Teeuwssen M, Fodde R. Wnt signaling in ovarian 
cancer stemness, EMT and therapy resistance. J 
Clin Med, 2019; 8 (10): 1658.

46. Boone JD, Arend RC, Johnston BE, Cooper SJ, 
Gilchrist SA, Oelschlager DK, et al. Targeting 
the Wnt/β-catenin pathway in primary ovarian 
cancer with the porcupine inhibitor WNT974. 
Lab Invest, 2016 ;96 (2): 249-59.

47. Moore KN, Gunderson CC, Sabbatini P, Mcmeekin 
DS, Smaldone GM, Burger RA, et al. A phase 1b 
dose escalation study of ipafricept (OMP54F28) 
in combination with paclitaxel and carboplatin 
in patients with recurrent platinum-sensitive 
ovarian cancer. Gynecol Oncol, 2019; 154 (2): 
294-301.

48. Harb J, Lin PJ, Hao J. Recent development of 
wnt signaling pathway inhibitors for cancer 
therapeutics. Curr Oncol Rep, 2019; 21 (2): 12.

49. Gao L, Zheng M, Guo Q, Nie X, Li X, Hao Y, et al. 
Downregulation of Rab23 inhibits proliferation, 
invasion, and metastasis of human ovarian 
cancer. Int J Biochem Cell Biol, 2019; 116: 
105617.

50. Eggenschwiler JT, Espinoza E, Anderson KV. 
Rab23 is an essential negative regulator of 
the mouse Sonic hedgehog signalling pathway. 
Nature, 2001; 412 (6843): 194-8.

51. Yağcı E, Güneş HV. Notch Sinyal Yolağı ve 
Karsinogenez. Osmangazi J Med, 2017; 39(1): 
109-16.

52. Zasada MB, Piecuch A, Dittfeld A, Mielańczyk L, 
Michalski M, Wyrobiec G, et al. Notch signalling 
pathway as an oncogenic factor involved in 
cancer development. Contemp Oncol, 2016; 20 
(4): 267-272.

53. Ohishi K, Finney BV, Flowers D, Anasetti C, 
Myerson D, Bernstein ID. Monocytes express high 
amounts of Notch and undergo cytokine specific 
apoptosis following interaction with the Notch 
ligand, Delta-1. Blood, 2000; 95 (9): 2847-54.

54. Dufraine J, Funahashi Y, Kitajewski J. Notch 
signaling regulates tumor angiogenesis by 
diverse mechanisms. Oncogene, 2008; 27 (38): 
5132-7.

55. Harrison H, Simões BM, Rogerson L, Howell SJ, 
Landberg G, Clarke RB. Oestrogen increases the 
activity of oestrogen receptor negative breast 
cancer stem cells through paracrine EGFR and 
Notch signalling. Breast Canc Res, 2013; 15 (2): 
R21.

56. Iqbal W, Alkarim S, Alhejin A, Mukhtar H, Saini 
KS. Targeting signal transduction pathways of 
cancer stem cells for therapeutic opportunities 
of metastasis. Oncotarget, 2016; 7 (46): 76337-
353.

57. Mahalaxmi I, Devi SM, Kaavya J, Arul N, 
Balachandar V, Santhy KS. New insight into 
NANOG: A novel therapeutic target for ovarian 
cancer (OC). Europ J Pharmacol, 2019; 852: 51-
7.

YUMARTALIK	KANSERİ



163

Derleme/Review

Sağlık	alanındaki	biyoteknolojik	ürünlerin	üretimi	için	
mantarların	kullanımı	

The	use	of	fungi	for	the	production	of	biotechnological	products	in	the	
field	of	health

Şule	Aybüke	YAVUZ1	(ID),		Ülküye	Dudu	GÜL2	(ID)

ABSTRACT

Biotechnology is an interdisciplinary science 

that aims to produce products of high economic 

value using biological materials. Fungi are used as 

a source in many industrial processes such as the 

production of enzymes, vitamins, polysaccharides, 

polyhydric alcohols, pigments, lipids and glycolipids. 

These products are potentially valuable in terms of 

biotechnological studies as well as the economic 

value provided by their commercial production. The 

first biotechnological products include alcoholic 

beverages such as wine and beer also, basic nutrients 

such as bread and cheese produced by the use of 

yeast and fungi. Especially with the discovery of the 

first antibiotic, the possibilities of using fungi for the 

production of drugs and similar substances in health 

biotechnology have been started to be investigated. 

Fungal secondary metabolites are extremely important 

for our health and nutrition and also have a significant 

economic impact. In recent years, modified organisms 

have been used in biotechnological production as a 

result of the use of techniques developed by molecular 

biology and genetic studies. Today, there has been 

a significant increase in production and marketing 

activities for microbial enzymes and pharmaceutical 

ÖZET

Biyoteknoloji, ekonomik değeri yüksek ürünlerin 

biyolojik materyaller kullanılarak üretilmesini 

amaçlayan disiplinler arası bir bilim dalıdır. Mantarlar; 

enzimlerin, vitaminlerin, polisakaritlerin, polihidrik 

alkollerin, pigmentlerin, lipidlerin ve glikolipidlerin 

üretimi gibi birçok endüstriyel işlemde kaynak olarak 

kullanılmaktadır. Bu ürünler ticari üretimleriyle 

sağlanan ekonomik değerlerinin yanı sıra biyoteknolojik 

çalışmalar açısından da potansiyel olarak değerlidir. İlk 

biyoteknolojik ürünler arasında maya ve mantarların 

kullanımı ile üretilen şarap ve bira gibi alkollü içecekler 

ile ekmek ve peynir gibi temel besin maddeleri 

bulunmaktadır. Özellikle ilk antibiyotiğin keşfi ile 

mantarların sağlık biyoteknolojisinde ilaç ve benzeri 

maddelerin üretimi için kullanım olanakları araştırılmaya 

başlanmıştır. Mantar sekonder metabolitleri sağlığımız 

ve beslenmemiz için son derece önem arz etmesinin 

yanı sıra bu ürünler önemli bir ekonomik etkiye sahiptir. 

Son yıllarda biyoteknolojik üretimlerde moleküler 

biyoloji ve genetik çalışmalarla geliştirilen tekniklerin 

kullanımı sonucu oluşturulan modifiye organizmalar 

kullanılmaya başlanmıştır. Günümüzde mayaları ve 

konakçı olarak diğer mantarları içeren rekombinant 

DNA teknolojisi ile üretilen mikrobiyal enzimlere ve 
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GİRİŞ

Mantarlar, ürünlerinin çeşitliliği açısından 

biyoteknolojik önem arz etmektedir. Son yıllarda 

özellikle sağlıkta kullanılan mantar ürünlerine ilgi 

artmaktadır. Mantar ürünleri hem düşük maliyetli elde 

edilmeleri hem de biyolojik uyumlu olmaları nedeniyle 

oldukça avantajlıdır. Literatürde mantarlardan 

antiviral, antiprotozoal, antifungal ve antibakteriyal 

özellikli ürünlerin üretildiği görülmektedir (1). 

Özellikle sağlık alanında kullanılan mantar ürünleri 

ekonomik değerlerinin yüksek olmalarından dolayı 

dünyada büyük bir pazar payına sahiptir. Bu çalışmanın 

amacı  sağlık biyoteknolojisinde mantarların yerini ve 

kullanım alanlarını değerlendirmektir.

Hücre	Fabrikaları	Olarak	Mantarlar

Çok eski zamanlardan beri hem küf mantarları 

hem de maya mantarları, bira, şarap, ekmek ve 

peynir gibi ürünler üretmek için kullanılmıştır. 

Endüstriyel mikrobiyolojinin altın çağı olan 20. 

yüzyılda, fermantasyon işlemlerinden sayısız 

ürün elde edilmiş olup, bu ürünler çözücüler, 

antibiyotikler, enzimler, vitaminler, amino asitler, 

polimerler ve diğer birçok faydalı bileşiklerdir (2). 

Moleküler biyoloji tekniklerinin geliştirilmesi, maya 

ve küflerin, homolog ve heterolog (özellikle memeli) 

proteinlerin yanı sıra antibiyotikler, pigmentler ve 

yağ asitleri gibi diğer metabolitlerin üretimi için 

mikrobiyal hücre fabrikaları olarak kullanılması için 

yeni yollar sağlamıştır. Konakçı suşlar ABD Gıda ve İlaç 

farmasötik ürünlere yönelik üretim ve pazarlama 

faaliyetlerinde belirgin bir artış meydana gelmiştir. 

Bugün, mantar biyolojisi küresel endüstride önemli bir 

yere sahiptir. Yeni keşfedilmiş türler üzerine genomik ve 

proteomik çalışmalar devam etmektedir. Bu çalışmanın 

amacı  sağlık biyoteknolojisinde mantarların yerini ve 

kullanım alanlarını değerlendirmektir. Bu çalışmadan 

elde edilen sonuçlar doğrultusunda maya ve mantarların 

sağlık biyoteknolojisinde özellikle farmasötik ürünlerin 

üretiminde yaygın olarak kullanıldığı saptanmıştır. 

Mantar ve mayalar antitümör ve antimikrobiyal ilaç 

etken maddeleri, aşılar ve hormonlar gibi çeşitli 

farmasötik ürünlerin üretiminde kullanılmaktadır.  Ayrıca 

rekombinant DNA teknolojileri kullanılarak geliştirilen 

yeni mantar ve maya türlerinin hem daha verimli hem 

de etkin bir şekilde kullanılabildiği belirlenmiştir. 

Bunlara ilaveten yeni izole edilen ve özellikleri tam 

olarak belirlenmemiş birçok maya ve mantar türlerinin 

varlığının bilinmesi, sağlık biyoteknolojisinde yeni 

ürünlerin üretimi açısından umut vadetmektedir.

Anahtar	 Kelimeler: Biyoteknoloji, mantarlar, 

sağlık

products produced by recombinant DNA technology, 

including yeasts and other fungi as hosts. Today, 

fungal biology is an important participant in the global 

industry. Genomic and proteomic studies on newly 

discovered species are ongoing. The aim of this study is 

to examine the information in the literature about the 

use of fungi in health biotechnology. According to the 

results of this study, yeasts and fungi are widely used 

in health biotechnology, especially in the production 

of pharmaceutical products. Fungi and yeasts are used 

in the production of various pharmaceutical products 

such as antitumor and antimicrobial drug active 

substances, vaccines and hormones. In addition, it 

has been determined that new fungi and yeast species 

developed using recombinant DNA technologies can 

be used both more efficiently and effectively. In 

addition, the existence of newly isolated yeast and 

fungi species with many features not fully identified is 

promising for the production of new products in health 

biotechnology.

Key	Words: Biotechnology, fungi, health
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İdaresi (FDA) tarafından bilinen GRAS GRAS (Generally 

Recognized As Safe - Genel olarak Güvenli Kabul Edilir) 

statüsünde olanlardan seçilmektedir. Bu statüye 

sahip olan birkaç mantar türü şu anda rekombinant 

protein ve metabolitlerin büyük ölçekli üretimi için 

kullanılmaktadır (3). Mantar hücreleri biyoteknolojik 

ürünlerin üretiminde kullanılan fabrikalar gibi 

çalışmaktadır. Biyoteknolojide kullanılan mantar 

türleri ve ürettikleri ürünlere ait bilgiler Tablo 1’de 

verilmiştir.

Tablo	1. Biyoteknolojide fabrika olarak kullanılan mantar türleri

Mantar	Türü Biyoteknolojik	İşlevi Elde	Edilen	Ürünler Kaynakça

Saccharomyces cerevisiae Farmasötik Protein Endüstrisi
İnterferonlar,
Hepatit B aşısı üretimi

(4)
(5,6)

Aspergillus oryzae,
Rhizomucor miehi,
Thermomyces lanuginosus,
Fusarium oxysporum

Gıda Endüstrisi
Proteinaz üretimi
Lipaz üretimi

(7)

Humicola lanuginosa Deterjan Endüstrisi
Lipaz, Proteaz, Oksidaz ve 
Peroksidaz üretimi

(8) (9)

Penicillium notatum Antibiyotikler Penisilin (10)

Tolypocladium nivenum İmmünosüpresif Ajan Siklosporin A (11)

Taxomyces andreanae Antitümör Ajan Taksol (12)

Gibberella zeae
Gibberella fujikuroi

Mikotoksinler
Zearelanone
Gibberellik asit

(13)
(14) 

Sağlık	Biyoteknolojisinde	Mantarların	Kullanımı
Mantarların ürettiği ve sağlık alanında kullanılan 

önemli ürünler arasında biyofarmasötikler, 

bazı enzimler, antibiyotikler, immünsupresif 

ajanlar, antitümör ajanlar ve bazı mikotoksinler 

bulunmaktadır.

-	Farmasötik	Proteinler
Mantarlar tarafından üretilen biyofarmasötikler 

içinde terapötik proteinler bulunmaktadır(15). 

Sağlık alanında tedavi amaçlı kullanılan bu önemli 

proteinlerin üretimi için mayalar kullanılmaktadır 

(16). Mayalar kullanılarak üretilen biyofarmasötik 

proteinler Tablo 2’de sunulmuştur. Bir gıda organizması 

olan S. cerevisiae farmasötik proteinlerin üretimi 

için güvenli bir ev sahibi olarak kabul edilmektedir. 

Bu mayanın hızla büyütülebilmesi ile yüksek hücre 

yoğunluğuna kısa sürede ulaşabilmesi ve ürettiği 

heterolog proteinleri hücre dışına salgılayabilmesi 

gibi kullanım avantajlarının yanı sıra genetiği 

hakkındaki bilgiler diğer tüm ökaryotlardan daha ileri 

düzeydedir (17). Memeli genleri, insan interferonu 

(4), insan epidermal büyüme faktörü (18) ve insan 

hemoglobini (19) dahil olmak üzere S. cerevisiae’de 

klonlanmış ve eksprese edilmiştir. Ticari olarak en 

önemli maya rekombinant işlemi, ilk güvenli hepatit 
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B aşısı üretimi ile sonuçlanan, hepatit B virüsünün 

yüzey antijenlerini kodlayan genlerin ifade edilmesi 

şeklinde olmuştur (5,6).

Farmasötik protein üretimi çalışmalarında Pichia 

pastoris en yaygın kullanılan ifade sistemlerinden 

birisidir (16,19,20). P. pastoris hücreleri kullanılarak 

yapılan birçok hücre içi veya hücre dışı rekombinant 

ürün örneği vardır (16,19,21–23). Bu mükemmel 

ekspresyon sisteminin en önemli dezavantajı 

GRAS dışı statüsünde olmasıdır. Buna rağmen bu 

maya tarafından yapılan bazı ürünler faz III klinik 

çalışmalarında değerlendirilmektedir.

Filamentli mantarlarda rekombinant heterolog 

proteinlerin üretimi için moleküler tekniklerinin 

zahmetli olmasının aksine mayalarda belirgin 

başarılar elde edilmiştir. Mantara ait olmayan 

proteinlerin üretim seviyeleri, mantarın homolog 

proteinlerinin üretiminden daha düşüktür. Bu durum 

transkripsiyon, translasyon, sekresyon ve hücre dışı 

bozulmayı etkileyen faktörlerden kaynaklanmaktadır 

(3,24–26). Gen füzyonu, mantar konaklarında mantar 

dışı proteinler üretme girişiminde ilk tercih olmuş ve 

bu strateji ile memeli interlökinleri, lisozomları ve 

loktoferrinleri üretilmiştir (27–30). 

Farmasötik uygulamaları olan birçok protein 

için stabilite, uygun katlanma ve farmakokinetik 

için N-glikozilasyon gereklidir ancak bir proteinin 

glikozilasyonu, hücrelerin içinde büyüdüğü ortam 

gibi faktörlere bağlı olarak da değişebilir (31). Her 

ne kadar mayadaki O-bağlı glikozilasyon, yüksek 

ökaryotlardakinden oldukça farklı olsa da N-bağlı 

glikozilasyon benzerlik göstermektedir (17). Maya 

rekombinant proteinlerinde olduğu gibi memeli 

polipeptitlerinde de endoplazmik retikulumda 

bir çekirdek oligosakarit ünitesi bulunur (32).  

Üç glikoz tortusu ve bir mannoz çıkarılır ve 

mayalarla yüksek ökaryotlar arasında sapma olan 

golgide çekirdek oligosakaritin işlenmesi devam 

eder. Hiperglikosilasyonun görülmemesine ve düşük 

mannozlu yan zincirlerin oluştuğu görülmesine 

rağmen, kalıplardaki glikozilasyon konusunda çok az 

araştırma yapılmıştır (32–34). 

Daha öncede belirtildiği üzere biyofarmasötiklerin 

üretimi için hayvan ve insan kökenli kaynaklar   

kullanılmaktaydı. Son yıllarda pazara sunulan yeni 

biyofarmasötik ürünlerin çoğunluğu rekombinant 

ekspresyon sistemleri kullanılarak elde edilmektedir. 

Mayalar en sık kullanılan ekspresyon sistemlerini 

temsil etmektedir. Zymogenetics isimli biyoteknoloji 

şirketi 1980’lerin başlarında ticari boyutta 

rekombinant insan insulini üretimi için konak olarak 

S. cerevisiae’yi geliştirmiş ve 1987’de Novolin isimi 

altında bu ürün Novo Nordisk Şirketi tarafından 

pazara sunulmuştur. Günümüzde geliştirilmiş bu 

S. cerevisiae mayasını kullanarak insülin üreten 

bu platform dünyadaki insülin tedarikinin yarısını 

tamamlamaktadır. Son on yıllık süreçte başarılı 

bir şekilde biyobenzer ürün üretimi nedeni ile ilgi 

çeken Pichia pastoris isimli mantar türünün 3 g/L 

kapasiteye sahip rekombinant insan insülini üretimi 

gerçekleştiridiği belirlenmiştir (35,36). Dünyanın 

dördüncü en büyük insülin ürünleri tedarikçisi olan 

Biocon şirketi konak olarak P. pastoris’i kullanmaktadır 

(37). Bu bağlamda rekombinant insülin üretimi maya 

temelli biyofarmasötiklerin ekspresyonu ve üretimine 

iyi bir örnek teşkil etmektedir. 

Son yıllarda, birçok yeni biyofarmasötik adayı olan 

ürünler çeşitli  platformlar tarafından  S. cerevisiae, 

P. pastoris ve Hansenula polymorpha gibi mantar 

türleri kullanılarak üretilmektedir (38–42). Örneğin; 

2012 yılında Okriplazmin FDA tarafından maya temelli 

biyofarmasötik olarak onaylanmış ve ThromboGenics 

firması tarafından Jetrea adı ile satılmıştır (43). P. 

pastoris isimli mantar türünde eksprese edilen ve 

glikozile bir proteaz olan Okriplazmin semptomatik 

vitreomaküler yapışma (vitreomacular adhesion) 

tedavisinde kullanım için onaylanmıştır (44). 

Günümüzde maya temelli birçok biyofarmasötik 

pazarlama ve kullanım için onay almıştır (Tablo 2) (45).

Çok sayıda maya temelli yeni biyofarmasötik 

ürünün geliştirilmesi için klinik çalışmalar ise devam 

etmektedir. Ablynx P. pastoris’te ekprese edilen 

nanobody tabanlı terapötik üretimine odaklanmış en 

az iki klinik program olduğunu bildirmiştir (46). Alder 
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Tablo	2. Pazarlama için onay almış önemli bazı maya temelli biyofarmasötikler (45)

Orjin	organizma Konakçı	organizma Ürün	

İnsan papilomavirüs S. cerevisiae Gardasil (İnsan papilomavirüs alt birim aşısı)

İnsan cDNA S. cerevisiae Glukagon

Hepatit virüs S. cerevisiae Hepatit B alt birim aşısı

Hepatit virüs P. pastoris Hepatit B alt birim aşısı

Hepatit virüs H. polymorpha Hepatit B alt birim aşısı

İnsan cDNA S. cerevisiae Lökin1 (rekombinant insan granülosit makrofaj-koloni uyarma faktörü)

İnsan cDNA S. cerevisiae Regranex (rekombinant insan trombosit türevli büyüme faktörü)

İnsan cDNA P. pastoris Kalbitor (kallikrein inhibitörü)

biyofarmasötik şirketi ise kendi laboratuvarlarında P. 

pastoris gen ekpresyon sistemini kullanarak ALD518 

(BMS-945429) isimli interlökin-6’yı (IL-6) ve ALD403 isimli 

kaslsitonin geni ile ilişkili peptidi hedefleyen iki klinik 

antikor geliştirdiğini raporlamıştır (47). ALD518 (BMS-

945429) olarak üretilen insan antikoru Fc glikolsilasyonu 

içermeyecek şekilde tasarlanmıştır. Bununla birlikte, bu 

ürünün yarı ömrü korunmuştur ve pazara sunulan diğer 

glikosile antikorlarla karşılaştırabilmektedir (48,49). 

P. pastoris mayası kullanılarak başarılı bir şekilde 

gerçekleşen antikor ekspresyonunun bu ikinci örneği, 

aynı maya türü ile daha karmaşık biyofarmasötiklerin 

üretimine doğru bir yönelime ilgiyi arttırmıştır. Bunun 

sonucunda da antikorlar ve terapötik proteinler dahil 

olmak üzere insan benzeri glikosilasyon paternlerine 

sahip biyofarmasötiklerin P. pastoris mayası kullanılarak 

üretimlerinin yapıldığı ile ilgi çok sayıda raporlar 

bulunmaktadır (50–59).

-	Antibiyotikler
Düşük mol kütlesine sahip olan antibiyotikler, 

bazı organizmalar tarafından sekonder metabolit 

olarak sentezlenir ve çok düşük derişimlerde bile 

diğer mikroorganizmaların büyümesini inhibe 

etme özelliğine sahiptir (60). Mantarlar, türlerine 

özgü olarak, antimikrobiyal etkili antagonistik 

maddeler, fenolik bileşikler, pürin ve pirimidinler, 

terpenoitler, kinonlar ve fenil propanoit türevi 

bileşikler sentezleyebilirler (61). Penicillium 

notatum tarafından salgılanan lizozimin bakteriler 

üzerindeki öldürücü etkisi, Alexander Fleming 

tarafından, 1928 yılında keşfedilmiş ve penisilin 

antibiyotiği olarak kayda geçmiştir (10). 1995 yılında 

bilinen 12.000 antibiyotiğin yaklaşık %22’si filamentli 

mantarlar tarafından üretilmiştir ve bunlar arasında 

doğal penisilin G (benzilpenisilin), biyosentetik 

penisilin V (metilpenisilin), çok sayıda yarı sentetik 

penisilin (ampisilin ve metisilin) ve sefalosporinler 

bulunmaktadır (18,61). Bir çalışmada, Russula delica 

adı verilen makrofungi ekstrelerinden elde edilen 

etil asetatın, Corynebacterium xerosis üzerinde 

antimikrobiyal aktivite gösterdiği bildirilmiştir (62). 

Mantarlar tarafından üretilen diğer antibiyotiklere ise 

fusidik asit ve klor içeren griseofulvin örnek olarak 

verilebilir (63). Ticari olarak en çok üretilen antibiyotik 

çeşitleri ve sentezlendiği mikroorganizmanın türü 

Tablo 3’te verilmiştir.
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Tablo	3. Ticari olarak üretilen bazı antibiyotik çeşitleri ve kaynak mikroorganizmanın türü

Mantar	Türü Antibiyotik

P. notatum Penisilin

Fusidium coccineum Fusidik asit

Penicillium griseofulvin Griseofulvin

-	İmmünosüpresif	ajanlar
İlk olarak, siklosporin A, Tolypocladium nivenum 

tarafından üretilen dar spektrumlu bir antifungal 

peptid olarak keşfedilmiştir (11). Günümüzde 

Tolypocladium inflatum olarak adlandırılmış olan 

mantar hücresi, 25’in üzerinde siklosporin bileşiği 

üretmektedir. Ancak bu bileşiklerden yalnızca iki tanesi 

immünosupresandır ve bunların dışındaki 17 tanesi 

antifungal özelliğe sahiptir. İlacın immünsüpresif 

aktivitesinin keşfedilmesi kalp, karaciğer ve böbrek 

nakli ameliyatlarında kullanılmasına olanak sağlamış 

olup, böylece organ nakli alanında başarılı sonuçlar 

elde edilmesine imkan vermiştir (64). Son zamanlarda 

yapılan başka bir çalışmada ise immünsüpresif 

ajan olarak işlev gören Siklosporin A’nın mantarlar 

kullanılarak batık fermantasyon yöntemi ile üretimi 

yapılmıştır (65).

-	Antitümör	ajanlar
Başlangıçta bitkilerde keşfedilmiş olan Taksol, 

doğal bir antikanser maddesidir (63). Mikrotübüllerin 

depolimerizasyonunu bloke ederek etki gösteren, 

meme ve yumurtalık kanseri tedavisi için onaylanmış 

tek ticari antitümör ilaç olan Taksol’ün, daha 

sonra yapılan çalışmalarda, Taxomyces andreanae 

tarafından da üretildiği gösterilmiştir (12).  Son 

yıllarda yayınlanan bir çalışmaya göre farklı türlere 

ait deniz mantarları antritümör ajan olarak başarılı 

bulunmuştur (66). 

-	Mikotoksinler
Farklı Claviceps türleri tarafından üretilen ergot 

alkaloitleri, migren baş ağrısı, serebral dolaşım 

bozukluğu, uterus kasılması, doğum sonrası kanama 

gibi birçok patolojinin tedavisinde ve erken gebelikte 

implantasyonun önlenmesinde kullanılmaktadır (62, 

64).

Gibberella zeae tarafından üretilen Zearelanone, 

bir östrojendir ve indirgenmiş türevi olan zeranol, 

sığır ve koyunlarda hem büyüme faktörü hem 

de yem verimini artıran bir anabolik ajan olarak 

kullanılmaktadır (13). Gibberellinler olarak bilinen 

fitotoksik mikotoksin grubunun bir üyesi olan 

Gibberellik asit, Gibberella fujikuroi tarafından 

üretilir. Gibberellinler, arpa maltını hızlandırmak, 

malt kalitesini arttırmak, sebze verimini arttırmak, 

marul ve şeker pancarı tohumundan mahsullerini 

elde etmek için gereken süreyi kısaltmak için 

kullanılır. Bunlar çiçeklenmeyi, tohum çimlenmesini 

ve kök uzamasını kontrol eden izoprenoid büyüme 

düzenleyicileridir (14).

Souç olarak; son birkaç yıl, mantarları hücre 

fabrikaları olarak kullanan büyük bir ilerleme süreci 

olmuştur. Hala üzerinde çalışılmakta olan dört temel 

alan bulunmaktadır. Bunlardan ilki, özellikle FDA 

tarafından GRAS statüsü verilen ve gıda endüstrisinde 

kullanılabilecek alternatif konakların geliştirilmesidir. 

İkinci temel alan ise filamentli mantarlarda fungal 

olmayan proteinlerin ekspresyonunu ve salgılanmasını 

geliştirmek için daha iyi moleküler tekniklerin 

geliştirilmesidir. Üçüncü temel alan, belirli 

biyosentetik yolakları değiştirmek ve iyileştirmek için 

geliştirilen moleküler tekniklerin kullanılmasını içerir. 

Son temel alan da gen ekspresyonunun, yani genomik, 

proteomik ve metabolomik analizin geneliyle ilgili 

tekniklerin kullanmasıdır. Mantar biyoteknolojisinin 
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geleceği, hali hazırda mantarlar tarafından yapılan 

tüm katkıların, doğada bulunan mantar türlerinin 

%5’inden daha azıyla yapıldığı düşünüldüğü zaman 

cesaretlendiricidir. Karasal ve sucul ortamlar 

çoğunluğunu mantarların oluşturduğu binlerce 

bilinmeyen mikrobiyal tür içermektedir. Ayrıca bilinen 

mantar proteinlerinin yaklaşık %30-50’sinin işlevi 

henüz belirlenememiştir. Fonksiyonel genomik ve 

biyoinformatik ile daha fazla fonksiyon belirlendikçe 

mantar ürünlerinin taranması için yeni hedefler 

ortaya çıkacaktır. Yönlendirilmiş evrim ile mantar 

enzimleri aktivite, özgüllük ve stabilite açısından 

geliştirilebilecektir. Mantarlarda kombinatoryal 

biyosentez ile yeni sekonder metabolitlerin üretimi 

de gelecekte yapılacak çalışmalarda temel unsur 

olacaktır.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir çıkar çatışması bildirmemişlerdir.
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