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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAZIM KURALLARI

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

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

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

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

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

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

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

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

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

yazilmali; uluslararasi standardlara uygun olarak kisaltilmalidir.

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

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

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

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

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

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

11. Arastirma yazilari;

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

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

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

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

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

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

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

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

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Tirkiye Halk Sagligr Kurumu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

e-posta : turkhijyen@thsk.gov.tr



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

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

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

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

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

b. The short title should not exceed 40 characters.

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

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

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

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

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

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

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

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

11. Research Articles;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Book chapters: The author(s) surname of the chapter initial(s) letter of the
name. Section title. In: Surname of editor(s) initial (s) letter of first name(s) ed /
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.
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Ankara’daki cesitli hastanelerden elde edilen Acinetobacter
baumannii izolatlann arasindaki klonal iliskinin gosterilmesi ve
antibiyotik direnclerinin belirlenmesi

Hiinkar SAHIN', Ufuk ONDE?, Ali Kudret ADILOGLU?, Ayse Esra KARAKOGZ, Cemal BULUT?, Ziya Cibali ACIKGOZA,
Giil Bahar ERDEMS, Giilsen HASCELIKS, Aysegiil OZTURK-COSKUN?

OZET ABSTRACT

Amacg:  Acinetobacter  baumannii, ozellikle Objective: Acinetobacter baumannii is one of the
yogun bakim Unitelerinde mortalite ve morbiditeyi ~ Most important cause of hospital acquired infections

arttiran  hastane kaynakli enfeksiyonlarin  en which raises the rates of mortality and morbidity
especially in intensive care units. Acinetobacter

baumannii may be isolated from various infections such
as pneumonia, bacteremia, urinary track infections,
) T . wound infections and meningitis.The aim of this study is
izole edilebilir. Bu calismamn amaci Ankara’daki to determine the clonal relationship and determination
cesitli hastanelerden Kasim 2009 ile Aralik 2011 of antibiotic resistances between 99 Acinetobacter
tarihleri arasinda elde edilen 99 A. baumannii izolat1  pgumannii isolates which were obtained from different
arasindaki klonal iliskiyi gostermek ve antibiyotik  hospitals in Ankara between November 2009 and
direnclerini belirlemektir. December 2011.

onemli nedenlerinden biridir. Bu bakteri, pnomoni,
bakteriyemi, idrar yolu enfeksiyonu, vyara
enfeksiyonu ve menenjit gibi cesitli enfeksiyonlardan

Yontem: Acinetobacter baumannii izolatlarinin Method: Identification of A. baumannii isolates
tanimlanmas1 ve antibiyotik paternleri VITEK and antibiotic susceptibilities were performed by
2 (bioMérieux, France) sistemi ile yapildi. Vitek 2 (bioMérieux, France) system. In this study,
Calismada antimikrobiyal ajan olarak amikasin, amikacin, ciprofloxacin, tetracyclin, netilmicin,
siprofloksasin, tetrasiklin, netilmisin, sulbaktam/  sulbactam/ampicillin, trimethoprim/sulfamethoxazole,
ampisilin, trimetoprim/sulfametoksazol, seftazidim, ceftazidime, gentamicin, levofloxacin, meropenem,
gentamisin, levofloksasin, meropenem, imipenem, imipenem, piperacillin,  piperacillin/tazobactam,
piperasilin, piperasilin/tazobaktam, sefoperazon/  cefoperazone/sulbactam, cefepime, tigecycline, and
sulbaktam, sefepim, tigesiklin ve kolistin kullanildi.  colistin were used as antimicrobial agents. The clonal
Acinetobacter izolatlarinin klonal iliskisi Rep-PCR  relationship of Acinetobacter isolates was analysed by

"Rize Halk Saglig Laboratuvar Tibbi Mikrobiyoloji, Rize

?Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji, Ankara

3Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji, Ankara
*Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji, Ankara

°Digkapt Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji, Ankara
SHacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji, Ankara

"Bartin Halk Saglig Laboratuvar Tibbi Mikrobiyoloji, Bartin

iletisim / Corresponding Author : Hiinkar SAHIN L _
Rize Halk Sagligi Laboratuvari, Piricelebi Mah. 53100 Rize / Tiirkiye Gelig Tarihi / Received : 09.04.2015

Kabul Tarihi / A« 3
Tel : +90464 213 03 63 E-posta / E-mail : dr.hunkarsahin@hotmail.com abul Tarihi / Accepted : 05.04.2016

Sahin H, Onde U, Adiloglu AK, Karakog AE, Bulut C, Acikgéz ZC, Erdem GB, Hascelik G, Oztiirk-Coskun A. Ankara’daki cesitli hastanelerden elde edilen Acinetobacter
baumannii izolatlan arasindaki klonal iliskinin gosterilmesi ve antibiyotik direnclerinin belirlenmesi. Turk Hij Den Biyol Derg, 2016; 73(3): 199-210

Turk Hij Den Biyol Derg, 2016; 73(3): 199 - 210 199



200

yontemi ile arastirildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 99 A. baumannii
izolatinin %99’u imipeneme ve meropeneme direncli
bulundu. Kolistine direncli sus saptanmadi (%0).
Piperasilin ve piperasilin/tazobaktama tim suslarin
direncli oldugu gozlendi (%100). Siprofloksasine
%99, ampisilin/sulbaktama %98, seftazidime %97,
sefepime %96, levofloksasine %85, tetrasikline
%80, trimetoprim/sulfametoksazole %71, amikasine
%59, gentamisin ve netilmisine %56 diren¢ goruldi.
Tigesiklin icin direncliler %5, orta duyarlilar %27 ve
duyarlilar ise %68 olarak saptandi. Acinetobacter
baumannii izolatlarimin dort patern olusturdugu
goriildii. ilk 3 paternin bir grup olusturdugu ve
dordiincii paternden farkli oldugu gorildii. Birinci
patern (P1)’de 14 sus, ikinci patern (P2)’de 37
sus, Uciinci patern (P3)’de 36 sus bulunmaktaydi.
Dordiincii patern (P4)’de ise 12 sus vardi. ilk iic
paternin olusturdugu grup ile doérdiincii paternin
farkli olduklan
farkliliginin  oldugu goriildii. ilk {ic paternin ise
aralarindaki bir bant farkliigi ile benzer olduklan
gorildi. Ayrica, her dort paternin kendi icinde bant
farki gostermeksizin ayni olduklari saptandi. Her dort
paternde de farkli hastanelerden suslarin bulundugu
saptandi. Boylece her dort hastaneye muhtemelen
hasta transferleriyle ayn1 Acinetobacter baumannii
suslarinin yayilmis oldugu gosterildi.

ve aralarinda icten fazla bant

Sonug:
olarak A.

Bu hastanelerde,
baumannii’nin direnc mekanizmalan
ve direnc genleriyle ilgili arastirma yapilabilir.
Ayrica, hastalara iliskin risk faktorleri belirlenerek
karbapenem ve diger antibiyotiklerin direnclerinden
sorumlu izolatlara iliskin epidemiyolojik veriler daha
kapsamli bir sekilde ortaya konulabilir.

calismanin  devami

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii,
klonal iliski, rep-PCR, antibiyotik direnci

Turk Hij Den Biyol Derg

Rep-PCR method.

Results: Ninety nine percent of A. baumannii
isolates was resistant to imipenem and meropenem.
There was no resistant strain to colistine (0%). All
of the strains were resistant to piperacillin and
piperacillin/tazobactam (100%). Ciprofloxacin was
99%, sulbactam/ampicillin 98%, ceftazidime was 97%,
cefepime was 96%, levofloxacin was 85%, tetracycline
was  80%,
71% resistant. Resistance to amikacin was 59% and

trimethoprim/sulfamethoxazole  was

resistance to gentamicin and netilmicin were both
56%. Five percent of strains were resistant, 27% were
intermediate susceptile and 68% were susceptile to
tigecycline. There were four patterns. P1, P2 and P3
gathered to one group (G1) and they were similar.
P4 was different from them. P1 had 14, P2 had 37,
P3 had 36 and P4 had 12 strains. There were more
than three bands difference between G1 and P4
which showed that they were different strains. Band
difference between G1 (P1, P2, P3) was only one and
this showed us that they were similar. In the other
hand, there were not any band diffirence in P1,
P2, P3 and P4. All of the patterns were consisted of
strains from different hospitals.We determined that
the same strains spread to four different hospitals
probably by patient transfers.

Conclusion: A study can be organized to determine
resistance genes and resistance mechanisms of A.
baumannii in these hospitals as continuation of this
study. Moreover, a comprehensive epidemiologic data
can be revealed by determining the risk factors of
patients relevant to those responsible isolates for
carbapenem and other antibiotics resistance.

Key Words: Acinetobacter baumannii, clonal

relationship, rep-PCR, antibiotic resistance



GiRiS

Acinetobacter tiirleri yogun bakim uniteleri (YBU)
basta olmak lizere hastane enfeksiyonlarindan sorumlu
onemli firsat¢1 patojenlerdir. Pnomoni, deri ve yara
enfeksiyonlar, peritonit, endokardit, menenjit ve
idrar yolu enfeksiyonlan yapabilirler. Acinetobacter
enfeksiyonlari icin onemli risk faktorleri arasinda
travma, mekanik ventilasyon ve cerrahi islemler
bulunmaktadir (1-3).

Acinetobacter ~ baumannii hastane kaynakl
enfeksiyonlardan en sik sorumlu olan turdir (3-5).
Coklu ilaca direncli A.baumanni enfeksiyonlarinin
sayis1 son yillarda artis gostermistir. Bu durum A.
baumannii’yi nozokomiyal gram-negatif patojenler
icerisinde tedavisi en zor olanlardan biri haline
getirmektedir (6, 7).

A.  baumannii bulaslaninin ¢ogundan hasta
yataklari, kap1 kollari, klimalar ve mekanik ventilasyon
ekipmanlan gibi cevresel kaynaklar sorumludur. A.
baumannii’nin kuru cansiz yiizeylerde uzun siire canli
kalabilmesi salginlarin olusmasina katki saglamaktadir
(3-5). Cesitli salginlarda yatan hastalarin cilt, bogaz,
solunum sistemi ve sindirim sisteminde yiiksek diizeyde
Acinetobacter kolonizasyonu gosterilmistir (2,8,9).
kokenlerinin

Solunum yollarinda Acinetobacter

kolonize oldugu hastalara mekanik ventilasyon

uygulamak icin kullanilan ekipmanlarin kontamine

olmasi salginlarin en onemli nedenidir (2, 10).
Hastalarda genellikle cilt

bulunmakta ve bu hastalara saglik hizmeti veren

kolonizasyonu da

personelin elleri salginin yayilimi ve devaminda onemli

rol oynamaktadir. Sindirim sisteminde kolonizasyon

da nadiren salgin kaynagi olmaktadir (11-13).
Molekiiler metodlan

tiplendirme epidemik

kokenlerin yayilim kaynagin1 saptamada onemli
araclardir. Cesitli molekiiler tiplendirme metotlarn
olmasina ragmen bunlar arasinda “Repetitive
Sequence Based Polymerase Chain Reaction (Rep-
PCR)”;

“pulse field gel electroforesis (PFGE)” ile kiyaslanabilir

kullanim kolayligi, yiiksek veri secenegi ve

ayrim giicu ile on plana ¢ikmaktadir (14).

Son vyillarda Acinetobacter tirleri arasinda

aminoglikozidlere diren¢ artma egilimindedir.
Yine nozokomiyal salginlarda karbapenem direncli
Acinetobacter turlerini de iceren coklu ilaca direncli
suslarda bir artis gorilmektedir. Pek cok sus agisindan
genis antibiyotik direnc oranlari (genis spektrumlu
B-laktamlar, aminoglikozidler ve florokinolonlar)
nedeniyle tedavinin glclesmis olmasi, Acinetobacter
enfeksiyonlarinda kontrolin onemini daha da
artirnistir (15, 16).

Bu calismada Ankara’daki cesitli hastanelerden
izole edilen A. baumannii suslarimin antibiyotiklere
direnc oranlarinin saptanmasi ve suslar arasinda
klonal iliski olup olmadiginin Rep-PCR ydntemi ile

belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiza; Kasim 2009 - Aralik 2011 tarihleri
arasinda Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi (AEAH),
Ankara Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi (AAEAH),
Diskap1 Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi
(DYEAH), Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
(HUTFH) servis ve yogun bakim iinitelerinde yatmakta
olan hastalarin cesitli klinik orneklerinden izole edilen
99 A. baumannii susu dahil edildi. Hastalardan ayni
tlr ornek sadece bir kez kabul edildi. Konvansiyonel
yontemlerle Acinetobacter on tamisi olan bakteriler
VITEK 2 Compact 60 (BioMerieux, Fransa) otomatize
bakteri
antibiyotik duyarlilk testlerinin ardindan Rep-PCR

identifikasyon sistemi ile tammlandi ve
ile genotiplendirilmesi yapildi. Genotipik analiz icin
otomatize bir sistem olan Diversilab (BioMerieux,
Fransa) cihaz1 kullanildi.

Bu calisma firma onerileri dogrultusunda dort
asamada yapildi:

. Acinetobacter baumannii saf kulturiinden
manuel DNA ekstraksiyonu

. Thermal cycler’da DiversiLab parmak izi
kitleri kullanmlarak Rep-PCR

. Biyoanalizor

kullanilarak otomatik
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microfluidic elektroforez

. internet tabanli yorumlama ve yazilim

programi ile degerlendirme

Degerlendirme icin  benzerlik hesaplarinin
yapilmasinda DiversiLab yazilimi Pearson Korelasyon
katsayis1 ve UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) Rep-PCR profillerini otomatik
olarak karsilastirmak amaciyla kullanildr.

Benzerlik matriksindeki renklerden kirrmzi %100-
95, turuncu %95-90, mavi %90-80, pembe %80-70, gri
%70-0 benzerlik oldugunu gostermekteydi. Kirmizi
renkte goriinen suslar aynm kabul edildi. Bant farki

gostermeyen suslar ayn1 paterne dahil edildi.

BULGULAR
Kasim 2009 Aralik 2011
A. baumannii olarak izole edilen toplam 99 sus

tarihleri arasinda
incelendiginde, en cok gonderilen klinik 6rnegin derin
trakeal aspirat oldugu (DTA) (n=51, %52), bunu kan
(n=20, %20), kan kateter (n=15, %15), yara (n=8, %8),
sonda idran (n=4, %4) ve balgam orneklerinin (n=1,
%1) izledigi gorildi. Bu suslarin 62 tanesi AEAH’den,
9 tanesi AAEAH’den, 10 tanesi DYEAH’den ve 18 tanesi
HUTFH’den elde edilen izolatlardan olusmaktaydi.

Orneklerin, gonderildikleri kliniklere gore dagilim
Tablo 1’de gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen 99 A. baumannii izolatinin

Tablo1. Klinik orneklerin gonderildikleri kliniklere gore
dagilim

Klinikler Say1 (%)
ARYBU 67,7
Cerrahi Servisler 13,1
Dahili Servisler 9,1
NYBU 5,1
DYBU 4,0
KYBU 1,0
TOPLAM 100,0

ARYBU: Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi,
NYBU: Néroloji Yogun Bakim Unitesi,

DYBU: Dahiliye Yogun Bakim Unitesi,

KYBU: Koroner Yogun Bakim Unitesi

Turk Hij Den Biyol Derg

sadece biri VITEK 2 Compact sistem ile imipeneme
ve meropeneme duyarli bulundu, diger suslar bu
(%99). (CT)
direncli sus saptanmadi (%0). Piperasilin (PiP) ve
piperasilin/tazobaktama (TZP) tim suslarin direncli
oldugu gozlendi (%100). Ampisilin/sulbaktama (SAM)
sadece iki susun duyarli, digerlerinin direncli oldugu
(%98) belirlendi. Seftazidime (CAZ) direncin %97,
sefepime (FEP) direncin ise %96 oldugu gorildi.
Siprofloksasine (CiP) %99, levofloksasine (LEV) %85,
tetrasikline (TE) %80 direnc saptandi. Amikasine (AK)
%59, gentamisin (GN) ve netilmisine (NET) %56 direnc
bulubdu. Tigesiklin (TGC) icin direnclilerin yuzdesi %5,

karbapenemlere direncliydi Kolistine

orta duyarlilarn yuzdesi %27 ve duyarlilarin yiizdesi ise
%68 olarak belirlendi. Trimetoprim/sulfametoksazol
(SXT) icin %71 direnc vardr (Sekil 1).

Rep-PCR bulgular:

Toplam 99 susun dort paterne aynldigi, ilk lc
paternin bir grup olusturdugu ve dordiincii paternden
farkli oldugu goriildii. Birinci patern (P1)’de 14 sus,
ikinci patern (P2)’de 37 sus, uclincii patern (P3)’de 36
sus bulunmaktaydi. Dordincu patern (P4)’de ise 12 sus
vard.

P1’deki 14 susun yedi tanesi YDEAH’ne, bir tanesi
AAEAH’ne, alti tanesi ise AEAH’ne ait suslardan
olusmaktaydi. Sadece bir susun (AAEAH) 2010 yilina,
digerlerinin 2011
paternindeki suslar arasinda bant farki gorulmedi
(Sekil 2).

En cok sus bulunduran P2’deki 37 susun bir tanesi

yiina ait oldugu goriildi. P1

HUTFH’ ne ait olup, diger suslarin AEAH’ ne ait oldugu
goruldi. Bu paternde 2009, 2010 ve 2011 yillarina ait
suslar vardi. P2 paterni incelendiginde bant farkinin
olmadigi goriildu (Sekil 3).

ikinci en cok susun bulundugu (36) P3’ te, 17 sus
HUTFH’ ne, dokuz sus AEAH’ ne, yedi sus AAEAH’ ne ve
Uc sus YDEAH’ ne ait idi. Bu paternde de P2 gibi 2009,
2010, 2011 yillarina ait suslar vardi. Bu paternde de
bant farki yoktu (Sekil 4).
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Sekil 1. A. baumannii izolatlarinin VITEK 2 Compact sistem ile tespit edilen antibiyotik duyarliik yiizdeleri, Ankara,
Kasim 2009 - Arahk 2011
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Sekil 5. A. baumannii P4 paterni matriks grafigi, Ankara, Kasim 2009 - Aralik 2011
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Sekil 6. Ankara’daki cesitli hastanelerden elde edilen A. baumannii izolatlarina ait scatterplot grafigi, Kasim 2005 -

Arahk 2011

Tim suslan birlikte gosteren matriks grafigi Sekil 7’de verilmistir.
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Sekil 7. Tiim suslara ait matriks grafigi

ilk iic paternden farkli olan P4 paternindeki
toplam 12 susun hepsi 2011 yilinin suslar olup, bir sus
AAEAH’ye digerleri AEAH’ye ait idi. Bu patern de kendi
icinde bant farklilig1 gostermiyordu (Sekil 5).

Farkli renkli numaralann farkli hastanelere ait
oldugunu gosteren tiim suslara ait scatterplot grafigi
incelendiginde ilk iic paternin dordiincii paternden
farkli gruplandigi izlenmektedir (Sekil 6, 7).

TARTISMA VE SONUC

Yogun bakim dniteleri hastane enfeksiyonlarinin

ve dogal olarak Acinetobacter enfeksiyonlarinin en
stk goriildiigi yerlerdir (2). Erben ve ark. yaptiklari
calismada Acinetobacter tirlerinin en sik gorildiigii
servis %38 ile Anesteziyoloji ve Reanimasyon Yogun
Bakim Unitesi olarak bildirmislerdir (17).
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A. baumannii, yatan hastalarin cevresindeki cesitli
yluzeylerde uzun siire canli kalir ve bu yuzeylerden
hastalara dogrudan saglik calisanlarinin elleri veya
diger temas yollan ile bulasir (18). Acinetobacter
tirlerinin neden oldugu enfeksiyonlara kontamine
nemlendirici ve ventilator aksaminin siklikla neden
oldugu bildirilmektedir (19). Yogun bakim {niteleri, bu
ekipmanlarin yaygin olarak kullamldigi merkezlerdir.
Anestezi ve Yogun Bakim Unitesinde Acinetobacter
tirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin daha sik
gorilmesi, kritik hastalarin bu Unitede takip edilmesi
ve bu hastalara mekanik ventilasyon, trakeostomi,
entlbasyon, santral kateterizasyon ve uriner kateter
gibi invaziv girisimlerin daha sik uygulanmasi ile
aciklanabilir.

Calismamizda, A. baumannii suslarinin en sik izole
edildigi servis, %68 oranm ile anesteziyoloji ve yogun
bakim Uniteleri olmustur.

Villers ve ark., Acinetobacter izolatlarinin siklikla
solunum sistemi, Uriner sistem, yara yeri, santral
sinir sistemi ve kan dolasim yolu enfeksiyonlarina
neden olduklanni bildirmislerdir (20). Balc1 ve ark.
Acinetobacter izolatlarini en sik solunum sistemi ve yara
materyalinden izole etmislerdir (21). Calismamizdaki
ornekler 51 (%52) derin trakeal aspirati, 20 (%20) kan,
15 (%15) kan kateter, 8 (%8) sonda idran, 4 (%4) yara
ve bir (%1) balgam olmak Uzere daha cok splunum
sisteminden izole edilmistir.

Acinetobacter baumannii’nin  antimikrobiyal
duyarliik oranlann farkliliklar  gosterebilmektedir.
Cogunlukla beta-laktam antibiyotiklere,

aminoglikozidlere ve florokinolonlara

saptanmaktadir (15, 16, 22).

direng

Yakin tarihli
artis oldugu gozlenmektedir. Sonuglart calismamiza

calismalarda diren¢ oranlarinda

benzeyen, Gozitok ve ark., Mart 2011 ve Kasim 2012
tarihleri arasinda hastane enfeksiyonu etkeniolan 161 A.
baumannii izolatin1 degerlendirdikleri calismalarinda,
kolistin direnci saptanmamis olup izolatlanin %91’
meropenem ve imipeneme, %92’si siprofloksasin ve
sefoperazon/sulbaktam’a, %94’l levofloksasine, %97’si

piperasilin/tazobaktama direncli saptanmistir (23).

A. baumannii enfeksiyonlarinda hem karbapenem
direncinin hem de coklu antibiyotik direncinin giderek
artmasi ve 6zellikle yogun bakim iinitelerinde salginlara
yol acabilmesi, bu bakterinin siirekli gindemde olan bir
patojen olmasina neden olmaktadir.

etkili
antibiyotiklerden biri olmasina karsin yaygin kullanim

imipenem, direncli suslarda en

sonucu karbapenem direnci urkutiici  boyutlara
ulasmistir. Avrupa antimikrobiyal direnc siirveyans
sistemi verileri 2000-2003 yillan arasinda Turkiye’den
izole edilen 779 A. baumannii susunda imipenem
direncini %48 olarak bildirmektedir (24). Antimikrobiyal
surveyans programi “Meropenem Yearly Susceptibility
Test (MYSTIC)”  1997-2000

calismasinda diinyanin pek cok lilkesinde A. baumannii

Information Collection

suslarinin imipenem direnci %0-7 arasinda degisirken,

aym calismada Tirkiye’de izole edilen suslarda
imipenem direnci %38 olarak saptanmistir. 2000-2003
yillan arasindaki MYSTIC calismasinda Ulkemizdeki
meropenem ve imipenem direnc yizdeleri sirasiyla
%42 ve %48 olarak saptanmistir (25, 26). Tirkiye’de
gram-negatif hastane kaynakli kokenlerin beta laktam
antibiyotiklere direncinin arastinldigi cok merkezli
HITIT calismasinda, A. baumannii suslarinin imipeneme
direnc degerleri 2005’de %52,2 ve 2007’de %55

bulunmustur (27, 28).

Calismamizda, A. baumannii suslarinin antibiyotik
duyarlilik profilleri incelendiginde, hem imipenem hem
meropenem icindirengoranlari %99 olarak belirlenmistir.
Suslarimizin biiylk bir cogunlugunun (%99) karbapenem
direncine sahip olmasi, calismaya alinan suslarin
bilyiik cogunlugunun YBU’de ve servislerde tedavi
goren hastalardan izole edilmis olmasina baglanabilir.
Clnkl bu hastalar mekanik solunum cihaz1 destegi,
genis spektrumlu antibiyotik kullammi, girisimsel
uygulamalar, gecirilmis cerrahi ve eslik eden ciddi
hastaliklar gibi coklu ilaca direncli A. baumannii ile
kolonizasyon ve enfeksiyon gelisimi icin risk faktorleri
tasimaktadir (29). Ayrica antibiyotiklere duyarlilk
hatta hastanelerin bolumleri

tlkeler, merkezler,
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arasinda farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar, farkli
epidemiyolojik kosullar, antibiyotik kullanim ve kontrol
politikalarinin yansimasi olarak distinilebilir.

Acinetobacter baumannii  enfeksiyonlarinin

yaygin
olarak uygulanan molekiler yontemlerden biri Rep-

epidemiyolojisini arastirmak  amaciyla
PCR’dir. Mikroorganizmalar arasinda klonal iliskilerin
belirlenmesinde PFGE yontemi altin standart olarak
kabul edilmekle birlikte; Rep-PCR, ayrim giicii yiiksek,
uygulamasi ve yorumlamasi PFGE’ye gore kolay bir
genotipleme yontemidir. Ayrica Rep-PCR’nin PFGE ile
iyi korelasyon gosterdigi bildirilmektedir (15, 30).

Bou ve ark., tarafindan hastane salginlarina neden
olan imipenem ve meropenem direncli A. baumannii
turlerinin  tanimlanmasiyla ilgili bir arastirmada;
PCR temelli DNA tiplendirme yontemleri (REP-PCR,
Arbitrary primed PCR) referans teknik olan PFGE ile
karsilastinlmistir. imipenem ve meropenem direncli
ve duyarli A. baumannii tirlerine ait bant profilleri
Rep-PCR’1n
PCR’dan daha fazla ayirt edici oldugu ve PFGE teknigi

karsilastirildiginda Arbitrary  primed

gibi yiiksek performans gosterdigi bulunmustur (15).

Bizim calismamizda dort farkli hastaneden 99 A.
baumannii susu calismaya alinip, Rep-PCR yontemiyle
klonal iliski arastirildi. Suslarin dort patern olusturdugu
gozlendi. Her dort paternde de farkli hastanelerden
dort
hastaneye muhtemelen hasta transferleriyle aym A.

suslarin  bulundugu saptandi. Bdylece her

baumannii suslarinin yayilmis olabilecegi gosterildi.

ilk iic paternin bir grup olusturarak ayni olduklar
saptandi. Dordiinci paterninise bunlardan farkliolmakla
beraber kendi icinde bant farkliliginin olmadigi izlendi.
Toplam 99 susun sadece dort patern olusturmasinin
sebebinin; oOzellikle baskin klonu olusturan gruptaki

hastalarin hastaneler arasi transferlerinden
ve saglik calisanlarinin  kontaminasyonlarindan
Turk Hij Den Biyol Derg

kaynaklanabilecegi disiiniildii. Bu suslar séz konusu
hastanelerin yogun bakim Uinitelerinde salginlara neden
olmakta ve yillarca buralarda ayni klona ait suslar
varligini stirdiirebilmektedir.

Ozellikle bir grup olusturan ilk iic paterne ait suslar
incelendiginde, P3’teki 84 numarali susun bizim calisma
grubumuzdaki ilk vaka olabilecegi diistiniildii. Bu susun,
Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Anestezi ve
Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinde yatmakta olan bir
hastanin 20.11.2009 tarihinde laboratuvarimiza ulasan,
derin trakeal aspirat 6rnegi oldugu goriildi. Dordiincii
paternde ise 22.2.2011 tarihinde yine AEAH ARYB’den
elde edilen 96 numarali susun digerlerinden farkli olan
P4 paterni icin bizim calisma grubumuzdaki ilk vaka
olabilecegi dusiniildi. Karsilastirmali olarak objektif
bir degerlendirme yapilamamasina ragmen, calismanin
yeterince hizli ama maliyetinin diger yontemlere gére
yiiksek oldugu goriildi.

Sonuc olarak; giinimiizde A. baumannii salginlarinin
kaynaginin hizli ve dogru tespiti, enfeksiyonun tedavisi
ve salginin kontrolii acisindan cok onemlidir. Ancak
molekiiler temelli calismalarin daha fazla yapilmasina
ihtiyac vardir. Bu sayede daha ucuz, kolay ve hizli
molekiiler temelli yontemler rutin kullanimda kendine

daha fazla yer bulabilecektir.

Bu calismanmin amaci suslar arasindaki klonal
iliskiyi ve antibiyotik direnc profillerini belirlemekti.
baumannii’nin
ilgili
calismalarin yapilmas1 yararli olacaktir. Ayrica; altin
standart kabul edilen PFGE ile Rep-PCR’In ve diger

molekiiler yontemlerin maliyet, hiz, ayrim giicu gibi

Yine bununla baglantili olarak A.

direnc mekanizmalari ve direnc genleriyle

ozellikler acisindan kiyaslamali calismalarla sonuclarin
degerlendirilmesinin, hem klinik birimlere hem de
mikrobiyoloji

laboratuvarlarina yeni perspektifler

saglayacag disliniilmektedir.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate,
demographics and the relationship between serologic
markers, liver enzymes and HBV DNA levels from the
patients whose samples were sent to microbiology
laboratory for HBV DNA polymerase chain reaction
(PCR) test, in one of the greatest cities of Southeast
Anatolia, where HBV infection is extremely common.

Method: Between October 2009 and October
2010, blood samples of 1662 patients were sent to our
laboratory for HBV DNA PCR testing as part of a routine
examination for viral hepatitis in Sanliurfa Training
and Research Hospital in Turkey. Hepatitis markers
(HBsAg, HBeAg, anti-HBs, anti-HBc IgM) and liver
function enzymes (ALT, AST) are tested simultaneously
in these samples. HBsAg, HBeAg, anti-HBs and anti-
HBc IgM levels were assessed with chemiluminescent
microparticle immunoassay method (Architect-i2000
SR, Abbott, Ireland). ALT and AST levels were measured
with commercial kits in Roche Modular-P and Roche-
Integra autoanalysator (Roche Diagnostics Mannheim,
Germany). HBV DNA PCR: Isolation of HBV DNA from
serum samples was done with M24sp automated
extraction device (Abbott, USA). Purified DNA was
amplified with Real-Time PCR method with the help
of Abbott-m2000 sample preparation system (Abbott,
USA).

OZET

Amagc: Bu calismanin amaci, HBV infeksiyonunun
son derece yaygin oldugu Giineydogu bolgesindeki
buyuk sehirlerden birinde HBV DNA polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) testi icin mikrobiyoloji
laboratuvarina  gonderilen hasta orneklerinde,
demografik ozellikler ve serolojik belirtecler,
karaciger enzimleri ve HBV DNA seviyeleri arasindaki
iliskileri incelemektir.

Yontem: Ekim 2009-Ekim 2010 tarihleri arasinda
Sanliurfa Egitim ve Arastirma Hastanesinde viral
hepatitin rutin testlerinin bir parcasi olan HBV
DNA PCR testi icin
laboratuvarimiza gonderildi. Bu 6rneklerde es zamanl
olarak hepatit belirtecleri (HBsAg, HBeAg, anti-HBs
ve anti-HBc IgM) ve karaciger fonksiyon enzimleri
(ALT, AST) calisildi.HBsAg, HBeAg, anti-HBs ve anti-
HBc IgM seviyeleri

1662 hastanin kan 0Ornegi

kemiluminesan mikropartikil
immunoassay yontemi ile (Architect i2000 SR, Abbott,
Ireland) calisildi. ALT ve AST seviyeleri Roche Modular
P ve Roche Integra otoanalizorde (Roche Diagnostics
Mannheim, Germany) ticari kitler ile olciuldi. HBV
DNA PCR: Serum orneklerinde HBV DNA’nin izolasyonu
M24sp otomatize ekstraksiyon cihazi (Abbott, USA)
ile yapildi. Saflastirilmis DNA Abbott m2000 sample
preparation system (Abbott, USA) yardimi ile ve Real-
Time PCR yontemi ile DNA amplifikasyonu yapildi.
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Results: The mean age was 33.7 (Min-Max: 0-89)
years old and the majority of the patients were male
(Male/Female: 1103/559) in the study. HBsAg was
positive in 96.2% of the patients and the median ALT
level of these patients were 94 u/l (Min-Max: 4-2390
u/l), while median AST level was 74 u/l (Min-Max:
7-2505 u/l). HBV DNA was positive in 94.6% of HBsAg
positive patients and the median HBV DNA level was
3.9x104 copies/ml (Min-Max: 35-3.4x109 copies/ml).
HBeAg was positive in 17.1% of HBsAg positive patients.
Median levels of ALT and AST in HBsAg negative patients
(3.8%) were 32 u/l (Min-Max: 7-497 u/l) and 33 u/l (Min-
Max: 13-280 u/l) respectively. HBV DNA was positive in
only 7.9% of the patients with median HBV DNA level of
155 copies/ml (Min-Max: 34-624 copies/ml). HBeAg was
found negative in 71.4% of patients with negative HBsAg
and positive HBV DNA. In 26 of 1662 patients (1.6%),
both HBsAg and Anti-HBs were negative (N/N). Only two
of the N/N patients (7.7%) were found anti-HBc positive.
Mean ALT and AST levels of two anti-HBc positive patients
were 29.5 u/l and 30.5 u/l, respectively. HBV DNA was
negative in one of these patients, and the other was
found positive with a level of 3x10% copies/ml.

Conclusion: To acquire more reliable results on the
diagnosis and follow-up of the treatment of Hepatitis B,
quantitative HBV DNA tests should be used in together
with more frequently used serologic and biochemical
methods.

Key Words:
Anti-HBc, ALT, AST

HBV DNA, HBsAg, HBeAg, Anti-HBs,

Bulgular:
(Min-Maks:

Calismamizda ortalama yas 33,7
0-89) ve orneklerin cogunlugu erkek
cinsiyettedir (Erkek/Kadin: 1103/559). Hastalarin
%96.2°sinin  HBsAg’si pozitifti ve bu hastalarin
ortanca ALT seviyesi 94 u/l (Min-Maks: 4-2390 u/l)
iken, ortanca AST seviyesi 74 u/l (Min-Maks: 7-2505
u/l)’dir. HBsAg pozitif hastalarin %94.6’sinda HBY DNA
pozitif ve ortanca HBV DNA diizeyi 3.9x104 kopya/ml
(Min-Maks: 35-3.4x109 kopya/ml)’dir. HBsAg pozitif
hastalarin %17.1’inde HBeAg pozitif idi. HBsAg negatif
hastalarin (%3.8) ortalanca ALT ve AST dizeyleri
sirasiyla 32 u/l (Min-Maks: 7-497 u/l) ve 33 u/l (Min-
Maks: 13-280 u/l)’dir. HBV DNA hastalarin sadece
%7.9’unda pozitifti ve ortanca HBV DNA seviyesi 155
kopya/ml (Min-Maks: 34-624 kopya/ml) idi. HBsAg
negatif ve HBV DNA pozitif hastalarin %71.4’Unde
HBeAg negatif bulundu. 1662 hastanin 26 (%1.6)’sinda
HBsAg ve Anti-HBs’ nin her ikisi de negatif (N/N)
idi. Bu N/N hastalarinin sadece ikisi (%7.7) anti-HBc
pozitif bulundu. iki anti-HBc pozitif hastanin ortalama
ALT ve AST seviyeleri sirasiyla 29.5 u/l ve 30.5 u/l idi.
Bu hastalarin birinin HBV DNA’s1 negatif idi ve digeri
3x10? kopya/ml ile pozitif bulundu.

Sonu¢: Hepatit B infeksiyonlarinin tanisinda
ve tedavisinin takibinde daha giivenilir sonuglar
elde edebilmek icin daha sik kullanilan serolojik ve
biyokimyasal testler ile birlikte kantitatif HBV DNA
testleri kullanilmalidir.

Anahtar Kelimeler: HBV DNA, HBsAg, HBeAg, Anti-
HBs, Anti-HBc, ALT, AST

INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) is a noncytopathic,
hepatotropic virus of the Hepadnaviridae family that
causes variable degrees of liver disease in humans.
HBV carriers are at risk of developing life threatening
cirrhosis (30%) and later on hepatic carcinoma (6-
17.5%). Despite the availability of a prophylactic
vaccine, HBV is estimated to infect around 400
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million people worldwide and it is endemic in Asia
and Africa (1). It will increase by nearly 50 million
people a year with nearly two million deaths related
to acute and chronic complications of HBV. World
Health Organization reported that the virus causes
hepatic carcinoma over 300.000 patients annually.
HBV carriers are the most important factor in the



dissemination of HBV infection. Turkey is among the
moderate endemic regions with a carrier rate of 3.9-
12.5%. Various studies revealed even higher rates
in Eastern and Southeastern regions of Turkey with
remarkable rates of childhood transmission (2).

Viral antigens and antibodies that emerge against
them, are commonly used in diagnosis and for
determination of the prognosis of HBV infection (3).
Serological tests can provide accurate information
about acute, chronic or previous HBV infection.
Routine serological tests that are used in the diagnosis
of HBV are; Hepatitis B surface antigen (HBsAg),
hepatitis B surface antibody (anti-HBs), hepatitis
B core antibody (anti-HBc), hepatitis B envelope
antigen (HBeAg) and HBe antibody (anti-HBe) (4).

HBsAg is the most important marker for the
diagnosis of acute and chronic hepatitis B virus and
indicates potential infectiousness. It is one of the first
serum markers to appear during the course of HBV
infection. It is also useful as a follow-up marker, since
declining concentrations are observed in resolving
hepatitis B. HBsAg usually becomes undetectable
after 4-6 months. If HBsAg persists for more than 6
months, the infected individual is considered as a
chronic HBV carrier. Anti-HBs antibodies become
detectable late in convalescence. Hepatitis B e
antigen (HBeAg) protein appears shortly after the
appearance of HBsAg and disappears within several
weeks as acute hepatitis resolves. Its presence in the
serum correlates with presence of viral replication in
the liver. Antibody to hepatitis B core antigen (Anti-
HBc) IgM is detectable at the outset of clinical disease
and as the infection evolves, it gradually decline and
become undetectable within six months. Anti-HBc
IgG predominates and remains for a long time at
detectable levels (5).

Lately, detection of HBV DNA in the serum and
viral quantitation have an increasingly important
role in diagnosis of the disease, designing the
treatment and determination of the efficacy of

antiviral therapy. (6). The correlation between the
HBsAg and the number of HBV particles is a key
point, since this marker is used with a wide range of
HBV particles in blood, depending on the infections
state (7). Clinical liver function biomarkers, used
for the diagnosis of liver damage and/or evaluation
of treatment includes alanine aminotransferase
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) (8). Due
to serious clinical problems that the infection may
cause and the potential for obstinacy, accurate use
and interpretation of laboratory tests have a crucial
role in the diagnosis of the infection (4).

In this study,
relationship between serologic markers, liver enzymes
and HBV DNA levels are investigated in patient samples

patient demographics and the

that were sent to our microbiology laboratory for HBV
DNA polymerase chain reaction (PCR) test, in one of
the developed cities of Southeastern region of Turkey,
where HBV infection is extremely common.

MATERIAL and METHOD

This study was carried out between 01 October
2009 and 31 October 2010. Blood samples of 1662
patients were sent to our laboratory for HBY DNA
PCR testing as part of a routine examination for viral
hepatitis in Sanliurfa Training and Research Hospital,
Turkey. Hepatitis markers (HBsAg, HBeAg, anti-HBs
and anti-HBc IgM) and liver function enzymes (ALT,
AST) are tested simultaneously in these samples.

HBsAg, HBeAg, anti-HBs and anti-HBc IgM levels
were assessed with chemiluminescent microparticle
immunoassay method with Architect i2000 SR
(Abbott, Ireland) system.

ALT and AST
commercial kits in Roche Modular P and Roche Integra
autoanalysator  (Roche
Germany). The normal concentrations in the blood
were between 5 to 41 U/L for AST and 5-38 u/l for
ALT.

Isolation of HBV DNA from serum samples was done

levels were measured with

Diagnostics Mannheim,

with M24sp automated extraction device (Abbott,
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USA). Purified DNA was amplified with Real-Time
PCR method using Abbott m2000 sample preparation
system (Abbott, USA). The target sequence for the
Abbott RealTime HBV assay is in the surface gene
in the HBV genome. This region is specific for HBV
and is highly conserved. The primers are designed
to hybridize to this region with the fewest possible
mismatches among HBV genotypes A through H. The
lower limit of this commercial test was 34.1 copy/
ml where upper limit was 3.41x10° copy/ml. Three
controls (negative control, low positive control and
high positive control) were included in to the study
for determination of contamination and evaluation
of the results.

RESULTS

One thousand one hundred and three of the
subjects were male and 559 were female, with
a mean age of 33.7 years (Min-Max: 0-89). Patient
demographics and test results according to age
groups are summarized in Table 1.

Median ALT level of HBsAg positive patients,
which consisted 96.2% of all patients, was 94 u/l
(Min-Max: 4-2390 u/l)., while median AST level
was 74 u/l (Min-Max: 7-2505 u/l). Of these HBsAg
positive patients, HBV DNA was positive in 94.6%
and median HBV DNA level was 3.9x104 copies/ml
(Min-Max: 35-3.4x10° copies/ml). Median ALT/AST
levels of patients with HBV DNA levels <10° copies/
ml, 103-10° copies/ml and >10° copies/ml were 50
(Min-Max: 6-1158 u/l)/39 (Min-Max: 9-1636 u/l) u/l,
54 (Min-Max: 4-2053 U/L)/43 (Min-Max: 7-2505 U/L)
U/L and 86 (Min-Max: 9-2390 U/L)/68 (Min-Max: 15-
1967 U/L) U/L respectively. Median ALT/AST levels
of patients with negative HBV DNA were 35(Min-Max:
10-156 U/L)/32(Min-Max: 13-95 U/L) U/L. HBeAg was
positive in 17.1% of HBsAg positive patients. HBeAg
positivity rates of patients with HBV DNA <10 copies/
ml, 103-10° copies/ml, >10° copies/ml were 18.4%,
15.4% and 65.1%, respectively. HBeAg was positive
only in 1.1% of HBsAg positive patients with negative
HBV DNA. HBeAg, HBV DNA and ALT/AST levels of

Table 1. Demographic characteristics and serological test results of 1662 subjects, Sanliurfa, October 2009-2010

HBsAg HBsAg/Anti-HBs
NO. M/F
P N P/P P/N N/P N/N

Sex

Male 559 (33.6%) 538 (32.4%) 21 (1.3%) 89 (5.4%) 449 (27.0%) 10 (0.6%) 11 (0.7%)

Female 1103 (66.4%) 1061 (63.8%) 42 (2.5%) 158 (9.5%) 903 (54.3%) 27 (1.6%) 15 (0.9%)
Age (years)

0-14 110 (6.6%) 63/47 108 (96.2%) 2 (0.1%) 23 (1.4%) 85 (5.1%) 2 (0.1%) 0

15-40 1046 (62.9%) 714/332 1015 (61.1%) 31 (1.9%) 126 (7.6%) 889 (53.5%) 15 (0.9%) 16 (1.0%)

41-60 444 (26.7%)  294/150 419 (25.2%) 25 (1.5%) 89 (5.4%) 329 (19.8%) 16 (1.0%) 9 (0.5%)

261 62 (3.7%) 32/30 57 (3.4%) 5 (0.3%) 9 (0.5%) 48 (2.9%) 4 (0.2%) 1(0.1%)
Total 1662 1103/559 1599 (96.2%) 63 (3.8%) 247 (14.9%) 1352 (81.3%) 37 (2.2%) 26 (1.6%)

M: male, F: female, P: positive, N: negative
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HBsAg positive patients are summarized in Table 2.

Median ALT level of HBsAg negative patients
(3.8%) was 32 U/L (Min-Max: 7-497 U/L) and median
AST level was 33 U/L (Min-Max: 13-280 U/L). HBV
DNA was negative in 92.1% of these patients where
it was positive in 7.9%, with a median HBV DNA
level of 155 copies/ml (Min-Max: 34-624 copies/
ml). HBeAg was negative in 71.4% of patients with
negative HBsAg and positive HBV DNA. Anti-HBc
and anti-HBs was positive in these patients (0.3%
of total)

In 26 of 1662 patients (1.6%), both HBsAg and
anti-HBs were negative (N,N). Among these N/N
individuals, 24 (92.3%) were anti-HBc negative and
2 (7.7%) were anti-HBc positive. The incidence of
being N/N was higher in women (2%) than in men
(1.4 %). The prevalence of being N/N was highest
in the group aged 41-60 years (2.0%), where it was
1.6% in the age group over 61 years, and lowest
(1.4%) in the age group under 40 years (Table 3).
The prevalence did not decrease according to age.
Mean ALT level of the two anti-HBc positive patients
was 29.5 U/L, and mean AST level was 30.5 U/L.
HBV DNA was negative in one of these patients, and
the other had a HBV DNA level of 3x10? copies/ml.

DISCUSSION

HBV viral load measuring is a very important
tool for monitoring HBV infected patients. The most
direct and reliable measurement of viral replication
is HBV DNA quantification, which can replace other
indirect methods to assess the efficacy of antiviral
therapy used to treat HBV infected patients, such
as serologic markers or measurement of liver
enzyme functions. Monitoring the HBV viral load can
predict the evolution to cirrhosis and hepatocellular
carcinoma (9), as well as a rapid and sustained
response to treatment as a predictive factor for a
favorable treatment outcome. It can also provide
an early detection of treatment failure that may be
related to poor adherence to therapy or selection
of a resistant virus. The likelihood of resistance
to nucleotide analogues is very low when HBV DNA
level is undetectable during therapy and increases
proportionally to the HBV DNA level (10).

Turkey is an intermediate endemic area (2-8%)
for HBV infection. However, the east and southeast
region of Turkey is known as an endemic area for HBV
infection in Turkey (11) and this study is performed in
one of the largest cities of Southeastern Anatolia. In
our study, mean age (33.7) of HBsAg positive patients

Table 2. The relationship between HBV DNA, HBeAg positivity and ALT/AST levels in HBsAg positive patients, Sanliurfa,

October 2009-2010

ALT/AST
Total
N/N N/H H/N H/H
'("9%5‘;?;; HBeAg + HBV DNA + 69 34 45 122 270
P (17.1%)
HBV DNA - 3 0 0 0 3
HBeAg - HBV DNA + 612 258 266 107 1243
(83.0%)
HBV DNA - 46 13 6 18 83
Total 730 305 317 247 1599

N: Normal level, H: High level
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Table 1. Prevalence of isolated anti-HBc presence in patients who were N/N (Negative/Negative) for HBsAg/anti-HBs,

Sanlurfa, October 2009-2010

N/N Isolated anti-HBc
N/N (% of total)
Anti-HBc - Anti-HBc +
Sex
Male (N:1103) 15 (1.4%) 0 0
Female (N:559) 11 (2%) 2 (10.0%) 0.4%
Age (years)
0-14 (N:110) 0 0 0 0
15-40 (N:1046) 16 (1.4%) 16 (100%) 0 0
41-60 (N:444) 9 (2.0%) 8 (88.9%) 1(11.1%) 0.2%
>61 (N:62) 1(1.6%) 0 1 (100%) 1.6%
Total (N:1662) 26 (1.6%) 24 (92.3%) 2 (7.7%) 0.1%

M: male, F: female, P: positive, N: negative

was consistent with other studies around the world
and Turkey (12-14). A multicentric study found that
average age of patients infected with Hepatitis B
is lower in Southeastern Anatolia region (26.2+11.3)
when compared to other regions (15). Toy et al
investigated 339 studies about HBsAg prevelance in
Turkey between the years 1999-2009, and found out
that the prevelance in East and Southeast Anatolia
is highest in the age group of 15-24 years (%12.51)
(12). HBsAg positivity was highest among the ages
15-40 in our study. High prevelance in younger age
groups may be associated with factors like lower
living standards, low socioeconomic status, close
contact and a high rate of vertical and horizontal
transmission (11), which are also the causes of
higher HBV infection rates.

Studies showed that, HBV DNA could be
demonstrated either in circulation or in liver tissue
in every patient that HBsAg is detected (16). We
found a very high rate of HBV DNA positivity (94.6%)
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in HBsAg positive patients’ blood samples in our
study.

We also found HBV DNA in 7.9% of HBsAg negative
patients. Similarly, even higher rates in chronic
hepatitis patients, were reported in literature (17).
This HBV DNA positivity in seronegative patients
could be associated with mutant strains (18). These
results suggest that, determining HBV replication
only by detection of HBV marker is not enough and
real-time PCR should be used simultaneously for
more reliable results (19).

HBeAg positivity in HBsAg positive patients has
reported as 8-13% in Turkey. (15,20-22). In our study
this rate was 17.1%, which also indicates high HBV
prevalence in our region.

HBeAg is detected during active viral replication,
usually in patients with positive serum HBV DNA
(4). In our study, HBV DNA was positive in 98.9%
of HBsAg and HBeAg positive patients. Presence of



HBV DNA in HBeAg positive patients was found to
be 80.5% by Ozbilge et al, 81.6% by Pekbay et al
and 61% by Heper et al. (18,23,24). As these results
suggest HBV DNA can be found negative in some
HBeAg positive patients, which may be related to
regional variability of mutant strains. Furthermore,
it is very important to know whether the patient
has been treated or not when HBV DNA and HBsAg
serological tests are interpreted. It should be kept in
mind that in some situations, especially when HBeAg
is positive, HBV DNA may be negative or low positive
while the patient is receiving antiviral treatment.
HBV DNA could not be isolated in three HBeAg
positive patients in present study. This condition has
been reported in similar studies. (23,25,26). Lack
of the information about treatment states of these
patients is a disadvantage of our study.

HBV DNA was positive in 98.9% of HBsAg and
HBeAg positive patients and serum ALT levels were
elevated in 61.9% of them while it was normal in
38.1%. These results suggest immune tolerant phase
(presence of HBeAg, high positivity of HBV DNA and
normal ALT levels) and immune clearance phases
(presence of HBeAg, high positivity of HBV DNA
and elevated ALT levels), respectively. To precisely
determine the phase of chronic hepatitis in patients,
these findings have to be evaluated together with
liver biopsy results (27). To find out the phase of
the illness is especially important in prediction of
prognosis and management of disease (28).

The anti-core antibody can induce anti-HBc
responses without T-cell activation. This antibody
can be found in almost every patient with a previous
contact with HBV, even in HBV carriers without
other responses. This serological pattern is called
‘anti-HBc alone’, and might reflect an occult HBV
infection (OBI). Anti-HBc is not an ideal marker, the
Taormina group recommended its use as a surrogate
marker whenever an HBV DNA test is not available to
identify potential seropositive OBI individuals such
as in cases of blood, tissue or organ donation, or

in cases of patients undergoing immunosuppressive
therapy (7). Numerous studies have been performed
to identify contamination from HBsAg negative
persons, in other words HBV presence in HBsAg
negative patients, and various results (between
1/46000 and 1/630000) have been found in different
countries (29). Studies in Turkey revealed isolated
anti-HBc positivity between 0.011% and 6.4% (29-
31). The results of our study showed that 1.6% of
individuals were N/N based on routine serological
tests for HBV (HBsAg/anti-HBs) and 7.7% of them
individuals (2

patients, 0.1% of total subjects) and one of these

were isolated anti-HBc positive
was low positive for HBV DNA while other was
negative. However, real prevalence of isolated anti-
HBc positivity is still not known due to different
patient numbers of the studies and variations in
the sensitivities of the tests that are used in these
studies. Because of that, highly sensitive and specific
PCR tests are very important for determination of
real prevalence (32). Furthermore, it is known that,
HBV infection rates in the study region are also an
important factor in prevalence of isolated anti-HBc
positivity. The geographical factors are found to be
highly associated with isolated anti-HBc prevalence,
there by endemic HBV infection (33). Our higher
prevalence rates were probably due to lower number
of HBsAg positive patients in our study group and
high HBV prevalence of the region. We suggested
that it was necessary, larger studies with accurate
and highly sensitive techniques and histopathological
examinations to determine the real prevalence of
isolated anti-HBc positivity in patients. Generally,
infection is considered to be ended when antigens
disappear and anti-HBs and anti-HBc antibodies turn
up in an individual. However, we found HBV DNA
in 0.3% (5/1662) of patients even though antigens
were negative and antibodies were positive. This
situation supports the idea of positive anti-HBs do
not necessarily mean recovery (34, 35). The cause
of anti-HBs presence in HBV DNA positive patients
has not clarified yet, but it may be attributed to
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insufficient neutralization of HBV or deficiency of
determining the precise state of HBV infection with
routine serologic tests.

When body tissue or an organ such as liver or
heart is diseased or damaged, additional AST and
ALT releases into the bloodstream, causing elevated
levels of the enzymes. Therefore, the amount of AST
and ALT in the blood is directly related to the extent
of the tissue damage (36). It was found that median
ALT and AST levels of HBsAg positive patients were
elevated. This elevation in ALT and AST levels may
show liver damage due to HBV replication. ALT and
AST levels are important markers in diagnosis and
management of acute Hepatitis B infection and
acute fulminant hepatitis, as well as in diagnosis and
follow-ups of inactive HBsAg carriers, according to
the latest guidelines (37). It must be kept in mind
that liver enzymes are important parameters in
management of the patients in addition to molecular
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OZET ABSTRACT

Objective: On 8 May 2014, it has been reported

that 395 persons who have suffered from abdominal

Amag: 8 Mayis 2014 tarihinde, Afyonkarahisar Halk

Sagligi Mudurlugu tarafindan; Sandikli ilcesi Akharim

beldesinde, gastroenterit vakalarinda artis oldugu ve  Pain, nausea, vomiting, diarrhoea apply to health care

395 kisinin saglik kuruluslarina basvurdugu bildirilmistir. e T e e e T e T Rl

Calisma, salginin nedenini saptamak, bulas yolunu cases was reported from Akharim town, in Afyon
province. We investigated the outbreak to determine its

belirlemek, koruma ve kontrol onlemlerini almak

scope, source and mode of transmission and to provide
amaciyla yapilmistir. .
prevention and control measures.

Yontem: Vakalari bulmak icin hastane kayitlan

. . . Method: In order to find the cases the hospital records
incelenmistir. Akharim beldesinden 05-12 Mayis 2014

was investigated. It was identified as a suspected cases
that was admitted to a hospital related to ICD-10 (AQ9,
R11, or K52) diagnosis codes of acute gastroenteritis.

tarihleri arasinda saglik kuruluslarina basvuran ve
akut gastroenteritle iliskili ICD-10 tami1 kodlariyla
(A09, R11 veya K52) kaydi yapilanlar siipheli vakalar

olarak tammlanmistir. Bu siipheli vakalar arasindan  17is cases have applied to health care instituttions

between the dates of 05-12 May 2014 from Akharim town.
A probable case was a suspected case having diarrhoea

“ishal veya kusmasi olanlar” olas1 vaka olarak

tanimlanmistir. Salginin nedeninin kanalizasyon ve

yagmur suyu sizintilariyla kirlenmis sebeke suyu
oldugu hipotezini test etmek amaciyla vaka-kontrol
calismas1  yapilmistir.  Veriler; sosyodemografik
ozellikler, semptomlar, hastane basvurusu, semptom
baslama zamani,

hijyen aliskanliklar

icme-kullanma suyu
bilgileriyle ilgili toplam 24

sorudan olusan anket formuyla ylizyiize toplanmistir.

tiketimi,

Etken tespiti icin gaita ve su ornekleri alinmistir.

or vomiting. To test our hypothesis that “the source of
the outbreak is the tap water contaminated with sewage
and rain water”, we conducted a case-control study. Data
including sociodemographic characteristics, symptoms,
hospital admissions, symptom onset time, were collected
by a face-to-face questionnaire consisted of 24 questions
related to drinking-water consumption information. It has
been collected stool and water samples to identify the

Ayrica, vaka sayisindaki degisim ile ilcenin yagis
degerlerindeki degisim karsilastirilmistir.

agent. It has also compared the change in rainfall districts
with the change in the number of cases.
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Bulgular: Arastirmada 292 vaka ve kontroliine
ulasilmistir. Atak hiz1 kadinlarda (%17,7) erkeklerden
(%10,9) daha yiiksektir. Stipheli vakalarin yas ortancasi
19’dur (En kiicik-En buyiik: 11 ay-87 yil). Vakalar tim
yas gruplarinda gorilmus, en yuksek atak hizi 10-14
yas grubunda (%32,6) saptanmistir. Olas1 vakalarda
en sik goriilen semptomlar; karin agrisi (%89,8), ishal
(%89,8), bulant1 (%80,9), kusma (%70,3) ve atestir
(%67,5). Vakalarda kontrollere gore; musluk suyu
icme tahmini rolatif riski 113,5 (%95 GA: 32,9-694,0);
mahalle cesmesi suyu icme tahmini rolatif riski 0,10
(%95 GA: 0,04-0,3); kaynak suyu icme tahmini rolatif
riski 0,10 (%95 GA: 0,02-0,30) ve damacana suyu
icme tahmini rolatif riski 0,03 (%95 GA: 0,004-0,093)
bulunmustur. Damacana suyu icmek referans olarak
kabul edildiginde; vakalarda kontrollere gore musluk
suyu icme durumu 91 kat daha fazladir (ORadj=91,1,
%95GA: 12,4-666,4). incelenen 9 adet gaita 6rneginden
ikisinde Norovirus Gl ve Gll tespit edilmistir. Bolgede
icme-kullanma suyu olarak yiizeysel kaynaklarin
kullanildig1 6grenilmistir. Sebeke suyu hattinda da
sizintilar oldugu gorilmistiir. Alinan 16 su 6rneginin
11’inde total koliform sayisi yiiksek bulunmustur.
Bitiun su orneklerinde serbest klor miktari O ppm
olarak saptanmistir.

Sonug: Salginin, sebeke suyu kaynakli oldugu
Sebeke suyu gozden
gecirilmesi, onarilmasi ve su kaynagi olarak yer alt1
sularinin kullanilmasi ve suyun diizenli klorlanarak
halkin kullanimina sunulmasi onerilmistir.

distnulmustir. sisteminin

Anahtar Kelimeler: gastroenterit, icme suyu, su

kaynakli salgin, vaka-kontrol calismasi

Results: It has been reached 292 cases and controls
in the study. The attack rate in women (17.7%) is higher
than men (10.9%). The median age of suspected cases
was 19 years (Min-Max: 11 months-87 years). The cases
were seen in all age groups, the highest attack rate has
been detected in the 10-14 age groups (32.6%). The most
common symptoms of possible cases were abdominal
pain (89.8%), diarrhoea (89.8%), nausea (80.9%), vomiting
(70.3%), and fever (67.5%). It was found when comparing
cases to controls; the estimated relation risks of drinking
tap water, neighbourhood water, drinking spring water
and bottled water were 113. 5 (95% Cl: 32.9-649.0);
0.10 (95% Cl: 0.04 to 0.25); 0.10 (95% Cl: 0.02 to 0.30),
and 0.03 (95% Cl: 0.004 to 0.093) times higher in cases
respectively. When taking bottled water as a reference;
drinking tap water was 91 times higher in cases than
controls (ORadj=91.1, 95% Cl: 12.4-666.4). Two of nine
stool samples were which has been examined were tested
positive for Noroviriis GI-Gll. It has been detected that
superficial water has been used as drinking water source
in this region. Moreover leakage has been fount in the
pipeline system. 85% of water samples tested positive
for E. coli and coliform bacteria. It was determined that
11 out of 16 water samples were found to have a high
number of total coliform bacteria. Free chlorine level was
0 (zero) ppm in all samples.

Conclusion: It was observed that outbreak stems
from drinking contaminated tap water. It has been
recommended that the water supply system should be
thoroughly inspected, repaired and that the water should
be supplied from underground water sources. In order
to ensure public access to clean wate. The water supply

should be chlorinated regularly.

Key Words: drinking water, water-borne, outbreaks,
gastroenteritis, case-control studies

GiRiS
Akut
sistemin bakteri, viris veya parazitlerle olusan

gastroenteritler, gastrointestinal
enfeksiyonu olup Tiirkiye’de onemli bir halk saglig
sorunudur (1). Ulkemizde enfeksiydz kaynakli akut
gastroenterite bakteriler, virusler ve parazitler
yol acmakta olup bu etkenler arasinda Escherichia
coli, Salmonella,

Shigella, Campylobacter,

Turk Hij Den Biyol Derg

Aeromonas ve Yersinia gibi bakteriler; rotavirus,
norovirus ve enterik adenoviris gibi virusler ile
Entamoeba histolytica, ve Giardia intestinalis
gibi parazitler yer almaktadir (2).

akut
Barsak Enfeksiyonlari

“Akut
kapsaminda

Ulkemizde gastroenteritlerin

Surveyans1”



izlemi yapilmaktadir. izlem sirasinda erken
uyari sinyalleri takip edilmekte ve Halk
Sagligr Mudirlikleri  (HSM) tarafindan vaka

sayilarinda artis tespit edildiginde, Tiirkiye Halk
Saglig
degerlendirilmektedir.

Afyonkarahisar HSM tarafindan 7 Mayis 2014
tarihinde Sandikli ilcesi Akharim beldesinden, il
merkezi ve ilcedeki muhtelif hastanelere karin

Kurumu (THSK)’na yapilan bildirimler

agrisi, bulanti, kusma ve ishal sikayetleri ile
basvuranlarin sayisinda artis oldugu bildirilmesi
lizerine salginin nedenini saptamak, bulas yolunu
onlemlerinin

belirlemek, koruma ve kontrol

uygulanmasini saglamak amaciyla yapilmistir.

GEREC ve YONTEM

Sandikli ilcesine bagli tek Belde olan Akharim
Beldesi 2.763 niifuslu olup Sandikli ilcesine 27
km uzakliktadir. Bir baraj goliu mevcut olan
beldede tarim ve hayvancilik yapilmaktadir.
Belde Belediyesi yetkililerinden alinan bilgilere
gore, beldede bir derin ve iki de ylizeysel olmak
lizere lic su kaynagi bulunmakta olup beldenin
su ihtiyaci yuzeysel kaynaklardan gelen sulardan
karsilanmaktadir (Sekil 1). Derin su kaynagindan
saglanan su yalmzca su

ihtiyacinin  arttig

zamanlarda sebeke sistemine verilmektedir.
Beldede tek su deposu bulunmakta olup su sebeke
sistemi ve depo belediye yetkililerinden alinan
bilgilere gore uzun yillardir yenilenmemistir.

(TSM)
su kontrol noktalarindan onceki aylarda alinan
nedeniyle,

belde belediyesine yapilan uyarilar neticesinde

Toplum Sagligi Merkezi tarafindan,

su orneklerinin uygun c¢ikmamasi

belediye gorevlilerince 5 Mayis 2014 tarihinde
saat 17:00 dan sonra su deposu temizlenmis ve
sonrasinda yaklasik 10 saat sireyle beldede su
kesintisi uygulanmistir.

Bblgenin son bir aydir yagis aldigi, beldenin
sebeke sistemine yuzeysel kaynaklardan su temin
edildigi, borularda yer yer sizintilar bulundugu,

@Su Deposu )
ODerin Su kaynag
AY'Lizeyel Su Kaynaklar

Sekil 1. Akharim Beldesi Su Kaynaklar

deponun mevzuata uygun sartlan

tasimadigi

ve suyun klorlanmadan sisteme verildigi tespit

edilmistir.
Saha inceleme ekibi ilk incelemelerinde
salginin su kaynakli olabilecegini disiinerek,

salginin 3. gunu olan 9 Mayis 2014 tarihinde
deponun mevzuata uygun tasimadig
ve suyun klorlanmadan sisteme verildigi tespit

edilmistir. yuzeysel su kaynaklari yerine derin su

sartlan

kaynaginin kullanilmasini saglamistir.
Afyonkarahisar HSM tarafindan 7 Mayis 2014

tarihinde Sandikli

beldedeki aile sagligi merkezine, il merkezi ve

ilcesi Akharim Beldesinden,

ilcedeki muhtelif hastanelere karin agrisi, bulanti,
sikayetleri
sayisinda artis oldugu bildirilmistir.

kusma ve ishal ile basvuranlarin
Beldeden
7-9 Mayis tarihleri arasinda 395 kisinin saglik
kuruluslarina basvurdugu, atak hizinin %14,3
oldugu tespit edilmistir.

Salginin nedeninin; kanalizasyon ve yagmur
suyu sizintilan ile kirlenmis sebeke suyu oldugu
hipotezini test etmek amaciyla bir vaka-kontrol
arastirmasi yapilmistir. Beldeden, 5-12 Mayis 2014
tarihleri arasinda saglik kuruluslarina basvuran

ve belirlenen ICD 10 tani kodlar1 (A09, R11, K52)
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ile kayitlarnn yapilanlar “stupheli vaka” olarak
tanimlanmis ve bu vaka tanimina uyan 395 supheli
vaka tespit edilmistir. “ishal veya kusmasi olan
supheli vakalar” olas1 vaka olarak kabul edilmistir.

Ornek biiyiikliigii; %95 giiven aralig1 (GA), %80
guc, %20 cevapsizlik hiz1 ongorulerek 300 vaka ve
300 kontrol olarak hesaplanmistir. Supheli vakalar
arasindan basit rastgele ornekleme yontem ile
300 kisi secilmis, kontroller vakalarin oturdugu
evin sag tarafinda yer alan evde oturan ve 5-12
Mayis 2014 tarihleri arasinda sikdyeti olmayan
kisiler arasindan secilmistir. Anket icin Sandikli
TSM’ de gorevli saglik calisanlarindan 10 kisilik bir
gruba anket uygulama egitimi verilmistir. Salgin
incelemesinin ivedilik gerektiren bir sirec olmasi
nedeniyle ayrica etik kurul onayr alinmamistir.
Ancak calismaya katilanlara inceleme ve salgin
hakkinda bilgi verilerek sozlli onamlar1 alinmistir.
Veriler; bu salgina ozgun olarak gelistirilen ve
sosyodemografik ozellikler, semptomlar, hastane
basvurusu,

semptom baslama zamani, icme-

kullanma suyu tiketimi, hijyen aliskanliklan
bilgileriyle ilgili toplam 24 sorudan olusan anket
formuyla yuz yuze toplanmistir.

Beldede ikamet etmedigi 6grenilen iki siipheli
vaka ile saglik kurulusuna baska nedenlerle
basvurdugunu beyan eden alti siipheli vaka calisma
disinda birakilmistir.

Calismada 292 vakavekontroliidegerlendirmeye
alinmis ve analizler olas1 vaka tanimina uyan
246 vaka ve kontrolleri uUzerinden yapilmistir.
Analizlerde ylizde dagilimlari, Tahmini Rolatif Risk
(TRR), lojistik regresyon yontemi ile belirlenen
ayarlanmis TRR  (TRRadj) degerlendirilmis,
GA %95, hata payr %5 olarak kabul edilmistir.
Analizler Epilnfo, SPSS 15, ve OpenEpi programlan

kullanilarak yapilmistir.

Gaita numunelerinin  THSK  Mikrobiyoloji
Referans Laboratuvarinda kaltdr, Real-
Turk Hij Den Biyol Derg

time Multiplex PCR, ELISA, direkt baki ve
konsantrasyon yontemleriyle virolojik (Rotavirls,
Adenovirus, Norovirus, Astrovirus), bakteriyolojik
(Salmonella spp., Shigella spp. Vibrio cholerae,
Enterohemorajik Escherichia coli, Camphylobacter
spp., Aeromonas spp) ve parazitolojik (Giardia,
Cryptosporidium, Entamoeba histolytica)
acidan incelemeleri yapilmistir. Su numuneleri
THSK Tiuketici Givenligi Laboratuvarlari Daire
Metodu

kullanilarak mikrobiyolojik, virolojik ve kimyasal

Baskanligi’nda  Membran  Filtrasyon

acidan incelenmistir.

Ayrica vaka sayisindaki degisim, Sandikli ilcesi
Meteoroloji istasyonu kayitlarinda yer alan, ilcenin
yagis degerlerindeki degisim ile karsilastirilmis
olup beldenin 5 Mayis’ta 7,8 mm ve 6 Mayis’ta
da 16,1 mm yagis aldigi ve Meteoroloji Genel
Midurligi sitesinde bu miktarlarin  “orta siddette
yagis” olarak degerlendirildigi tespit edilmistir.

BULGULAR

Salgindan 395 kisi etkilenmis olup genel atak
hiz1 %14,3’tir. Dikmen Mahallesinde atak hizi
en yuksektir (%17,2) (Sekil 2).
mahallelerde

Atak hizlarinin

benzer oldugu saptanmistir.
Hastalardan 16’s1 yatarak tedavi gormis olup

oliimle sonuclanan vaka bulunmamaktadir.

Olas1 vakalarin %59,3 (n/N=146/246)’u kadin
%40,7 (n=100)’si erkektir. Kontrollerin ise %50,8(n/
N=125/246)’i kadin, %49,2 (n/N=121/246)’si
erkektir. Vakalar ve kontroller arasindaki cinsiyet
yonunden istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamistir (OR=1,4; %95 GA=0,9-2,0).

Olas1 vakalarin her yas grubunda goriulmekle
birlikte sirasi ile 10-14, 5-9 ve 15-19 yas grubunda
vaka sayisinin diger yas gruplarina gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3). Yas ortancasi 19
yildir (En az-En cok= 2 ay - 86 yil).
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Sekil 2. Supheli vakalarin mahallere gore dagilimi, Akharim Beldesi, Mayis 2014
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Atak Hizi (%)

Yas Gruplar

Sekil 3. Olas1 vakalann yas gruplarina gore atak hizi, Akhanim Beldesi, May1s 2014
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Tablo 1. Olasi Vakalarin Semptom Dagilimi, Akharim Beldesi,
Mayis 2014

Semptom Say1 Yiizde (%)
Karin Agrisi 221 89,8
ishal 221 89,8
Bulant1 199 80,9
Kusma 173 70,3
Ates 166 67,5
Diger* 20 8,1

*Basagrisi, basdonmesi, halsizlik ve mide agrisi

Olas1 vakalarin  %89,8 (n/N=221/246)’inde
karin agrisi, %89,8 (n/N=221/246)’inde ishal,
%80,9 (n/N=199/246)’unda bulanti, %70,3 (n/
N=173/246)’iinde kusma ve %67,5 (n/N=166/246)’
inde ates sikayetleri oldugu goriilmiistiir (Tablo 1).

Tek kaynakli bir salgin Gzelligi gostermekte
olup vakalarda salgin o©ncesi donemde ortak

yiyecek tuketimi oykusu bulunamamistir.

| Yagis |

200

180

160 Depo Temizligive
140 Su Kesintisi

= e
o N
o o

Vaka Sayis1
0]
o

[e2}
o

!

5 Mayis

N B
o o

o

4 May1s

6 May1s

Olas1 vakalarda semptomlarin 6 Mayis 2014’te
basladigi, 7 Mayis 2014’te en fazla oldugu
gorulmustir (Sekil 4). Vaka sayilarindaki artis
7 Mayis 2014’de baslamis, 8 Mayis 2014’de en
yiiksek rakama ulasmistir. Bolgenin yagis durumu,
depo temizligi nedeniyle uygulanan su kesintisi
ile semptomlarin 6zellikleri goz 6niine alindiginda
olasi maruz kalma zamam 5-6 Mayis olarak
disunulmustur.

Olas1 vakalarda kontrollere gore musluk suyu
kullanim1 TRR 113,46 kat (%95 GA: 32,90-694,03);
mahalle cesmesi suyu kullanimi TRR 0,10 kat (%95
GA: 0,04-0,25); kaynak suyu kullanim1 TRR 0,10
kat (%95 GA: 0,02-0,30); damacana suyu kullanimi
TRR 0,03 kat (%95 GA: 0,004-0,093) bulunmustur
(Tablo 2). Olas1 vaka ve kontrollerin kisisel hijyen
davranislan arasinda fark saptanmamistir (p=0,6).

Damacana suyu referans olarak alindiginda
olas1 vakalarda musluk suyu icme TRR 91,1 kat (%95
GA: 12,4-666,4) bulunmustur. Mahalle cesmesi ve
kaynak suyu gibi diger sularin hastalikla iliskisi

bulunmamistir (Tablo 3).

Bildirim ve
Miidahale
(HSM)

7 Mayis

8 Mayis 9 May1s

Tarih

Sekil 4. Olasi vakalarin sikdyet baslama tarihine gore dagilimi, Akharim Beldesi, Mayis 2014 (n=246)

Turk Hij Den Biyol Derg



Tablo 2. Olasi vakalarin semptom dagilimi, Akharim Beldesi, May1s 2014

. Vaka Kontrol
Icme Suyu Tipi TRR (%95 GA)

Say1 Yiizde (%) Say1 Yiizde (%)
Musluk Suyu 236 95,9 127 51,6 113,46 (32,9-694,03)
Mahalle Cesmesi Suyu 5 2,0 41 16,7 0,1 (0,04-0,25)
Kaynak Suyu 3 1,2 28 11,4 0,1 (0,02-0,30)
Damacana Suyu 2 0,8 58 23,5 0,03 (0,004-0,093)
Toplam 246 100,0 246 100,0

Tablo 3. Olasi vaka ve kontrollerde salginin oldugu donemde icme suyu tiiketimi, Akharim Beldesi, May1s 2014

. Vaka Kontrol

Icme Suyu Tipi TRRad]j %95 GA
Say1 Yiizde (%) Say1 Yiizde (%)

Musluk Suyu* 236 95,9 127 51,6 91,1 12,4-666,4

Diger Sular 9 0,4 70 28,5 6,3 0,8-51,3

Sadece Damacana Suyu** 1 0,4 49 19,9 Ref.

* Musluk suyu: Herhangi bir sekilde tek veya bir baska su ile birlikte musluk suyu tiiketenler

** Sadece damacana suyu: Sadece damacana suyu tiiketenler

Salgin sirasinda dokuz hastadan alinan ve
THSK Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlarinda
calisilan gaita orneklerinden ikisinde Norovirus
Gl ve Norovirus Gl tespit edilmis olup incelenen
diger etkenler negatif olarak bulunmustur (Tablo
4).

Su Halk  Saglig
Laboratuvar1 ve THSK Laboratuvarlarinda yapilan

numunelerinin  Afyon
incelemeleri sonucunda; icme ve kullanma suyu
olarak yuzeysel su kaynaklarindan alinan tim
orneklerin (n/N=4/4) bulaniklik, koliform bakteri
ve E. coli yoniinden ilgili yonetmelige uygun
olmadiklari; ylizeysel su kaynaklarindan sebekeye
su saglandig1 donemde su deposu ve sebekeden
alinan orneklerde de yine aym
%85 (n/N=6/7)
belirlenmistir. ~ Salgin

parametreler
acisindan, uygunsuzluk oldugu
incelemesi  sirasinda

yuzeysel su kullaniminin onlenmesi icin yer alti

suyu kullanim1 onerilmistir. Bu onerilerden sonra
yuzeysel su kullanimi durdurulmustur. Derin su
kaynagi ve bu kaynaktan sebekeye su saglandigi bu
donemde su deposu ve sebekeden alinan orneklerin
(n/N=7/7)
bakteri ve E.

tamaminin ise bulaniklik, koliform
coli yoniinden ilgili yonetmelige
uygun olduklar1 tespit edilmistir (Tablo 5). Ayrica
THSK Tiiketici Guvenligi Laboratuvarinda, yiizeysel
su kaynaklarindan alinan 6rnekler cok kirli oldugu
icin filtre edilememis olup virolojik etkenler

yoniunden analizleri gerceklestirilememistir.

TARTISMA

Afyonkarahisar HSM tarafindan 7 Mayis 2014
tarihinde Sandikli ilcesi Akharim Beldesinden, il
merkezi ve ilcedeki muhtelif hastanelere karin
agrisi, bulanti, kusma ve ishal sikayetleri ile
basvuranlarin sayisinda artis oldugu bildirilmistir.
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Tablo 4. Klinik orneklerin analiz sonuclan, Akharim Beldesi, Mayis 2014

Tespit edilen

Tespit edilen Tespit edilen

Klinik 6rnek  incelenen ornek Virolojik etken Bakteriyolojik etken Parazitolojik etken
tird sayisi Ornek Sonu Ornek Sonu Ornek Sonu
Sayisi < Sayisi < Sayisi <
Norovirus Gl
Gaita 9 2 ve 9 Negatif 9 Negatif
Norovirus Gl

Tablo 5. Sebeke suyuna ait numunelerin inceleme sonuglan, Akharim Beldesi, 8-15 Mayis 2014

Numune Yeri LB ()

Uygun Degil*** (Say1) Uygunsuzluk Yiizdesi(%)

Yiizeysel Su Kaynaklan 0
Derin Su Kaynagi 3
Su Deposu ve Sebeke* 1
Su Deposu ve Sebeke** 7
Mahalle Cesmeleri 7

4 100,0
6 85,7
6 46,2

*Yiizeysel su kaynaklarindan sebekeye su saglandigi donem

**Derin su kaynagindan sebekeye su saglandigi donem

***Bulanikhk, Koliform bakteri ve E. coli yoniinden ilgili yonetmelige uygun degildir

Beldeden 7-9 Mayis tarihleri arasinda 395 kisinin
saglik kuruluslarina basvurdugu, atak hizinin
yiizde 14,3 oldugu tespit edilmistir. Akut Barsak
Enfeksiyonlar Suirveyansi kapsaminda, 1 Ocak - 5
Mayis 2014 tarihleri arasinda belirgin vaka artisi

bulunmadigr belirlenmistir.

Salgin incelemesi, Afyonkarahisar ili, Sandikli
ilcesine bagli Akharim beldesinde gériilen akut
kaynagin1 ve etkeni

gastroenterit salgininin

belirlemek amaciyla yapilmistir. Degerlendirmeler,

05-12 Mayis 2014 tarihleri arasinda saglik
kuruluslarina  yapilan  basvurular  Uzerinden
gerceklestirilmistir.  Salgin ortaya c¢ikmasinda

sebeke sistemine su saglayan yiizeysel kaynagin

Turk Hij Den Biyol Derg

kontamine olmasi ve su borularinda bulunan
catlaklardan negatif basin¢cla yagmur sularinin

sebeke suyuna karismasi etkili olmustur.

Yaptigimiz calismalardan elde ettigimiz veriler
salginin; musluk suyu kaynakli bir noroviriis salgini
olabilecegini gostermistir.

Yurtdisinda ve Ullkemizde yapilan arastirma-
larda; viral gastroenterit salginlarina neden olan
etkenlerin basinda genellikle rotaviris, astrovirdus,
adenovirls ve insan caliciviruslerinin (Noroviris ve
Sapoviris) geldigi (3,4) ve noroviriislerin de akut
gastroenteritlerin en sik karsilasilan nedenlerinden
biri oldugu bildirilmistir (5).
genelindeki tiim akut gastroenterit salginlarinin

Noroviris, diinya



%60-80’inin nedeni olarak kabul edilmektedir
(6,7). Ulkemizde 2008 yilinda, bakteriyel olmayan
gastroenteritler siirveyans sistemine dahil edildigi
yillarda viral akut
gastroenterit salginlarinin bildirimi yapilmamistir
(4). Albayrak ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada 2009 yilindaki akut gastroenteritlerin
en sik saptanan viral etkeni olarak noroviris
(G1=%18 ve GlI=%57) tespit edilmistir (8).

icin daha onceki etkenli

Vakalarin  beldenin  tamamina  dagilmis
olmasi, kimelenme olmamasi ve mahalle atak
hizlarinin birbirine benzer olmasi salginin ortak
bir kaynaga maruz kalma nedeniyle ortaya
ciktigin1 disiindiirmiistiir. Yapilan incelemelerde
o tarihlerde beldede ortak yemek diizenlenmedigi
tespit edilmistir. Salgin egrisi bize salginin tek
kaynakli oldugunu disiindiirmistiir. Norovirislar
icin ortalama inkubasyon siiresi 33 saattir (en
az=12 saat, en cok=48 saat) (9). Bu salginda
da olast maruziyet tarihinden yaklasik 12 saat
sonra vakalar artmaya baslamistir. Salgindan
onceki tarihlerde gorilen dort vakanin salgina
dahil olmadigi, havalarin yagisli gecmesine ve

su sistemindeki olumsuzluklara bagli olarak
ortaya c¢ikan gastroenterit vakalar1 oldugu
dusunulmektedir.

Yapilan diger calismalarda da ndroviris

enfeksiyonlarinin 1-3 giin siirdiigi bildirilmektedir
(10). Belde aile sagligi merkezinde gorevli aile
hekimleri ve hastalarin basvurdugu hastanelerde
hastalar1 muayene ederek tani koyan hekimlerle
yapilan goriismeler hastaneye basvuran hastalarin
2-3 giin icinde kendiliginden iyilestiklerini
gostermektedir.

Norovirus enfeksiyonlarinda gorulen en onemli
klinik belirtiler kusma ve ishaldir (10).
calismamizda da en sik gorilen semptomlar
sirasiyla; karin agrisi (%89,8), ishal (%89,8), bulanti
(%80,9) ve kusma (%70,3) olarak bulunmustur.
Hastalardan alinan gaita orneklerinde bakteriyel
tespit edilememistir. ABD Hastaliklar
Onleme ve Kontrol (CDC) tarafindan

Bizim

etken
Merkezi

onerilen Kaplan Kriterlerine (12-60 saatlik bir
hastalik suresi, 24-48 saatlik kulucka donemi,
vakalarin %50’den fazlasinda kusma gorilmesi
ve hicbir bakteriyel etken bulunamamasi)
uyumu nedeniyle de salgina norovirusiin neden
oldugu diisiiniilmektedir (11). inkiibasyon siiresi,
hastaligin semptomlart ve bakteriyel
saptanmamasi, hastaligin siiresi

desteklemektedir.

etken
bu kriterleri

Enfeksiyon her vyas grubunda gorulmekle
birlikte genellikle cocuklar ve gencler daha cok
etkilenmektedir (4). Bu incelemede de genclerde
ve gec¢ cocukluk donemlerinde hastaligin atak hizi
daha fazla bulunmustur.

Arastirmamizda kadinlarda atak hizinin
daha fazla oldugu dikkat cekmektedir.
cinsiyetin hastalik
oldugu saptanmamistir. Belde halki ile yapilan
goriismelerde tarimla ugrasan erkeklerin sabah
erken saatlerde su kesintisi bitmeden tarlaya
gittikleri ve burada kaynak suyu ictikleri,
digerlerinin de kahvehanede cay, kahve vb. iirlinler
seklinde kaynamis su ictikleri 6grenilmistir. Altay
ve arkadaslarinin daha onceki yapmis oldugu
calismalarda da cinsiyetin hastalik uzerine etkisi
bulunamamistir (12). Diinyada yapilmis calismalar
da noroviriisiin cinsiyetle bir iliskisi olmadigin

gostermektedir (13-15).

Her

ne kadar lizerine etkisi

Bulas fekal-oral yolla olmaktadir. CDC,
1996-2000 yillar1 arasinda goriilen 348 Noroviris
salgininda bulasmanin %39’unun gida, %12’sinin
insandan insana, %3’Uniin ise su kaynakli oldugunu
saptamistir  (7,16-19). Su kaynakl
salginlar daha cok su sebekesi ve su tesisleri ile
kuyu, havuz vb. yerlere kanalizasyon suyu karismasi
sonucu ortaya cikmaktadir (11, 16,19). Turkiye’de
ise bu konuda yeterli sayida yayinlanmis calisma
bulunmamaktadir ve vyayinlanan calismalarda,
bu calismamizda oldugu gibi Aksaray, Trabzon
ve Keciborlu’da yasanan noroviris salginlarinda
da kaynak icme suyu olarak tespit edilmistir
(3,21,22).

norovirus
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Bu salginda da ylizeysel su kaynagindan, sebeke
sisteminden ve su deposundan alinan orneklerin
mikrobiyolojik incelemelerinde E. coli ve koliform
bakteri
kanalizasyon

Uremesi tespit edilmesi icme suyuna

karistigin1  gostermektedir.  Yine
salgindan once su kesintisi uygulanmasi ve siddetli
yagislarin gorilmesi borularda olusan negatif
basinc nedeniyle su borularindaki catlaklardan
sel sularinin icme suyuna karismis olabilecegini

disiindiirmektedir.

Sandikli TSM tarafindan salgindan onceki
donemlerde izleme noktalarindan rutin olarak
alinan su ornekleri mevzuata uygun olmayip E. Coli
ve koliform bakteri iremeleri tespit edilmis, bakiye
klor diizeyi sifir olarak olcilmustur. Su deposunda
otomatik klorlama cihazi bulunmamaktadir ve sular
klorlanmadan sebekeye verilmektedir. Yapilan
calismalarda noroviris salginlarinin onlenmesi icin
su kaynaklarinin kontamine oldugu durumlarda
yuksek klor konsantrasyonlar1 (>10mg/l) 30 dakika
veya daha uzun siire uygulanmasinin vyararl
olabilecegi bildirilmistir (22, 23). Yine kontamine
yiyecekler, sular, kusma materyali ile kontamine
olmus cevresel yizeylerle bulasin (16, 17, 24, 25)
onlenmesi icin de klor (210 mg/L ile tamamen)
ya da %70 alkol

ve dezenfektanlara

(kismen inaktive olmaktadir
daha
direnclidirler) uygulamanin yeterli oldugu (26, 27)

enterovirislerden

yapilan calismalarda ortaya konulmustur.

Calismanin bazi kisitliliklart bulunmaktadir. Acil
servis ve poliklinik hekimleri akut gastroenterit
semptomlariyla basvuranlardan gaita ornegi
almadigindan numune sayis1 azdir. Ulkemizde suda
norovirls etkeninin saptanmasina yonelik testler
halen gelistirilme asamasindadir ve THSK referans
laboratuvarlarinda calisilmaktadir. Standart bir

yontem ihtiyac1 bulunmakta, ayrica etkenin suda
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tespit edilmesi icin 100 litre gibi cok miktarda su
ornegi alinmasi gerekmektedir. Tim bu nedenlerle
calismada suda etken arastirmasi yapildigi halde
norovirus bulunamamuistir.

Calismada genel hijyen aliskanliklari da
sorulmustur ciinkii norovirus salginlarinda kisiden
kisiye bulas da onemli bir rol oynamaktadir (28,
18). Calismaya katilanlarin hijyen tutumlan ile
ilgili sorulardan alinan cevaplar, genellikle iyi
yonde bir hijyen tutumunu gostermektedir. Ancak
kisilerin gercek hijyen davranislarini olcmek
gozlem altinda yapilan calismalarla mumkindur.
Bizim tasarimi

calismamizin gercek hijyen

davranisini saptamak uzere planlanmamistir.

Sonug olarak; salginin nedeni giivenli olmayan
kaynaktan saglanan ve mevzuat acisindan gerekli
sartlar1 tasimayan depo ve boru sistemleri ile
klorlanmadan kullanima sunulan belde sebeke
suyudur. Salginin  goriildiigi donemde depo
temizligi nedeniyle on saat siireyle su kesintisi
uygulanmasi ve yogun yagislar da salginin ortaya

¢ikmasinda yardimci olmustur.

Salginin kontrol altina alinmasi amaciyla ilk
olarak otomatik klor cihaz1 temin edilerek sular
klorlanmistir. Ylzeysel su kaynagi yerine derin
su kaynagindan gelen suyun sebeke sistemine
verilmesi saglanmistir. Belde halkinin, ozellikle
yagislidonemlerde ve sukesintilerinden sonra, suyu
kaynatarak kullanmalari konusunda farkindaligini
artirmak icin egitim calismalarnn yapilmistir.
Benzer salginlarin yasanmamasi amaciyla da derin
su kaynagr kullaniminin sirdirilebilir olmasi,
su sebeke sistemi ve deposundaki tespit edilen
eksikliklerin giderilmesi ve suyun klorlandiktan
sonra kullanima sunulmasi yoniinde onerilerde
bulunulmustur. Bu onerilerin yapilmasina yonelik

calismalar da halen izlenmektedir.
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Afyonkarahisar ili Dinar ilcesinde 2015 yili Ocak ayinda goriilen
tularemi vakalan
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Bekir CELEBI?

OZET

Amag: Erken Uyar Cevap ve Saha Epidemiyolojisi
Daire Bagkanligi’na 26 Ocak 2015 tarihinde Afyonkarahisar
ili Dinar ilcesinde tularemi oldugu
bildirilmistir. Salgin, olayin boyutunun saptanmasi, bulas

vakalarinin

kaynaginin tespiti, koruma-kontrol onlemlerinin alinmasi
ve ileride olusabilecek salginlarin onlenmesi amaciyla
incelenmistir.

Yontemler: 17 Subat 2015 tarihinde ilcede bir saha
arastirmasi baslatilmis ve 15 Mart 2015 tarihine kadar
pozitif cikan her vaka arastirmaya dahil edilmistir. Vaka
kontrol calismasi icin vaka tanmimi ve kontrol secim
kriterleri gelistirilmistir. Vakalar “10 Aralik 2014-15
Subat 2015 tarihleri arasinda Dinar ilcesinde bulunan
ve laboratuvar analizlerinde Francisella tularensis
mikroagliitinasyon testi pozitif saptanan kisiler” olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu ise “belirtilen tarihler
arasinda ilcede bulunan; tularemi yoniinden herhangi
bir sikayeti bulunmayan kisiler”’den olusmustur. Bir
vakaya karsilik kontrol grubundan 4 kisi yer almistir. Bu
calismada vaka tanimina ve kontrol secim kriterlerine
uyan toplam 29 vaka ve 116 kontrol bulunmustur.
Analizlerde ylizde dagiimlan, atak hizi, t-testi, ki-kare
testi, olasi risk faktorlerini degerlendirmek icin %95
gliven araligi (GA), tahmini rolatif risk (TRR) ve lojistik
regresyon kullamlmistir. istatistiksel anlamlilik diizeyi

ABSTRACT

Objective: Tularemia cases in Dinar, Afyonkarahisar
were reported to Early Warning Response and Field
Epidemiology Department on January 26, 2015.
Outbreak was investigated to determine the scope,
identify the source, to implement prevention and
control measures and to avoid future outbreaks.

Methods: In the district, an investigation was
initiated on February 17, 2015 and all identified
new positive cases were included in the study until
March 15, 2015. Case definition and control selection
criteria were developed for the case-control study.
Case was “a resident in Dinar, who was detected
positive with microagglutination test for Francisella
tularensis between the dates of 10 December 2014
and 15 February 2015. Controls were selected from
residents who don’t have any complaints regarding
tularemia and are in that district between specified
dates. Four controls were selected for each case. A
total of 29 cases and 116 controls were found, all of
which confirmed to the case definition and control
selection criteria. In order to evaluate the possible
risk factors in the analysis, it was used percentage
distribution, attack rate, t-test, chi-squared test,
95% confidence interval (Cl), Odds Ratio (OR) and
logistic regression. Statistically significant level was
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p<0,05 olarak kabul edilmistir. Ana su kaynaklar,
depolar ve kontrol izlem noktalarindan su numuneleri
alinmasi saglanmistir.

Bulgular: Vakalarin %72,4’U kadindir. Hastalik her
yas grubunda goriilmekle birlikte vakalarin %62,1’inin
yetiskin yas grubunda oldugu saptanmistir. Vakalarin
yas ortalamasi 36,7+17,5 yildir (en kicuk: 5, en buyik:
72). Vakalarin yas ortalamasi, kontrol grubundakilerin
yas ortalamasindan istatiksel olarak anlamli diizeyde
kiicliktir (t=3,46; p=0,001). Vakalarin %89,7’sinde
Uslime-titreme, %86,2’sinde bogaz agnsi, %82,8’inde
boyunda veya kulak cevresinde lenf bezi biyiikliigi ve
75,9’unda ates oldugu saptanmistir. Vaka ve kontrollerde
musluk suyu kullamimi, sebze-meyve yikamada kullanilan
su, ¢ig sebzeleri sirkeli suda veya camasir suyu eklenmis
suda bekletme, golet, dere, irmak suyu ile temas
(ylizme, camasir yikama), kemirici temasi, av hayvanlan
temasi ve kene 1sirma oykdisti gibi risk faktorleri acisindan
degerlendirilmistir. incelenen bu faktorlere maruz
kalma diizeyi vakalar ve kontrollerde benzer bulunmus,
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.
Yas karistiric1 bir faktor olabileceginden olusturulan
lojistik modele, tiiketilen suyun bagli oldugu su deposu
ve yas degiskenleri konmustur. Yas kontrol edildiginde,
vakalarda kontrollere gore Depo 1’den su icme tahmini
rolatif riski 3,6 kat (%95 GA: 1,5-8,7) bulunmustur.
Salgin icin alinan su numunelerinde tularemi etkeni
saptanamamistir.

Sonug: Epidemiyolojik veriler degerlendirildiginde
bu salgimn Depo 1’den dagitilan sebeke suyunun
icilmesine baghh  bir tularemi salgim  oldugu
distiniilmustir. Benzer salginlarin tekrar yasanmamasi
icin su depolarinin diizenli denetimi, bakiye klor
olctimlerinin diizenli takibi, hastaligin sik goriildigii
bolgelerde bu hastalik konusunda halkin bilgilendirilmesi
ve hekimlerde farkindaligin artirlmasina yodnelik
calismalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: tularemi, zoonotik hastaliklar,
su kaynakli salgin, Francisella tularensis, vaka-kontrol
calismasi, Turkiye

Turk Hij Den Biyol Derg

p<0.05. Water samples were taken from the main
water supply, and the storage tank and sampling
points.

Results: Of the cases 72.4% was women. Although
cases were distributed to all age groups, 62.1% of
cases were in adult age groups. The mean age of
cases was 36.7+17.5 years (Min-Max: 5-72). The mean
age of cases was significantly lower than the controls
(t=3.46; p=0.001). Main symptoms of cases were
detected chills (89.7%), sore throat (86.2%), swollen
lymph nodes in neck (82.8%) and fever (75.9%).
Cases and controls were evaluated for various risk
factors such as use of tap water, water sources for
washing fruits and vegetables, methods of washing
raw vegetables (in water, in vinegar, in bleach),
contact with lakes, streams, rivers (swimming,
washing), contact with rodents, animal hunting and
tick bite history. These factors were not associated
with the disease. Logistic regression included age
and water storage tanks providing drinking water.
After controlling for age, people drinking water from
Tank-1 were 3.6 times more likely to be ill (95% Cl:
1.5-8.7). Tularemia agent was not detected in water

samples.

Conclusion: Epidemiological data show that this
tularemia outbreak was caused by drinking tap water
distributed from Tank-1.
outbreaks; audits of water tanks, and monitoring of

To avoid similar future

chlorine levels were recommended regularly. Public
who lives in regions where tularemia is common
should be trained for tularemia; awareness raising

activities should be implemented for physicians.

Key Words: tularemia, zoonotic diseases,

waterborne, outbreaks, Francisella tularensis,

case-control studies, Turkey



GIRIS

Tularemi, Francisella tularensis’in olusturdugu,
ulsoro-glandiiler, glanduler, pnomonik, tifoid, okilo-
glandiiler, orofarengeal formlarda seyredebilen
zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir (1).
30-71°

gorulmektedir. F

Diinyada

kuzey enlemleri arasindaki bolgelerde

tularensis, dogada oldukca
yaygindir ve memeli hayvan, kus, artropod, balik ve
surtingenler gibi 250’den fazla hayvan tiriinden izole
edilmistir. Bakterinin dogal rezervuarlari ¢ogunlukla
yabani tavsan, sincap, su ve tarla faresi, kunduz, geyik
ve rakun gibi kemirici hayvanlardir. insan ve evcil
hayvanlar ise F. tularensis’in rastlantisal konagidir (2-
5). insandan insana bulas vakalari bildirilmemistir (6).
Tularemi gecirenlerde omiir boyu bagisiklik gelisir.

Hastaligin inkiibasyon siiresi ortalama 3-5 giindiir,
bu siire 1-21 giin arasinda degisebilir. Tularemi
cogunlukla ates, Uslime-titreme, halsizlik, bas agrisi,
istahsizlik gibi semptomlarla akut olarak baslar. Eslik
eden bogaz agris1, kuru Oksiiriik ve retrosternal agn
grip benzeri bir tabloyu andirir. Bunun yaninda; karin
agnsi, bulanti-kusma, ishal ve miyalji gorilebilir.
Ates genellikle 38°C Uzerindedir ve 41-42°C’ye
cikabilir. Hastalarin %407nda ates-nabiz diskordansi
gorulur. Bolgesel lenf bezleri hizla buyur ve bubonik
bir gorunim alir. Tedavi edilmeyen vakalarda ates
glinlerce (ortalama 32 gin) devam edebilir. Bu
vakalarda semptomlar haftalarca hatta aylarca
surebilir ve progresif seyreden bir duskunlik, kilo
kayb1 ve sebat eden lenfadenopatiler gorilur (2,7).
Tirkiye’de insanlarda goriilen tularemi hastaligi 2005
yilindan bu yana C grubu Bildirimi Zorunlu Hastaliklar

arasindadir (8-10).

Hastaligin dogrudan ve dolayli bulastig1 bilinir,

ancak, etken genellikle oral yolla alindiginda
salginlara neden olabilmektedir. Hastaligin ilkelere
ya da bolgelere gore bulas yollarn degismektedir
(11). Kuzey Amerika’da tavsan, kene sivrisinek ve
hayvan lesleri ile; Iskandinav ve Baltik iilkelerinde

sivrisinek; Avrupa ve Asya ulkelerinde tavsan, fare,

sican, kontamine su; Japonya’da tavsan avi ve
sincaplar; Isvec’te tarla faresi ve su; Tiirkiye’de su ile
bulasmaktadir (7,11,12). Mikroorganizma haftalarca
ve aylarca suda, camurda ve hayvan karkaslarinda
kalabilir.

Bakterinin bulas yollari; deri, mukoza, konjuktiva

canli Dezenfektanlara duyarlidir (1).
veya inhalasyon yoluyla olabilecegi gibi, iyi pismeden
tiiketilen gidalar veya su araciigi ile de olabilir.
Bulastinciik cok kicik dozlarla bile olabilir. Bulas
icin subkutan yolla 10 bakteri, inhalasyonla ise 10-50
bakteri yeterlidir. Kolaylikla bulasarak epidemilere
neden olabilir (6,13).

Endemik bolgelerde tularemi tamsi koymak igin
once hastaligin disiiniilmesi sarttir. Farkli klinik
tablolarla seyretmesi nedeniyle cok sayida enfeksiyon
hastalig1 ile kansabilmektedir. Endemik bdlgelerde
beta-laktam antibiyotik tedavisine cevap vermeyen
tonsillit ve servikal lenfadenomegalili vakalarda
mutlaka tularemi de dusiiniilmelidir. Ulkemiz icin
sularin diizenli klorlanmasi ve kaynagi belli olmayan
sularin  kaynatilmadan

icilmemesi  epidemileri

onlemek icin alinacak en onemli tedbirlerdir (1).

Son yillarda vaka sayisinin giderek artmasi,
bolgesel olarak baslayan hastaligin zamanla diger
bolgelere yayilmasi ve donem donem epidemiler
gibi
tularemi tekrar gincellik kazanmistir (9).

seklinde seyretmesi nedenlerle Ulkemizde

Afyonkarahisar ili Dinar ilcesi’nde tularemi vaka
sayisinda artis oldugunun gozlenmesi lizerine, salginin
boyutunun ve bulas kaynaginin tespiti, koruma-
kontrol onlemlerinin alinmasi ve ileride olusabilecek
salginlarin onlenmesi amaciyla salgin incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Afyonkarahisar ili ilcesi’nde tularemi
vakalarinin oldugu bilgisi 26 Ocak 2015 tarihinde
Tirkiye Halk Sagligi Kurumu (THSK) Erken Uyan Cevap
ve Saha Epidemiyolojisi (EUCSE) Daire Baskanligi’na
bildirilmistir. Bu tarihten itibaren vaka bulunmasi

Dinar
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ve durum saptanmasi amaciyla, EUCSE, Zoonotik ve
Vektorel Hastaliklar Daire Baskanligi, Afyonkarahisar
Halk Sagligi Midurligii ve Dinar Toplum Sagligi
Merkezi ile birlikte takip edilmeye baslanmistir.

Oncelikle Afyon Halk Sagligi Midirliigli (HSM)
tarafindan gerekli koruma ve kontrol onlemlerinin

alinmas1 saglanmistir. Bu kapsamda Afyon HSM,

ilcedeki aile hekimlerini telefonla arayarak
bilgilendirmis ve hekimlerden tularemi vakalan
konusunda duyarli olmalarin istemistir. Bolgede

tularemi vakalan oldugu fark edilmeden once
klinisyenler tarafindan hastalara genellikle tonsillit
ve lenfadenit tamlarn kondugu saptanmistir. Bir
on degerlendirme yapmak amaciyla Dinar Devlet
Hastanesi’nden ve bolgedeki aile hekimlerinden,
salginin saptandig1 yil ve bir onceki yilin Aralik-Ocak
doneminde tonsillit ve lenfadenit tamlarindan birisi
ile basvuran hastalarin listesi istenmistir. Ayrica ortak
maruziyetin bulunmasi amaciyla, bir vaka bilgi formu
tasarlanmis ve tularemi suphesiyle numune alinan
tim hastalardan bu form ile bilgi toplanmistir. Subat
ayinin ortalarina dogru bolgede vaka sayisinda artis
gorulmus, bunun uzerine salgin boyutunun ve bulas

kaynaginin tespiti icin yerinde epidemiyolojik calisma

yapilmasina karar verilmistir. 17 Subat 2015 tarihinde
ilcede bir saha arastirmasi baslatilmis ve 15 Mart 2015
tarihine kadar pozitif cikan her vaka arastirmaya
dahil edilmistir.

Vaka kontrol calismasi
kontrol secim kriterleri

icin vaka tamm ve
gelistirilmistir. Anketler,
ylz ylize gorisme yontemiyle vaka ve kontrollere
sosyodemografik

ozellikler, hastalik ve klinigine iliskin ozellikler ve

uygulanmistir.  Anket formunda

olasi risk faktorlerine yonelik sorular bulunmaktadir.

Salgin incelemelerinde ayni mahalleden ya da
komsudan kontrol secildiginde genellikle karsilagilan
sorun sebeke suyu kullamimi ve risk faktorlerinin
benzer diizeyde bulunmasidir. Bu benzerlik, analiz
yaparken 6rnek biyiikliglini artirmayi zorunlu hale
getirmektedir. Bu salginda vaka sayisi az oldugundan
vakanin iki kontrolu ayn1 mahalleden, iki kontrolu
de o an vaka cikmamis uzak mahalleden secilmistir
(Sekil 1).

Calismada vaka tanimi “10 Aralik 2014-15 Subat
2015 tarihleri
ve laboratuvar sonucu mikroagliitinasyon testi ile

arasinda Dinar ilcesinde bulunan

Francisella tularensis antikoru pozitif saptanan

kisiler” olarak belirlenmistir.

l 1 Vaka |

4

4

( 2 Yakin Kontrol ] [ 2 Yakin Kontrol ]

N \
Seton
VAKA C T I >
' Pk it Vaka Crkamayan
Mahalleden

< ANALIZ >

VAKA-YAKIN KONTROL

VAKA-UZAK KONTROL

VAKA-KONTROL (TOPLAM)

Sekil 1. Epidemiyolojik calisma tasarim
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Kontroller ise “belirtilen tarihler arasinda ilcede
bulunan; yiiksek ates, bogaz agrisi, lenf bezi biiyiimesi
(beze) sikayetlerinden herhangi biri bulunmayan
kisiler”den secilmistir.

Yakin kontroller, vakalar ile gorisme yapildiktan
hemen sonra kontrol secim yonergesine uygun olarak
en yakin komsularindan secilmistir.

Uzak
mabhallelerden, rastgele gidilen bir hanede, kontrol

kontroller ise  vaka  bulunmayan
secimi yonergesinde yer alan kriterlere uygun olan
kisilerden secilmistir. Vaka tamim ve kontrol secim
kriterlerine uyan toplam 29 vaka ve 116 kontrol

bulunmustur.

Calismada vakalarla yakin kontroller, vakalarla

uzak kontroller ve vakalarla tum kontroller
karsilastinlmak suretiyle Uc¢ ayr analiz yapilmistir.
Analizlerde yiizde dagilimlan, atak hizi, olasi risk
faktorlerini degerlendirmek icin %95 giiven araligi
(GA), tahmini rolatif risk (TRR), gruplar arasi farkin
karsilastinlmasinda ki-kare ve ortalamalar arasi farkin
karsilastinlmasinda t-testi kullamlmistir. istatistiksel
anlamlilik dizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
Ayrica kanstiric faktorlerin kontroli amaciyla lojistik

regresyon yapilmistir.

Cevre incelemeleri icin su kaynaklari, su depolan
ziyaret edilmistir. Ana su kaynaklar, depolar ve
kontrol izlem noktalarindan toplam 12 adet su
numunesi alinmasi saglanmistir.

Su orneklerinde tularemi tanmisiicin kultiir metodu,
mikrobiyolojik inceleme icin Membran Filtrasyon
Metodu TS EN ISO (9308-1 ve 7899-2) uygulanmistir.
Ayrica tularemi siiphesi ile basvuran hastalardan klinik
ornekler alinmistir. Bu ornekler, THSK Mikrobiyoloji
Referans Laboratuvari’nda incelenmistir. Serum
orneklerinde Francisella tularensis antikor varligim
belirlemek amacli mikroagliitinasyon testi kullanilmis;
klinik tablo ile uyumlu 1/160 titre ve lzeri sonu¢ veya
konvelasan serumda en az dort kat titre artis1 pozitif

sonuc olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Bu salgin incelemesinde Afyonkarahisar ili Dinar
ilcesinde goriilen tularemi vakalari ve vaka sayisindaki
artis iki ay boyunca izlenmis ve gerekli kontrol
onlemleri alinmstir.

Calismada tularemi vakalarinin saglik
kurumlarina genellikle tonsillit ve lenfadenit tanilan
ile basvurmas1 nedeniyle, vaka bulmak icin bu
tanilarla saglik kurumlarina basvuran kisilere ait
verilerin incelenmesi amaclanmistir. Aile Sagligi
Merkezlerinden veri alinamamas1 nedeniyle yalnizca
Dinar Devlet Hastanesi kayitlar1 degerlendirilmistir.
Bu tamilarda bir 6nceki yila gore artis olup olmadigin
anlayabilmek icin onceki yil ayn1 donemde ayni tanilan
alan kisi sayilan karsilastinlmistir. Aralik 2014 - Ocak
2015 doneminde, bir onceki yil aym doneme gore
hastaneye bu tanilarla basvuru sayilarinda 6nemli bir

artis olmadigr gorilmiistiir (Sekil 2).

200

150

Vaka Sayist

TAralk 8§Arahk 15Aralik 22 Aralik 29 Arahk 5Ocak 12 Ocak 19 Ocak 26 Ocak

=== Aralk 2013-Ocak 2014 === Aralik 2014-Ocak 2015

Sekil 2. Tonsillit ve lenfadenit tanilan ile Dinar Devlet
Hastanesi’ne basvuran hasta sayisi, Dinar, 2015
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15 Mart 2015 itibanyla toplam vaka sayist 29
kisidir. Vakalarin ve su kaynaklarinin Dinar ilcesindeki
cografi dagilim Sekil 3’de verilmistir. Afyon-Denizli
karayolu ilceyi ikiye bolmektedir. Dinar ilcesi’nin
niifusunun en yogun oldugu ve TOKI Toplu Konutlarinin
bulundugu Fatih mahallesinde vaka sayisinin fazla
oldugu goriilmektedir.

ilceye icme suyu, 8 km uzaklikta Pinarbas
mevkiindeki kaynaktan sondaj ile cekilen suyun sehre
yakin yuksek kesimde bulunan iki ayr su deposunda
saglanmaktadir. Depo 1
glineyinde kalan mahallelere, Depo 2 yolun kuzeyinde
kalan mahallelere su dagitmaktadir (Sekil 3).

depolanmasiyla yolun

ranisar Yolu

K: Kaynak
D-1: Depo-1
D-2: Depo-2

Sekil 3. Vakalarin ve su kaynaklarinin cografi dagiimi  (Di-
nar, 15 Mart 2015)

Vakalarin her yas grubunda gorulmekle birlikte
yetiskin yas grubunda daha fazla oldugu saptanmistir.
Kadin vakalarin erkek vakalara gore daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 4).

Vakalarin cogunda grip benzeri belirtilerin (ates,
bas agrisi, kas agrist) oldugu goriilmiistiir. Vakalarin
%86,2’sinde bogaz agnsi ve %82,8’inde boyunda
veya kulak cevresinde lenf bezi biiyiikligl (LAP)
bulunmaktadir (Sekil 5).
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Vaka Sayisi
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Yag grubu

BErkek OKadmn

Sekil 4. Vakalarin cinsiyete ve yas grubuna gore dagilimi
(Dinar, 15 Mart 2015)

010 20 30 40 50 60 70 8 90 100

Usiime ve titreme 897

Bogaz agrsi 86,2

LAP 828

Ateg 759

Kas- Eklem A, 09

Bag agrisi 5.2

Diger | 10,3

Sekil 5. Vakalarin Semptom Dagilimi (Dinar, 15 Mart 2015)

Tularemi hastaliginin klinik 6zellikleri nedeniyle
hastalara genellikle gec tan1 konmakta ve hastalarin
bildirimi hastaligin baslamasindan yaklasik 1-2 ay
sonra yapilmaktadir. Bu salginda ilk vaka 26 Ocak
2015’te bildirilmis ve 15 Mart 2015 tarihine kadar
cikan vakalar calismaya dahil edilmistir. Tularemi
vakalarinin bildirildigi 26 Ocak 2015’ten itibaren
koruma ve kontrol onlemleri alinmistir (Sekil 6).



Vaka sayis1 Ocak ayinin ilk haftasinda pik yapmis,
salgin 7 Subat’taki son vaka ile sonlanmistir. Salgin
egrisi olayin tek kaynakli bir salgin oldugunu dogrular
niteliktedir. Ancak salgin incelemesi yapildiginda,
26 Ocak tarihinde ilk kez bildirim yapilan olayda,
ilk vakanin sikayetlerinin 1 Ocak tarihinde basladig
saptanmistir. Tulareminin inkubasyon suresinin 1-14
(en uzun 21 giin) oldugu degerlendirildiginde, olasi
maruziyet zamaninin 10-31 Aralik 2014 tarihleri
arasinda olabilecegi dustintilmistiir (Sekil 3).

R [ Koruma Kontrol Onlemleri ]
i — 1

[ )

6 ik pozitif vakalarn bildirimi
26 Ocak 2015

Saha Calismas:
4 17 Subat 2015
" h
& Zamam
: | 1N}
2 2 30,3 2327 31 3 23 271 3
lIl) 14 18 22 2 ,Ol, 700519 837 ,Il 3 71015 1923 ..7I 37 1015
T T T N
Aralik 2014 Ocak 2015 Subat 2015 Mart 2015

Sekil 6. Vakalarin sikayet baslangic tarihine gore dagilimi
(Dinar, Ocak-Mart 2015)

En kiicuk vaka bes, en buyuk vaka ise 72 yasinda
olup vakalarin yas ortalamasi 36,7’dir. Vakalar ile
kontrollerin yas ortalamas1 arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptanmistir (t=3,46 p=0,001). Vakalarin
yas ortalamasi, kontrollerin yas ortalamasindan
kicuktir.

Calismaya katilan kisilerin %96,6 (140/145)’sinin
icme suyu olarak sebeke suyu kullandigi saptanmistir.

Her bir risk faktoru icin; vakalarla yakin kontroller,
vakalarla uzak kontroller olas1 risk faktorlerine
maruz kalma acisindan degerlendirilmistir. Tularemi
enfeksiyonu icin suyun kaynatilip icilmesinin koruyucu
bir onlem olmas1 nedeniyle kisilere icme suyunu
kaynatip kaynatmadiklar da sorulmus, hic kimse suyu

kaynatip icmedigi icin suyu kaynatmanin etkisine

yonelik bir degerlendirme yapilmamistir. Vakalara ve
kontrollere kuyu suyu, kaynak/pinar/goze suyu ve
mahalle cesmesi suyu kullanimlan sorulmustur. Bu
sulardan hicbirinin kullanilmadig1 6grenilmistir.

Yakin ve uzak kontrollerin olas1 risk faktorleri
acisindan birbirine benzer ozellikte olup olmadig
grubu
ozellikler agisindan benzer bulunmustur. Bu nedenle
yakin ve uzak kontrollerin ayri ayri degerlendirilmesine

degerlendirilmistir. iki kontrol incelenen

gerek olmadig1 disiiniilmiis ve iki kontrol grubu
Bu asamadan sonraki analizlerde
vakalar tum kontrollerle karsilastirnlmistir.

birlestirilmistir.

incelenen tiim olast risk faktérlerine maruz
kalma duizeyi vaka ve kontrollerde benzer bulunmus,
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmarmmstir
(Tablo 1).

incelemede vakalarin belirli bir su deposunun su
sagladig1 yerlerde fazla oldugunun goriilmesi lizerine
su depolarinin salginda 6nemli bir faktor olabilecegi
ve kontaminasyonun bu depolar diizeyinde olabilecegi
dusunulmustur. Bu nedenle vakalar ve kontroller
tliketilen suyun bagli oldugu su deposuna gére de
karsilastinlmistir.

faktor
olusturulan lojistik modele tiiketilen suyun bagl

Yas kanstirici  bir olabileceginden
oldugu su deposu ve yas degiskenleri konulmustur

(Tablo 2).

Yas kontrol edildiginde, vakalarda kontrollere
gore Depo-1 den su icme tahmini rolatif riski 3,6 kat
(TRRadj: 3,6 (1,5-8,7)) bulunmustur.

Saha calismasi sirasinda ilcedeki su kaynagi
ve su depolan ziyaret edilmistir. Su kaynaginin ve
depolann icinde ve cevresinde olu rodent ve rodent
artigina rastlanmamistir. Depolarin son bakimlarinin
Kasim ayinda yapildigi 6grenilmistir. Aralik ve Ocak
aylarinda rutin alinan su orneklerinde herhangi bir
uygunsuzluk saptanmamis ve bakiye klor diizeyleri
0,2-0,3 ppm dizeyinde uygun olarak bulunmustur.
Salgin icin ana su kaynaklari, depolar ve kontrol izlem
noktalarindan alinan su numunelerinde tularemi
etkeni saptanamamistir (Tablo 3).
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Tablo 1. Vaka ve tiim kontrollerde olasi risk faktorlerinin degerlendirilmesi (Dinar, 15 Mart 2015)

Degisken Vaka _Tim KONtrol  TRR.. (%95 GA)
Cinsiyet Erkek 8 27,6 27 23,3 1.3 (0.5-3.2)
Kadin 21 72,4 89 76,7
- Ewvet 9 31,0 26 22.4
II/Tlgeye Seyahat Hayr -0 69.0 90 77.6 1.6 (0.6-3,8)
" Evet 4 13,8 15 12,9 N
LSEE S Hayir 25 862 101 87.1 1.10.3-3,5)
Evet o(1)* 0,0 5 4.3 ~
Toplu etkinlik katilim Hayir 29 100 111 95.7 0,7 (0,1-6,8)
Evet o(1)* 0,0 3 2.6 )
Dogada aktiviteye katithim Hay1r 29 100,0 113 97.4 Loz ((LEi=EH )
= = Evet 1 3.4 2 1.8 _
Dogada ugras Hayir 28  96.6 114 98,2 2,1(0,1-23,3)
. Evet 1 3.4 3 2.6 )
e Hayir 28 96,6 113 97.4 Lo (fLb=tsi))
. Evet 1 3,4 2 1,7
Avw hayvam ile temas Hayir 28 96.6 114 98.3 2,1 (0,2-23,3)
. “ar o(1)* 0,0 2 1.8 _
57 ] T Yok 29  100,0 109 982 Lot (L2
- Evet 1 3,4 4 3.4
Haywvan besleme / bakicilig Hayr -8 96.6 112 96.6 1.0 (0.1-9,3)
c co Evet 1 3.4 2 1.7
Cevresinde kemirici artigi T 28 96,6 114 98.3 2,0 (0,2-23.3)
. . o u Evet o(1)* 0,0 1 0.9 )
Cevresinde 6lii kemirici varlig: Hayr 26 100.0 115 99.1 3,9(0.2-65,3)
. ) £ Evet = = = = s
Bzt s B U2 (Ea Hayir 29  100,0 116 1000
Evet - - - - -
Kene temast Hay1r 29  100,0 116 1000
Golet, dere, irmak suyu ile temas Ewvet o(1)* 0,0 1 0,9 3,8 (0,2-63,1)
(yiizme, gamasir yikama) Hayir 29 100,0 111 99,1 ’ i ’
s Evet 29 100,00 111 95,7 _
Musluk suyunu igme amacgh kullanma Hayr o) 0.0 5 a3 1,3(0,1-11,6)
Evet 1 3,4 0(1) 0.0 )
Musluk suyu kaynatmama i -8 96.6 116 100.0 4,1 (0,3-68,3)
Musluk suyuyla ¢ig sebze yikama Evet 29 100.0 116 100.0 has
Hayr - - - -
f Tl i Evet - - - - e
Musluk suyunu genel temizlik i¢in kullanma i 29 100,0 116 100.0
Evet 3 10,3 8 6.9
Damacana kullanima Hayir 26 89.7 108 93.1 1,5 (0.4-6,3)
o Evet 1 3,4 8 6.9
Su kesintisi it 25 96.6 108 93,1 0,5 (0.1-4,5)
Evet 1 3.4 1 0.9
Musluktan bulanik su akmasi Hayir 27 96.6 114 99.1 4,2 (0,3-69,7)
Evet 6 20,7 17 14,7
Ewvde su deposu i 23 79.3 99 85.3 1.5 (0.5-4.,3)
. . .. P Evet 16 55,2 70 60,3 _
Cig sebzeleri yemeden once akan sudan gegirme Hayir 13 418 46 39.7 0,8 (0.4-1,9)
Cig sebzeleri yemeden &nce suda bekletme Evet 10 34,5 23 19.8 2.1 (0.9-5,2)
Hayir 19 65,5 93 80,2 5= et
. . " . - Evet 2 6,9 1z 10,3
Cig sebzeleri yemeden &nce sirkeli suda bekletme Hayir 27 93.1 104 89.7 0,6 (0.1-3,1)
Cig sebzeleri yemeden o&nce camagir sulu suda Ewvet - - - - -
bekletme Hayir 29  100,0 116 100,0
* TRR hesaplamak icin “1” eklenmistir.
** Analiz edilememistir.
Tablo 2. Vaka ve kontrollerde depolara gore sebeke suyu tiiketimi (Dinar, 15 Mart 2015)
Vaka Kontrol
Depo Adi TRR,. (%95 GA)
n (%) n (%)
Depo-1 20 69,0 44 37,9
3,6 (1,5-8,7)
Depo-2 9 31,0 72 62,1

*Yas kontrol edildiginde
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Tablo 3. Alinan Numune Tirleri ve Sonuclan

(15 Mart 2015)
Numune Tiirii Sayisi Sonug
Etken
e 2 Saptanmad1
Klinik 68 29°

*Yas kontrol edildiginde

Salgin incelemesi tamamlandiktan sonra vaka bul-
mak amaciyla tularemi suphesi ile hastanelere basvu-
ran hastalardan 22 Mart 2015 tarihine kadar numune
alinmasina devam edilmistir. Bu tarihten sonra ilce-
den tularemi suphesiyle hastalardan numune alim ve
gonderimi sona ermistir.

TARTISMA

Afyonkarahisar ili Dinar ilcesinde gériilen bu
salginin nedeni kontamine su kaynagi kullamimidir.
Kontamine kaynagin da Depo 1 oldugu diistiniilmistdir.
Salginda vakalarin cogu Depo 1’in besledigi alanlarda
goriilmiistiir. Depo 2’nin besledigi bolgelerde de vaka
saptanmasinin; bu vakalarin egitim, is gibi nedenlerle
Depo 1’in besledigi bolgelerde bulunmalar olabilecegi
varsayilmisti. Bu vakalar etkene burada maruz
kalmis olabilirler. Ancak calismada buna yonelik
bir degerlendirme yapilmadigi icin, bu vakalarin o
donemde bu bolgeye gidip gitmedikleri kesin olarak

bilinememektedir. Bu durum calismadaki onemli
kisitliliklardan biridir.
Depo 1’in salgindaki su kaynagi oldugu

saptanmasina ragmen kontaminasyon noktasi ya
da noktalarn bulunamamistir. Bunun birinci nedeni;
tularemi hastaliginin klinik ozellikleridir. Hastaliga
gec tan1 konmasi, hastalarin uzun sure farkli tedaviler
almasi, ilk maruz kalma doneminin genellikle tespit
edilememesi uygun zamanda ve uygun yerlerden
numune alinmasini engellemektedir. Yapilan calismada
ile tularemi

vakalarin semptom baslama tarihi

tams1 alma tarihi arasinda 1-2 aylik siire vardir. Su

deposu kaynakli bir salginda daha cok vaka cikmasi
beklenirken bu calismada iki aylik siirede sadece 29
vaka bulunmustur. Hastaligin 6zellikleri, genellikle
vakalarin asemptomatik seyretmesi ve calismada aile
sagligi merkezi kayitlarimin degerlendirilememesi
nedeniyle bulunan vaka sayisinin beklenenden az

olabilecegi distinilmiistiir (9,14).

Aradan gecen zamanda tularemi etkeni olan
F.  tularensis su kaynagindan uzaklasmis olabilir.
Bakterinin tespit edilebilmesi icin klorlanmamis
sudan ornek almak gerekmektedir. Ancak Turkiye’de
gorilen tularemi salginlarinin genellikle su kaynakl
oldugu bilindiginden, bu tir salginlarda vaka tespit
edildigi
klorlama yapilmaktadir. Kontaminasyon kaynaginin

anda erken midahale amaciyla super
belirlenememesinin diger bir nedeni de bu olabilir.
Ayrica uygun fiziksel sartlar olmadigindan ana su
kaynagindan da numune alinamamistir. Bu nedenle
kontaminasyon noktasinin ana su kaynagi olup olmadigi
da belirlenememistir. Yapilan cevresel incelemede de
su kaynaklarinin gozlenebilen noktalarinda herhangi

bir hasar, catlak, kirik, sizint1 saptanmamuistir.

Su kaynakli tularemi salginlarinda genellikle oli
hayvan ya da hayvan kalintilarinin suya karismasi
sonucu suyun kirlendigi bilinmektedir (15-17). Dr.
Tahsin Berkin ve Dr. Talat Vasfi Ozel’in 1936 ve
1937 yillarinda yaptiklarn detayli epidemiyolojik ve
laboratuvar arastirmalar, tulareminin Trakya’da
cogunlukla su kaynakli olduguna isaret etmektedir.
Askerleri garnizonun yakininda Kaynarca Deresi’nin
varligi ve hasta erlerin bu derede yikanmasi, hastaligin
daha cok dere koylerinde epidemi yapmasi, piring
tarlalarinda calisanlarda, dere ve ark suyu icenlerde
ve bu sularda yikananlarda tulareminin daha sik
gorilmesi bu gorisii desteklemistir. Ancak sudan
bakteri izole edilememis, bakterinin dogada hangi
hayvanlarda bulundugu ve sulan ne sekilde kirlettigi
calismada dogadan
toplanan tavsan, kene, tahtakurusu gibi hayvanlardan

de gosterilememistir.  Aym

F. tularensis izole edilememistir (18,19).
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inceledigimiz salginda da ana su kaynag ve
depolanin cevresinde herhangi bir hayvan kalintisina
rastlanamamistir.

Tirkiye Halk Sagligi Kurumu tarafindan yiiritiilen
Surveyansinin  2005-2012 yillarina  ait
verilerine gore Tirkiye’de, ic Anadolu (%42,1),
Karadeniz (%29,4) ve Marmara (%16,9) bolgelerinde
vaka sayilarinin fazla oldugu saptanmistir. 2014 yili
Tularemi siirveyans verisi incelendiginde 65 ilden

Tularemi

bildirilen toplam 1979 vakamin en sik ic Anadolu
(%27,8), (%21,2) ve Marmara (%18,0)
bolgelerinde oldugu tespit edilmistir. Ayni verilere
gore bildirilen vakalarin sadece %3,9’u (2005- 2012
yillart arasinda %5,3’() Ege bolgesinde bulunmaktadir
(20,21). Aym bolgede 21-25 Nisan 2014 tarihleri
arasinda izmir ili Odemis ilcesinde 16 vakanin
etkilendigi bir tularemi salgint daha goriilmistir
(22). Afyonkarahisar ili Sandikli ilcesinde 2010 yiinda
bir baska tularemi salgin1 yasanmis ve bu salginda
incelenmistir (23).

Karadeniz

Tularemi surveyansi verilerine gore vakalarin
cogu klinisyenler tarafindan orofarengeal form tanisi
almaktadir. Yapilan su analizlerinde de bircok odakta
F. tularensis etkeninin saptanmasi, Tirkiye’de en
onemli bulas yolunun su oldugunu desteklemektedir
(2,15-17). Tirkiye Halk Saglig
Hastaliklar Kontrol Programlar Baskan Yardimciligi

Kurumu Bulasici

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlan tarafindan
2010-2013 yillan arasinda Tirkiye genelinde toplam
219 odaktan alinan su orneklerinden 42 (%19)’sinde F.

tularensis saptanmistir (20).

Tularemi her yas grubunda goriilebilir. Diunyada
tum yas kategorilerinde insidans erkeklerde daha
yuksektir (24). Turkiye’de 2005-2010 yillann arasinda
tan1 konulan tularemi vakalarinin tiim yas gruplarinda
gorulmekle birlikte, 30 yasin Ustindeki bireylerde
ve kadinlarda erkeklere gore daha sk oldugu
dikkat cekmektedir. Tularemi tim yas gruplarinda
goriilmesine ragmen, cocuk yas gruplarinda tan
konulamamasina bagli olarak daha az oranda

bildirilmektedir. Ulkemizde, son yillarda bildirilen

Turk Hij Den Biyol Derg

cocuk vaka sayisinda belirgin bir artis gozlenmekte
olup bildirilen tularemi vakalarinin yaklasik %10’unu
Turkiye Halk
Sagligi Kurumu 2014 yili siirveyans verilerine gore

cocuk vakalar olusturmaktadir (4,9).

vakalarin  %47,8’inin 30 yas {izerinde oldugu ve
hastaligin kadinlarda daha sik (%54,3) gorildigi
tespit edilmistir (20). Bu calismamizda da vakalarin
yarisindan fazlasimin 30 yas (zerinde oldugu ve
vakalarda hastalanma riskinin de erkeklerde 3 kat
oldugu saptanmistir. Calismada ilk vakalarin ctkmastile
birlikte ilcedeki tim vakalar bulunmaya calisitmistir.
Vakalarin ozellikle aranmasi nedeniyle cocuklara da
ulasilabilmistir. Bu nedenle literatiurde cocuklara
tam konulmasinin zorlugu vurgulanmasina ragmen
bu vakalar arasinda cocuklar da bulunmaktadir.
Vakalar ile kontrollerin yas gruplar arasindaki fark
da bu nedenle olabilir. Bu yas farki ileri analizlerde
kontrol edilmeye calisilmistir. Literatirde tularemi
hastaligi icin yasa bagli bir fark belirtilmediginden
calisma planlanirken yas eslestirilmesi yapilmasi
disunulmemistir.

Kuzey Amerika ve Avrupa’da erkeklerde daha sik
goriilen hastaligin Tiirkiye’de kadinlarda daha sik
gorulmesi kadinlanin kilturel nedenlerle ozellikle
kirsal kesimde, daha fazla ev ortaminda kalarak
kontamine su ve gida
olmalari, yasam alanlarinda etkeni tasiyan rezervuar

ile daha fazla temasta

hayvan cikartilarina daha fazla maruz kalmalar ile
aciklanmaktadir (9,14).

Alinan su ve klinik numunelerde mikroorganizma
izole edilememesine ragmen, vakalarda daha cok grip
benzeri belirtilerin gorilmesi, genellikle boyunda
veya kulak cevresinde lenf bezi biiyiikliigli bulunmast,
tulareminin orofarengeal formunun cok olmasi

salginin su kaynakli oldugunu destekleyen bulgulardir.

diinyada daha
yogun olarak nehir ve goller etrafinda goérilmesi;

Tularemi’nin ve Turkiye’de
kontamine su veya gidanin orofarengeal tularemi’de
temel gecis yolu olmasi; kisiden kisiye bulasmayan
F. tularensis’in ortak kullanilan su yolu ile insana
gecisinin gosterilmesi bu vaka kiumelenmesininde



kontamine su kullanim ile iliskili bir orofarengeal
tularemi salgini oldugunu diisiindiirmektedir (25).

halk sagligi
gerceklestirilmistir. ilcedeki her iki su deposunun suyu

Bu salginda baz eylemleri de
bosaltilarak temizlendikten sonra tekrar kullamima
sunulmustur. Halk Sagligi Mudirliigi tarafindan su
numunesi alma periyodlan siklastirilmis ve numune
noktalarimin sayist artirilmistir. ilcedeki Aile Hekimleri
ve klinisyenler telefonla aranarak bilgilendirilmis ve
tularemi vakalarn konusunda daha duyarli olmalan

TESEKKUR

istenmistir.

Benzer salginlarin tekrar yasanmamasi icgin; su
depolarninin diizenli denetimi, bakiye klor olcimlerinin
diizenli takibi, hastaligin goriildiigii bolgelerde bu
hastaliga yonelik olarak halkin bilgilendirilmesi
ve hekimlerde farkindaligin artinlmasina yonelik
calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Tirkiye Halk Sagligi Kurumu Bulasici Hastaliklar Kontrol Programlari Baskan Yardimciligi Zoonotik ve Vektdorel

Hastaliklar Daire Baskanligina, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar Daire Baskanligina, Afyonkarahisar Halk

Saglig1 Mudiirliigui Bulasict Hastaliklar Sube Midiirliigii ve Dinar Toplum Sagligi Merkezi personeline calismadaki

katkilarindan dolay1 tesekkir ederiz.
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HbA2 ol¢ciimii icin BioRad D-10TM ve Tosoh HLC 723 G8 HPLC
sistemlerinin karsilastirilmasi

Glizin AYKAL', Fazila ATAKAN-ERKAL?, Aysenur YEGIN', Esin EREN', Necat YILMAZ'

OZET

Amag: Ozellikle Akdeniz bélgesinde 6nemli bir
halk sagligi sorunu olan hemoglobin bozukluklar
taramasinda hemoglobin sub tiplerini ayirt etmek
amaciyla en yaygin kullanilan yontem HPLC (High
Performance Liquid Chromatography)’dir. Pek cok
marka ve model HPLC sistemleri ile hemoglobinopati
taramas1 yapilmakta ancak sistemlerin birbirleri

ile uyumu bilinmemektedir. Bu calismanin
amaci; D-10TM Hemoglobin testingsystem
(BioRad,Hercules,USA) marka HPLC cihaz1 ile

Tosoh HLC 723 G8 (TosohBioscience, Japan) HPLC
cihazin1 hemoglobinopati tan1 ve taramasi acisindan
onemli olan HbA2 parametresi olcumiu bakimindan
karsilastirilmasidir.

Yontemler: Calismaya Antalya Egitim ve
Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvari Biyokimya
Bolumiine 1-31 Ocak 2016 tarihleri arasinda talasemi
taramas1 icin basvuran 12’si erkek, 18’i kadin
toplam 30 kisi alindi. Her iki cihazda tek seferde
calisilan hemoglobin A2 (HbA2) degerlerinin farklar
icin bagimli iki grup ve iki olciim fark testleri,
istatistiksel uyum ve iliski analizi icin iki-yonlu
rastgele sinmif ici korelasyon katsayisi (SKK), Cohen’s
kappa katsayisi, korelasyon katsayisi (r) ve Bland
Altman Analizi yapildi. Sonuglar uygun grafiklerle
sunuldu.

Bulgular: Analizler sonucunda Tosoh HLC 723
G8 cihazinda orneklerin 14’4 (%46.66) ve BioRad
D-10TM cihazinda orneklerin dokuz’u (%30) B
-talasemi tasiyicisi olarak saptandi. Her iki cihazda

ABSTRACT

Objective: HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) is the most commonly used method
to differentiate the subtypes of hemoglobin in
screening for hemoglobinopathy which is a major
public health care problem especially in Mediterranean
region. Today, different models and trademarks of
HPLC equipment have been used in screening for
hemoglobinopathy. However, the agreement of the
results of the analyses performed by these types of
equipment are unknown. In this study, the aim was
to investigate the agreement between the results of
the analyses of HbA2 values with D-10TM Hemoglobin
testing system (BioRad,Hercules,USA) and Tosoh HLC
723 G8 (TosohBioscience, Japan) trademark.

Methods: A total of 30 individuals, 12 males and 18
females, applied to the Antalya Training and Research
Hospital laboratory between January 1 and January 31,
2016 for thalassemia screening were included to this
study. Statistical correlations of hemoglobin A2 (HbA2)
values, analyzed in each analyzer as a single analysis
from each sample, were evaluated using two-way
random intraclass correlation coefficient (ICC), Cohen’s
kappa coefficient, correlation coefficient (r) and Bland
Altman analysis. Results are presented with graphics.

Results: As a result of the analysis, 14 of the
samples (46.66%) were detected as - thalassemia carrier
with Tosoh HLC 723 G8 system and nine of the samples
(30%) were detected as - thalassemia carrier with
BioRad D-10TM system. There was significant differance
in HbA2 values measured with both systems (z= -4.487;

! Antalya Egitim ve Aragtirma Hastanesi, Biyokimya Lab, Antalya
2 Antalya Halk Sagligi Laboratuvari, Biyokimya Lab, Antalya

{letisim / Corresponding Author : Giizin AYKAL

Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvari 07100 Antalya - Tiirkiye

Tel : +90 505 474 66 96

E-posta / E-mail : guzinaykal@yahoo.com

Aykal G, Atakan-Erkal F, Yegin A, Eren E, Yilmaz N. HbA2 6l¢limii igin BioRad D-10TM ve Tosoh HLC 723 G8 HPLC sistemlerinin karsilastirilmasi.

Turk Hij Den Biyol Derg, 2016; 73(3): 245-252

Turk Hij Den Biyol Derg, 2016; 73(3): 245 - 252

Gelis Tarihi / Received : 19.03.2016
Kabul Tarihi / Accepted : 26.03.2016

245



246

Olciilen HbA2 degerleri arasinda anlamli fark
saptandi (z= -4.487; p <0.001). HbA2 degerleri icin
sinif ici korelasyon katsayis1 0.898, uyum katsayisi
0.783, Spearman korelasyon katsayis1 0.944,
Cohen’s Kappa degeri 0.658 ve Bland Altman Analizi
sonucu yanlilik degeri 0.75 (Alt Limit: -0.49; Ust
Limit: 1.99) olarak bulundu.

Sonuc: Korelasyon, regresyon ve diger
istatistiksel analizlere gore her iki cihaz arasindaki
uyum yetersiz olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: hemoglobinopati, HPLC, HbA2.

p <0.001). For HbA2 values; intraclass correlation
coefficient was 0.898, coefficeint of concordance was
0.783, Spearman corelation coefficiency was 0.944,
Cohen’s Kappa value 0.658 and Bland Altman analysis
bias value was 0.75 (LowerLimit: -0.49; Upper Limit:
1.99).

Conclusion: According to the regression,
correlation and other statistical analyses, agreement
between the results of HbA2 values measured by the
two analyzers were found to be insufficient.

Key Words: hemoglobinopathy, HPLC, HbA2.

GIRIiS

molekiluniin
yapisal  degisiklikler
kaynaklanan  bir
genetik

Hemoglobinopati, hemoglobin

polipeptid  zincirlerindeki

veya sentez bozukluklarindan

kan hastaligidir. Hemoglobin varyantlar,
degisikliklerin sonucu olarak talasemilerde oldugu
gibi hemoglobin zincirinde sentez azlig1 veya yoklugu
seklinde ya da hemoglobin S (HGS) gibi anormal
hemoglobin tirleri olarak izlenir. Giinimiizde 700’den
B-talasemi ya da

diger adiyla Akdeniz anemisi, diinyada ve iilkemizde en

fazla varyant bilinmektedir (1,2).

sik goriilen kalitsal kan hastaligi olup, diinya niifusunun
yaklasik %1.5 kadar1 B-talasemi tasiyicisidir (3,4).

Otozomal resesif gecisli olan B- talasemi, globin
zincirinin az Uretilmesi ya da hi¢ yapilmamasi sonucu
ortaya cikan ve klinik tablosu oldukca degisken olan
bir hastaliktir. Talasemi major, talasemi intermedia
ve talasemi tastyiciligi olmak Uzere (¢ klinik formda
seyreden B-talaseminin ilk iki formu tibbi takip
ve tedavi gerektirirken, talasemi tasiyiciiginda
klinik ve fenotipik ozellikler normal olup, ancak
cikartilabilmektedir  (5-

bozukluklarinin  onlenmesi

ozel testlerle ortaya

7). Talasemi amaciyla
genetik danmismanlik verilebilmesi icin  B-talasemi

tastyiciliginin dogru tamisi sarttir. Hemoglobin (HbA2)
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fraksiyonundaki artisin belirlenmesi en tipik tamisal
belirte¢ oldugundan hastaligin tanisinda anahtar rol
oynamaktadir (8).

Gerek talasemi gerekse diger hemoglobinopatilerin
tanmist ve taramasinda hemoglobin alt tiplerinin

ayristinlmas1  ve degerlendirilmesi temel esastir

4).
tamisi, HbS gibi yapisal varyantlari veya HbA2 gibi

Hemoglobin  anormalliklerinin  laboratuvar

anormal

).

hemoglobin alt tiplerinin aynm icin seliloz asetat

normal hemoglobinlerdeki yukselmeleri

tammlamaya  dayanmaktadir Gunumuzde
elektroforezi, kromatografik mikrokolonlar, kapiller
elektroforez ve katyon degistirici yiiksek performansli
(HPLC)

HbA2 bircok laboratuvar yontemi

sivi  kromatografisi kullanmlan metotlar
arasindadir (4).
ile olculebilmektedir ve esas olarak bu hemoglobin
elektrik

yuklerine gore yapilmaktadir (10). Son yirmi yil icinde,

fraksiyonunun  digerlerinden  ayrilmasi
HPLC HbA2 olcumd icin tercih edilen bir yontem haline
gelmistir (4,8).

HPLC
turlerinin oldukca hizli ve dogru tanimlanmasi icin
otomatize edilmistir (9). Bu yontemde, numuneler

tampon ve tuzla kanstinlmakta ve bir iyon degistirme

Katyon-degistirici, sistemi, hemoglobin



kolonu Uzerine enjekte edilmekte, hemoglobinler
gecis islemi sirasinda fiziksel Ozelliklerine (Grnegin
yiizey yukd, hidrofilik gruplar vb) gore ayrnlmaktadirlar
(2). HPLC, HbA2, hemoglobin F (HbF), hemoglobin AO
(HbAOQ) ve bunun yaninda HbS, hemoglobin C (HbC), ve
benzeri patolojik hemoglobin varyantlarini ayirmada
giivenilir bir yontemdir (4). lyi analitik performans,
tam otomatize ve bu ise ozel cihazlarin kullanim
kolaylig1 bu yontemin avantajlandir (8). Hemoglobin
alt tiplerinin aywrmak zahmetli ve zor bir sirec
oldugundan hem HPLC hem de diger metotlar egitimli
ve uzman personel gerektirmektedir (4).

Hemoglobinopati tarama ve tanisinda genel olarak
izlenen yol; hemoglobin, hematokrit ve diger eritrosit
endekslerinin tespiti, HbF ve HbA2 analizlerini de
iceren hemoglobin alt tiplerinin aynstinlmas1 ve
sonunda kesin tani icin DNA analizini kapsamaktadir
(4).

Son yillarda tip teknolojisi alaninda yasanan biiyiik
gelismeler tip laboratuvarlarinda oldukca fazla marka
ve model cihazin kullamlmasina olanak saglamaktadir.
Bu cihazlann birbiri ile uyumunu arastirmak ise ilgili
uzmanlar i¢in bir sikintidir. Bu nedenle bu calismada;
D-10TM Hemoglobin Testing System (BioRad ,Hercules,
USA) marka HPLC cihaz1 (Sistem 1) ile Tosoh HLC
723 G8 (Tosoh Bioscience, Japan) HPLC cihazinin
(Sistem 2) HbA2 parametresinin olcimu bakimindan
karsilastinlmasi amaclandi.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi
1-31
Ocak 2016 tarihleri arasinda talasemi taramasi icin

Merkez Laboratuvari Biyokimya Bolimiine
basvuran 12’si erkek, 18’i kadin toplam 30 kisi alind.
Bu kisilerin antekubital venlerinden EDTA (Etilen
Diamin Tetra Asetik Asit)’li tiiplere kan ornekleri
alindi. Alinan bu ornekler her iki cihazda da tek
seferde, es zamanli calisild1 ve sonuclar kaydedildi.
Sistem 1 ve Sistem 2’de cihazlara spesifik iyon

degistirici HPLC kolon ve tamponlar kullanildi. Bu
cihazlar calisilan numuneye onceden herhangi bir

islem gerektirmeyen ornek dilisyonunu ve hemolizini
otomatik yapan HPLC sistemleridir (3,9).

Genel olarak HPLC sistemleri ile hemoglobinin
alt tiplerinin ayrilmasi

Sistem 1 ve Sistem 2 HPLC cihazlarinda
hemoglobinler alt fraksiyonlarina iyon degisim HPLC
yontemi ile ayirmaktadirlar. Numuneler analiz icin
aspire edildikten sonra hemoliz edici soliisyon ile
dilue edilmektedir. Diliie ve hemolize olmus numune
filtreden gecerek kolona enjekte edilmektedir.
Sistem 2’de tuz konsantrasyonlari ve pH’1 farkl Uc
solusyon (eluent 1, 2, 3) kullanilarak hemoglobinler
alt fraksiyonlarina ayrilirken bu amacla Sistem
1’de iki solusyon (eluent 1, 2) kullanilmaktadir.
Hemoglobin fraksiyonunun enjeksiyon zamanindan
ayrnimlastig1 noktaya gelene kadar gecen alikoyma
slresi retansiyon zamani olarak bilinmektedir.
Hemoglobinopati programinda HbF, A0, A2 ve diger
anormal hemoglobinleri tammlamak icin belirlenen
retansiyon zamanlar kullanilmaktadir. Kolondan ¢ikan
eluatlardaki hemoglobin alt tiplerini dedektorler
saptamakta ve buna bagli olarak kromatogramlar

otomatik olarak sistem tarafindan cizilmektedir (3).

istatiksel Analiz

Tanimlayic istatistikler frekans, ylizde, ortalama,
standart sapma, medyan, minimum ve maksimum
degerleri ile sunuldu. Sayisal veriler icin normal
dagilim varsayimi Shapiro-Wilk testi ile yapildi. Kadin
ve erkeklerin eritrosit endeksleri ve cihaz olcumleri
normal dagilim varsayim saglandigi durumda iki
Bagimsiz Orneklem t Testi, saglanmadidi durumda
Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Tasiyici ve
normal gruplarin HbA2 olcumleri arasindaki farklarda
Mann-Whitney U testi kullanildi. Cihazlardan elde
edilen bulgularin normal ve tasiyic1 olma durumlan
arasindaki fark icin McNemar testi, bu iki sonug
arasindaki uyum Kappa testi ile incelendi. Iki
cihazdan elde edilen 6l¢iim degerleri arasindaki farkin

analizinde normal dagilim varsayimi saglanmadig
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icin Wilcoxon Es Testi, olcumler arasindaki iliskide
kullamld.
arasindaki istatistiksel uyum icin sinif ici korelasyon

Spearman Korelasyon Testi Olciimler
katsayis1 (SKK) (iki-yonlu rastgele) (10) ve uyum
(concordance) korelasyon katsayis1 (11,12) kullanildi.
Cihazlarin uyumu ve yanlilik durumunun tespiti icin
Youden ve Bland Altman grafigi (13) olusturuldu.
Bland Altman grafiginde x eksenini, gercek degerin
en iyi tahmin edicisi olan ayn1 denek uzerinden iki
metot ile elde edilen olciimlerin ortalama degerleri
olusturmaktadir. Y eksenini ise, iki metot ile aym
denek Uzerinden elde edilen olciimler arasindaki
Bland Altman
grafigi, ortalamalar (gercek deger) ve farklar (hata)

fark degerleri olusturmaktadir.
arasindaki olasi bir korelasyonun degerlendirilmesine
de imkan vermektedir. Youden grafigi tanisal testin iki
cihazdaki performansini karsilastirmaktadir.

Analizler SPSS 15.0 ve MedCalc 11.0 paket
programlar ile yapildi.

BULGULAR

Calismaya Sistem 1 ve Sistem 2’de her cihaz icin
de HbA2 kesi degeri %3.5 olarak alindi. Kadin ve
erkeklerin eritrosit endeksleri ve cihazlara gore HbA2
degerleri arasindaki farklar Tablo 1’de verildi. Yapilan
iki grup fark testlerine gore erkeklerin Hb, Htc ve
OEH diizeyleri kadinlardan anlamli sekilde yiiksek
bulundu (p<0.05). OEHb, Sistem 2 ve Sistem 1 HPLC
cihazlarindan olculen HbA2 olcumlerinin cinsiyete
gore fark yaratmadigi tespit edildi (p>0.05).

Her iki HPLC cihazinda 6lciilen HbA2 degerlerinin
tasiyicn ve normal gruplara gore ortalamalar ve
standart sapmalarn Tablo 2’de verildi. %3.5 kesim
noktasina gore tasiyici ve normal olarak belirlenen
gruplann olcumleri arasinda anlamli bir farklilik
bulundu (p<0.001).

Elde edilen numunelerin her iki cihazda da
calismas1 sonucunda Sistem 2 cihazinda orneklerin
14 (%46.66)’U ve Sistem 1 cihazinda orneklerin
dkozu (%30)’u B-talasemi tasiyicisi olarak saptandi.

Turk Hij Den Biyol Derg

McNemar Testine gore iki cihazdan elde edilen

talasemi tastyictigiii bulma oranlan arasinda
anlaml bir fark bulunmadi (p=0.063). Detayli olarak
incelenecek olursa, Sistem 2 cihazina gore tasiyic
olarak bulunan 14 hastanin dokuzu Sistem 1 cihazina
gore tasiyici olarak bulundu, Sistem 2 cihazina gore
normal olan 16 hastanin tamaminin Sistem 1’e gore
de normal oldugu goriildi. Sistem 1’in tasiyici olarak
gordiigii dokuz hastanin tamamini Sistem 2 de tasiyici
olarak gordi, Sistem 1’in normal olarak gordiigu 21
kisinin 16’sim1 Sistem 2 normal kabul etti. Toplam
uyum orant %83.3 (25/30) olarak belirlendi. Yapilan
Kappa uyum testine gore iki 6lcum cihazindan elde
edilen bulgular arasindaki uyum istatistiksel olarak
anlamli ve onemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.001;
k=0.658) (14).

Sistem 1 ve Sistem 2 ile dlciilen HbA2 degerlerinin
uyumu ile ilgili tim sonuclar Tablo 3’de sunuldu.
Bland-Altman, Youden ve korelasyon grafikleri Sekil
1’de verildi. Sistem 2 cihazina gore olclilen HbA2
degeri ortalamasi 3.69 + 1.55 (Medyan:3.1 min:1.1-
maks:7.1), Sistem 1 cihazina gore olculen HbA2
degeri ortalamasi 2.94 + 1.25 (Medyan:2.6 min:1-
maks:7.5)’di. Bu iki olcim arasindaki fark anlamli
bulunmus olup Sistem 2’nin HbA2 degerini daha yiiksek
olctligli gorildi (p<0.001). Spearman korelasyon
testine gore olcumler arasindaki korelasyon anlamli
bulundu (r=0.944; p<0.001).

iki cihazin uyumunu incelemek icin yapilan simf
ici korelasyon katsayis1 (SKK) 0.898, uyum korelasyon
katsayis1 (UKK) ise 0.783 olarak belirlendi.
sekilde

olcimlerinin

Bland-Altman
ortalamalari

Bu sonuclara benzer

grafiginde iki cihaz
arasinda %0.75 fark oldugunu ve diger farklarin gliven
araliklarinda sacildig1 goriildi. Yine Bland-Altman ve
Youden grafiklerine gore her iki cihaz sonuclarinin
%1-3 araliklarinda uyumunun iyi oldugunu, bununla
birlikte %3’den biiylik degerlerde Sistem 2 cihazinin
Sistem 1 cihazina gore daha yiiksek olcim yaptigini

saptandi.



Tablo 1. Kadin ve erkeklerin eritrosit endeksleri ve HbA2 olciimleri arasindaki farklar

Kadin (n=19) Erkek (n=11)
p
Ort SS Med Min Max Ort SS Med Min Max

Hb?
Erkek:14-18 g/dl 10,84 1,54 10,56 7,7 13,7 13,51 2,66 14,6 8,7 16,6 0,009¢
Kadin:12-16 g/dl
Htc?
Erkek:38-50 % 34,15 4,58 34,2 23,5 42,6 42,24 7,3 46,1 28,2 50,5 0,001¢
Kadin:34-44 %
OEH®
78-93 um3 70,46 11,28 67,9 59 90,7 80,21 14 84,3 56,3 94,8 0,045¢
OEHb®

22,27 4,26 20,2 18 29,9 25,67 5,34 27,4 17 31,2 0,093
25-32 pg
A2(TOSOH) ® 3,73 1,57 3,1 1,5 6,3 3,64 1,57 3,1 1,1 7,1 0,863
A2(D-10) © 2,87 0,97 2,8 1,7 4,5 3,07 1,68 2,6 1 7,5 0,914

2 [ki bagimsiz 6rneklem t Testi;> Mann-Whitney U Testi; © p<0,05
Tablo 2. Cihazlardan elde edilen HbA2 degerlerinin tasiyici ve normal gruplara gore farklar
Tasiyici Normal
p
(n) Ortsstd Medyan (Min-Max) n) Ortzstd Medyan (Min-Max)
TOSOH- HbA2
o - b

(%2,0-%3,5)° (14) 5,1 + 1,1 5,25 (3,5-7,1) (16) 2,6 + 0,5 2,65 (1,1-3,1) <0,001
D10-HbA2
(%2,1-%3,5)° (9)4,4+0,4 4,1 (3,5-7,5) (21) 2,3+0,5 2,3 (1-3,4) <0,001°

2Referans araliklar;® p<0,05; Mann-Whitney U Testi
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Tablo 3. Tosoh HLC 723 G8 - BioRad D100 cihazlarinin uyumlarina ait istatistiksel gostergeler

Tosoh-D100 HbA2 (%)
Wilcoxon Es Testi z= -4,487; p <0,001
Mc Nemar Testi p=0,063
Korelasyon katsayisi-Spearman’s rho r=0,944; p<0,001
Bias 0,75 %95 GA (0,51-0,99)

Alt Limit: -0,49; Ust Limit: 1,99
Sinifici korelasyon katsayisi 0,898 (%95 GA 0,798-0,950)

Uyum korelasyon katsayisi 0,783 (%95 GA 0,643-0,872)

0,658 (%95 GA 0,4-0,915);
Kappa katsay1si p<0,001

WOl - i1
P T
—

Sekil 1. A) Bland-Altman grafigi B) Youden grafigi
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TARTISMA

Turkiye’de yaklasik 1.300.000 talasemi tasiyicisi
ve 4.500 kadar talasemi hastas1 vardir (5). Ulkemizde
B-talasemi tasiyicilign sikligi %2.1 dolayindadir. Bu say1
farkli bolgelerde artmakta, tasiyiciik sikligi %13’e
kadar yukselmektedir (Antalya %13, Edirne %6.4, Urfa
%6.4, Aydin %5.1, Antakya %4.6, izmir %4.8, Mugla %4.5,
istanbul %4.5) (3).
kalitsal hastaligin nlenmesinde cok onemli bir yere

Bu acgidan dogru HbA2 o6lclimii bu

sahipdir. Diinyada da niifus hareketliligi nedeniyle
HbA2 olcim yontemlerine artan bir ilgi mevcuttur
(8). Giinliimiizde kullanim1 ve yorumlama kolaylig
nedeniyle hemoglobin varyantlarinin tespiti icin
HPLC tekniginin kullamlmasi tercih edilir olmustur.
Dinyada hemoglobin varyantlan taranmasi icin birkac

ticari HPLC yontemi bulunmaktadir (2).

Fleiss, uyumun cok iyi olmasi icin SKK’nin 0.90’1n
Uzerinde olmasi gerektigini bildirmistir (15). Lin
ise UKK’nin 0.90-0.95 arasinda bulunmasini “orta
dereceli uyum” olarak degerlendirmistir (11, 12).
Buna gore iki cihaz arasinda HbA2 uyumunun cok iyi

olmadig1 anlasilmaktadir.

CLSI (Clinical Laboratory Standarts Institute)’nin
(EP-9)
korelasyon katsayisinin, tek basina yeterli olmamakla

metot karsilastirma  protokoliine gore
birlikte, 0.97’ten buyiik olmasi onerilmektedir (16).
Buna gore bulunan korelasyon katsayisinin yeterli
uygunlukta olmadigi goriilmektedir. Bu degerler gliven
araliklarina gére degerlendirildiginde iki cihazin HbA2
olclimii icin uyumsuz olduklart ve HbA2 degerleri
bakimindan iki cihaz arasinda anlamli fark oldugu

gozlenmektedir.

Calismamizda kullanilan iki HPLC cihazi arasindaki
farklar sonuclara da yansimis olabilir. Her seyden
once iki cihazin kalibrasyon metotlarn birbirinden
farklidir. Sistem 1 cihazinda Hb A2, Hb F ve Hb Alc
kalibrasyonu yapilirken; Sistem 2 cihazinda Hb A2
ve Hb F kalibrasyonu yapilmaktadir. Ayrica her iki
cihazda da hemoglobinlerin birlikte ellie olmalar s6z
konusudur. Sistem 1 cihazinda Hb D ve Hb E, Hb A2
ile birlikte eliie olabilir ve Hb F %16’nin Uzerindeyken
HbA1c ile birlikte elue olabilir. Sistem 2 cihazinda
ise Hb E Hb A2 ile birlikte elue olmaktadir. Sistem 1
cihazinda iki farkli tuz konsantrasyonu ve pH’a sahip
elisyon tamponu kullanilirken ve Sistem 2 cihazinda
uc farkli elusyon tamponu kullamlmaktadir. Her iki
cihazda da demir eksikligi anemisi hastalardaki Hb A2
yiiksekligini maskeleyebilmektedir.

Tammlanmis bir referans sistemi ve ortak bir
HbA2
yontemlerin  uyumsuzlugu bir sirpriz  degildir.
Bu amacla son yillarda IFCC bunyesinde HbA2
standardizasyon calisma grubu olusturulmustur(8).

kalibrasyon materyali olmadigindan cesitli

Calismamizin zayif yonu hemoglobin A2 ve F
olcimiunde altin standart olan kolon kromatografisi
ve alkali denatiurasyon ile karsilastinlmamasidir.
Ayn sekilde kapiller elektroforez ile de karsilastirma
taraftan

laboratuvarlarda cok nadiren kullanilmaktadir.

yapilmadi. Diger bu yontemler rutin

Sonug olarak, yaptigimiz istatistiksel analizlere
gore Sistem 1ve Sistem 2 HPLC cihazlan arasinda HbA2
yoniinden uyumun yeterli olmadigim1 bulduk. HbA2
gibi tamsal degeri olan bir parametre calisilirken,
rutin laboratuvar sirecinde HPLC cihazlarn arasinda
olabilecegini
bulundurmak gerektigini vurgulamak isteriz.

degerlendirme farklan goz onunde
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Environmental risk assessment under the pollutants exposure
with using four lichen species and molecular assay in cement
plant, Askale-Erzurum (Turkey)
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ABSTRACT

Objective: The aim of the study is to determine
the genotoxic effects of various environmental
pollutants around cement factory in Askale-Erzurum.
It was studied four lichen species which include
Pseudevernia  furfuracea, Lobaria pulmonaria,
Cetralia islandica and Usnea longissima.

Methods: The main observation or changes in the
protein assay and RAPD patterns included appearance
of new bands and/or disappearance of normal bands
compared with the control samples.

Results: Although significant amount of decrease
in protein content of the samples exposed to
pollutants has been observed 50 m away from
cement factory, no changes was detected in the
protein content of liken samples 100 m and 200 m
away from cement factory. Among the four studied
species, P. furfuracea revealed to have the highest
level of band appearance and disappearance.
Following the exposure to the pollutants of 1, 2 and 3
district situated at a distance of 50, 100, 200m to the
cement factory, P. furfuracea with a control bands
were observed respectively. Moreover 31, 13 and 15
bands from the control species disappeared in sites
1, 2 and 3 in P furfuracea samples. Furthermore,
the highest polymorphism value was obtained (P% =
86,6%) in U. longissima and L. pulmonaria by the
OPC04 primer, and the lowest polymorphism was

OZET

Amacg:  Askale-Erzurum c¢imento fabrikasinin
etrafinda cesitli cevresel kirleticilerin genotoksik
etkisinin  belirlenmesi  amaciyla  Pseudevernia
furfuracea, Lobaria pulmonaria, Cetralia islandica ve

Usnea longissima isimli dort liken turd kullamlmistir.

Yontemler: Cevresel kirleticilere maruz kalmis
ornekler ile kontrol orneklerinin protein boyutunda
ve molekiiler boyutta da RAPD bantlarinda yeni bant
olusumu ve/veya bant kaybolmasi olup olmadigi kontrol
edilmistir.

Bulgular: Cimento fabrikasina 50 m uzaklikta
kirleticilere protein
iceriginde belirgin bir disls gozlenmis olmasina
karsin cimento fabrikasina 100 m ve 200 m
uzakliktaki liken orneklerinde protein iceriginde

maruz kalan oOrneklerde

herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Calisilan
dort tir arasinda P. furfuracea bant gorinimi ve
bant kaybolma orani en yiiksek olan tirdiir. Cimento
fabrikasina 50, 100 ve 200m. uzaklikta bulunan 1.,
2. ve 3. bolgeler kirleticilere maruz kaldiktan sonra
P. furfuracea’da (kontrol bant sayis1 83) sirasiyla 19,
45 ve 51 bant gozlenmistir. Buna ek olarak yine 1., 2.
ve 3. bolgelerdeki P. furfuracea orneklerinde sirasiyla
31, 13 ve 15 bant kaybolmustur. Ayrica, en yiiksek
polimorfizm degeri OPC04 primeri ile U. longissima
ve L. pulmonaria (P%= % 86.6) liken tirlerinde ve en
distik polimorfizm orani (P%= 45.4%) OPCO1 primeri ile
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yielded (P%= 45,4%) in L. pulmonaria by the OPCO1
primer. According to this study site 1, which is the
nearest site to the cement factory (50m), has the
highest appearance and disappearance band. As the
samples from site 1 revealed the lowest level of GTS
values might led to a high level of genotoxic effect in
the four lichen species.
This

evidence to the

Conclusion: study provides preliminary

biological effects and
genotoxicological consequences caused by various
environmental contaminants with the use of four
different lichen species collected from around
cement factory. The use of indicator organisms as a
biomarker in the early detection of genotoxic agents
showed reliable sensitivity in terms of estimating the

level of damage caused by air pollution.

Key Words: lichen, genotoxicity, risk assessment,
pollutant

L. pulmonaria’da elde edilmistir. Calisma sonucunda
elde edilen bulgulara gore; cimento fabrikasina en
yakin (50 m) yer olan bolge 1’de en yuksek bant artis1
ve bant kaybolmasi tespit edilmistir. Genetik Kalip
Stabilitesi (GKS) degerlerinin diisiik seviyede ortaya
ciktig1 bolge 1’de dort liken tiriinde genotoksik etki
yuksek diizeyde belirlenmistir.

Sonug: Bu calisma, cimento fabrikas1 etrafinda
toplanan dort farkli liken tdriinin kullanilmasi
ile cesitli cevresel kirleticilerin neden oldugu
genotoksik ve biyolojik etkinin on belirteci olarak
bilgi vermektedir. Genotoksik ajanlarin erken uyari
belirlenmesinde  biyomarkir olarak
indikator organizmalar ile birlikte kullanilmasinin,
hava kirliliginin yol actigi hasar
yorumlanmasinda giivenilir oldugu goriilmistiir.

durumunun

diizeyinin

Anahtar Kelimeler: liken, genotoksisite, risk
degerlendirmesi, kirletici

INTRODUCTION

Air pollution represents a serious threat to both
the environment and to human health. Biomonitoring
helps us to understand the possible ecotoxicological
impacts of such contamination by providing valuable
information on environmental pollution and
improving the process of risk assessment through
measurement of the physiological responses of
individuals (1). Millions of tons of toxic pollutants
such as; ozane, particular matter, carbon monoxide,
nitrogen oxides, sulfur dioxide and lead are released
into air each year. Mobiles (cars, buses, trucks, etc.)
and industrial sources (factories, refineries, power
plants, etc.) are the major reasons of such kind of
contamination. Furthermore polycyclic aromatic
compounds (PACs), heavy metals and halogenated
aliphatic hydrocarbons, have been shown to be
genotoxic to the living organisms (2). Polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) are capable of making
covalent interactions with nucleophilic centres of
DNA (3). They also cause base pair substitutions,
frameshift mutations,

deletions, S-phase arrest,
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strand break age and a variety of chromosomal
alterations (4-6). Further studies have pointed out
that in humans long-term exposure to air pollution
is one of the factors involved in the development of
cancer (7-9).

Lichens have a high surface ratio and ion exchange
properties, lack variability in morphology
throughout thegrowing season. All this may explain

and

why lichens are sensitive to environmental pollution
and have been widely used as biomonitors of
environmental pollution (10-14). Especially epiphytic
lichens are effective biomonitors
(15), because they rely on atmospheric dry and

wet deposition for their mineral nutrition (16) and

airpollution

respond to environmental pollution by changing
frequency (17). In heavily polluted areas such as
urban areas lichens are often absent. In such cases
transplant techniques have been used to monitor
air pollution: one of these techniques consists
exposing bags containing lichen in the studied area,
to measure concentrations of contaminants in the



lichen samples (14, 16, 18-24).

A number of researchers have shown the
genotoxic potential of 2,4-D that were investigated
by using different test systems including chromosome
aberration assay, micronucleus and comet assay
technique that monitor genotoxic effects on plants
(25-28). The advantage of measuring the direct
effects of genotoxins on DNA mainly depends on its
sensitive and non-time consuming properties (25).
The developmentof several PCR-based techniques,
provides many advantages in the analysis of genetic
toxicology (29). The random amplified polymorphic
DNA (RAPD) method; a PCR-based technique which
is simple, fast and capable of detecting not only
point mutations but also temporary alteration of
DNA that may not finally manifest themselves as
mutation in future and allow detection of low doses
of pollutants. The purpose of genotoxicity testing
is to determine if a substrate will influence genetic
material or may cause cancer. Ames test, in vitro
toxicology test, in vivo tests and Comet assays are
one of the most common tests for genotoxicity. Many
studies displayed that RAPD may potentially form
the basis of novel biomarker assay to detect DNA
damage and mutational events in cells of bacteria,
plants, invertebrate and vertebrateanimals (27, 30).
Although there are several studies on the genotoxic
effects of heavy metals on various organisms, studies
about lichens about genotoxicity have started in
our labratory in recent years and few reports have
been published (22-24, 31-35). Genotoxicity studies
with
ecotoxicological impacts of such contamination by

lichen species demonstrated the possible

providing valuable information on environmental
pollution and improving the process of risk assessment
through RAPD analyses (22-24, 31-35).

The cement industry produced cement dust which
contains metals such as Cd, Cr, Cu, Ni and Pb (36).
Although cement factories are generally established
far from city centers, local areas are affected
negatively. Schuhmacher et al. (36), demonstrated

that cement dust and associated chemicals can
spread over a large area through wind and rain,
accumulate in lichens, plants, animals and soils,
downwind from the cement plant (36). Different
types of contamination originating from industrial
and agricultural activities may have harmful impact
on organisms (37).

The aim of the current study was to evaluate
the in situ DNA integrity and protein profile in
furfuracea,
Lobaria pulmonaria, Cetraria islandica and Usnea

four lichen species (Pseudevernia
longissima) by using the molecular technique. For
this purpose, four lichen species were collected
from Giresun which were not exposed to any kind
of contamination. Four lichen species exposed to
pollutants in Askale cement factory affected heavily
by industries. Biomarkers are used to evaluate the
effects of exposure to chemical contaminants and
detect responses to environmental stress in lichen

species.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The cement factory areais located in eastern
Turkey (N 39° 55" 317, E 40° 40’ 12”). The area has
a terrestial climate characterized by hot and dry
summers and cold, snowy winters. The major type
of plant cover is steppe. Forests are located in the
higher parts of mountains in the north and northeast.
Forests include Pinus sylvestris, Picea orientalis,
Fagus orientalis, Quercus petrea, Juniperus oxy-
cedrus, Abies nordmanniana, Ulmus minor and
Fraxinus excelsior species and conifers, mostly at
altitudes of 700-2500 m. The Askale cement plant
is located 55 km west of Erzurum city. The cement

plant has been operating in the area since 1974.
Lichen material

Pseudevernia furfuracea, Lobaria pulmonaria,
Cetraria islandica and Usnea longissima lichen spe-
cies were collected from three different locations
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in Dereli-Giresun, Eastern Anatolia, Turkey, in July
2008. The samples collected from the Dereli-Giresun
which were supposedly not exposed to any kind of
contamination were used as control in experiments.
Three different control samples for four differ-
ent lichen species collected randomly from differ-
ent substrates of their own were used in this study.
The samples were exposed to air at different sites
(Site 1, 2 and 3), according to the far from the ce-
ment factory by using bag technique for 4, 8 and 12
months in 2008. Lichen species were transplanted on
trees placed 50 (site 1), 100 (site 2) or 200 m (site
3) downwind from the combustion unit of the plant,
as three replicas. Lichens samples were collected af-
ter four, eight and twelve months of transplantion.
Among three sites, Site 1 (50 m) is closer to the ce-
ment factory in Askale, Erzurum. On the other hand,
Site 2 (100 m) and 3 (200 m) are close to the cement
factory.

Total Soluble Protein Level

Four different lichen thallus were homogenized
(1:1, w/v) with 0,2 M phosphate buffer (pH 7.0) with
a cold mortar and pestle. The homogenate was centri-
fuged at 27.000 x g for 20 min. The supernatant was
used for assays of total soluble protein content. The
total soluble protein content of the lichen extracts
was determined according to Bradford method (38),
with bovine serum albumin (BSA) as a standard. Ex-
periments were repeated three times.

Genomic DNA isolation and RAPD

procedures

Genomic DNA extraction was performed accord-
ing to the protocol defined by Aras and Cansaran (39).
Concentration and purity of DNA were measured at
260 nm and by 260 nm/280 nm absorbance ratios
with nanodrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotom-
eter, Thermo Scientific, Wilmington, USA).

Standard 10-base primers supplied by Operon
Technologies Inc. (Alameda, CA, USA) were used
to screen RAPD variation. Fourteen oligonucle-
otide primers [CGCCCGCAGT (B389), TTCGAGCCAG
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(OPCO1), GTGAGGCGTC (OPC02), GGGGGTCTTT
(OPCO3), CCGCATCTAC (OPCO4), TGTCTGGGTG
(OPC10), CTGTTGCTAC (OP003), CAGCACTGAC
(OPO07), GGTGCACGTT (OPO19), CGGATCGACA

(P437), CAGGCCCTTC (TubeA01), TGCCGAGCTG (Tu-
beA02), AGTCAGCCAC (TubeA03), AGTCAGCCAC (Tu-
beA03)] were screened and among them five prim-
ers [OPCO1, OPC02, OPCO3, OPC04, OPC10] were
amplified clear and reproducible bands. PCR was
performed in a reaction volume of 25 pl containing
200 ng genomic DNA, 2.5 pl 10 x reaction buffer, 2.5
mM MgCl2, 20 puM dNTPs, 0.2 uM of primer and 0.5
unit of Taq polymerase (Promega, Madison, USA) and
ddH20 was added to the standard volume. The PCR
programme consisted of the following steps: initial
denaturation at 94°C for 30 sec, annealing at 36°C
for 1 min at 35 cycles, extension at 72°C for 45 sec
and a final extension at 72°C for 8 min. Amplified
samples were loaded on %1.2 agarose gels (mixture
of %50 agarose and %50 Nu Sieve GTG agarose, FMC
Corporation, Wokingham, Berkshire, United King-
dom), and run at 100 V for 4 h. For detection of any
other kinds of DNA contaminants, a negative control
of PCR mix without any template DNA was also used.
To test the reproducibility of the RAPD-PCR, experi-
ments were repeated at least twice for each primer
and faint bands were ignored and only reproducible
bands obtained in repeated experiments were taken
into account.

Statistical analyses

The SPSS (Statistical package software v.15.0 for
Windows) was used to analyze the changes in total
soluble protein content. Data were tested by analy-
sis with variance analysis (ANOVA). Least significat
difference test at 0.01 significance levels was per-
formed. In the analysis of RAPD profiles; bands which
appeared and disappeared in the control sample
were considered as the criterion of the judgment
(Table 1). Polymorphisms observed in RAPD profiles
included disappearance of a control band and ap-
pearance of a new band (36) (Table 2). Genomic



Table 1. Changes of total bands in control, and of polymorphic bands and varied bands after 4, 8 and 12 months exposure

in four lichen species, Askale, Erzurum, 2015

FPrepdErernie Site 1 Bite 2 Hite 3
| furfiraces (50m}) (100m} (200m)

_ C =1 =2 =3 =4 %8 =6 | 57 =SB =9
Primer TE |a B a B a bB|la b ab a blab ahb ahb
QPFC ol 213 1 32 o o 1]lz o3 21|10z 11
QFC 02 17 |z 2z 1 1 z 1|3 11 3 2o0|l203 0320
QPFC 03 13 |z 2 2z 4 3 1|/l1 o201 1|02 1 0 11 A
QFC 04 z2 |4 1 5 =z 2z 2|4 1 o101 |1 @O 2O 11
QPFC 10 19 |z & 1 4 1 2|1 @12 100|111 2 O 3

23 |13 12 12 11 & EB|11 2 7 7 7 4|5 4 7 5 5 &
ath| 25 23 15 13 14 11 o 12 11
Labaria Site 1 Site 2 Site 3
| pudmranaria (50m) (100m}) (200m})

i C S1 52 53 54 ®s &6 | 57 =R =9
Frimper TE @ [&] @ [&] @ (] @ B a b a bla b a b a b
QFC o1 11 Z 0 3 1 0 0|3 o2 1 1 o|lo oo @ o 1
QPFC 02 1% 1 2 o 2 2 |l o400 00|l o232 11
QPFC 03 14 |3 2 % 1 o 3 1 20O 1|21 001 @ B
QPFC 04 15 |5 2 4« 2 3 z|l42 1 o4 1 4|1 23 1 21
QPFC 10 17 |2 1 1 o 4 1|/l1 oo 1 o a4l 2ol O0

75 |14 7 11 &6 9 6|12 2 B &6 2 9l4a 6 T 5 6 4
a+h| 21 17 15 14 14 11 s 12 10
Site 1 Site 2 Site 3
Lemalinistandica (S0m} {L00m) (Z00m}

i - 51 5] =3 =4 =8 =6 | &7 2 =8 =9
Primer TE |a b s b = bla b ab ablababahb
QFC o1 10 |o =z 1 1 1 O|lO OO 2 @ 2|2 0 00 @ 0
QFC 02 16 1 2z =z 1 =2 |l vz 3 1|z o110
QFC 03 11 z 1 2z 2 0o |3 @1 o1 0|3 00010 ‘
QFC 04 17 |2 3 2 2 4 1|3 3 2 0 04|20 3 2 2 1
QFC 10 15 |z 2 4« 1 3 1|lo 2z 1 3 20|11 @0 3 1 3

69 |9 1@ 11 7 10 4|7 6 4 7T 6 T|E 3 3 6 5 4
axh| 19 18 L4 13 11 13 | 11 9 9

Lilsmem Site 1 Site 2 Site 3

dongissing (S0m) {100m) (200m})

_ C S1 5 53 =] =8 =6 | &7 2 =8 =9
Primer | tp |3 b @& b a bla b ab ablababahb
QFC ol 2 1 o0 o =z 1 o|jo 1 @2 1 11 2 1 0 o O
QFC 02 13 |o 3 1 2z o 3|1 oo 1 o 2z|lo 1 01 o0 3
QPFC 03 11 o0 2z 3 o o |1 1@ o 1|11 o 1@ D
QPFC 04 1= |2 3 1 4 3 1|/l1 4 23 2 2|2 1 1 1 0
QFC 10 1= |5 1 1 2 =2 |3 11 1 1 1|20 1 2 o2

66 |9 9 &6 10 &6 T|&a 7T O3 OE 4 T|l4a e 44 2 s
ath 18 16 13 13 11 11 1m # 7

S1, S4, S7: 4 month S2, S5, S8: 8 month, S3, S6, S9: 12 month
S: Sample, C: Control sample, a: Appearance of new bands, b: Disapperance of control bands,

a+b: Indicates polymorphic bands, TB: Total bands.

template stability (%GTS) was calculated as where
‘a’ indicates the RAPD polymorphic profiles the to-
tal number of polymorphic bands obtained for the
five primers) in each sample exposed to environ-
mental pollution around the cement factory, Askale-

Erzurum, and ‘n’ is the number of total bands in the
control (40). Changes in the RAPD patterns were ex-
pressed as decreases in GTS which is related to the
change to the number of RAPD profiles generated by
the lichen samples exposed to the polluted areas, in
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Table 2. The polymorphism ratios of the primers

Primers Preudevernig firfuracen
TB PB Ratig (%=)
QPCOI 12 6 s0.0
OPCO2 17 9 5248
QPCO3 13 7 538
QPO 22 18 E1.8
QOPCLD 19 14 736
Lobaria pulmonaria
QPCO] 11 5 45.4
QPCO2 18 13 722
OPCO3 14 11 TR.S
QPO 15 13 B6.6
QPCL0 17 14 E2.3
Cetrgrig islandica
OPCO1 10 7 70.0
QPCO2 16 11 687
QPCO3 11 g 72.7
OPCod 17 14 2.3
QPCL0 15 11 733
LUsneqg longissima
OPCOI 12 7 SE3
QPCO2 13 7 538
QPCO3 11 3 727
QPO 15 13 B6.6
QPCL0 15 12 B0

Table 3. Changes of GTS for all primers in study

GTS ratin (%)
. T H T

Sites.  Samples ["5"‘5"”'"“" LM"‘E ] .m! - [ Finen

51 Lo 87 T2 T2.46 T2.72
Site 1

52 7228 7.3 T3.81 7578
{50m})

53 B0.T2 &0.00 0T 80.3

54 5433 f1.3 g1.15 80.3
Site 2

55 83.13 81.3 84.05 83.3
(100m)

S6 R6.74 85.3 81.15 83.3

57 R9.15 86.66 84.05 84.84
Site 3 54 R5.55 S4.00 86,95 87.47
(200m} 59 B6.T4 &6.60 86,95 0.3

$1,54, S7: 4 month, S2,S5, S8: 8 month, S3, S6, S9: 12 month
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relation to profiles obtained from the control lichen
samples (Table 3).
RESULTS

Effect of pollutants on total
protein level

soluble

The results showing the total soluble protein
levels in four lichen species are presented in Fig. 1.
Total soluble protein content profile of the control
samples was similar to four examined lichen species.
Total soluble protein content was significantly
(P<0.01) changed with the exposure time to the

Lobaria pulmonaria
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pollutants (P<0.01) (4, 8 and 12 months). It was
shown that protein content changed with four lichen
species after 8 month of exposure. When 50 m far
from cement factory in Askale, protein content
significantly decreased. At the other sites far from
cement factory (100 and 200 m) were observed
little changes compared with control L. pulmonaria
lichen species (Fig 1). Compared with the four lichen
species and protein levels of pollutants exposure,
P furfuracea was determination to the maximum
change of protein contents in all sites and exposure

S1: Lobaria pulmonaria, 4 month, 50 m
S2: L. pulmonaria, 8 month, 50 m

S3: L. pulmonaria, 12 month, 50 m

S4: L. pulmonaria, 4 month, 100 m

S5: L. pulmonaria, 8 month, 100 m

S6: L. pulmonaria, 12 month, 100 m
S7: L. pulmonaria, 4 month, 200 m

S1: Usnea longissima,4 month,50m
S2: U. longissima, 8 month, 50 m
S3: U. longissima, 12 month, 50 m
S4: U. longissima, 4 month, 100 m
S5: U. longissima, 8 month, 100 m
S6: U. longissima, 12 month, 100 m
S7: U. longissima, 4 month, 200 m

S1: Cetraria islandica, 4 month, 50 m
S2: C. islandica, 8 month, 50 m

S3: C. islandica, 12 month, 50 m

S4: C. islandica, 4 month, 100 m

S5: C. islandica, 8 month, 100 m

S6: C. islandica, 12 month, 100 m
S7: C. islandica, 4 month, 200 m

S1: Pseudevernia furfuracea, 4 month, 50 m
S2: P, furfuracea, 8 month, 50 m

S3: P, furfuracea, 12 month, 50 m

S4: P, furfuracea, 4 month, 100 m

S5: P, furfuracea, 8 month, 100 m

S6: P. furfuracea, 12 month, 100 m

S7: P, furfuracea, 4 month, 200 m

Figure 1. Lobaria pulmonaria, Usnea longissima, Cetraria islandica, Pseudevernia furfuracea species of Total Soluble

Protein Content (mg/g)
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times.

The RAPD-PCR profiles of the control and
exposed samples in cement plant (Askale-
Erzurum)

In the current study the genotoxic effects of
various environmental pollutants were studied with
the Pseudevernia furfuracea, Lobaria pulmonaria,
Cetralia islandica and Usnea longissima that were
exposed to various pollutants around the cement
factory in Askale-Erzurum. Control sites are located
far away from the allocation units. Table 1 represents
the summation of all polymorphic bands in RAPD
profile and Figure 2 presents all RAPD bands of
selected primer. The DNA concentrations measured
for the samples were in the range of 887 ng/pl to 4149
ng/pl, and the 260 nm/280 nm ratios ranged from
1.81 to 1.99. The total number of bands obtained
in control samples by RAPD analyses were 83, 75,
69 and 66 for four lichen species (P. furfuracea, L.
pulmonaria, C. islandica and U. longissima) used
in the study, respectively. According to the results,
each primer generated 10-22 bands with an average
of 16.6, 15.0, 13.8 and 13.2 bands per primer for four
lichen species, respectively..

RAPD profiles of the control and exposed samples
around the cement factory showed significant
differences (Table 1).
observation or changes in the RAPD patterns included

In this regard, the main
appearance of new bands and/or disappearance of
normal bands compared with the control samples.
Furthermore, all primers resulted in alteration of a few
amplification products gave complicated patterns of
gains or losses. Although P furfuracea species showed
the highest levels of disappearence of new bands in the
polluted samples, U. longissima displayed the lowest
levels of band changes. Total number of bands were
more in P. furfuracea species (83 in control, site 1: 64
(a+b); site 2:38 (a+b); site 3: 32 (a+b) as compared to
other lichen species. The lowest number of bands that
appeared was observed in the U. longissima samples
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Figure 2. RADP profiles generated by OPCO2 primer from
Peltigera praetextat and Usnea longissima exposed to
polluted areas in Askale-Erzurum.

Lane M, Moleculer weight marker (100 bp. ladder)

M: Marker, N: Negative Control, C1-C2-C3: Control, S1-54-
S$7-510: 4 months, 52-S5-58-S11: 8 months, $3-56-59-S12:
12 months, Site 1: 10 m, Site 2: 50 m, Site 3: 100 m, Site
4: 200 m.

(66 in control, site 1: 47 (a+b); site 2:35 (a+b); site 3:

25 (a+b) (Table 1). After four month of exposure,
13, 14, 9 and 9 extra bands appeared at site 1 (50
m far from the cement factory) in P furfuracea,
L. pulmonaria, C. islandica and U.
respectively. Compared with the examined four lichen

species, totally 19, 45 and 51 unexposed RAPD bands

longissima,

were appeared in P. furfuracea fromsites 1, 2 and 3 (50,
100 and 200 m far from cement plant, respectively)
after exposed to pollutants in cement plant in Askale-
Erzurum (Table 1). Totally 19, 31 and 41 normal RAPD
bands appeared in control sample of U. longissima from
the sites 1 (50, 100 and 200 m far from cement plant)
(Table 1). In addition to this, 31, 13 and 15 new bands
disappeared in the P furfuracea samples from sites
1, 2 and 3 of exposed pollutants. The polymorphisms
were occurred as disappearance or appearance of the



bands in exposed samples compared to the control.
The polymorphism ratios of the primers were given
in Table 2. The polymorphic bands obtained by RAPD
primers showed variability for each site for four lichen
species. The highest polymorphism value obtained is
P% = 86.6% in U. longissima and L. pulmonaria by the
primer OPC04, and the lowest polymorphism value
observed is P% = 45.4% in L. pulmonaria by the primer
OPCO1. The genomic template stability (GTS) which is
a quantitative measurement reflects changes in RAPD
patterns was calculated for each five primers and
presented at Table 3. It was observed that average GTS
values were decreased obviously with an nearest a site
to cement plant. An obvious decrease in GTS values
was observed as the sample collection site gets closer
to the cement plant. The results were interpreted
for genotoxic effect, considering the sampling
points where the lichens were exposed to pollutants
aroundthe cement factory in Askale-Erzurum.

DISCUSSION

With  fast
industrialization, a vast range of genotoxic chemicals

economic  development  and
were produced, and spread to the environment.
These chemicals adversely affect living organisms,
and often lead to serious diseases in human beings.
Atmospheric pollution is composed of mixed pollutants
and the inherent complexity of the composition and
subsequent reaction products make it very difficult
to estimate the ambient genotoxicity risk of air by
traditional pollution measurements. The best way to
determine environmental genotoxicity could be the
direct quantification of the genotoxic effect (i.e., DNA
damage) (38) of the pollutant to a living organism.
Due to highly conserved structure of the genetic
material, it is possible to use a broad variety of species
including bacteria, yeasts, lichens, animals and plants
in genotoxicity tests (30, 31, 41). In this study, we
suggest that molecular and biological assays examined
in Pseudevernia furfuracea, Lobaria pulmonaria,

Cetraria islandica and Usnea longissima species could

be used together as reliable and powerful biomarkers
to determine genotoxic effects of pollutants in
ecotoxicology.

Developing an understanding of the mechanisms of
heavy metal tolerance in organisms at a biochemical
and molecular level is the focus of today’s ongoing
research efforts. Toxicant induced population genetic
effects may arise from the direct action of the toxicant
at the DNA level (mutagenic effects) (35) or may
indirectly result from population mediated process
that are related to the toxicant exposure (36). Initially
protein markers (i.e. allozymes) were used to infer the
population genetic effects of toxicant exposure (38),
but currently a wide variety of DNA markers/techniques
are available. These techniques can be applied to infer
all routes through which toxicants may affect the
genetic structure of exposed organisms. After proper
optimisation condition, the RAPD is a reliable, sensitive
and reproducible assay, and therefore can be applied
to genotoxicity studies. Toxic chemicals induce several
cellular stress responses and damage different cellular
components such as membranes, proteins and DNA (26,
42, 43). Mohd-Anwar et al. (2012) reported that, when
14 days old rice seedlings were treated with different
As (lll) concentrations for different time periods,
protein content was significantly decreased at a higher
concentration (300 pM) and duration (96 h), however
at a lower concentration (50 pM) less changes were
observed (44). Similar effect on protein content was
observed in the current study. In this studies revealed
that total soluble protein content considerably changes
to pollutants exposure in four lichen species in cement
factory after the different time arrivals.

In recent years, lichens have begun to be used as
good bioindicators of genetic toxicity of environmental
pollutants (22-24, 31-35). Genotoxicity as a result of
metal toxicity is also described to play a major role in
DNA-damage induction (33, 45). In this study, probable
DNA damages induced by various environmental
pollutants, were reflected by changes in RAPD profiles:
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disappearance of normal RAPD bands and appearance
of new PCR products occurred in the profiles. In the
study three controls collected randomly from different
substrates of their own was used. In all experiments
three control species revealed the same band
pattern. The profiles of informative primer OPC04 in
examined four lichen speciesare shown in Fig. 2. The
highest number of band changes (25) was detected in
P furfuracea lichen species from site 1 (far from 50
m in cement factory) after four months exposure of
pollutants.

The objectives of this study were to determine the
impact of distance from the combustor of the cement
plant (predominant wind direction) and the effect of
duration of exposure on bioaccumulation in the four
lichens species. Previous studies indicated that nickel,
Cd, Cr, Cu and Pb accumulated in lichen thalli with
the greatest accumulation within 50 m far from the
plant and exposure time, while the concentrations
of Al was not consistently impacted by distance from
the plant and duration of exposure (21). When four
lichen species were compared according to their
heavy metal accumulation, P furfuracea was found
to be the highest accumulator of pollution sources
(21). P furfuracea was observed as the most effective
indicator of cement dust pollution. As the results
of the current studies revealed the highest level of
band variation, in other words genotoxic effect,
P. furfuracea might be considered as a good candidate
for genotoxicity indicator. In this study and previous
study were parallel results of P furfuracea lichen
species which have the most heavy metal capacity
and reflects of genotoxic effect. Our results show
that a heterogenous mixture of pollutants might have
contributed to the changes in the DNA-band patterns
revealed by RAPD analysis, reflecting the induction of
DNA damage in P. furfuracea.

The appearance of a new DNA band could occur
because some oligonucleotide priming sites could
become accessible to oligonucleotide primers after
structural change or because some changes in DNA
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sequence have occurred due to mutations, large
deletions, and/or homologous recombination (46).
Appearance of new bands may also be the result of
genomic template stability related to the level of DNA
damage, the efficiency of DNA repair and replication
(47). The results indicate that GTS levelin P furfuracea
was the most affected lichen species by the pollution
around cement factory (Askale, Erzurum).

In a previous study conducted in parallel with the
same samples, some of the heavy metal concentrations
were determined and the lowest levels of heavy metals
were found in U. longissima (21). RAPD patterns
generated for four different lichen species from
polluted sites are clearly different from the control
group and exhibit a distinct change with increasing
concentrations of pollutants. Our results indicate that
site 1 which is the nearest to the cement factory has
high pollutants levels (21) and therefore may lead to a
high level of genotoxic effect in the four lichen species
as the samples from this location revealed the lowest
GTS. The highest GTS values which may be considered
as lowest genotoxic effect were detected in the
samples from site 3 which is distinguished from other
sampling locations by pollutants in cement factory.

However, to our knowledge, little information
is available on lichens about their potential
genotoxicity indicator capacity against pollutants.
DNA alterations in the exposed P.  furfuracea
samples and Evernia prunastri samples were aimed
to be described by RAPD analysis, in order to reveal
the pattern of genetic variation influenced by the
various environmental pollutants (23, 32, 34). Thus,
the findings in the current study confirmed the idea
that environmental pollutants, mainly heavy metals
cause DNA damages in organisms and demonstrate
the potential of RAPD analyses to monitor the level
of genotoxicity in lichens. According to a previous
study by Cansaran-Duman et al. (2011), the highest
number of band changes in E. prunastri were found
at (sites 8 and 10) close to iron steel factory in
Karabuk (34). In this study, P. furfuracea appears to



reveal higher genotoxic effects than L. pulmonaria,
C. islandica and U. longissima the samples from
around cement factory, Askale-Erzurum. Heavy metals
are a major component of air pollution and many
studies have shown that concentrations of absorbed
heavy metal elements in lichen samples rise as they
get closer to polluted sites like busy motorways and
steel mills and also depending on the exposure time. In
this study, at site 1, which is the nearest to the cement
factory, genotoxicity ratios in the samples were much
higher than the values obtained for other sites. In this
study, lichen samples exposed close to a pollution
source were compared in order to provide genotoxicity
information of mixed pollutants found in the air. High
number of polymorphic bands was observed in the
P furfuracea samples taken from areas close to the
cement factory (site 1).

The present study shows the suitability of the
lichen samples for the detection of genotoxicity
and also provides information about the level of
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Olgu sunumu; Yanikta izole edilen Bacillus licheniformis

Nezire Mine TURHANOGLU!, = Demet GUR-VURAL'

OZET ABSTRACT

Bacillus  licheniformis dogada yaygin olarak Bacillus licheniformis, a saprophytic bacteria
bulunabilen, saprofitik bir bakteri olup insanlarda which can be found widely in nature can cause diseases
bakteriyemi, peritonit, gida zehirlenmeleri gibi such as food poisoning, peritonitis and bacteremia
hastaliklara neden olabilmektedir. Medikal olarak in humans. It is used as a medical industrial source
kullanilan  basitrasin  antibiyotiginin  endiistriyel for Bacitracin antibiotics which is used as a medical
kaynagidir.  Bacillus licheniformis’ten kdiltiir industrial sources of Bacitracin antibiotics. Protease
olusturulmasi ile elde edilen proteaz, biyolojik which is obtained by culturing Bacillus licheniformis
yikama tozlarinda, ilag, deri ve gida endustrilerinde is used in biological washing powders, drug, leather
kullamUir. Bacillus licheniformis SB 3086 susu ayni and food industries. The Bacillus licheniformis SB 3086
zamanda sus bitkilerinde ve cimlerde fungal hastaliklar strain is also used to prevent and treat fungal diseases in
onlemek ve tedavi etmekte kullamlmaktadir.  ornamental plants and turf. While there are researches
Karin zan iltihabi, goz iltihabi gibi enfeksiyonlarda  on the production of Bacillus licheniformis SB3086 in
uretilmeleri ile ilgili calismalar varken yaradan infections such as peritonitis, eye inflammation there
izole edildigine dair yayma rastlanmamistir.  is no publication regarding its production in wounds.
Calismamizda 3. derece vyamk ile hastanemize  |n this study, Bacillus licheniformis was produced in the
basvuran 69  yasindaki  hastamin  yarasindan  wound culture taken from a 69-years-old patient whowas
alinan  kiltir orneginde Bacillus  licheniformis  admitted to our hospital with 3 rd degree burns. Gram-
uretilmistir. Kanli agar besiyerinde Ureyen oldukca  positive bacilli in the gram stain made from breeding
tipik bullerden olusan kolonilerden yapilan gram  colony consisting of a fairly typical blisters were seen

boyamada gram  pozitif basiller  gorilmiistir. i plood agar. In the antibiotic susceptibility tests, it
Antibiyotik duyarlilik testinde ampisilin, tetrasiklin, was found to be sensitive to ampicillin, tetracycline,
kloramfenikol, klindamisin, gentamisin, rifampisin, chloramphenicol, clindamycin, gentamicin, rifampicin,
kinupristin+dalfopristin ~ ve  kinolonlara  duyarli,  quinupristin+dalfopristin and quinolons. It has been
kotrimoksazole  direncli ~ oldugu  gorulmistir.  shown to be resistant to cotrimoxazole patient which

Basitrasin+neomisin silfat ve nitrofurazon pomad
kullanan hastanin sonraki kiltirlerinde ureme
saptanmamistir.

is used Bacitracin+neomycin sulfate and nitrofurazone

pomade was not detected in subsequent culture.

Anahtar Kelimeler: Bacillus licheniformis, yara Gy tereks Bealls Waisnien, wevi @i,

kuilttirti, enfeksiyon enfection
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GiRIiS

Bacillus licheniformis, Gram pozitif ve termofilik
bir bakteridir. Optimum gelisme sicaklig1 50° C civarinda
olmakla birlikte daha yiiksek sicakliklarda da canli
kalabilmektedir. Hareketli, spor olusturan, fakultatif
anaerobik cubuk seklinde olan Bacillus subtilis
grubunda yer alan bir bakteridir. Bacillus anthracis
gibi poli-D-glutamat kapsiile sahiptir. Dogada yaygin
olarak bulunabilen saprofitik bir bakteri olup, ancak
tozlarla yayilan yuksek direncli endosporlar herhangi bir
yerden izole edilebilmektedir. Bacillus tirleri yaklasik
50 wildir tibbi destek Urunud adi altinda kullamliyor
olmasina ragmen, bu konudaki bilimsel calismalar
yaklasik son 15 yildir yapilmaktadir. Uzerinde en cok
calisilan Bacillus tirleri; Bacillus subtilis, Bacillus
clausii, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis’tir.
Ancak antibiyotik direnc etkenini barindiran suslar ile
enteretoksin ve/veya emetik toksin uretebilen suslar
sorun olusturabilmektedir ( 1 ). Aynica hamurun sporlan
ile kontamine olmasindan kaynaklanan ve siinmeye
neden olan rop hastaligina neden olmaktadir (2).

B. licheniformis kontamine olmus pismis et ve
sebze tiketen insanlar icin toksijeniteye ve gida
zehirlenmelerine neden olur. B. licheniformis insanlarda
septisemi, kann zan iltihab1, korneal llser, goz iltihabi
enfeksiyonlarindan sorumludur. Genelde toksinleri ile
diyare ve kusma-bulanti seklinde gida zehirlenmelerinde
rol oynamaktadir (3). Ayrica sigirlarda kan zehirlenmesi
vedusuklerledeiliskilidir. B. licheniformissut rtinlerinde
de yaygin bir kontaminanttir. B. cereus toksinlerinin
dokiimantasyonu fazla olmakla birlikte B. licheniformis’in
Urettigi toksinler heniiz kamtlanamamistir. Gida kaynakl
B. licheniformis salginlan pismis et ve sebze tuketimleri
ile iliskilidir. Endistride amilaz ve proteaz uretimlerinde
kullamlmaktadir.

B. licheniformis’ten kultur olusturulmas ile elde
edilen proteaz, deterjan endustrisinde biyolojik yikama
tozlarinda; ila¢ endustrisinde; deri endustrisinde; et,
sut, bira gibi gida endustrilerinde; boynuz, tuy, sac gibi
proteinlerin hidrolizinde; x ray filmlerindeki gimisiin
geri kazanilmasinda; tekstilde protein bagli zincirlerin
kaldinlmasinda ve daha bircok endistri alaninda
kullamlr. Optimum 9-10 pH degerinde olan proteaz
yikama deterjanlanna ilave edilirek giysilerdeki protein
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iceren kirlerin ¢ikartilmasini saglar. B. licheniformis SB
3086 susu, sus bitkilerinde ve cimlerde fungal hastaliklan
onlemek ve tedavi etmekte de kullamlmaktadir
(3,4). Aynca, medikal olarak kullamlan basitrasin
antibiyotiginin endistriyel kaynagi da bu bakteridir.

OLGU SUNUMU

69 yasindaki erkek hastanin sag uyluk arka dst
ylizde %6’ Lk alanda ve sag bacakta ip seklinde 2. ve
3. derece eliptik yanik ve sag ayak dis malleol Ustiinde
%1°lik alanda 3.derece yanik ile hastanemiz yanik
unitesine basvurmustur (Sekil.1). Yarasindan alinan
kiiltlir 6rnegi kanli agar, EMB ve Sabouraud dekstroz
agar besiyerine ekim yapilarak, 37°C de 18-24 saat
inkiibasyona alinmistir. Kanli agar besiyerinde ureyen
oldukca tipik billerden olusan kolonilerden yapilan
gram boyamada gram pozitif basiller gorilmustur
(Sekil.2). izolatin tamimlanmasi ve antibiyotik duyarliligs
VITEK 2 (bioMérieux, France) tam otomatize cihazinda
yapilmis, sonuc alinamamasi Uzerine izolatmatriks-
aracili lazer dezorbsiyon iyonizasyon ucus zaman kitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) sistemi ile calisilarak
B.licheniformis olarak tanimlanmistir. Antibiyotik
duyarlilik testinde penisilin, ampisilin, tetrasiklin,
kloramfenikol, klindamisin, gentamisin, rifampisin,
vankomisin, kinupristin/dalfopristin ve kinolonlara

duyarli, kotrimoksazole direncli oldugu gorilmdistir.

Sekil 1. 69 yasindaki erkek hastanin B.licheniformis
ile enfekte yarasi
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Sekil 2. Kanli besiyerinde gram pozitif basil kolonilerinin
gorinuimi

Hastanin kan ve idrar orneklerinden yapilan
kulturlerinde Ureme olmamstir.  Protein-albumin
seviyeleri ve hemogram normal sinirlar icindedir.
Hastadan CRP istenmemistir.  Kan ve idrar
kulturlerinde ureme olmamistir. Basitrasin/neomisin
siilfat ve nitratrafurazon pomad kullanan hastanin
tedavi sonrasinda yapilan yara kilturinde ureme
saptanmamistir. Hastanemiz Yamk Unitesinde iic ay
yattiktan sonra sifa ile taburcu olmustur.

TARTISMA

Genellikle gida endiistrisinde agirlikli olarak
kullanilan bu bakterinin, travma sonrasi kornea
lilseri gibi ciddi enfeksiyomlarda rol aldigim1 Tabbara
ve Tarabay yaptiklar calismada bildirmislerdir (5).
Peritonit, septisemiye neden oldugu ve ayrica barsak
perferasyonu sonucu bakteriyemi gelistigini bildiren
calismalar da bulunmaktadir (6). Pessa ve Howard
intravenoz kataterde de liretebilecegini gostermistir
(7).

Aslinda, B. anthracis ve B. cereus hari¢ cogu
Bacillus tirleri, o&zellikle immin sistemi saglikli
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bireylerde, insan patojenleri olarak dikkate
alinmamaktadirlar. Ancak bu olguda enfeksiyon
yerinden alinan ilk ornekten saf olarak uretilmis
olmasi, antibiyotik kullanilmadan once alinan ornek
tekrarlarinda da saf olarak duretilmesi, hastanin
genel durumunun klinigiyle uyumlu olmasi nedeni ile
enfeksiyon etkeni olarak kabul edilmistir.

Ancak, hastanin yamk kliniginde yatarken
yarasinda saptanan bu bakterinin nasil bulastig
konusunda herhangi bilgiye sahip degiliz. Literatiirde
yapilan incelemelerimize gore bu bakterinin neden
oldugu enfeksiyonlar icinde ilk kez bizim calismamiz da
yaradan iiretildigi belirlenmistir. Yaradan izole edildigi
ile ilgili herhangi bir baska kaynaga rastlanilmamistir.
Etkenin yol actig1 kolonilerinin biiller tarzinda olmasi
ve oze ile dokunuldugunda patlayarak sivi seklinde
dagilmas1 tipik olup bu bakterinin yaradan izole
edilmesi oldukca dikkat cekicidir.

Jeon ve ark. 2012’de vyayinladiklarn vaka
raporunda, bakteriyemi ve mediastinite bagli olarak
ozofagus perforasyonu olan bir hastada, 16S RNA gen
dizilimi ile B. licheniformis ve B. subtilis’in birlikte
enfeksiyon sebebi olduklarini tespit etmislerdir (8).

Mochiduki ve ark. akt miyeloid losemili’li hastanin
beyin absesinden B. licheniformis’in etken ajan
olarak izole edildigini, genelde kontaminant olarak
kabul edilen bu bakterinin, immun sistemi baskilanmis
kisilerde etken ajan olarak kabul edilmesi gerektigini
belirtmislerdir (9).

Fransa’dan bildirilen olgu raporunda, go0z
travmasindan kaynaklanan basiller endoftalmi gelisen
dort hastada B. cereus veya B. licheniformis etken
olarak gosterilmistir (10).

Santini ve ark. yapmis oldugu baska bir calismada,
akut protez aort kapak operasyonu sonrasinda
aortik alandan intraoperatif alinan Kkiiltlirde B.
licheniformis’in saf olarak Uredigini bildirmistir (11).
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European Union approach in monitoring drinking water quality:
Emergency case management and risk analysis for the protection
of public health

Dilek DIKMEN', Hasan IRMAK'

ABSTRACT

EU twinning light project entittled “Emergency
case management and risk analysis in drinking water
for the protection of public health” was implemented
within the frame of Support Activities to Strengthen
the European Integration Process SEI-2009 programming
by the Ministry of Health, Public Health Institution of
Turkey, Consumer and Employee Safety Vice-Presidency,
Environmental Health Department with the cooperation
of Italy - the Istituto Superiore di Sanita, (Italian
National Institute of Health - ISS), Inland Water Hygiene
Section, Environmental Primary Prevention Department
for six months period between January 2013 and June
2013. The aim of the Project was to strengthen the
Ministry of Health, Public Health Institution of Turkey
in the field of drinking water by means of building
institutional capacity for risk assessment, early warning
and management of emergency cases in line with EU
Drinking Water Legislation (98/83/EC). The project had
four mandatory results. Result 1 was to improve the risk
assessment capacity of Ministry of Health - Public Health
Institution of Turkey in drinking water. Result 2 was to
develop methodologies for identifying contamination
in drinking water. Result 3 was to improve the early
warning capacity of the Ministry of Health - Public Health
Institution of Turkey in drinking water. Result 4 was to
improve the emergency case management capacity
of the Ministry of Health - Public Health Institution of

OZET

AB Entegrasyon Siirecinin Desteklenmesi
Faaliyetleri - SElI 2009 programlamasi kapsaminda
“icme Sularinda Halk Sagligimn Korunmasi icin Acil
Durum Yonetimi ve Risk Analizi” baslikli kisa siireli
eslestirme projesi Saglik Bakanligi Tuirkiye Halk Sagligi
Kurumu (Cevre Sagligr Daire Baskanlig) tarafindan
italya - the Istituto Superiore di Sanita, (italya Ulusal
Saglik Enstitiisii - 1SS), Ic Sularin Hijyeni Birimi,
Cevre Birincil Onleme Bélimii isbirliginde Ocak 2013
ile Haziran 2013 tarihleri arasinda alt1 ay sire ile
yurutulmustur. Projenin amaci icme suyu alaninda
risk degerlendirmesinin, erken uyari ve acil durum
yonetiminin AB icme suyu mevzuat1 (98/83/EC) ile
ayn1 dogrultuda gerceklestirilmesi icin kurumsal
kapasitenin olusturulmasinda Saglik Bakanligi Tiirkiye
Halk Sagligi Kurumunun giiclendirilmesidir. Proje dort
zorunlu hedeften olusmustur. 1. hedef: icme suyunda
Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumunun risk
degerlendirme kapasitesinin gelistirilmesidir. 2. hedef:
icme suyunda kontaminasyonlarin tanimlanmasina
yonelik metodolojilerin olusturulmasi; 3. hedef:
Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumunun icme
suyundaki erken uyar kapasitesinin gelistirilmesi ve 4.
hedef: Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumunun
icme suyundaki acil durum yonetim kapasitesinin
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Turkey in drinking water. The all project mandatory
results were successfully reached. Besides extensive
trainings and workshops, four guidance documents
concerning the instructions for decision-making following
non-compliance results in drinking water monitoring,
identification of contamination, early warning and
emergency case/crisis management in drinking water
were prepared, published and distributed. The technical
and institutional capacity of the Ministry of Health in the
field of drinking water were improved both at the central
level and provincial level involving 81 provinces.

Key Words: drinking water, public health, 98/83/

EC directive, twinning project, emergency case

management, risk analysis

gelistirilmesidir. Projenin tum zorunlu hedeflerine
basariyla ulasilmistir. Kapsamli egitim ve calistaylarin
yan1 sira icme sularinin izlenmesi esnasinda
karsilasilan uygunsuzluk durumlarinda karar verme
siireci, icme sularinda kirliligin belirlenmesi, erken
uyari, acil durumlar ve kriz yonetimi konularinda dort
rehber kitap hazirlanmis, bastirilmis ve dagitilmistir.
Saglik Bakanliginin teknik ve kurumsal kapasitesi hem
merkezi diizeyde hem de 81 il diizeyinde olmak iizere

glclendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: icme suyu, halk sagligi,
98/83/EC direktifi, eslestirme projesi, acil durum
yonetimi, risk analizi

INTRODUCTION

High quality, safe and sufficient drinking water
is essential for our daily life, for drinking, food
preparation and for many other purposes, such as
washing, cleaning, hygiene or watering our plants.

The European Union has a history of over 30 years
of drinking water policy. This policy ensures that water
intended for human consumption can be consumed
safely on a life-long basis, and this represents a
high level of health protection. The main pillars of
the policy are to: ensure that drinking water quality
is controlled through standards based on the latest
scientific evidence; secure an efficient and effective
monitoring, assessment and enforcement of drinking
water quality; provide the consumers with adequate,
timely and appropriately information; contribute to
the broader EU water and health policy (1).

COUNCIL DIRECTIVE 98/83/EC OF 3 NOVEMBER
1998 ON THE QUALITY OF WATER INTENDED FOR
HUMAN CONSUMPTION

The Drinking Water Directive, Council Directive
98/83/EC of 3 November 1998 on the quality of
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water intended for human consumption concerns the
quality of water intended for human consumption. Its
objective is to protect human health from adverse
effects of any contamination of water intended for
human consumption by ensuring that it is wholesome
and clean (2).

The Drinking Water Directive applies to; all
distribution systems serving more than 50 people
or supplying more than 10 cubic meter per day,
but also distribution systems serving less than 50
people/supplying less than 10 cubic meter per day
if the water is supplied as part of an economic
activity; drinking water from tankers; drinking water
in bottles or containers; water used in the food-
processing industry, unless the competent national
authorities are satisfied that the quality of the water
cannot affect the wholesomeness of the foodstuff in
its finished form.

The Drinking Water Directive doesn’t apply
to; natural mineral waters recognised as such by
the competent national authorities, in accordance
with Council Directive 80/777/EEC of 15 July 1980



on the approximation of the laws of the Member
States relating to the exploitation and marketing of
natural mineral waters and repealed by Directive
2009/54/EC of 18 June 2009 on the exploitation and
marketing of natural mineral waters; and waters
which are medicinal products within the meaning
of Council Directive 65/65/EEC of 26 January 1965
on the approximation of provisions laid down by
law, regulation or administrative action relating
to medicinal products and repealed by Directive
2001/83/EC of 6 November 2001 on the Community
code relating to medicinal products for human use.

The Directive laid down the essential quality
standards at EU level. A total of 48 microbiological,
chemical and indicator parameters must be monitored
regularly. World Health
Organization’s guidelines for drinking water and
the opinion of the Commission’s Scientific Advisory

and tested In general,

Committee are used as the scientific basis for the
quality standards in the drinking water.

When translating the Drinking Water Directive into
their own national legislation, Member States of the
European Union can include additional requirements
e.g. regulate additional substances that are relevant
within their territory or set higher standards. Member
States are not allowed, nevertheless, to set lower
standards as the level of protection of human health
should be the same within the whole European Union.

Member States may, for a limited time depart
from chemical quality standards specified in the
Directive (Annex I). This process is called derogation.
Derogations can be granted, provided it does not
constitute a potential danger to human health and
provided that the supply of water intended for
human consumption in the area concerned cannot be
maintained by any other reasonable means.

The Directive also requires providing regular
information to consumers. In addition, drinking water
quality has to be reported to the European Commission
every three years. The scope of reporting is set out

in the Directive. The Commission assesses the results
of water quality monitoring against the standards in
the Drinking Water Directive and after each reporting
cycle produces a synthesis report, which summarizes
the quality of drinking water and its improvement
at a European level. Further principles laid in the
Directive are; Planning; Regulation (obligations of
the Member States and the Commission); Monitoring;

Information and Reporting (3).

THE COMMISSION DIRECTIVE 2015/1787 OF
OCTOBER 2015 AMENDING ANNEX Il AND IlI TO
COUNCIL DIRECTIVE 98/83/EC ON THE QUALITY
OF WATER INTENDED FOR HUMAN CONSUMPTION

The Commission performed in 2014 a public
consultation on the quality of drinking water in the
EU in order to assess the need for improvements
on EU drinking water legislation. This consultation
led to revision of Council Directive 98/83/EC of 3
November 1998 on the quality of water intended
for human consumption (Drinking Water Directive)
(4). The Drinking Water Committee gave a positive
opinion to adapt the Annexes to scientific and
technical progress. The amendments will give an
opportunity to monitor drinking water parameters
at more appropriate frequencies. The new Annex Il
provides an option to perform the drinking water
monitoring in around 100,000 water supply zones
in Europe in a more flexible way, provided a risk
assessment is performed ensuring full protection
of public health. It follows the principle of ‘hazard
analysis and critical control point’ (HACCP) used
already in food legislation, and the water safety
plan approach laid down in the WHO Guidelines
for Drinking Water Quality. These amendments
will allow a better and more problem-oriented
monitoring of small water supplies. The new
monitoring and control system allows to reduce
unnecessary analyses and to concentrate on those
controls that matter (4).
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The Directive 2015/1787 amending Annex Il and
Ill to Council Directive 98/83/EC on the quality of
water intended for human consumption was adopted
by the Commission on 6th October 2015 and entered
into force on 27th October 2015 (4, 5). The Member
States have 24 months to transpose the provisions of
this new legislation into their national legislation (4,
6).

The Member States can now decide, on the basis
of a risk assesssment which parameter to monitor
given that some drinking water supply zones do not
pose any risk for finding hazardous substances. They
can also choose to increase or reduce the frequency
of sampling in water supply zone as well as to extend
the list of substances to monitor in case of public
health concerns. The flexibility in the monitoring
of parameters and the frequency of sampling is to
ensure protection of public health (6).

Concerning radioactive substances in drinking
water, in 2013 a Council Directive 2013/51/EURATOM
was adopted, to be transposed by 28 November
2015, superseding the radioactivity requirements in
Directive 98/83/EC (4, 7).

TURKISH LEGISLATION

The Council Directive 98/83/EC of 3 November
1998 has been fully transposed to the Turkish
legislation by the Ministry of Health with the By-law
on Water Intended for Human Consumption, which
was published in the Official Gazette No.25730,
dated 17 February 2005. The By-law was amended
in 2009, 2013 and 2014. The amendments were
published in the Official Gazettes 31.7.2009 dated
27305 numbered, 7.03.2013 dated 28580 numbered
and 11.04.2014 dated 28969 numbered (8).

The Ministry of Health, Public Health Institution
of Turkey is responsible for the enforcement and
implementation of the provisions of the By-law.

In the administrative system of supplying safe
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drinking water, various institutions have different
functions and responsibilities. The Ministry of Health,
Public Health Institution of Turkey is responsible for
determining the quality standards of drinking water,
monitoring of these standards and making legislation
concerning these areas. The other related institutions
are the Ministry of Environment and Urbanization, the
Ministry of Forestry and Water Affairs, Municipalities
and Special Provincial Administrations, the General
Bank of
Provinces and the Ministry of Food, Agriculture and

Directorate of State Hydraulic Works,

Animal Husbandry (9).

TWINNING

Twinning is a European Union instrument
for institutional cooperation between Public
Administrations of EU Member States and of

beneficiary countries. It was originally designed
in 1998 to help candidate countries of the time to
acquire the necessary skills and experience to adopt,
implement and enforce EU legislation. Twinning
projects bring together public sector expertise from
EU Member States and beneficiary countries with
the aim of enhancing peer to peer activities. They
must yield concrete mandatory operational results
for the beneficiary country. Beneficiaries include
candidate countries and potential candidates to EU
membership, as well as countries covered by the
European Neighbourhood Policy. More specifically,
in the IPA region, Twinning aims to provide
support for the transposition, implementation and
enforcement of the EU legislation (theUnionacquis).
It builds up capacities of beneficiary countries’ public
administrations throughout the accession process,
resulting in progressive, positive developments in
the region. Twinning strives to share good practices
developed within the EU with beneficiary public
administrations and to foster long-term relationships
between administrations of existing and future EU

countries.



“Twinning Light” is designed to offer a more
flexible, mid-term approach up to six months
(10). Twinning light can be used to tackle any self-
contained institutional issues arising from the acquis
communautaire provided the subject addressed is of
limited scope, that is the structures needed to give
effect to the acquis are not complex or the existing
ones need little adjustment. The likeliest scenario
would be implementation of a specific measure
rather than reform of the general or legal framework.
Twinning light projects are self-contained and cannot
be used to supplement full Twinning projects, which
are also self-contained and involve the obligation to
deliver their own guaranteed result. Twinning light
consists of the provision by the Member State of a
package of services, generally involving one or more
short missions (e.g. one or two weeks at a time) by
selected officials, and/or, less frequently, civil servant
experts staying for lengthier, intermediate periods.
The financial ceiling for twinning light projects is
€250,000 and their duration limited to six months;
in exceptional cases this can be extended to eight
months (11).

To strengthen the Ministry of Health, Public
Health Institution of Turkey in the field of drinking
water by means of building institutional capacity
for risk assessment, early warning and management
of emergency cases in line with EU Drinking Water
Legislation (98/83/EC) EU twinning light project
under the tittle of
and risk analysis in drinking water for the protection
of public health” was taken by the Ministry of Health,
Public Health Institution of Turkey.

“Emergency case management

The twinning light project was implemented within
the frame of Support Activities to Strengthen the
European Integration Process SEI-2009 programming
with Italy for six months period between January
2013 and June 2013.

Cooperation was provided between Italy - the
Istituto Superiore di Sanita, (Italian National Institute
of Health -
Environmental Primary Prevention Department and

ISS), Inland Water Hygiene Section,

Public Health Institution of Turkey, Environmental
Health Department.

In the broader sense the aim of the project was to
improve the drinking water sector for the protection
of public health. It was expected from the project to
provide improvement in the current risk assessment
and emergency case management capacities of the
Public Health Institution of Turkey in the field of
drinking water.

PROJECT IMPLEMENTATION METHODOLOGY

The project was established on the four
main targets. Result 1. Improvement of the risk
assessment capacity of Public Health Institution
of Turkey in drinking water. Result 2. Development
of methodologies for identifying contamination in
drinking water. Result 3. Improvement of the early
warning capacity of the Public Health Institution of
Turkey in drinking water. Result 4. Improvement of
the emergency case management capacity of the

Public Health Institution of Turkey in drinking water.

The methodology of the project implementation
includes; current situation assessment, evaluation
of the Italy applications on 98/83/EC Drinking Water
Directive, working group meetings for the exchange
of information and developing methodologies
and procedures, in place observations by study
visits,

trainings, workshops, guidance documents

preparation, publication and distribution,
implementation of the prepared methodology in pilot
province (istanbul) and project steering committe

meetings.
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RESULTS
The all project results were successfully reached.

The workshops on health risk assessment,
identification of contamination and development of
methodologies, early warning and management of
emergency cases in drinking water were conducted
with the participation of the Public Health Institution
Ankara,
Giresun, Samsun,

Diyarbakir, Antalya, Balikesir and Erzurum Public

of Turkey, istanbul, izmir, Canakkale,

Bursa, Kayseri, Gaziantep,

Health Directorates.

Comprehensive result oriented trainings on the
developed guidance documents and the related
subjects were given to the technical staffs of the
Public Health Institution of Turkey, Environmental
Health Department and the Public Health Directorates
of the 81 Provinces.

Developing methodologies and procedures for the
evaluation of short term risks and long term risks, for
assessment of the control points and identification
of the contamination in drinking water through
microbiological and chemical quality monitoring, to
manage emergency cases / crisis in drinking water
with the use of EU approach, to improve the current
warning system were the major subjects discussed
with the core working group.

In the working group meetings the major
presentations done by the Italian experts were
on “European framework, trends and Italian
system”, “Unprecedented cyanobacterial bloom and
microcystin production in a reservoir in the south
of Italy: a model for emergency response and risk
management”, “Chemical water quality standards:
indicator parameters”  “Microbiological water
qualty”, “Prevention and security measures against
potential terrorist attacks to drinking water systems
in Italy”, “Rapid methods for the analysis of bacterial

indicators in drinking water”, “Web database of
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procedures and methods for biological and chemical
analysis of water”, “Methodologies to identify the
microbiological contamination in drinking water
from quality monitoring data”, “On line monitoring
“On
monitoring systems: practical experiences”, “WSPs

systems: a critical assessment” and line
for small water supplies in the European region”,
“Screening of organic chemicals for the identification
of unexpected pollution”, “Methodologies for the
identification of chemical contamination in drinking
water quality monitoring”, “Harmonisation of
hygienic requirements for materials and products in
contact with drinking water”, “Contamination from
materials in contact with drinking water: Italian
and European experiences”, “Water safety plans in
buildings”.

Four guidance documents were prepared by the
Italian experts, published and distributed. These
documents were “Guidance on instructions for
decision-making following non-compliance results
in drinking water monitoring”, “Guidance on
identification of contamination in drinking water”,
“Guidance on early warning in drinking water”,
“Guidance on management of emergency cases /
crisis in drinking water” (12 - 15).

During the project ivedik water treatment unit in
Ankara and Ikitelli water treatment unit in istanbul
were visited. The local visit to istanbul was also for

the methodology practices.

During the project results oriented four trainings,
four workshops, one study visit and one local visit
were achieved.

CONCLUSION

The technical and institutional capacity of the
Ministry of Health - Public Health Institution of
Turkey at the central level and the Public Health
Directorates of the 81 Provinces at the provincial



level were strengthened in the field of drinking water
for risk assessment, early warning and management
of emergency cases in line with EU Drinking Water
Legislation (98/83/EC).
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Bat1 Nil Virlisii (BNV) ve Tiirkiye’de Bati Nil Viriisii’niin glincel durumu

Yavuz UYAR, Esra BAKIR
OZET ABSTRACT
Bat1 Nil virtsi (BNV) ilk kez 1937 yilinda West Nile virus (WNV) was first identified in Uganda

Uganda’da tamimlanmistir. O giinden bu yana diinyada
yayilmaktadir. BNV, sivrisinek-kaynakli (cogunlukla
Culex) bir insan patojeni olup Flaviviridae ailesinden
Flavivirus cinsine aittir. BNV virlisi, tek zincirli bir RNA
virstidiir. BNV, dogal konaklar olan vahsi kuslardan
sivrisinekler yoluyla bulasmaktadir. Gocmen kuslar
BNV’nin cografik olarak yayilmasinda rol oynamaktadir.
Enzootik bulasta, BNV birincil olarak sivrisinekler ve
kuslar arasinda sirkiile olmaktadir. BNV ile enfekte bir
sivrisinek tarafindan 1sirilan insanlar, atlar ve diger
hayvanlar kor konaktir. insanlarda, 2-14 giin siiren
bir kulucka donemini klinik belirtiler izlemektedir.
Hastaligin %80’i asemptomatik olarak seyretmektedir.
%1’den daha az vakada, BNV ensefaliti ve ya menenjiti
gorilebilir. BNV 2 genetik soya ayrilabilir. Genetik soy
1- BNV (lineage WNV 1), Afrika, Avustralya, Asya ve
Akdeniz havzasinda endemik olarak bulunmaktadir.
Genetik soy 2- BNV (lineage WNV 2), Sahra alti
Afrika’da endemiktir. Avrupa’da BNV enfeksiyonlar
1950’den beri tanimlanmaktadir. Diinyada son 20 yildir,
artmis oranda salginlar gozlenmektedir. Refik Saydam
Hifzisithha Merkezi Baskanligi tarafindan, Tirkiye’de
2011 Agustos ayinin ikinci ve Ugiincli haftalarinda
konfirme edilen Uc¢ vaka bildirilmistir. Tirkiye’den
ilk kez 2010 yilinda, 47 BNV olgusu bildirilmistir.
Ne yazik ki, BNV enfeksiyonunun o6zgul bir tedavisi
bulunmamaktadir. Guniimiizde, insanlara yonelik asisi

in 1937. Since then, it has spread around the world. WNV
is mosquito-borne (mainly of the genus Culex) human
pathogen and belonging to family Flaviviridae, genus
Flavivirus. The WNV is a single-stranded RNA virus. WNV
is transmitted by mosquitoes with wild birds as its natural
hosts. Migratory birds play a role in the geographic
dispersion of WNV. During enzootic transmission, WNV
circulates primarily between mosquitoes and birds.
Mosquitoes with WNV bite and infect people, horses,
and other animals, all of whom are “dead end” host.
In humans, an incubation period of 2- 14 days precedes
symptoms. Eighty percent of diseases are asymptomatic.
In clinical cases, WNV is associated with febrile illness.
In less than 1% of cases, WNV causes encephalitis or
meningitis. The WNV can be classified into two lineages.
Lineage 1 WNV strains have long been endemic in Africa,
Australia, Asia and Mediterranean Basin. Lineage 2 WNV
strains have been endemic in sub-Saharan Africa. Human
WNV infection has been described in Europe since 1950.
An increased number of outbreaks have been observed
over the last twenty years on the world. Three cases
were confirmed by Refik Saydam National Public Health
Agency, all of them were identified during the 2nd and
3rd week of August 2011 in Turkey. In 2010, 47 West Nile
fever cases were reported for the first time in Turkey.
Unfortunately, there is no specific treatment for WNV
infection. Currently, there is no human vaccine against
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da mevcut degildir ve hastaliktan korunma sivrisinek
ile miicadeleye baglhidir. Bu derlemede, Tirkiye’den
BNV ile ilgili bildirilerin ve calismalarin bir araya
getirilmesi ve BNV literaturinin guncel durumunun
gozden gecirilmesi amaclanmistir.

Anahtar
culex, bati nil atesi, Turkiye, epidemiyoloji

Kelimeler: bati1 nil virlsl, sivrisinek,

WNYV and prevention of the diseases in humans is based
on mosquito control. In this study, it was aimed to collect
about WNV reports and studies from Turkey and reviewed

to current status of WNV in the literature.

Key Words: west nile virus, mosquito, culex, west
nile fever, Turkey, epidemiology

GIRIS

Gunumiizde hastaliklarin onlenmesinde en son
yillarda Avrupa ve Amerika’da salginlarla ortaya cikan
ve diinyanin tropikal bolgeleri disinda da yayginligi
artmakta olan Bat1 Nil virlsii (West nile virus: WNV,
BNV), halk sagligi otoriteleri acisindan onemi giinden
gline artmakta olan bir virustir. Dinyamizdaki ekolojik
ve demografik dengelerin insan kaynakli nedenlerden
dolay1 degismesiyle birlikte, baz1 vektor ve rezervuar
turlerinin yasam alanlarinda da farklilasmalar
meydana gelmektedir. Virusu bulastiran sivrisinek
turlerinin yasam alanlarinin genislemesiyle birlikte,
virtis hizli bir cografi yayiima sahip olmustur. (1). Bati
Nil viriisti, cogunlukla bircok kus tiirli ile ornitofilik
sivrisinek turleri arasinda donguisi olan Afrika kokenli

Flavivirus ailesinden bir virustir (2).

BNV, ilk kez 1937 yilinda Uganda’nin Bati Nil
bolgesinde atesli bir enfeksiyon hastaligi geciren bir
1950’lerden
buyana, virlisin varligim siirdiirdigli ekolojik nis

kadinin kanindan izole edilmistir (3).

disinda dolastigi kamitlanmistir.  Virlisiin insanlarda
BNV’ye baglh
noroinvaziv rahatsizliklarin sayis1 her gecen gin

ve/veya atlarda sebep oldugu

artmakta ve bircok farkli bolgeden, buyuk salginlar
bildirilmektedir (1).
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1. BNV Epidemiyolojisi

Virus, ilk olarak 1937 yilinda Afrika kitasinda
Uganda’da tanimlanmistir. Daha sonraki yillarda
Avrupa, Asya ve Avustralya kitalarinda da bircok
bolgede varligi gosterilmistir (4). BNV enfeksiyonlari,
Avrupa’da (Fransa, Romanya, Rusya, Yunanistan,
vb) ve Akdeniz havzasinda yer alan bircok iilkede
(Cezayir, Fas, Tunus, Israil, vb) ve 1999’dan itibaren

de Amerika kitasinda tespit edilmektedir (5).

1999 yilindan itibaren Kuzey Amerika’nin bircok
eyaletinde goriilmeye baslayan Bati Nil
yasanan salginlarla birlikte bu kitadaki yayilimim
surdirmektedir. 2000’li yillarda her yil bircok vaka

viriisy,

bildirimleri yapilmis olup vaka sayilar1 giinden giine
artis gostermektedir. Her yil gorulen salginlarla
birlikte, artik Amerika kitas1 da BNV enfeksiyonlan
icin endemik hale gelmistir (6,7). 2011
ABD’nin cesitli eyaletlerinden vakalar bildirilmistir
Amerika’da bilinen en biyiik BNV salgin1 2012 yilinda
yasanmistir. (8). ABD’den 1999 yili ile 2013 yillan
arasinda toplam 39.557 vaka, 17.381 noroinvaziv
rahatsizlik ve 1.667 olum bildirilmistir (9).

Avrupada bilinen ilk BNV salgin1 1962-1963 yillan
arasinda Fransa’da gorulmustur. Sonrasinda 1985

yilinda



yilindan itibaren viriisiin varligi Avrupa’nin bircok
bolgesinde gorilen salginlarla bildirilmistir. Guney
Avrupa, Dogu Avrupa ve Akdeniz Havzas1 boyunca
yayitimim siirdiiren viriis kitada ciddi halk saglig
problemi haline gelmistir. 2000’li yillardan itibaren
ortaya cikan salginlarin neticesinde bircok Avrupa
ulkesinde sirveyans programlan kurulmustur. Etkili
surveyans programlari ile salginlar izlenebilmekte ve
vakalar hizla kayit altina alinabilmektedir (10).

2011 yiinda italya’da goriilen biiyiik salginda
calismalan etkili
genotip 1 ve genotip 2’nin Avrupa’daki sirkiilasyonu
(11). 2010-2013 yillan
Avusturya, Bosna Hersek, Hirvatistan, Yunanistan,
Macaristan, italya, Kosova, Makedonya, Sirbistan,

surveyans olmus, bu sayede

gosterilmistir arasinda

Rusya Federasyonu, Ukrayna ve ispanya’da BNV

vakalar1  bildirilmistir.  Ozellikle Yunanistan ve
Rusya’da 2010 -2013 yillan arasinda her yil yiiksek

oranda BNV etkinligi goriilmustir (12).

Ulkemizde ise BNV enfeksiyonu, ilk olarak 2010
yilinda bir salgin seklinde gorulmus ve rapor edilmistir.
Kalaycioglu ve ark. tarafindan bildirilen siirveyans
bulgularina gore, 2010 ve 2011 yillarinda 47 olguya
BNV enfeksiyonu tanist konularak uluslararas bildirimi
yapilmis ve ulkemizde ilk kez akut BNV enfeksiyonlar
bir salgin seklinde saptanmistir (13).

2. Vektor Ozellikleri ve Bulas Yollar:

insan ve at popiilasyonlarinda goriilme sikliginin
artmasiyla birlikte bu bolgelerdeki BNV ekolojisi
daha iyi anlasilir olmustur. BNV’nin dogadaki varligi,
primer vektor Culex cinsi sivrisinekler ile kuslar
arasindaki enzootik bulas dongusi ile korunur. Bu
sebeple Culex tiru sivrisinekler bulas donglsiinde
en 6nemli vektorlerdir (14). Kuslar ise virlisiin dogal
olarak cogaldig1 birincil konak, vyiiksek diizeyde
da en onemli

viremi olusturduklarindan dolay

rezervuardirlar. Memeli konakta vylksek viremi
olusturmadigindan, 6zellikle enfeksiyonun ¢ogunlukla
gorildigl insanlar ve atlar, daha cok tesadiifi konak

(dead-end host) olarak kabul edilirler ve virusin bulas

dongusunde onem tasimazlar (Sekil 1) (4,15). Virusun
insandan insana dogrudan bulasi bildirilmemistir,
fakat insandan insana bulasin kan transfiizyonu, organ
transplantasyonu ve anne siiti ile miimkin olabildigi
yapilan cesitli calismalarla gosterilmistir (4,16).
Ciddi salginlarla ortaya cikan virlsun artarak
gocmen
Avrupa’ya gerceklesen hareketi ile aciklanmaktadir
(17).
yerlerde viriis ile enfekte olduktan sonra Avrupa’ya

yayilim gostermesi kuslarin  Afrika’dan

Gocmen kuslarin  Afrika’da kis1 gecirdikleri

gocleri ile birlikte virlisiin kuzeye dogru tasinmasini
ve goc yollan uzerinde bulunan bolgelerde vektor-
gibi
barindiran

rezervuar es zamanli bulunmasi gereken

faktorleri alanlarda salginlara yol
acmaktadir. Yerli viremik kuslar da virus yayilimina
katkida bulunuyor olsa da etkileri viremik go¢cmen
kuslarla uzun mesafe yayilimindaki kadar degildir.
Gocmen kuslarin davranislan salginlarin zamanlamasi
ve siddeti yoniinden de kritik bir belirleyicidir
(Sekil 2) (4,18,19). Virusun rezervuarn olan kuslardan
vektorlere kadar tesadiifi ve degisken bircok faktor
araciligiyla, vakalarin baslangic1 ve yayiim safhas
izlenebilmektedir. Virusiin yayilimini ve yayiim hizim
belirleyen faktorler arasinda goz oniinde tutulmasi
gerekenler; vektor ile rezervuar populasyonunun
varligl, yogunlugu ve toplulugun virlis yoniinden
yeterli doygunluga ulasmasiyla birlikte iklim ve
arazi oOzelliklerini icine alan yerel cevre sartlandir.
BNV’nin yayiimini ve bunu takiben insanlara bulasim
belirleyen onemli bir risk faktorl de, sivrisineklerin
beslenme davramislan ve konak secimleridir. italya ve
ispanya’da yapilan calismalarda ozellikle birkac kus
tlirliniin sivrisinekler icin major besin kaynagi oldugu
bildirilmistir (20-22).

BNV bulas dongusiinde bir sivrisinek turunun,
vektor olarak goz oniine alinabilmesi icin sahip olmasi
gereken bazi kriterler bulunmaktadir. Bunlar:

1. in
beslenmek icin alinan enfekte kanin,

vitro kosullarda sivrisinek tarafindan
sivrisinek
tarafindan bulastirilmasi ve BNV’nin etkili bir sekilde
enfekte etmesi,
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2. Sahadaki sivrisinek tirlerinin yogunlugunun
yeterli diizeyde olmasi,

3. Sahadaki
izolasyon sikligi (1,23).

sivrisinek tlrlerinden BNV’nin

Culex turu sivrisinekler, BNV’nin yayilimindaki
Ancak
virtis farkli en az 11 cinse ait sivrisinek tiriinden

major vektor olarak kabul gormektedir.

de izole edilmistir. Bunlar: Aedes, Aedemomyia,

Anopheles, Coquilletidia, Culiseta, Deinocerites,
Mansonia, Mimomyia, Orthopodomyia, Psorophora
ve Uranoteania’dir. Virusun Avrupa ve Afrika’daki
yaygin vektorleri; Culex pipiens sensu stricto, Culex
theileri, Ochlerotatus caspius, Culex univittatus
ve Culex antennatus’dur. Asya’daki major vektorler;
Culex tritaeniorhynchus, Culex vishnui ve Culex
pseudovishnui’dir. Avustralya’da baslica vektor Culex
annulirostris; Kuzey Amerika’da Culex pipiens ve
Culex restuans, Bati Amerika’da Culex tarsalis,
Gliney Amerika’da ise Culex quinquefasciatus’dur
(24,27).

Viris bulasinda ulkemizdeki yaygin vektor olarak C.
pipiens gosterilmesine ragmen bircok sivrisinek tiiriine
ait vektor kapasitesinin mevcudiyeti bilinmektedir.
Ergunay ve arkadaslarinin yaptig1 calismada Bati ve
Gliney bolgelerimizden toplanan Ochleratus caspius
ve C. pipiens sivrisinek turlerinde BNV yoniinden
pozitiflik bulunmustur. Aym1 zamanda BNV pozitif
havuzlara yapilan DNA barkodlama calismalarinda
pozitif olarak bulunan yedi ornekten altisinin C.
quinquefasciatus tirii oldugu bildirilmistir (28).
2005-2011 yillan arasinda ulkemizde 11 farkl ilde
sivrisineklerin toplanmas1 ile yiritulen calismada,
molekiler yontemler ile C. pipiens grubunun detayli
incelenmesi sonucunda C. pipiens, C. pipiens F
molestus ve bulasta etkinligi yliksek ve yaygin olarak
gorilen C. quinquefasciatus ilk kez saptanmistir
(29). Boylece C. pipiens disinda C. quinquefasciatus

turinun yaygin vektor kapasitesinin, Ulkemizdeki
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BNV bulas dongiisiinde rol alacak kadar etkin oldugu
belirlenmistir. C. quinquefasciatus’un llkemizde
yaygin tir olmasinin yani sira hem kuslardan hem
de memelilerden beslenmesiyle sebebiyle de BNV
acisindan etkili vektor

(29,30).

oldugu disuniilmektedir

3. BNV’nin Morfolojik ve Genetik Yapisi

BNV’nin
Flaviviridae ailesinin Flavivirus cinsinde yer alan

taksonomik ozelliklerine gore,
pozitif polariteli bir RNA virustdir. Virisin yapisi
sematik olarak Sekil 3’de verilmistir (31). Flavivirus
cinsi icinde yer alan virusler klasik serolojik kriterlere
dayanilarak antijenik ozelliklerine gore alt gruplara
aynlmisti. BNV, Flaviviridae ailesinde yer alan
Japanese Encephalitis virtsu (JEV) serokompleksi
icinde yer almakta olup bu kompleks ile yakin
antijenik iliskilidir (2).

BNV
proteinlerindeki

Yapilan filogenetik calismalar sonucu

izolatlarimn zarf (envelop, E)
aminoasit degisiklikleri

genetik ve cografik olarak cesitlilik gosteren bir viriis

ve delesyonlarina gore

olugu belirlenmistir (32). Genotip 1, 2 ve 5 insanlarda
gorilen onemli
(33,34). Genotip 1 BNV izolatlar tim diinyada yaygin

olarak gorilmekte olup hem viriilan hem de atenlie

salginlarla iliskilendirilmektedir

suslar icermektedir ve dagilimlarina gore ic alt
dalda (clade) gruplandinlmistir. Genotip 1-1a dagilimi
Afrika, Avrupa, Orta Dogu, Asya ve Amerika suslarini
icerirken, Genotip 1-1b Avustralya’da saptanan Kunjin
virus suslarin1 ve Genotip 1-1c ise Hindistan suslarim
icermektedir. Genotip 2 ise ozellikle Sahra Alt1 Afrika
ve Madagaskar’da bulunan suslan
Genotip 2’ye ait suslarin, Genotip 1’e ait suslara gore

icermektedir.

daha az virlilan 6zellikte oldugu kabul edilmektedir.
Fakat yakin donemde Avrupa’da Genotip 2’ ye ait
birkac viriilan sus saptanmistir (32,35).



. irinci 5 Tesadifi
m Birincil Bulas m esadufi

Sivrisinek Dongusi Sivrisinek Kok

Kus

Sekil 1. Bati Nil virtistintin bulas dongtist

Sekil 2. Ulkemizin de yer aldig1 cografyada ana kus goc yollan ve siklikla saptanan Bati Nil Viriisii (WNV) genotipleri
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Bati Nil Virlisiiniin Sematik Yapisi

Dikensi
cikintilar

Nikleik
asit

Kapsomer
Zarf

Sekil 3. Bat Nil Virlisi’niin sematik yapisi

Son calismalarda ise her iki susun da yiksek ve
diisiik noroinvazivite ile iliskili fenotiplerinin oldugu
gosterilmistir. Her iki susun da virilan ve attenie
tlirleri icermekte oldugu ve patojenitelerindeki
bu farkliigin ise virlisin prM, E veya yapisal
olmayan proteinlerindeki ozgiil bolgeleri kodlayan
niikleotidler ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir
(36). Son zamanlarda yapilan filogenetik analizler
sonucu varligi da
1997 ve

1999 vyillarinda Cek Cumhuriyeti’nde toplanan

baska genetik kokenlerin

bildirilmistir. Genotip 3’e ait suslarin

sivrisineklerde  yapilan  calismalarda  yalnizca
sivrisinek hucrelerini enfekte eden izolatlar temsil
ettigi deneysel olarak gosterilmistir (37). Genotip 4,
1998’den beri Rusya’da sirkilasyonu olan ve Giiney-
Bat1 Kafkaslarda kenelerden elde edilen izolatlar
ile Volga Nehri deltasinda suriingen ve sivrisinek
izolatlarin1 icermektedir. Genotip 5 ise 1955’den beri
varligi bilinen Hindistan izolatlar1 Genotip 1-1c ile

iliskilendirilmektedir (38,39).

Turk Hij Den Biyol Derg

4. BNV Enfeksiyonu Klinik Bulgular

BNV
genellikle

ile enfekte olan bireylerde enfeksiyon

asemptomatik serokonversiyon yada
subklinik enfeksiyonlar seklindedir. BNV enfeksiyonu
inkiibasyon periyodu 2-15 giin arasindadir ve grip
benzeri hastalik seklinde ortaya cikmaktadir (40).
Enfekte bireylerin %20’sinde atesli hastalik olarak
bilinen “Bat1 Nil Atesi” goriliirken, %1’den az sayida
bireyde noroinvaziv rahatsizliklar seklinde ortaya
cikmaktadir (41).

ensefalit ile sonuclandigl, bunun da %20’sinin 6lim

Noroinvaziv olgularnn %55-60’1n1n

ile seyrettigi tahmin edilmektedir (42). Bat1 Nil viriisii
enfeksiyonlarinin semptomlar bas agrisi, ani ates,
sirt agnisi, deride kizarikliklar, lenfadenopati seklinde
goriilmektedir. Daha siddetli olgularda ise bas agrisi
ile birlikte gorulen yuksek ates, vicut kaslarinda
zay1flik, boyunu dik tutamama, uyusukluk, zihinsel
karisiklik, koma, kas titremeleri, konvulziyonlar
ve sonucta paralizi seklindedir. BNV benzeri klinik
semptomlar gosteren, ensefalit, aseptik menenjit ve
atesli hastalik etkeni bircok patojen bulunmaktadir
(41,43).

Ulkemizde BNV enfeksiyonu, Saglik Bakanligi
tarafindan yayinlanan yonetmelik ile bildirimi zorunlu
bulasic1 hastaliklar listesinde yer almistir (44). Saglik
Bakanligi Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar Rehberi’ne
gore tam ve bildirim icin gerekli olas1 ve kesin tam

kriterleri sunlardir (45):

a. Serumda ozgul anti-BNV IgM, yiiksek titrede I1gG
antikor yanmiti ile birlikte pozitif bulunmus ise “olas
tam” bulgusudur.

b. IgM antikorlari saglam bir kan-beyin bariyerini
gecemez. Bu nedenle, BOS 6rneginde 6zgiil anti-BNV
IgM antikor titresi pozitifligi, akut santral sinir sistemi
enfeksiyonunu gosterir; “kesin tam” bulgusudur.

c. Kanda IgM antikorlari 2-3 ay kadar devam

edebilir. IgM antikorlan icin diger filavivirislerle
capraz reaksiyon olasiligi akilda tutulmalidir.



¢. Serumda saptanan anti-BNV IgM ve IgG titreleri
notralizasyon testi ile dogrulaniyorsa “kesin tami”
bulgusudur.

d. Cok kisa stiren viremi nedeniyle viriisin serum
ve BOS’tan izolasyonu hayli glictur. Daha cok beyin
biyopsilerinden izole etmek mumkindur. Virusiin
izolasyonu yapilabildiyse “kesin tani” bulgusudur.

e. Kan veya BOS’tan BNV nukleik asidinin tespiti

“kesin tam” bulgusudur.

5. Laboratuvar Tanisi

BNV tamsinda hastanin klinik ozelliklerine ve
hikayesine dayanilarak enfeksiyonun varligindan
Fakat tami
spesifik laboratuvar testlerinin sonuclar gereklidir.

suphelenilebilinir. konulabilmesi icin

BNV enfeksiyonlarinin tamsinda virlisin  hicre
kiilturinde izolasyonu, viral antijen tayini ya da
molekuler yontemler ile nikleik asidin saptanmasi ve
viruse kars1 olusan ozgul IgM ve IgG gibi antikorlarin

gosterilmesi gibi yontemler kullanilmaktadir (46-48).

Tamida, virlis izolasyonu altin standart olmasina
ragmen yiiksek viremi izlenen vektorler ve kuslar
haricinde, insanlarda ortaya c¢ikan viremi dusik

diizeyde oldugundan genellikle virlis izolasyon
calismalarinda istenilen basan elde edilememektedir.
Bu sebeple tani icin serolojik yontemler en uygun
yaklasim olarak goriilmektedir. Hastalik stiphesi olan
kisilerde ve klinik belirtilerin goriildiigi donemde,
serum, beyin omurilik sivist (BOS) ve diger viicut
sivilarinda viris teshis edilebilmektedir (41,49). ELISA
ile serolojik tamda flaviviruslar (Sarn humma, hepatit
C, TBE, Zika ...) arasinda goriilen capraz reaksiyonlar
g0z onlinde tutulmali ve yalnizca tarama testi olarak
Pozitif bulunan orneklerde Plak
(PRNT) gibi
virls spesifitesini belirleyen yontemler ile gerekli

kullanmlmalidir.
rediksiyon ve notralizasyon testleri

dogrulamanin yapilmasi gerekmektedir (48,42).

T.C. Saglik Bakanligi Tirkiye Halk Sagligi Kurumu
tarafindanyayimlananUlusal MikrobiyolojiStandartlan
Rehberi’ne gore klinik veya epidemiyolojik duruma

gore kullanilabilecek testler icin tercih siralamasi su
sekilde verilmistir (45):

A. BNV enfeksiyonu suphesi (noroinvaziv hastalik
ve/veya BNV atesi)

1. MAC EIA (antibody Capture IgM ELISA)

2. indirekt 1gG ELISA

3. IFA (immiinfloresan Antikor)

4, Hucre Kulturiinde virus izolasyonu

5. RT-PCR (Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir
Tepkimesi)

6. rRT-PCR (Real-time -gercek zamanli- Reverz
Transkriptaz Polimeraz Zincir Tepkimesi)

7. PRNTI0 (Plak rediiksiyon notralizasyon testi 90)

B. Seroprevalans calismalarn

—_

. PRNT90 (Plak rediiksiyon notralizasyon testi 90)
2. indirekt 1gG EIA
3. IFA
4. Epitop blocking EIA
C. Kan ve organ bagislarinin taranmasi tercih
sirasina gore testler

1. Nikleik asit tabanli testler

6. Tedavi ve Korunma Yontemleri

Diinyanin cesitli bolgelerinde ve son yillarda da
Ulkemizde kamu sagligi acgisindan endise yaratan
BNV’ye kars1 gelistirilmis spesifik bir tedavi ve asi
bulunmamaktadir. Fakat enfeksiyona karsi kullanilmak
uzere, tedavi edici cesitli ajanlar gelistirmesine
Yildan
yila salginlar tahmin zorlugu ve hastalarin gecikmis

yonelik calismalar sirdurilmektedir (50).

tanisi, spesifik tedavi gelistirilmesi icin yapilan klinik
denemelerde problemlere neden olmaktadir (43).

Enfeksiyonun semptomatik olarak gorildigi
hastalarda oncelikle destek tedavisi uygulanmaktadir.
Bu amacla, bas agrisi/kas agrisi, ates ve bulanti/
kusma gibi enfeksiyon varligina ait belirtileri gosteren

hastalar icin oncelikli olarak analjezik, antipiretik ve
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antiemetik ilaclar kullanilabilir (51).

Toplumda BNV risklerini azaltmada sivrisinek
kontrolu, insan ve cevre faktorlerinin modifikasyonu
ile aktif slirveyans programlarini iceren entegre bir
yaklasim gerekmektedir. Kisisel koruyucu onlemler
BNV’ye kars1 ilk savunma hattin1 olusturmaktadir.
Alinabilecek bircok kisisel onlem ile enfeksiyon riski
azaltilabilir. Riskli bolgelerde sivrisinek maruziyetine
kars1, cibinlik, sinek kovucu, sivrisinek tuzaklan ve
diger cihazlarin kullanilmas sivrisinek sokma riskini

azaltmada etkili yontemlerdir (52).

Toplum diizeyinde o©nlem alinabilmesi icin
hastaligin kontrolii amaciyla oncelikle bdlgedeki
ve cevredeki olgularin izlenmesi, sivrisinek larva
haritasinin  bilinmesi ve glincellenmesi,
atlardaki

izlenmesi

yetiskin
sivrisinek  kontrold, enfeksiyonun ve

kuslardaki ~ olumlerin gerekmektedir.
Alinacak onlemlerin uygulamasit BNV aktivitesinin
mevcut oldugu bolgelerin yerel yonetimleri tarafindan
uygulanmalidir. Bunlar arasinda da; vektorlerin larva
ve eriskin formlarinin kitlesel olarak yok edilmesini
kapsayan ilaclama calismalari, bulas ve korunma
konusunda halkin egitimi, kuslar, diger hayvanlar,
sivrisinekler ve insanlarda surveyans calismalarinin
programlanmasi yer almaktadir. Bireysel ve toplum
bazinda alinacak onlemlerin yanm sira bir bolgede
kus ve at olimlerinin sik gozlendigi durumlarda
vakit kaybedilmeden ilgili saglik kuruluslarina haber

verilmelidir (4,53)

Dis ortamlara dayanikli olmayan BNV 1s1, lipid

cozuculer veya deterjan iceren dezenfektanlar
icinde hizli bir sekilde inaktive olur. Maruz kalacak
deriye uygulanan DEET (N,N-dietil-m-toluamid) ya da
permetrin iceren kremler nispeten toksik olmayan
ve etkili sinek kovuculardir. Kullanilacak bu tir
onlemlerle birlikte sivrisinek sokma riskini azaltmada
yardimai kisisel koruyucu onlemler tesvik edilmelidir

(43).
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7. BNV’nin Tiirkiye’deki Giincel Durumu

BNV varliginin iilkemizde c¢esitli calismalarla

gosterilmesine  karsin  tum bolgelerimizdeki
seroprevalansinin dagilimina iliskin veriler heniiz
sinirlidir (Tablo 1). Fakat BNV’ye dair artan insan
ve hayvan vaka olgulan ile sivrisinek surveyans
calismalarinda elde edilen veriler virustin ulkemizde
halk sagligi acisindan onem arz eden bir problem

haline donistigiine isaret etmektedir (29).

Virtisiin Ulkemizdeki varligina iliskin ilk veriler
1970°li yillarda vyapilan cesitli calismalarla elde
edilmistir. Radda ve ark. Ankara ve Hatay’da yaptig
calismada, (HI) ve
notralizaston testi (NT) ile %0.9-%20 arasinda degisen
pozitiflik saptanmistir (53). Ari ve ark. 1970’li yillarda

hemagliitinasyon inhibisyon

yaptig1 calismada da istanbul, Ankara, izmir ve Konya
illerinde seropozitiflikler saptanmistir (55). Meco
tarafindan Gilineydogu Anadolu bdlgesinde 937 kisinin
serum oOrnegiyle yapilan calismada %42,8 oraninda
yuksek bir seropozitiflik saptanmistir (56). Ancak bu
ve benzeri calismalarda elde edilen seropozitiflik
oranlarinin yiiksek olmasi, hemagliitinasyon inhibisyon
yonteminde Flavivirusler arasinda antijenik capraz
reaksiyonlara bagli olarak ortaya ¢ikan bir sonuca
isaret etmektedir (56). Yine Serter tarafindan 1980
yiinda Ege bolgesi kaynakli bir baska calismada
ise hemaglitinasyon inhibisyon yontemiyle %29,1
oraninda seropozitiflik saptanmistir (57).

2006 yilinda Ozkul ve ark tarafindan yiiriitiilen
calismada 10 farkl ilden toplanan cesitli hayvan ve
insan serum orneklerinin incelenmesi sonucunda BNV
seropozitiflikleri hayvanlarda %1-37,7, insanlarda ise
%20,4 olarak bildirilmistir (58).

Giineydogu Anadolu bolgesinde Sanliurfa ve
Siverek’de 2007 yilinda yapilan bir baska calismada,
181 saglikli kisiden alinan serum orneklerinin indirekt
immunfloresan yontemiyle incelenmesi sonucunda
seropozitiflik oran1 %16 olarak bulunmus ve bu



Tablo 1. Tirkiye’de Bati1 Nil Viriisti (BNV) ile ilgili yapilan bildirimler, calismalar ve sonuclari

Yayin

Arastirmacilar il Yontem Calisilan Popiilasyon Bolge / il Calismanin Sonucu
Radda veark. g7, HI, NT Eveil Hayvan (serum) (214 Ankara ve Hatay BNV aktif %20-%0,9
(54) koyun)
. . izmir, istanbul, s
Ari ve ark. (55) 1972 HI Insan (serum) Ankara, Konya Seropozitiflik saptandi
; Sanlurfa,Mardin, Diyar- )
Meco 0. (56) 1977 HI Insan (serum) bakir, Elazig, Siirt %38 - 42,8
] I %29,1(HI )
Serter D. (57) 1980 HI, NT Insan (serum) Ege Bolgesi %21.5(NT)
B Egtgk(‘(t?:"‘;]g; ((12(5)2;’ Hatay, Adana, Antalya, Katir (%2,5), sigir (%4), kopek
Ozkul A. (58) 2006 HI, NT P T ¢ Mugla, Izmir, Urfa, (%37,7), at(%13,5), koyun(%1)
koyun (100) ve insan (88) :
Bursa, Ankara ve insan(%20,4)
(764 serum)
insan (181saglikli kan . %16 (IIFT)
Ergunay K. (59) 2007 IIFT, NT donérii) Sanlurfa/Siverek %9,5(NT)
ELISA, 1IFT, Donor (2516 saglikli kan Ankara, Konya, Yozgat,
Ergunay K. (63) 2010 PRNT donéril) Sivas %0,99 (ELISA, IIFT), %0,56(PRNT)
insan (2821 saglikli kan %2,4 (ELISA),
Hizel K. (64) 2010 ELISA, PCR donéril) Ankara BNV RNA(-)
Kalaycioglu H. 2012 ELISA, IFA, Rutin siirveyans (Klinik Manisa, Salgarya, Mugla, 37 olasi,
(13) PRNT olgular) Balikesir, Izmir (15 il) 12 dogrulanmis vaka
e Real-time insan (klinik vaka) ve L insan/BNV RNA (+),
Ozkul A. (63) 2011 PCR, PRNT at(180) Ankara ve Eskisehir at %31,6 (PRNT)
insan (1200 saglikli kan %1,6 (ELISA),
Ayturan S. (61) 2011 ELISA, PRNT donéril) Ankara %0,8( PRNT)
. Real time insan (729 saglikli kan )
Sahiner F. (60) 2012 RT-PCR donérii) Ankara BNV RNA (-)
Real time Samsun, Sinop, Amasya,
Yazic1 Z. (67) 2012 RT-PCR At(120) Tokat BNV RNA (-)
ELISA, IFA, ; - . Mardin/Zergan nehri
Karakog ZC. (62) 2013 MNTA Insan (307 siipheli vaka) e MNTA (%17)
i Edirne. Tekirdas Klinik vakalar;1 BNV RNA (+), 4
ELISA, IFA, Insan (18 klinik bulgulu Klrklareli’ Canakkga\,le BNV RNA ve NT(+), 2 NT ve IgG
Erdem H. (66) 2013 NT, vakalar, 296 saglikli kan istanbijl Corlu ’ avidite (+),
1gG Avidite donorii) Cerke,zl)(é ’ Kan dondrleri; %7,4 (ELISA) ve
Y %1,7 (NT)
Sigir (70), at(70),
Albayrak H. (68) 2013 C- ELISA klfé’é‘i"(%?” Karadeniz Bolgesi %2,85 (keci)
buffalo(70),
PRNT ; At (S.Urfa- Van /%13,8
-%10,5), ordek (Kars/%9,9),
At (389), ordek (423), Sanlwurfa, Kars, Van, insan (Mersin/%12,1)
Ergunay K. {69) 2014 PRNT koyun (102),insan (266) Adana, Mugla, Mersin PCR; at (Adana, Mersin, Mugla/
%4,9-%8,2-%19),
insan (Mersin/ BNV RNA (-))
IHC, ISH, At (5 /norolojik semp- L ELISA, ISH,
Toplu N. (71) 2015 ELISA tomlu) Ege Bolgesi IHC (pozitif)
Bicerlioglu SU. ELISA, real ; . .. N
(70) 2015 time PCR Insan (438 saglikli dondr) Izmir %2,51 (ELISA)
ELISA, IFA, insan (226 saglikli kan Edirne, istanbul, %0,9 (ELISA),
S s (72) A PCR donérii) Kocaeli, Sakarya BNV RNA (-)
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seropozitifliklerin %9,5’1 plak reduksiyon notralizasyon
testi ile dogrulanmistir (59). 2009 yiinda Ankara’da
Agustos ile Eylil aylan arasinda toplanan 729
saglikli kan dondriine ait 6rneklerde real time-PCR
ile yapilan calismalarda BNV RNA saptanamamistir
(60). 2009 yiinda Ankara ilinde bulunan Hacettepe
Universite’sine basvuran 1200 saglikli kan donériine
ait orneklerle yurutilen calismada ise ELISA ile %1.6
seropozitiflik saptanmistir. Pozitif bulunan orneklerin
%0.8’1 ise PRNT ile dogrulanmistir (61). 2009 yilinda
stipheli vakalarin varligi lizerine yiriitiilen bir baska
calisma Tirkiye’nin Suriye sinirina yakin bir bolgesi
olan Zergan nehri civarindadir. 307 supheli vakaya ait
ornekler arasinda ELISA ile pozitif bulunan ornekler
IFA ile degerlendirilmistir. Pozitif bulunan 6rneklerin
dogrulanmas1 icin mikrondtralizasyon (MNTA) testi
uygulanmis, %17 oraninda pozitiflik saptanmistir
(62). Orta ve Kuzey Anadolu’da 2516 kan donort ile
ylritiilen bir calismada ise ELISA teknigi ile %0,99 1gG
sinif antikor pozitifligi saptanmistir. Pozitif orneklerin
PRNT yontemi ile dogrulanmasi sonucunda %0,56’sinin
pozitif oldugu ve pozitif saptanan oOrnekler ile de
virisiin Orta Anadolu’da varligi gosterilmistir (63).
Hizel K ve ark. tarafindan Ankara’da kan donorleriyle
yurutulen calismada ELISA ile %2,4 seropozitiflik
saptanirken, pozitif orneklerle yapilan PCR’da BNV
RNA saptanamamistir (64).

BNV’ye dair iilkemizdeki ilk resmi vakalar 2010-
2011 arasinda Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi’ne 15 farkli ilimizden gelen BNV enfeksiyonu

yillan

stpheli hastalarin orneklerinin incelenmesi sonucunda
ortaya konmustur. 47 olguya BNV enfeksiyonu tanisi
konularak iilkemizde ilk kez akut BNV enfeksiyonlar
saptanmis ve uluslararasi bildirimi yapilmistir. Vaka
bildirimlerinin  agirlikli
olmast da virusiin Turkiye’nin batisinda endemik

olarak Bat1 illerimizden
hale geldigine isaret etmektedir (13). Ayni yillarda
Ankara ve Eskisehir kaynakli es zamanli olarak at ve
insan BNV enfeksiyonu olgularn saptanmis ve yapilan
kismi genom analizlerinde,
bulunan virlisiin “Lineage 1” izolatlarina benzerligi
genetik analizler sonucunda ortaya konulmustur. Ayn

ulkemizde dolasimda
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calismada 180 at serumunda BNV spesifik antikorlan
%31,6 bulunmustur (65).

2012 wyiinda Trakya bolgesinde akut klinik
vakalar ile bolgesel
icin kan donorlerinden toplanan orneklerle yapilan
laboratuvar

rutin strveyans c¢alismalan
calismalarinda, klinik vakalara ait
orneklerde BNV RNA pozitifligi saptanmistir. Kan
donorlerine ait orneklerde de ELISA ve NT ile %7,4 ve
%1,7 oranlarinda pozitiflik elde edilmistir (66).

2012 yiinda Samsun, Sinop, Amasya ve Tokat
illerinde yurutulen bir calismada ise 120 at serumunda
real time PCR ile BNV varligi arastirilmis ancak viral
RNA saptanmadigi bildirilmistir (67). Albayrak ve
ark.’nin ylriittigi hayvan kaynakli bir calismada
ise yalmizca kecilere ait serum orneklerinde %2,85
oraninda  seropozitiflik saptanmisti.  Ulkemizin
Bati, Orta ve Guney illerinin iklim sartlarinin vektor
aktivitesi yoniinden Karadeniz Bolgesi’ne gore daha
uygundur. Karadeniz Bolgesi’nde yapilan calismalarda
elde edilen verilere bakildiginda vektor kapasitesinin
sicaklik, nem ve yagmur gibi iklim sartlariyla olan

anlamli iliskisi dikkat cekmektedir (68).

2011-2013 yillan arasinda ulkemizde 15 farkl
ilde, BNV dagilimim ve sikligin1 géstermek amaciyla
insan, at, koyun ve ordeklerden toplanan serum
ornekleriyle vyuritulen calismada PRNT ile BNV
maruziyeti cesitli oranlarda saptanan pozitiflikler
ile gosterilmistir. Elde edilen bu veriler ile ulkemizin
bircok bolgesinde BNV’nin dagiliminin yaygin oldugu
gorulmustur (69).

izmir'de 2010 yiinda Ege Universitesi Kan
Merkezi’ne basvuran saglikli 438 kan dondriinde
yapilan calismada tum orneklerde BNV viral RNA’s:
Fakat 11(%2,51)
ornekte IgG antikor pozitifligi saptanmistir (70).

negatif olarak bulunmustur.
Ege Bolgesi’nde norolojik semptomlarin goriildigi
at olgularinda ise ELISA, imminohistokimyasal ve
in situ hibridizasyon ile BNV yoninden pozitiflikleri
gosterilmistir (71).

Bakar,
oldugu Nisan-Eylil 2014 doneminde Marmara Bélgesi

tez calismasinda, BNV’nin dolasimda



illerinde yer alan kan dondrlerinde yaptig1 serolojik
ve molekuler arastirmasinda BNV viral genomunu
saptayamamistir. Orneklerin 84’ii istanbul, 60’1 Edirne,
58’i Kocaeli ve 24’li Sakarya iline ait olup BNV IgG ve
IgM antikor varligi ELISA yontemi ile arastinlmistir.
BNV IgG ve IgM antikor pozitifliginin teyit edilmesi
ise, indirekt immunofloresan antikor (IFA) testi ile
yapilmistir. ELISA yontemi ile BNV antikor (IgM ve
IgG) varligi aranan orneklerin iki (%0,9)’sinde 6zgiil
BNV IgM antikor pozitifligi ve iki (%0,9) Ornekte BNV
IgG antikor pozitifligi saptanmistir. ELISA ile negatif
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Yeni bir viral tehdit:
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Enteroviriis D68
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OZET

Enteroviris D68 (EV-D68) genellikle solunum yolu
infeksiyonlarindan sorumlu olan zarfsiz, tek zincirli,
pozitif polariteli bir RNA virlsiidiir. Picornaviridae
ailesi icinde simflandiriir. Solunum vyollarinda diger
enteroviruslerin reseptori olan a2-3 siyalik asit yerine
a2-6 siyalik aside baglamr. Ozellikle cocuklarda iist
solunum yolu ve alt solunum yolu infeksiyonlarinin
yanisira sinir sistemi infeksiyonlarindan da sorumlu
olabilir. Polio benzeri felclerle iliskilidir. Viriis enfekte
kisilerin tukirik, balgam, mukus gibi salgilaryla
bulasir. Altta yatan solunum hastaligi ve astimi olan
bebek ve cocuklarda, immunsupresif hastalarda
ciddi komplikasyonlar ile iliskilidir. Amerika Birlesik
Devletleri ve Kanada’da 2014 yilinda genis capli bir
salgin gerceklesmistir. Ardindan Avrupa, Tayland, Cin,
Yeni Zellanda ve bazi Afrika ulkelerinde salginlara
yol acmistir. EV-D68, 33°C’de iireyebilmesi ve aside
toleransinin dusiikk olmasi nedeniyle atipik bir EV
olarak kabul edilir. Bu nedenle EV-D68 infeksiyonlarinin
mevsimsel dagilimi sonbaharin baslangici ve kis aylandir.
Virlis, hiicre Kkiiltlrlerinde dUretilebilir ancak tanida
genellikle molekiler yontemlerden yararlamlir. Tani
icin, solunum yolu ornekleri, bazen de beyin omurilik
sivisi ve kan ornekleri kullamlir. Enteroviriis D68 virtsiine
yonelik henuz ozel bir as1 ve ilag bulunmamaktadir.
Hafif ve orta dereceli vakalar icin destekleyici tedavi
yeterli olabilmektedir. Agir vakalar ise hastaneye yatis
ve yogun bakim gerektirir. Korunma icin, enfekte
hastalarin yediklerini, ictiklerini paylasmaktan, bu
hastalar1 opmek ve sarilmaktan kacinilmasi ve el

ABSTRACT

Enterovirus D68 (EV-D68) is a non-enveloped single-
stranded RNA virus with positive polarity that usually
leads to respiratory tract infections. It is classified in
the Picornaviridae family. It binds to a2-6 sialic acid
instead of a2-3 sialic acid which is an EV receptor in
respiratory tract. It may be responsible for the central
nervous system infections especially in children,
as well as the upper respiratory tract, and lower
respiratory tract infections. It is associated with polio-
like paralysis. The virus is transmitted by secretions of
infected people such as saliva, sputum, and mucus. It
is associated with serious complications in infants and
children with the underlying respiratory disease and
asthma, and immunosuppressive patients. In United
States and Canada, in 2014, a large-scale outbreak
occurred. Then, it led to outbreak in Europe, Thailand,
China, New Zealand and in some African countries. EV-
D68, due to reproduce at 33 °C and the low tolerance
to the acid is considered an atypical EV. Therefore,
seasonal distribution of EV-D68 infection is beginning
of the autumn and winter months. The virus can be
isolated in cell culture, but the diagnosis is often
based on molecular methods. For diagnosis, respiratory
samples, and sometimes cerebrospinal fluid and blood
samples can be used. Currently, there is no specific
vaccine and drug for EV-D68. Supportive treatment
may be sufficient for mild and moderate cases. Severe
cases require hospitalization and intensive care. For
protection, it is recommended to avoid to share foods
or drinks with infected patients and avoid to kiss them

ISakarya Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Sakarya
2 Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

{letisim / Corresponding Author : Tuba DAL

Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
E-posta/ E-mail : tuba_dal@yahoo.com

Tel : +90506 357 24 38

Altindis M, Dal T. Yeni bir viral tehdit: Enteroviriis D68.
Turk Hij Den Biyol Derg, 2016; 73(3): 293-302

Kabul Tarihi / Accepted :

Turk Hij Den Biyol Derg, 2016; 73(3): 293 - 302

Gelis Tarihi / Received : 24.01.2016
13.05.2016

293



294

hijyenine dikkat edilmesi onerilmektedir.

Bu derlemede, literatiir esliginde, EV-D68
infeksiyonlarinin giincel epidemiyolojik, patojenik,
klinik ve tamisal ozelliklerinin 6zetlenmesi amaclandi.
Tirkiye’de viriisiin neden oldugu infeksiyonlara yonelik
yeterince veri bulunmamaktadir. Sundugumuz derleme,
Ulkemizde EV-D68 ile ilgili calismalara 151k tutacak,
olas1 bir salgin durumunda EV-D68 infeksiyonunun erken
tanisinda ve yonetiminde yarar saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Enteroviriis D68 (EV-D68),
solunum yolu infeksiyonu, salgin

and to pay attention to hand hygiene.

The aim of this review was to summarise the current
epidemiological, pathogenic, clinical, diagnostic
features of EV-D68 infections. There was no available
data for infections caused by this virus in Turkey.
This review will lead the studies on EV-D68 and it will
provide benefits for early diagnosis and management of
infections in a possible outbreak.

Key Words: Enterovirus D68 (EV-D68), respiratory
tract infection, outbreak

GIRiS

Enteroviriis D68 (EV-D68) ilk kez Kaliforniya’da
1962 yilinda Schieble ve ark. tarafindan toplum
kaynakli pnomoni ve bronsiyolit tanmsiyla hastaneye
yatirnlan cocuklarda tamimlandi. Enteroviris D turd,
Enterovirus (EV) cinsi, Picornaviridae ailesi icinde
siniflandirilmasina ragmen diger enteroviriislerin
aksine solunum yolu enfeksiyonlarina
olur (1,2). Zarfsiz, tek iplikli
enterovirlisiin kapsit proteinleri VP1, VP2, VP3 ve
VP4 olarak isimlendirilir. Kapsit proteinlerinden VP1
niikleotidinin sekans analizi sonucunda EV-D68 suslan
lineage 1, 2, 3 veya clade A, B, C olmak Uzere uc¢
genetik gruba ayrilir (3).

neden
RNA virlisi olan

Enterovirtis D68 rhinovirusler ile benzer biyolojik
ozelliklere sahiptir. Tipki rinovirlsler gibi aside
duyarli olup diger EV’lere gore daha diisiik 1silarda
ureyebilir (4) ve ayrica RV87 icin spesifik olan bir
monotipik antiserum ile notralize edilebilir (5).
Solunum yollarinda diger enteroviriislerin reseptori
olan a2-3 siyalik yerine a2-6 siyalik aside baglanir (6).

Virls enfekte kisilerin tukuruk, balgam, mukus
gibi salgilariyla bulasir. Virusiin ilk saptanmasinin
ardindan, en blyik ve genis alana yayilan solunum
yolu enfeksiyonu salgini Agustos 2014’de Amerika
Birlesik Devletleri’nden bildirildi. Bu salgim, bircok
ulkeden EV-D68 salginlann takip etti (1-19). Son
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yillardaise EV-D68’e bagli olarak gelisen ciddi solunum
yolu enfeksiyonlarn ve norolojik komlikasyonlar
karsimiza cikmaktadir (20-28). Bu derlemede EV-D68
enfeksiyonlarinin epidemiyolojik, patojenik ve klinik
ozellikleri yonunden irdelenmesi amaclandi.

EV-D68 enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi

EV-D68 enfeksiyonlarinin  mevsimsel dagilim
sonbaharin baslangici ve kis aylandir (1-3). Hizli
yayilan bir enfeksiyon etkeni olan EV-D68’in neden
oldugu sporadik salginlar ilk olarak Amerika Birlesik
Devletleri (ABD), Hollanda, Filipinler ve Japonya’dan
bildirildi (29). Son bes yil icinde yapilan calismalar
viriisiin diinyada halen dolastigini ortaya koymaktadir.
ve Kanada’da 2014

yiinda genis capli bir salgin gerceklesti ve virtsiin

Amerika Birlesik Devletleri

ciddi klinik sonuclara yol actigi gozlendi (1,23,27).
Ardindan Avrupa, Tayland, Cin, Yeni Zellanda ve bazi
Afrika Ulkelerinde salginlar goriildi (3,8,22). Meijer
ve arkadaslarinin Hollanda’da yaptigi calismalarda
1994 ve 2010 yillar1 arasinda 13310 solunum 6rneginin
71’inde (%0,5) EV-D68 saptandi (30). Ayni1 arastincilar
tarafindan Hollanda’da 2014 yiinda da EV-D68
suslarinin vartigi bildirildi (10).

Enteroviris D68, genellikle solunum yollan ile



ilgili problemlerle kendisini gostermektedir. Bebek,
cocuk ve gencler en yuksek risk grubunu olusturur.
Kansas Sehri’nde 2014 yilindaki salginda bir hastanede
yogun bakim initesinde yatmakta olan 6 hafta-16
yas araligindaki bebek ve cocuklardan elde edilen
22 ornegin 19’unda EV-D68 saptandi (9,31). Aym
salgin doneminde Sikago’da ise 20 ay - 15 yas bebek
ve cocuklardan elde edilen 14 solunum G&rneginin
11’inde Enteroviriis D68 tespit edildi. Bu 11 hastanin
sekizinde astim veya hinltih nefes alma hikayesi
oldugu bildirildi (9,31). Calismalar, bagisiklik sistemi
zay1f olan kisilerde ve astimlilarda EV-D68’in ciddi
komplikasyonlara neden oldugu yoniindedir (31,32).

Gectigimiz yil Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezi (the European Centre for Disease Prevention
and Control, ECDC) tarafindan yapilan bir calisma ile
Avrupa’da EV-D68 epidemiyolojisi arastirildi. Solunum
orneklerinde VP1 gen bolgesinin sekansi ve filogenetik
analizi yapildi. Toplamda 17 Avrupa ulkesinden,
42 merkez; 51 laboratuvar calismaya katildi ve 17
248 solunum ornegi degerlendirildi. Orneklerin 389
(%2,26)’u EV-D68 pozitifti. Her bir llkede pozitif
orneklerin oram %0 ve %25 arasinda degismekteydi.
EV-D68’e bagli solunum yolu geciren hastalarin biiytik
cogunlugunu hiriltili solunumu olan cocuklar ve immun
baskilanmis genc eriskinler olusturuyordu. Avrupadaki
virusler genetik olarak Kuzey Amerika epidemisine
neden olan viruslere benzerlik gosteriyordu (%83) ve
clade B olarak siniflandirliyordu. Vakalarin ¢ogunda
ciddi bir hastalik gozlenmedi. Ancak lc akut flask
paralizi vakasi, bir olum gozlendi. Sinirli sayida
vaka ise yogun bakim initesinde yatis gerektirdi.
(32). Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (Centre
for Disease Prevention and Control, CDC) tarafindan
Enteroviriis D68’in diinyada yayilmaya baslayan bir
virlis oldugu, halkin ve hekimlerin bu viriis hakkinda
bilgilendirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (32).
Diger taraftan EV-D68 calismalarinin cogunda
pediatrik yas grubu hedef alindigindan, virisiin
diger yas gruplarindaki dagiimi heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Viriisiin biyolojik ozellikleri

Zarfsiz bir virlis olan enteroviriisiin (EV) genomu
yaklasik olarak 7500 niikleotid uzunlugunda tek iplikli
bir RNA’dir. Bir poliproteini kodlayan untranslated
regions (UTRs) ile sonlanan bir single open reading
frame (ORF) bolgesi icerir. 5° UTR korunmus dabhili
ribozom giris bolgesi (internal ribosome entry site,
IRES) icerir (1). Virusun kapsit proteinleri VP1, VP2,
VP3 ve VP4 olarak isimlendirilir. VP1 geni enteroviral
serotipler farkliliklan
icin  kullamlir. enterovirus
polioviriis, coxsackie viris A and B ve EV seklinde
siniflandinliyordu (28,33). Ancak en son taksonomide,
molekiler ve biyolojik ozelliklerine gore insan EV
tirleri dort grup olarak simflandirildi (enteroviruses
A, B, C, and D) ve her tiur, serotiplere ayrildi (1,5).
EV D izolatlan arasinda, EV-D68, EV-D70, EV-D94 ve
EV-D111’in insanlarn enfekte ettigi bilinmektedir.
EV-D68, 33 °C’de Ulreyebilmesi ve aside toleransinin
dusuk olmasi nedeniyle RV’lere benzer ve atipik bir
EV olarak kabul edilir (1). Dunyada su anda dolasimda
olan en az ug¢ farkli clade vardir (A, B, C) (8). Yapisal
ve vyapisal olmayan amino asit dizilimlerindeki
farkliliklara gore subgruplara aynlir. Dinyada en yaygin
alt grup Clade B’dir. Yapilan calismalar 2014 Amerika
salgimdaki Clade B olan viriisler ile Hollanda, italya
ve Uzak Dogu’daki kokenler arasinda %95 oraninda
benzerlik oldugunu bildirildi (34). 5’UTR nin ‘spacer’
bolgesindeki delesyonlarin viriilans1 etkiledigi ve
translasyonel aktiviteyi genislettigi savunulmakta ve
bu delesyonlar virusiin dinya capindaki salginlarindan
sorumlu tutulmaktadir (35).

arasindaki belirlemek

Onceleri taksonomisi

Patogenez

Fekal oral yolla bulasan diger enteroviriislerden
farkli olarak, EV-D68
partikiillerle bulasir. infekte materyallerin yiizeyinden
hava yolu ile gecis de mumkindur (1).

inhalasyon ve aerolize

Burun 1s1s1, akcigerlerin 1sisindan daha disiik olup
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a-2-6 sialic acid reseptorlerinin ifadesi ust solunum
yollarinda yuksektir. Bu nedenle viris ilk olarak ust
solunum yolu mukozasinin epitel hicrelerine tutunur
(1). Ancak bircok epidemiyolojik veri ile virusin alt
solunum yolu enfeksiyonlarindan da sorumlu oldugu
gosterildi. Bu da virlisin patogenezinde alternatif
mekanizmalarin da olabilecegini akla getirmektedir.
Bu baglamda EV-D68’in alt solunum yolu epitelinde
yiksek diizeyde ifade edilen bir medyator olan
bozulmay1 faktor (decay-accelerating
factor, DAF) yardimi ile pnomonilere neden oldugu
ifade edilmektedir(35).

hizlandinci

Enteroviriis D68 enfeksiyonunun Klinik
belirtileri ve hastaligin seyri

Hastalarin %55,9’u kadin, %44,1’i erkek olup
EV-D68, genellikle grip benzeri belirtiler ile birlikte
gorilen ortadan ciddiye ust ve alt solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olur (30). Ani baslayan hastalik,
ates, rinore, hapsirma, kirginlik, oksiirik ve bogaz
agns1 gibi solunum semptomlan ile karakterizedir
(8,15). Agir vakalarda ise hinilti nefes alip verme
ve nefes darligina yol acabilir (3,7). Ayrica bazi
olgularda meningoensefalite, sinir disfonksiyonlarina,
akut flask paralizilere neden olabilmektedir.
Uluslararast kodlama sisteminde (ICD, International
Classification of Diseases) EV-D68’e 6zel bir ICD kodu
bulunmamaktadir. Enterovirtsler ICD-9’da 008.67
kodu, ICD-10’da B97.19 kodu ile belirtilmistir (36). EV-
D68 enfeksiyonlarinin tanisi icin, kabul edilmis spesifik
klinik kriterler olmadigindan bu enfeksiyonlarin tanis
glictiir. Bununla birlikte ani baslangicli ates, rinore,
hapsirma, kirginlik, oOksiirlik, bogaz agrisi, hinltil
solunum gibi solunum semptomlar ve bu semptomlar
takip eden akut norolojik semptomlarin goriildiigu
sporadik olgularda ve aymi tablolarin gorildiigu
salginlarda ayirici tanida EV-Dé68 akla gelmelidir.
alevlenmesi EV-

Pnomoni ve astim

D68 enfeksiyonlarinin neden oldugu ana
komplikasyonlardandir. Ozellikle astim1 veya solunum
problemi olan olgular hastaneye yatis gerektirir. EV-
D68 olgularinin hastanede yatis siresi ortalama 17

giin olarak bildirilmektedir. Poelman ve arkadaslarinin
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2014’de 1896 ornek ile yaptig1 calismada orneklerin
18’inde EV-D68 pozitif olarak saptandi. Onbir hasta
18 yasindan kicilikti ve solunum hastaligi gelisen
bes cocuk, entubasyon ve mekanik ventilasyon
gereksinimi ile yogun bakima yatirildi (32). Kansas
Sehri ve Sikago’da gectigimiz yil ortaya cikan
salginda da EV-D68’in ozellikle hastanede yatan
hastalarda ciddi pnomonilere neden oldugu gorildii
(9,31). Danimarka’da 130 solunum 6rnegi ile yapilan
epidemiyolojik calismada, altta yatan hastaligi
olanlarda (>3 hafta), saglikli bireylere (4-14 giin)
oranla hastalik siiresinin uzadigi gozlendi (18).

Hastaligin seyrini etkileyen faktorlerden biri insan
rinoviris (human rhinoviris, HRV) enfeksiyonlandir.
HRV’nin EV-D68 ile capraz reaksiyon vererek tanida
zorluklara neden oldugu (16) ayrica HRV enfeksiyonu
varligimin  EV-D68 enfeksiyonunun seyrini olumsuz
yonde etkiledigi bildirildi (37,38).
arkadaslarinin  bir calismasinda da Ispanya’da 96
hastanin solunum o6rneklerinde %57,3 oraninda HRV/EV
birlikteligi saptandi. Bu calismada 6rneklerin %9’unda
ise sadece EV pozitifligi bulundu (14). Amerika Birlesik
Devletleri’nde 2014 yii Haziran ve Aralik aylan
arasinda hastaneye basvuran toplum kaynakli pnomoni
olgular arasindan 97 (55.1%)’sinin NFA’'sinda EV veya
RV pozitiftiligi bildirildi. Bunlarin dordii (2.3%) EV-D68
pozitifti (20). EV-D68 pozitif hastalardan ucunde orta
veya ciddi solunum hastaligit mevcutken, 14 yasinda
bir kiz cocugunda ensefelopati, laktik asidoz ve inme
benzeri epizodlar mevcuttu.
aeruginosa enfeksiyonu nedeniyle kaybedildi (20).
Calismalar 1s181nda HRV ve EV-D68 birlikteliginin
hastaligin prognozunu etkiledigi, ciddi sonuclara yol
actig sonucuna varildi.

EV-D68, primer olarak solunum yolu enfeksiyonlar
ile iliskili gorllse de bu virtsun hastalik spektrumu
heniiz tam olarak acik degildir. Felclere ve olimlere
neden olmasindan dolay bu virus her gecen giin 6nem
kazanmaktadir. EV-D68, bes yasinda meningoensefalit
ve pnomoniden olen bir erkek cocugun BOS’unda
saptandi. EV-D68’e bagli
yolu enfeksiyonu ile birlikte akut flask paralizi ve
sinir disfonksiyonu olgulan bildirildi. Bu cocuklarin

Launes ve

Hasta Pseudomonas

Kolorado’da solunum



hepsinde norolojik hastaliktan once ates ile seyreden
solunum semptomlart mevcuttu (39). Avrupa’dan da
dort yasinda bir erkek cocukta meningeal sendrom
ve pnomoni gozlendi. Hastanin gaita, nazofarengeal
aspirat ve bronkoalveolar lavaj orneklerinde EV-D68
izole edildi (27). Benzer iki vaka da Norvec’ten bildirildi
(29). EV-D68 virusuiniin norolojik sistem tutulumlarinin
nedeni heniiz tam olarak aciga cikarilmadi. Ancak bir
genom dizileme calismasinda, virlis genomunun bazi
bolgelerinde degisiklikler oldugundan ve buna bagli
olarak virusun hastalar Uzerindeki etkisinin ve seyrinin
degistiginden bahsedilmektedir (12).  Ulkemizde
EV-D68 sikligi heniiz bilinmemektedir. Ozkaya E ve
ark’nin yaptig1 bir calisma ile 2001 ve 2004 yillan
arasinda aseptik menenjit on tanisi olan olgulardan
alinan 249 ornek incelendi ve 85 vakaya ait 95
ornekte enterovirus izole edildi. En sik izole edilen tip
Echovirus type 30 (n: 24) ve Coxsackie virus type B (n:
19) olarak bulundu, ayrica cesitli orneklerde Echovirus
type 25,18,14,13,11,9,6,5,4 ve Coxsackievirus type A9
varligi saptandi. Bu calisma farkli enteroviriis tiplerinin
tlkemizde bulunabilme olasiligin1 akla getirmektedir
(40).

Laboratuvar tanisi

EV-D68, solunum yolu ve norolojik enfeksiyon
ile basvuran sporadik vakalarda ve aym tablolarin
gozlendigi salginlarda,
baslangict  ve kis
disunulmelidir.

ozellikle de sonbaharin

aylannda ayinca  tamda

Enteroviruslerin hiicre kiilturlerinden izolasyonu
mimkin  olup rabdomiyosarkom
hiicrelerinde Uretilebilir.  Hicre kiiltlir yontemleri
tamda altin standart olarak kabul edilir. Ancak EV-
D68 enfeksiyonlarinin tanisinda molekiler yontemler

siklikla tercih edilen yontemlerdir (5). Virlsun tamsi

virlis  insan

icin nazofarengal aspirat, burun surlintisu veya
bronkoalveolar lavaj ornegi, kan ve beyin omurilik
sivist  kullamlir. ideal olarak ornekler alindiktan
sonra en kisa surede laboratuvara ulastirilmalidir.
Ornekler alindiktan sonra +4 °C’de korumak sartiyla
96 saate kadar laboratuvara ulastinlabilir. Nikleik
asit testleri, testleri

kiltir veya seroloji icin

orneklerin teste alinmasi bu surelerden daha uzun
siirecekse, ornekler -70 °C’ye kaldirilmali; kuru buzda
laboratuvara ulastinlmalidir. Tekrarlayan dondurma-
cozme islemlerinden kacinilmalidir (5,41).

Jeong ve ark.’nin 154 hasta ile yaptigi bir
calismada 107 hasta EV-D68 yoninden pozitif
bulundu. Bu hastalarin %68’i balgam ornekleri ile
pozitif saptanirken %53’U nazofaringal siirlintl 6rnegi
ile pozitiflik bulundu. Calismada balgam orneklerinin
nazofaringal suruntu orneklerine gore %16,9 daha
fazla pozitif sonuc verdigi ortaya kondu (40). Salgin
s6z konusu oldugunda tamda onerilen, molekiiler
yontemlerin kullanimi ve EV-D68 ile birlikte HRV’lerin
de arastinlmasidir. Tamda kullanilan niikleik asit
amplifikasyon testlerinin analitik duyarliiklan ve
ozellikleri tabloda gosterildi (Tablo 1) (42). Yapilan
calismalarda laboratuvarda gelistirilmis testlerin ve
ticari nikleik asit amplifikasyon testlerinin analitik
duyarliig1  prototipik ulasilabilen
bir EV-D68 susu kullanilarak degerlendirilmistir.
Bu nedenle molekiler testlerin performansinin,
dolasan suslardaki genetik cesitlilige bagl olarak
degisebilecegi bildirilmektedir. Ancak prototipik
bir sus olan Farmon susu ve salginlar sirasinda
hastalardan izole edilen bir EV-D68 susunun 5’NTR
ve VP1 hedef bolgelerinin sekanslarinin buyuk olcude
benzer oldugu gozlendi (42). Bu nedenle molekiiler
yontemlerin, EV-D68 enfeksiyonlarinin
kullanmisli yontemler oldugu vurgulanmaktadir. Salgin
durumlarinda ornekler yeterli uzman ve ekipmanin
bulundugu referans laboratuvarlara gonderilmelidir.
Ulkemizde Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Bulasicl
Hastaliklar Kontrol Programlari Baskan Yardimciligi
biinyesindeki Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari
bu amac icin hizmet vermektedir (43).

ticari olarak

tanisinda

Tedavi

Enteroviris D68 enfeksiyonlarinin tedavisi icin
ozel bir ilac yoktur. Hafif ve orta dereceki vakalar
icin destekleyici yeterli
Semptomatik tedavide ates dusliricii ve agn
kesicilerden yararlamlir. Hastalara dinlenme ve bol
su icilmesi onerilir (3-5). Ancak altta yatan solunum

tedavi olabilmektedir.
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Tablo 1. EV-D68 tanisinda kullanilan niikleik asit amplifikasyon testleri ve ozellikleri (40)

Testin Ad Yontem Reagent Hedef Cihaz Kopya / mL

Log10 Kopya / mL

QuantiTect RT-

Real-time i Corbett Rotorgene 6000
LDT- ON1 RT-PCR PCR klltl‘(:Q;agen, VP1 (Giagen, Inc.) 306 2,49
Real-time QuantiTect RT- ,
LDT- ON2 RT-PCR PCR kit 5" NTR Corbett Rotorgene 6000 306 2,49
SuperScript
Conventional Vilo (cDNA),
Y two-step Platinum Taq GeneAMP PCR system
DA seminested Polymerase pad 9700 (Life Technlogies) A 2
RT-PCR (Life
Technologies)
o AgPath-ID One-
LoT-mp2  Realtime g op RT-PCRKit 5 NTR  ABI 7500 Fast 562 2,78
RT-PCR - (Life Technologies)
(Ambion)
TagMan Fast
. Virus 1-Step
oTBcz  ReALlme cter mix kit VP ABI 7500 Fast 562 2,78
RT-PCR . (Life Technologies)
(Life Technolo-
gies)
- One-Step RT- . .
. Conventional o , Dual Engine (Bio-Rad
LDT- NS RT-PCR PCR klltn éQ)lagen, 5’ NTR Laboratories) 562 2,78
Real-time ~ QuantiTect Pro-
LDT- SK1 be RT-PCR kit 5’ NTR ABI 7500 Fast 562 2,78
RT-PCR .
(Qiagen, Inc.)
Superscript |ll
. Platinum One-
LDT- ON3 ReRif'I}‘C”;e Step gRT-PCR 5’ NTR “’_*ii'e ?rzg?]:oTloF?:ts) 1175 3,07
w/ROX (Life g
Technologies)
Real-time TagMan Fast
LDT-AB Virus 1-Step 5’ NTR ABI 7500 Fast 5495 3,45
RT-PCR AR
master mix kit
Real-time QuantiTect Pro- ,
LDT- SK2 RT-PCR be RT-PCR kit 5’ NTR ABI 7500 Fast 3162 3,50
Ticari Testler
ABI GeneAmp 9700 PCR
System (Life
Conventional xTag RVP fast v2 i Technologies) and
P72 (215 RT-PCR  (Luminex Corp.) LiquiChip 200 A L3
Workstation
(Qiagen, Inc.)
RVPv2 (ON1) OO yrag VP fastv2 - MagPix (Luminex Corp) 1202 3,08
RVP classic ~ Conventional RVP classic (Lu- i ApphedZI;]z%systems 2692 38
(AB) RT-PCR minex Corp.) ’

(Life Technologies)

LDT: Laboratory Developed Test (Laboratuvarda gelistirilmis testler)
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hastalig1 olanlar ve ciddi vakalar icin yogun bakim,
mekanik ventilasyon ihtiyaci dogar. ABD Hastalik
Onleme ve Kontrol Merkezi tarafindan bir cok
antiviral ajanin virlis lizerine inibitor etkisi oldugu
bildirildi (1). Aynica, cesitli arastirmalar ile KR-22865,
rupintrivir, V-7404 ve DAS181’in etkili ilaclar oldugu

tespit edildi (44,45).

Korunma

Enteroviris D68 icin henliz bir asibulunmamaktadir.
Enfekte hastalar, yediklerini, ictiklerini paylasmaktan;
opmek ve sarilmaktan kacimilmalidir. El hijyenine
onem verilmeli, ozellikle cocuklar 20 saniye boyunca
ellerini yikamasi ve yuziine dokunmamasi yonunde
egitilmelidir. Kap1 kolu ve oyuncak gibi bircok kisinin
dokundugu vyiizeyler belirli araliklarla dezenfekte
edilmelidir (1-3).
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