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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISi YAYIN ILKELERI VE YAZIM KURALLARI

1) AMAC ve KAPSAM

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi (THDBD), T.C. Saglik Bakanligi, Halk
Sagligi Genel Miidurligi’niin yayin orgam olan bilimsel bir dergidir. Dergi li¢
(3) ayda bir (Mart, Haziran, Eyldl, Aralik) yayimlanir ve dort (4) sayida bir cilt
tamamlanir. Talep olmasi durumunda Ek Say1 ¢ikartilir.

Dergimizin amaci tip alaninda asagidaki konularda yapilan, bilimsel agidan
nitelikli ve literatiire katki saglayacak klinik ve deneysel arastirma yazilarim
yayimlamaktir.

Dergide biyoloji, mikrobiyoloji, enfeksiyon hastaliklar1, farmakoloji,
toksikoloji, imminoloji, parazitoloji, entomoloji, kimya, biyokimya, gida,
beslenme, cevre, halk sagligi, epidemiyoloji, patoloji, fizyopatoloji, molekiiler
biyoloji, genetik ve biyoteknoloji ile ilgili alanlardaki 6zgiin arastirma, olgu
sunumu, derleme, editore mektup ve teknik rapor tiiriindeki yazilar yayimlanir.

I1) YAYIN iLKELERI

Dergiye, daha once baska yerde yayimlanmamis ve yayimlanmak iizere baska
bir dergide inceleme asamasinda olmayan yazilar kabul edilir.

Dergi Yayin Kurulu tarafindan uygun goriilen yazilar, konu ile ilgili en az iki
Bilimsel Damisma Kurulu Uyesi’nden (Hakem’den) olumlu gériis alindiginda
yayimlanmaya hak kazanir. Hakemlerin ve yazarlarin isimleri gizli tutulur.
Hakemler degerlendirme siireclerini en gec lc¢ ay icinde tamamlar. Bu
kurullarin, yazimn igerigini degistirmeyen her tirlii dizeltme ve kisaltmalar
yapma yetkileri vardir.

Yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlara aittir.
Yazarlar arastirma ve yayin etigine tam olarak uyum gostermelidir.
I1l) TELIF ve LISANS

Makalelerin tibbi ve etik sorumlulugu yazarlara aittir. Makalelerin ve kaynaklarin
iceriginden, yayimlanan makalelerdeki veriler, fikirler ve ifadelerden yazarlar
sorumludur; editorler, yayin kurulu ve T.C. Saglik Bakanligi Halk Saglig1 Genel
Miidurligt bu konularda herhangi bir sorumluluk kabul etmemektedir. Yazarlara
telif licreti 6denmez.

Yazarlar, makalenin yayina kabul edilmesi halinde telif haklarin1 Tiirk Hijyen ve
Deneysel Biyoloji Dergisi’ne devretmeyi kabul ederler. Ancak yazarlar asagidaki
haklara sahiptir:

-Telif haklarimin disinda kalan patent vb. tescil edilmis haklar,

-Dergi ve kitap yayim disinda tim egitim faaliyetlerinde lcret 6demeden
kullanilabilme hakki,

-Ticari olmamak kosulu ile makaleyi cogaltabilme hakki.

Yazarlar, Telif Hakki Devir Sozlesmesini imzalayarak, makalenin Tirk Hijyen
ve Deneysel Biyoloji Dergisi tarafindan yayimlanmak Ulizere kabul edilmesi
durumunda Creative Commons Alint1 GayriTicari-Tiretilemez 4.0 Uluslararas
(CC BY-NC-ND 4.0) kapsaminda lisanslanacagini kabul ederler.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi tarafindan yayimlanan tim makaleler,
Creative Commons Alint1 GayriTicari-Tiretilemez 4.0 Uluslararasi (CC BY-NC-
ND 4.0) lisansina tabidir. Bu Lisans, makalenin uygun sekilde belirtilmesi,
kullanimin ticari olmamasi ve herhangi bir degisiklik veya uyarlama yapilmamasi
kosuluyla, herhangi bir ortamda kullanima, dagitilmasina ve cogaltilmasina izin
verir. Lisansin kosullar hakkinda daha fazla bilgi icin litfen bakimz: https://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/. Bu lisans altinda yayimlanan
materyalin ticari amagl kullanim (satis vb.) durumunda telif hakki sahibi ve
yazar haklarimin korunmast icin izin gereklidir. icerik bilimsel yayinlarda ve
sunumlarda referans olarak kullanilabilir. Bu kosullar disinda, makalelerin
yeniden kullammina iliskin izinler THDBD Editorligii’nden alinmalidir.

IV) ACIK ERISIM POLITIKASI

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi acik erisim politikasin1 benimsemistir.
Acik erisim politikasi Budapeste A¢ik Erisim Girisimi (BOAI) kurallan esas alinarak
uygulanmaktadir. BOAI’'ye gore Acik Erisim, “Hakem degerlendirmesinden
gecmis bilimsel makalelerin, internet araciligiyla; finansal, yasal ve teknik
engeller olmaksizin, serbestce erisilebilir, okunabilir, indirilebilir, kopyalanabilir,
dagitilabilir, basilabilir, taranabilir, tam metinlere baglant1 verilebilir,
dizinlenebilir, yazilima veri olarak aktarilabilir ve her tirlii yasal amag icin
kullamlabilir olmasi”dir.  https://www.budapestopenaccessinitiative.org/
boai-10-translations/turkish-translation

Dergide yayinlanan bilimsel yazilara, Creative Commons Alinti-GayriTicari-
Tiiretilemez 4.0 Uluslararas1 Lisansi cercevesinde Ucretsiz erisilebilir.
Dergimiz, hakem degerlendirmesinden gecmis bilimsel literatiiriin, herkese

serbestce ulasilabilir kilinmasi, daha genis bir kiresel bilgi alisverisini
desteklemesi ilkesine dayanarak icerigine aninda acik erisim saglar. Tiirk
Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi’nde yayimlanan tiim makaleler Acik Erisim
talimatlarina uygundur.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi yayimladigi makaleleri tiim diinyada
serbestce cevrimici erisilebilir kilmak icin makalelere aninda acik erisim
saglamaktadir. Makalelere erisim icin abone olunmasinda gerek yoktur. Dergi
kullanicist olmadan da sistemdeki tim makaleler ulasilip okunabilmektedir.
Makale gonderme, degerlendirme ve yayimlama Ucreti ainmamaktadir.

V) UCRET POLITIKASI
Makale gonderilmesi, degerlendirilmesi ve yayimlanmasi icin licret alinmaz.
VI) ETiK KURALLAR

Arastirma ve yayin etigi kurallarina uymak vyazarlarin sorumlulugundadir.
Yazarlar Helsinki Bildirgesi’nde ana hatlar ¢izilen ilkeleri izlemelidir. Yazarlar,
bu tur bir calisma s6z konusu oldugunda, uluslararasi alanda kabul edilen
kilavuzlara ve yiirirlikkte olan tim mevzuatta belirtilen hiikiimlere uymalidir.

Etik kurul izni gerektiren tiim arastirmalar icin Etik Kurul Onay1 alinmis olmali,
belgelendirilmeli; kurul adi, tarih ve sayisi “Gere¢ ve Yontem” béliminde
belirtilmelidir.

Klinik arastirmalarda, calismaya katilanlardan bilgilendirilmis olur alindiginin
gerec ve yontem boliminde belirtilmesi gerekmektedir. Gonilli ya da
hastalara uygulanacak prosedirlerin 6zelligi tiimiiyle anlatildiktan sonra
kendilerinin bilgilendirilip onaylarinin alindigim1 gosterir beyan “Gere¢ ve
Yontem” kisminda bulunmalidir. Olgu sunumlarinda ve arastirma makalelerinde
hasta kimligini iceren herhangi bir dokiiman kullanilmamalidir. Hasta kimligini
ortaya ¢ikaracak bilgiler (fotograf vs.) kullamldiginda hastanin yazili onay:
gonderilmelidir.

Hayvanlar iizerinde yapilan calismalar icin de gereken izinler alinmali; yazida
deneklere agri, aci ve rahatsizlik verilmemesi igin neler yapildigi acik bir sekilde
belirtilmelidir. Hayvan deneylerinde, calisma “Laboratuar Hayvanlarinin Bakim
ve Kullanimi Kilavuzunda” (www.nap.edu/catalog/5140.html) belirtilen etik
diizenlemelere gore yapilmalidir ve yazarlar etik kurul onayr alindigini ve
etik kurul tarih ve sayisim “Gerec ve Yontem” kisminda beyan etmelidirler.
Deneysel ve klinik ilag ¢alismalarinda Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi
diizenlemelerine uygun olarak yapildigi ve etik kurul onay1 alindigi metin icinde
belirtilmelidir.

Makalenin formati ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors)

ve COPE (Committee on Publication Ethics) rehberlerine uygun olmalidir.

VIl) YAZI DiLI

Dergimizin yazi dilleri Tiirkce ve ingilizcedir. Dili Tiirkce olan yazlar ingilizce

“abstract” ile, dili ingilizce olan yazilar da Tiirkce &zetleri ile yer alirlar.

Ozet ve “Abstract” boliimleri bire bir cevirileri seklinde yer almalidir. Yazinin

hazirlanmas sirasinda, Tiirkce kelimeler igin Tirk Dil Kurumundan (www.tdk.

gov.tr), teknik terimler icin Tiirk Tip Terminolojisinden (www.tipterimleri.com)

yararlamlmasi énerilir. Dili ingilizce olan yazilarin mutlaka yazim ve dilbilgisi

acisindan yeterliliklerinin kontrol edilmis olmasi gereklidir. Dil agisindan

yetersiz goriilen yazilar degerlendirmeye alinmazlar..

VIIl) YAZIM KURALLARI

Dergide yayimlanmak lizere gonderilen yazilar, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji

Dergisi yazim kurallarina gére hazirlanmalidir.

Basvurular www.turkhijyen.org adresinden “Cevrimici Makale Gonder, Takip

Et, Degerlendir” programi araciligiyla on line olarak yapilmaktadir.
Yayimlanmak Uizere gonderilecek yazilar;

* Bilimsel diizeyi yuksek, orijinal ve kaynak gosterilebilecek 6zellikte olmalidir.

* Bilgiler ve kaynaklar son 5 (bes) yila ait giincel verileri icermelidir.

1. “Telif Hakki Devir Formu” tim yazarlarca imzalanarak onaylandiktan sonra

dergimizin makale kabul sistemine yiiklenmelidir.

2. Makale bashigi, Ingilizce baslik, kisa baslik, yazar ad(lar), yazar(lar)in
calistigi kurum(lar) ve birim(ler), yazisma isini Ustlenen yazarin acik adresi,
telefon numaralar (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
tesekkir bolimiinde mutlaka yazilmalidir. Herhangi bir ticari Uriin ve/veya

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Halk Saglig1 Genel Midirligu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

e-posta : hsgm.thdbd@saglik.gov.tr
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sirketle bir iliski yoksa, basvuru yazisinda belirtilmelidir.

d. Makale, kongre/sempozyumda sunulmussa sunum tiirii ile birlikte dipnot
seklinde mutlaka belirtilmelidir.

3. Yazilardaki terimler mimkiin oldugunca Tirkce ve Latince olmali, dilimize
yerlesmis kelimelere yer verilmeli ve Tiirk Dil Kurumu’nun giincel sozliigi
kullamlmalidir. Yazilarin dili agik ve anlasilir olmali, imla ve yazim hatalan
olmamasina 6zen gosterilmelidir.

4. Metin icinde gecen mikroorganizma isimleri ilk kullamldiginda 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
ciimlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlan Tirkge
olarak yazilabilir. Antibiyotik isimleri dil bitiinliigii agisindan okundugu gibi
yazilmali; uluslararasi standartlara uygun olarak kisaltilmalidir.

5. Metin icerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri Uluslararasi Birimler

Sistemi (SI)’ne gore verilmelidir.
6. Yazilar bir zorunluluk olmadikca “gecmis 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. Arastirma yazilar;

Tiirkce Ozet, ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve Yontem, Bulgular, Tartisma,
Tesekkiir (varsa) ve Kaynaklar bolimlerinden olusmalidir. Bu bolim basliklar
sola yaslanacak sekilde biiyiik harflerle kalin yazilmalidir. ingilizce makalelerde
de Tirkce baslik, kisa baslik ve 6zet bulunmalidir.

Dergimizin ve makalenizin olabildigince fazla atif alabilmesi icin zetler son
derece kapsamli hazirlanmali; gramer, imla ve yazim hatalar barindirmamalidir.

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

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

c) Anahtar Sozciikler: 3-8 arasinda olmali ve Index Medicus Medical Subject
Headings - (MeSH)’de yer alan sozcikler kullamlmalidir. Tirkce anahtar
sozcilklerinizi olusturmak icin http://www.bilimterimleri.com/ adresini
kullammz.

d) Giris: Arastirmanin amaci ve gerekcesi giincel literatiir bilgisi ile
desteklenerek iki sayfayr asmayacak sekilde sunulmalidir.

e) Gere¢ ve Yontem: Arastirmanin gerceklestirildigi kurum/kurulus ve
tarih belirtilmeli, arastirmada kullanilan arag, gerec ve yontem sunulmali;
istatistiksel yontemler agikca belirtilmelidir.

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

g) Tartisma: Arastirmanin sonunda elde edilen bulgular, diger arastiricilarin
bulgulanyla karsilastirilmalidir. Arastirici, kendi yorumlarim bu bolimde
aktarmalidir.

h) Tesekkiir: Ana metnin sonunda kaynaklardan hemen once yer almalidir.
Tesekkiir bolimiinde 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 icinde cimle 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.

Makalenizin Kaynaklar bolimiinde Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisinde
yayimlanmis makalelere atif yapilmasina 6zen gosterilmelidir.

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

- Standart dergi makalesi icin ornek: 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.

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

- Dergi eki icin ornek: 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. Kacinc1 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 boliimii: Boliim yazar(lar)in soyadi adimin basharf(ler)i. Bolum basligi.
In: Editor(ler)in soyadi adinin basharf(ler)i ed/eds. Kitabin adi. Kaginci 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 numaralar ve DNA dizileri makale icinde
kaynak olarak gosterilmelidir. Konuyla ilgili ayrintili bilgi icin “National Library
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)”
béliimiine bakimz.

- Sekil ve Tablolar: Her tablo veya sekil ayr bir sayfaya basilmali, alt ve
st cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri icermelidir. Tablolar, “Tablo
1.” seklinde numaralandinlmali ve tablo bashigi tablo st cizgisinin Ustiine
yazilmalidir. Aciklayici bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullamlmalidir. Fotograflar “jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artirilmasi icin gerekli oldugu durumlarda
fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.

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

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

11. Olgu sunumlarinda metin yedi sayfay1 asmamalidir. Tiirkce ve ingilizce
olarak baslik, 6zet ve anahtar sozciikler ayrica giris, olgu ve tartisma bolimleri
bulunmalidir. Olgu sunumu tiirii yazilar icin kaynak sayis1 en fazla 20 olmalidir.

12. Editore Mektup: Daha 6nce 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. Editére Mektup bir sayfayr asmamali ve kaynak sayisi en fazla 10
olmalidir.

13. Teknik Rapor tiirii yazilar ilgili alanda onemli katkisi olabilecek bilgileri
icermelidir. Teknik raporlarda Tiirkce ve ingilizce baslik, tek paragraf olacak
sekilde Tiirkce ve ingilizce &zet, Tiirkce ve Ingilizce olmak lizere anahtar
kelimeler yer almalidir. Kaynak sayisi en fazla 10 olmalidir.

14. Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.

15. Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Halk Sagligi Genel Midurlugi

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

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



TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY PUBLISHING POLICIES AND WRITING RULES

1) AIM and SCOPE

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

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

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

Il) PUBLISHING POLICY

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

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

The authors have the all the scientific and legal responsibilities of the articles.
The authors must fully obey the ethics of research and publication.
1) COPYRIGHT and LICENSING

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

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

-Registered rights rather than copyrights such as patent etc.

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

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

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

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

1V) OPEN ACCESS POLICY

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

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

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

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

V) PRICE POLICY
Article submission, evaluation and publication are free.
VI) ETHICAL RULES

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

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

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

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

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

VII) LANGUAGE of the JOURNAL

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

VIIl) WRITING RULES

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

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

Articles to be submitted for publication;

* Should have a high scientific level, be original and suitable for reference.

* Information and references should contain up-to-date data for the last 5
(five) years.

1. The “Copyright Transfer Form” (Copyright Release Form) after being signed
by all authors should be uploaded using the article accepting system of the
journal.

2. The title of article, Turkish title, short title, author name(s), names
of institutions and the departments of the author(s), full address of the
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WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

corresponding author, telephone numbers (landline and mobile), e-mail
address should be given.

a. The title should be short and written in lower case.
b. The short title should not exceed 40 characters.

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

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

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

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

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

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

7.0nly one side of A4 paper should be used and should have a 2.5 cm margin on
each side. 12 pt, Times New Roman font and double line space should be used.

8. Research Articles;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

- Example of standard journal article: Demirci M, Unli 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.

- Web address: If a “web” address is used as the reference address, the web
address date should be given in brackets with the address. The DOI (Digital
Object Identifier) number must be provided, when a web access article used
in the text as a reference.

- Congress papers: Entrala E, Mascaro C. New structural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International Congress of Parasitology
(ICOPAVIII). October, 10-14, Izmir-Turkey. 1994.

- Thesis: Bilhan O. Experimental investigation of the hydraulic characteristics
of labyrinth weir. Master Thesis, Science Institute of Firat University, 2005.

- GenBank / DNA sequence analysis: DNA sequences of genes and heredity
numbers should be given as references in the article. For more information,
check “National Library of Medicine” and “National Center for Biotechnical
Information (NCBI)”.

- Figure and Tables: Each table or figure should be printed on a separate
sheet, the top and bottom lines and if necessary column lines must be included.
Tables should be numbered like “Table 1.” and the table title should be written
above the top line of the table. Explanatory information should be given in
footnotes, not in the title and appropriate icons (*,+,++, etc.) should be used.
Photos should be in “jpeg” format. In case the quality of the photos is not good
for publication, the originals can be requested.

9. Research articles should have up to 40 references.

10. In reviews, it is preferred to have not more than two authors. Author(s)
must have done research and published articles previously on this subject; they
should discuss their experience and use as reference in the review. Reviews
should have Turkish and English titles, abstracts (it should contain minimum
250, maximum 400 words) and key words. Reference numbers for the review
should be maximum 60.

11. Case reports should have a maximum of seven pages of text. Case
report should have a Turkish and English title, abstract, keywords and also
introduction, case description and discussion sections should be given. Number
of references should be maximum 20.

12. Letters to Editor: Written to make criticisms, additions to previously
published articles or scientific updates are published after review and
assessment of the Editorial Board. Letters should not exceed one page of text
and must be supported with up to 10 references.

13. Technical report should contain information that may contribute
significantly to the relevant field. Technical reports should include Turkish and
English titles, Turkish and English abstracts in a single paragraph, keywords in
Turkish and English. The number of references should be maximum 10.

14. The articles which do not comply with the journal rules are not accepted.
15. Authors should keep a copy of the article that they submit.
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ETiK iLKELER VE YAYIN POLITiKASI

ETiK iLKELER

Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi Editor ve Hakemleri, Uluslararas
Tip Dergisi Editorleri Komitesi (ICMJE), Yayin Etigi Komitesi (COPE), Diinya Tip
Editorleri Birligi (WAME), Bilim Editdrleri Konseyi (CSE), Avrupa Bilim Editorleri
Birligi (EASE), ABD Ulusal Tip Kiitiphanesi (NLM), Dinya Tip Birligi (WMA) ve
Ulusal Bilgi Standartlan Orgiitii (NISO) rehber kurallarina uymaktadir.

Yazarlara yonelik; dergi politikasi geregince, uluslararasi anlasmalara uygun
bir etik kurul tarafindan arastirma protokollerinin onaylanmasi gereklidir.
[WMA Helsinki Deklarasyonu - insan Denekleri iceren Tibbi Arastirmalar icin
Etik ilkeler (son giincelleme: Ekim 2013, Fortaleza, Brezilya)”, “Tiim arastirma
calismalan icin laboratuvar hayvanlarinin bakim ve kullanimi kilavuzu (8.
baski, 2011) “ve / veya” Hayvanlar iceren Biyomedikal Arastirmalara Yonelik
Uluslararast Rehber ilkeler (2012)]. Gonderilen makale, etik kurul onayi
icermemesi durumunda degerlendirme icin isleme alinmaz.

GIKAR GATISMASI POLITIKASI

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi’nin editor incelemesi, uluslararas:
editor organizasyonlarnt (ICMJE, EASE, WAME, COPE, CSE,..) tarafindan
belirlenen iyi Editérlik Uygulamalarina uygundur. WAME, yayin siirecinde
(makalenin gonderilmesi, hakem incelemesi, editor kararlan ve vyazarlar,
hakemler ve editorler arasindaki iletisim) yazar, hakem veya editorlerin,
strecteki sorumluluklarint (akademik diiristliik, calismanin ylritilmesinde
ve raporlanmasinda yaniltma olmamasi, karar ve hiikiimlerin uygunlugunu)
etkileyebilecek herhangi bir rekabetci catisma varsa ¢ikar catismasinin mevcut
oldugunu belirtmektedir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, tiim yazarlarin, hakemlerin ve
editorlerin, WAME tarafindan yukarida belirtilen herhangi bir rekabet ¢ikarinin
yani sira, ailevi, kisisel, finansal, politik veya dini konularla ilgili herhangi bir
cikar catismasini editore bildirmesini istemektedir. Herhangi ¢ikar catismasi ve
finansal destegin olup olmadigi, makalelerin sonunda beyan edilmelidir.

Yazarlar inceleme siirecinde bolim editorlerinden hicbiri ile iletisime
gecmemelidir. Makalelerin siireci ile ilgili tum gerekli bilgiler dergi
sekreterliginden edinilebilir. Editor ve hakemlerin isimleri yazarlara verilmez.
Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi’nin cift kor gozden gecirme ilkeleri
nedeniyle, yazarlarin ve hakemlerin isimleri diger kisilerce bilinmemektedir.
YAYIN POLITIKASI ve HAKEM DEGERLENDIRME SURECI

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi (THDBD), ¢ift kor hakem
degerlendirmesi ile Tiirkce ve Ingilizce dillerinde T.C. Saglik Bakanlig1 Halk
Saglig1 Genel Mudiirligu tarafindan yayimlanmaktadir. THDBD yayin ilkelerinde
belirtilen konularda yazilan makaleleri kapsamaktadir. Sadece cevrimici
(online) basvurular kabul edilmektedir. Dergiye kabul edilme sirecindeki
degerlendirilmelerde aranan temel ozellikler 6zgunlik ve bilim literatiriine
katkidir.

Makaleler gonderildikten sonra oncelikle editorler tarafindan
degerlendirilmektedir.  Editorler  hakem  degerlendirme  sirecinden
once makalelerin THDBD yazim kurallarina uygun yazilip yazilmadigim
degerlendirmektedirler.  Bu  kurallara gore yazilmayan makaleler
degerlendirilmeye alinmamaktadir.

Sonrasinda, makalenin degerlendirilmesi icin iki hakem atamir. Hakemler aym
alanda yayinlan olan uzmanlar arasindan secilir. Makaleler ihtiyac halinde
istatistik editérii tarafindan da kontrol edilebilir. Tim makaleler ingilizce
dil editoru tarafindan da incelenir. Hakemlere degerlendirme igin 20 giin
stire verilmektedir ve eger herhangi bir diizeltme istenirse yazarlarin gerekli
diizeltmeleri yapmak icin 30 giin siresi vardir. Editor, editor yardimcilan,
istatistik editorii ve ingilizce dil editorii kabul edilen makalenin asil anlamini
degistirmeyen kiicik diizeltmeler yapabilirler.

ETHICAL PRINCIPLES AND PUBLICATION POLICY

ETHICAL PRINCIPLES

The Editorial Board and Reviewers of the Turkish Bulletin of Hygiene
and Experimental Biology adhere to the guidelines of the International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), Committee on Publication
Ethics (COPE), World Association of Medical Editors (WAME), Council of Science
Editors (CSE), European Association of Science Editors (EASE), the US National
Library of Medicine (NLM), the World Medical Association (WMA), and National
Information Standards Organization (NISO).

For Authors; as journal’s policy, an approval of research protocols by an ethics
committee in accordance with international agreements “WMA Declaration
of Helsinki - Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects
(last updated: October 2013, Fortaleza, Brazil)” ,“Guide for the care and
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Synergistic antibacterial effect of ciprofloxacin and green tea
extract on methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
strains isolated from clinical cases

Yalcin DIiCLE' (ID), Halil YAZGI? (ID), Mehmet Veysel COSKUN? (ID), Zeynal TOPALCENGIZ*

ABSTRACT OZET
Objective: The aim of this study was to investigate Amac¢: Bu calismanin amaci, siprofloksasin
the synergistic effect of ciprofloxacin and green tea ve yesil cay ekstrakti kombinasyonunun cesitli

extract combinations against methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from

various clinical registries.

Methods: Presumptive 90 MRSA strains isolated
from various clinical specimens were identified by
the biochemical tests followed by an automated
bacterial recognition system. Resistance of isolates to
ciprofloxacin was determined using a disk diffusion test.
Minimum inhibitory concentration (MIC) values of green
tea extract and ciprofloxacin were determined for 54
MRSA isolates resistant to ciprofloxacin by microdilution
method. Subsequently, the synergistic effect of the
green tea + ciprofloxacin combinations against the
isolates were determined by the checkboard dilution
method to calculate fractional inhibitory concentration

values.

Results: MRSA strains were isolated from three
clinical sample types including wounds (54.4%), blood
(30%) and urine (15.6%). MIC values of green tea extract,

ciprofloxacin and their tested combinations ranged

klinik orneklerden izole edilen metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslarina karsi sinerjik

etkisinin arastinlmasidir.

Yontem: Farkli klinik orneklerden izole edilen
muhtemel 90 adet MRSA susu biyokimyasal testlerden
sonra otomatize bakteri tanimlama sistemiyle tiir
diizeyinde tammlanmistir. izolatlarin siprofloksasine
kars1 direncleri disk difiizyon testi kullanilarak
belirlenmistir. Siprofloksasine karsi direncli bulunan
54 MRSA izolatinin yesil cay ekstrakti ve siprofloksasin
icin minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri
mikrodiliisyon yontemiyle tespit edilmis ve izolatlara
kars1 yesil cay + siprofloksasin kombinasyonun sinerjik
etkisi dama tahtasi yontemi ile hesaplanan fraksiyonel
inhibisyon kullanilarak

konsantrasyon degerleri

hesaplanmistir.

Bulgular: MRSA izolatlarinin %54,4’i yara, %30’u
kan ve %15,6’s1 idrar olmak Uzere ¢ farkli klinik 6rnek
tiriinden izole edilmistir. MRSA izolatlanmn yesil cay

ekstrakti, siprofloksasin ve farkli kombinasyonlarinin
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between 8 and 256 pg/ml. The synergetic effect of
green tea extract on ciprofloxacin for 54 MRSA isolates
were determined as ineffective for 18 (33.3%), aditive
for 17 (31.5%), and synergic for 19 (35.2%) strains based

on fractional inhibitory concentration values.

Conclusion: The results of this study showed that
green tea extract and ciprofloxacin had a synergetic
antibacterial effect on MRSA strains isolated from

various clinical specimens.

Key Words: Checkerboard dilution method, MRSA,
synergistic effect, ciprofloxacin, green tea, Camellia

sinensis

MIK degerleri 8-256 pg/ml arasinda belirlenmistir. Yesil
cay ekstraktinin siprofloksasin Uzerine sinerjik etkisi,
kombinasyonunun franksiyonel inhibitor konsantrasyonu
indeksi degerlerine gore 54 MRSA izolatinda icin 18 sus
(%33,3) icin etkisiz, 17 sus (%31,5) icin aditif, 19 sus
(%35,2) icin sinerjik etki olarak saptanmistir.

Sonug: Bu calisma sonucunda gore yesil cay ekstrakt
ve siprofloksasin kombinasyonunun klinik orneklerden
izole edilen MRSA suslan iizerinde sinerjik antibakteriyel

etkisi oldugu gorilmistiir.

Anahtar  Kelimeler: Dama tahtas1 duyarlilk

yontemi, MRSA, sinerjik etki, siprofloksasin, yesil cay,

Camellia sinensis

INTRODUCTION

MRSA has been found with high prevalence in
hospitals and intensive care units since the first isolate
was recovered in the early 1960s in Denmark (1).
Community-acquired MRSA isolates were also started
to be reported towards the end of the twentieth
MRSA isolates have been identified
even in countries where the use of antibiotics is not

century (2, 3).

common, suggesting that this form of resistance
have existed in staphylococci for a long time (4).
When MRSA bacteria are isolated due to nosocomial
infection, both the difficulties in the eradication
of disease factors and the resistance of strains to
antibiotics lead to serious therapeutic problems and
high care costs (5, 6).

Antibiotics are the gold standard for treatment
of MRSA infections. However, long-term antibiotic
treatments can cause numerous side effects and
resistance. is a broad-

bacterial Ciprofloxacin

spectrum synthetic antibiotic (chemotherapeutic
agent) of the fluoroquinolone class used orally or

intravenously in the clinical treatment of severe and
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life-threatening infections. Ciprofloxacin interferes
with DNA replication by inhibiting DNA gyrase in
both Gram-positive and Gram-negative bacteria (7).
To avoid development of resistance, ciprofloxacin
should be combined with a suitable antibiotic (8).
For example, quinolones combined with rifampicin
helps eradicate MRSA strains completely (9).
Therefore, researchers seek alternative treatments

to conventional antibiotic therapy.

Antimicrobial effects of some herbal extracts on
MRSA have been reported previously (10, 11). Green
tea (Camellia sinensis) leaves are known for their
antibacterial activity against various pathogens,
including MRSA (12, 13). Research also focuses on the
synergistic effect of antibiotics with plant extracts
as green tea on numerous types of microorganisms
(14-18). Green tea extracts combined with other
antibiotics (chloramphenicol, gentamicin, methicillin,
and nalidixic) have been resulted in a synergistic
effect on enteropathogenic bacteria with in vitro
assays (18). Any in vitro susceptibility procedure
designed to understand the antibacterial activity
of combined antibiotics is referred to as synergy



testing. Two-dimensional dilution (checkerboard,

checkerboard dilution method), time-kill kinetic
assays, and Epsilometer test (E-test) are some of
common methodologies used in synergy testing (19,
20). The aim of this study was to determine the in-
vitro synergistic effect of ciprofloxacin + green tea
extract on MRSA strains isolated from the clinical

samples of patients in different units of the hospital.

MATERIAL and METHOD

Identification of Bacterial Isolates

Strains were isolated from clinical samples
(wounds, blood, and urine) obtained from clinics
of different hospitals between 01 January 2010 and
12 December 2014. This study was approved by
the Ataturk University Faculty of Medicine Clinical
Research Ethics Committee at 08 December 2016 with
meeting number 7 and decision number 10. Isolation
was conducted at the research and application center
medical bacteriology laboratory of the microbiology
department of the faculty of medicine at Atatiirk
University. Stock MRSA strains (-80 °C) were cultured
on nutrient agar (Merck, Germany) and incubated
at 35 + 2 °C for activation. A series of preliminary
identification tests (Gram staining, motility, oxidase,
catalase, and coagulase) were conducted on the
activated cultures. Cefoxitin-resistant isolates were
also evaluated for further identification. These
isolates were identified at the species level using an
automated bacterial identification system (VITEK 29,
BioMérieux, USA). The identified MRSA isolates were
kept at -80 °C until study in a nutrient broth medium
(Merck, Germany) containing 16% glycerol. S. aureus

(ATCC 43300) was used as control.

Determination of Ciprofloxacin Resistance of

Isolates

Resistance to ciprofloxacin was determined using
Kirby-Bauer disk diffusion test. For activation, frozen
isolates were streaked on 5% sheep blood agar (Merck,
Germany) and incubated overnight at 35 + 2 °C. After

incubation, one colony was suspended in a Nutrient
Broth (Merck, Germany) with a 0.5 McFarland turbidity
(108 CFU/ml). A lawn of bacteria was cultured on a
Mueller Hinton Agar (MHA; Merck, Germany, 4-mm
thickness) plate by spreading the suspension.
Afterwards, ciprofloxacin (CIP, 0.5 pg; Oxoid, UK)
disks were placed and incubated at 35 + 2 °C for 18-24
h. After incubation, disk diffusion susceptibility was
interpreted based on zone diameters (mm) according
to the CLSI M100-S24 breakpoint guidelines. Disk
diffusion susceptibility was considered as sensitive
(> 21 mm), moderately sensitive (16-20 mm), and
resistant (< 15 mm). Fifty-four ciprofloxacin-resistant
MRSA strains were included in the study for minimum
inhibitory concentration values of ciprofloxacin,
green tea extracts and ciprofloxacin + green tea
extract synergy testing.

Preparation of Green Tea Extract

In-season, green tea with 2.5 leaves was collected
in Rize and dried at room temperature in a sun-free
environment. A 100 gram of powdered green tea was
then extracted using a Soxhlet extractor (Sigma-
Aldrich, 322415) in a liter of methanol for 72 h at
a temperature below the boiling point. The extracts
were filtered through Whatman filter No.1 (Dassel,
Germany) and then concentrated using a rotary
evaporator under vacuum at 40 °C. The extract was
lyophilized and kept at + 4 °C until testing.

Determination of MIC Values of Ciprofloxacin-
Resistant Isolates

A ciprofloxacin (Sigma Aldrich, USA) stock
solution with a final concentration of 1024 pg/
ml was prepared using sterile distilled water as
recommended by CLSI. Green tea stock solution with
a final concentration of 1024 pg/ml was prepared
using saline (physiological serum) of tea extract
previously dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO;
Sigma Aldrich, USA). A cation-adjusted (containing
20-25 mg/l Ca™ and 10-12.5 mg/l Mg™~) Mueller
Hinton Broth (CAMHB; Merck, Germany) medium
was prepared for liquid microdilution (21). 100 pl
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of CAMHB medium was placed to sterile 96 well
round bottom (U-base) plates. 100 pl of the solution
with the initial concentration of the test antibiotic
(1024 pg/ml) was placed in the first wells. Two-
fold ciprofloxacin concentrations were prepared
for testing (dilution range: 1-512 pg/ml). The last
two wells on the plate were used for reproduction
and broth control. Bacterial suspensions with 0.5
McFarland turbidity were diluted 1:10 in CAMHB,
and 10 pl of the final bacteria with an inoculum
concentration of 5 x 10° CFU/ml was added to
each well, including the reproduction control well.
After 18-24 hours of incubation at 35 °C + 2 °C, the
minimum inhibitory concentration (MIC) values of
the isolates were determined for ciprofloxacin and
green tea extracts depending on the growth in the
wells.

Synergy Testing of Ciprofloxacin-Resistant Isolates

For 54 MRSA isolates, the synergistic effect of
ciprofloxacin + green tea extracts (CIP + GTE) was
determined using the checkerboard dilution method.
Atwo-fold dilutions were performed in separate tubes
for the stock green tea extract and ciprofloxacin
solutions. Serially diluted tubes were prepared for
ciprofloxacin and green tea extracts based on the
MIC of each isolate. A separate 96 well round bottom
(U-base) ELISA plate was then prepared for each MRSA
isolate and test combination. Bacterial suspensions
with 0.5 McFarland turbidity (1.5 x 108 CFU/ml) for
the isolates were diluted 1:30 in CAMHB (5 x 10¢
CFU/ml). For MIC testing, 10 pl of the suspensions
was inoculated to all wells, except for the sterility
control well. The green tea extract and ciprofloxacin
solutions were mixed and added to the serial wells
from the serial dilution tubes according to the
checkerboard dilution method in order to prepare 50
gl of solutions with desired concentrations. Dilution
effect was also calculated. After the checkerboard
panel was prepared, the lids of the ELISA plate were
closed and incubated at 35 + 2 °C for 16-20 h. The
plates were monitored for reproduction and medium
sterility control.
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Fractional Inhibitory Concentration Index (FIC)

FIC index was used (equation below) to determine
the synergistic effect of the combinations (21).
FIC indices of the 54 MRSA clinical isolates were
calculated, and interaction effects were recorded as
synergistic, additive, ineffective, and antagonistic.

A: Antibiotic in the combination

B: Green tea extract in the combination

MIC values of A in the presence of B

FIC,
MIC of A alone

MIC values of B in the presence of A

n

FICs
MIC of B alone

X FIC index = FIC, + FIC,

2 FIC index = 0.5: synergistic,
>0.5 and <1: additive,
>1 and 4 < : ineffective,

>4: antagonistic.

RESULTS

Fractional Inhibitory Concentration Index (FIC)

The MRSA (n = 90) isolates were mostly isolated
from patients in internal medicine, orthopedics and
traumatology and neurosurgery clinics. Table 1 shows
the distribution of the MRSA isolates by clinics. The
MRSA isolates were isolated from three types of
clinical samples; wounds (54.4%), blood (30%), and
urine (15.6%). According to the antibiogram results,
54 MRSA isolates (60%) were ciprofloxacin-resistant,
while the remainder were ciprofloxacin-susceptible.

MIC Values of Ciprofloxacin-Resistant Isolates
MIC values of the 54 MRSA isolates for ciprofloxacin
resistance were determined by using disc diffusion

and liquid microdilution methods, respectively. The
MIC values of the MRSA isolates for ciprofloxacin were



256 pg/ml for 19 isolates, 128 pg/ml for 17 isolates,
64 pug/ml for eight isolates, 32 pg/ml for two isolates,
16 pg/ml for three isolates, and 8 pg/ml for five
isolates (Figure 1). The ciprofloxacin-resistant MRSA
isolates had a MIC value of 8 to 256 pg/ml. MIC50
and MIC90 were 128 and 256 pg/ml, respectively.
Methicillin-resistant S. aureus (ATCC 43300, standard
strain) had a ciprofloxacin MIC value of 128 pg/ml
similar to tested isolates.

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

The MIC values of the ciprofloxacin-resistant MRSA
isolates against GTE were 256 pg/ml for two isolates,
128 pg/ml for 10 isolates, 64 pg/ml for 27 isolates, 32
pg/ml for 12 isolates, and 16 pg/ml for three isolates
(Figure 1). The MIC values of the ciprofloxacin-
resistant MRSA isolates against GTE ranged from 16 to
256 pg/ml. MIC50 and MIC90 were 64 and 128 pg/ml,
respectively. The MIC value of the MRSA (ATCC 43300)
against GTE was 64 pg/ml.

Unit Number of Isolates %
Internal Medicine 14 15.6
Orthopedics and Traumatology 14 15.6
Neurosurgery 12 13.3
Pediatrics 11 12.2
Anesthesia and Reanimation 10 11.1
Infectious Diseases 6 6.7
General Surgery 6 6.7
Neurology 5 5.6
Urology 5 5.6
Thoracic Surgery 3 3.3
Cardiology 2 2.2
Otorhinolaryngology 1 1.1
Plastic and Reconstructive Surgery 1 1.1
Total 90 100
30 7
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Figure 1. Minimum inhibitory concentrations of ciprofloxacin (M) and green tea extract (=) on isolated MRSA strains (n = 54)
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CIP + GTE Synergy Testing of Ciprofloxacin-
Resistant Isolates

Figure 2 shows the MIC values of CIP + GTE
combinations for the ciprofloxacin-resistant MRSA
isolates (checkerboard dilution method). The MIC
values of the ciprofloxacin-resistant MRSA isolates
against ciprofloxacin and GTE combinations were 1
to 4 pg/ml, 1 to 8 ug/ml, and 16 to 64 ug/ml for one
isolate each, 2 to 8 pg/ml for five isolates, 4 to 6 pg/
ml for nine isolates, 8 to 32 pg/ml for 22 isolates, 32

to 64 pg/ml for 13 isolates, and 64 to 128 pg/ml for
two isolates (Figure 2).

According to the FIC values, ciprofloxacin and
green tea extract combinations had no effect on 18
MRSA isolates (33.3%), an additive effect on MRSA
isolates (31.5%), and a synergistic effect on 19 MRSA
isolates (35.2%) (Table 2). According to the mean
LFIC value (0.74), green tea extract had an additive
ciprofloxacin effect on the isolates.
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:— 1>
o
;
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= <
> 5
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1 2 4 8 16 32 64

CIP (ug/ml)

Figure 2. Minimum inhibitory concentrations of ciprofloxacin (CIP) and green tea extract (GTE) combinations on isolated

MRSA strains (n = 54)

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

of fractional inhibitory concentration indices

Interaction Isolate Number Total

Ineffective 4,10, 11, 12, 16, 22, 26, 32, 33, 38, 65, 66, 69, 71, 73, 74, 75, 86 18 (33.3%)
Additive 1, 13, 14, 17, 19, 25, 29, 36, 39, 40, 41, 61, 67, 70, 77, 81, 84 17 (31.5%)
Synergistic 2,6,7,8, 18, 27, 28, 35, 37, 42, 43, 58, 60, 68, 72, 80, 83, 87, 88 19 (35.2%)
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DISCUSSION and CONCLUSION

Ciprofloxacin has an antibacterial effect on some
MRSA strains, however, resistance can be developed
over time. MRSA strains isolated from some regions
of Mexico had almost 100% ciprofloxacin-resistance
(22, 23). Altoparlak et al. (24) reported a 48%
ciprofloxacin-resistance of 83 MRSA strains isolated
from the Eastern Anatolia region of Turkey. In
this study, samples had a 60% of ciprofloxacin-
resistant MRSA isolates, indicating a clear increase
in ciprofloxacin resistance. This may be because
ciprofloxacin has a broad spectrum and is available
both orally and intravenously.

Studies have focused on the antimicrobial activity
of green tea extract alone or in combination with
various antibiotics against MRSA isolates. Abaza et
al. (25) isolated 81 MRSA strains from nasal carriers
and investigated the antimicrobial activity of green
tea extract with the disc diffusion method. Green tea
extract was reported as strongly effective (55% with
a zone diameter > 20mm) or moderately effective (45
% with a zone diameter > 16-20mm) on the isolates.
Mahmoud et al. (26) looked into the synergistic effect
of green tea catechins + antibiotics on MRSA isolates.
57 (83%) out of 90 MRSA isolates resulted in MIC values
of 64 to 256 pg/ml for epigallocatechin-3-gallate
(EGCG). Mahmoud et al. (26), therefore, concluded
that ciprofloxacin and EGCG had a synergistic effect on
MRSA isolates. Radji et al. (12) used the disk diffusion
method and the broth microdilution (BMD) method to
investigate the effect of green tea extract on an MRSA
isolate and a methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus (MSSA) standard isolate. Two isolates showed
similar green tea extract zone diameters and MIC
values. In this study, the MIC values of the MRSA
isolates were analyzed using BMD method, and MIC,,
MIC,; were found to be 64 mg/ml and 128 mg/ml,
respectively. Abascal and Yarnell (27) reported that
green tea exposed potential benefits and synergistic
effect in terms of antimicrobial activity against
many pathogenic microorganisms, including MRSA

In this
study, the synergistic effect of green tea extract and

when combined with B-lactam antibiotics.

ciprofloxacin on MRSA isolates was tested by using the
checkerboard dilution method. According to the MIC
values, green tea extract had no synergistic effect on
18 MRSA isolates (33.3%), whereas it had an additive
effect on MRSA isolates (31.5%), and a synergistic
effect on 19 MRSA isolates (35.2%). According to the
mean XFIC value (0.74), green tea extract had an
additive ciprofloxacin effect on the isolates.

Green tea has an anti-staphylococcal effect by
inhibiting the PBP2 synthesis and beta lactamase
release in anti-staphylococcal effect. Green tea can
also be regarded as a new approach in the treatment
of MRSA (28). Peng et al. (29) measured the amount of
catechin in green tea using high-performance liquid
chromatography (HPLC) to detect the development
of resistance of catechin against B-lactam antibiotics
in staphylococci. They focused on the antibacterial
effect of combined with tea extract. They found
that tea extract combined with tested antibiotics
(ampicillin, cefazolin, and oxacillin) had a synergistic
effect on MRSA with the exception of amoxicillin. In
fact, amoxicillin, when combined with tea extract,
had higher MIC values. Therefore, Peng et al. (29)
recommended that patients who are on amoxicillin
treatment not consume green tea. Research in
general shows that green tea causes a decrease in
the MIC values of beta lactam antibiotics in MRSA
isolates. Cho et al. (30) observed that green tea
polyphenols resulted in a reduction in the MIC value
of oxacillin on MRSA isolates oxacillin. They analyzed
the susceptibility of 13 strains of MRSA with green tea
extract and oxacillin combination and found that the
combination lowered MIC values at ratios between
1/8 and 1/128. Polyphenols stimulated the expression
of various proteins in the bacterium was concluded
as reason for a synergistic effect on the bactericidal
activity of oxacillin.
the
differences in synergy rates. For example, although

Many studies explain the reasons for

the checkerboard dilution method may seem like

Turk Hij Den Biyol Derg 9



a standard method, limit values for determining
the interaction type after selecting the wells and
calculating FIC values index differ. Most researchers
in Turkey use the E-test because of its easy use (31).
Few researchers using the checkerboard dilution
method do not clearly explain which method is used
to interpret the checkerboard plate despite limited
values used for synergy identification. Synergistic
activity rates depend not only on the existing methods
but also on the isolates to be tested. Combinations
of antibiotics with green tea extracts recommended
by earlier in-vitro studies can be empirically used
to treat S.
multiple drug resistance. However, isolates with high

aureus infections in patients with

resistance or susceptibility to an antimicrobial agent
may alter synergistic activity. Paramount importance
of synergy testing is to determine the activity of a
potential combination against strains isolated from
a patient. In addition, in vitro studies do not always
represent actual in vivo interactions.

ETHICS COMITTEE APPROVAL

In conclusion, the results of present study
indicated that ciprofloxacin is a common antibacterial
agent used to treat infections caused by MRSA strains.
Green tea has reportedly good antibacterial activity
against numerous microorganisms with a synergistic
effect in combination with antibiotics. Rates of
resistance in MRSAs vary, and therefore, researchers
focus on developing new treatment protocols,
new antibiotics, and new combination therapies.
Antimicrobial drug combinations are used to achieve
a broad spectrum, to prevent the development
of resistant isolates, to minimize toxicity, and to
increase the synergistic effect between two drugs.
Green tea extract alone and in combination with
antibiotics (green tea extract + ciprofloxacin) has a
synergetic effect in the treatment of MRSA infections
and may also help to reduce potential ciprofloxacin-
related side effects. Further research should be
performed on more strains and different antibiotic

combinations for the treatment of MRSA infections.

*The study was approved by the Atatiirk University Faculty of Medicine Clinical Research Ethics Committee (Date: 08.12.2016

and Number: Meeting number 7 and decision Number 10).
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SARS-CoV-2 pozitif saghk calisanlarinin gercek zamanh PCR
dongii esik degeri, klinik ve epidemiyolojik ozelliklerinin
degerlendirilmesi

Glil BAYRAM' (ID), Harun GULBUDAK? (ID), Aslihan BEKCi2 (ID), Seda TEZCAN ULGER? (D),
Giilgin YAPICE (D), Goniil ASLANZ
OZET ABSTRACT

Amag: Saglik calisanlari, yeni tip koronaviris
hastaligi (COVID-19) pandemisi siirecinde SARS-CoV-
2’den en fazla etkilenen meslek grubudur. Saglik
calisanlarinin  SARS-CoV-2 ile enfekte olmasi, diger
saglik calisanlan, hastalar ve aileleri icin enfeksiyon
riski olusturmaktadir. RT-qPCR yontemi ile ornekteki
viral yik Olcusii dongli esik degeri “cycle threshold
(Ct)” olarak saptanmaktadir. RT-qPCR Ct degerinin,
enfeksiyonun siddeti iliskili
olabilecegi bildirilmistir. Bu calismada SARS-CoV-2 RT-

gPCR testi pozitif bulunan saglik calisanlarinda sosyo-

ve bulastiriciigr ile

demografik faktorler, COVID-19 semptomlarn ve Ct

degeri arasindaki iliskilerin incelenmesi amaglanmistir.

Yontem: Calismaya SARS-CoV-2 RT-gPCR testi
pozitif bulunan 300 saglik calisani dahil edilmistir. SARS-
CoV-2 RT-gPCR testi, nazofarengeal ve orofarengeal
Bio-speedy SARS-CoV-2 RT-
gPCR (Bioeksen, Tirkiye) kiti ile yapilmistir. Saglik

striintli  orneklerinden

calisanlarinin RT-qPCR Ct degeri sonuclar dusik, orta
ve yiiksek olarak siniflandinlarak viral yayilim riski ve

sosyo-demografik ozellikleri degerlendirilmistir.

Objective: During the new coronavirus infectious
disease (COVID-19) pandemic, healthcare workers are
the occupational group most affected by SARS-CoV-2.
Infection of healthcare workers with SARS-CoV-2 poses a
potential risk of infection for other healthcare workers,
patients and their families. The viral load measure in
the sample is determined as the cycle threshold (Ct)
with the RT-qPCR method. It has been reported that the
RT-gPCR Ct value may be related to the severity and
potential contagiousness of the infection. In this study, it
was aimed to evaluate the relationships between socio-
demographic factors, COVID-19 symptoms and Ct value
in SARS-CoV-2 RT-gPCR positive healthcare workers.

Methods: In this study, 300 healthcare workers with
positive SARS-CoV-2 RT-gPCR test were included. SARS-
CoV-2 RT-gPCR test was performed from nasopharyngeal
and oropharyngeal swab samples with Bio-speedy
SARS-CoV-2 RT-gqPCR (Bioeksen, Turkey) kit. The RT-
qPCR Ct value results of healthcare staff patients were
classified as low, medium and high, socio-demographic

characteristics and the risk of viral spread was evaluated.
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edilen 300

calisaninda en az bir semptom gosterenlerin orani

Bulgular: Calismaya dahil saglik
%88,3 (n=265)’tlr ve en sik goriilen semptomlar kas-
eklem agnst %39,7, halsizlik %33 ve bogaz agrisi
%30,7 olarak saptanmistir. RT-gPCR Ct degeri medyani
23,17 (19,3-29,4) olarak tespit edilmistir ve saglik
%59’unda Ct degeri (<24,0)

bulunmustur. Ayrica idari birimlerde calisan personelin

calisanlarinin dusuk
Ct degeri COVID-19 poliklinik, servis ve yogun bakim
unitesinde calisanlardan daha dustuk bulunmustur
(p=0,020). Atesi olanlar ve COVID-19 semptom (ates,
oksurik, solunum sikintisi) grubundan en az birine
sahip olanlarin olmayanlara gore Ct degeri daha diisiik
saptanmistir (sirasiyla p=0,008, p=0,019). Olas1 bulas
kaynag1 degerlendirildiginde; saglik calisanlarinin
%22’sine hasta bakimi sirasinda, %21’ine diger saglik
calisanlarindan ve %23,3’une hastane dis1 bir kaynaktan

bulastigr belirlenmistir.

Sonug: Elde ettigimiz bulgular saglik calisanlarinda
gorulen SARS-CoV-2 bulasinin buyik bir bolimunin
hastane igerisinde gerceklestigini ancak hastane disi
temaslarda daha fazla viral yikke maruz kalindigim
gostermistir. Ayrica hastalar ile fazla temasi olmayan
idari ve teknik personelin de potansiyel bulas kaynagi
olabilecegi goriilmustiir. Bu durum, saglik personelinde
bulas riskini azaltmak icin Kisisel Koruyucu Ekipman
(KKE) kullamm kurallarina uyulmasi gerektigini ve
klinik disinda calisan personelin de is arkadaslariyla
temaslar1 sirasinda maske ve mesafe kurallarina
uymasi gerektigini yeniden ortaya koymustur. Saglik
calisanlarinda ates, Oksuriik, solunum sikintis1 ve
halsizlik belirtilerinden herhangi birisinin varliginda
Ct degerinin daha dusiik (viral yikiin daha yiksek)
oldugu belirlenmistir. Bu belirtilerin varliginda saglik
calisanlarina PCR testi yapilmasi ve test sonucu
cikincaya kadar gerekli izolasyon onlemlerinin alinmasi

bulas olasiligim azaltacaktir.

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

calisanlar, viral yik, esik degeri (Ct)

Turk Hij Den Biyol Derg

Results: The rate of those who showed at least one
symptom among the 300 health personnel included
in the study was 88.3% (n=265) and the most common
symptoms were muscle-joint pain 39.7%, fatigue 33%
and sore throat 30.7%. The median RT-gPCR Ct value
was determined as 23.17(19.3-29.4) and Ct value was
found to be low (<24.0) in 59% of healthcare personnel.
In addition, the Ct value of the personnel working in the
administrative units was found to be lower than those
working in the COVID-19 polyclinic, service and intensive
care unit (p=0.020). Those who had fever and at least
one of the COVID-19 symptom (fever, cough, respiratory
distress) group had a lower Ct value than those who did
not (p=0.008, p=0.019, respectively). When the possible
source of transmission was evaluated, it was determined
that 22% of the health personnel were infected during
patient care, 21% from other health personnel and 23.3%

from non-hospital sources.

Conclusion: Our results have shown that most of
the SARS-CoV-2 transmission seen in healthcare workers
occurs within the hospital, but more viral load is
exposed in out-of-hospital contacts. In addition, it has
been observed that administrative personnel who do not
have contact with patients can be a potential source
of transmission. This situation has reaffirmed that
Personal Protective Equipment (PPE) usage rules should
be followed in order to reduce the risk of transmission
in healthcare personnel and that personnel working
outside the clinic should follow the mask and distance
rules during their contact with their colleagues.lt was
determined that the Ct value was lower (higher viral
load) in the presence of any of the symptoms of fever,
cough, respiratory distress and fatigue in healthcare
workers. In the presence of these symptoms, PCR testing
of healthcare workers and taking necessary isolation
measures until the test result is obtained will reduce

the possibility of transmission.

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

workers, viral load, cycle threshold (Ct)



GIRIS

Aralik 2019°’da Cin’de ortaya cikan ve bitin
diinyaya yayilarak pandemiye neden olan koronaviriis
hastalig1-2019  (COVID-19)’un
siddetli akut solunum sendromu koronaviris-2 (SARS-

enfeksiyon etkeni
CoV-2) virusu pozitif polariteli, helikal kapsidli ve tek
sarmalli bir RNA virusudur (1). SARS-CoV-2 ile enfekte
hastalar COVID-19’u asemptomatik gecirebildigi gibi,
hafif semptomatikten yogun bakim tedavisi gerektiren
ciddi enfeksiyona kadar degisen genis bir prognoz
COVID-19 hastaliginda
hipertansiyon, diyabet,

araligi gostermektedir (2).
ileri yas, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kronik bobrek yetmezligi, kronik akciger
hastaliklari, kanser ve obezite onemli risk faktorleri

arasinda siralanmaktadir (3).

Cin’de deniz lrlinleri pazarindan ciktig1 distiniilen
COVID-19 hastaligi icin ilk risk altindaki meslek
grubu bu pazarda calisan kisiler olmustur (4). Ancak
COVID-19 pandemi siirecinde hastalarn tani, tedavi
ve takibinde rol oynayan saglik calisanlar1 SARS-CoV-
2’den en fazla etkilenen meslek grubu olmustur (4,5).
Diinya genelinde SARS-CoV-2 yayilimin1 onlemek ve
hastaliga yakalanma riskini azaltmak icin normal
popilasyona izolasyon ve karantina onlemeleri
calismaya devam
etmistir (5). Bunun sonucunda COVID-19 vakalarinin
%14-35’inin  saglik
COVID-19 riskinin topluma gore 12 kat daha fazla
oldugu raporlanmistir (6,7). Ulkemizde, 140.000’in
Uzerinde saglik calisaminin enfekte oldugu ve 391

uygulanirken saglik personeli

calisanlarinda  goriildigli  ve

saglik calisaninin hayatin1 kaybettigi bildirilmistir
(8). Saglik calisanlarinin SARS-CoV-2 ile enfekte
olmas1 diger saglik calisanlari, hastalar ve aileleri
icin enfeksiyon riski olusturmaktadir (9-11). Ancak
saglik calisanlarinda ev ici bulas ya da nozokomiyal
bulas ile ilgili yapilan calisma sayis1 simirlidir (9,10,12-
14). SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tani, tarama ve
surveyansinda kullanilan standart yontem ters
transkripsiyonlu (RT) gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qPCR)’dur (15). RT-qPCR yontemi ile

ornekteki viral ylk olciisii dongl esik degeri “cycle

threshold (Ct)” olarak saptanir ve viral yuk ile ters
orantiidir. Ct degeri ne kadar diisiikse ornekteki
viral RNA miktarn o kadar yiiksektir (16). RT-gPCR Ct
degerinin, enfeksiyonun siddeti ve bulastiriciigi ile
iliskili olabilecegi bildirilmistir (17). Bu nedenle SARS-
CoV-2 pozitifliginde Ct degerlerinin yorumlanmasi da
onemlidir. SARS-CoV-2 pozitif saglik calisanlarinda
RT-gPCR Ct degeri sonuclarinin takip edilmesi viral
yayiiminin  kontroliinde onemli parametrelerden
biridir. SARS-CoV-2 RT-qPCR testi
pozitif bulunan saglik calisanlarinda sosyo-demografik
COVID-19
arasindaki iliskilerin incelenmesi amaclanmistir.

Bu calismada,

faktorler, semptomlart ve Ct degeri

GEREC ve YONTEM

Bu calisma icin T.C. Saglik Bakanligi Saglik
Midrligi Calisma
Platformu’ndan izin alinmis (Tarih: 21.03.2021 ve
Gonilil  Aslan-2021-03-19T21_48_31) ve
Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Hizmetleri  Genel Bilimsel

Karar No:

onay1 ile gerceklestirilmistir (Tarih:28.04.2021 ve
Karar No: 2021/345).

Bu calismada, 14 Nisan 2020-31 Mart 2021
tarihleri arasinda Mersin Universitesi Hastanesi
COVID-19 SARS-CoV-2  RT-gPCR

testi pozitif bulunan 378 saglik calisaninin verileri

laboratuvarinda
degerlendirilmistir. Klinik bilgilerine ulasilamayan
(72 kisi) ve tekrarlayan sonuclar (6 kisi) dislanarak,
caisma 300
gerceklestirilmistir. SARS-CoV-2 PCR test sonuclan
hastane bilgi sisteminden elde edilmistir. Saglik
(vas,
cinsiyet, medeni durum, kronik hastalik varlig,

saglik  calisaninin  verileriyle

calisanlarinin  sosyo-demografik ozellikleri
sigara icme, evde yasadig1 kisi sayisi), meslegi,
hastalandiklan sirada calistiklar birim, tanit kondugu
andaki semptomlari, hastaligi kendilerine bulastiran
olas1 kaynak, evde kendisi disinda COVID-19 hastas1
veya semptomu olan kisi bilgileri hasta dosyalarindan
yararlamlmistir.
SARS-CoV-2  bulas
belirlenmesi zordur. Bu nedenle calismada, hasta

kaynaginin  kesin  olarak
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olan saglik calisanlarinin beyan dikkate alinarak

olas1 kaynak degerlendirmesi yapilmistir. Buna
gore; COVID-19 inkiubasyon siiresi ortalama 5-6 giin
kabul edilerek, saglik calisaninin PCR testi pozitif
bulundugu tarihten 6nceki alt1 giin icerisinde temasta
bulundugu kisiler ve bu kisilerin arasinda COVID-19
tespit edilme durumu dikkate alinarak olas1 kaynak
arastirmasi yapilmistir.

SARS-CoV-2 RT-gPCR testi, viral transport besiyeri
(VTM) veya viral nukleik asit tamponu (VNAT) iceren
tiplere alinan nazofarengeal ve orofarengeal
suriinti  orneklerinden Bio-speedy SARS-CoV-2 RT-
gPCR (Bioeksen, Turkiye) kiti ile Qiagen Rotor-Gene
Q5plex real time PCR cihazinda yapilmistir. RT-qPCR
Ct degeri sonuclan disiik, orta ve yiiksek viral yik
olarak gruplandinlmistir. Buna gore Ct degeri <24
olan hastalar yliksek viral yiik, 24 ile < 30,9 arasinda
olanlar orta viral yiik, 31-38 arasinda olanlar ise duisiik
viral yuk grubu olarak simflandintmistir (18,19).

Calismada, hastalarin semptomlarn ile Ct
degerleri arasindaki iliski her semptom icin tek tek
ve semptomlar gruplandinlarak degerlendirilmistir.
Gruplarda belirtilen semptomlardan en az birinin
olmas1 bu grupta yer almasini belirlemistir. Semptom
gruplari; Ust solunum yolu belirtileri (burun akintisi,
bogaz agrisi ve konjonktivit), alt solunum yolu
belirtileri (oksurik, solunum sikintis1, gogiis agrisi),
gastrointestinal sistem belirtileri (karin agrisi, bulanti,
kusma, ishal), kas-eklem belirtileri (kas-eklem agrisi,
bas agrisi, halsizlik), COVID-19 semptom grubu (ates,
oOkstriik, nefes darligi; COVID-19 vaka tanimindaki en

onemli u¢ belirti) olarak siniflandinlmistir (20, 21).

istatistik Analiz

Siurekli degiskenlerin normal dagiim uygunlugu
Kolmogorov-Simirnov testi ile degerlendirilmistir.
Verilerin 6zetlenmesinde siirekli degiskenler icin
ortalamazstandart sapma (ort+SS), medyan, %25
ve %75 persentil degerleri (Q1 ve Q3), kategorik
degiskenler icin say1 ve ylizde kullanilmistir. Normal
dagiima uyan degiskenlerin karsilastirmalarinda
bagimsiz gruplarda Student-t testi, ikiden fazla

grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda tek yonlu
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varyans analizi (ANOVA) ve Post Hoc test olarak
Tukey testi uygulanmistir. Normal dagilima uymayan
degiskenlerin analizinde iki grup arasindaki farkin
onemliliginin degerlendirilmesinde, Mann-Whitney U
testi yapilmistir. iki siirekli degisken arasindaki iliski
Spearman korelasyon testi ile degerlendirilmistir.
Kategorik degiskenlerin analizi icin Ki-Kare testi
kullamlmistir. istatistik anlamlilik siirt p=0,05 olarak
kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 300 saglik calisaninin %54,3
(n=163)’u kadin, %59,7 (n=157)’si evli olup medyan
yas 31.0 (26.0-40.0) yil bulunmustur. Calisanlardan
%15,4 (n=39)’Unun kronik bir hastaligi olup %17,8
(n=42)’i sigara icmektedir. Saglik calisani ile ayn evi
paylasan medyan kisi sayist 2,0 (1,0-3,0) ve SARS-
CoV-2 PCR testi pozitif bulundugunda aynm evde
yasadigi ve COVID-19 tanisi alan ya da semptomu olan
medyan kisi sayis1 0,0 (0,0-1,0) olarak saptanmistir.
Calismaya dahil edilen saglik calisanlarinin %34,3
%24,7 (n=74)’si
temizlik personeli, %17,0 (n=51)’si doktor olarak

(n=103)’4 hemsire, destek ve
belirlenmistir. Saglik calisanlarinin SARS-CoV-2 testi
%22,4 (n=67)’Unin dahili
birimlerde, %20,3 (n=61)’lUnln cerrahi birimlerde

pozitif bulundugunda

ve %16,0 (n=48)’sinin cocuk saglig1 ve hastaliklan
birimlerinde calistig1 belirlenmistir (Tablo 1).

Calisma siiresi icerisinde bes saglik calisanimin iki
kez SARS-CoV-2 ile enfekte oldugu belirlenmis ve her
iki enfeksiyon sirasinda da semptomlari oldugu tespit
edilmistir. Bu bes saglik calisaninin hemsire oldugu ve
COVID-19 tespit edildigi sirada birinin acilde, birinin
anestezi ve reanimasyonda, birinin norolojide,
birinin kardiyolojide ve digerinin primer enfeksiyon
serviste, kez enfekte
ise  COVID-19 polikliniginde calistigi
saptanmistir. Reenfeksiyon goriilen calisanlarda iki

sirasinda cerrahi ikinci

oldugunda

enfeksiyon arasindaki en kisa siire 15 hafta, en uzun
sure 45 hafta olarak belirlenmistir. Bu grubun primer
enfeksiyon doneminde tespit edilen ortalama Ct



Tablo 1. SARS-CoV-2 pozitif saglik personellerinin 6zellikleri

Cinsiyet (n=300) n (%)
Kadin 163 (54,3)
Erkek 137 (45,7)
Medeni durum (n=263)

Evli 157 (59,7)
Bekar 106 (40,3)
Kronik hastalik (n=254)

Var 39 (15,4)
Yok 215 (84,6)
Sigara icme durumu (n=236)

Evet 42 (17,8)
Hayir 194 (82,2)
Meslek (n=300)

Doktor ve intern doktor 51 (17,0)
Hemsire 103 (34,3)
Destek ve temizlik personeli 74 (24,7)
Saglik teknisyeni 19 (6,3)
Tibbi sekreter 23 (7,7)
idari ve teknik gorevli 30 (10,0)
Hastalik tanms1 kondugunda calistig1 birim (n=300)

Dahili birimler 67 (22,4)
Cerrahi birimler 61 (20,3)
Cocuk sagligi ve hastaliklari 48 (16,0)
COVID poliklinik, servis ve yogun bakim 28 (9,3)
Acil servis 26 (8,7)
Teknik ve guivenlik birimi 22 (7,3)
Goriintileme ve laboratuvarlar 19 (6,3)
Ameliyathane ve reanimasyon 17 (5,7)
idari birimler 12 (4,0)
Toplam 300 (100)

Turk Hij Den Biyol Derg 1 7



degeri (32,41) reenfeksiyon donemine gore (22,79)
daha yuksek bulunmustur.

RT-gPCR Ct degeri medyam 23,17 (19,3-29,4)
olarak belirlenmistir. Ct degeri kategorize edilerek
gruplandinldiginda; saglik calisanlarimin =~ %59,0
(n=177)’unun Ct degeri <24,0, %26,3 (n=79)’Uniin
24,0-30,9 arasinda ve %14,7 (n=44)’sinin 31,0 olarak
saptanmistir. Ayrica %9,7 (n=29)’sinde Ct degeri >34
bulunmustur.

Calismada, saglik calisanlarinin PCR testi pozitif
bulundugu tarihten 6nce temasta bulundugu kisiler
ve bunlar arasinda COVID-19 pozitif olanlar dikkate
alinarak olasi bulas kaynagi degerlendirildiginde; %22
(n=66)’sine hasta bakimi ile iliskili olarak bulastig1,
%21(n=63)’ine hastanede beraber calistigi diger
saglik calisanindan ve %23,3 (n=70)’line hastane
dis1 bir kaynaktan bulastigi disiiniilmistir. Saglk
calisanlarinin %33,7 (n=101)’sinde ise herhangi bir
bulas kaynag1 belirlenememistir.

SARS-CoV-2 pozitif bulundugu
anda en az bir semptom gosterenlerin orani %88,3

Calismamizda,
(n=265) ve en sik gorilen semptomlar kas-eklem

agrisi, halsizlik ve bogaz agrisi (sirasiyla %39,7,
%33,0, %30,7) olarak tespit edilmistir (Sekil 1).

Semptom yok

Semptomlar ile Ct degeri karsilastinldiginda;
atesi olanlarin ve COVID-19 semptom (ates, oksuriik,
solunum sikintis1) grubundan en az birine sahip olan
calisanlarin olmayanlara gore Ct degeri istatistiksel
olarak daha dusuk saptanmistir (p=0,008, p=0,019).

Ct degeri ile saglik calisanlarinin baz1 6zellikleri
arasindaki iliski degerlendirildiginde; yas, cinsiyet,
medeni durum, kronik hastalik varligi, sigara icme
durumu, evde yasayan kisi sayisi ve evde COVID-19
tamsi alan veya semptomu olan kisi sayis1 ile Ct
degeri arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir.
Ancak saglik calisanlarinin meslegi ve COVID-19
tanis1 aldiklan sirada calistiklar birim ile Ct degeri
arasinda anlamli bir iliski oldugu saptanmistir. Saglik
teknisyenlerinin Ct degeri tibbi sekreterlere gore;
idari ve teknik personellerin Ct degeri ise tibbi
sekreterler ve hemsirelere gore anlaml olarak daha
disuk bulunmustur (p=0,001). Ayrica, idari birimlerde
calisanlarin Ct degeri COVID-19 poliklinik, servis
ve yogun bakim (nitesinde calisan personellerden
anlamli olarak daha dusiik saptanmistir (p=0,020)
(Tablo 2).

I 0 11.7

Konjonktivit == 942 (
Bulanti-kusma === 9,23
Karmn agrisy == 942 3
Solunum sikintis; = 4.0
E ishal "o o4 7
g Burun akintis) ESSSS——————— o/Q 3
£ Koku-tatalamama SE————— 0]3.7
JZ Ates IIEEEEEEEESSESSSSSS—— %022.0
By s el 025.3
Oksiiriilk T 02 8. ]
Bogaz agns) EESSSSSSSSSSSSSSSSSsSs————— 030.7
Halsizlik /e 0,33 ()

Kas-eklem agnsi

Sekil 1. Saglik personellerinde goriilen semptomlar
*Bir hastanin birden fazla semptomu bulunmaktadir.
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Tablo 2. SARS-CoV-2 pozitif saglik personellerinin sosyodemografik 6zellikleri ile Ct degeri arasindaki iliski

Ozellik Ort+SD/Medyan(Q1-Q3) p
Cinsiyet
Kadin 23,06 (19,7-28,6)
0,071
Erkek 21,5 (18,7-26,7)
Medeni durum
Evli 22,9 (19,4-28,5)
0,589
Bekar 22,6 (18,8-28,8)
Kronik hastalik
Var 22,5 (20,4-29,3)
0,275
Yok 22,7 (18,8-28,5)
Sigara icme
Evet 22,0 (18,2-31,3)
0,712
Hayir 22,9 (19,4-28,5)
Meslek
Tibbi sekreter 27,4+7,2"2
Hemsire 24,6+6,6°
Destek ve temizlik personeli 23,7+6,1
0,001
Doktor ve intern doktor 22,9+6,3
Saglik teknisyeni 20,8+3,8"
idari ve teknik gorevli 20,6+4,0%3
Calistigr birim
COVID poliklinik, servis ve yogun bakim 26,1+7,6'
Cerrahi birimler 25,1+6,9
Dahili birimler 24,0+6,4
Ameliyathane ve reanimasyon 23,7+4,9
Cocuk sagligi ve hastaliklar 23,5+6,8 0,020
Goriintuleme ve laboratuvarlar 22,5+4,2
Teknik ve giivenlik birimi 21,9+5,3
Acil servis 21,6+4,3
idari birimler 19,3+2,7"

Ort+SD=Ortalama+Standart sapma
23 :Farki olusturan gruplar
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Ct degeri (<24 olan hastalar yiiksek viral yiik, 24-
30,9 arasinda olanlar orta viral yik, 31-38 arasinda
olanlar dustuik viral yuk) siniflandirnlarak semptomlarla
iliskisi ~ degerlendirildiginde; halsizligi olanlarin
(%7,1) olmayanlara gore (%18,4), en az bir semptomu
olanlarin (%12,8) semptomu olmayanlara (%28,6)
gore disiik viral yik siklig1 daha az tespit edilmistir
(p=0,005, p=0,014). Yani halsizlik sikayeti olanlar ve
herhangi bir semptomu olanlarin viral yiikleri biiyiik
oranda orta veya yiksek olarak saptanmistir.

Olas1 SARS-CoV-2 enfeksiyon kaynagi olarak isyeri
dist (%10) ve kaynagin belirlenemedigi gruplarda
(%7,9) dusiik viral yiik sikligl, kaynag hasta (%18,7)
ve isyerindeki arkadas1 (%27,0) olan gruplara gore
daha az saptanmistir (p=0,012). Diger bir ifadeyle
olas1 SARS-CoV-2 enfeksiyon kaynagi isyeri disinda
olanlar ve kaynagi belirlenemeyenlerin viral yiikleri

buyuk oranda orta veya yuksek bulunmustur.
TARTISMA ve SONUC

COVID-19 pandemisinde, oOn safta

saglik calisanlar, enfekte olmalan halinde birlikte

calisan

calistiklart diger saglik calisanlari, hastalar ve
aileleri icin bulas riski olusturmaktadirlar (22).
Saglik calisanlarinin SARS-CoV-2 ile enfekte olmasina
neden olan risk faktorleri, COVID-19 hastalan ile
yakin temas, KKE eksikligi, uzun calisma saatleri,
yorgunluk, stres ve KKE’lerin dogru kullanilmamasi
(23, 24). COVID-19’lu
hastalarda, yiiksek viral yuk ile bulastirncilik arasinda
iliski oldugu bildirilmistir (16, 25, 26). RT-gPCR
Ct degeri, SARS-CoV-2 bulastiriciik doneminin
belirlenmesi, izolasyon ve karantina uygulamalari,

olarak siralanmaktadir

personellerin ise donus zamaninmin belirlenmesi
gibi hasta yonetiminde kullanilan parametrelerden
biridir (16, 27). Siddetli COVID-19 hastalarinda Ct
degerinin disiik oldugu bildirilmistir (16, 28). Ancak
semptomatik ve asemptomatik hastalarin Ct degeri
sonuclarinin  benzer oldugunu ve asemptomatik
kisilerin de enfeksiyonun yayilmasinda semptomatik

hastalar kadar rol oynadigin gosteren calismalar
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raporlanmistir (24,29). COVID-19 hastalarinda PCR
pozitifligi her zaman enfektif viriis varligin1 géstermez
ve bunun icin viral kiiltiir yontemlerinin kullanilmasi
gerekir (16). Yapilan calismalarda, Ct degeri ile SARS-
CoV-2 kiiltiir pozitifliginin iliskili oldugu bildirilmistir
(25). Buna gore Ct degerinin artisi ile kiiltiir pozitifligi
azalmaktadir. Yapilan bir calismada, Ct degerindeki
her birimlik artisin, kiltlir pozitiflik olasiigini %32
azalttigi bildirilmistir (26). Ct degeri 33 oldugunda
kiltir pozitifliginin %12 oldugu ve Ct degeri >35
oldugunda ise enfeksiyoz viris olasiliginin %6,9-8,3’e
distiigli raporlanmistir (19, 25, 30).

Calismamizda SARS-CoV-2 pozitif 300 saglik
calisaninin medyan Ct degeri 23,17 (19,3-29,4)
Saglik
fazlasinin (%59,0) Ct degerinin 24’iin altinda oldugu
SARS-CoV-2 pozitif
saglik calisanlarinin medyan Ct degeri 23,2 (19,9-

bulunmustur. calisanlarimin  yarsindan

belirlenmistir. Bir calismada,
25,3) bulunmus ve yatan hastalarin medyan Ct
degeri 34 (27,9-41,4) daha diisiik oldugu bildirilmistir
(24).
tanist kondugunda temasli oldugu aile bireylerinin

Bu nedenle saglik calisanlarina COVID-19

de SARS-CoV-2 enfeksiyonu acisindan taranmasi
(11, 12).
saglik calisanlarinin Ct degeri ile ayn1 evde yasayan

gerektigi  belirtilmistir Calismamizda
ve COVID-19 tamsi alan ya da semptomu olan Kkisi
bir iliski

Bunun nedeni, cogu saglik calisanin pozitif hasta

sayis1 arasinda anlamli bulunmamistir.
ile temas ettiginde ya da COVID-19 tamsi aldiginda
kendilerini aile Uyelerinden izole ederek onlarn
enfeksiyondan korudugu seklinde aciklanabilir. Ancak
Saglik Bakanligi’nin uygulamasinda temasli olan aile
bireyleri veya is arkadaslarinin izleminde temaslinin
semptomu yoksa PCR testi yapilmadigi icin gercekte
aile bireylerindeki PCR pozitif sayis1 bilinemedigi de
dikkate alinmalidir.

COVID-19 hastalarinda en sik gorulen semptomlar;
ates, dispne
bildirilmistir (31, 32). Saglik calisanlar ile yapilan

oksuruk, yorgunluk ve olarak
bir calismada ise ates ve anosmi semptomlar,
SARS-CoV-2 PCR pozitifligi ile iliskili bulunmustur

(10). Calismamizda ise saglik calisanlarinda en sik



goriilen semptomlarin kas-eklem agrisi, halsizlik,
bogaz agnsi, oksiirik, bas agrisi ve ates oldugu
saglik
semptomlan ile Ct degeri karsilastirldiginda atesi

tespit edilmistir.  Aynica, calisanlarinin

olanlarin ve COVID-19 semptom (ates, oOksuruk,
solunum sikintis1) grubundaki semptomlardan en az
birini gosterenlerin Ct degeri anlamli olarak daha
diisiik bulunmustur. Buna gore saglik calisanlarinda
gibi COVID-19
icin tanimlanan semptomlardan herhangi birisinin

ates, oksiiriik, solunum sikintisi
varliginda kiside viriis viral yiikii daha fazla olabilir
ve bu durumda saglik calisaninin cevresine daha fazla
viriis bulastirabilecegi distniilebilir. Bu sikayetleri
belirlenen SARS-CoV-2 pozitif saglik calisani ile temas
eden hastalar, is arkadaslarn ve ayni evde yasayan
kisilerin temas sekillerine gore uygun onlemlerin
alinmast hastaligin yayilmasint 6nlemede vyararli
olacaktir.

Saglik calisanlarinda, COVID-19 epidemiyolojisinin
degerlendirildigi bir calismada, klinik disinda calisan
(idari

personeli, temizlik personeli, teknik personel vd.)

personellerde personel, guvenlik, destek
SARS-CoV-2 pozitifligi klinikte calisan personellerden
(doktor, hemsire, dis hekimi, vd.) daha yiksek
(siraswyla; %26,8 ve %9,8) oranda bildirilmistir (14).
Calismamizda SARS-CoV-2 pozitif saglik calisanlarinin
mesleklerine gore dagiimi sirasiyla; hemsire,
destek ve temizlik personeli, doktor, idari ve teknik
personel, tibbi sekreter ve saglik teknisyenleri
seklindedir. Saglik calisanlarinin COVID-19 tamisi aldig
donemde genellikle dahili, cerrahi ve cocuk sagligi
ve hastaliklar1 birimlerinde calistig1 belirlenmistir.
Calismada saglik calisanlarinin meslegi ve COVID-19
tanis1 aldiklan sirada calistiklan birim ile Ct degeri
arasinda anlamli bir iliski oldugu saptanmistir.
Saglik teknisyenlerinin Ct degeri tibbi sekreterlere
gore; idari ve teknik personellerin Ct degeri ise
tibbi sekreterler ve hemsirelere gore anlamli olarak
daha dusik bulunmustur. Ayrica, idari birimlerde
calisanlarin Ct degeri COVID-19 poliklinik, servis
ve yogun bakim initesinde calisan personellerden
olarak daha disuk

anlamli saptanmistir.  Bu

durumun klinik birimlerde calisan personellerde KKE
kullaniminin klinik dis1 birimlere gore daha yaygin ve
bilincli olmasi ile ilgili oldugu distiniilmistdir.

SARS-
kaynagi

Calismamizdaki
CoV-2
degerlendirildiginde; saglik calisanlarinin yariya yakin

saglik calisanlarinda
enfeksiyonunun  olast  bulas
bir bolumunun (%43) hasta bakimi ile iliskili veya
hastanede beraber calistig1 diger saglik calisani olmak
Uzere calisma ortami kaynakli oldugu goriilmiistiir.
Ancak, olast SARS-CoV-2 enfeksiyon kaynagi isyeri
disinda olanlar ve kaynagi belirlenemeyenlerin viral
yikleri blyuk oranda orta veya yiiksek bulunmustur.
Bu durum saglik calisanlarinin hastane disinda maske,

kisiler aras1 uygun fiziksel mesafe gibi hastaliktan

korunmak icin gerekli uygulamalar vyeterince
yapmadiklarim dusuindirmektedir.
Bu calismada, saglik calisanlarinin  sosyo-

demografik ozellikleri, COVID-19 semptomlar ve Ct
degerleri arasindaki iliskiler incelenmis ve olasi bulas
kaynagr arastirilmistir. Ancak, RT-gPCR yonteminde
kullanilan reaksiyon kiti, hedeflenen gen bolgesi,
PCR cihazi, 6rnegin kalitesi gibi PCR reaksiyonunu
etkileyen faktorler Ct degerini etkilemektedir (16,
33). Ayrica saglik calisanlarinin 6rneklerinden viral
genom analizi yapilmadigi icin bulas kaynagini kesin
olarak ortaya koymak zordur.

SARS-CoV-2
calisanlarinin %59’unda Ct degeri diisiik bulunmustur.

Sonuc  olarak, pozitif  saglik
Olas1 bulas kaynagi olarak, %22’sinin hasta bakimi
ile iliskili, %21’inin hastane ici sosyal iliskiler ve
%23,3’Unlin hastane dis1 bir kaynaktan bulastig:
Elde

calisanlarinda goriilen SARS-CoV-2 bulasinin biiyiik

belirlenmistir. ettigimiz  bulgular saglik
bir bolimiiniin hastane icerisinde gerceklestigini
ancak hastane dis1 temaslarda daha fazla viral yike
maruz kalindigim gostermistir. Ayrica hastalar ile
fazla temasi olmayan idari ve teknik personellerin de
potansiyel bulas kaynagi olabilecegi goriilmustiir. Bu
durum, saglik personellerinde bulas riskini azaltmak
icin KKE kullanim kurallarina uyulmasi gerektigini ve
klinik disinda calisan personellerin de is arkadaslaryla

temaslar1 sirasinda maske ve mesafe kurallarina
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uymas1 gerektigini yeniden ortaya koymustur. Saglik
calisanlarinda ates, oOksuriik, solunum sikintisi ve
halsizlik belirtilerinden herhangi birisinin varliginda
Ct degerinin daha disiik (viral yiikiin daha yiiksek)

SARS-COV-2 POZITiF SAGLIK CALISANLARININ OZELLIKLERI

oldugu belirlenmistir. Bu belirtilerin varliginda saglik
calisanlarina PCR testi yapilmasi ve test sonucu
cikincaya kadar gerekli izolasyon onlemlerinin
alinmasi bulas olasiigini azaltacaktir.

* Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayi ile gerceklestirildi (Tarih:28.04.2021 ve Karar No:

20217345).

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemislerdir.
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Kronik hastaligi olan eriskinlerin 2015-2017 yillarn arasinda
influenzaya kars1 asilanma durumlar
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OZET

Amag: Turkiye’de kronik hastaligi olanlarda cinsiyet
ve yas grubu faktorleri de g6z oniinde bulundurularak
influenza  asis1 oranlarinmn

yapilma arastirilmasi

amaclanmistir.

Yontem: 2011 yiinda Tirkiye Kronik Hastaliklar
ve Risk Faktorleri Calismasi icin verileri toplanan
18477 kisinin, elektronik saglik kayitlarindan hastalik
bilgileri alinmistir. Eriskin asilamasinda onerilen tim
asilar arasinda, 2015-2017 yillan arasinda yeterli verisi
bulunan kisilerin; sosyodemografik ozellikler, kronik
hastalik varligi, yas ve cinsiyete gore influenza asilanma

oranlari incelenmistir.

Bulgular: Cinsiyete gore erkeklerde influenza
asilanma oran (yiizbinde 391) ile kadinlarin asilanma
bir fark

saptanmamistir. (y2 = 0,729, sd = 1, p=0,207). Yas

orani (yuzbinde 367) arasinda anlamli
grubuna gore (45-54, 55-64, 65-74 ve 75+ yas gruplan
arasinda) asilanma oranlar1 anlamli fark gostermistir.
(x2 = 183,012, sd = 3, p<0,001). En yuksek oran 65-74
yas grubundadir (ylizbinde 1525). Yasla birlikte eriskin

asilama oraninda yiikselme egilimi gozlenmistir.

ABSTRACT

Objective: In Turkey, it was aimed to investigate
the rate of influenza vaccination in patients with chronic
diseases, taking into account the factors of gender and
age group.

Methods: Disease information was obtained from the
electronic health records of 18477 people whose data
were collected for the Turkey Chronic Diseases and Risk
Factors Study in 2011. Among all vaccines recommended
in adult vaccination, for influenza vaccine with sufficient
data in 2015-2017; Influenza vaccination rates according
to sociodemographic characteristics, presence of chronic

diseases, age and gender were examined.

Results: There was no significant difference between
the influenza vaccination rate in men (391 per hundred
thousand) and the vaccination rate of women (367 per
hundred thousand) according to gender. (y2 = 0,729, sd =
1, p=0,207). Vaccination rates by (in between 45-54, 55-
64, 65-74 ve 75+) age group showed a significant difference
(x2 = 183,012, sd = 3, p<0,001). The highest rate is in the
65-74 age group (1,525 per hundred thousand). A tendency

to increase in adult vaccination rate was observed with
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NUTS bolgeleri bazinda influenza asilama oranlari
arasinda da anlamli farkliliklar oldugu gozlenmistir
(x2 = 115,832, sd = 11, p<0,001). En yiksek influenza
(ylizbinde 615)

goriilirken, en disiik asilama oraninin ise Kuzey Dogu

asilama oram Ege Bolgesi’nde
Anadolu’da (ylizbinde 57) oldugu gozlenmistir. Kronik
hastaligi olanlar arasinda influenza asilamasinin
koroner kalp hastalarinda en yiiksek (binde 207)
oldugu goriilmektedir. En az asilama oraninin (binde
94) multimorbiditesi olan hasta grubunda oldugu
gozlenmistir. Hastalik bazinda degerlendirildiginde
ise hipertansiyon tanis1 olanlarda influenza asilama
(binde 104)

goriilmistiir. Orneklemde yer alan kisilerden (n=18477)

oraninin en dusiik dizeyde oldugu
699’unun en az bir kere influenza asis1 yaptirdigi, 409
kisinin sadece 1 kere as1 yaptirdigi, 7 kisinin ise 4 kere

as1 yaptirdigi belirlenmistir.

Sonug: Uc yillik asilama hiz1 ise yiizbinde

378 Ulkemizde

asilama tartismalarinin tamamlanmas1 ve eriskin

olarak hesaplanmistir. eriskin
asilama programinin aktif desteklenmesi onem arz

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: influenza, kronik hastalik,

koroner kalp hastaligi, eriskin bagisiklama

age. It was also observed that there were significant
differences between influenza vaccination rates on the
basis of NUTS regions (x2 = 115,832, sd = 11, p<0,001).
The highest influenza vaccination rate was observed in
the Aegean Region (615 per hundred thousand), while
the lowest vaccination rate was observed in North East
Anatolia (57 per hundred thousand). Among those with
chronic diseases, influenza vaccination seems to be the
highest in coronary heart patients (207 per thousand).
It was observed that the lowest vaccination rate (94 per
thousand) was in the patient group with multimorbidity.
When evaluated on the basis of disease, it was observed
that the rate of influenza vaccination was at the lowest
level (104 per thousand) in those with a diagnosis of
hypertension. It was determined that 699 of the people
in the sample (n=18477) had influenza vaccination at
least once, 409 individuals had only one vaccination, and

7 persons had been vaccinated 4 times.

Conclusion: The three-year vaccination rate was
calculated as 378 per hundred thousand. In our country, it is
important to complete the discussions on adult vaccination

and to actively support the adult vaccination program.

Key Words: Influenza, chronic disease, coronary

heart disease, adult immunization

GIRIS

Dinya nufusu surekli artmaktadir. Nifusu
belirleyen iki onemli faktér dogumlar ve olimlerdir.
Tum olumlerde hastaliklarin rolu zaman icinde
degisir ki bu bir epidemiyolojik gecis teorisinin
ortaya ¢ikisina yol acmistir. Buna gore;

1. Oliimciil/Salgin Hastalik ve Kitlik Evresi: Bu
donem, yiiksek ve degisken olimlilik hizlan, disiik

ortalama yasam siiresi ile degisken yasam beklentisi
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(20-40 yas arasinda) ve surdurulemeyen nufus artis
donemleriyle nitelendirilir. Bu evrede yerlesik
hayat yeni bir ekolojik dengesizlik olusturarak insan
ve hayvan atiklan, kirlenen sular ve insanlar ile
hayvanlar arasinda mikroorganizmalarin tek tarafli
yada karsilikli aktarilmasina bagli olarak bulasic
hastaliklarda artisa yol acmistir (1).

2. Salgin Hastaliklarin (Pandemiler) Gerileme
Evresi: Erken modern donemde ortaya cikan bu

evre, baslica bulasici hastaliklardan kronik denilen



hastaliklara dogru hastalik oriintileri ve olim
hizlarinda bir degisimle karakterize edilmektedir.
Bu evrede olum oranlann kademeli olarak diiser;
kontrolden ¢ikmis ve cok yayilmis salgin hastaliklarin
zirveye ulasmasindan sonra dusus hizlanir, hastalik
sikligr azalir ve ortadan kaybolur. Niifus katlanarak
artmaya baslar. Teori, bulasic1 hastalikdan olumlerin
azalmas1 ile kronik ve dejeneratif hastaliklarin
artmasindan kaynaklanan degisiklige, niifusun yas
dagiiminda bir degisikligin eslik ettigini (dogusta
yasam beklentisi 30’dan 50 yila yukselmistir), bunun
da endistriyel kalkinmanin ve kentsel yasamin
olusturdugu yeni gelismeler sonucu oldugunu ileri
sirmektedir (1).

3. Dejeneratif ve insan Kaynakli Hastaliklar
Evresi: Bu evrede teori, baslica olum nedeni
olarak bulasici salgin hastaliklarin bozulmaya bagli
(dejeneratif) hastaliklarla yer degistirdigini, 6lim
ve hasta sayilarina en fazla katkiyr yapan bulasic
etmenlerin Ustesinden gelindigini sdylemektedir.
Olim oranlan diismeye devam etmis ve sonunda
nispeten disik bir diizeyde duraganlasmistir. Bu
evrede nifus artisinda dogurganlik, kritik faktor
halini almis, dogusta yasam beklentisi, 21. yiizyil
basinda 75 yasa ulasmistir (1).

Omran’in calismasina sonradan dordincu ve
besinci evre eklenmistir (2).

Kavramsal olarak epidemiyolojik gecis
teorisi, saglik ve hastalik siireclerindeki karmasik
degisime, bu iliskinin demografik, ekonomik, sosyal
belirleyicilerine ve sonuclarina odaklanir.

Pek cok iilke, sosyal degisim (Bati’da Endiistri
ile tibbi

sonrasinda ortaya ¢ikan

Devrimi) gelisme (Il. Dinya Savasi

antibiyotikler, bocek
ilaglari, saglik hizmetleri ve diger tibbi teknolojiler)
kombinasyonunun esliginde, yiiksek olumlilikten
disiik oliimliliige dogru onemli bir degisim veya
donusum yasadi. Buradaki ortak nokta, ulkelerin
hastalik tiirleri ve olum nedenleri bakimindan acik
bir degisim yasamasidir. Bu degisim, epidemiyolojik
bir gecistir. Gecis, hastalik ve olumlerin baslica
nedeni olarak neredeyse kontrolden cikmak lizere ve

cok yayilmis olan salgin bulasici hastaliklarin yerini;
doku ve organ yapilarinin bozulmasina ve strese
baglh ya da insan-kaynakli ve cevresel degisimin/
bozulmanin ardindan gelen hastaliklarin almasini
ifade eder.
Epidemiyolojik  gecis,

dinyanin  gelismis

ulkelerindeki demografik ve teknolojik gecislere

paralel gerceklesmis ve bugin az gelismis
toplumlarda da isleyen bir sirectir (2).
Epidemiyolojik  gecisin  standart  gidisine

uymayan bir diger gelisme, yeni viral ve bakteriyel
hastaliklardaki artistir. Gecmis 30-35 yil boyunca
dinyada onceden bilinmeyen ve onemli sonuclar
doguran en az 20’den fazla hastalik ortaya cikmistir:
Rotavirus, parvovirus, ebola, hanta virus, SARS,
MERS ve COVID-19 gibi
yaninda, legionella, pneumophilia, campylobacter,

viris kaynakli olanlar
helicobacter gibi bakteriyel hastaliklar sayilabilir.
Bu ylizden simdi, daha once kontrol altina alindig
dusunulen bulasici hastaliklarin yeniden belirmesi
ve bir dizi yeni hastaligin hizla ortaya cikisi ile
karakterize edilen yeni bir epidemiyolojik gecise
girildigi ileri surtilmektedir (2).

Yirminci yiizyilda diinyada egitim ve gelir
duzeyindeki yukselme, beslenme aliskanliklarinin
gibi
artmasina

degismesi, bulasic1 hastaliklarin  kontrolii

etkenler beklenen yasam siiresinin
neden olmustur. Yasli nufusun cocuk nifusa oranla
artis icinde olmasi, toplumdaki saglik sorunlarinin
cocukluk cagi hastaliklarindan yasli niifusta goriilen
bulasici olmayan hastaliklara dogru kaymasina yol
acmistir (3).

insan 6liim sebeplerinin 6nemli bir kism1 bulasic1
ve bulasici olmayan hastaliklar tarafindan ayri ayr
ya da birlikte olusturulmaktadir. Bulasic1 olmayan
hastaligi olan bireyler aym zamanda influenza ve
gribe bagli mortalite acisindan da riskli gruplardir
(4). Aym1 zamanda bulasici olmayan hastaliklar
(kalp hastaliklari, kanser, diyabet ve kronik hava
yolu hastaliklar) tum dunyadaki olumlerin yaklasik
%70’inden sorumludur (5).
tahminen

influenza, diinya capinda her vyil
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444.000-553.000 olume neden olmaktadir (6).
Bu olimlerin cogu 65 ve Ustii yas grubu ve kronik
kardiyopulmoner hastaligi olanlar arasinda meydana
gelmektedir (7).

influenza, her sene mevsimsel salginlara sebep
olmakta ve bu salginlar hem dolayli ekonomik
sonuclarla (saglik kurumlarinda artan is yiikii, hastane
yatislarindaki artislar, is ve okul gunu kayb1 vb.)
karsimiza cikmakta hem de riskli gruplarda goriilen
olimlerden belli oranlarda sorumlu tutulmaktadir.
Yeni mutasyonlarla meydana gelen pandemi ve
bazen daha agir gecen mevsimsel epidemiler toplu
oliimlere neden olabildigi icin influenza giincelligini
korumaya devam etmektedir (8).

influenzadan korunmanin en iyi yolu ve en
onemli adimi her yil influenza asis1 yaptirmaktir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), savunmasiz popiilasyon
diyebilecegimiz, diger kisilere gore gribin ciddi
saglik sonuclarinin ortaya cikmasi riski olan; hamile
bayanlar, saglik calisanlari, kronik saglik sorunu
olan kisiler (diyabet, HIV, astim, kalp veya akciger
hastaligi v.b), 65 yasin lizerindeki kisiler ve 6 aydan
5 yasina kadar cocuklara her yil influenza asisi
yaptirmalarin1 onermektedir (5, 9, 10, 11).

Asinin, influenza mevsimi baslamadan, 1-2 ay
once yapilmasi optimum fayda saglamak igin tercih
edilmelidir. Ulkelerin epidemiyolojik influenza
orlintiisine gore degismekle birlikte cogu kez
Ekim-Aralik aylar1 arasinda as1 yaptirilmasi dogru
olacaktir. hastaliktan

zamanlama Yaslilarda

korunmada as1 daha az etkili olabilirse de
hastaligin siddetini, komplikasyonlarin1 ve oliim
oranlarimi azalttig1 ortaya konmustur. Asi; ciddi
komplikasyonlar ac¢isindan yuksek risk grubunda
yer alan kisiler ile bu insanlarin bakimiyla ilgilenen
veya birlikte yasayan insanlar
onemlidir (5,12).

Yapilan bir calismada influenza mevsiminde

icin ozellikle

tim nedenlere bagh olimlere karsi as1 etkililigi
%4,6 bulunmustur (%95 GA: %0,7-%8,3). Asilama,
65-79 vyaslarinda (%5,3) daha buyuk vyaslara
(%3,9) gore daha etkili goriinmektedir. Ek olarak,
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asinin diger nedenlerden kaynaklanan o&limlere
(%0,1) gore kardiyovaskiiler ve solunum nedenli
olimlerde (%8,5) daha etkili oldugu goriilmektedir
(13).

influenza asisi, influenza hastaligim, doktor
ziyaretlerini ve influenza nedeniyle kaybedilen is ve
okul guinlerini azaltmanin yani sira influenza ile ilgili
hastaneye yatislar onleyebilir (7, 12, 14).

influenza asisi, olimleri azaltmanmin yaninda,
olimcul olabilecek kardiyak olaylarnn azaltmada
da etkili oldugu, akut miyokard infarktiisiine karsi
%19 ile %45 arasinda koruyucu oldugu gosterilmistir
(15,16,17).

Yuksek
ile kardiyovaskiiler sonuclar arasindaki birlikteligi

riskli hastalarda influenza asilamasi

inceleyen bir metaanalizde influenza asisinin
kullanimi, daha disuk major kardiyovaskiler olay
riski ile iliskilendirilmistir. En blyuk tedavi etkisi,
daha aktif koroner hastaligi olan en yiksek riskli
hastalarda gorulmustur (18).

Amerika Birlesik Devletleri’nde bir orneklemde
19 yas ve uzeri yetiskinlerde 2017-2018 influenza
sezonunda yer alan 21.675 kisiden 9970’ine (%46,1)
influenza asis1 yapildigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda
yuksek riskli olarak tamimlanan kisilerin ise %60’1na
influenza asis1 yapilmistir (19).

influenza asilama oranlar incelendiginde Cin’de
40 yas ve uzeri bireylerde yapilan bir calismada
tum yas gruplarinda influenza asilama oran1 %2,4
(GA %95;1,4-3,3) iken, 40-59 yas arasinda %1,7 (GA
%95;1,2-2,2) ve 60 yas ve Ustiinde ise %3,8 (GA %95;
1,6-5,9) oldugu belirlenmistir (20).

Polonya’da yapilan baska bir calismada ise genel
popilasyonda vyaptirilan influenza asis1 kapsama
oraninin ¢ok diisiik (%3,4) oldugu ve yiiksek riskli
hastalar arasindaki kapsama orani hakkinda cok az
sey bilindigi belirtilmistir (21).

Bircok Avrupa (lkesindeki bagisiklama ise
olmasi gerekenin altinda (yaslilarda %45,5; saglik
calisanlarinda %24; kronik tibbi rahatsizliklar1 olan
hastalarda %49,8; hamile kadinlarda medyan %23,6)

kalmaktadir (22).



Bu calismayla Tirkiye’de kronik hastaligi olan
bireylerde, cinsiyet ve yas grubuna gore influenza asisi
ile asilanma oranlarinin tespit edilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

2011
ve Risk Faktorleri

Bu calismada, yiinda Tirkiye Kronik
Calismasi

verileri toplanan 18.477 kisi esas alinmis ve ayni

Hastaliklar icin
kisilere ait 2011-2018 yillar1 arasindaki elektronik
saglik kayitlarindan hastalik bilgileri toplanilarak
kullanilmistir.

Saglik Bakanlig1 veri tabaninda Dagitik SQL
Sorgulama Motoru “Impala” kullanilarak 2011-2018
yillarn arasinda eriskin asilamada oOnerilen tim
asilarin (ATC kodlarina gore hemofilus influenza,
influenza, pnomokok,  meningokok, tetanoz,
hepatit B ve varisella asis1) yapilip yapilmadig
sorgulanmis, 2015-2017 yillan arasinda influenza
asisi icin analiz yapilabilecek diizeyde veri bulunmus
ve hesaplamalar sadece influenza asilama verileri
kullanilarak yapilmistir.

Orneklemde yer alan kisilerin;

. 2015-2017 yillarinda koroner kalp hastalig
(120-125), inme (160-169), kanser (C00-C97),
hipertansiyon (110-115) ve diyabet (E10-E14) tanisina
gore influenza as1 yapilma orani incelenmistir.

. 15-24 yas grubundan baslanarak 75 yas
ustiine kadar 10’arli dilimler halinde yas gruplamasi
yapilmistir.

. Cinsiyet faktoru ve as1 etkilesimi de
incelenmistir.

. Mezun olunan en Ust diizeye gére 6grenim
diizeyleri gruplandintmistir.

. Arastirmada nifusu 20.000’in altinda olan
yerler kir, 20.000 ve ilizerinde niifusu olan yerler ise
kent olarak secilip ikamet edilen bolge tanimlamasi
yapilmistir.

. TUIK tarafindan il kodlan

Turkiye'yi 12 istatistiksel bolgeye ayiran NUTS1

kullanilarak

bolgeleri tammlanmistir. NUTS1 (istatistiki Bolge

Birimleri Siniflamasi)’e gore Turkiye 12 bolgeye
aynlmistir (TUIK, 2016). Bunlar, Istanbul (1), Bati
Marmara (2), Ege (3), Dogu Marmara (4), Bati Anadolu
(5), Akdeniz (6), Orta Anadolu (7), Bat1 Karadeniz
(8), Dogu Karadeniz (9), Kuzeydogu Anadolu (10),
Orta Kuzey Anadolu (11) ve Giiney Dogu Anadolu
(12)’dur.

. Egitim bilgisine erisilemeyen 58 kisi ile kir
kent tanim1 bulunmayan 295 kisi hesaplamalara dahil
edilmemistir. Sosyodemografik analizde tekil kisi
sayist kullanilmis olup, kisilerin 2015-2017 araliginda
en az bir kere as1 yapilmis olma durumu uzerinden
hesaplama yapilmistir.

. Saglik
verileri temin edilmistir. Bu veriler ORACLE 10g

Bakanligi’ndan eriskin  asilama
veri tabaninda eslestirilerek kisilerin hangi asilar
ne siklikla yaptirmis oldugu tespit edilerek Kkisi
bazli asilama listeleri olusturulmustur. Ayni giin
ve aynm ay gibi yakin tarihlerde aym as1 adina
rastlandigr goriilmis, giincel olan as1 bilgisi esas
alinarak verinin tekillestirilmesi saglanmis, ayrintili
sorgu hazirlanarak kisisel verilere bireysel bazda
erismeden ve veriler anonimlestirilerek analiz icin
tarafimiza iletilmistir.

. SPSS programinda veriler icin her bir

degiskenin en kiclik ve en biylik degerleri
saptanarak uc deger belirlenmis ve tanimlayici
Calismada 2015-2017

kalp hastaligi,

istatistikleri incelenmistir.

yillar itibariyla koroner inme,
hipertansiyon, kanser, diyabet ve olum sayilan ile
2015-2017 tarihleri arasinda yapilmis asilar ve bazi
sosyal belirleyicilerle iliskisi (cinsiyet, yas, egitim
NUTS-1

incelenmistir. Tek degiskenli analizlerde ki-kare

dizeyi, ikamet edilen bolge, Bolgeleri)
testi kullanilmis, %95 gliven araligi ve p degeri <0,05
anlamli olarak degerlendirilmistir. Tim analizler
SPSS 17.0 bilgisayar istatistik programi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

No’lu

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi’nin onayi

Bu calisma, Ankara Sehir Hastanesi 1

alinarak yapilmistir (Tarih: 09.12.2020 ve Karar No:
E1-20-1377).
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BULGULAR

Sosyodemografik ozelliklere gore eriskin influenza
asilamasi

Orneklemde yer alan kisilerin (n=18.477) 2015-
2017 tarihleri arasindaki influenza asilama verileri

Tablo 1. influenza asis1 yapilma sayisi (n), 2015-2017

incelendiginde 699 kisinin en az bir kere influenza asis
yaptirdigr tespit edilmistir.

Bu durumda analize konu 18.477 Kkisi icinden
17.778’inin hic as1 yaptirmamis oldugu gozlemlenmistir.
Kalan 699 kisi ise uc y1l icinde en az bir kere, toplamda
ise 1079 kez influenza asis1 yaptirmistir (Tablo 1).

As1 Tekrarlama Sayisi As1 Yapilan Kisi Sayis1 (n) Toplam Yapilan As1 Sayisi
1 409 409
2 207 414
3 76 228
4 7 28
Toplam 699 1079

Erkeklerin influenza asilama orani (ylizbinde 391)
ile kadinlarin influenza asilama oram (yuzbinde 367)
arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir (Tablo 2).

Orneklemin tamam incelendiginde, yas grubuna
farklitiklar
gozlenmistir. En yuksek asilama oram 65-74 vyas
grubundadir (yiizbinde 1525) (Tablo 2). Yasla birlikte
eriskin asilama oramnin yiikselme seyri izledigi

bagli eriskin asilama oranlarindaki

gozlenmistir. Uc yilik asilama hizi ise yiizbinde 378
olarak hesaplanmistir.

NUTS bolgeleri bazinda influenza asilama oranlar
arasinda da onemli farkliliklar oldugu gozlenmistir
(p<0,001). En yuksek influenza asilama oram Ege’de
(yizbinde 615)
oraninin ise Kuzey Dogu Anadolu’da (yiizbinde 57)

gorilmustur. En dusik asilama
oldugu gozlenmistir (Tablo 2).

Egitim durumunun yiikselmesiyle birlikte 6zellikle
egitim durumu yiiksek (lise ve Universite mezunu )
olanlarin asilama oranlarinin disuk olmasi onemli
bir nokta olup iizerinde calisilmasina ihtiyac oldugu
gorilmektedir (Tablo 2).

Bu calisma Tirkiye inflienza

geneli icin
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acisindan bir ilk olup inflienza asilama durumunun
llkemiz genelinde degerlendirilmesinde ciddi katki
saglayacaktir.

Kronik hastalik varligi, cinsiyet ve yas grubuna
gore influenza asilama oranlan
Orneklemdeki 11.610 kiside secilmis kronik

hastaliklardan (koroner kalp hastaligi, inme,
kanser, diyabet, hipertansiyon) hicbirinin olmadig
gézlemlenmistir. Orneklemde 6867 kiside en az bir
secilmis kronik hastalik varligi belirlenmistir (Tablo
3).

Hastalik gruplan incelendiginde, kisilerin farkli
asilama oranlarina sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo
4). Her kronik hastalik ayr1 ayr degerlendirildiginde
influenza asilamasinin koroner kalp hastalarinda en
yiiksek oranda (binde 207) oldugu goriilmektedir.

Hastalik
Hipertansiyon tamsi olan bireylerde ise influenza
(binde 104)

gerceklestigi gorilmistir. Bununla birlikte en diisiik

bazinda degerlendirildiginde,

asilama oramnin dusuk duzeyde

asilama oraninin (binde 94) multimorbiditesi olan
hasta grubunda oldugu gézlenmistir (Tablo 4).



- | |
Tablo 2. Sosyodemografik ozelliklere ve yerlesim yerine gore influenza asilama oranlari, (ytizbinde), 2015-2017
Risk Altindaki Kisi influenza Asilama Oran1 p
Say1 Say1 Yiizbinde (Min-Max)
Cinsiyet n=18.477
Erkek 8748 342 391 (350 - 432) 0,207
Kadin 9729 357 367 (330 - 404)
Yas Grubu n=18.477
15-24 3563 9 25 (9 - 42)
25-34 3791 9 24 (8 - 39)
35-44 3562 52 146 (107 - 185)
45-54 3191 119 373 (307 - 439) <0,001
55-64 2277 229 1006 (882 - 1129)
65-74 1279 195 1525 (1328 - 1722)
75+ 814 86 1057 (845 - 1268)
Ogrenim durumu n=18.419
Okuryazar Degil 2083 104 499 (406 - 593)
Okuryazar 976 67 686 (528 - 845)
ilkokul 7371 359 487 (438 - 536)
<0,001
Ortaokul 2999 52 173 (127 - 220)
Lise 3351 65 194 (147 - 241)
Universite 1639 49 299 (217 - 381)
NUTS 1 Bolgeleri n=18.477
istanbul 2635 68 258 (198 - 319)
Bati Marmara 970 57 588 (440 - 736)
Ege 3107 191 615 (530 - 699)
Dogu Marmara 1964 82 418 (329 - 506)
Bat1 Anadolu 1376 57 414 (309 - 520)
Akdeniz 2641 111 420 (344 - 497)
<0,001
Orta Anadolu 1172 28 239 (151 - 326)
Bat1 Karadeniz 1435 42 293 (205 - 380)
Dogu Karadeniz 712 23 323 (193 - 453)
Kuzeydogu Anadolu 525 3 57 (0 - 122)
Ortadogu Anadolu 577 11 191 (79 - 302)
Giineydogu Anadolu 1363 26 191 (118 - 263)
Yerlesim yeri n=18.182
Kirsal 5895 207 351 (304 - 398) 0,107
Kent 12.287 479 390 (356 - 424)
Uc yilik asilama hizi 18.477 699 378 (351 - 406)
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Tablo 3. Secilmis kronik hastalik varlig1 ve kronik hastaligi olan kisi sayis1 (n)

Hastalik say1si (n) Kisi say1s1 (n)
0 11610
1 4231
2 1966
3 614
4 56
Genel Toplam 18477

Tablo 4. Kronik hastalik tanisi olan bireyler icinde influenza asilama orani (binde), 2015-2017

<0,001

Hasta Kisi Sayis1 (n) Asilanan Kisi Sayis1 (n) Asilama orani (binde) (Min-Max) p
KKH 1122 232 207 (187 - 231)
inme 439 49 112 (101 - 161)
Kanser 381 49 129 (128 - 198)
HT 4864 507 104 (118 - 136)
DM 1714 273 159 (165 - 199)
Multimorbidite 6277 590 94 (109 - 124)

Orneklemde yer alan bireylerin birden fazla
olabilecegi
birbirinden bagimsiz ele alinmas1 miimkiin olamadigi
icin cok gozlu ki-kare analizi veya post-hoc analizi

kronik  hastaligi ve degiskenlerin

yapilamamistir.

influenza asilamasi cinsiyet acisindan
incelendiginde; orneklem genelinde influenza asis
yapilma oranlarinin cinsiyete gore anlamli olarak
degismedigi goriilmistiir. Ancak orneklem en az bir
kronik hastaligi olan bireyler icin daraltildiginda
influenza asis1 yapilma oraninin hastalik sayisina ve
cinsiyete gore farklklar gosterdigi gozlenmistir. En
az bir kronik hastaligi olan kisilerde 2015-2017 yillar
arasinda erkeklerin kadinlardan 1,25 kat daha fazla
influenza asis1 yaptirdigi gozlenmistir.

Orneklemde en az bir kronik hastaligi olan

kisilerden influenza asis1 yaptirmis olanlar 10’lu yas
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gruplart halinde incelenmistir. En az bir kronik hastalig
olan kisilerin influenza asis1 yaptirma oranlarinin yasa
gore farklilastig, asilama oraninin 55-64 yas grubuna
kadar yiikselmeye devam ettigi, 65 yasindan itibaren
de oranin diislise gectigi gozlenmistir (Sekil 1).
influenza asilama sayilar bakimindan analize konu
3 yil incelendiginde; daha onceki yillardan giiniimiize
dogru gelindikce bagisiklamanin da toplum genelinde
arttig1 tespit edilmistir (Sekil 2).
bu 3 il
projeksiyon yapildiginda her yil ortalama 194 kisiye
daha as1 yapildigr tespit edilmistir. 3 yillik periyod
incelendiginde her yil asi yaptiran kisi sayisinin

Verileri incelenen baz alinarak

arttig1, her ne kadar diizenli bir artis gozlemlenmese
de bir onceki yila kiyasla yaklasik 200 kisinin (194,5
ortalama) daha asi yaptiranlar arasina katildigi
gozlenmistir.
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TARTISMA ve SONUC

insan bagisiklamas1 cocukluk ve eriskin dénem

olarak temelde iki donemde yapilmaktadir.
Cocukluk donemi bagisiklama uygulamalar cesitli
toplumlarda yuzyillardir yapilmaktadir. Ancak eriskin
bagisiklamasi cocukluk donemindeki kadar cesitlilik
arz etmemektedir.

Tarihsel olarak, influenza asilama programlar
esas olarak yuksek gelirli Ulkelerde uygulanmistir.
Ancak son yillarda bazi orta gelirli uUlkeler influenza
asilama programlarini baslatmis olup disuk ve orta
gelirli ilkelerdeki politika yapicilar yeni influenza
asilama programlarinin nasil uygulanacagin giderek
daha fazla degerlendirmektedirler (5).

Bu calismada Tiirkiye’de kronik hastaligi olan
bireylerde, cinsiyet ve yas grubuna gore influenza
asis1 yapilma oranlar incelendiginde cinsiyete gore
asilama oraninda fark olmadigi, en yiiksek asilanma
oranlarinin  65-74 yas grubunda (yuzbinde 1525)
oldugu ve vyasla birlikte eriskin asilama oraninda
yiikselme egilimi oldugu gozlenmistir. Bu asilama
oranlar1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerine gore
oldukca dusuktir (12, 19).

influenza genellikle bir ila iki hafta icinde tedavisiz
iyilesmekle beraber, cok kucuk yastakiler, yasllar
ve altta yatan kronik hastaligi olanlarda hastane
yatislarinda artisa ve olime neden olmaktadir.
influenza as1s1, mevsimsel salgin sirasinda hastane
yatislarin1 ve olum oranlarini azaltmaktadir (23, 24).

Daha onceki yillarda yapilan calismalarda,
influenza asisinin influenza ve sekonder pnomoni
(25), (KOAH)

(26) ve akut astim ataklar (27) dahil olmak Uzere

kronik obstriiktif akciger hastaligi

solunum yolu hastaliklarinda onemli bir azalma
ile iliskili oldugu gosterilirken, son yillarda ise
influenza asisinin inme (28), akut koroner sendrom
(ACS) (29), kalp yetmezligi ve miyokard enfarktiisii
gibi kardiyovaskiler hastaliklar icin onemli bir risk
azalmasiyla baglantili oldugu gosterilmistir (28).
influenza  asisinin

etkililigine  (influenza

hastaligina bagli hastaneye yatis ve olimlere etkisi)
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dair calismalar 25 yil oncesinden gunimize kadar
gelmekte ve influenza asisinin, 65 yas ve Ustu kisilerin
bakiminin vazgecilmez bir parcasi oldugu, yillik
influenza as1 uygulamasinin 6nemi, tum hekimlerin ve
halk sagligi kuruluslarimin dikkat etmesi gerektigini
hatirlatmaktadir (23, 24, 30).

2018 yilinda yapilan bir analizde Amerika’da 65
yas ustu bireylerin %68,8’inin asilama programina
dahil oldugu bildirilmistir (19). Amerika Birlesik
Devletleri’nde 2010 yilinda influenza asilama orani
%40’tan az iken 2018 yilinda %46,1’e yukselmistir
(19).

Calismamizda da en yuksek asilama orani 65-
74 yas grubunda (ylizbinde 1525) oldugu, yasla
birlikte eriskin asilama oraminin yiikselme egilimi
gosterdigi, yillik influenza asilama artis oranin %1
oldugu belirlenmistir. Ulkemizde 2014-2015 influenza
sezonunda yapilan diger bir calismada influenza asisi
kapsama oraninin %4,2 (%95 GA: 3,5 ila 5,0) oldugu,
bu oranin da influenza yukinu kontrol etmek icin
yeterli olmadig ifade edilmistir (31).

Calismamizda influenza asilamasinin koroner kalp
hastalarinda en yiiksek oranda (binde 207) oldugu
gorulmektedir. Ayn1 zamanda gruptaki birey sayisinin
yuksek olmasi nedeniyle en az asilama oraninin (binde
94) multimorbiditesi olan hasta grubunda oldugu
gozlenmistir. Hastalik bazinda degerlendirildiginde
ise hipertansiyon tamsi olan bireylerde influenza
(binde 104)
hipertansiyon

asilama orammin dusuk dizeyde

gerceklestigi  gorilmistir.  Bunun,

tamsinin  toplumda cok yaygin gorulmesi ve
asilamanin ayni oranda yaygin olmamasina bagl
oldugu diistinilmektedir.

Bircok iilkede eriskin bagisiklama stratejilerinin
ozellikle saglikli cocuklarin asilanma programiyla
Oysa ABD’de

bagisiklama stratejileri eyaletler arasinda daha iyi

uyumlastinlmadigr  goriilmektedir.
standartlastinlmistir ve as1 kapsami ortalama olarak
Avrupa Birligi Ulkelerinde bildirilenlerden daha
yuksektir (22).

Amerikan Kardiyoloji Dernegi ve Diinya Kalp
Vakfi tarafindan yapilan bir calismada etkili asilama



konusu ele alinmis, influenza asilama kararinda %50-
90 doktorlarin kararinin, %10-50 oraninda hastalarin
kararinin etkili oldugu belirtilmistir (32). Doktorlarin
kararlarinda bilgi eksikligi, glivensizlik/kayitsizlik
ve kacirilmis firsatlarin olumsuz etkisinin oldugu,
devamli tip egitimi, giincel kilavuzlar ve koruyucu
stratejilere uygun tavirlarin da olumlu katkisinin
oldugu ifade edilmistir. Hastalarin kararlarinda yalan
haberler, asi karsit1 gruplar, tereddiit ve giivensizligin
olumsuz etkisinin oldugu; basit ve diriist kampanyalar
ve giivenilir bilgilendirmenin ise olumlu etkisi oldugu
belirtilmektedir. Ayn1 zamanda egitim, gelir durumu
ve asiya erisim sorunlan sireci olumsuz etkilerken,
Ucretsiz asilama, dizenli as1 takvimi onerileri ve
epidemiyolojik calismalarin ise olumlu etkiledigine
dikkat cekilmistir (32).

influenza asisinin kapsayiciigim artirmak  icin
kronik hastalik yonetimi ve as1 stratejilerinin
entegrasyonunun ¢ok onemli oldugunu ongorebiliriz.
Bunahalk sagligiyetkilileri ve saglik calisanlarinin yillik
influenza asilanmasinin tesviki ve hedef gruplardaki
kisilere mevsimsel influenza asisinin Onerilmesinin
dahil

konusunda yapilandinlmis iletisim kampanyalarinin

saglanmasini edebiliriz. Ayrica influenza
siirecte etkili olacagi da ongoriilebilir. Ozellikle
saglik calisanlan ve riskli gruplara yonelik influenza
as1 temini icin yeterli ve surdurilebilir bir finansman
kaynaginin olusturulmasi da yiiksek asilama oranlarina
ulasmak icin onemli faktorler arasinda yer alir (32).

Grip asist olan diger saglik calisanlarinin yanm
sira hekimin kisisel deneyimi de hastalara yonelik
gelecekteki tavsiyelerde belirleyici bir faktor olarak
gorinmektedir. Asisiz hastalarda ‘kacinlan firsatlar’
incelendiginde, ana neden olarak tibbi ziyaretler
sirasinda tavsiye edilmemesi oldugu tespit edilmistir.
Baska bir deyisle, doktorlar olumlu bir tutuma sahip
oldugunda ve asiy1 onerdiginde, bagisiklama oran
onemli olcude artmakta ve farkli serilerdeki vakalarin
%50 ila %93’ arasinda etkili bir asilama saglamaktadir
(33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40).

Uzman doktorlar birincil onleme mudahalelerini
gerceklestirme konusunda isteksiz olabilirler (40).

Etkili asilamadaki diger bir biiyiik sinirlama, hastalarin
ilgili
ozellikleriicerir (41, 42, 43). Ast kararinda yalpalamay1

psikolojik yonleriyle karmasik davranissal
belirleyen davranissal yonleri analiz eden yaklasik

500 makale bulunmaktadir. Davramissal yonler

incelendiginde; kisinin halinden memnun olmasi
(ornek: hasta olma, ciddi komplikasyonlar gosterme
riskinin dusuk algilanmasi veya hasta olmama oraninin
yiksek algilanmasi), as1 uygulamasinin kisiye kilfet
getirmesi (0z-etkililik, maliyet, davranmssal yonler),
astya giiven eksikligi (cevreye glivensizlik gibi yonler,
etkinlik, olumsuz etkiler, yetkililerle baglanti ve
belirtilerle ilgili psikolojik yonler, olumsuz mitlerin
daha fazla kabul edilmesi) ve aswyla ilgili farkli
durumlan hesaplama (bireysel ve sosyal risk-fayda
orani) olarak gruplandintmistir (43).

Tirkiye’de c¢ocukluk cagr

icin 13 antijenli

genisletilmis  bagisiklama  program  basariyla
uygulanmaktadir. Ulkemizde asi uygulamasi 6zellikle
cocukluk déneminde bir program dahilinde devam
etmekte ve belirli saglik kurum ve calisanlar ilgili
hedef gruplarin asilanmasi icin bir gorev cercevesinde
calismaktadirlar (44). Ulkemizde cocukluk donemi
asilama oranlann son on yildir %90’larin lizerinde
seyrederken eriskin asilama (Hemofilus influenza b,
influenza b, pnomokok, meningokok, tetanoz, hepatit
B ve varisella asis1) oranlarinin bu denli diisiik olmasi,
uzerinde calisilmas1 gerekli olan bir alandir (45).
Eriskin asilamasi icin Ulke genelinde yapilandirnlmis
bir uygulama yoktur ve cocukluk cagi bagisiklama
programindaki basarinin eriskin asilamaya heniiz
yansimadigi goriilmektedir.

Bircok influenza arastirmasinda prospektif
olarak as1 olan ve olmayan gruplar icin influenza
enfeksiyonuna bagli hastane yatislari, kalp yetmezligi
veya KOAH gibi hastaliklar acisindan enfeksiyondan
hastaneye yatis ve olumlerin gerceklesme durumu
incelenmistir. Calismamizda ise orneklemde yer
alan kisilerde bulasic1 olmayan hastalik varligi ile as
olma durumu arasindaki iliski retrospsektif olarak
incelenmis olup as1 sonrasi enfeksiyon gelismesine

yonelik bir bulgu mevcut degildir.
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Sonu¢ olarak; influenza asisinin  etkililiginin

izlenmesi, asilama stratejilerini  belirlemenin
anahtarnidir. Bircok calismada influenza asilamasinin
olumlu etkilerine dair deliller yer almaktadr.
Ulkemizde influenza icin 6zellikle risk grubunda yer
alan ve bulasici olmayan hastaligi olan bireylerin
dahil

asilama oranlarinin artirilmasina ihtiyac oldugu

etkin asilama  programlarina edilerek
belirlenmistir. Eriskin asilamaya yonelik calismalar

bir taraftan bilimsel deliller 1s181nda siirdiiriiliirken,

ETiK KURUL ONAYI

diger taraftanda eriskin asilama programinin aktif
desteklenmesi onem arz etmektedir.

Ulkemizde bebek ve cocukluk déneminde yapilan
bagisiklama programina benzer sekilde eriskinlere
yonelik bir bagisiklama programi iizerinde calisilarak
ozellikle risk grubunda yer alan kisilerde uygulanmasi
ve bunun icin saglik calisanlarinin gorevlendirilmesi
izerinde kamu ve ilgili diger kurum ve kuruluslarca
bir calisma yapilmasina ihtiyac oldugu goriilmektedir.

* Bu calisma, Ankara Sehir Hastanesi 1 Nolu Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi’nmin onayi ile gerceklestirildi

(Tarih:09.12.2020 ve Karar No: E1-20-1377).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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ABSTRACT

Objective: Artificial neural networks (ANNs) are
computer systems that are inspired by the biological
neural networks that make up mammalian brains. An
ANN is built from a network of linked units or nodes
known as artificial neurons, which are roughly modeled
after the neurons in the human brain. Each link, like
synapses in a human brain, has the ability to send a
signal to other neurons. The connections are referred
to as edges. Neurons and edges usually have a weight
that changes as learning progresses. The weight changes
the intensity of the signal at a connection. Artificial
neural networks have found applications in a wide range
of fields due to their capacity to recreate and simulate
nonlinear phenomena. System identification and control,
medical diagnostics, data mining, visualization, machine
translation, distinguishing highly invasive cancer cell
lines from less invasive lines using simply cell shape

information, and many more domains are examples

OZET

Amacg: Yapay sinir aglar1 (YSA), memeli beyinlerini
olusturan biyolojik sinir aglarindan esinlenen bilgi islem
sistemleridir. Bir YSA, biyolojik bir beyindeki noronlar
kabaca modelleyen, yapay noronlar adiverilen baglantili
birimler veya diigiimler koleksiyonuna dayanir. Her
baglanti, biyolojik bir beyindeki sinapslar gibi, diger
noronlara bir sinyal iletebilir. Baglantilara kenar denir.
Noronlar ve kenarlar tipik olarak 6grenme ilerledikce
ayarlanan bir agirliga sahiptir. Agirlik, bir baglantidaki
sinyalin glicinii artirir veya azaltir. Dogrusal olmayan
sirecleri yeniden iuretme ve modelleme yetenekleri
nedeniyle yapay sinir aglan, bircok disiplinde
uygulama bulmustur. Uygulama alanlar arasinda sistem
tamimlama ve kontrol, tibbi teshis, veri madenciligi,
gorsellestirme, makine cevirisi, yalnizca hicre sekli
bilgilerini kullanarak yiiksek diizeyde istilaci kanser
hiicre dizilerini daha az istilaci hiicre dizilerinden ayirt

etmek ve diger bircok alan yer alir. Bu ¢alismada, yogun
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of application areas. In this study, ANN analysis was
utilized by us to forecast the total cost of therapy or
the prognosis of severe COVID-19 the patients in the
intensive care unit (ICU).

Methods:

other biochemical parameters that affect the staying

The parameters such as ages, and the

periods (days) of COVID-19 infected patients in ICU were
evaluated by using an ANN analysis. For this a computer
program, Pythia®, was used to develop ANN models. Real

data was used for that selected patients in this study.

Results: The real data obtained from the ICU
and gave to the computer as initial parameters. The
computer program gave 15 neurons for the first level,
one neurons for the second level as the most suitable
model for the prediction (SSD = 0.000995). This program
predicts a total cost 144.930,94 Turkish Lira (27.300 USD)
where the real cost 142.234,06 Turkish Lira (26.792 USD)
for the real patient in 2019. This relation was found to
be good to predict the possible affected parameters on
staying times.

Conclusion: The ANN model developed and released
in this research does not necessitate any experimental
parameters. Besides, ANN has the ability to deliver
helpful and exact prediction or information regarding
the expense of COVID-19 patients in ICU.

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

neural network, treatment, cost

bakim {initesi (YBU)’nde COVID-19 hastasimin toplam
tedavi maliyetini veya prognozunu tahmin etmek icin

ANN’den yararlanmasi amaclanmistir.

Yontem: COVID-19 ile enfekte agir hastalarin
YBU’de kalis siirelerini (giin) etkileyen yas gibi
parametreler ve diger biyokimyasal parametreler YSA
analizi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu calismada,
bir bilgisayar programi olan Pythia® YSA modellerini

gelistirmek icin secilen hastalara ait veriler kullandik.

Bulgular: YBU’den elde edilen ve baslangic
parametreleri olarak bilgisayara verilen gercek veriler
elde edilmistir. Bilgisayar programi tahmin icin en
uygun model olarak birinci seviye icin 15 noron, ikinci
seviye icin bir noron vermistir (SSD = 0,000995). Bu
program, gercek hasta icin 2019 yilindaki gercek
maliyeti 142.234,06 TL iken toplam maliyeti 144.930,94
TL olarak tahmin edilmistir. Bu iliskinin, kalis siireleri
Uzerindeki olas1 etkilenen parametreleri tahmin
etmede iyi oldugu gorilmistir.

Sonug¢: Bu calismada, gelistirilen ve yayinlanan
YSA  modeli deneysel
gerektirmemektedir. Ayrica YSA, YBU’deki COVID-19

hastalarinin masraflariyla ilgili yararli ve kesin tahmin

herhangi  bir parametre

veya bilgi saglama yetenegine sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Covid-19, yogun bakim {initesi,

yapay sinir agi, tedavi, maliyet

INTRODUCTION

ANN models and many other models developed for
prediction using artificial intelligence are becoming
widespread and increasingly used in medical and
pharmaceutical research to predict the nonlinear
correlation between causal factors and response
variables (1, 2). ANN is a computer algorithm inspired
by biological systems and their working methodology.
It is designed to learn from data in a way similar to
the brain’s learning processes. The vast majority of
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ANNs are multidimensional, nonlinear information
processing systems (3, 4). ANNs are data-analysis
machines made up of hundreds of independent
artificial neurons. Artificial neurons are connected
together by coefficients (weights), which create the
neural structure, and are organized in layers, which
include the input layer, the output layer, and hidden
layers in between. Neural networks learn by finding
patterns and discovering correlations in data, and
they are taught with appropriate learning instances
through experience (5).



The purpose of this study is to calculate the
costs of severe patients hospitalized in the isolated
intensive care unit with the diagnosis of COVID-19,
using artificial neural networks in the most realistic
way and to make forward-looking cost-analytical
estimates based on this.

Having input, hidden and output processes similar
to those in biological neural systems, and because
of their ability to reproduce and model nonlinear
processes, ANN have found applications in many
scientific fields such as to diagnose several types of
cancers and to distinguish highly invasive cancer cell
lines from less invasive lines using only cell shape
information. ANN is also used successfully in electronic
aviation fields system identification and control such
as vehicle control, trajectory prediction, process
control, natural resource management, quantum
chemistry, general game playing, pattern recognition
such as radar systems, face identification, signal
classification, 3D reconstruction, object recognition
and more, sensor data analysis, sequence recognition
such as gesture, speech, handwritten and printed
text recognition, medical diagnosis, finance, data
mining, visualization, machine translation, social
network filtering and e-mail spam filtering. Besides,
ANNs have been used to accelerate reliability analysis
of infrastructures subject to natural disasters and to
predict foundation settlements (6).

In this study, we preferred Pythia® as a suitable
ANN model to estimate the total cost for the
treatment of COVID-19 patients in the University
Hospital Intensive Care Unit (ICU).

MATERIAL and METHOD

Data collection and processing

Initial data was obtained from hospital data sources
by retrospective searches. After data collection,
all values were entered into the Excel program. All
parameters were accepted as inputs and total cost
of the treatments for each patient were entered
as output. The computer program Pythia® accepts

copy/paste from Excel columns. After copying inputs
and the output, the future function of the Pythia
program called “Evolutionary optimisation” was
chosen and program ran. Finally, the program gave
the best neural network model indicating the number
of neurons at layer by considering the least sum of
squares of the deviations from the real data. The
program was trained to use a given neural model for
the real data. After the training program was ready
for predictions. These predicted values were finally

compared with the real data.

Development of ANN

The input layer neurons obtain data and the
output neurons produce the ANN’s response. The
parameters affecting the duration of stay (days) of
COVID-19 infected patients in ICU were evaluated by
using an ANN analysis. ANN models were developed
using selected input parameters (age, co-morbidities,
length of stay in ICU, cost of treatment per patient
and the other biochemical parameters) determined
after accepting them in ICU. A computer program,
Pythia®, was used to develop ANN models (The Neural
Network Designer version 1.0-Runtime Software LLC;
Carson City, NV) (7). The software provided the best
configurations and number of neurons at each level
for predicting the total cost of the treatment of the
COVID-19 patients. The superior fit was 16 neurons. A
total of 19 inputs were used and the average SSD (sum
of squared deviations) was calculated as 0.000995
after training. The best network model was developed
using the optimizer and the ANN that achieved the
lowest square deviations.

In this study, the most suitable ANN models were
computed and developed for prediction of total cost
of the treatment of 201 COVID-19 patients treated
in ICU. The computer program run-Pythia®-uses back
propagation networks to achieve the best model.
The parameters of network (weights) were initially
set to random values. During the training phase,
the actual outputs compared with the desired (real)
outputs and the error value propagated back toward
the input of the network. A special feature of the
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program called evolutionary optimizer automatically
generates suitable networks and it is able to find the
best one for given set of data. The program achieves
the best network structure based upon lowest square
deviations.

The study protocol was permitted by Biruni
University Faculty of Medicine Ethics Committee
(Date: 29.07.2020 and Number: 2020/42-05). The
study was completed according to the mandates of
the Helsinki.

RESULTS
The real data was obtained from the hospital unit

and entered to the computer as initial parameters.
The computer program gave 15 neurons where 19

INPUTS l}EVEL'I LEVEL 2 LEVEL3

M, 3 €.

inputs were used for the first level and one neuron
for the second level as the most suitable model for
the prediction. The average SSD was calculated as
0.000995 after training. The predicted treatment
cost of patients is given in Figure 1.

The network output was plotted against two input
descriptors to generate a functional dependency
surface but this returned highly complex responses
between the input variables yet there was no clear
and easy-to-understand correlation. However, the
real data and the predicted values were in the scope
of predictability. As an example, program predicted
a total cost of 144.930,94 Turkish Lira (27.300 USD)
where the real cost was 142.234,06 Turkish Lira
(26.792 USD) for the patients in 2019 (Figure 2).

ouUTPUT

—
o o % l

o
]

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

DISCUSSION and CONCLUSION

The used computer program Pythia uses back
propagation networks to achieve the best model
(1, 3). The parameters of network (weights) were
initially set to random values. During the training
phase, the actual outputs were compared with
the desired
propagated back toward the input of the network.

(real) outputs and the error value

A special feature of the program called evolutionary
optimizer automatically generates suitable networks
and it is able to find the best one for given set of
data.
structure based upon lowest square deviations (8).

The program achieves the best network

The ANN calculations have two phases. Initial
phase referred as “training phase” and the final phase
called “reproduction phase”. When training phase is
completed, the network and each neuron get the exact
value for fermi function and during the reproduction
phase parameters are set and remain unchanged.
In back propagation networks, each neuron has one

output and as many inputs as neurons in the previous
level. Each network input is connected to every neuron
in the first level. Each neuron output is connected to
every neuron in the next level. The network’s output
is the output of the last level neurons. The network is
processed from left to right in the given model (9). The
ANN findings showed that the computer program made
predictions successfully and the correlation between
parameters were found to be complex (10). These
complex correlations were defined successfully by ANN
and estimations were conducted rapidly after system
training. The interpretation of the effects of each
descriptor parameter is difficult since the model is
multivariate and nonlinear. However, some insight into
the degree of nonlinear behaviour of the descriptors
has been assessed with a functional dependence to
understand the relationships. The value of the input
variables varied through a range, whereas some
others were almost constant (11). It is also possible
to predict a total cost for a hypothetical patient for
whom the input parameters are known. In a study in
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which Kulkarni A, et al. (12) evaluated the prolonged
hospitalization periods of patients hospitalized in the
coronary intensive care unit after angiography, it was
shown that the longer the poor prognostic indicators
increased, the longer the hospitalization periods get.

In recent years, parametric prediction studies
have increased in clinical sciences using artificial
neural networks to determine the accuracy of
diagnosis and the prognosis of critically ill patients
(13-18).
networks can reflect cost-effectiveness analyzes in

Prediction studies using artificial neural

clinical sciences. It is especially important to be able
to predict the actual cost of the medical treatment
prior to the decision for especially physicians, hospital
management and also for medical authorities. Beside
that, the medical decision makers and doctors should
also be aware of the actual costs before application
of the therapy. These personnel should also be aware
of what biomedical parameters can actually make
the condition of the aforementioned patient worse.
These biochemical markers or parameters are also
predictive for the patient’s medical conditions
subsequently. This study may be the first study which
searches for a relationship between biochemistry
and the patient’s conditions and finally predicts
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the total cost of the future therapy. This beneficial
prediction may help the medical personnel and
indicates what biochemical factors are important for
the rapid recovery of the Covid-19 patients and also
may give a perspective on how to reduce total costs.

In conclusion, all results of our study showed
that developed and trained ANN model is useful to
predict the total treatment cost of the patients with
COVID-19 and the correlations between parameters
were found to be complex. Despite the presence
of these complex relationships in parameters, it
is more difficult to make predictions using other
traditional methods; our estimations were found to
be rapid and feasible after easy system training and
parameter input. Besides, this illustration is good to
predict the duration of stay of COVID-19 patients in
ICUs. This is crucial since predicting the days of stay
may help health professionals to reduce the cost of
treatments. It may even be possible to order some
necessary consumables and drugs prior to treatment.
The ideology and the network or calculation method
can be easily adapted to the other subjects.
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Androctonus crassicauda antivenomunun Leiurus
abdullahbayrami venomuna karsi capraz koruyuculugunun
degerlendirilmesi

Mehmet Ali KANAT' , Derya ALTUN'
Ertugrul TURAN?

, Kiibra KILIC?
, Gokhan CENGIZ3

, Edibe Nurzen NAMLI BOZKURT'
, ilhan BOZYIGiT?

H

OZET

Amac: Akrep antivenomu hazirlanmasi, akrep
zehirinin uygun bir hayvana, cogunlukla atlara enjekte
edilmesi sonrasi uygun bir sire sonra uygulama yapilan
hayvanlarin serumundan spesifik antikorlarin elde
edilmesi gibi titizlikle gerceklestirilmesi gereken bir
surectir. Venom enjekte edilen hayvanlarda venomun
kalitesi, miktar1 ve uygulama yerine bagli olarak bircok
fizyolojik ve patolojik bulgu goriilmektedir. Androctonus
crassicauda venomu ulusal akrep antivenomu uretiminde
kullanilmaktadir. A. crassicauda Tirkiye’de Dogu ve
Giineydogu Anadolu bdlgesinde
Mardin,

abdullahbayrami

(Elazig, Diyarbakir,

Sanlwurfa, Adana, Hatay, Malatya, Mersin)

Leiurus ise Gilineydogu Anadolu
Kilis,
Mardin) siklikla gorilen turlerdir. Bu calismanin amaci,

bolgesinde (Gaziantep, Adiyaman, Sanlurfa,

A. crassicauda zehiriyle elde edilen ulusal akrep
antivenomunun; L. abdullahbayrami tirlerine karsi

etkinligini degerlendirmektir.

Yontem: Calismada, A. crassicauda venomu

ile immunize edilen atlardan elde edilen ulusal

akrep antivenomu kullanildi. A. crassicauda ve L.

ABSTRACT

Objective: The preparation of the scorpion
antivenom is a process that must be meticulously
performed, such as obtaining specific antibodies from
the serum of the injected animal after a suitable period
of time after the relevant venom has been administered
to a suitable animal, mostly horses. Many physiological
and pathological symptoms occur in the treated animal,
depending on the quality, quantity and application of
the venom injected. Androctonus crassicauda venom is
used in the production of national scorpion antivenom.
A. crassicauda is a common species in Eastern and
Southeastern Anatolia (Elazig, Diyarbakir, Sanliurfa,
Mardin, Adana, Hatay, Malatya, Mersin) and Leiurus
abdullahbayrami is a common species in Southeastern
Anatolia (Gaziantep, Adiyaman, Kilis, Sanliurfa, Mardin).
The aim of this study is that the national scorpion
antivenom obtained with A. crassicauda venom; to

evaluate its effectiveness against L. abdullahbayrami.

Methods: National scorpion antivenom obtained
from horses immunized with A. crassicauda venom was

used in the study. The venoms of A. crassicauda and L.
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abdullahbayrami turu akreplerin zehirleri elektriksel
uyari ile elde edildi. Her iki tirlin zehirleri 1 mg/
ml olacak sekilde hazirlandi. Her iki tiriin zehiri icin
farelerde letal doz 50 (LD,) degerleri belirlendi. A.
crassicauda akrep antivenomunun iki katli dilusyonlari
hazirland1 ve A. crassicauda ve L. abdullahbayrami
venomlarina karsi farelerde etkili doz 50 (ED,,) degerleri
(NU)

crassicauda antivenomunun

hesaplanarak notralizasyon Unitesi belirlendi.
Notralizasyon testi ile A.
potens degeri ve L. abdullahbayrami venomuna karsi

antivenomun c¢apraz koruyuculugu hesaplandi.

Bulgular: A. crassicauda venomunun LD, ’si 5,761
pg/fare, L. abdullahbayrami venomunun LD, ’si 5,265
pg/fare bulundu. ED,, A. crassicauda’da 0,1767
bulunurken, L. abdullahbayrami’de 0,25 tespit edildi.
A. crassicauda antivenomuna karsi potens degerleri
ise A. crassicauda ve L. abdullahbayrami icin sirasiyla

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

Sonug: Calismamiz, A. crassicauda antivenomunun
L. abdullahbayrami akrep sokmalarinda da giivenle
kullamlabilecegini gostermis olup A.  crassicauda
antivenomunun L. abdullahbayrami akrep sokmalarinin

tedavisinde kullamlabilecegini gosteren ilk calismadir.

Anahtar Kelimeler: Akrep, zehir, panzehir,

Androctonus crassicauda, Leiurus abdullahbayrami

abdullahbayrami scorpions was obtained by electrical
stimulation. The venoms of both species were prepared
at 1 mg/ml. Lethal dose 50 (LD,)) values were determined
in mice for venoms of both species. Two-fold dilutions
of A.

and the neutralization unit (NU) was determined by

crassicauda scorpion antivenom were prepared

calculating the effective dose 50 (ED,,) values in mice
against A. crassicauda and L. abdullahbayrami venoms.
Potency value of A. crassicauda antivenom and cross-
protection of antivenom against L. abdullahbayrami

venom were calculated by neutralization test.

Results: The LD, of A. crassicauda venom was
5.761 pg/mouse and the LD, of L. abdullahbayrami
venom was 5.265 pg/mouse. ED,; was found 0.1767 in
A. crassicauda and 0.25 in L. abdullahbayrami. Potency
values against A. crassicauda antivenom were obtained
as 90.5488 NU/ml and 64 NU/ml for A. crassicauda and

L. abdullahbayrami, respectively.

Conclusion: Our study showed that A. crassicauda
antivenom can also be used safely in L. abdullahbayrami
scorpion stings and our study is the first study showing
that A.
treatment of L. abdullahbayrami scorpion stings.

crassicauda antivenom can be used in the

Words:

Androctonus crassicauda, Leiurus abdullahbayrami

Key Scorpion, venom, antivenom,

GIRIS

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
(RSHMB) calisma
Turkiye’de bulunan akreplere 0zgli ulusal akrep
1942  yilinda
baslandi. Turkiye’de gorilen tum akrep sokmasi
vakalarinda ulusal akrep antivenomu kullanilmakta

Baskanlig
akrep zehiri laboratuvarinda

antivenomu  Uretimi yapilmaya

olup giiniimiizde de Serum Uretim Laboratuvarinda
ulusal akrep antivenomu uretimi devam etmektedir.
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Antijenik Androctonus

crassicauda

ozelliginden dolayr
(kara akrep) venomu ulusal akrep
kullanilmaktadir.  A.
crassicauda venomunun atlara enjekte edilmesinden

antivenomu  Uretiminde
uygun bir siire sonra uygulama yapilan hayvanlarin
serumundan spesifik antikorlarin elde edilmesi ile
antivenom elde edilmektedir. Uygulama yapilan
hayvanlarda enjekte edilen zehirin kalitesi, miktar
ve uygulama yerine bagli olarak bircok fizyolojik ve

patolojik bulgu gorilmektedir.



Sekil 1a. Androctonus

1 crassicauda (Kara akrep) HSGM
Serum Uretim Laboratuvan (Sanlurfa)

A. crassicauda’ minTiirkiye’de varligiilk kez Vachon
(1951) tarafindan saptanmistir. A. crassicauda; Orta
Asya ve Tiurkiye’de tibbi yonden en onemli turdir (1,
2). A.
sahada siddetli agr1 ve his kaybinin yani sira siddetli

crassicauda zehirinin tipik etkileri; sokulan

norolojik etkilerle birlikte hipertansiyondur. A.
crassicauda tiriinden elde edilen venom, antivenom
Uretiminde antijen olarak kullanilmaktadir (2, 3).
Uretim yoniinden monovalan karakterde iretilen
A. crassicauda kaynakli ulusal akrep antivenomu;
farkli etkili
olmasi nedeniyle de polivalan ozellik gosteren bir

akrep tirlerinin venomlarina karsi
antiserumdur (2-4). A. crassicauda’mn Turkiye’'de
daha cok Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgesinde
ozellikle Elazig (Palu), Diyarbakir, Sanliurfa (Harran-
Akcakale), Mardin, Adana, Hatay, Malatya, Mersin
illerinde bulundugu bildirilmistir (5). Tirkiye’de
gorulen Leiurus turu akrepler 2009 yilina kadar
L. quinquestriatus tirl olarak bilinmekteydi. L.
quinquestriatus, Turkiye’de ilk kez Tulga tarafindan
1959 yi1linda Adiyaman’da tespit edilmis olup tur tayini
Shulov tarafindan yapilmistir (1,2). L. quinquestriatus
tibbi
onemi oldukca fazladir. Bol miktarda kardiyotoksin

dinyanin en zehirli akreplerinden biridir,

iceren zehiri esas olarak norotoksiktir; olumler
kardiyovaskiler etkiler ve solunum disfonksiyonu
sonucudur. Ancak zehiri antijenik yonden antivenom

§eki| 1b. Leiurus abdullahbayrami (Sar akrep) HSGM Serum
Uretim Laboratuvan (Adiyaman)

tretimine elverisli degildir (2). Farelerde 0,16-0,50
mg/kg olarak bildirilen LD,, toksisite seviyeleri, bu
turun akreplerde tanimlanan en toksik zehirlerden
birine sahip oldugunu gostermektedir. Akrep
sokmalarinin klinik cercevede kardiyojenik sok ve/
veya pulmoner édem, akut kalp yetmezligi ya da
olimle sonuclandig1 bildirilmektedir. Akrep venom
toksinlerinin hipertansiyon ya da hipotansiyon,
hipotermi, tasikardi, hipersalivasyon, miyokardit,
pankreatit, hiperglisemi, hiperamilazemi, anksiyete,
norotoksisite ve koagulasyon bozukluklarina neden
oldugu bilinmektedir (6). L. quinquestriatus, ilk olarak
Ehrenberg tarafindan 1828’de A. quinquestriatus
olarak tanmimlanmistir. 1949’da Max Vachon, Leiurus’u,
(Ehrenberg,

quinquestriatus hebraeus (Birula,

L. quinquestriatus quinquestriatus
1828) ve L.
1908) alt turlerini iceren L.
1828)
tammlamistir.

quinquestriatus’tan
(Ehrenberg, olusan monotipik bir cins
Afrika’da daha c¢ok L.

quinquestriatus quinquestriatus gorulurken, Asya’da

olarak

L.  quinquestriatus hebraeus
bildirilmistir (7).
jordanensis (8), Kamerun’dan L.

populasyonlarinin
Urdin’den L.
savanicola (7),

bulundugu

Yemen’den L. nasheri (9) ve Tirkiye’den bildirilen
L. abdullahbayrami ile Leiurus cinsinin tir sayisi
bese cikmistir. Yagmur ve ark. (10), Leiurus cinsinin

bilinen tum Tirk populasyonlarin1 incelemis ve
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hepsinin yeni tur yani L. abdullahbayrami’yi temsil
ettigini saptamis, Tirkiye’de goriilen tim Leiurus
cinsi akreplerin L. abdullahbayrami tiri oldugu
kabul edilmistir. Daha sonra 2010’da Suriye’den de
L. abdullahbayrami bildirimi yapilmistir (11). L.
abdullahbayrami tiirii akrep Tirkiye’ye endemik bir
tiirdlir ve Glineydogu Anadolu bolgesinde Gaziantep,
Adiyaman, Kilis, Sanlurfa, Mardin illeri ve cevresinde
dagilim gostermektedir.

Yapilan calismalar, L.

abdullahbayrami’nin L.  quinquestriatus’tan tur
diizeyinde farkliliklar icerdigini gostermistir (10).
Bu tur ayrica Filistin, Suriye ve Kuzey Afrika’da da
bulunmustur (12). L. abdullahbayrami 2009 yilina
kadar L. quinquestriatus olarak tanimlandig icin L.
abdullahbayrami tiiru ile yapilan calismalar cok yeni
ve az sayidadir. Protein sekanslama calismalarinda
BLAST benzerlik analizi ile L.

zehrinin peptid dizilimine en yakin dizilim %98’lik

abdullahbayrami

oranla L. quinquestriatus habraeus’tan saflastirilan
Lgh6é peptidi (13).
calismada, ham akrep venomlar elektriksel uyan

olarak belirlenmistir Bircok
ile cesitli akreplerden elde edilmis ve kullanilan
antivenomlarin etkinligi Letal Doz 50 (LD,,), Etkili
Doz 50 (ED,,) degerleri hesaplanarak antivenomlarin
potensleri degerlendirilmistir (32-36).

Bu calismanin amaci, A. crassicauda zehiriyle

elde edilen ulusal antivenomunun; L.

etkinligini

akrep

abdullahbayrami  turlerine  karsi

degerlendirmektir.
GEREC ve YONTEM

Akrepler ve zehirleri

A.  crassicauda akrepleri (Sanlurfa) ve L.
abdullahbayrami akrepleri (Adiyaman) Tiurkiye’nin
Giineydogu Anadolu bdlgesinden toplanmis; Halk
Saglig (HSGM)

Laboratuvarinda beslenen akreplerdir.

Genel Mudiirlugii Serum Uretim

Akreplere
giinlilk olarak su verilmekte ve her sagimdan sonra
beslenmektedirler. Ham

cekirge ile venomun

eldesi elektrostimiilasyon sagim yontemi ile

gerceklestirilmistir. Elektrostimulator ile 20 V, 10
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Hertz’ lik elektrik akimi pens yardimi ile tutulan
akreplerin telsonuna anot ve katot uc¢ olmak uzere iki
adet elektrot kullanilarak uygulanmistir (14).
Venomun eldesi ve peptid miktarinin belirlenmesi
1,5 mUlik tip
deiyonize su ile cozilerek 4 °C’de,

icerisine toplanan venomlar
15 dakika,
14.000 rpm’de santrifuj edildi. Santrifiij sonrasinda
slipernatant kismi yeni bir tiipe alinarak sogutmali
Elde edilen
liyofilize venomlar etiketlenerek daha sonraki deney

vakum  kurutucuda kurutulmustur.
asamalarinda kullamlmak uzere -20 °C’de saklanmistir
(15). Elde edilen ham venomun venom konsantrasyonu
hesaplanmistir. Spektrofotometrik olcimler 280 nm
(A280) dalga boyunda gerceklestirilmistir (16). Venom
konsantrasyonlari 1mg/ml olacak sekilde NanoDrop
spektrofotometre ile belirlenmistir.
Antivenom

Ulusal akrep antivenomu; Uretim yoniinden
monovalan, farkli akrep turlerinin venomlarina kars
etkili olmasi nedeniyle de polivalan ozellik gosteren,
A. crassicauda zehirinin atlara enjeksiyonu ile
hazirlanan bir antiserumdur. Uygun bir siire sonra
asilanmis hayvanlarin serumundan spesifik antikorlarin
toplanmasi ile elde edilmekte; uygulama yapilan
atlarin  serumlarimin  es-volumetrik havuzlarindan
olusturulmaktadir.
Deney Hayvanlan

Letal doz 50 (LD,), Etkili doz 50 (ED,),
notralizasyon Unitesi (NU) ve potens degerlerini
belirlemek icin 18-20 g laboratuvarda yetistirilmis
disi Swiss Albino fareler kullanilmistir (17). Tum fare
deneyleri, HSGM Deney hayvanlar laboratuvarlarinda
Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi
Kilavuzu’na uygun olarak gerceklestirilmistir (4).
Deney hayvanlan %60 + 10 nem ile laboratuvar ortam
sicakliginda tutulmus ve ticari kemirgen peletleri ve
yeteri kadar su ile beslenmistir.
Letal Doz 50 (LD,,) Tayini

A. crassicauda ve L. abdullahbayrami zehirlerinin
farkli dozlan, geleneksel tekniklere ve akrep serum
monografina gore farelere intravenoz olarak enjekte

edilmistir. Enjeksiyondan 48 saat sonra olumlerin



sayis1 kaydedildi ve LD, degerleri (%50 istatistiksel
olime neden olan zehir dozu) pg/fare cinsinden
hesaplanmistir. Hesaplama islemi Spearman-Karber
metodu ile yapilmistir (17,18).
Letalite notralizasyonu

A. crassicauda ve L. abdullahbayrami venomlar
5 LD,,/0,25ml olacak sekilde test venomu (Tv)
HSGM Serum Uretim
Laboratuvan tarafindan uretilen A. crassicauda akrep

solusyonu hazirlanmistir.
antivenomunun iki katli dilisyonlar hazirlanmistir.
Farkli antivenom diliisyonlar, A. crassicauda ve
L. abdullahbayrami venomlarinin Tv solusyonlan
ile 30 dakika sureyle 37 °C’de inkibe edilmistir.
(n=6)
kuyruk veninden intravenoz (i.v.) olarak enjekte

inkiibasyondan sonra, ornekler farelere
edilmistir. Enjeksiyondan 48 saat sonra olumlerin
say1s1 kaydedilmistir. Antivenomun A. crassicauda
ve L. abdullahbayramivenomlarina karsi farelerde
Etkili Doz 50 (ED,;) degeri Reed&Muench metodu ile
hesaplanarak nétralizasyon initesi (NU) degerleri
belirlenmistir. Antivenomun potens degerleri NU/ml
cinsinden her iki akrep venomu icin hesaplanmistir
(17).
Akrep zehirlerinin jel elektroforezi (SDS-PAGE)
L. abdullahbayrami ~ venomunun  protein
profilinin belirlenmesi icin sodyum dodesil silfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilmistir
(19). Tris Tricine yurutme cozeltisi kullanmlmistir.
indirgenmemis metot ile %12 ayirma jeli, %4
yukleme jeli oranlarina sahip jeller hazirlanarak
yirlitme yapilmistir. Diisiik molekiiler agirliga sahip
kiicuk proteinlerin analizi icin de %16 ayirma jeli,
%4 yukleme jeli oranlarina sahip jeller hazirlanmis
ve hem indirgenmis hem de indirgenmemis metot
ile calisma yapilmistir. Proteinlerin molekiler
agirliklarin1 hesaplamak icin Ultra Low Range
Marker (SIGMA 1,060-26,600 Da) ve Wide Range
Marker (SIGMA 6,500- 200,00 Da) paralel olarak
calistinlmstir. SDS-PAGE calismasi oda sicakliginda
120 V’da yaklasik 2,5-3 saat yurutilerek yapilmistir.
Yuridtmenin sonunda jeller Coomassie brilliant blue

ile boyanmustir.

Etik Kurulu Onayi

Bu calisma, Saglik Bakanlig1 Tiirkiye ilac ve Tibbi
Cihaz kurumu Deney Hayvanlan Etik Kurulu’nun
onayindan sonra Biyolojik Uriinler ve Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda  yapilmistir ~ (Onay  numarasi:
E.39634851-1121844, Onay tarihi: 29.09.2021).

Bu calismada, gerceklestirilen tum islemler
Helsinki Deklarasyonu’nun (2008) etik standartlarina
uygun olarak yapilmistir. Hayvanlan ilgilendiren tiim
prosedirler, benimsenen hayvan arastirmalan etik

ilkelerine uygundur.
BULGULAR

Letal Doz 50 (LD, Tayini

A. crassicauda ve L. abdullahbayrami zehirlerinin
farkli dozlan ile LD,, degerleri sirasiyla 5,265 ug/fare
ve 5,761 pg/fare olarak hesaplanmistir.
Letalite notralizasyonu

A. crassicauda antivenomunun A. crassicauda
ve L. abdullahbayrami venomlarina kars1 farelerde
ED,, sirastyla 0,25 ve 0,1767 olarak
belirlenmistir. Spesifik notralizasyon potensi, A.
iken, L.
abdullahbayrami zehirinden 64 NU/ml bulunmustur.

degerleri
crassicauda zehirinden 90,5488 NU/ml

Bu sonug; 1 ml ulusal akrep antivenomu, 90,5488 LD,
gliclinde A. crassicauda venomunu notralize etmekte
iken, 64 LD, glicinde L. abdullahbayrami venomunu
notralize etmektedir seklinde yorumlanmaktadir.
Akrep venomlarinin jel elektroforezi (SDS-PAGE)
L. abdullahbayrami venomuna ait indirgenmemis
%12 SDS-PAGE calismasi’nda (Sekil 2) 84-66 kDa
araliginda yaklasik 70 kDa’da cok yogun olmayan bir
protein bandi gorulmustur. L. abdullahbayrami’de
asil bant yogunluklar 14,2 kDa altinda oldugu tespit
edilmistir. 70 kDa ile 14,2 kDa araliginda herhangi
bir bant goériilememistir. Diger akrep venomlarina
ait profiller protein bantlarn acisindan cok daha
zengin oldugu belirlenmistir.. L. quinquestriatus
quinquestriatus’a ait profillerde 84 kDa ile 24 kDa
araliginda dort temel protein bandi bulunmustur.

14,2 kDa ile 6,5 kDa araliginda da dusiik molekiiler
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Sekil 2. indirgenmemis %12 SDS-PAGE calismast

agirliga sahip yogun bir protein bant profili gorilistiir.
A. crassicauda’ya ait profillerde 84 kDa - 66 kDa
araliginda yogun olmayan bir bant, 55 kDa - 36 kDa
araliginda iki protein band1 ve 29 kDa - 6,5 kDa
araliginda bes yogun protein bandi belirlenmistir.

L. abdullahbayrami venomu karakteristik olarak
genis bir protein profiline sahip olmadigi ve daha
yogun olarak disik molekiiler agirlikli peptitleri
icerdigi belirlenmistir. L. abdullahbayrami ve L.
quinquestriatus quinquestriatus venomunun dusuk

Sekil 3. indirgenmemis %16 SDS-PAGE calismasi

52

Turk Hij Den Biyol Derg

ANTIVENOMLARIN CAPRAZ NOTRALIZASYONU

1-Androctonus crassicauda
2-Leiurus abdullahbayrami
3-Wide Range Marker
d-Leiurus guinguestriatus
Guirguestriarus

3-Leiurus abdullahbayrami
6-Low Range Morker

molekiiler agirlikli profillerinin ayirimini saglamak icin
%16’lik jelde hem indirgenmis hem de indirgenmemis
Tris-Tricine SDS-PAGE yontemi (Sekil 3 ve Sekil 4)
catisilmistir. L. abdullahbayramive L. quinquestriatus
quinquestriatus venomunda 14,2 kDa altinda bulunan
yogun bant profilinin peptit icerigi ayrimi net olarak
saglanamamuistir.
daha ayrnintili molekiiler, biyokimyasal ve proteomik

Bu ayrimin saglanabilmesi icin

analizlere ihtiyac duyulmaktadir.

I-dndroctonus crassicauda
2-Leiurus abdullahbarami
3-Leiurus guinguestriatus
quinguestriarus

4- Low Reange Marker

5- Wide Range Marker
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Sekil 4. indirgenmemis %16 SDS-PAGE calismasi

Deney Hayvanlarinin Klinik Gozlemi
Farelerin venom enjeksiyonundan sonra asin
uyarilma, ajitasyon, agresif davramis, gicirti ve kavga,
tasipne, konvilsiyonlar, halsizlik, felc, koma gibi
zehirlenme semptomlart sonrast 6ldiigii gozlenmistir.
Ayrica farelerde hipersalivasyon veya lakrimasyon

saptanmam1§t1 r.
TARTISMA ve SONUC

Akrep sokma vakalarinin cogunda akrep ne
gorulebilmekte ne de  tanimlanabilmektedir.
Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgesinde meydana
gelen akrep sokmalannda en cok A. crassicauda
ve L. abdullahbayrami’nin goriildigi, geri kalan

vakalara ise tammlanamayan akreplerin neden
oldugu bilinmektedir. Her iki akrep tirli de Buthidae
(10).

vakalarinin yarisindan fazlasinin Giineydogu Anadolu ve

familyasinda yer almaktadir Akrep sokma
Akdeniz bolgelerinde oldugu ve daha cok yaz aylarinda
goriildigli rapor edilmektedir (20, 21). Tum akrep
tirlerinin zehirli oldugu ve akrep sokmalarinda, kisinin
yasina, kilosuna, sokulan bolgeye ve viicuda giren doz
miktarina bagli olarak hayati tehlike olusturabilecek
bildirilmektedir.

komplikasyonlarin  gelisebilecegi

I-Wide Range Marker
2-Low Rarge Maorker
F-dndroctonus crassicauda
d-Leiurus abdullahbarami

d-Lefurus guinguestriarus
GUIRGUEeSTFTariis

Akrep sokmas1 sonucu; sokulan bolgede siddetli lokal
agrlar, yiksek ates ve kizarma, yogun terleme, agiz
suyu akintisi, karin bolgesinde kramp, hipotermi ve
hipertansiyon gibi rahatsizliklar olusabilmektedir.
Olimle sonuclanan vakalar genellikle cocuklarda ve
bagisikligi zayif yasl bireylerde goriilmektedir. Akrep
sokmalarinda ilk 24 saatteki antiserum uygulamasinin
hayati tehlikeyi biiyiik 6lclide azalttig1 bildirilmektedir
(20, 22-24). abdullahbayrami
zehirlenmesinin ozellikle cocuklarda akreple iliskili
kardiyomiyopati ve akut akciger Gdemine neden

Bir calismada, L.

olabilecegini gosterilmistir (25). Altinkaynak ve ark.
(26) Turk antivenomunun (A. crassicauda antivenomu)
Mesobuthus gibbosus tiru akrep sokma vakalarinin
%91,6’sinda  etkili oldugu
tedavisinde kullamlmasim onermislerdir. Soker ve
Haspolat (27) ise Giineydogu Anadolu’da akreple ilgili

icin  akrep sokmasi

tim vakalann %90,3’linde Tirk antivenomunun etkili
oldugunu dogrulamislardir. Giiniimiizde de ulusal akrep
antivenomu tedavide basanyla kullanilimaktadir (23,
24). Ozkan ve Alcigir (28), tavsan modelleme calismasi
ile L. abdullahbayrami ve A. crassicauda zehirlerinin
patomorfolojik bulgularini inceledikleri calismalarinda,
yeni tammlanan L.
A. crassicauda venomundan daha zehirli oldugunu

abdullahbayrami venomunun,
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ve viicut agirliklaninin daha diisiikk olmasi nedeniyle
ozellikle bebekler
ciddi  tehdit
Akrep sokmasimin ardindan tire 0zgu antivenom

icin L.  abdullahbayrami’nin

olusturabilecegini  bildirmislerdir.
ile tedavinin mimkin olmadigi durumlarda, A.
crassicauda’ya karsi kullamlan antivenom diger akrep
turlerinin sokmalar icin kullanlabilir (29). Turkiye’de
monovalan A. crassicauda antivenomu 1942’den
beri tim akrep sokmalarinda kullamlmaktadir (20).
Bu nedenle, ulusal akrep antivenomunun diger
akrep zehirlerine kars1 da etkililigi arastiriimalidir.
Akrep zehirlerinin kalitesi; akreplerin cins, tr,
cinsiyet, viicut agirligi, cografi kokeni, yap1 ve zehir
miktarina gore degiskenlik gosterebilir. Zehir ¢ikarma
prosediirleri ve LD,  belirleme yontemine bagli olarak
da toksisiteleri degiskenlik gosterebilir. Antivenom
Uretimi sirasinda zehir toksisitesi ve kalitesindeki
degiskenlik de dikkate alinmalidir (29, 30). Cesitli
lilkelerdeki potens analizleri incelendiginde en kabul
edilebilir testin standart murin letalite testi (zehirin
LD,, ve antivenomun ED, ’sinin belirlenmesi) oldugu
fark edilmistir. Bunun yamsira testin gerceklestirilme
sekli, enjekte edilen hacimler, venom/antivenom
kansimlarimin enjekte edilme yollar, LD,, degeri,
kullanmlan fare cinsi ve hayvanlarin agirliklan gibi
onemli farkliiklarin potensi etkiledigi de bildirilmistir
(29).
zehir miktann olan LD

Hayvanlarin %50’sini oldurmek icin gerekli
5 Standart bir toksin potens
oOlciisii olmasina ragmen, akrep zehirinin degiskenligi
nedeniyle yapilan calismalarda farkli gozlemlenen
bir gosterge olmustur (20, 31, 34-37). Ozkan ve
ark. (31)’min farelerde subkutan enjeksiyonla L.
abdullahbayrami  zehrinin medyan letal dozunu
(MLD) 0,19 mg/kg olarak bulduklar calismalan L.
abdullahbayrami’nin letal dozu hakkindaki ilk rapor
olmustur (31). Calismamizda A. crassicauda ve L.
abdullahbayrami LD, degerleri sirasyla 5,265 pg/fare
ve 5,761 pg/fare olarak hesaplanmistir. Calismarmizda,
LD,, ve ED,, degerleri kullanlarak A. crassicauda ve
L. abdullahbayrami zehirlerinin LD, ’sini ndtralize
etmek icin gerekli olan ulusal akrep antivenom

miktarlar1 hesaplanmistir. Sonuclanmiza gore, 1 ml
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ulusal akrep antivenomu, 90,5488 LD, giiclinde A.
crassicauda venomunu notralize etmekte iken, 64
LD,, glicinde L. abdullahbayrami venomunu nétralize
etmistir. Ozkan ve ark. (31), calismalarinda L.
abdullahbayrami venom protein icerigini 0,513 mg/
ml olarak bulmuslardir. SDS-PAGE ile 4 ile 6 kDa da
daha guclu olmak Uzere 4, 6, 31 ve 46 kDa dort farkl
protein bandi tespit etmisler. L. abdullahbayrami
akrep venomunun, elektroforetik protein modellerine
gore hem kisa hem de uzun zincirli norotoksinlere
sahip oldugunu gostermislerdir (31).

Calismamizda, L. abdullahbayrami venomuna ait
SDS-PAGE calismasinda (Sekil 2) 84-66 kDa araliginda
yaklasik 70kDa’da ¢ok yogun olmayan bir protein band1
tespit edilmistir. L. abdullahbayrami’de asil bant
yogunluklarinin 14,2 kDa altinda oldugu saptanmistir.
70 kDa ile 14,2 kDa araliginda ise herhangi bir bant
tespit edilememistir. L. abdullahbayrami venomunda
4 ila 6 kDa’lik molekiiler agirliklara karsiik gelmesi
beklenen uzun zincirli ve kisa zincirli peptit toksinleri
ayrimlanamamisti. Bu ayrimin saglanabilmesi icin
daha ayrintili molekuler, biyokimyasal ve proteomik
analizler yapilmasi gerekmektedir.
antivenomlar

Cok sayida
antivenomun

Akrep  sokmas1  tedavisinde

hala yaygin olarak kullanilmaktadir.
epidemiyolojik ve klinik calisma,
akrep sokmasi vakalarinda basariyla kullanildigim
gostermektedir (2, 20, 22-24, 31-36). Tulga (2), L.
quinquestriatus venomundan Urettigi antivenom
ile 150 g agirigindaki sicanlarda notralizasyon testi
yapmis ve 200 pl L. quinquestriatus antivenomunun,
sadece 2 MLD L. quinquestriatus venomunu notralize
ettigini, ancak 2.5 MLD A.

notralize etmedigini bulmustur. Bununla birlikte, esit

crassicauda venomunu

miktarda (0.2 ml) A. crassicauda antivenomunun, 2
MLD L. quinquestriatus venomunu nétralize ettigini
de bildirmistir. Aynica, L. quinquestriatus zehirinin
A. crassicauda zehirinden dort ila bes kat daha
toksik oldugunu vurgulamistir. Fakat antijenitesinin
distikliglinden dolay1 L. quinquestriatus venomu
antivenom uretiminde etkin kullanmlamamaktadir.

Tulga’min (2) tespitlerine gore akrep venomlarinda,



zehirlilik ile antijenite arasinda bir iliski olamayacag,
venomlarda ture ozgu ayr1 bir antijen bileseninin
varligim gerektigi

distinmenin belirtilmistir.  A.

crassicauda ve L. abdullahbayrami’ye kars1 iki
ayn spesifik monovalan antivenom elde edildikten
sonra, laboratuvar hayvanlarinda notralizasyon
deneylerinden alinan sonuclara gore, A. crassicauda
antivenomunun 2 ml’lik miktarn bes akrebin homolog
venomunu notralize edebiliyorken aymi miktarda L.
abdullahbayrami antivenomunun ancak bir akrebe
karsiik gelen homolog venomu nétralize edebildigi
gorulmustur. Bu sonucg, A. crassicauda venomunun L.
abdullahbayrami akrebinin venomuna gore daha ustun
bir antijenik nitelik tasidigin1 ortaya koymaktadir.
Bu notralizasyon deneylerine paralel olarak yapilan
capraz koruma deneylerinden alinan sonuclara gore
ise, A. crassicauda antivenomunun ayni olciler icinde
L. abdullahbayrami venomunu da nétralize ettigi,
fakat aksinin mimkiin olmadig1 tespit edilmistir.
Turkiye’nin her yerinde gilivenle kullamlabilecek
akrep antivenomunun, cok zehirli L. abdullahbayrami
venomuna karsi hazirlanmis antivenom degil, bundan
4-5 kez daha az zehirli A.

hazirlanmis  monovalan serum olabilecegi

crassicauda’ya karsi
ortaya
konulmustur (12). Tulga (3) 1964’de israil’de yapilan
calismada, A. crassicauda zehirine kars1 hazirlanan
Turk antivenomunun L. quinquestriatus zehirini
notralize edebildigini gozlemlediklerini bildirmistir.
Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan yiiriitiilen
bir calismada, Turkiye’de Refik Saydam Hifzissihha
Enstitusi’nde hazirlanan Turk antivenomunun kendi
homolog venomunu uygun seviyede nétralize ettigi
sekiz monovalan

gozlenmistir.  Birbirinden farkl

antivenom (Cezayir, Brezilya, Glney Afrika ve
Meksika gibi Ulkelerde uretilen) denenmis ve Turk
antivenomunun Cezayir’deki A. australis akrebinin
venomunu kendi antivenomundan daha etkili notralize
ettigi bulunmustur. Tiirk antivenomunun ayrica, Gliney
Avrupa ile Kuzey Afrika’da bulunan Buthus occitanusile
Guney Amerika turu olan Tityus serrulatus turlerinin
venomlarin1 da kendi antivenomlaryla esit seviyede
Turkiye’nin  Urettigi

notralize ettigi bildirilmistir.

antivenomun Kuzey Amerika akrep turleri Centruoides
sculpturatus ve C. vittatus’un venomlanyla, Gliney
Afrika akrep tiru olan Parabuthus spp.’nin venomunu
ise homolog antivenom derecesinde olmasa da, onlara
yakin bir seviyede notralize ettigi gosterilmistir (32).
DSO’niin calismasinda, Tiirkiye’de A. crassicauda’dan
uretilen antivenomun bilinen antivenomlardan daha
iyi sonug verdigi goriilmistiir (12, 32). Giinlimiizde, A.
crassicauda antivenomunun, diger akrep tiirlerinin
sokmalarina kars1 koruyuculugunu bildiren baska
(33)
calismalarinda A. crassicauda antivenomunun, hem A.

calismalar da mevcuttur. Ozkan ve ark.
crassicauda hem de M. gibbosus zehirlerini notralize
ettigini bildirmistir. A. crassicauda antivenomunun
farelerde 20 MLD (MLD’nin 20 kati) M. gibbosus
belirtmislerdir.
Ozkan ve Carhan (34), A. crassicauda antivenomunun

venomunu notralize  edebildigini
Turkiye’deki Mesobuthus eupeus akrep sokmalarinin
tedavisinde de kullamlabilecegini gostermislerdir. A.
crassicaudaantivenomununM. eupeusve A. crassicauda
akrep zehirlerine kars1 notralizasyonunu arastirdiklar
calismalarinda LD, degerlerini sirasiyla 0,18 mg/kg,
15,45 pg/kg olarak bulmuslardir. Bir ml A. crassicauda
antivenomunun farelerde 464 LD,; M. eupeus zehirini
ve 940 LD, A. crassicauda zehirini notralize ettigini
ve monovalan A. crassicauda antivenomunun, M.
eupeus akrep zehirine karsi da imminoaktiviteye
ve notralize etme kapasitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Ozkan ve ark. (35) A.

antivenomunun L. quinquestriatus zehirine etkinligini

crassicauda

arastirdiklarnn calismalarinda, farelerde 0,4 ml A.
crassicauda antivenomunun 10 MLD L. quinquestriatus
zehirini notralize ettigini gostermislerdir. Ozkan ve
Yagmur (36), ulusal akrep antivenomunun M. eupeus
eupeus, M. gibbosus akrepleri lzerindeki etkinligini
arastirdiklan calismalarinda M. eupeus eupeus, M.
gibbosus ve A. crassicauda akrep zehirleri icin sirasiyla
1,92 mg/kg (i.v.), 0,67 mg/kg (s.c.) ve 0,24 mg/kg
(s.c.) LD, degerlerini bulmuslardir. Bir ml ulusal akrep
antivenomunun farelerde 23 LD, M. e. eupeus, 32 LD,
M.gibbosus ve 42 LD, A. crassicauda zehirini notralize

ettigini tespit etmislerdir. Ulusal akrep antivenomunun
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hem spesifik zehir ile hem de Mesobuthus turi
zehirleri ile giicli bir sekilde reaksiyona girdigi
gosterilmis ve M. eupeus eupeus ve M. gibbosus akrep
sokmalann tarafindan zehirlenmelerin tedavisinde
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Akrep sokmalarinin siklikla yasandigi ilkelerde
polivalan ve monovalan karekterde akrep antiserumu
Uretimi yapilmaktadir (37,38). VACSERA polivalan
at kaynakli akrep antiserumunun Misir ve Yemen
akrepleri  Uzerindeki

etkinliginin  arastirildig

calismada, Misir kaynakli L. quinquestriatus, A.
crassicauda, A. amorexi ve A. australis turleri icin
LD,, degerleri sirasiyla 6,9, 8,3, 12,5 ve 6,94 LD,/
fare bulunurken, Yemen kaynakli L. quinquestriatus,
Buthus spp. ve A. australis turleriicin 6,4 + 6, 20,7 ve
7,0 LD,,/fare bulunmustur. L. quinquestriatus ve A.
crassicauda zehirlerinin atlara enjeksiyonu ile elde
edilen polivalan akrep antiserumunun Misir kaynakli
L. quinquestriatus, A. crassicauda, A. amorexi ve A.
australis turlerinin sirasiyla 70, 35, 45 ve 60 LD, /fare
potens degerleri ile nétralize etmede etkili oldugu
saptanmistir. Yemen kaynakli L. quinquestriatus,
Buthus spp. ve A. australis turleri icin ise 70, 20 ve
60 LD, /fare potens degerleri tespit edilmistir (37).
Farelerde L. quinquestriatus quinquestriatus akrep
zehirinin oldiricl ve patofizyolojik degisikliklerine
kars1 polivalan iki antivenomun (Suudi Arabistan ve
Misir) etkinliginin karsilastinldigi calismada, Misir
antivenomunun protein konsantrasyonunun Suudi
Arabistan antivenomunun li¢ kat1 oldugu ve her iki
antivenomun beklenen notralizasyon kapasitelerini
(60-70 LD,,) sagladiklar bildirilmistir (38).

ETiK KURUL ONAYI

Sonuc olarak; calismammz L. abdullahbayrami
zehirlenmelerine kars1 A. crassicauda antivenomunun
etkinliginin invitrove invivo gézlemlendigiilk calismadir.
Elde ettigimiz sonug, A. crassicauda antivenomunun L.
abdullahbayrami akrep sokmalarinda kullamldiginda
akrep zehirlenmesinin  dnlenmesindeki  etkinligini
gostermektedir. A. crassicauda antivenomunun klinik
yararlarim belirlemek icin diger tiir akrep sokmalan
lizerinde de calismalar yapilmalidir. A. crassicauda
antivenomunun akrep sokmalar uzerindeki etkileri
epidemiyolojik ve klinik calismalarla daha iyi tespit
edilmelidir. Calismamiz, A. crassicauda antivenomunun
L. abdullahbayrami  ile akrep sokmalannda
antivenom dozunda yapilacak ayarlama ile giivenle
kullamlabilecegini gostermistir. Tirkiye’nin bugin icin
bilinen en zehirli akrebi L. abdullahbayrami olmasina
ragmen Turkiye’de antivenom {retimi bakimindan
en uygun antijen A. crassicauda’nmin venomudur. Bu
venomla hayvanlarin bagisiklanmasi cok kolay oldugu
gibi, zehirlenmeler nedeniyle antivenom liretim hayvan
kayb1 da yok denecek kadar az olmaktadir. Ayrica A.
crassicauda akrep tiriine karst hazirlanmis antivenomun
oldukca genis bir paraspesifik etki alan oldugu ve
bu antivenomun hem Tiurkiye’nin hem de Dinya’nin
bircok bolgesinde bulunan L. abdullahbayrami akrep
sokmalarinda tam bir gilivenle uygulanabilecegi
gozlenmistir. Diger Ulkelerde goriilen A. crassicauda
ve L. abdullahbayrami tiirli akrep sokmalarina bagli
zehirlenmelerde de ulusal akrep antivenomunun
rahatlikla ve etkili bir sekilde kullamlabilecegi bu

calisma ile ilk kez ortaya konulmustur.

* Bu calisma, Saglik Bakanligi Tiirkiye ilac ve Tibbi Cihaz kurumu Deney Hayvanlar Etik Kurulu’nun onay ile gerceklestirildi

(Tarih:29.09.2021 ve Karar No: E.39634851-1121844).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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ABSTRACT

Objective: Hypoxia has an important role in the
disruption of intestinal mucosal integrity because of
inflammation and apoptosis induced by inflammatory
cytokines such as TNF-a (Tumor necrosis factor-alpha),
IL-6 and IFN-y, and apoptotic regulatory proteins.
Chloroquine (CLQ) is a drug used in the novel coronavirus
disease (COVID-19) and is widely used for the treatment
of many inflammatory diseases such as malaria and
rheumatoid arthritis. In this study, we aimed to reduce
the destructive effects of hypoxia-induced inflammation
and apoptosis in the intestinal mucosa of rats with CLQ

applications.

Methods: For this purpose, a total of 24 Wistar Albino
rats were randomly divided into three groups; Group I:
Control group (n=8), Group Il: Hypoxia (n=8) and Group
Ill: Hypoxia + CLQ (n=8). The control group was housed
in plexiglass cages to keep the oxygen levels at 10% levels
for 28 days, while the hypoxia and hypoxia+CLQ groups

were housed in a normal atmospheric environment (21%

OZET

Amag: Hipoksi, TNF-a (Tumor necrosis factor-
alpha), IL-6 ve IFN-y gibi inflamatuvar sitokinler ve
apoptotik diizenleyici proteinler tarafindan indiiklenen
apoptoz neticesinde bagirsagin mukozal butiinliguniin
bozulmasinda onemli bir role sahiptir. Klorokin (CLQ),
yeni koronaviriis hastaliginda (COVID-19) kullanilan
bir ilactir ve sitma ve romatoid artrit gibi bircok
inflamatuvar hastaligin tedavisi icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu calismada, sicanlarin bagirsak
mukozasinda hipoksi ile indiklenen inflamasyon ve
apoptoza bagli yikici etkilerin CLQ uygulamalari ile

azaltilmas1 amaglanmistir.

Yontem: Bu amacla toplam 24 adet Wistar Albino
rat rastgele U¢ gruba ayrilmistir; Grup I: Kontrol grubu
(n=8), Grup Il: Hipoksi (n=8) ve Grup lll: Hipoksi +
CLQ (n=8). Kontrol grubu normal atmosferik ortamda
(%21 0,), hipoksi ve hipoksi+CLQ gruplari oksijen
seviyelerinin 28 gun boyunca %10 seviyelerinde

tutulabilmesi icin pleksiglas kafeslerde barindirilmis
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0,), and the hypoxia+CLQ group was administered CLQ at
a dose of 50 mg/kg every day for 28 days. At the end of
the experiment, the intestinal tissues of the experimental
animals, were extracted under the anesthesia and they

were sacrificed.

Results: As a result of histopathological evaluations,
it was determined that CLQ applications showed healing
properties on the histopathological effects induced
by hypoxia in the intestine. While an increase in
TNF-a expression was observed in the hypoxia group,
a statistically significant decrease was detected in
the hypoxia+CLQ group. In addition, Bax expression
was found to be statistically significantly lower in the
hypoxia+CLQ group when compared to the hypoxia
group. On the contrary, it was observed that Bcl-2
expression was statistically significantly increased in the

hypoxia+CLQ group compared to the Hypoxia group.

Conclusion: We observed that hypoxia causes
significant damage to the intestinal mucosa and triggers
a severe inflammation that drives cells to apoptosis.
Considering the curative effects of chloroquine on the
intestinal mucosa, we suggest that this anti-inflammatory
drug has a potential to use clinically to alleviate the

deleterious effects of hypoxia in the intestine.

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

intestine

ve hipoksi+CLQ grubuna 28 giin boyunca her gin 50
mg/kg dozda CLQ uygulanmistir. Deney sonunda
anestezi altinda bagirsak dokular1 cikarilan deney

hayvanlarinin yasamlarina son verilmistir.

Bulgular: Histopatolojik degerlendirmeler
sonucunda CLQ uygulamalarinin, hipoksinin bagirsakta
indikledigi histopatolojik etkiler Ulzerinde iyilestirici
ozellikler gosterdigi belirlenmistir. Hipoksi grubunda
TNF-a ekspresyonunda artis gozlenirken, hipoksi+CLQ
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
tespit edilmistir. Ayrica hipoksi+CLQ grubunda Bax
ekspresyonunun Hipoksi grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu
belirlenmistir. Bunlarin aksine, Bcl-2 ekspresyonunun
hipoksi+CLQ grubunda hipoksi grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli derecede artmis oldugu gozlenmistir.
Sonug: Hipoksinin barsak mukozasinda onemli
bir hasara neden oldugunu ve hiicreleri apoptoza
ciddi  bir
gozlemledik. Klorokinin bagirsak mukozasi lizerindeki

suriikleyen inflamasyonu tetikledigini
iyilestirici etkileri g6z onine alindiginda, bu anti-

enflamatuar ilacin, zararl
hafifletmek

potansiyeline sahip oldugunu diisiinmekteyiz.

bagirsakta hipoksinin

etkilerini icin  klinik olarak kullamm

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, klorokuin, hipoksi,
TNF-a, bagirsak

INTRODUCTION

Hypoxia is known as a restricted oxygen (0,) in an
organism or in a situation (1). In an organism, hypoxia
means a state in which oxygen is not enough for
the tissue oxygen necessity to sustain homeostasis.
This may cause weak oxygen transportation into the
tissues both owing to lower blood quantity and lower
oxygen volume in blood. The level of hypoxia can be
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various, and it may be mild or hazardous to organisms.
It can be applied as acute, chronic or combination
of acute and chronic applications. Although some
tissues overcome the destructive effects of hypoxia
for a long time, other tissues are very sensitive even
to relatively low oxygen levels (2-4).

In addition to digestion and absorption functions,
studies have showed that the gastrointestinal tract
have many other functions such as mucosal barrier,



endocrine  and  immunomodulatory  functions.

Intestinal mucosal barrier is one of the most
substantial barrier systems of body and it includes
biological barrier, chemical barrier and immune
barrier. Thanks to collaboration of these different
barriers which have different conformation, molecular
structure and biological functions, a powerful defence
mechanism is formed against pathogenic antigens or
foreign microorganism via combined and complicated
signalling pathways (5).

Hypoxic conditions can trigger a barrier dysfunction
in gastrointestinal tract. As a consequence of this
barrier dysfunction, a systemic inflammation can take
place because of the bacterial and other pathogenic
invasions; it is also the key factor which induces
high-altitude multiple organ dysfunction syndrome
(6). Moreover, it is considered that hypoxia is one of
the important factors in the pathogenesis of bowel
diseases such as Crohn’s disease (7).

The

hypoxia reduces cilia swinging, decelerates peristaltic

restricted energy synthesis induced by
movement and prevents the cleaning of the
gastrointestinal tract. Furthermore, sufficient blood
and oxygen demand of gastrointestinal mucosa for
healthy function can vary under specific conditions.
Therefore, hypoxia can damage to the intestinal
villi (8). The anatomical and chemical structures of
gastrointestinal microvilli are also very sensitive to
hypoxic conditions (9, 10).

that the
immunomodulatory function of intestinal barrier is

Many researches have shown
maintained by an organization of several cytokines
such as ILs, IFNs and TNF-a (11). Hence, the imbalance
between pro- and anti-inflammatory cytokines can be
harmful to intestinal mucosa. It is shown that hypoxia
can increase permeability of intestinal mucosa in vivo
and it can induce the activation of inner immune cells.
Activation of the immune cells leads the mucosal
immune system response (12). TNF-qa, IL-6, and IFN-y
are important inflammatory factors playing important
roles in various inflammatory reactions and are highly

correlated with the severity of inflammation (13).

Apoptosis plays an important role in the intestinal
epithelium and it occurs in response to the stress of
intestinal epithelial cells. Apoptosis can be induced
in the epithelium of both crypt and villi (14). Bcl-2
family proteins are the first ones among discovered
apoptosis regulators in mammalians and they can
regulate apoptosis both negatively and positively(15,
16). Bcl-2 and Bcl-XL proteins are anti-apoptotic
regulators of programmed cell death, and they inhibit
apoptosis induced by several factors in most cell
types while Bax and Bid induce or enhance apoptosis
(17, 18).

CLQ is administered against malaria (19). CLQ is
recommended and used in the treatment of COVID-19
pneumonia.(20) CLQ is also used in the treatment of
rheumatoid arthritis (21). The effect of TNF-alpha
is prevented by the lysosomal protease inhibitor
chloroquine (22). CLQ pre-treatment could improve
mortality in mice by inhibiting inflammatory pathways
and lethal death (23).

In the present study, we investigated the impact
of CQ treatment on normobaric hypoxia-induced
intestine injury in rats. The aim of this study is to
investigate the protective effects of CLQ in the
gastrointestinal tract of rats exposed to normobaric
For this
histopathological changes in duodenum, and changes

hypoxia. purpose, we evaluated the
in the expression of TNF-a as a tissue inflammatory
mediator. In addition, we evaluated changes in the
expression of Bax and Bcl-2, which are the pro- and

anti-apoptotic Bcl-2 family proteins.

MATERIAL and METHOD

Experimental Design

Mature 24 male Wistar inbred albino rats were

obtained from the Experimental and Clinical
Research Centre of Erciyes University. All procedures
were carried out in accordance with the Universal
Declaration of Animal Rights, with the approval of the
Ethical Committee (Date: 14.02.2018, Decision no:

18/027) of Erciyes University Experimental Animals.
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Rats were fed with pellet food and they had free
access to drinking water. The room temperature was
held constant at 23+1°C and 12 h night-day cycle was
applied. Animals were treated in accordance with
the Guidelines for Animal Experimentation of Jichi
Medical University (Shimotsuke, Japan), based on the
National Institutes of Health Guidelines for the Use
and Care of Laboratory Animals.

The rats were randomly divided into three groups
as follows: Control group (n=8), Hypoxia group (HX,
n=8), Hypoxia plus Chloroquine (Sigma Aldrich,
C6628) group (Hypoxia+CLQ, treated with 50 mg/kg/
day chloroquine). Rats in Control group were kept
in room air. Rat in Hypoxia and Hypoxia+CLQ groups
were put in Plexiglas chambers which could allow
maintaining oxygen levels at 10% and their oxygen
levels were monitored in the chambers.

During the 28 days, all groups were given equal
volumes of intraperitoneal (i.p.) injections. The
CLQ preparation was diluted with distilled water.
The control group was given the same volume of
distilled water. The hypoxia group was given 10%
oxygen and i.p. distilled water. Hypoxia+CLQ group
were given 10% oxygen and 50 mg/kg/day CLQ
intraperitoneally. The study was terminated on
day 28. The rats were sacrificed by decapitation
under i.p. ketamine (50 mg/kg) and xylazine (10
mg/ kg) anaesthesia. After decapitation, intestine
tissues were rapidly excised and left in 10% neutral
formalin fixation solution for histological and
immunohistochemical examination.

Histological Evaluation

Intestine samples were fixed for 72 hrin 10% neutral
formalin solution. After washing with water, samples
were dehydrated following through a graded alcohol
series. Xylol were used for clearing the samples and
the tissues were embedded in paraffin blocks. The 5
pm thick sections were taken from the paraffin blocks
and they were stained with haematoxylin-eosin for
evaluating histological changes. The histological
changes were scored from 0 to 3 according to the
histological findings. Scoring was performed with
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these steps: 0 represents no pathological findings,
and 1, 2 and 3 represent pathological findings and
1; mild, 2; moderate and 3 was severe. Moreover,
presence of leukocyte infiltration and mucosal
degeneration at intestinal mucosa were examined on
the sections. Changes in the intestinal morphology
was evaluated by measuring the length and width of
the intestinal villi and height of intestinal mucosa.
Images were taken with light microscope (Olympus
BX51; Olympus, Tokyo, Japan) and photos were
taken with camera attachment of this microscope.
The histological examinations were performed by

histologists of the study group.

Immunohistochemistry

TNF-a, Bax and BCL, expression were detected
immunohistochemically using a polyclonal antibody
and the streptavidin-biotin-peroxidase technique
(24). The sections were deparaffinized in xylene,
rehydrated through graded alcohols and washed in
deionized water. Antigen retrieval was performed
by microwave treatment in 0.01 M sodium citrate
buffer, pH 6.0, at 95°C for 5 min. The slides were
cooled and held at room temperature for 10 min.
Sections were washed with PBS. Endogenous
peroxide activity was inhibited by immersion in
3% (w/v) H,0, for 12 min. Lab Vision™ UltraVision™
System  (TP-125-HL;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) was used.

Large Volume Detection
All sections were washed with distillated water,
then Ultra V block was applied for 10 min at room
temperature to block background staining. Sections
then were incubated overnight at 4°C with an TNF-a
(52B83) mouse monoclonal antibody diluted 1:50
(sc-52746; Santa Cruz Biotechnology), Bax rabbit
polyclonal antibody diluted 1:200 (bs-0127R; Bioss),
Bcl-2 rabbit plyclonal antibody diluted 1:200 (bs-
4563R; Bioss) in antibody diluent buffer (TA-125-
ADQ; Thermo Fisher Scientific). After washing with
PBS, sections were incubated with biotinylated
goat anti-polyvalent secondary antibodies (TP-
125-BN) (TP-125-HL; Thermo Fisher Scientific). The
immunoreaction was amplified using the streptavidin-



avidin-peroxidase complex and visualized using 3,3’
(TA-060-
HDX; Thermo Fisher Scientific). After counterstaining

p-diaminobenzidine tetrahydrochloride
with Gill’s haematoxylin, sections were washed three
times with deionized water. Then, the sections were
dehydrated through rising alcohols, cleared in xylene
and mounted with Entellan. Images were taken
using a light microscope (Olympus BX51; Olympus).
At least five randomly chosen fields in each slide
were counted at the original x20 magnification. The
immunoreactivity was scored from 0 to 3 according
to the histological findings and 0 represents no
staining, and 1, 2 and 3 represent in 1; less staining,
2; moderate staining and 3; strong staining.

Statistical Analysis

All statistical analyses were carried out using
SPSS statistical software (SPSS for Windows, SPSS Inc,
Chicago, IL, version 24.0) and graphs were drawn by
using Graphpad Prism 8.0 software. The Kolmogorov-
Smirnov test was used to identify normal distribution
of the data. In case of normal distribution, quantitative
variables were compared using One-way analysis of
variance (ANOVA) and Tukey’s post-hoc test. The data

was presented as the mean of normalized data+standard
(SEM).
considered as statistically significant.

deviation of the mean p-value<0.05 was

RESULTS

Histological findings

Intestinal mucosa showed a healthy histological
structure in control group and there were no
detected defects in the intestinal mucosa and villi.
In the hypoxia group, it showed increased mucosal
degeneration and inflammatory cells. The intestinal
villi height in the hypoxia group were decreased
and villi width was thinner than control groups. The
intestinal mucosa of hypoxia group was shorter than
the control group (Figure 1). Damage of intestinal
mucosa (p< 0.001), the height of the intestinal villi
(p< 0.022), the villi width (p< 0.001), thickness of
the mucosa (p<0.005) was significantly decreased in
the hypoxia group as compared to the control group.
Treatment with CLQ significantly reduced the damage
on the histological structure of the intestine in rats
exposed to hypoxia (Table 1, Figure 1 and Figure 2).

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

ness among groups

Groups Control Hypoxia Hypoxia+CLQ p
Score of Damage 0.06+0.25 1.46+1.192 0.64+1.28° 0.001
Villi Height 672.43+127.47 593.09+148.372 645.81+84.44 0.022
Villi Width 177.17+54.39 140.36+36.982 151.71+38.032 0.001
Mucosa Thickness 915.13+158.60 822.38+162.112 931.68+152.18 0.005

Data are expressed as mean+SD. Significant result was considered when p < 0.05. (Tukey’s post-hoc test).

a Significantly different from control group.
b Significantly different from both control and hypoxia group.
CLQ: Chloroquine.

Turk Hij Den Biyol Derg

63



Cilt 79 W Say1 1 M 2022 =————————— CHLOROQUINE AMELIORATES HYPOXIC INTESTINAL INJURY

CONTROL HYPOXIA

HYPOXIA+CLQ

Figure 1. Haematoxylin-eozin (H&E) staining to evaluate the effects of hypoxia on the intestinal epithelium, intestinal villi
height, villi width and thickness of mucosa.

(A) Control group given distilled water by i.p. injection.

(B) Hypoxia group exposed to reduced oxygen level (10%) and given same volume distilled water by i.p. injection for 28 days.
(C) Hypoxia+CLQ group exposed to hypoxic oxygen level (10%) and given chloroquine (50 mg/kg/day) by i.p. injection for 28 days.
Arrows show the intestinal epithelium and stars show the intestinal villi.

Stars show the villi width.

CLQ: Chloroquine

A B
Score of Damage Villi Height
3 E = :
t it ¥ E= Control E=E Control
B3 Hypoxia = 8 B3 Hypoxia
B Hypoxia+CLQ E B Hypoxia+CLQ
=
=
Control Hypoxia Hypoxia+CLQ Control Hypoxia Hypoxia+CLQ
C D
Villi Width Thickness of Mucosa
o m 1500
E= Control EA Control
E= Hypoxia - ' . ; EE3 Hypoxia

B3 Hypoxia+CLQ

g

B Hypoxia+CLQ

Villi Width (1)
g

Thickness of Mucosa (1)

Control Hypoxia Hypoxia+CLQ Control Hypoxia Hypoxia+CLQ

Figure 2. (A) Graphics of histopathological score of intestinal damage, (B) changes in measurements (u) of the intestinal
villi height (B) and villi width (C) and thickness of intestinal mucosa (D).

Measurements were statistically analysed with SPSS statistical software (SPSS for Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, version
24.0). Statistical significance among groups were determined by Tukey’s post hoc test and results were transformed to
graphs by using Graphpad Prism 8.0 software.

* shows the significant difference among groups.

CLQ: Chloroquine
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Immunohistochemical Findings

TNF-a, Bax and Bcl-2 expressions were observed in
the intestinal epithelium. In the hypoxia group, TNF-a
and Bax expressions statistically increased when
compared with control group while Bcl-2 expression

e — Cilt 79 B Say1 1R 2022

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

significantly reduced compared to control group. In

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

statistically reduced compared with that in group
hypoxia. Additionally, In the hypoxia+CLQ group, Bcl-
2 expression statistically increased compared with
that in group hypoxia (Table 2, Figure 3 and Figure 4).

Groups Control Hypoxia Hypoxia+CLQ P

TNF-a 1.30+0.83 2.96+0.182 1.32+0.74 0.001
Bax 0.43+0.56 2.83+0.37° 1.25+1.12° 0.001
Bcl-2 2.10+0.92 0.93+0.90° 1.961.11 0.001

Data are expressed as mean+SD. Significancy among groups were considered when p < 0.05.
2 Significantly different from control group.

b Significantly different from both control and hypoxia group.
CLQ: Chloroquine; TNF-a :Tumor necrosis factor-alpha.

CONTROL HYPOXTA

TNF-a

Bel-2

Figure 3. Immunohistochemical stainings of all groups by using TNF-a, Bax and Bcl-2 polyclonal antibodies and streptavidin-
biotin-peroxidase technique.

Control group (A) and Hypoxia+CLQ group (C) of TNF-a staining show less immunoreactivity while Hypoxia group (B) of TNF-a
shows strong immunoreactivity. Similarly, Hypoxia group (E) of Bax shows strong immunoreactivity when compared with
Control group (D) and Hypoxia+CLQ group (F) of Bax. On the other hand, Hypoxia group (H) of Bcl-2 immunostaining shows
less immunoreactivity while Control group (G) and Hypoxia+CLQ (l) group show strong immunoreactivity.

Arrows show the immunoreactive cells at the intestinal epithelium.

CLQ, Chloroquine; TNF-a, Tumor necrosis factor-alpha
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Figure 4. Graphics obtained from the analysis of TNF-a, Bax and Bcl-2 immunoreactivity scores.
Data scored by histologist of the study group were analysed with SPSS statistical software (SPSS for Windows, SPSS Inc,

Chicago, IL, version 24.0).

Statistical significance among groups were determined by Tukey’s post hoc test and results were transformed to graphs by

using Graphpad Prism 8.0 software.
* shows the significant difference among groups.
CLQ, Chloroquine; TNF-a, Tumor necrosis factor-alpha

DISCUSSION and CONCLUSION
Instabilities between oxygen levels supplied
to tissues and oxygen consumption result in tissue
hypoxia. Hypoxia causes many pathophysiologic
conditions in some process and situations such as
ion homeostasis, proliferation, differentiation,
erythropoiesis, angiogenesis (25).

Entireness of intestinal mucosa is a major element
for normal physiologic function and disease prevention.
Wu et al. (26) have reported that the intermittent
hypoxia disrupts the intestinal structure. In this study,
we show that the chronic hypoxia causes a significant
damage in intestinal mucosa. Intestinal damage score
is high numbered in hypoxia group when considered
control group. Moreover, in hypoxia group, there is a
significant decrease in intestinal villi height, villi width

and mucosa thickness (Table 1).
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Several studies have showed that hypoxia plays a
role in cell death by apoptosis, oxidative stress and
inflammation. As a major mechanism regulating the
cell death, apoptosis has an important role in hypoxia-
induced cell damage. Many results have suggested that
there is a close link between hypoxia and apoptosis.
Hypoxia may cause apoptosis by upregulation of
hypoxia-inducible factor (HIF), increased free oxygen
radicals, overloading calcium ions and mitochondrial
damage (27). Recent studies have indicated hypoxia
increases the production of mitochondrial reactive
oxygen levels (ROS) and reduces the antioxidant
defense (28). ROS can interact with biomolecules
and can damage several cell component such as
DNA, RNA, proteins and lipids (29, 30). In the light
of several studies, we believe that the intestinal
structure disruption such as reducing intestinal villi
height, villi width and mucosal thickness is because



of apoptosis triggered by HIF and increased ROS at
intestinal mucosal region.

Kalpana et al. (31) have suggested that hypoxia
induces excessive production of inflammatory
(NF-

kB), interleukin-1 alpha (IL-1a) and TNF-a causing

cytokines such as nuclear factor kappa-B

systemic inflammation and cell death in their study.
They used male Sprague-Dawley rats as a model
organism, and they exposed them hypobaric hypoxia.
As a result, they observed a significant increase in
TNF-a level in brain tissue. In the present study,
we have found that hypoxia induces excessive
production of TNF-a in intestinal mucosa. According
to our immunohistochemical stainings, TNF-a levels
in intestinal epithelial cells increased and this may
cause a significant systemic inflammation (Table 2).

The mitochondrial apoptotic pathway is regulated
by Bax and Bcl-2, which are the pro- and anti-
apoptotic Bcl-2 family proteins (32). Therefore, Bcl-2
and Bax ratios determining whether a cell undergo
programmed cell death are very important for many
cell types in mammalians. In their study, Aliparasti et
al. (33) investigated the effects of chronic hypoxia
on Bcl-2/Bax ratio in rat heart tissue. For this
purpose, they expose rats to O, 11% for two weeks
and investigate the changes in expression of Bcl-2 and
Bax proteins by Real Time Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR). As a one of their results, they suggested
that chronic hypoxia negatively affected the mRNA
expression of Bax protein but has no effect on the
mRNA expression of Bcl-2 protein. In our study, we
found that the Bax immunoreactivity significantly
increased in intestinal epithelial cells in the hypoxia
group while Bcl-2 immunoreactivity decreased
according to our immunohistochemical staining (Table
2).

CLQ is widely used in treatment of Plasmodium
vivax ~malaria as an anti-inflammatory agent.
However, it is administered for treating some
autoimmune defects such as rheumatoid arthritis and

systemic lupus erythematosus (34). It is promising

against the new SARS-CoV-2 coronavirus causing
COVID-19 (35). In several studies with experimental
animals, CLQ has been shown to have ameliorative
effects against mucosal damage induced by various
chemicals in the intestine (36). In addition, several
studies have shown that CLQ inhibits oxidative stress
and apoptosis in the intestinal tract after hepatic
ischemia-reperfusion (37). Moreover, in many studies
CLQ has been shown to suppress inflammation via
the TLR pathway in inflammatory bowel disease (38).
It is thought that this ameliorative effect of CLQ in
the intestinal tract is due to its inhibitory effect on
oxidative stress and apoptosis pathways due to its
anti-inflammatory effect. In our study, we used CLQ
to reduce negative effects of hypoxia on intestinal
mucosa in rats. According to our histopathologic
and immunohistochemical examinations, we found
that CLQ significantly reduced the negative effects
of hypoxia such as decreasing in height and width of
intestinal villi and mucosal thickness in hypoxia+CLQ
group when compared hypoxia group. Moreover, in
hypoxia+CLQ group, a significant amelioration in terms
of inflammation were determined by histopathological
and immunohistochemical examinations; the number
of inflammatory regions in intestinal mucosa
disembarked and TNF-a immunoreactivity decreased
significantly. CLQ inhibited apoptosis triggered by
inflammatory cytokines such as TNF-a because it
has an effect on Bcl-2/Bax ratio. In hypoxia group,
Bax immunoreactivity significantly increased in
intestinal epithelial cells while in hypoxia+CLQ group
its immunoreactivity significantly decreased when
compared to hypoxia group.

we suggested that the

administration of CLQ after exposure to hypoxic

As a consequence,

conditions can reduce the negative effects of hypoxia
on intestinal tract. By means of its anti-inflammatory
feature, the devastating effects of overexpression of
inflammatory cytokines overloading cell to apoptosis
in the intestinal mucosa may be inhibited when it is
used regularly and properly dosed administrations.
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Hiperglisemi RBL-1 hiicrelerinde Ca% salinimi ile aktive olan
Ca* akimlarinm (l.,.) arttinr

Yasin GOKCE'

, Taufiq RAHMAN?

, Nazmi YARAS?

OZET

Amag: Depo bagimli Ca?* girisi (SOCE) olarak farkli
tirde akimlar tanimlanmis olsa da bunlar arasinda en
iyi bilineni Ca?* salinimi ile aktive olan Ca? akimlandir
(Icpac)- SOCE yolag cesitli biyolojik siirecleri diizenleyen
hiicre ici Ca? ([Ca?]i) sinyalleri olusturmak icin onemli
bir yoldur. Anormal SOCE, ozellikle alerji, diyabet, yangi
ve kanseri iceren bircok cesitli hastalik tipinin altinda
yatan onemli sebeplerden biri olarak gorulmektedir. Bu
calismada, hipergliseminin SOCE aktivitesi Uzerine olan

etkileri elektrofizyolojik yontemlerle incelenmistir.

Yontem: Bu calismada, sican bazofilik l6semi-1 (RBL-
1) hiicreleri yuksek glikoz (YG, 50mM) ve normal glikoz
(5.5mM) derisimine sahip DMEM soluisyonlar kullanilarak
cogaltilmistir. RBL-1 hiicreleri yeterli saylya ulasmasinin
ardindan 72 saat sureyle yiksek glikoz ortamina maruz
birakilmistir. Bu siireyi takiben hicrelerden Fura-2
tabanli Ca?* goriintiileme teknigi ile SOCE aktivitesi ve

voltaj kenetleme yontemiyle |_., . akimlan olctlmustur.

CRAC
Bulgular: |
Fura-2

akim olcumleri

Ca?*

o patch-clmap ve

tabanli goriintiileme  yontemleriyle

ABSTRACT

Objective: Although different types of currents
have been defined as store-operated Ca? entry (SOCE),
the best characterized of these is Ca? release-activated

Ca? currents (l..,.). The SOCE pathway is an important

CRAC
way to generate cytosolic Ca? signals that regulate
various biological processes. Abnormal SOCE appears to
be one of the underlying causes of several diseases,
particularly allergies, diabetes, inflammation, and
cancer. In this study, the effects of hyperglycemia on
SOCE activity were investigated by electrophysiological

methods.

Methods: In this study, rat basophilic leukemia-1
(RBL-1) cells were grown using DMEM solutions with
high glucose (HG, 50mM) and normal glucose (5.5mM)
concentrations. Following 72 h incubation period, SOCE
activity was measured by Fura-2 based Ca* imaging
technique and ICRAC currents recorded by voltage

clamp method.

Results: |_,, current measurements were performed

CRAC

by the patch-clmap method and Fura-2 based Ca*

"Harran Uni\_/.ersitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Ana Bilim Dali, Sanliurfa
2Cambridge Universitesi Farmakoloji Ana Bilim Dali, Cambridge, Ingiltere
3Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Ana Bilim Dali, Antalya

letisim / Corresponding Author : Yasin GOKCE
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Bslimi, Sanlurfa - Tiirkiye
E-posta / E-mail : ygokce58@gmail.com

Gelis Tarihi / Received : 22.12.2020
Kabul Tarihi / Accepted : 29.03.2021

Gokgce Y, Rahman T, Yaras N. Hiperglisemi RBL-1 hiicrelerinde Ca? salinimi ile aktive olan Ca?* akimlarini (1 arttinr.

Turk Hij Den Biyol Derg, 2022; 79(1): 71 - 80

(RAC)

71


https://orcid.org/0000-0002-2811-0709
https://orcid.org/0000-0003-3830-5160
https://orcid.org/0000-0002-9450-2698
https://dx.doi.org/10.5505/TurkHijyen.2022.06332

gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol deneyler icin PYR6
(SOCE  blokorii)

tizerinden oldugu dogrulanmistir. Ayrica hipergliseminin

kullanilarak akimlarin SOCE vyolagi

RBL-1 hiicrelerinde SOCE aktivitesini kontrol degerlerine
gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi iki

farkli yontemle tespit edilmistir.

Sonug¢:  Bulgulannmiz  diyabetik

karsilasilan Ca?* homeostazindaki ve ER/SR depolarinin

patolojilerde

Ca? icerigindeki bozulmalarda SOCE yolag: ile ilgili

proteinlerin  onemli bir rolli olabilecegini ortaya
koymaktadir. Hicre diizeyinde elde edilen bu bulgular
sinirll olsa da ileride gelistirilecek olan calismalara

biiyiik katkilar saglayacag duistinilmektedir.

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

clamp, hiperglisemi

imaging methods. For positive control experiments,
using the PYR6 (SOCE blocker), it was confirmed
that the currents were through the SOCE pathway. In
addition, it was determined by two different methods
that increased SOCE

activity in RBL-1 cells compared to control values.

hyperglycemia significantly

Conclusion: Our findings reveal that the SOCE
pathway may have an important role in the disturbances
in Ca* homeostasis and Ca?* content of ER/SR stores
encountered in diabetic pathologies. Although these
findings at the cellular level are limited, it is thought

that they will make great contributions to future

studies.
Key Words: SOCE, RBL-1 cells, patch-clamp,
hyperglycemia

GIRIS

Dollenmeden hucre olumiune kadar hicresel
yasamin neredeyse her yonunu dizenleyen Ca?,
evrensel ve cok yonli bir hicre ici habercidir.
Ca*
Ca? konsantrasyonu dinlenim durumundaki diisuk
(<500 nM) degerinden yaklasik ~ 1pM seviyesine
kadar gecici artis1 ile gerceklesir (1).

sinyallerinin Uretilmesi, hiicre ici serbest

Hucrelerin
bunu gerceklestirebilmeleri hicre ici depolardan
endoplazmik retikulum (ER), uyarici-bagimli Ca*
salinimina ve ayrica hicre disinda plazma membrani
(PM) lzerine yerlesmis ligand- veya voltaj-bagimli
Ca» iyon kanallarindan Ca*
baglidir. Bununla birlikte, bircok hiicre icin, Ca*"’yi

gecirgen girisine
sinyallerinin ana kaynagi, farkli ve benzersiz bir Ca?
giris mekanizmasi olan depo bagimli Ca?* girisi (SOCE)
ile gerceklesir. SOCE, hicre ici Ca? depolarinin
hizli bosaltilmas1 neticesinden PM {izerinde bulunan
Orai1

kanali (Ca* salinmi ile aktive olan Ca®
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kanali), uizerinden devamli-CaZ* akimi (I seklinde

CRAC)
gerceklesir. Orai1 kanali, ER membraninda eksprese
edilen ve ER limeni icindeki Ca?* disuslini etkili bir
sekilde “algilayan” stromal etkilesim molekulu-1
(STIM1) proteinlerinin bu kanalla olan fiziksel temasi
neticesinde aktive olur ve hiicre icine CaZ* girisini
tetikleyerek Ca?* homeostazinda onemli gorev alir.
SOCE kavrami, yaklasik otuz yil once James Putney
tarafindan, hiicre ici Ca* depolarinin bosalmasinin
her zaman plazma membran1 boyunca Ca* akisinin
artmasina yol actig1 gozlemini aciklayabilmek adina
formiile edilmistir. SOCE’nin olusmasi icin gereken tek
sey hiicre ici Ca?* depolarinin bosalmasidir, bu duruma
endojen hiicresel sinyal yolaklar1 veya farmakolojik
reaktifler neden olmaktadir. SOCE ilk olarak mast
hiicrelerinde tamimlanmasina ve cogunlukla bu ve
diger uyarilamayan hiicrelerde calisilmasina ragmen,
bu tiir Ca?* giris yolaginin uyanlabilir hiicreler de
dahil olmak Uzere her tiir hiicrede var olduguna dair
kanitlar yapilan bircok calismayla gosterilmistir (2-5).



SOCE’nin geleneksel olarak azalmis hiicre ici Ca?*
depolarim1 doldurmak icin ana yolak olarak gorev
aldig1 iyi bilinmektedir. Bu kadar onemli gorevlerinin
SOCE’nin
metabolizma, gen ekspresyonu, hiicre biiyimesi ve

yaninda, ekzositoz, mitokondriyal
cogalmasi gibi bazi daha spesifik biyolojik siirecleri
duzenlemek icin uzaysal-zamansal olarak karmasik
Ca* sinyalleri de saglayabilecegine dair kanitlar
ortaya cikmaya devam etmektedir (6). Son yillarda,
anormal Orai1 kanal aktivitesi, siddetli kombine
immin yetmezlik bozukluklar,

diyabet, alerji,

tromboz, akut pankreatit, enflamatuar bagirsak
hastaligi, romatoid artrit ve kanser dahil olmak iizere
cesitli insan hastaliklarinda gosterilmistir (7, 8).

Tip 2 diyabetin (T2D) onemli nedensel faktorleri
hem kronik hiperglisemi hem de hiperlipidemi oldugu
bilinmektedir. Ayrica T2D ve ER stres arasindaki iliski
bircok calismada gosterilmistir (9). ER stres ise genel
olarak ER Ca* seviyesi duslikliigu ile karakterize bir
durumdur (10). Tum bu bulgular SOCE kanallarinin
bu siirecte oldukca Onemli bir etkinlige sahip
olmas1 gerekliligini disiindirmektedir. Ayrica, son
zamanlarda yapilan bir calismada, ER stresinin SOCE
etkinliginde artisa neden oldugu gosterilmistir (11).

SOCE Ca? sinyallerinin yukarida bahsedilen bazi
ozel hucresel islemlerin dizenlenmesinde 6nemli rol
oynadig1 gz oniine alindiginda, bu yolagin herhangi
bir modulatorinin normal ve patolojik kosullar
altinda hiicre biyolojisi tizerinde onemli etkilere sahip
olmas1 muhtemeldir.

Bu calismada, normal glikoz (NG, 5.5mM) ve
yiiksek glikoz (YG, 50mM) ortaminda cogaltilan RBL-
1 hucrelerinde SOCE olcumleri voltaj kenetleme
yontemi ve Fura-2 tabanli Ca?* goriintiileme teknigi

kullanlarak gerceklestirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Hiicre Kiiltiirii
RBL-1 hiicreleri %10 (v/v) fetal sigir serumu, 2mM
L-glutamin ve %1 (v/v) antibiyotik/antimikotik ile

desteklenen F-12 besin karisimi ile NG (5.5mM) ve
YG (50mM) DMEM solusyonu kullanlarak 37 °C’de, %5
CO, ve %95 hava ile nemlendirilmis ortamda kiltire
edilmistir. Hucreler 75 cm?’lik flaskta tutulmus ve -~
%80 cogalmaya ulastiktan sonra haftada en az bir kez
pasajlanmistir. Hiicreler pasaj yapilmadan once DMEM
ve tripsin 37 °C’ye onceden isitilmistir. Flasktaki hiicre
ortami aspire edilmis ve hucreler, 2-3 ml tripsin ilave
edilerek flasktan ayrilmalar saglanmistir. Yaklasik
2-3 dakika
ayrilmasina saglamak icin flask yavasca calkalanmis

sonra, Yyapisan hiicrelerin tamamen
ve ardindan 8-10 ml DMEM ilave edilerek tripsin
notralize edilmistir. Hiicre suspansiyonu daha sonra
birkac kez nazikce pipetlenmis, 1000 rpm’de 5 dakika
santrifujlenerek supernatantlar atilmis ve pelletler
DMEM (1ml) icinde yeniden suspanse edilmistir. Elde
edilen hiicre suispansiyonu, hiicrelerden akim kayitlan
ve Ca? sinyal kaydi icin plastik ve cam tabanli
petrilere (10 mm) ekilmek suretiyle ilgili deneyler
icin kullanmilmistir.
Hiicre ici Ca?* Olciimii

SRBL-1 hiicreleri 10 mm’lik cam tabanli petrilere
ekilmistir. Fura-2 asetoksimetil ester (Fura2-AM), 2
mM’lik bir stok konsantrasyonu hazirlamak icin DMSO
icerisinde %20 Pluronic® F-127 cozeltisi icerisinde
¢ozundurulmustur. Boya daha sonra Hank dengeli
tuz cozeltisi (HBSS) tamponunu iceren Ca?* (1.25mM)
icinde 3 uM calisma konsantrasyonuna seyreltilmistir.
Huicreler, onceden 1sitilmis HBSS tamponu kullanilarak
birkac kez iyice yikanmis ve pH 7.4’te tutuldu. Daha
sonra hiicreler, karanlik bir odaya alinarak 40 dakika
siireyle Fura-2 ile yiiklenmeleri saglanmistir. Hiicreler
daha sonra boyay1 ortamdan cikarmak icin taze ve
onceden 1sitilmis Ca?* iceren tamponda yikanmis ve
hiicreler icindeki tim boyanin de-esterlesmesini
saglamak icin 30 dk sireyle taze takviye edilmis
HBSS tamponuna aktarilmistir. Tim deneyler oda
sicakliginda  gerceklestirilmistir.  De-esterifikasyon
asamasindan sonra hiicreler Ca?" icermeyen tampon
ile yikanmis ve mikroskopta ilk olarak Ca?* icermeyen
durumda  goriintiileme

baslatilmistir. ~ Baslangic
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fluoresans1 ilk olarak >50s sireyle kaydedilmis,
ardindan 2 uM thapsigargin (Tg) eklenmistir. ~10dk
sonra, hiicre dis1 (banyo) sollisyonuna Ca? (2 mM)
eklenmis ve ~-10dk sonra, banyo solisyonuna 10
UM iyonomisin ve 1 mM MnCl, eklenmistir. Pozitif
kontrol (Pyré) icin hiicreler, Ca* gorintilemenin
baslamasindan once 15 dakika boyunca istenen
bilesik konsantrasyonu ile inkube edilmistir.

Qlmaging QIClick dijital
CCD kamera ile monte edilmis Nikon Eclipse Ti-S
Mikroskop ve 10X (NA 0.25) hava hedefi kullanilarak
yakalanmistir. Uyarma, hem 355 nm hem de 380 nm
dalga boylu LED’ler arasinda degisen bir Cift OptoLED
Giic Kaynag! (Cairn, Ingiltere) ile saglanmmstir. Fura-

Floresan goriintuler,

2 sinyalinin emisyon floresansi 510 nm’de (470 nm -
550 nm) toplanmistir. MetaFluor® (Molecular Devices,
ABD) Floresan Orani Gorintiileme Yazilimi ile her 5
saniyede bir 12 bitlik goriintuler elde edilmistir. Her bir
zaman noktasindaki floresan, hem 355 nm hem de 380
nm dalga boylar icin elde edilmis, oto-floresans icin
duzeltilmis ve 355 nm/380 nm oranlar1 hesaplanmistir.
Elektrofizyoloji

RBL-1 hiicrelerinde CRAC akimlari oda sicakliginda
(22-25 °C) tum-hicre konfiglirasyonu kullanilarak
kaydedilmistir. Yama (patch) pipetleri borosilikat
cam kapilerlerden Instruments,
Hitchin, UK) (MM
cinsinden): sezyum glutamat 145, NaCl 8, MgCl, 1,
MgATP 2, EGTA 10, HEPES 10, pH 7,2 CsOH ile pipetler
dolduruldugunda 2.5-4 MQ direnclere sahipti. Hiicre

(World Precision

cekilmistir. Pipet soliusyonu

dis1 (banyo) solusyonu ise (mM cinsinden): NaCl 145,
KCl 2,8, CaCl, 10, MgCl,, CsClL 10, glikoz 10, HEPES
10, pH NaOH ile 7,4 olacak sekilde ayarlanmistir.
Tum voltajlar hiicre ici ve dis1 arasindaki +10 mV’luk
stivi baglant1 potansiyeli icin diizeltilmistir. |,
her 4s’de bir uygulanan step protokolleri (150 ms
sireyle 0 - -80 mV) kullanilarak ol¢ilmustir. PCLAMP
10 yazilim ile Axopatch 200B ve Digidata 1440A
(Molekiler Cihazlar) veri toplama ve analiz icin
kullamlmistir. Veriler 10 kHz’de sayisallastinlmis ve

1 kHz’de filtrelenmistir. Hiicreler, pulslar arasinda 0
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mV’da tutulmustur. Kapasitif akimlar, her voltaj ramp
protokolu oncesi kompanse edilmistir. Sizint1 akimlan
tiim-hiicre modu sonrasi ilk 2-3 kayit diger tiimiinden
cikarilmak kaydiyla elemine edilmistir. Akim genligi
hiicre boyutuna gore normalize edilerek pA/pF olarak
gosterilmistir. Hiicreler, kayittan once ~ 15dk sureyle
PYR6 (3puM) ile inkube edilmistir.

BULGULAR

SOCE calismalarinda yaygin olarak kullanilan
RBL-1 hiicrelerinde Fura-2 bazli Ca* goriuntileme
teknigi (12, 13) kullanilarak hipergliseminin SOCE
tzerine olan etkileri arastinlmistir. Bu hiicreler
ilk once banyo sollisyonu Ca?* icermeyen ortamda,
(SERCA) inhibe
ederek hiicre ici Ca** deposunu pasif olarak bosaltan

sarko-endoplazmik  Ca?*-ATPaz’1

thapsigargin (Tg) ile muamele edilmistir. Daha sonra,
hiicrelerde SOCE olcuimu icin banyo solusyonunda Ca*
konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde Ca?" uygulamasi
yapilmistir.  Oncelikli olarak SOCE &lciimlerinin
dogrulanmasr icin RBL-1 hiicreleri 15dk siire ile PYR6
(SOCE blokort) ile inkiibe edilerek Fura-2 tabanli
Ca? sinyal olcumleri gerceklestirilmistir. Sekil 1’den
gorildigl gibi SOCE blokorii olarak uygulanan PYR6,
SOCE aktivitesini kontrol degerlerine gore yaklasik ~
%60 oraninda azaltmistir.

Daha sonra YG ortaminda cogaltilan RBL-1
hiicrelerinde SOCE degisimlerini degerlendirmek
Ca*

gerceklestirilmistir. Sekil 2’den gorildiigu gibi 72 saat

uzere Fura-2 tabanli sinyal  olcimleri
siire ile YG ortaminin cogaltilan RBL hiicrelerinde SOCE
degerlerinin anlamli derecede arttig1 gézlemlenmistir.

Ca2+
bulgular1 desteklemek icin,
SOCE akim (I )
kullanilarak tim-hiicre modunda gerceklestirilmistir.
Sekil 3’den goriildugii gibi |,
kontrol degerlerine gore istatistiksel olarak anlaml
derecede artmistir (I, Kontrol: -2,024pA/pF, YG:

-3,194pA/pF, p<0,001).

goruntuleme deneylerinden elde edilen
RBL-1
olciimleri voltaj kenetleme yontemi

hiicrelerinden

akimlar1 YG ortaminda
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Sekil 1. A) RBL-1 hiicrelerine 2 pM (Tg) eklenerek tetiklenen Ca?* sinyallerini (Fura-2 floresan orani) temsil eden iki grup

icin ornek traseler.

B) Tg ile tetiklenen SOCE tepe degerlerini gosteren histogram grafigi.
Her bir deger (ortalama + SEM) 3-5 ayr1 deneylerden ve toplam 30-60 hiicreden elde edilmistir.
Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma student t-test ile hesaplanmistir (***; p<0,001).
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Sekil 2. A) RBL-1 hiicrelerine 2 uM (Tg) eklenerek tetiklenen Ca?* sinyallerini (Fura-2 floresan orani) temsil eden kontrol ve
yiiksek glikoz gruplar icin ornek traseler.

B) Tg ile tetiklenen SOCE tepe degerlerini gosteren histogram grafigi.
Her bir deger (ortalama + SEM) 3-5 ayr deneylerden ve toplam 30-60 hiicreden elde edilmistir.
Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma student t-test ile hesaplanmistir (***; p<0,001).
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crac AKIMLarini gosteren ornek traseler (kontrol ve yiiksek glikoz gruplar).
crac AKIMLarinin -80mv degerlerinin zamana gore degisim grafikleri.

C) Bar grafigi (ortalama +S.E.M) akim yogunluklarinin tepe degerlerini gdstermistir.
Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma student t-test ile hesaplanmistir (***; p<0,001).

TARTISMA ve SONUC

RBL-1

sistemlerin bir parcasi olan mast hiicrelere olan

hiicreleri, bagisikik ve ndroimmiin
fonksiyonel benzerlikleri, genetik olarak maniplle
edilebilmeleri  ve
yaygin
ayrica SOCE proteinleri bu hiicrelerde eksprese
edilmektedir (14). Bu anlamda, RBL-1 hiicrelerde

kolayca  cogaltilabilmeleri

acisindan sekilde kullanilmaktadir
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hipergliseminin SOCE yolagin1 nasil etkilediginin

gosterilmesinin literatire onemli katkilar
saglayacagi distinilmistr.
Hiicre ici Ca?’in surekli birikimi hucrelerde

Ca? asin yiiklenmesine neden olacagi, bu da enerji
Uretiminin bozulmasina ve diyabet gibi patolojik
durumlarda oksidatif stresin daha da artmasina
neden olacag iyi bilinmektedir. Ca**’yi regiilasyonu
hiicre fonksiyonlarinin ve biiyimenin dizenlenmesi



icin ¢ok onemlidir (15). SOCE, hicre ici Ca>
depolarinin bosalmasina bagli olarak tetiklenen
hiicresel Ca?* girisi icin benzersiz bir mekanizma
olarak kabul edilmekte ve cok sayida biyolojik stirece
katilmaktadir (16). Plazma membran lizerindeki G
proteinine bagli reseptorlerin aktivasyonu sonucunda
ER/SR Ca* depolarinin bosalmasi fosfolipazC/IP3
yolag iizerinden sinyal olaylarinin bir parcasi olarak
fizyolojik nedenlerle meydana gelmektedir (17).
ER/SR Ca? salinimi, Stim1 proteinin Orai1 ve TRPC
ile etkilesimine neden olarak hiicresel fonksiyonlar
icin gerekli olan Ca%*’un hicre icine girisini
tetiklemektedir (14). Bu yolak uzerinde sorumlu
proteinlerdeki (Orai1 veya Stim1) kayiplar immin
hiicrelerde bagisiklik fonksiyonunun bozulmasina
neden oldugu gosterilmistir (18). Dogustan gelen
ve adaptif bagisiklik cevaplarini etkileyen bir baska
mekanizma olan ER stresi ve kronik ER stresi,
hastalik patogenezi ve ilerlemesinde yer alan
anormal fizyolojik siireclere katkida bulunmaktadir
(19, 20). Ayrica, kronik ER stresine bagli anormal
immiin aktivasyonu, diyabet, ateroskleroz, miyosit
ve enflamatuar bagirsak hastalig1 gibi otoimmiin ve
enflamatuar bozukluklarla yakindan iliskilidir (21).
Yine son zamanlarda yapilan baz1 calismalarda, ER
stresinin diyabetik kardiyomiyopati gelisiminde
onemli rol aldig1 gosterilmistir (22, 23). Uzun
sureli hiperglisemi, Ca? asir1 yuklenmesine neden
olarak hiicrelerde ER/SR Ca* dengesini bozdugu
gosterilmistir (9).

Calismamizda, hipergliseminin | akimlarim

CRAC

kontrol degerlerine gore istatistiksel olarak

anlamli derecede arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica
CRAC kanal
olarak siklikla kullanilan PYR6 ile gerceklestirilmis

pozitif kontrol deneyleri blokori

ve -~-%60 dizeyinde inhibisyon gozlenmistir. Bu

calismada, elde edilen sonuclari destekler

nitelikte, mezengiyal hlicreler ve trombositlerde
hipergliseminin SOCE aktivitesini arttirdig1 gosteren
calismalar mevcuttur (10, 24). Bununla birlikte,

diger baz1 calismalarda, hiperglisemide artan
glikasyon son Urliniiniin, mezangiyal hlicrelerde ve
neonatal kardiyomiyositlerde SOCE’yi baskiladig
(25-27). SOCE etkinligindeki bu

azalmanin SOCE proteinleri (Stim/Orai) arasindaki

gosterilmistir

etkilesimlerin bozulmasindan kaynakli olabilecegi
dusuniulmektedir.

Ayrica Stim/Orai ekseni uzerinden gerceklesen
SOCE disinda etkili olabilecek diger depo-bagimli
kanallarin (TRP kanallar gibi) ozellikle patolojik
durumlarda nasil etkilendiginin belirlenmesi SOCE
katkilar

ekseni

etkinliginin  aydinlatilmasinda  6nemli
SOCE

tizerinden degil ayrica Stim/Orai/TRPC’ler ve TRP

saglayacaktir. sadece Stim/Orai

kanallan Uzerinden aktive olabilmektedir. Dahasi,
Stim ve Orai izoformlarinin patolojik durumlarda
aktivasyonlarinda meydana gelebilecek degisiklikler
(Stim2/0rai1, Stim2/Orai2
gibi) olusmasina neden olarak SOCE etkinliginin

yeni bir eksenin

bozulmasina sebebiyet verebilir. Bu anlamda
diyabet gibi patofizyolojik durumlarda SOCE roluniin
tam olarak anlasilabilmesi icin bu yolak Uzerinde
gorev alan tum proteinlerin ekspresyon seviyeleri
ve buna bagli olarak proteinler arasi etkilesimlerin
aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Bu calismada elde edilen sonuclar, hiperglisemi
durumunda Ca* homeostazindaki bozulmalarla SOCE
yolag1 arasinda bir baglant1 oldugu gosterilmistir. Bu
anlamda, diyabetik bozukluklarda SOCE mekanizmasi
uzerine yapilacak calismalar ve gelistirilecek yeni
tedavi yontemlerinin bu hastaligin ilerlemesinin
durdurulmasinda bilyiik kazanimlar saglayabilecegini
dusundurmektedir.

Sonuc olarak;
RBL-1

Fura-2 tabanli Ca* goriintiileme teknigi ile ve |

bu calismada YG ortaminda

cogaltilan hucrelerinde SOCE aktivitesi

CRAC
akimlar voltaj kenetleme teknigi ile incelenmistir.
Her iki yontemle elde edilen sonuclara gore SOCE
kontrol

aktivitesinin degerlerine gore anlamli

derecede arttigr goriilmistir. Bulgularimiz diyabetik
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Cilt 79 W Sayl 1 B 2022 =———————

patojilerde karsilasilan Ca?* homeostazindaki ve ER/
SR Ca? icerigindeki bozulmalara SOCE yolagindaki
ilgili proteinlerin (Stim1, Orai1l ve TRPC) aracilik
ettigi akimlarinda gozlenen degisimlerin neden
olabilecegi katkilar
saglamistir. Bu calismada, RBL-1 hiicreleri lizerinden

yonunde literatlire onemli

AKIMLARI UZERINE ETKiSi

CRAC

HiPERGLISEMININ |

elde edilen bulgularin kardiyomiyosit, mezengial
hiicreler gibi diger hiicre tiirlerinde de gosterilmesi
hipergliseminin SOCE iizerindeki etkilerinin daha
metotlarinin

iyi anlasilmasina ve yeni tedavi

gelistirmesine olanak saglayacaktir.

* Bu calisma Etik Kurul izni gerektirmemektedir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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Vitamin B12 alleviates methotrexate-induced lung injury in rat:
A histopathological, immunohistochemical and biochemical study
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ABSTRACT

Objective: Methotrexate (MTX) is an important
chemotherapeutic and an important anticarcinogen
used in cancer patients, but it causes side effects
in other tissues. Among these side effects is lung
toxicity. Vitamin B12 is a powerful antioxidant and
reduces reactive oxygen species. This study was
designed to determine whether vitamin B12 could
protect against methotrexate-induced damage in rat

lungs.

Methods: A total of 32 male Wistar albino rats
were divided into four groups: The control group
(n=8) received intraperitoneal (i.p.) saline throughout
the experiment. Vitamin B12 group (B12) (n=8) 3 pg/
kg/i.p. Vitamin B12 was administered for 14 days.
The methotrexate (MTX) group received a single dose
MTX injection at 20 mg/kg/i.p. on the 8th day of the
experiment. On the 8th day of the experiment, a single
dose of MTX 20 mg/kg/i.p. was given to the MTX+B12
group. + 3 pg/kg/i.p. Vitamin B12 was administered
daily throughout the experiment. Histopathological,

immunohistochemical, and biochemical methods were

OZET

Amac: Metotreksat (MTX) onemli bir kemoterapotik

olup kanser hastalarinda kullanilan onemli bir
antikanserojen olmakla birlikte diger dokularda yan
etkilere yol agmaktadir. Bu yan etkiler arasinda akciger
toksisitesi de yer almaktadir. B12 Vitamini giicli bir
antioksidandir ve reaktif oksijen turlerinin azalmasini
saglar. Bu calisma, B12 vitamininin sican akcigerinde
metotreksat kaynakli hasara karst koruma saglayip

saglayamayacagini belirlemek icin tasarlanmistir.

Yontem: Toplam 32 erkek Wistar albino sicani1 dort
gruba ayrilmistir: Kontrol grubuna (n=8) deney boyunca
intraperitoneal (i.p.) salin uygulanmstir. B12 vitamini
(B12) grubuna (n=8) 3 pg/kg/i.p. 14 giin boyunca B12
vitamini verilmistir. Metotreksat (MTX) grubuna 20 mg/
kg/i.p. tek doz (MTX) enjeksiyonu deneyin sekizinci
giiniinde yapilmisti. MTX+B12 grubuna deneyin sekizinci
glinlinde MTX tek doz 20 mg/kg/ i.p. + 3 pg/kg/i.p. B12
vitamini gunluk deney boyunca uygulandi. Elde edilen
akciger dokularina histopatolojik, immiinohistokimyasal
ve biyokimyasal yontemler uygulanmistir. Akciger dokulari

Masson’s Trikrom (MT) ile boyanmistir. Ayrica a-Sma,
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applied to the obtained lung tissues. Lung tissues were
stained with Masson’s Trichrome (MT). In addition,
a-Sma, Laminin, PCNA, and TNF-a antibodies were
stained by immunohistochemistry. Superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and malondialdehyde (MDA)

levels were evaluated in lung tissue homogenates.

Results: MTX caused an increase in MDA and IL-6
levels and expression of a-Sma, Laminin, and TNF-q,
and the number of apoptotic cells in lung tissue. It also
caused a decrease in PCNA expression and SOD and
CAT levels in the MTX group. Vitamin B12 inhibited the
increase in MDA and IL-6 levels and the expression of
a-Sma, Laminin, and TNF-a. Vitamin B12 was found to

increase antioxidant capacity.

Conclusion: Vitamin B12 has been shown to
be effective on factors such as oxidative stress,
inflammation, fibrosis, and apoptosis in MTX-induced
lung toxicity and reduce damage. We observed that
MTX stimulated lung injury decreased with vitamin B12
treatment It suggests that vitamin B12 should not be

ignored in reducing side effects in cancer drug use.

Key Words:
antioxidant capacity

Methotrexate, vitamin B12, fibrosis,

Laminin, PCNA ve TNF-a antikorlari immunohistokimya
ile boyandi. Akciger doku homojenatlarinda ise stiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve malondialdehit (MDA)
seviyeleri degerlendirilmistir.

Bulgular: Metotreksat, MDA ve IL-6 seviyelerinde ve
a-Sma, Laminin ve TNF-a ekspresyonunda ve akciger
dokusunda apoptotik hiicre sayisinda artisa neden
olmustur. Ayrica MTX grubunda PCNA ekspresyonu ve
SOD ve CAT seviyelerinde azalma gorilmustur. B12
vitamini, MDA ve IL-6 diizeylerindeki artis1 ve a-Sma,
Laminin ve TNF-a ekspresyonunu engellemistir. B12
vitamininin antioksidan kapasiteyi artirdigi tespit
edilmistir.

Sonug: B12 vitamininin metotreksat kaynakli akciger
toksisitesinde oksidatif stress, inflamasyon, fibrosis ve
apoptosis gibi faktorler tizerinde etkili oldugu ve hasar
azalttig1 gorilmustir. Bu calisma, metotreksatin neden
oldugu akciger hasar1 icin B12 vitamini kullaniminin
faydali olacagini gostermistir. Kanser ilaci kullaniminda
azaltmada B12 vitamininin

yan etkileri gozard

edilmemesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, vitamin B12,

fibrozis, antioksidan kapasite

INTRODUCTION

Methotrexate (MTX) is a folic acid analog
chemotherapeutic commonly used in many cancer
diseases. MTX can inhibit the synthesis of DNA,
RNA, and proteins (1). Although it is used in many
cancer treatments, it also has side effects in many
tissues. These side effects include nephrotoxicity,
hepatotoxicity,
toxicity induced by MTX (2-4).
in studies that MTX will cause significant pulmonary
toxicity (4, 5). One of the mechanisms by which MTX
causes lung damage is inducing oxidative stress in

bone marrow toxicity, and lung

It has been shown

lung epithelial cells (6).
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It has been reported that MTX causes injury to the
alveolar epithelium, apoptosis, and fibrosis in the
lung (7). MTX stimulates oxidative stress, leading to
increased reactive oxygen species and later cellular
apoptosis (8). MTX increases apoptosis and decreases
cell regeneration (7). The proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) is considered a hub protein and is an
important regulator of DNA replication, repair, cell
cycle control, and apoptosis (9). It has been reported
that MTX increases lipid peroxidation in different
tissues, increases inflammation, and decreases
antioxidant capacity by increasing oxidative stress

(10-12).



Inflammation and fibrosis stages are importantin the
development of pulmonary fibrosis. Proinflammatory
cytokine production is stimulated by the increase of
reactive oxygen species by MTX (13). Cytokines such
as TNF-a and IL-6 play a role in inflammation (14).
Such cytokines have been shown to increase and
play an important role in MTX-induced lung toxicity
(15).
will lead to the development of pulmonary fibrosis

As MTX increases reactive oxygen species, it

(6). Alpha-smooth muscle actin (a-SMA) is a protein
that plays an important role in fibrogenesis (16).
Laminin, a heterotrimeric protein, plays an important
role in maintaining tissue integrity (17). Laminin, an
important component of the basement membrane,
also contributes to pulmonary fibrosis (18).

Reactive oxygen species are controlled by the
antioxidant defense system, which includes enzymes
such as SOD, CAT. MTX breaks down the enzymes of
the antioxidant system and reduces their amount
(19, 20). MTX produces reactive oxygen species and
increases lipid peroxidation (21).

Alternative or complementary therapies play an
important role in reducing the side effects of cancer
drugs. Vitamin B12 (B12, cobalamin) is a water-
soluble molecule found in foods of animal origin (22).
Vitamin B12 is required as a cofactor in the metabolic
process of remethylation of homocysteine to
methionine (23). Vitamin B12 plays an important role
in oxidative stress and increases antioxidant capacity.
It provides a reduction of reactive oxygen species.
Moreover, it has been shown in studies that it reduces
inflammation, fibrosis, and apoptosis (24-26). The
antioxidant property of vitamin B12 is achieved by
removing reactive oxygen species and protecting the
enzymes of the antioxidant system. It also provides
modulation of cytokines (27).

The effects of vitamin B12 on damages such as
fibrosis, inflammation, and apoptosis in MTX-induced
lung injury has not been studied before. Therefore,
the aim of this study was to investigate the protective
effects and to reveal possible mechanisms of vitamin
B12 against MTX-induced lung toxicity.

MATERIAL and METHOD

Experimental procedure

This study was planned and performed in Erciyes
University Faculty of Medicine Histology-Embryology
Department in line with the approval of the Ethics
Committee of Erciyes University Experiments Local
Ethics Committee. All
out in accordance with the Universal Declaration

procedures were carried

of Animal Rights, with the approval of the Ethical
Committee (Date: 12.09.2018, Decision no: 18/116
and subject for lung tissue: 21/131) of Erciyes
University Experimental Animals. In this study, all the
animals received human care according to standart
guidelines. The experimental stage of the study was
carried out in the Erciyes University Experimental
Research Application and Research Center (DEKAM).
In this study, eight weeks old 150-200 g adult 32
Wistar albino type male rats produced in DEKAM were
used. Rats kept in cages were kept in the normal
order of the day at 21°C and 12 hours of light / dark
environment and water and nutrient needs were
provided. The experimental groups were formed by
weighing the subjects and putting them together so
that their weights were close to each other.
Group |I: group (n = 8)
administered intraperitoneal (i.p.) saline throughout

the control was
the experiment.

Group II: Vitamin B12 (B12) (n = 8) 3 pg / kg /
i.p. Vitamin B12 (Vitamin B12 Rubranova, 5,000 pg;
Bristol-Myers Squibb) was administered throughout
the experiment.

Group lll: On the 8th day of the experiment, the
Methotrexate (MTX) (n = 8) group received a single
dose of 20 mg/kg / i.p. Methotrexate (Methotrexate,
500mg / 20ml, Kocak Farma, Turkey).

Group IV: MTX + Vitamin B12 (B12) (n = 8) group
single dose 20 mg / kg i.p. MTX + daily Vitamin B12
3ug / kg / i.p.

The experiment continued for 15 days. At the
end of the experiment, animals were anesthetized
with 30 mg/kg ketamine and 4 mg/kg xylazine and
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they were sacrificed. At the end of the experiment,

lung tissues were taken for histopathological,

immunohistochemical, and biochemical evaluation.

Histopathological evaluation

Lung sections of 5 pm from paraffin blocks were
left in the oven for a certain period of time using
histological methods, then paraffin was removed with
xylene and passed through graduated alcohol series
and diluted. Masson’s Trichrome (MT) staining was
performed to see the general histological structure
and fibrotic areas.

Immunohistochemistry

The immunohistochemistry method was used
to investigate PCNA, a-Sma, Laminin, and TNF-a
antibodies in lung tissues. Avidin biotin peroxidase
method was used to determine the difference
in expression of PCNA (PC10, sc-56, Santa Cruz
Biotechnology), a-Sma (BSM-33188M, Bioss), laminin
(ab128053, Abcam), and TNF-a(bs-2081R, Bioss) in
lung sections. Paraffin sections were deparaffinized in
xylene. For antigen recovery, 0.01 M 10% citrate buffer
was applied in the microwave for seven minutes at 600
w and then allowed to cool at room temperature for
10 minutes. Sections washed with phosphate buffer
(PBS) were treated with 3% hydrogen peroxide (H202)
for 12 minutes to prevent endogenous peroxidase
activity. It was washed again with PBS three times for
five minutes. The staining kit (TA-125-HDX, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used for
the next steps. After washing again 3 times in PBS,
ultra v block solution was added to the tissues and
kept in the tank for 10 minutes. After then PCNA,
a-Sma, Laminin, and TNF-a antibodies were added
to the tissues and incubated overnight at 4°C. After
re-washing, the peroxidase in the kit, which exhibits
diaminobenzidine (DAB) (TA-060-HDX, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), was treated with the
peroxidase substrate for 1.5 minutes to make its
immunoreactivity visible. Image J program was used
to evaluate antibody expressions (28, 29). 20 fields
were examined and counted at 200 X magnification.
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Apoptosis (TUNEL) staining

Apoptotic cells in the lung sections taken from
the subjects were determined using the Roche
brand In Situ Cell Detection Apoptosis Fluorescein
Kit. The staining was performed according to the kit
procedure. Lung sections taken at a thickness of 5 pm
were deparaffinized and then rehydrated and washed
twice with PBS for five minutes. Then, 270°C in a
microwave oven in 0.01 M 5% sodium citrate buffer
for antigen recovery was left for 5 minutes, then
allowed to cool at room temperature for 10 minutes.
Tissues washed with PBS for 3x5 minutes were then
placed in the moisture chamber at 37 0C with the
TUNEL reaction mixture coming out of the kit and
incubated in the oven for 75 minutes. Tissues washed
two times for five minutes with PBS were contrasted
with DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylindole). Tissues
sealed with glycerol closure solution were visualized
on the Olympus BX51 fluorescent microscope at a
wavelength of 450-500 nm. For the apoptotic index,
apoptotic cells in 25 different areas (each group:
total 200 area) were counted in 40X objective from
each section (28).

Biochemical Analysis

Lung tissues from subjects were raised to
-80°C. Tissues were homogenized before the study.
Then, centrifugation was applied and supernatants
were transferred to Eppendorf tubes for use. By
ELISA method SOD (Cat. No: 201-11-0169, Sun Red
Biological Technology), CAT (Cat. No: 201-11-5106,
Sun Red Biological Technology), Malondialdehyde
(MDA) (Cat. No: Cat. No: 201-11-0157, Sun Red
Biological Technology), Interleukin-6 (IL-6) (Cat. No:
Cat. No: 201-11-0136, Sun Red Biological Technology)
kits were used and quantities were determined in ng/
ml at 450 nm in ELISA reader.

Statistical Analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to identify
the normal distribution of the data. One-way analysis
of variance and posthoc Tukey test were used to
determine differences between groups. Results are



presented as mean + Standart deviation (SD). The
SPSS/PC program (Version 20.0; SPSS, Chicago, IL) and
Graphpad Prism 8.0 software was used for statistical
analysis. P < 0.05.were considered as statistically
significant.

RESULTS

Histopathological results

In lung tissue was performed Masson’s trichrome
(MT) to investigate the histopathological changes.
Healthy lung tissue was observed in the control,
vitamin B12, and MTX+ vitamin B12 groups. In the MTX
group, in interalveolar areas of the lung tissues were
observed fibrotic areas compared to the other groups.
With Masson trichrome staining, we saw increased
fibers in the connective tissue in the lung of the MTX

Control

Figure 1. MT staining in lung tissues. In the Control group (A)

group (Figure 1 A-B-C-D).
Immunohistochemistry results
Immunohistochemical staining was performed
by using the avidin-biotin method to determine the
lung tissue expressions of PCNA, a-Sma, Laminin, and
TNF-a (Table 1, Figure 2). In the MTX group, PCNA
positive cell counts significantly decreased compared
to the control group (p=0.0001). In the MTX+B12
group, PCNA positive cell
increased compared to the MTX group (p=0.0001). In

counts significantly
the MTX group, a-Sma, Laminin, and TNF-a staining
areas significantly increased compared to the control
group (p=0.0001). There was a statistically significant
decrease in a-Sma, Laminin, and TNF-a staining area
in the group MTX+B12 compared to the MTX group
(p=0.0001).

A |

, B12 group (B), MTX+B12 group (D) is seen healthy lung tissue.

In the MTX group (C) were seen pathologically increased fibrotic areas.
Fibrotic areas are shown with a black arrow. Blue stained areas show fibrosis. X200

MT: masson’trichrome,
MTX: methotrexate,
B12: B12 vitamin

Table 1. Immunohistochemistry data on the lung tissues

Groups Control B12 MTX MTX+B12 p

PCNA Positive cell count 4.90+2.112 5.25+1.182 1.45+1.17° 4.72+1.86* 0.0001
a-SMA % staining area 12.69+3.392 8.64+2.48° 31.84+5.41¢ 18.94+4.73¢ 0.0001
Laminin % staining area 4.20+2.112 4.44+1.152 7.52+1.88° 3.51+1.972 0.0001
TNF a % Staining area 0.40+0.252 0.42+0.272 5.16+3.72° 1.21+0.692 0.0001

The data are expressed as mean + standard deviation. p < 0.05 was accepted as significant. There were no significant
differences between the groups expressed with the same letter (a, b, ¢, d).

MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, PCNA: Proliferating cell nuclear antigen,

a-SMA: Alpha-smooth muscle actin, TNF a: Tumor necrosis factor-alpha
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Figure 2. Results of MAP 2, eNOS, iNOS and nNOS immunohistochemical staining of lung tissues in experimental groups.
Immunoreactive areas are indicated by arrows. X200.

Values are given as mean + standard deviation. P < 0.05 was considered significant.

There is no significant difference between groups containing the same letter (a, b, ¢, d).

MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, PCNA: Proliferating cell nuclear antigen,

a-SMA: Alpha-smooth muscle actin, TNF a: Tumor necrosis factor-alpha
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TUNEL Results

TUNEL staining was performed to determine

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

positive cell counts increased statistically significantly

Table 2. TUNEL positive cell numbers belonging to the groups

compared to the control group (p=0.0001). There was
a statistically significant decrease in TUNEL positive

cell counts in the MTX+B12 group compared to the
DOX group (p=0.0001). (Table2, Figure 3).

Groups

Control

B12

MTX

MTX+B12

TUNEL positive cell count

3.24+2.65°

2.51+2.16°

3.70+2.15¢

3.04+1.78°

0.0001

The data are expressed as mean + standard deviation. p < 0.05 was accepted as significant.

There were no significant differences between the groups expressed with the same letter (a, b, c).
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12

TUNEL Positive cell

Figure 3. TUNEL data of the groups.
(A) Control group, (B) B12 group, (C) MTX group, (D) MTX+B12 group.

Apoptotic cells are indicated by yellow arrows. X400. P < 0.05 was considered significant.
There is no significant difference between groups containing the same letter (a, b, c).
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Biochemical Results
Lung Tissue Antioxidant Enzymes Activities

The results of the antioxidant enzymes are shown
in Table 3. SOD and CAT levels significantly decreased
in the MTX group compared to the Control group
(p=0.005). SOD and CAT levels significantly increased
in the MTX+B12 group compared to the MTX group
(p=0.005).
MTX group compared to the Control group (p=0.005).

MDA level significantly increased in the

Table 3. Biochemical data of the experimental groups

MDA level was significantly decreased in the MTX+B12
group compared to the MTX group (p=0.0001). (Figure
4).
Lung Tissue inflammatory marker IL-6 Activity
The results of the inflammatory IL-6 are shown in
Table 3. IL-6 level significantly increased in the MTX
group compared to the control group (p=0.005). IL-6
level significantly decreased in the MTX+B12 group
compared to the MTX group (p=0.005). (Figure 4).

Groups Control B12 MTX MTX+B12 p

SOD ng/ml 33.1349.732 34.918.49° 21.41+2.09° 32.44+2.092 0.0086
CAT ng/ml 96.9+28.4° 101.4£24.992 56.32+22.65° 96.06+12.552 0.0091
MDA ng/ml 10.31+2.202 10.39+1.212 18.56+2.76° 12.31+1.252 0.0001
IL-6 ng/ml 99.73+12.562 98.67+10.10% 148.10+20.35° 119.8+9.662 0.0001

The data are expressed as mean + standard deviation. p < 0.05 was accepted as significant.

There were no significant differences between the groups expressed with the same letter (a, b).
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, SOD: Superoxide dismutase,
CAT: Catalase, MDA: Malondialdehyde, IL-6: Interleukin 6.

Figure 4. Graphics of biochemical results.
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There were no significant differences between the groups expressed with the same letter (a, b).
MTX: methotrexate, B12: vitamin B12, SOD: Superoxide dismutase,
CAT: Catalase, MDA: Malondialdehyde, IL-6: Interleukin 6
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DISCUSSION and CONCLUSION

Methotrexate (MTX) is a chemotherapeutic drug
that is generally used in diseases such as rheumatoid
arthritis and psoriasis (30, 31). MTX also causes
neurotoxicity, hepatotoxicity, nephrotoxicity, and lung
damage (32-35). In our study, when the lung tissue
is examined histopathologically, we show that MTX
stimulates fibrosis by increasing the amount of collagen
around the alveoli. However, in the group treated
with vitamin B12, lung tissue was observed similar
to the control group. MTX has been shown to cause
fibrosis in studies (20, 36).
important life-threatening disease. It is a fatal disease

Pulmonary fibrosis is an

that causes excessive collagen accumulation and lung
dysfunction in the lung parenchyma due to excessive
activation of the fibroblast (37). Myofibroblasts provide
an increase in the extracellular matrix such as collagen
in the development of fibrosis. a-sma is synthesized by
myofibroblasts (38, 39). It has been observed that the
amount of a-sma and laminin increases in pulmonary
fibrosis (40, 41). MTX has been shown to be associated
with pulmonary fibrosis (42, 43). In our study, the
results of immunohistochemistry staining, it was
observed that MTX significantly increased the amount
of a-sma and laminin around the alveoli in the lung
compared to the control group. In the group treated
with vitamin B12, there was a significant decrease in
the amount of immunoreactivity of a-sma and laminin
compared to the MTX group. This result shows that
vitamin B12 reduces fibrosis by decreasing collagen
accumulation similar to other studies (44, 45).
MTX-induced pulmonary toxicity has been shown to
increase inflammation. In this case, the increase in pro-
inflammatory cytokines occurs (46). In our study, TNF-a
immunoreactivity in lung tissue significantly increased
in the MTX group. IL-6 level, another cytokine, showed
a significant increase in the MTX group when evaluated
biochemically. Our results confirm the increase in MTX-
induced TNF-a and IL-6 levels and comply with other
studies (46, 47). In the current study, TNF-a and IL-6
levels significantly decreased in the group treated with

vitamin B12. It has been noted that increasing the
level of cytokines will significantly increase pulmonary
profibrotic activity by activation of fibroblast,
macrophage, and myofibroblast cells (48). These
results confirm the anti-inflammatory presentation of
vitamin B12 (49, 50).

Although chemotherapeutic drugs are used in
cancer, they cause apoptosis in healthy tissues. MTX
application also causes apoptosis in different tissues
(7, 51). In our study While the number of apoptotic
cells increased in the lung tissue in the MTX group, the
number of PCNA positive cells decreased. In the group
treated with vitamin B12, we showed that the number
of TUNEL positive cells in the lung tissue decreased
and the number of PCNA positive cells increased. As in
other studies, it shows the positive effects of vitamin
B12 on cell proliferation (52, 53).

Oxidative stress plays an important role in lung
toxicity caused by MTX, and oxidants and antioxidants
play a role in this process. Malondialdehyde (MDA)
from oxidants and superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) from antioxidants play an important
role in this process (46, 47). MTX causes oxidative
damage and increases lipid peroxidation. Excessive
production of reactive oxygen species disrupts the
antioxidant system (54). In the current study, we
showed that in the MTX applied group, the level of
MDA showing lipid peroxidation increased significantly
as a result of the biochemistry of lung tissue. The level
of enzymes such as SOD and CAT, which play a role
in the antioxidant system, has decreased significantly
in the MTX treated group. This decreased antioxidant
capacity and increased lipid peroxidation amount are
compatible with other studies in the literature (33,
54). In the group treated with B12, which we use as an
antioxidant, lipid peroxidation significantly decreased,
while a significant increase in the enzymes of the
antioxidant system contributed to the preservation
of lung tissue. Vitamin B12, which has functions such
as removing reactive oxygen species and reducing
oxidative stress, demonstrated this feature in our
study in MTX-induced lung cytotoxicity (27, 55).
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In conclusion, we found that vitamin B12 has
positive effects by reducing factors such as oxidative
stress, fibrosis, apoptosis, and inflammation in
methotrexate-induced lung damage. We observed

that MTX stimulated lung injury decreased with
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The epidemiology and antifungal susceptibility of Candida
species isolated from patients in intensive care units of a
research hospital

Esma EREN' , Hafize SAV?

, Zehra BESTEPE DURSUN'

ABSTRACT

Objective: Over the past two decades, Candida
species have come to be regarded as important agents
of nosocomial infection. In this study, we evaluated the
epidemiology, antifungal susceptibility of Candida species
isolated from adult and pediatric patients in intensive

care units of a research hospital from 2015 to 2017.

Methods:

recovered from blood and other samples were identified

A total of 279 yeast Candida isolates

to species by using conventional (germ tube formation,
microscopic morphology in corn meal-Tween 80 agar and
formation of clamydospore, presence of pseudohyphae,
carbonhytrate fermentation and assimilation tests,urease
and nitrate test ), and Phoenix (Becton Dickinson, ABD).
Susceptibility of the same species to amphotericin
B (AMB), (VRC)
caspofungin (CAS)) were determined by E test method.

fluconazole (FLC),voriconazole and

Results: The specimens were isolated from, urine 173
(62%), blood 76 (27.24%), wound 18 (6.45%), tissue culture
4 (1.43%), central venous catheter 3 (1.08%), respiratory
tract 2 (0.72%), peritoneal fluid 2 (0.72%), pleural fluid
1 (0.36%). The most commonly isolated species was 185

(66.31%) C. albicans from the various clinical specimens

OZET

Amac: Candida turleri son yirmi yilda nozokomiyal

enfeksiyonlarin  onemli ajanlar1 olarak gorilmeye

baslanmistir. Calismamizda hastanemizde 2015-2017
tarihleri arasinda cocuk ve yetiskin hasta grubundan
izole edilen Candida spp. tirlerinin lokal epidemiyolojisi

ve antifungal duyarliliginin belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Klinik orneklerden izole edilen toplam 279
Candida spp. turu ticari Phoenix (Becton Dickinson, ABD)
ve konvansiyonel yontem (germ tup olusumu, misir unlu
agarda mikroskobik morfoloji, klamidospor olusumu,
pseudohif karbonhidrat

bulunusu, fermantasyon

ve asimilasyon testleri, Ureaz testi, nitrat testi)
ile tammlanmistir. izole edilen tiirlerin flukonazol,
vorikonazol, amfoterisin B, kaspofungin antifungal
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerleri

antifungal duyarliligi E-test metodu ile belirlenmistir.

Bulgular: Orneklerin dagiimi 173 (%62) idrar,
76 (%27,24) kan, 18 (%6,45) yara, 4 (%1,43) doku,
3 (%1,08) santral venoz kateter, 2 (%0,72) solunum
yolu, 2 (%0,72) peritoneal siv1, 1 (%0,36) plevral mayi
olarak belirlenmistir. Klinik orneklerden izole edilen
Candida tiirleri 185 (%66,31) C. albicans, 33 (%11,83)
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was followed by the species of 33 (11.83%) C. parapsilosis,
29 (10.39%) C. glabrata, 29 (10.39%), C.
(0.72%) C. pelliculosa, 1 (0.36%) C. melibiosica. C.
glabrata was the most frequently isolated in elderly

tropicalis, 2

patients and C. albicans was the most frequently isolated
in childhood. Various candida species have been isolated
from the urine samples of 173 patients with candiduria.
C. albicans was found to be the most common cause of
candiduria (142 samples (82%)). Antifungal susceptibility
test study was performed from 92 Candida isolates. For
these species, the geometric mean minimum inhibitor
concentration of each antifungal was calculated to be
2.2 pg/mL for FLC, 0.6 pg/mL for AMB, 0.6 pg/mL for
CAS and 0.1 pg/mL for VRC. All Candida isolates were
found susceptible to voriconazole. Seven isolates of 19 C.
glabrata species were dose-dependent sensitivity and two
isolates were determined to be resistant to fluconazole.
Three isolates of 26 C. parapsilosis species were reported

to be resistant to caspofungin.

Conclusion: C. albicans is the most common Candida
species isolated from the clinical specimens we studied.
Knowing the types and susceptibility of Candida strains will

be an important factor in our choice of antifungal therapy.

Key Words: Antifungal susceptibility, Candida spp.,

epidemiology, intensive care unit

C. parapsilosis, 29 (%10,39) C. glabrata, 29 (%10,39)
C. tropicalis, 2 (%,0,72) C. pelliculosa, 1 (% 0,36) C.
melibiosica olarak tanimlanmistir. Yasli hastalardan
en sik C. glabrata turu, cocuk hastalardan en sik
C. albicans turu izole edilmistir. Kandidirisi olan
173 hastanin idrar orneginde cesitli kandida tiirleri
izole edilmistir. En sik (142 ornekte (%82)) kandidiri
etkeni olarak C. albicans tespit edilmistir. Klinisyen
istegine bagli olarak 92 Candida izolatindan antifungal
calisilmisti. Bu turler icin geometrik minimum
inhibitor konsantrasyon degeri flukonazol icin 2,2 pg/
mL, amfoterisin B icin 0,6 pg/mL, kaspofungin 0,6
pg/mL, vorikonazol 0,1 pg/mL olarak belirlenmistir.
izolatlarin hepsi vorikonazol icin duyarli bulunmustur.
Flukonazol icin 19 C. glabrata tiriinden yedi izolat
doza bagl duyarli ve iki izolat direncli olarak tespit
edilimistir. Kaspofungin icin 26 C. parapsilosis turunin

Uci direncli olarak belirlenmistir.

Sonug¢: Calistiginiz klinik  6rneklerden en
sik izole edilen tur C. albicans turudur. Kandida
enfeksiyonlarinin  lokal epidemiyolojisini bilmek

ampirik antifungal ajanlarin secimi icin gerekli bir
bilgidir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal duyarlilk, Candida

spp., epidemiyoloji, yogun bakim

INTRODUCTION

There are over 150 species of Candida spp.
isolates in nature. While the isolation frequency of
these species is changing, it is accepted that the
most commonly isolated species are C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, and C.
krusei (1). Candida species isolated from different
age groups may vary. For example, C. parapsilosis
isolated from the blood cultures of newborns is known
as a predominant species (2, 3). The frequency of
C. glabrata species is higher in adult and elderly

patients (4). C. tropicalis is more frequently isolated
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in patients from non-neutropenic and haematological
malignancies (5).

Nosocomial invasive infections caused by Candida
spp. have been a major medical problem in intensive
careunits (ICUs). Infectious Diseases Society of America
(IDSA) anti-fungal treatment protocols vary according
to patients’ age groups (6). These latest treatment
protocols state that echinocandins are recommended
as the first choice for suspected candidiasis.
Fluconazole (FLC) is an acceptable alternative azole
drug for non-neutropenic patients (those who have
had no recent azole exposure and are not colonized
with azole-resistant Candida species) in intensive



care. Despite new antifungal drugs, amphotericin
B deoxycholate is recommended for neonates with
disseminated candidiasis (7). In patients without
neutropenia, initial antifungal treatment begins with
FLC. This regimen can be used for infections caused
due to C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. kefyr, C. dubliniensis, C.

guilliermondi. Caspofungin (CAS) is recommended for

lusitaniae, and C.

C. glabrata infections (6). C. krusei is intrinsically
resistant to FLC and has a decreased susceptibility to
other azoles. Echinocandins, VCZ or amphotericin B
(AMB) are preferred antifungal regimens for C. krusei
infection (8).

The aim of our study was to analyze the species
distribution of Candida isolates from different clinical
specimens and determine antifungal susceptibility to
AMB, FLC, voriconazole (VRC) and CAS, by the E-test
method.

MATERIAL and METHOD

Patients

This was a retrospective study of Candida infection
in the ICUs of a 1200-bed research hospital in Turkey.
The study was conducted according to the declaration
of Helsinki. The patients were selected from patients
who were hospitalized in ICUs between October 2015
and August 2017. A total of 279 non-repeat isolates
of Candida isolates were obtained from 76 blood,
173 urine, 18 wounds, four tissue sample, three
central venous catheters, two respiratory tracts, two
peritoneal fluid, one pleural fluid of patients in adult
and child intensive care unit of a research hospital.
Candidemia was defined as the isolation of Candida
spp. from blood cultures and other forms of invasive
probable)
according to the European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections

candidiasis (proven or were defined

Cooperative Group and the National Institute of Allergy
and Infectious Diseases Mycoses Study Group criteria
(9). In our study, all patients with asymptomatic
candiduria had a urinary catheter. Candiduria refers

to the laboratory finding of >10° colony-forming units
(CFU) of Candida spp. per mL of urine. For suspicious
infection potentially occurring nosocomially and out
of the hospital, samples including wound, respiratory
tract, peritoneal fluid, pleural fluid were cultured on
SDA agar for fungal identification. The cut-off age
value for elderly patients was taken as 65 years.
Mycological studies

Identification of each strain was performed by
using conventional (germ tube formation, microscopic
and

morphology in corn meal-Tween 80 agar)

automated methods, Phoenix (Becton Dickinson, ABD).

Antifungal Agents and Susceptibility Testing

All isolates were cultured by using SDA (Oxoid,
Basingstoke, United Kingdom). These isolates
were tested for susceptibility against FLC,
CAS, VRC, and AMB with E test method. For the
antifungal susceptibility testing RPMI 1640 (Sigma)
medium was prepared. 4 g L-glutamine, 34.5 ¢
morpholinepropanesulfonic acid, 20 g glucose, and 17
g Bacto agar (Becton Dickinson and Company, Sparks,
MD, USA) were dissolved in 1 L deionized water and
autoclaved at 121°C for 15 minutes. The inoculum
suspensions were adjusted spectrophotometrically
at 530 nm to match the turbidity of a 0.5 McFarland
standard. Agar plates were inoculated with a cotton
swab and allowed to dry for at least 15 min before the
E-test strips were applied. E-test agar plates were
incubated at 35°C and assessed at 48 h. Minimum
(MICs)
detected as the lowest concentrations providing an
80% reduction in growth. MICs of AMB was determined
as the lowest concentration inhibiting any growth.

inhibitory concentrations of azole were

MICs were also determined by the E-test method
according to the manufacturer’s guidelines. E-test
strips of FLC (0.016-256 pg/ml), VRC (0.002-32 ug/
ml), AMB (0.002-32 pg/ml), and CAS (0.002-32 pg/ml)
were placed perpendicular to each other on an RPMI
plate. Quality control was performed in both tests in
accordance with the CLSI (The Clinical & Laboratory
Standards Institute) document M27-A3 using C. krusei
ATTC 6258 and C. parapsilosis ATCC 22019.

Turk Hij Den Biyol Derg

95



RESULTS

Candida species were isolated from the clinical
specimens of 279 patients, including 147 female
and 132 male patients hospitalized in our ICUs.
The mean age of the patients was found to be 65
years. The specimens were isolated from urine 173
(62%), blood 76 (27.24%), wound 18 (6.45%), tissue
culture 4 (1.43%), central venous catheter 3 (1.08%),
respiratory tract 2 (0.72%), peritoneal fluid 2 (0.72%),
pleural fluid 1 (0.36%). The most commonly isolated
species from various specimens of pediatric and adult
patients was determined to be C. albicans. While
185 of 279 isolates (66.31%) were identified as C.
albicans, the others were identified as 33 (11.83%)
C. parapsilosis, 29 (10.39%) C. glabrata, 29 (10.39%)
C. tropicalis, 2 (0.72%) C. pelliculosa, 1 (0.36%) C.
melibiosica, respectively (Table 1). Considering all
the specimens, the unit in which proliferation was
observed most frequently was determined to be the

anaesthesia intensive care unit. Simultaneously, the
most commonly isolated species from all specimens
in the pediatric intensive care unit (n=11/17, 64.7%)
were identified to be C. albicans. In the adult and
pediatric intensive care units, 76 Candida species
were isolated from the blood culture. Examining
the blood culture isolates, the most commonly
isolated species was 32 (42.2%) C. albicans species
and it was followed by 26 (34.2%) C. parapsilosis,
11(14.4%) C. glabrata, 7 (9.2%) C. tropicalis species,
respectively. Distribution of Candida species isolated
from patients in intensive care unit was shown in
Table 2. From the 142 of 173 urine specimens coming
from the hospitalized patients of intensive care units
in our hospital, C. albicans, (n = 15/173, 8.7%),
C. tropicalis, (n = 11/173, 6.3%) C. glabrata (n =
2/173, 1.2%) C. parapsilosis, C. pelliculosa (n =
2/173 1.2%), C. melibiosica (n = 1/173, 0.6%) were
isolated, respectively.

Table 1. Distribution of Candida species isolated from patients in intensive care

Department C. albicans | C. glabrata | C. melibiosica | C. parapsilosis | C. pelliculosa | C. tropicalis TOTAL
Anesthesia ICU 60 8 19 - 10 97
Brain surgery ICU 14 3 - 2 19
Pediatric ICU 11 1 3 2 17
Medical ICU 47 8 2 1 5 63
Chest diseases ICU 2 1 3
Surgical ICU 13 7 20
ot | 1 HE
Cardiac ICU 8 1 1 1 1 12
Neurology ICU 21 4 2 4 31
Burn Unit 6 1 1 4 12
Total (Number%) 185(66.31%) 29(10.39%) (0.36%) 33(11.83%) 2(0.72%) 29(10.39%) 279

ICU: Intensive Care Unit
-: Not growth
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Table 2. Distribution of Candida species isolated from blood cultures in intensive care

Department C. albicans C. glabrata | C. parapsilosis complex | C. tropicalis Total
Anesthesia ICU 10 2 17 4 33
Brain surgery ICU 1 = 2 = 3
Pediatric ICU 6 - 2 8
Medical ICU 7 4 1 3 15
Chest diseases ICU 1 - 1
Surgical ICU 2 4 6
Cardiovascular surgery ICU - - 1 1
Cardiac ICU 1 - 1
Neurology ICU 1 = 2 3
Burn Unit 3 1 1 5
Total 32 11 26 7 76

ICU: Intensive Care Unit

The antifungal sensitivity of 92 species of Candida
species was evaluated by the E-test method. For
these species, the geometric mean (GM) Minhibitor
concentration of each antifungal was calculated to
be 2.2 pg/mL for FLC, 0.6 pg/mL for AMB, 0.6 pg/
mL for CAS and 0.1 pg/mL for VRC. The MIC 50 and
MIC 90 values of the isolated Candida species against

antifungals were presented in Table 3. No cross-
resistance was encountered between FLC and VRC.
Seven isolates of 19 C. glabrata species isolated
from various clinical specimens had dose-dependent
sensitivity to FLC and two isolates were determined to
be resistant. Also, three isolates of 26 C. parapsilosis
species were reported to be resistant to CAS.

Table 3. In vitro susceptibilities of the Candida isolates to four antifungal agents (ug/ml)

AMB CAS FLC VRC
species (Number) | M€ | micso [ micoo | MC | micso | micoo | M€ | micso | micoo | M€ | micso | micoo
range range range range
C. albicans (20) 0.094-3 | 0.25 1 0.125-1.5 0.75 1 0.5-6 2 4 0.0012-2 0.38 0.75
A 0.125-
C. parapsilosis (9) | 0.125-2 0.5 1 0.19-1.5 0.75 1 1-48 3 4 0.5 0.25 0.38
C. glabrata (8) 0.125-6 | 0.25 0.75 | 0.125-1.5 0.75 1.5 2-24 8 24 0.064-2 0.75 1
L. 0.19-
C. tropicalis (3) 0.25-2 0.38-0.75 1-3 0.75
C. dubliniensis (1) 2 0.5 16 - 0.38-
AMB; Amphotericin b, CAS; Caspofungin, FLC; Fluconazole, VRC Voriconazol,
MIC: Minimal inhibitory concentration, GM; Geometric mean
Turk Hij Den Biyol Derg
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DISCUSSION and CONCLUSION

The distribution of Candida species causing the
fungal infection is changing gradually. C. albicans
were reported to be most frequently isolated in
Serbia (10), China (11). Australia (12) and Turkey
(13, 14). However, non-albicans Candida species is
the most commonly isolated fungal species in India
(15) and Brazil (16). The differences in regional
epidemiological data of these studies could not be
explained completely, but it was considered that
azole exposure of patients, underlying diseases
and different applications in hospitals might have
been the cause. In our study, the most commonly
isolated species was C. albicans from the various
clinical samples were followed by C. parapsilosis,
C. glabrata, C.
melibiosica, respectively. Also, 76 Candida species

tropicalis, C. pelliculosa, C.
were isolated from the blood samples of the patients
diagnosed with candidemia infection in our hospital
during this period. Among these species, the most
frequently isolated species was C. albicans and
it was followed by the species of C.
and C.

Multicenter epidemiological data in

parapsilosis,

C. glabrata, tropicalis, respectively.
conformance
with our result are available (17, 18). According to
our hospital data, C. parapsilosis was the second
most commonly isolated species. C. parapsilosis is
exogenous pathogenetic species and often isolated
from the patients, especially those who use an
intravascular device, in intensive care units (19).
Also, since these species are frequently isolated
from the hands of health care personnel working in
the intensive care unit, we suggest that necessary
precautions should be taken (20). C. glabrata
species are the most commonly found species in
critically ill elderly patients (21). When various
clinical specimens obtained from all intensive care
units were examined, 29 C. glabrata species were

isolated and of these, 17 were isolated from the
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clinical samples of patients over 65 years of age.
Candidemia cases are important among pediatric
patients. Only six C. albicans and two C. parapsilosis
species were isolated from our hospital’s pediatric
candidemia cases. According to changing candidemia
epidemiologies depending on the region, such as
Europe (22-24) and America (25, 26), C. albicans
species are frequent while non-albicans species
are most commonly isolated in Asian countries (27,
28). Examining the data from pediatric intensive
care unit, the study had some limitations. The
first of these was it was a single-centre study and
the second was the clinical outcome could not be
reflected, since it was a laboratory-based study.
The use of urinary catheters and wide-spectrum
antibiotics for hospitalized patients in the intensive
care unit may ause candiduria. Although the species
isolated varies, they were often reported to be C.
albicans (29, 30). C. glabrata and C.
species were reported as the second-and third-
(31,32). It
is noted that the C. parapsilosis species attach

tropicalis

most common species, respectively
to plastic materials owing to their extracellular
polysaccharide or slime production (33). In this case,
from the medical perspective, the prevalence of C.
parapsilosis was expected to increase concerning
the fact that urinary catheters used in intensive
care units increase the risk for their colonization or
infection. It must be noted that C. parapsilosis was
isolated only in a 2% ratio, according to our results.

Antifungal sensitivity was determined with the
E-test in some Candida species. The compatibility
ratio of the E-test and broth microdilution was
found to be high in various studies conducted
(34, 35). The E-test method was also preferred
because it was fast and had high repeatability. In
a conducted study, when all Candida species were
evaluated, VRC was sensitive at higher ratios than
FLC (36). Further, in our study, no resistance to
VRC was detected.

In contrast, FLC resistance



was determined in two isolates in the iso-late of
C. glabrata and dose-dependent resistance was
detected in six isolates. The increase in the isolation
frequency of C. parapsilosis species recently and its
in-vitro resistance to CAS was presented in various
studies (37, 38). Pfaller et al. (39) reported that
the different MIC values shown by the Candida
species to CAS were secondary to the biological
differences among species. In our study, especially
in the candidemia cases, the second most commonly
isolated species was C. parapsilosis. A resistance to
CAS was detected in three C. parapsilosis species
from these isolates, while no resistance was observed
among other species.

ETHICS COMITTEE APPROVAL

* This study does not require Ethics Committee Approval.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

C. albicans species was revealed to occur at
higher rates compared to non-albicans species
in our study. The detection of the C. parapsilosis
species as the second most com-mon species lead
to the conclusion that hygienic conditions should
be maintained in in-tensive care units. Moreover,
the inability to isolate C. krusei, which has azole
that no
resistance pattern in our hospital. In conclusion,

resistance, demonstrated substantial
we propose that these data will be useful for the
clinicians working in our hospital while selecting the
antifungal agents for the treatment and prophylaxis

of invasive fungal disease.
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Periferik arter hastalarinda yiikselmis serum homositrulin
diizeyleri

Duygu ERYAVUZ ONMAZ' , Canan AYDOGAN?

, Nazif AYGUL? (1D), Abdullah SiVRIKAYA' (ID),

Sedat ABUSOGLU! (ID), Ali UNLU!
OZET ABSTRACT
Amag:  Periferik arter hastaligi (PAH) arteriyel Objective: Peripheral arterial disease (PAH) is a

stenoz veya oklizyon ile karakterize, kronik, progresif
bir hastaliktir. Ateroskleroz PAH’In en yaygin nedenidir
(>%90). Karbamilasyon, proteinlerin post translasyonel
modifikasyon mekanizmalarindan birisi olup ateroskleroz
icin yeni bir risk faktoru olarak tammlanmstir. Bilinen
en yaygin karbamilasyon Urlinii ise homositrulindir. Bu
calismamizda PAH’LI hastalar ile benzer yas, cinsiyet
dagilim ve risk faktorlerine sahip PAH’1 olmayan bireylerde
serum homositrulin diizeylerini olcerek homositrulinin PAH
tamsindaki roliiniin aydinlatilmasina katkida bulunmak ve
cesitli biyolojik parametreler ile homositrulin diizeyleri

arasindaki iliskiyi arastirmak amaclanmistir.

Yontem: Calismaya, 70 PAH’lLi hasta ve 65 PAH"1
olmayan birey dahil edilmistir. Serum homositrulin ve
lizin diizeyleri AB Sciex APl 3200 (Applied Biosystems/MDS
Sciex) likit kromatografi-tandem kiitle spektrometri (LC-
MS/MS) cihaziyla gelistirmis oldugumuz gecerli kilinmis
yontemle olculmistir. Hastalara ait cesitli hematolojik
ve biyokimyasal parametreler sirasiyla Beckman Coulter
LH 780 ve Beckman Coulter AU 5800 (Beckman Coulter,

chronic, progressive disease characterized by arterial

stenosis or occlusion. Atherosclerosis is the most
common cause of PAH (>90%). Carbamylation is one
of the post-translational modification mechanisms of
proteins and has been identified as a new risk factor
for atherosclerosis. The most common carbamylation
product known is homocitrulline. Our aim in this study
was to contribute to the elucidation of the role of

homocitrulline in the diagnosis of PAH.

Methods: 70 patients with PAH and 65 individuals
without PAH were included in the study. Serum
homocitrulline and lysine levels were measured by AB
Sciex APl 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex) liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS) device. Various hematological and biochemical
parameters of the patients were measured in
Beckman Coulter LH 780 and Beckman Coulter AU
5800 (Beckman Coulter, Brea, USA) autoanalyzers,
and C-reactive protein (CRP) levels were measured

in IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Brea, USA) device,
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Brea, USA) otoanalizorlerinde, C-reaktif protein (CRP)
diizeyleri ise IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Brea, USA)
cihazinda olcilmustur.
PAH’l

konsantrasyonlarn kontrol grubuna gore istatiksel olarak

Bulgular: hastalarin  serum  homositrulin
anlamli diizeyde ytiksekti (p<0.001). Homositrulinin PAH"1
ongorme giiclinii degerlendirmek icin Receiver Operating
Characteristic (ROC) analizi yapildiginda ise optimal
serum homositrulin cut-off degeri, %71.4 sensitivite ve
%86.7 spesifiteyle 165.1 pmol / mol lizin (p<0.001) olarak
saptanmistir. Egri altinda kalan alan (AUC) degeri 0.873 olup
%95 gliven araligi 0.804-0.925 idi. Spearman korelasyon
analizine gore ise serum homositrulin diizeyleri ile dre,
CRP, notrofil lenfosit oram (NLO) ve platelet lenfosit oran

(PLO) diizeyleri arasinda pozitif korelasyon vardi.

Sonug: Sonu¢ olarak bulgularimiz, homositrulin

diizeylerinin ~ PAH’L  hastalarda onemli  olcude

yiikseldigini, homositrulinin PAH’In erken teshisinde

yararl bir gosterge olabilecegini gostermektedir.

Anahtar  Kelimeler: Periferik arter hastalig,

ateroskleroz, enflamasyon, karbamilasyon, homositrulin

respectively.

Results: Serum homocitrulline concentrations
of patients with PAH were statistically significantly
higher than the control group (p<0.001). Receiver
Operating Characteristic (ROC) analysis showed that
the optimal serum homocitrulline cut-off value was
165.1 pmol / mol lysine (p<0.001) (sensitivity, 71.4%
and specificity, 86.7%) for PAH. The area under curve
(AUC) value was 0.873 (95% confidence interval: 0.804-
0.925). There was a positive correlation between
serum homocitrulline and urea, CRP, the neutrophil-
lymphocyte ratio (NLR) and the platelet-lymphocyte
ratio (PLR) levels.

Conclusion: Our findings show that homocitrulline
levels are significantly elevated in patients with PAH,
and homocitrulline may be a useful marker in the early

diagnosis of PAH.

Words:

atherosclerosis,

Key Peripheral arterial disease,

inflammation, carbamylation,

homocitrulline

GIRIS

Periferik arter hastaligi (PAH) kalbi yada beyni
besleyen damarlar disindaki orta ve biyik captaki
arterlerin daralmasi yada tikanikligi ile karakterize
olan progresif bir kardiyovaskiiler hastaliktir (1).
PAH, alt ekstremiteleri Ust ekstremite damarlarindan
daha sik etkilemektedir ve alt ekstremite PAH’1,
kladikasyo intermitant olarak bilinen tekrarlayan
yorgunluk, kramp hissi ve agriya yol acabilmektedir
(2). Diunya capinda 200 milyondan fazla bireyin
PAH’dan etkilendigi bilinmektedir (3). Genclerde
nispeten daha nadir gorilmekle birlikte prevelansi
yasla birlikte artmaktadir ve ozellikle 65 yas uUstu
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bireylerde daha yaygindir (4). 50 yas alti bireylerde
prevelanst %4 ile %7 arasinda degisirken, 80 yas
ustunde %20’nin Uzerine cikmaktadir. Erkeklerde ise
kadinlara gore yaklasik 1,5 kat daha sik gorulmektedir
(5). PAH, tromboembolizm, vaskiilit ve dejenerasyon
gibi
bununla birlikte PAH’a neden olan en yaygin durum

bircok nedenle ortaya cikabilmektedir,

aterosklerozdur (6). Sigara, alkol, hipertansiyon,
bobrek ve kalp yetmezligi, dislipidemi, obezite,
hiperhomosisteinemi, yas, erkek cinsiyet, siyah 1rk,
yuksek C-Reaktif Protein (CRP) ve fibrinojen dlizeyleri
PAH icin tammlanmis risk faktorleridir (2, 7). PAH
artmis

kardiyovaskiiler, serobrovaskiiler hastalik,

amputasyon gerektiren sekel riski ve mortalite



riskiyle iliskili progresif, klinik seyri sessiz bir hastalik
oldugundan erken tanisina yonelik biyobelirteclerin
saptanmas1 ve tedaviye erken baslanmasi oldukca
onemlidir (8).

Ureminin  kardiyovaskiiler ~ hastaliklar  icin
bir risk faktorii oldugu ortaya konmus ve iliskili
mekanizmalarn arastiran ure

calismalar artmis

diizeylerinin  proteinlerde  karbamilasyona  yol
acarak proteinlerin yapisim ve islevini degistirdigini
yillarda,
sirecine dahil olan enflamasyon ve oksidatif stresin
iliskili

gosterilmistir (9). Karbamilasyon siyanatin primer

gostermistir.  Ayrica  son aterogenez

artmis  protein karbamilasyonuyla oldugu

amin veya tiyol grubu iceren molekiillere baglanarak

karbamil gruplart olusturdugu non-enzimatik bir
post translasyonel modifikasyondur (PTM) (10).
Protein  karbamilasyonu urenin  degredasyonu

yada tiyosiyanatin miyeloperoksidaz (MPO) aracili
katabolizmasiyla olusan izosiyanik asitin proteinlerin
serbest  amino gruplarina post-translasyonel
baglanmasiyla gerceklesmektedir (11). MPO aracili
katabolizmayla izosiyanik asitin diger kaynagi olan
tiyosiyanatin serum diizeyleri ise diyet ve sigaradan
etkilenmektedir (12). MPO hem iceren bir enzim olup,
6kositlerde (hem notrofil hemde makrofajlarda) en
bol bulunan proteindir ve aterosklerotik lezyonlarda
katalitik olarak aktiftir. MPO insanlarda ateroksleroz
ve rupture egilimli plak gelisimiyle iliskilidir (13).
Homositrulin (karbamile lizin) global olarak protein
karbamilasyonunun en givenilir belirteci olarak
kabul edilmekte ve izosiyanik asitin lizin rezidulerinin
e-NH2 gruplarina baglanmasiyla olusmaktadir (14).
MPO aktivitesi, yuksek Ure dizeyleri ve protein
karbamilasyonunun ateroskleroz  patogenezindeki
rolii disiniildigiinde calismamizdaki amacimiz en
karakteristik karbamilasyon uriinlerinden birisi olan
homositrulin diizeylerini PAH’li hastalarda ve benzer
yas, cinsiyet dagilimi ile risk faktorlerine sahip PAH"1
olmayan bireylerde olcerek PAH’1n erken tanisindaki
ve progresyonundaki roluniin aydinlatilmasina katkida
bulunmak ve serum homositrulin dizeyleri ile cesitli

biyolojik parametreler arasindaki iliskiyi arastirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Hastalar

Bu calisma, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi
Kardiyoloji poliklinigine basvuran PAH teshisi alan
70 birey ile benzer yas ve cinsiyet dagilimi ile risk
faktorlerine sahip PAH’1 olmayan 65 birey dahil
edilmistir. PAH teshisi, invaziv periferik anjiyografi,
BT/MR anjiyografi, USG ile klinisyenler tarafindan
konulmustur. Kontrol grubunda ise PAH tanis1 yine
klinisyenler tarafindan fizik muayane ve el dopleri
ile dislanmistir. Karaciger yetmezligi, kronik bobrek
aktif
dekompanse kalp yetmezligi olan bireyler, kanser

yetmezligi, sistemik enfeksiyoz hastaligi,
hastalar1, norololojik, psikiyatrik hastaliklar1 olan,
romatizmal hastaliklar1 olan bireyler ve son ¢ ay
icerisinde akut koroner sendrom geciren bireyler
calismaya alinmamisti. Tum katilimcilar calisma
hakkinda onceden bilgilendirilerek yazili onamlan
alinmisti.  Calismarmiz, Selcuk Universitesi Tip
Fakiiltesi Yerel Etik Kurul Baskanliginin 22/04/2020
tarih ve 2020/168 etik kurul
onaylanmistir.

sayili karariyla
Etik kurul onayini takiben katilimcilardan serum
separator jelli ve EDTA’LI tuplere totalde 6 mL kan
ornegi alinmis, jelli tiiplere alinan kanlar 3500 g’de
10 dakika santrifiij edilerek serum orneklerinde rutin
biyokimya tetkikleri analiz edildikten hemen sonra
kalan serum ornekleri ayrilmis ve homositrulin, lizin
diizeylerinin analizine kadar -80°C’de saklanmistir.
PAH’li hastalardan alinan kan ornekleri ilk basvuru
sirasinda yani hastalara herhangi bir tedavi
baslanmadan once alinan kan ornekleriydi.
Rutin Laboratuvar Parametrelerinin Olciimii
EDTA’l1 tuiplere alinan tam kan orneklerinde lokosit
(WBC), hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT), platelet
(PLT), eritrosit dagilim genisligi (RDW), notrofil
(NEU), lenfosit (LYM), monosit (MONO), eozinofil
(EOS), bazofil (BA) sayist Beckman Coulter LH 780
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA) otoanalizoriinde
ticari kitler kullanmlarak uretici talimatlarina gore
Notrofil lenfosit (NLO)

olculmustur. ve platelet

Turk Hij Den Biyol Derg

105



lenfosit oranlan (PLO) ise olculen notrofil, platelet
ve lenfosit diizeylerinden hareketle hesaplanmistir.
Serum orneklerinde ise, kreatinin (CREA), glikoz
(GLU), trigliserit (TG), total kolesterol (TC), yuksek
yogunluklu lipoprotein (HDL),
lipoprotein (LDL), aspartat aminotransferaz (AST) ve

diisiik  yogunluklu

alanin aminotransferaz (ALT), ure duizeyleri Beckman-
Coulter AU 5800 USA)
cihazinda ticari kitler kullanilarak uretici talimatlarina

(Beckman Coulter, Brea,
gore olculmustur. C-reaktif protein (CRP) duzeyleri
immunonefelometrik yontemle IMMAGE 800 (Beckman
Coulter, Brea, USA) cihazinda tespit edilmistir.

Kimyasallar

Kimyasal maddeler; L-Homocitrulline (CAS
Numarasi: 1190-49-4), L-Citrulline-4,4,5,5-d4
(MDL numarast MFCD09842626), n-butanol (CAS

Numarasi:71-36-3), hidroklorik asit (CAS Numarasi:

7647-01-0), formik asit (CAS Numarasi: 64-18-
6), L-Lizin (CAS Numarasi:56-87-1), L-Lizin-
3,3,4,4,5,5,6,6-d8 hidroklorir ~ (MDL  numarasi

MFCD01074062), HPLC analizlerine uygun saflikta
asetonitril (CAS Numarasi: 75-05-8), metanol (CAS
Numarasi: 67-56-1), su (CAS Numarasi: 7732-18-5)
Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) kullanmlmistir.
Serum Homositrulin ve Lizin Diizeylerinin Analizi
On islem Basamaklari

Homositrilin ve lizin seviyeleri, Dietzen ve ark.
(15). tarafindan bildirilen yonteme gore olculmustur.
Kisaca, 200 pl serum ornegi ependorf tiiplere alinarak
uzerine ic standart olarak 50 pl d4-L-sitrilin, 50 pl d8-
L-lizin ve protein presipitasyonu icin 850 pl metanol
eklenerek 30 saniye vortekslenmis ve daha sonra bu
karisim oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.
inkiibasyon siiresi sonunda, ependorf tiip 13000 rpm’de
10 dakika santrifuj edilmis ve supernatant temiz cam
tiplere alindiktan sonra azot gazi altinda 65°C’de
buharlastinlmistir.  Buharlastirma tamamlandiktan
sonra 200 pl 3N HCl/n-butanol kansim eklenmis ve
tipler agz1 kapali olarak 65°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyondan sonra azot gazi ile tekrar
buharlastinlmistir. Buharlastirma sonrasi, tuplerdeki

kalintilar 200 pL %0,1 formik asit iceren asetonitril: su
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(20:80; %v:v) kansiminda ¢ozulmus ve 30 pL’si sisteme
enjekte edilmistir.
Cihaz Kosullan

Serum homositrulin ve lizin dizeyleri AB Sciex API
3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex) likit kromatografi-
(LC-MS/MS)
pozitif elektroprey iyonizasyon modunda ol¢ulmustur.

tandem kitle spektrometri cihaziyla
Kromatografik ayrim, Phenomenex C18 HPLC kolonu
(50 mm x 4.6 mm) kullanilarak, mobil faz olarak ise
%0,1 formik asit iceren su ve asetonitril karisirmmn
(80:20;
saglanmistir. Akis hizi 1 mL/dakika olup, kolon firim

%v:v) izokratik elusyonla uygulanmasiyla
sicakligi 40°C’ye ayarlanmistir. Toplam analiz siiresi
her bir ornek icin 5 dakika olmustur.

Homositrulin, d4-L-sitriilin  ve d8-L-lizin
icin Q1/Q3 iyon gecisleri sirasiyla 246.0/127.0,
203.0/84.0, 236.0/74.0 ve 211.0/84.0 olmustur. iyon
spray voltaji, interface heater sicakligi, iyon kaynagi

lizin,

(GS1), iyon kaynag1 (GS2), curtain ve collision gaz
degerleri sirasiyla 5000 V, 400°C, 40, 60, 20, 5 psi
olarak ayarlanmstir.

istatistiksel analiz

istatistiksel degerlendirmeler, ‘Statistical Packages
for the Social Sciences’ (SPSS) versiyon 21.0 programi
kullanilarak yapilmistir. Siirekli degiskenlerin dagilim
Kolmogorov-Smirnov testiile analiz edilmistir. Ortalama
ve medyan degerler arasindaki istatiksel kiyaslamalar
ise sirasiyla Independent Samples t ve Mann Whitney
o-testleri  kullanmilmistir.  Korelasyonlar, Spearman’s
korelasyon testi ile degerlendirilmistir. Parametrik
ve non-parametrik degiskenlere ait istatistiksel
bulgular sirasiyla ortalama + standart sapma ve
ortanca (minimum-maksimum) olarak belirtilmistir.
Homositrulinin hastaligit 6n gorme giicii receiver
operating characteristic (ROC) egrisi kullamlarak egri
altinda kalan alandan (AUC) hareketle tespit edilmistir.
Kategorik degiskenler (cinsiyet, sigara, hiperlipidemi,
koroner arter hastaligi, hipertansiyon ve diyabet
oykisu) arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
olup olmadigr ise Ki-Kare analizi ile test edilmistir.
P<0,05 duzeyi istatiksel olarak anlamli farklilk duzeyi

olarak kabul edilmistir.



BULGULAR

Klinik ve Demografik Bulgular

Calismaya, 70 PAH hastasi ve 65 kontrol dahil
edilmistir.  Gruplarin yas ortalamasi sirasiyla
63,17+10,60 ve 62,08+9,20 olup, yas ortalamalan
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilk
bulunmamistir (p=0.524). Aynica hasta ve kontrol

grubunda cinsiyet dagiimlan (p=0,841), sigara
(p=0,573), hipertansiyon (p=0,855), hiperlipidemi
(p=0,857), diyabet (p=0,939), koroner arter hastalig
oykusu (p=0,604), sistolik (p=0,712) ve diyastolik kan
basinclan (p=0,832) bakimindan da istatiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmemistir. Hasta ve kontrol
grubuna ait temel klinik ve demografik veriler Tablo
1’de ozetlenmistir.

Tablo 1. PAH ve kontrol grubuna ait demografik ve temel klinik veriler

Parametreler PAH (n=70) Kontrol (n=65) p
Yas (yil) 63,17+10,60 62,08+9,20 0,524
Cinsiyet (Erkek, n (%)) 58 (% 82,3) 53 (% 81,5) 0,841
Hipertansiyon n (%) 42 (% 60) 40 (% 61,5) 0,855
Hiperlipidemi n (%) 60 (% 85,7) 55 (% 84,6) 0,857
Diyabet n (%) 34 (% 48,5) 32 (% 49,2) 0,939
KAH n (%) 50 (% 71,4) 49 (% 75,3) 0,604
Sigara n (%) 40 (% 57,1) 34 (% 52,3) 0,573
Sistolik kan basinci (mmHg) 120,9+14,7 120+11,9 0,712
Diyastolik kan basinci (mmHg) 72,8+7,5 72,6+6,4 0,832
Tedavi
Medikal n (%) 5 (%7,1)
Perkiitan girisim n (%) 50 (%71,4)
Cerrahi n (%) 15 (%21,4)

KAH, koroner arter hastalig.

Laboratuvar parametreleri ve homositrulin, lizin
diizeyleri

KPAH’l1 hasta ve kontrol grubuna ait cesitli biyolojik
parametreler kiyaslandiginda PAH’li hastalarin NEU,
MONO, RDW, CRP diizeyleri ile NLO’lar1 kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde
bulunurken, LYM, HGB ve HDL duzeyleri istatiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu goriilmiistiir. iki

grubun ALT, AST, WBC, EOS, BA, HCT, PLT, GLU, ire,
CREA, TC, LDL, TG diizeyleri arasinda ise istatiksel
olarak anlamli bir farkliik bulunmamistir (p>0,05).
PAH’l1 hastalarin serum homositrulin duzeyleri
ise kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,001).
Katiimcilara ait biyolojik parametrelerin ve serum
homositrulin duzeyleri Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. PAH ve kontrol grubuna ait laboratuvar parametrelerinin kiyaslanmasi

Parametreler PAH (n=70) Kontrol (n=65) p
WBC (10°/L) 8,54+1,96 8,0+2,33 0,147
LYM (10%/L) 1,9+0,64 2,1540,75 0,040
NEU (10°/L) 5,66%1,76 4,96+1,83 0,025
MONO (10%/L) 0,71+0,22 0,61+0,27 0,024
EOS (10°%/L) 0,22+0,16 0,18+0,10 0,142
BA (10°%/L) 0,054+0,049 0,048+0,10 0,670
PLO 121,7 (56,9-706,0) 115,5 (49,5-460,1) 0,205
NLO 3,0(0,93-9,50) 2,3 (1,01-9,20) 0,001
HCT (%) 38,62+6,75 38,90+3,79 0,784
RDW (%) 15,37+2,89 14,44+1,57 0,025
HGB (g/L) 12,86+2,18 14,04+1,58 <0,001
PLT (10°/L) 259,51+92,5 255,82479,6 0,805
ALT (U/L) 23,68+15,85 21,23+13,41 0,407
AST (U/L) 29,75+19,04 22,54+11,45 0,177
GLU (mg/dL) 116,40+49,2 107,60+29,8 0,262
Ure (mg/dL) 31,86+8,36 30,40+6,31 0,302
CREA (mmol/L) 0,880,23 0,84+0,17 0,092
TC (mg/dL) 164,41+42,1 173,53+51,4 0,261
TG (mg/dL) 170,44+115,6 161,92+91,9 0,638
LDL (mg/dL) 94,02435,9 99,1+41,6 0,448
HDL (mg/dL) 36,41%9,27 42,47+9,54 <0,001
CRP (mg/L) 5,6 (1,0-12,2) 4,0 (0,6-8,7) 0,002
Homositrillin (umol / mol lizin) 285,7+135,2 187,1+61,0 <0,001

ALT, alanin aminotransferaz; AST, aspartat aminotransferaz; BA, bazofil; CREA, kreatinin; CRP, C-reaktif protein;

EOS, eozinofil; GLU, glikoz; HCT, hematokrit; HDL, yiiksek yogunluklu lipoprotein; HGB, hemoglobin;
LDL, dustik yogunluklu lipoprotein; LYM, lenfosit; MONO, monosit; NEU, notrofil; NLO, nétrofil lenfosit orani;
PLO, platelet lenfosit oranlari; PLT, platelet; RDW, eritrosit dagiim genisligi; TC, total kolesterol; TG, trigliserit; WBC, lokosit.
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Spearman korelasyon analizi, serum homositrulin
dizeyleri ile ure (r=0,394, p<0,001), CRP (r=0,236,
p=0,008), NLO (r=0,207, p=0,018) ve PLO (r=0,175,
p=0,047) dizeyleri
oldugunu gosterirken diger biyolojik parametreler

arasinda pozitif korelasyon

ile homositrulin diizeyleri arasindaki korelasyonlar

istatiksel olarak anlamli gorilmemistir.

ROC analizi ise PAH icin homositruline ait
optimal cut-off degerinin %71,4 sensitivite ve
%86,7 spesifiteyle 165,1 pmol / mol lizin (p<0.001)
oldugunu gostermekteydi. AUC degeri 0,873 olup %95
giiven araligi 0,804-0,925 bulunmustur.
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Sekil 1. Serum homositriillin diizeylerinin PAH’1 6n gérme giicline ait ROC egrisi

AUC, egri altinda kalan alan;
ROC, alici isletim karakteristik egris

Turk Hij Den Biyol Derg

109



110

TARTISMA ve SONUC
Proteinler in vivo yasamlarn boyunca cesitli
PTM’lere ugramaktadir. PTM protein sentezi sirasinda
veya sonrasinda proteinlere fonksiyonel gruplarin
genellikle enzimatik reaksiyonlarla kovalent
olarak eklenmesidir ve bu reaksiyonlarin cogu
polipeptit zincirinin reaktif amino yada karboksil
gruplarini iceren reaktif uclarinda gerceklesir (16).
Bilinen 400’den fazla farkli tip PTM vardir ve bu
reaksiyonlar sekerler, dikarbonil bilesikleri, reaktif
oksijen turevleri gibi kiiclik metabolitlerle protein
zincirindeki amino asitlerin etkilesimleri sonucunda
gerceklesmektedir. Bu modifikasyonlar proteinlerin
yapisini, fonksiyonlarini, yasam surelerini, protein-
protein etkilesmelerini, hiicre-hiicre ve hiicre matriks
etkilesmelerini, sinyalizasyon mekanizmalarin,
cozinurliklerini ve lokalizasyonlarini etkilemekte
olup proteinlerin davranis ve karakteristikleri
uzerinde genis bir etkiye sahiptir (17). Giderek artan
kanitlar PTM’lerin kanser, diyabet, norodejeneratif
hastaliklar,  kardiyovaskiiler ~ hastaliklar  gibi
cesitli hastaliklarin patogenezine dahil oldugunu
(18-21).  Bu

glikasyonun

gostermektedir reaksiyonlardan

oksidasyon ve ateroskleroz
patogenezinde rol oynadig1 disiinilmektedir
(22, 23). Okside-LDL hiicre ylizeyinde adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu tetikleyerek
endotel hicrelerini aktive etmektedir. Bu adezyon
molekulleri kemokinlere yanit olarak endotelyuma
goc eden lokositlerin intimaya adezyonuna aracilik
etmektedir. Makrofaj aktivasyonunun bir sonucu
olarak ise matriks degredasyonuna yol acan
proenflamatuvar sitokinlerin salinimi, reaktif oksijen
turevlerinin (ROS) sentezi ve proteolitik enzimlerin
Uretimi artar. Ayrica, okside-LDL endotelyal nitrik
oksit (eNOS)’u inhibe ederek endotelyal nitrik oksit
(NO) duretimini azaltir. Dolayisiyla, okside-LDL’nin
makrofaj scavenger reseptorleri ile etkilesiminin
ateroskleroz baslangicinda kilit bir rol oynadig
dusunulmektedir (24). Aym fenomen glike-LDL icinde

tanimlanmistir ve ileri glikasyon son urinlerinin
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(AGEs) artmis serum duzeylerinin kardiyovaskuler
iliskili AGE
prekirsorleri makrofaj apoptozu ile iliskilidir ve

olaylarla oldugu  gosterilmistir.

riptire egilimli

olmaktadirlar (25).
Sonyillarda, ateroksleroz ve diger kardiyovaskiiler

aterosklerotik plaklara neden

hastaliklarin patogenezine dahil oldugu gosterilmis
olan diger onemli bir PTM ise karbamilasyondur.
Protein karbamilasyonunun molekiiler yaslanmayla
ve bircok patolojik durumla iliskili oldugu kabul
edilmektedir (26). Calismamizda PAH’l1 hastalarda en
karakteristik karbamilasyon truni olan homositrulin
duzeylerini dlcerek karbamilasyon ile PAH patogenezi
arasindaki iliskiyi ve homositrulinin bu hastaliktaki
Elde
benzer

tanisal degerini arastirmayi
PAH’l1
yas, cinsiyet dagiimi ve risk faktorlerine sahip

hedeflemistir.
edilen sonuclarimiz, hastalarda,

kontrol  grubuna gore serum  homositrulin
diizeylerinin yiiksek oldugunu gostermistir (Tablo
2). Homositrulinin  kardiyovaskiler hastaliklarla

iliskisinin arastinlmasina yonelik kisitli sayida
calisma mevcuttur. Wang ve ark. (27) tarafindan
yapilan calismada, karbamilasyonun aterosklerotik
plaklarda MPO-bagimli mekanizmalar araciligiyla
amplifiye edilebilecegini ve serum homositrulin
konsantrasyonlarinin  kardiyovaskiiler  olaylarla
pozitif korele oldugunu bildirmistir. Bu calismada,
serum homositrulin diizeyleri PAH’1 veya koroner
arter hastaligi olan bireylerde kontrol grubuna gore
yiksek bulunmustur. Ayrica PAH’li hastalarin serum
homositrulin diizeyleri koroner arter hastaligi olan
bireylere gore hafif daha yiiksek oldugu gorilmistiir.
Tang ve ark. (28) ise, kronik sistolik kalp yetmezligi
olan hastalarda protein karbamilasyonunun sol
ventrikiler disfonksiyondan ziyade bozulmus renal
iliskili

Jaisson ve ark. (29) ise koroner arter hastaligi olan

fonksiyonla oldugunu ortaya koymustur.
bireylerde serum homositrulin diizeylerinin kontrol
grubuna [0.21 (0.17-0.25) vs 0.14 (0.10-0.17) mmol/
mol lizin, p<0.001] gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde vyiiksek oldugunu, Gensini skoruyla serum
homositrulin diizeyleri arasinda pozitif korelasyonu



bildirmistir. Dolayisiyla homositrulin dizeylerinin
koroner arter hastaligi boyunca yiikseldigini ve ayni
zamanda hastalik siddetiyle homositrulin dizeyleri
arasinda pozitif korelasyon oldugunu belirtmistir
(29). Bizde calismamizda, benzer sekilde PAH’L
hastalarda serum homositrulin diizeylerini kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde
yuksek bulmus [285,7+135,2 187,1+61,0 pmol / mol
p<0,001].
calismalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Jaisson ve

lizin, Dolayisiyla, bulgularimiz  onceki
ark. (29) homositrulinin koroner arter hastaligin
ongorme giiclinii degerlendirmek icin yaptiklan
ROC analizinde homositrulin icin optimal cut-off
degerini 0,16 mmol / mol lizin (%78,9 sensitivite ve
%78,8 spesifiteyle) olarak, AUC degerini ise 0,908
olarak bildirmistir. Calismamizda ise homositrulinin
periferik arter hastaligim  ©ngorme  giiciini
degerlendirmek amaciyla ROC analizi yaptigimizda
AUC degerini 0,873 olarak, optimal cut-off degerini
ise %71,4 sensitivite ve %86,7 spesifiteyle 165,1
pmol homositrulin/ mol lizin (p<0,0001) olarak tespit
edilmis, %95 giiven aralig1 0,804-0,925 bulunmustur.

Homositrulin Urenin spontan degredasyonuyla
ya da hidrojen peroksit varliginda MPO araciligiyla
tiyosiyanattan hareketle sentezlenmektedir.
Dolayisiyla homositrulin diizeylerindeki yukseklik bu
iki yolla aciklanmaktadir. Calisma grububumuzdaki
tum hastalarin renal fonksiyonlar1 normal olup,
serum kreatinin duzeyleri 1,1 mg/dUnin altinda,
ure dizeyleri ise 17-50 mg/dUnin araligindaydi.
Kontrol grubuyla PAH grubunun serum kreatinin
ve lUre duzeyleri arasindaki farklilikta istatiksel
olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05). Bu
bulgular,

diizeylerinin MPO-bagimli yolakla iliskili oldugunu

PAH’l1 hastalardaki yiksek homositrulin

dusundurmekteydi. Degraniilasyon esnasinda

notrofillerden salinan en o©nemli enzimlerden
birisi MPO’dur ve cesitli calismalarla artmis MPO
dizeylerinin kardiyovaskiiler olaylardaki artisla ilgili
oldugu gosterilmistir (30-32). MPO aterosklerotik
lezyonlar dahil enflamasyon bolgelerinde yiiksek

dizeylerde ekspresse edilerek oksidatif hasan

desteklemektedir. Aterosklerotik lezyonlarda MPO
hipokloroz asit olusturabilmek icin ekstraseliler
Aterosklerotik
lezyonlarda MPO’nun varligi endotelyum apoptozu,

matriksle etkilesime girmektedir.

yuzeyel erozyon ve lezyon rupturu ile iliskilidir.
MPO, bir dizi ROS olusumunu katalize eden lokosit
tirevli bir enzim olup dogustan gelen bagisiklik
yamtinin ayrilmaz bir bilesenidir. Ancak, MPO’dan
turetilen oksidanlarin enflamasyon sirasinda doku
hasarina katkida bulunduguna dair kanitlar ortaya
cikmistir ve MPO katalizli reaksiyonlarin ateroskleroz
dahil
(33). Dolayisiyla calismamizda, PAH’lLi hastalarda

patogenezine oldugu disiunilmektedir
yukselmis homositrulin diizeylerinin aterosklerotik
MPO’nun

karbamilasyon

lezyonlarda
baglh
amplifikasyonuyla iliskili oldugunu disiinmekteyiz.

artmis  ekspresyonuna

olarak reaksiyonlarinin
Hizlanmis karbamilasyon reaksiyonlar1 sonucunda
lizine ekolarak diger bircok proteinde karbamilasyona
ugramaktadir. Bunlardan karbamile LDL (c-LDL) ve
HDL (c-HDL)’nin hastaliklardaki
rolu kamtlanmistir. Son yillarda, c-LDL’nin lektin

kardiyovaskiiler

benzeri okside LDL reseptorii-1 aktivasyonu yoluyla
endotelyal disfonksiyonu indiikledigi, ROS sentezini
arttirdigi ve eNO sentezini azalttig1 gosterilmistir.
Dahasi, c-LDL’nin makrofaj scavenger reseptorlere
baglanarak kolesterol birikimi ve kopiik hicrelerin
olusumuna yol actig1, vaskiiler diiz kas hucrelerinin
proliferasyonunu arttirarak aterojenik  oOzellik
gosterdigi dusuiniilmektedir (9). HDL ateroskleroza
karst koruyucu rol oynasa da in vitro kamtlar
c-HDL'nin artmis dizeylerini endotele monositlerin
adezyonunu kolaylastirarak aterosklerotik plaklarin
olusmasin1  kolaylastirabilecegini  gostermektedir
(34). Suana kadar tanimlanmis en karakteristik ve en
yaygin karbamilasyon Uriinii homositrulin oldugundan
calismamizda total karbamilasyonu degerlendirmek
amaciyla  homositrulin

duzeyleri  olculmustur.

Dolayisiyla artmis homositrulin  diizeyleri diger
proteinlerinde karbamilasyonunun artmis oldugunu
ve olusan karbamile proteinlerin PAH patogenezinde

onemli bir rol oynadigi bulgusunu desteklemektedir.
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Sonug olarak, bulgularimiz serum homositrulin
diizeylerinin PAH’l1 hastalarda kontrol grubuna gore
onemli Olciide yiiksek oldugunu, homositrulinin
PAH’1n

olabilecegini ve 165,1 ymol / mol lizin diizeyinin

erken teshisinde yararli bir markir
PAH hastaligin1 esit oranlarda risk faktorlerine
sahip fakat PAH’1 olmayan bireylerden ayirt etmede
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak bu konuda
daha genis bir populasyonda ileri calismalara
gereksinim vardir. Calismamiz, PAH’Li hastalarda

benzer risk faktorlerine sahip bireylere kars

ETiK KURUL ONAYI

homositrulin dizeylerinin cesitli klinik ve biyolojik
parametrelerle birlikte arastirilmasini hedefleyen
ve homositrulinin

patogenezindeki
rolunin aydinlatilmasina yonelik calismalara katki

kapsamli bir calisma olmasi

kardiyovaskiler  hastaliklarin

saglamasi bakimindan avantajlidir, ancak kisith
hasta sayisi, MPO aktivitesinin oOlcilmemis olmasi
calismamizin dezavantajlariydi. Daha genis bir
hasta grubunda homositrulin yolagiyla ilgili tiim
parametreleri

kapsamli bir sekilde arastirmaya

yonelik yeni calismalara gereksinim vardir.

* Bu calisma, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul Bagkanligi’nin onay1 ile gerceklestirilmistir (Tarih: 22.04.2020

ve Karar No: 2020/168).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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Geriatrik hastalarda idrar yolu enfeksiyonlar1 ve etkenlerinin
degerlendirilmesi

Miige AYHAN' , Ayse KAYA KALEM?

, imran HASANOGLU?

, Bircan KAYAASLAN? ,

Rahmet GUNER?

OZET

Amag: Idrar yolu enfeksiyonlar yasl hastalarda ikinci
en sik goriilen ve bakterilere bagli gelisen bir hastaliktir.
immiin sistemin yaslanmasi, eslik eden hastaliklar ve
cesitli fizyolojik degisiklikler nedeni ile yasla birlikte
bu tir enfeksiyonlara yatkinlik gelisebilmektedir.
Ampirik tedavi secimi icin bu hasta grubunda iireyen
etkenlerin ve direnc durumunun bilinmesi 6nemlidir. Bu
calismada, klinigimize idrar yolu enfeksiyonu nedeni ile
yatirilan hastalarda hasta ozellikleri, Ureyen etkenler

ve bu etkenlerin direnc durumlarinin degerlendirilmesi

amaclanmistir.
Yontem: Ankara Sehir Hastanesi Enfeksiyon
Hastaliklari  ve  Klinik  Mikrobiyoloji ~ Klinigi’ne

Mart 2019-Mart 2020 tarihleri arasinda idrar yolu
enfeksiyonu tanisi ile yatirilan 65 yas uUzeri hastalar
demografik ozellikleri, kultur sonuclar ve etkenlerin
diren¢ durumu yonuyle geriye donuk olarak hasta
yatis bilgileri, hasta dosyalar1 ve hastane bilgi islem
sistemi Uzerindeki tim tibbi kayitlari incelenerek

degerlendirilmistir.

ABSTRACT

Objective: Urinary tract infections are the second
most common disease in elderly patients and the most
common disease related to bacteria. Due to the immune
senescence, comorbid diseases and various physiological
changes, susceptibility to such infections may develop
with age. It is important to know the common pathogens
and resistance profile in this patient population for
empirical treatment selection. We aimed to evaluate
patient characteristics, causative microorganisms and
their resistance in elderly patients hospitalized in our

clinic due to urinary tract infection.

Methods: Patients who were older than 65 years and
hospitalized in Ankara City Hospital Infectious Diseases
and Clinical Microbiology clinic with a diagnosis of
urinary tract infection between March 2019 and March
2020 were retrospectively evaluated. Hospitalization
information, patient files and all medical records on
the hospital information processing system in terms
of demographic characteristics, culture results and

resistance status of the pathogens were screened.
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118 hasta dabhil
74,65+7,4

olarak belirlenmistir. Komorbid hastaliklar olarak en

Bulgular: Calismaya toplam

edilmis olup hastalarin yas ortalamasi

sik hipertansiyon (%41,5), diyabet (%30,0) ve demans
(%18,6) (%11,0)

hastalarda en sik goriilen komplike edici faktor olarak

izlenmistir. Uriner girisim 6ykdisii

bulunmustur. Hastalarda ureyen etkenlerin ¢ogunlugu
(%86,0) Gram negatif bakteri olmustur. En sik etkenler
sirasiyla Escherichia coli (E. coli) (%59,0) ve Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae) (%17,0) olarak izlenirken,
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) siklig1 E.
coli’de %56,0 oraninda, K. pneumoniae’da %40,0 ve
karbapenem direnci K. pneumoniae suslarinda %20,0 olarak
izlenmistir. Hastalarin %12,7’sinde 28. glinde enfeksiyona
bagli mortalite izlenmistir. Mortalite izlenen ve
izlenmeyen hastalar direnc varligi (GSBL/karbapenem
direnci) ve etken dagilimi agisindan karsilastirilmis ve iki
grup arasinda istatistiksel olarak farkliik bulunmamistir
(swrasiyla p=0,573 ve p=0,161).

Sonug: idrar yolu enfeksiyonlan yashi popiilasyonda
en sik bakteriyemi nedenidir ve siklikla yatis gerektirir.
Yaslilik Uriner inkontinans, idrar retansiyonu, Uriner
kateterizasyon gerektiren hastane yatislari, bakimevinde
kalma ve immiin yaslanma gibi nedenlerle idrar yolu
enfeksiyonu gelisimi icin baslica risk faktorlerinden
biridir. Bunun yaninda giderek artan direnc ile birlikte
tedavisinde giicliik yasanabilmekte ve onemli morbidite
ve mortaliteye neden olabilmektedir. Calismamizda
izole edilen etkenlerde direnc oldukca yliksek oranda
izlenmistir. Ampirik tedavi seciminde bu durum goz
onunde bulundurulmalidir. Her merkez kendi 6zel hasta
populasyonlarinda izlenen enfeksiyon etkenlerini ve
direnc profilleri takibini periyodik olarak gerceklestirmeli
ve hem direnci azaltmak hem de etkin tedavi saglamak

amaci ile kendi ¢ozim stratejilerini olusturmalidir.

Anahtar Kelimeler: Uriner sistem enfeksiyonlar, E.

coli, K. pneumoniae, antimikrobiyal direnci, geriatrik

Turk Hij Den Biyol Derg

Results: A total of 118 patients were included in
the study and the mean age of the patients was 74.65
+ 7.4. hypertension (41.5%), diabetes (30.0%) and
dementia (18.6%) were the most common comorbid
diseases. Urinary procedure history (11.0%) was the
most common complicating factor in the patients.
Majority (86.0%) of the causative agents were Gram-
negative bacteria. Escherichia coli (E. coli) (59.0%) and
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) (17.0%) were
the most commonly isolated pathogens, respectively.
While extended spectrum beta-lactamase (ESBL)
was observed as 56.0% in E. coli and 40.0% in K.
pneumoniae, carbapenem resistance was observed at a
rate of 20.0% in K. pneumoniae strains. Patients with
and without mortality were compared in terms of the
presence of resistance (ESBL / carbapenem resistance)
and distribution of the infectious agents, and there was
no statistically significant difference between the two

groups (p=0.573 and p=0.161, respectively).

Conclusion: Urinary tract infections are the most
common cause of bacteremia in the elderly population
and often require hospitalization. Aging is one of the
major risk factors for the development of urinary tract
infections due to reasons such as urinary incontinence,
urinary retention, hospitalizations requiring urinary
catheterization, staying in a nursing home and immune
aging. It can cause significant morbidity and mortality.
In our study, resistance rates were high in the isolated
specimens. This should be take into consideration
during choosing empiric treatment. Each center
should periodically monitor infectious agents and their
resistance profiles which observed in their specific
patient populations and should develop their own
solution strategies to reduce antimicrobial resistance

and provide effective treatment to their patients.

Key Words: Urinary tract infections, E. coli, K.

pneumoniae, antimicrobial resistance, geriatric



GIRIS

idrar yolu enfeksiyonlan, eriskinlerde en sik izlenen
bakteriyel enfeksiyon sebebi olup, her iki cinsiyet
ve tum yas gruplarinda izlenebilmektedir. Dunyada
yilda yaklasik 150 milyon duriner sistem enfeksiyonu
gelisirken tedavi maliyetinin de 150 milyar dolar oldugu
tahmin edilmektedir (1).
uriner enfeksiyonlar ikinci en sik gorilen enfeksiyoz

Geriatrik popilasyonda

olan ve ayaktan basvuran hastalarda bakterilere baglh
gelisen en sk hastaliktir (2). Bagisiklik sisteminin
yaslanmasi, eslik eden hastaliklar ve cesitli fizyolojik
mekanizmalardaki bozulmalar nedeni ile geriatrik
yas grubunda cesitli enfeksiyonlara kars1 bir yatkinlik
(3,4).
anatomiyi, mesane bosaltimi fizyolojisini de bozarak

gelisebilmektedir Yaslanma genitolriner
uriner enfeksiyonlara yatkinlig1 arttirabilmektedir (4).
Ampirik tedavi seciminde ureyen etkenlerin ve direnc
profillerinin bilinmesi, dogru tedavi seceneklerini
belirlemek icin onemlidir.

Bu calismada, klinigimize idrar yolu enfeksiyonu
nedeni ile yatirilan 65 yas Ustu hastalarda klinik
ozelliklerinin, ureyen etkenlerinin ve etkenlerde

diren¢ durumunun degerlendirilmesi amacglanmistir.
GEREC ve YONTEM

Ankara Sehir Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar ve
Klinik Mikrobiyoloji Klinigi’ne Mart-2019-Mart 2020
tarihleri arasinda yatinlan hastalar geriye donuk
olarak degerlendirilmis ve idrar yolu enfeksiyonu
tanisi ile yatirilan 65 yas Usti hastalar calismaya dahil
edilmistir.

Halsizlik veya 38 °C lzeri ates, idrara sikisma
hissi, disliri veya suprapubik agr varligi, idrar kagirma
hissi, idrar sikliginda artis, bilincte kotiilesme ve
bakim ihtiyacinda artis ve idrarda lOkosituri ve
uriner kateteri olmayan hastada 10° cfu/ml, Uriner
kateteri olan hastada 10° cfu/ml ve iki turden fazla
olmayan ireme varlig1 idrar yolu enfeksiyonu olarak
kabul edilmistir (5,6). Ates, hipotansiyon, oral alimda
azalma, biling degisikligi, performans durumunda

oncekine gore gerileme gibi bulgulardan en az birinin
varligi halinde hastalar yatirilarak izlenmistir.
izolatlarinda etkenler ve

Tdm idrar

antimikrobiyal duyarlilik testleri merkez
mikrobiyoloji laboratuvarinda Vitek® 2 (bioMerieux/
France) tam otomatize sistemi ile calisilmis ve
antibiyotik duyarliligi The European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
onerileri dogrultusunda degerlendirilmistir (7).
Hastalara ait yas, cinsiyet, bilinen ek hastaliklar
gibi demografik bilgileri, lreyen etken ve direnc
durumu gibi bilgileri bilgi islem sistemi ve hasta
dosyalari

formlarina bir arastirmac tarafindan kaydedilmistir.

uzerinden temin edilerek hasta bilgi

Bu calisma Ankara Yildinm Beyazit Universitesi

Klinik  Arastirmalar ~ Etik  Kurulu  tarafindan
onaylanmistir  (Onay Tarihi: 18.09.2019, Karar
Sayisi: 96). Retrospektif bir calisma olmasi nedeni

ile hastalardan bilgilendirilmis gonullu olur formu
alinmamistir.
istatistiksel analiz

Calismaicinistatistiksel analiz SPSS versiyon 26.0.0
paket programi kullanilarak yapilmistir. Hastalara
ait yas, cinsiyet, ek hastaliklar, Uriner enfeksiyon
icin komplike edici faktorler, hastada gelisen sonuc,
28.glinde tim nedenlere bagli mortalite oranlan,
ureyen etkenler, enterik etkenlerde genislemis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) ve karbapenem
direnci sayis1 ve yizdesi olarak bildirilmistir. Direnc
izlenen ve izlenmeyen hastalar mortalite acisindan
Ki-kare testi ile karsilastinlmistir. Analizlerde p <0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Toplam 118 hasta calismaya dahil edilmistir.
Hastalarin %51,6’s1 erkek olup, yas ortalamasi 74,65
+7,4 olarak bulunmustur. En sik komorbid hastaliklar
hipertansiyon (%41,5, n=49), diyabet (%30,0, n=36) ve
demans (%18,6, n=22) olarak tespit edilmistir. Hastalarn
%5,0’inin bakimevinde kalma oykdsi izlenmistir.

Hastalarda uriner sistem enfeksiyonu icin en sik
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komplike edici faktorler uriner girisim oykusu 13
(%11,0) olarak bulunmustur. Hastalarin ¢ogunda
(%72,0) yatis esnasinda ates izlenmis olup hastalarin
%29,0’unda bakteriyemi goriilmiistiir. Hastalarin cogu
106 (%89,0) tedavisi tamamlamp taburcu edilmistir.
Hastalarin tctinde (%2,5) serviste yatis sirasinda 6liim
izlenmistir. 28. glinde tim nedenlere bagli mortalite
16 (%13,5) bulunmustur (Tablo 1).

15’inde
Ureme olan hastalarda en sik

Hastalarin idrar kiltliriinde ireme
belirlenmemistir.

izlenen etkenler sirasiile E. coli (%58,4, n=69) ve K.

pneumoniae (%17,0, n=20) olarak izlenmistir (Sekil
1).

GSBL sikligi E. coli’de %56,0, K. pneumoniae’da
%40,0 olarak izlenirken, karbapenem direnci ise K.
pneumoniae’de %20,0 oraninda gorulmustur.

Mortalite izlenen ve izlenmeyen hastalar direnc
varligi (GSBL/karbapenem direnci) ve etken dagilim
acisindan karsilastirilmis  ve iki grup arasinda
istatistiksel olarak farkliik gorilmemistir (sirasiyla

p=0,573 ve p=0,161) (Tablo 2).

Tablo 1. Geriatrik uriner sistem enfeksiyonu bulunan hastalarin czellikleri

Kadin

57 (%48,3)

Erkek

61 (%51,6)

Yas (Ortalama + SS)

74,65 + 7,4

Komorbid Hastaliklar

103 (%87,0)

Hipertansiyon

49 (%41,6)

Diyabet 36 (%30,0)
Demans 22 (%18,6)
KOAH 18 (%15,2)

Koroner Arter Hastaligi

17 (%14,4)

Kalp Yetmezligi

15 (%12,7)

Norolojik hastalik

13 (%11,0)

Uriner dis1 malignite 7 (%5,9)
KBH 6 (%5,0)
Romatolojik hastalik 6 (%5,0)
Bakimevinde kalma 6 (%5,0)
Uriner enfeksiyon oykiisii 37 (%31,0)

Komplike edici faktor

Uriner girisim oykiisii

13 (%11,0)

Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

12 (%10,0)

Uriner kateter varligi 9 (%7,6)
Uriner malignite 8 (%6,7)
Antibiyotik kullanim oykdsii 5 (%4,2)
Rekiirren iiriner sistem enfeksiyonu (USE) 4 (%3,3)
Nefrolityazis 3 (%2,5)
Bobrek nakli 3 (%2,5)
Yatista ates 86 (%72,0)
Bakteriyemi varligi 35 (%29,0)
28. giinde tiim nedenlere bagh mortalite 16 (%13,5)
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Sekil 1. Hastalarda iireyen etkenlerin dagilim

® E.coli

B K.pneumonine

& Ureme yok

o Protens mirabilis
B Enteracoccis spp.
8 P.aeruginesa

m Diger

Tablo 2. Mortalite izlenen ve izlenmeyen hastalarda direng durumu ve etken dagiliminin degerlendirilmesi

Mortalite izlenen Mortalite izlenmeyen
p degeri
hastalar hastalar
Direng varhg
10 6 0,573

(GSBL/Karbapenem direnci)
Etken dagilim
E. coli 8 61
K. pneumoniae 4 16
Ureme yok 2 13
Proteus mirabilis 0 4
Enterococcus spp. 2 2

PP 0,161
P. aeruginosa 0 3
Diger 0 3

TARTISMA ve SONUC

Sosyoekonomik ve tip alaminda yasanan
gelismeler insanlarda beklenen yasam siresinde
artisla sonuclanmistir. Yash niifusun artisi ile birlikte
yaslanmaya bagli gelisebilecek saglik sorunlarinda

da artis izlenmistir (8). Uriner sistem enfeksiyonlari,

yaslilarda en sk bakteriyemi nedeni iken yiiksek
oranda da yatis gerektirir (9).
Devletleri’nde geriatrik popiilasyonda iiriner sistem
enfeksiyonlar her yil yedi milyon poliklinik basvurusu,

Amerika Birlesik

bir milyon acil servis basvurusu ve toplam hastaneye
yatislarin - %25,0’ini olusturarak 100.000 hastane
yatisindan sorumludur.
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Uriner inkontinans, idrar retansiyonu, iiriner

kateterizasyon  gerektiren  hastane  yatislan,

bakimevinde kalma ve immun yaslanma gibi
nedenlerle yaslanma uriner enfeksiyon gelisimi icin
baslica risk faktorlerinden biridir (10). Yapilan bir
calismada, toplam 246 hasta retrospektif olarak
degerlendirilmis ve geriatrik iiriner sistem enfeksiyon
gelisimi icin risk faktorleri rekurren uriner sistem
enfeksiyonu oykiisi, Uriner kateter bulunmasi, son 12
ay icinde antibiyotik kullammi Oykusu ve basi yarasi
varligi olarak bildirilmistir. Ayn1 calismada demans,
diyabet, prostat hipertrofisi, uriner inkontinans ve
uriner kateter kullamimi gibi c¢esitli kronik hastalik
ve durumlar calisma popilasyonunda sik izlenmistir
(11).

bir komorbid hastalik gorulmustir. En sik izlenen

Calismamizda hastalarin  %87’sinde en az
komorbid hastaliklar sirasiyla hipertansiyon (%41,6)
ve diyabet (%30,0) olarak bulunmustur. Komplike
edici faktorler olan ve uriner sistem enfeksiyonuna
artmis yatkinlik ile iliskili olan uriner girisim oykusu,
BPH ve uriner kateter varligi hastalarimizda da sik
izlenmistir.

Uriner sistem enfeksiyon Oykiisii bu hasta
grubunda enfeksiyon gelisimi icin en glclu risk
biridir.
uriner sistem enfeksiyonu ile

faktorlerinden Yapilan calismalarda da
izlenen geriatrik
hasta grubunda Uriner enfeksiyon oykiistiniin siklikla
(3,12,13).

benzer sekilde calismamizda da hastalarin %31,0’inde

izlendigi bildirilmistir Bu calismalarla
uriner sistem enfeksiyon oykuisu izlenmistir.

Yapilan bircok calismada, yasli populasyonda ates
uriner sistem enfeksiyonunda en sik izlenen belirti
olarak bildirilmistir (2,9,14). Calismamizda da uyumlu
sekilde hastalarin biiylik cogunlugunda (%72,0) yatis
esnasinda ates sikayeti goriilmustdr.

Yasli popiilasyonda en sik izlenen enfeksiyon
etkeni siklikla E. coli ve K. pneumoniae olmustur.
Calismalarda da siklikla aym etken bildirilmistir
(1,11). Mahes ve ark. (2), yaptig
etkenlerin %77,0’si E. coli olarak izlenirken bu
suslarin %56,2’sinde GSBL bildirilmistir. Calismalarda
uriner sistem enfeksiyonu etkenlerinde GSBL sikligi

calismada
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%26,6 ve %48,3 gibi degisen oranlarda bildirilmistir
(15,16).
E. coli ve K. pneumoniae olarak izlenirken GSBL,

Calismamizda da en sik izlenen etkenler

E. coli suslarinda %56,0 oraninda K. pneumoniae
suslarinda %40,0 oraninda gorulmustir. Karbapenem
direnci ise sadece K. pneumoniae suslarinda ve %20
,0 oraninda tespit edilmistir. GSBL orani literatirdeki
calismalara gore vyiiksek oldugu bulunmustur. Bu
durumun, hastalarin %31,0’inde Uriner enfeksiyon
oykisu bulunmasi nedeni ile oncesinde antibiyotik
kullanma oOykustniin  bulunmast ve toplumda
antibiyotik kullaniminin sikligi nedeni ile olabilecegi
dusunulmustur (17,18).

Genel populasyonda yapilan bir calismada, GSBL
ureten ve lretmeyen uriner enfeksiyonlar arasinda
kisa sureli ve uzun sureli mortalite acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir (19).
Yashi hastalarda yapilan ve idrar yolu enfeksiyonlarini
degerlendiren toplam 204 hasta iceren bir calismada,
hastalarin %17,7’sinde herhangi bir coklu antibiyotik
direnci izlenmis ve hastalarin %17,6’sinda olum
Coklu

hastanede kalis suresinde artisa neden olurken

gorulmustur. antibiyotik  direnci varligi
mortalite ile istatistiksel bir iliski izlenmemistir (20).
Calismamizda da mortalite izlenen ve izlenmeyen
hastalarin diren¢ durumu ve etken dagilimi yonii ile
karsilastinlmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorulmemistir.

Retrospektif bir calisma olusu, calismaya dahil
edilen hasta sayisinin az olusu, bu hasta grubunda
risk faktorlerinin diger gruplar ile karsilastirilarak
degerlendirilmemis olusu, mortalite izlenen hasta
sayis1 az oldugundan direnc gruplarina gore etkin
baslica
enfeksiyonun  sik

sekilde karsilastinlamamasi
kisitlitiklaridir.  Ancak
goriildugli geriatrik popilasyonda o6zellikle (reyen

calismanin
uriner

etkenlerin ve direncg profillerinin bilinmesi secilecek

ampirik  tedavilerin  uygunlugunu arttiracaktir.
izlenen direnc oranlarinin yiiksek olmasi nedeni ile
antibiyotik kullanim politikalaninin her hastanede
gozden gecirilmesi, Ucuncu kusak sefalosporinlerin ve

karbapenemlerin gereksiz kullanimindan kacinilmasi



gibi mudahaleler ve direncli Uremelerin dizenli
surveyanstile bu direnc artisinin kontrol altina alinmasi
bir toplum sagligi acilidir. Hastanemizde hem geriatrik
hem de genel poplilasyonda Uriner sistem enfeksiyonu
onleme demetlerine uyum ile Uriner kateteri bulunan
hastalarda kateter endikasyon durumunun yerinde ve
surekli denetlenmesi ve uriner enfeksiyon oranlarinin
izlenen

azalmas1 amaclanmaktadir. Hastanemizde

ETIK KURUL ONAYI

GSBL ve karbapenem direnci, ozellikle geriatrik

ve bahsedilen riskli gruplarda ampirik tedavi
baslanirken goz oniinde bulundurulmaktadir. Etken
ve direnc izlemlerinin her merkezde periyodik olarak
degerlendirilerek sirdiriilmesi ve hizmet verdigi
hasta popllasyonuna gore bu diren¢ durumu goz
onunde bulundurularak kendi ¢ozim ve yaklasim

onerilerini gelistirmesi gerekmektedir.

* Bu calisma, Yildinm Beyazit Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayi ile gerceklestirilmistir (Tarih: 18.09.2019

ve Karar No: 96).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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intravitreal enjeksiyon odasi ile giiniibirlik ameliyathane odasinin
hava kalitesinin ve mikrobiyal yiikiiniin degerlendirilmesi

Erol HAVUZ! , Seda GUDUL HAvVUZ?

OZET

Amag: Intravitreal enjeksiyonlar oftalmolojide sik
kullanmlan tedavi yontemlerinden biri olmakla beraber
gorme kaybi ile sonuclanabilen ciddi enfeksiyonlara
neden olabilir. Calismamizda, intravitreal
enjeksiyonlarin  yapildigi intravitreal enjeksiyon
odas1 (IEQ) ile giiniibirlik ameliyathane odasimin
(GAO) partikiil, ventilasyon ve mikrobiyal yikinin

degerlendirilmesi amaclanmistir.

Yontem: IEO ve GAO icin 1sitma, havalandirma ve
hava durumu “Heating Ventilating and Air Conditioning”
(HVAC) performans test sonuclari incelenmistir.
Filtrelerin hava akis ve debileri balometre cihazi ile
tespit edilmistir. Bu olclim icin filtre boyutlarina uygun
basliklar kullanmilmistir. Ortamlarin sicaklik ve nemi,
termo higrometre cihaz ile ol¢lilmustir. Mikrobiyolojik
kontaminasyon, pasif ornek toplama yontemiyle ortam
kiltirleri alinarak degerlendirilmistir. Bu amacla yerden
bir metre yuksekte ve enjeksiyon alanindan bir metre
uzakta masa lzerine eozin metilen mavisi (EMB) agar,
kanli agar ve Sabouraud %2 dekstroz agar besiyerleri
bir saat boyunca acik birakilmistir. inkiibasyon sonrasi
ureyen kolonilerin tanmimlanmasi yapilarak benzer
koloniler sayilmistir. Koloni sayisina gore ortamin

metrekupinde mikrobiyal yukinin belirlenmesinde

ABSTRACT

Objective: Intravitreal injections are one of the most
commonly used treatment methods in ophthalmology,
but they can cause serious infections that may result
in vision loss. In our study, it was aimed to evaluate
the particle, ventilation and microbial load of the
intravitreal injection room (IVIR) and the outpatient
operating room (OPR) where intravitreal injections were

performed.

Methods: Heating Ventilating and Air Conditioning
(HVAC) performance test results for IVIR and OPR were
examined. The air flow and flow rates of the filters
were determined with a balometer device. For this
measurement, hood suitable for filter sizes were used.
The temperature and humidity of the environments
were measured with a thermo-hygrometer device.
Microbiological contamination was assessed by obtaining
media cultures using the passive sample collection
method. For this purpose, eosin methylene blue (EMB),
blood agar and Sabouraud 2% dextrose agar medium
petri dishes were left open for one hour on the table one
meter above the ground and one meter away from the
injection site. Colonies that reproduced after incubation
were identified and similar colonies were counted. By

using Omeliansky’s formula to determine the microbial
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Omeliansky’s formiliu kullamlmis ve sonug, koloni

olusturan Unite (cfu/m?) olarak bildirilmistir.

Bulgular: Metrekiipte 0,5 upm buyiikligiindeki
partikiil sayis1 IEO’da 6.350.606, GAO’da ise 85.648
olarak tespit edilmistir. Saatte hava degisim oram “Air
Change per/hour” (ACH) ve “International Organization
for Standardization” (1SO) simfi, IEO icin sirasiyla 2.0 ve
ISO 9 olarak bulunurken, GAO icin 56.2 ve ISO 7 olarak
saptanmistir.  Ortamdaki bakteriyal yogunluk IEQ’da
484.86 cfu/m* olarak oldukca vyiiksek saptanirken,
GAO’da 65.11 IEO ve

GAO’da Staphylococcus Pantoea spp.

cfu/m* olarak bulunmustur.
epidermidis,
ve Enterobacter cloacae iremis olup fungal patojen
liremedigi tespit edilmistir.

Sonug: IEO, GAQ’ya gore enfeksiyon acisindan daha
riskli olarak saptanmustir. intravitreal enjeksiyonlarda, lokal
antisepsi kurallarina siki uyum, ultraviyole lambalarimn
enjeksiyon yapilmadigi zamanlarda acgik tutulmasi ve
g0z ici enjeksiyonun yapilacagi ortamlarda saatteki hava
degisim oraninin yiiksek olmasi ¢ok onemlidir. Enfeksiyon
gelisimini onlemek acisindan intravitreal enjeksiyonlarin,
ozel olarak tasarlanmis pozitif basincli odalarda yapilmasi

cok daha giivenli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: intravitreal enjeksiyon odasi,
gliniibirlik ameliyathene odasi, hava kalitesi, mikrobiyal

yuk

load per cubic meter of medium according to the number
of colonies, the result was reported as colony forming

units (cfu/m3).

Results: The number of 0.5 pm particles per
cubic meter was determined as 6,350,606 in the IVIR
and 85,648 in the OPR. ACT and the “International
Organization for Standardization” (ISO) class were
found to be 2.0 and ISO 9 for IVIR, respectively,
while 56.2 and ISO 7 for OPR. The bacterial density
in the medium was found to be quite high as 484.86
cfu/m? in IVIR, while it was found as 65.11 cfu/m? in
OPR. Staphylococcus epidermidis, Pantoea spp. and
Enterobacter cloacae were grown in IVIR and OPR, and

no fungal pathogens were detected.

Conclusion: [IVIR was found to be risky in terms of
infection according to OPR. In intravitreal injections,
it is very important to comply with the local antisepsis
rules, keep the ultraviolet lamps on when the injection
is not made, and have a high rate of air change per hour
in the environments where the intraocular injection
will be made. It will be much safer to make intravitreal
injections in specially designed positive pressure rooms

in order to prevent the development of infection.

Key Words: Intravitreal injection room, outpatient

operating room, air quality, microbial load

GEREC ve YONTEM

intravitreal  enjeksiyon,  oftalmolojide en
yaygin uygulanan cerrahi islemlerdendir (1). Retina
hastaliklarinda kullanilan cesitli ilaclar, intravitreal
enjeksiyon yoluyla verilerek, hem dogrudan hedef
dokuya ulastirilmakta hem de onemli sistemik
yan etkilerin ortaya c¢ikmasi onlenmektedir (2).
Gunumizde intravitreal enjeksiyonlar, ameliyathane
odalarinda, ozel temiz odalarda ve ofis kosullarinda

yapilmaktadir.
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intravitreal enjeksiyon yoluyla verilen tedaviler,
hizli ve etkili olmakla birlikte endoftalmi gibi cok
ciddi komplikasyonlara da yol
(3). Endoftalminin
enjeksiyon yoluyla verilen antibiyotiklere ve/

acabilmektedir
tedavisinde, intravitreal
veya pars plana vitrektomi ameliyatlarina ragmen
bazen progroz kotiilesmekte ve gorme kaybi ile
sonuclanabilmektedir. Endoftalmi meydana gelme
siklig1; antisepsi sartlari, islem esnasinda konusma,
uygulanan ilag, intravitreal enjeksiyondan sonra
antibiyotik kullanimi ve enjeksiyonun yapildig



ortam gibi pek cok faktore bagli olarak degiskenlik
gostermektedir (4-6). intravitreal enjeksiyonlarin
ameliyathane veya ofis kosullarinda yapilmasina
gore ortaya c¢ikan endoftalmi oranlarn uzerine
yapilan calismalarda farkli sonuclar bildirilmistir.
Ofis sartlarinda intravitreal enjeksiyon esnasinda
konjonktival %2,5 povidon-iyot uygulanmasi, maske,
steril eldiven, kapak spekiilimi ve ozel ortilerin
kullanim1 kosullar saglandiginda endoftalmi siklig
%0 - %0,050 olarak bildirilmistir (7, 8). Ameliyathane
odasinda aym antisepsi kurallar1 uygulandiginda,
intravitreal enjeksiyonlarda endoftalmi oranlar %0
ile %0,016 olarak daha dusuk oranda saptanmistir
(6, 9). Yapilan calismalara gore, ofis sartlarinda
uygulanan intravitreal enjeksiyonun ameliyathane
ortaminda yapilanlara gore nispeten daha yiksek
oranda endoftalmiye neden oldugu bildirilmekle
birlikte, ofis ortaminda antisepsi kurallarina siki
sikiya uyuldugunda ameliyathane ortami ile benzer
sonuclar elde edildigi bildirilmektedir (10). ideal
olan intravitreal enjeksiyonlarin ameliyathane
ortaminda yapilmasidir. Ancak cesitli nedenlerle
bu uygulama ofis sartlarinda da yapilmaktadir.
kisitli

ameliyathane ortaminin on hazirlik gerektirmesi,

Ameliyathane  kapasitelerinin olmasi,
bu nedenle daha fazla zamana ihtiyac duyulmasi
ve maliyet etkinlik gibi nedenlerle intravitreal
enjeksiyonlar ofis sartlarinda da yapilmaktadir.
Soziu edilen bu olumsuzluklarin Ustesinden gelmek
icin son yillarda g6z kliniklerinin cogunda,
intravitreal enjeksiyon odasi ya da oOzel temiz

odalar kullanilmaya baslanmistir. Bazi1 Ulkelerde

o0zel sigortast olmayan hastalar icin disik
maliyet nedeniyle ozellikle ofis sartlar tercih
edilirken, komplike vakalar ve ozel sigortali

hastalar icin ameliyathaneler tercih edilmektedir
(11). Gunubirlik ameliyathane odas1 (GAO), hem
“International Organization for Standardization”
(ISO) kriterlerini hem de yiiksek hava degisim orani/
saat “Air Change per/hour” (ACH)’yi saglayarak
mikroorganizmalarla kontaminasyonu onlemekte ve
enjeksiyon icin givenli bir ortam saglamaktadir.

Bu calismada, intravitreal enjeksiyon odasi
(IE0) ve GAO’da mikrobiyolojik testler ve 1sitma
havalandirma ve hava durumu “Heating Ventilating
and Air Conditioning” (HVAC) performans testleri
yapilarak bu odalarin enfeksiyon agisindan giivenirliligi

arastinlmistir.
GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ekim 2020-Haziran 2021 tarihleri
arasinda Saglik Bilimleri Universitesi, Samsun Egitim
ve Arastirma Hastanesi, Goz Kliniginde yapilmis olup
etik kurul izni gerektiren arastirmalar kapsaminda
degildir. COVID 19 pandemi siirecinde klinigimizde
yilda ortalama 9500 enjeksiyon yapilmaktadir. Bu
bakimdan klinigimiz Samsun ve cevresindeki illerde
en yiiksek enjeksiyon sayisina sahip olan bir merkez
konumundadir. Calismada, GAO ve I[EQ’nun HVAC
performans, validasyon ve kalifikasyon testleri ile
birlikte mikrobiyolojik analizler degerlendirilmistir.
Hastanemizde, temiz alanlarin periyodik olarak
denetlenmesi yapilmaktadir. Merkezi havalandirma
sistemindeki kaba ve hassas filtrelerin kirlilik diizeyleri
test tarihinden once kontrol edilmis, rutin temizlik
ve bakimlart yapilmistir. Havalandirma sisteminde
bulunan hava difiizor ve hava akis laminatorlerinin
hasarli olmadig1 teknik servis tarafindan kontrol
edilmistir.

HVAC performans testlerinde; hava hizi, debi,
hava degisim sayisi1, partikiil 6l¢ciimii, sicaklik, nem ve
hepa filtre sizdirmazlik durumu incelenmistir. Ayrica
basing farki ve hava akis yonu DIN 1946/4:2008(12)
standartlarina goére olciilmistii. IEO ve GAO’nun
(Sekil 1) rutin temizligi yapildiktan sonra odalara giris-
cikis yapilmaksizin 12 saat boyunca sicaklik, nem ve
havalandirma sistemlerinin calistirilmasi saglanmistir.
Goz ici enjeksiyonlar basladiktan bir saat sonra
olciimler alinmaya baslanmis, boylece aktif kullanim
durumundaki veriler elde edilmistir. Partikil sayisina
gore temiz odalann klasifikasyonlar ISO tarafindan
tanmimlanan EN ISO 14644-1:2015 (13), EN ISO 14644-
2:2015(14) ve EN ISO 14644-3:2006 (15) standartlarina
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odas1, D- 111 kurali geregi yerlestirilen besiyerleri

gore yapilmisti. Balometre cihazi kullanilarak
filtrelerin hava akisi ve debileri tespit edilmistir.
Partikul sayimi, aerosol partikiil sayici ile ortamlardan
alinan hava numunelerinde yapilmistir. Numunelerin
sayist EN ISO 14644-1:2015 (13) kriterleri geregince
oda bilyiikligiine gére belirlenerek, GAO icin 10, IEO
icin 6 numune alinmistir. Sonuclar alinan numunelerin
ortalamas1 olarak belirlenmistir. ~Filtrelerin 0.5
pum blyikliglinde partikiilleri tutma oranlart EN
1822-2009 (16) EN 779 test standartlarina (17) gore
belirlenmistir. Nem ve sicaklik termo higrometre
cihaz ile olclilmiis ve ISO 14644-2:2015 ve I1SO 14644-
3:2006 standartlarina gore degerlendirilmistir. Ortam
havasindan pasif yontemle ornek alinarak mikrobiyal
kontrolu yapilmistir. Bu amac icin acik petri yontemi

Sekil 1. intravitreal enjeksiyon yapilan ortamlar. A-giiniibirlik ameliyathane, B- giiniibirlik ameliyathane odas1, C- enjeksiyon

INTRAVITREAL ENJEKSIYON ORTAMININ HAVA KALITESi

uygulanmistir. Eozin metilen mavisi (EMB) agar, kanl
agar ve Sabouraud %2 dekstroz agar besiyerli ikiser tane
kullanilmistir.  Petrilerin ortama yerlestirilmesinde
1/1/1 kurali uygulanmistir (Sekil 1D). Besiyerleri,
yerden bir metre yiikseklikte, intravitreal enjeksiyon
yapilan masadan bir metre uzaklikta bulunan baska
bir masa Uzerine konulup, bir saat bekletilmek
suretiyle goz ici enjeksiyonlarin uygulandigi sire
boyunca acik birakilmistir. Dokuz cm capindaki
petriler, 36x1 °C’de 24 saat ve funguslar acisindan
25 °C’de lic giin inkiibe edildikten sonra koloni varligi
acisindan degerlendirilmistir. Besiyerlerinde {ireyen
benzer koloniler ayrn ayn sayilmistir (Sekil 2). iki
petride lireyen benzer koloniler sayilarak ortalamasi
alinmisti. Ortam havasindaki mikrobiyal yogunluk,
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metrekupte koloni olusturan birim “colony forming
unit”(cfu) olarak Omeliansky’s formuliine gore tespit

edilmistir.

5a.10000
N="—
b.t

A

Sekil 2. A-Kanli agar, B-EMB besiyerinde kolonilerin gortinimu

BULGULAR

GAO ve IEO’ya ait HVAC performans, validasyon
ve kalifikasyon sonuclarinin karsilastirilmasi Tablo
1°de verilmistir. GAO ve IEQ’da ortam havasinda
mikrobiyal kontaminasyonu degerlendirmek icin
mikrobiyolojik kontrol yapilmistir. Kanli agar ve EMB
agarda, S. epidermidis, Pantoea spp. ve E. cloacae
uremistir. Koloni sayisi, GAO havasinda 65.11 cfu/
m? iken IEQ’da 484.86 cfu/m? olarak saptanmustir.

Fungal kontaminasyon gorulmemistir.
TARTISMA ve SONUC

IEO’nun
bakteriyel yogunlugu 484.86 cfu/m* olup, temiz

Calismamizda, ortam  havasinin
hava sartlarin yeterince saglayamadigi buna karsin
GAO’nun 65.11 cfu/m? ile kabul edilebilir aralikta
oldugu goriilmiistiir. intravitreal enjeksiyon yapilan
alanlardaolmasi gereken hava kalitesi, partikiil sayisi
ve havadaki biyoyiikiin tolere edilebilecegi sinir ile
ilgili uluslararasi bir rehber halen bulunmamaktadir.

“The Royal College of Ophthalmologists” tarafindan

N = cfu, a = petrideki koloni sayisi, b = santimetre
cinsinsinden petri alan1 , t = gecen zaman (dakika)
(18).
yontemler ve Vitek-2

Bakterilerin tanimlanmasinda konvansiyonel

(BioMerieux, Fransa) yan

otomatik bakteri tanimlama sistemi kullamlmistir.

2009 yilinda yayimlanan “intravitreal Enjeksiyon
Proseduru icin Yonergeler” adli kilavuzda sadece
genel gereksinimler bildirilmis olup, ortam havasi
konusunda bir referans araligi verilmemistir. Amerika
Birlesik Devletlerinde, American Federal Standard
209E (19), ingiltere’de British standard 5295 (20)
ve baska ulkeler de ameliyathaneler ve temiz
odalar icin kendi standartlarin1 olusturmuslardir.
Mevcut standartlar EN 1SO 14644-1:2015’e uyumlu
(13).
ameliyathaneleri
ameliyathanelerde asgari

hale getirilmektedir Gunumizde ortopedi
disindaki

havanin

ve Kkalp cerrahisi
sart olarak;
saatte 20 kez degisimi ve ortam mikrobiyal
yiikiiniin 50-150 cfu/m? olmas1 saglanmalidir. Cok
temiz (ultraclean) hava sartlarinin  saglandig
ameliyathanelerde bu deger <10 cfu/m? olmalidir
(21, 22).

cfu miktarinin yiksek cikmasinin cesitli nedenleri

Calismamizda, IEO’nun metrekiipteki
olabilir. Olciimlerin, hastalara enjeksiyon yapilmaya
baslandiktan bir saat sonra, odaya giris cikislarin
cok oldugu en yogun calisma saatlerinde baslatilmis
olmas1 mikrobiyal yukiin fazla cikmasinda bir etken
olmus olabilir.
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Tablo 1. Guinlbirlik ameliyathane odas1 ve intravitreal injeksiyon odasina ait HAVC performans test sonuclari

Enjeksiyon Ameliyathaneler icin kabdl
Guniibirlik ameliyathane
odasi kriterleri
Alanlarin ozellikleri
Alan (m2) 45 32
Hacim (m?3) 135 105
Filtreler HEPA* Havalandirma filtresi
Toplam sayisi 4 2
Filtre tipi H13 G4, F7
Hava debisi (m3 / h) 2531 210
Saatte hava degisimi (ACT) 56,2 2 >15
Ameliyathane odas1 klasifikasyonu
Simf IS0 7 1SO 9 ISO 7
Particle Counting (0,5 pm/m?3) 85.648 6.350.606 352.000
Fark basinci (Pa) 16 2 6-30

Hava akim yoni iceriden disarya

iceriden disarya

iceriden disariya

0.5 p biiyiikliiglinde partikiilleri tutma oranlan

HEPA Filtre Havalandirma filtresi Filtre Etkinlik %

99,95 H13 99,95(Y)

G4 G4 5-25(y)

F7 F7 70-85(y )
Sicakhik (°C) 21,8 21,9 18-23,8
Nem (%) 44,5 52 30-60

* High efficiency air filters , Y : EN1822-2009 (16) y : EN779 Test Standartlar (17)

Hava, ameliyathanelere, santrallerde bir 0©n
filtreleme, ardindan hassas filtrelemelerden gecip,
en sonunda da hepa filtrelerle ¢ veya dort kez
filtrelendikten sonra ulasmaktadir. Standart hasta
ve poliklinik odalarinda oldugu gibi iEQ’ya da hava
G4 torba ile on filtreleme, F7 filtreleri ile hassas
filtreleme isleminden gectikten sonra ulasmaktadir.
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Ayrica ACH oraninin ve fark basincimin dusuk
olmasi, hepa filtrenin bulunmamasi yuksek cfu/m?
saptanmasinda etkili faktorlerdir. Partikul sayisinin
yuksek olarak saptanmasinda, enjeksiyon icin
hastalarin sirekli olarak iceri girmesi, yatmasi ve
kalkmas1 gibi fiziksel aktivitelerin fazla olmasi etken
olabilir.



Ayrica koridor ile IEO arasinda hava basing
farkinin disiik ¢ctkmasi, disaridan iceriye dogru zayif
hava akimi olabilecegini disiindiirmektedir. Yetersiz
basing farki ile birlikte, filtre kirlenmesi ve kacaklar
olmasi durumunda temiz zannedilen ortamin
notr, hatta negatif basincli kirli ortama donustugi
bildirilmektedir (23).

nispeten duragan oldugu kiitiiphanelerde 367-2.595

Hava sirkulasyonunun az,

cfu/m? gibi ylksek degerler bildirilmistir (18).
Calismamiza baslamadan once filtrelerin saglam
oldugu uzman kisiler tarafindan degerlendirilmis
olup, hava debisinin disiik olmasina bagli olarak fark
basinci dusiik olarak saptanmistir.

Partikul miktari; ortamin ventilasyonuna, calisan
personel sayisina ve ortamda bulunan bazal partikiil
sayisina baglidir (21). Saglik calisani sayisinin artmasi
havanin kontaminasyonuna ve cfu/m? degerinin
(24).
odasinda yalnizca hekim ve hemsire calistigi icin

yikselmesine yol acmaktadir Enjeksiyon
hava kontaminasyonunun personel sayisindan ziyade
hastalara bagli oldugu disiinilmektedir. Pespese
yapilan enjeksiyonlar nedeni ile hastalar tarafindan
da odaya partikil tasinmas1 olasidir. Bahsedilen tum
olumsuzluklara ragmen ofis sartlarinda intravitreal
enjeksiyonlara devam edilmektedir.

Endoftalmi sikliginin, ameliyathane ve ofis sartlar
ile iliskisini ortaya koyan analizler incelendiginde,
Endoftalmi
ortam arasinda bir fark

sonuclarda farkliliklar goriinmektedir.
gelisimi acisindan iki
olmadigim gdsteren vyayinlarin (1) yaninda, ofis
odasinda endoftalmi gelisiminin daha az oldugunu
(25), ya da ameliyathanenin daha giivenilir oldugunu
belirten calismalar da bulunmaktadir (9). intravitreal
baslangicta
ameliyathanelerde yapilmakla beraber son yillarda

enjeksiyonlar, pek c¢ok merkezde
temiz oda ve ofis kosullarinda yapilmaktadir (11).
Gunumizde intravitreal enjeksiyonlar, Kanada’da
%72 (26), Birlesik Krallik’ta ise %83 oraninda ofis
sartlarinda veya temiz odalarda yapilmaktadir
(27). Fransa’dan yapilan bir calismada, 316.576
intravitreal enjeksiyonun %96’sinin 6zel enjeksiyon
odasinda yapildigi bildirilmistir. Bu calismada, 25

oftalmoloji merkezinde enjeksiyon yapilan alanlarin
yalnizca %40’inda hava ek olarak filtrelenmistir. Buna
ragmen endoftalmi sikligi %0,021 gibi diisiik oranlarda
saptanmistir (28).
Modern  ameliyathane filtreleri, 5 um
%80-95

temizlerken, hepa filtreli laminer akimli sistemler

bliyiiklugiindeki  partiklleri oraninda
ise 0,3 ym ve daha buylk partikillerin %99,97’sini

temizleyebilmektedir. Laminer akimin  oldugu

ameliyathane odalarinda hepa filtreler vertikal
olarak tavana monte edildiginde cerrahi lambalara
bagli olarak tiirbilans olusmakta ve hava akisi
bozulmaktadir (22).

Havadaki partikillerin enfeksiyonla iliskisini
gosteren ilk calismada, cok temiz hava kullanilan
ameliyathane odalarinin, konvansiyonel ventilasyon
kullanilan ameliyathane odalarina gore enfeksiyon
oranmin1 6nemli Glciide duslirdigl bildirilmistir (29).
Teorik olarak, havada asili partikillerin intravitreal
acacagi

enjeksiyondan sonra endoftalmiye yol

hipotezinden hareketle, ameliyathanelerin daha
giivenli oldugu kusku gotiirmez bir gercektir (11).
Havada asili duran durgun partikuller uzaklastiriimali
ve durgunluk giderilmelidir. Havadaki mikrobiyal
patojenlerin miktar ile 5-7 pm biyikliglindeki
partikiiller arasinda bir  kolerasyon  oldugu
gosterilmistir (30). intravitreal enjeksiyonun simiile
edildigi bir calismada,

kullamlmadig1 odalarda, mobil tek yonlii hava akim

mekanik ventilasyonun
ekram “ultraclean unidirectional airflow screen”
(UDF) ile havada, okiiler yuzeyde ve enjeksiyon icin
kullanilan masada bulunan partikillerin istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldigi gosterilmistir (21).
Freiberg ve ark. (31), yiksek sterilite standartlarinin
saglandig1 laminer hava akimina sahip ameliyathane
intravitreal serilerinde,

etkili

odalarinin, enjeksiyon

endoftalmi  sikliginin  diisik  olmasinda
olabilecegini bildirmislerdir.

2019 yilinda baslayan COVID-19 pandemisi,
halen devam etmektedir. Hastayla yakin temas,
enfeksiyonun bulas1 acisindan goz hekimleri icin cok

onemli bir risk faktoridiir. intravitreal enjeksiyon
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riskli bir prosedurdir. Pandemi doneminde hekim
ve hasta acisindan bulas1 onlemeye yonelik givenli
intravitreal enjeksiyon rehberleri yayinlanmistir.
intravitreal enjeksiyon yapan retina uzmanlarinda
COVID-19’un yayin

bulunmamaktadir. Pandemiden 6nce klinigimizde cok

sikigina dair heniz bir
fazla intravitreal enjeksiyon yapilirken pandemide
bazi hekimler guivenlik nedeni ile hic enjeksiyon
yapmamis bazilarn da cok fazla enjeksiyon yapmak
durumunda intravitreal

kalmistir. ~ Klinigimizde

enjeksiyon yapan hekimlerimiz =~ pandeminin ilk
18 ayinda COVID-19’a yakalanmamis olup, kisisel
koruyucu ekipman kullamminin COVID-19’a kars
korunmada oldukga etkili oldugunu diislinmekteyiz.

intravitreal enjeksiyon islemi miimkiin oldugunca
guvenli, etkili ve konforlu olmalidir. Fagan ve Al-
Qureshi (3), intravitreal enjeksiyonlarin yapildig
yerlerin ventilasyon gereksinimlerin ne olacag
calisma
olmadigin belirtmektedir. IEO icin cfu/m? degerleri

konusunda oftalmoloji alaninda bir

bildirilmemis olsa da ameliyathaneler icin cfu/m?

degerleri yayimlanmistir (32, 33).
[EO’da HVAC performans

ilk kez

ve mikrobiyolojik

kontroller incelendigi icin calismamiz

ETiK KURUL ONAYI

* Bu calisma Etik Kurul izni gerektirmemektedir.

CIKAR CATISMASI

literature katkida bulunacaktir. Endoftalmi sayisinin
ve intravitreal enjeksiyonlarin neden oldugu diger
komplikasyonlarin incelenmemis olmasi bu calismanin
kisitliligidir. Endoftalmi sikiginin cok diisiik olmasi
nedeniyle hem IEQ’da hem de GAO’da cok genis
ornek blylkliigu gerekir. Ameliyathanelerde, fazla
sayida intravitreal enjeksiyon yapilmadigi icin her
iki ortam1 endoftalmi siklig1 acisindan karsilastirmak
uygun goriilmemektedir. Calismamizin ikinci kisitliig
ise gunun farkli saatlerinde partikil sayimi ve
mikrobiyolojik kontroluniin yapilamamis olmasidir.
Sabahlari, giin sonuna gore daha az miktarda partikiil
ve mikrobiyal kontaminasyon s6z konusu olabilir.

Sonuc olarak, IEO’da partikiill sayistmin  cok
yliksek olusu ve buna bagli ISO 9 simfinda yer
almas1 endoftalmi acisindan bir risk faktorudur.
Ancak antisepsi sartlarinin saglanmasi ile bu onemli
komplikasyondan kacinilabilir. Yuksek pozitif basing
olusturan, ACH oraninin yiiksek oldugu, koridor ile
enjeksiyon alani arasinda bir alanin olusturuldugu,
ozellesmis IEO’larin veya enjeksiyon kabinlerinin
kullamima girmesi ile guivenilir ve verimli bir sekilde
intravitreal enjeksiyonlar uygulanabilir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

Turk Hij Den Biyol Derg
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Inula viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin antibakteriyel
ve antikanserojenik etkilerinin incelenmesi

Berna ERDAL'

, Bahar YILMAZ?

, Bensu BAYLAN:?

OZET

Amag: Inula viscosa, Asteraceae familyasina ait cok
yillik tibbi bir bitkidir. Bu calismada, /. viscosa’dan elde
edilen metanol ve hekzan ekstraktlarinin antibakteriyel
incelenmesi

ve antikanserojenik  aktivitelerinin

amaclandi.

Yontem: [. viscosa metanol (1,56-800 mg/ml)
(0,19-100 mg/ml)

konsantrasyonlarinin

ekstraktlarimin  farkli
disk

difizyon metodu ile test edildi. Standart referans sus

ve hekzan
antibakteriyel aktivitesi
olarak; Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae kullanildi.
Ekstraktlarin minimum inhibitor konsantrasyon (MiK)
degerleri her bir bakteri icin mikrodiliisyon yontemi
ile yapildi. MIK degeri, iremenin goriilmedigi en
dusik ekstrakt konsantrasyonu olarak belirlendi.
MIK sonrasi tiim kuyucuklar icin minimum bakterisit
(MBK)

antikanserojenik aktivitesi MTT testi ile arastirildi. MDA-

konsantrasyonlar saptandi. . viscosa’nin
MB-231 ve HT-29 hiicreleri ekstraktlarin IC,, degerlerinde
akridin oranj ve propidium iyodir ile boyanarak canli,

apoptotik ve nekrotik hiicreler belirlendi.

ABSTRACT

Objective: Inula viscosa is a perennial medicinal
plant belonging to the Asteraceae family. This
study aimed at investigating the antibacterial and
anticarcinogenic activities of methanol and hexane

extracts derived from /. viscosa.

Methods: The antibacterial activity of different
concentrations of /. viscosamethanol (1.56-800 mg/ml)and
hexane (0.19-100 mg/ml) extracts was tested using the disc
diffusion method. Listeria monocytogenes, Micrococcus
luteus, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae were
used as standard reference strains. Minimum inhibitory
concentration (MIC) values of the extracts were made for
each bacteria using the microdilution method. MIC value
was determined as the lowest extract concentration at
which growth was not observed. Minimum bactericide
concentrations (MBC) were determined for all wells
after MIC. The anticarcinogenic activity of /. viscosa was
examined using the MTT test. MDA-MB-231 and HT-29 cells
were stained with acridine orange and propidium iodide
at the IC,, values of the extracts to determine the viable,

apoptotic and necrotic cells.
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Bulgular: Metanol ekstraktinin L. monocytogenes,
M. luteus, E. coli ve K. pneumoniae icin zon caplan
sirasiyla; 8, 16, 7 ve 9 mm olarak olciildi. Hekzan
ekstraktinin ise M. luteus, E. coli ve K. pneumoniae
icin zon caplar sirasiyla 14, 7 ve 9 mm olarak belirlendi.
Metanol ekstraktinin MiK degerleri M. luteus icin 25 mg/
ml, L. monocytogenes ve K. pneumoniae icin 200 mg/
mlve E. coliigin ise 400 mg/ml oldugu bulundu. Hekzan
ekstraktinin MIK degerleri L. monocytogenes, E. coli
ve K. pneumoniae icin 400 mg/ml, M. luteus icin 100
mg/ml oldugu bulundu. MBK degerlerinin MiK degerleri
ile benzer oldugu goriildii. IC50 degerleri metanol
ekstraktinin MDA-MB-231 ve HT-29 hucreleri icin sirasiyla
25 mg/ml ve 200 mg/ml, hekzan ekstraktinin 6,25 mg/
ml ve 12,5 mg/ml olarak belirlendi. Konsantrasyon
artisina bagli olarak MDA-MB-231 ve HT-29 hiicrelerinde

nekrotik ve erken apoptotik hiicrelerin varligi gorildu.

Sonug: I. viscosa’nin metanol ve hekzan
ekstraktlarinin calisilan bakteriler tizerine antibakteriyel,
MDA-MB-231 ve HT-29 hiicreleri tzerine antikanserojenik
aktivitesinin oldugu bulundu. Bu ekstraktlarin farkli
kanser hiicre hatlari ve bakteri suslari tizerine etkilerinin
yapilacak baska calismalarla gosterilmesinin tamamlayici

tip alanina katki saglayacagi disiiniildi.

Anahtar Kelimeler: Inula viscosa, Antibakteriyel,

Antikanserojenik

Results: Zone diameters of the methanol extract
for L.

pneumoniae were 8, 16, 7 and 9 mm, respectively. Zone

monocytogenes, M. luteus, E. coli and K.
diameters of the hexane extract for M. luteus, E. coli
and K. pneumoniae were 14, 7 and 9 mm, respectively.
MIC values of the methanol extract were 25 mg/ml for
M. luteus, 200 mg/ml for L. monocytogenes and K.
pneumoniae, and 400 mg/ml for E. coli. MIC values of the
hexane extract were 400 mg/ml for L. monocytogenes,
E. colive K. pneumoniae, and 100 mg/ml for M. luteus.
MBC values were similar to MIC values. IC50 values for
MDA-MB-231 and HT-29 cells were 25 mg/ml and 200 mg/
ml for the methanol extract, and 6.25 mg/ml and 12.5
mg/ml for the hexane extract, respectively. Depending
on increased concentration levels, the presence of
necrotic and early apoptotic cells was observed among
MDA-MB-231 and HT-29 cells.

Conclusion: Methanol and hexane extracts of /.
viscosa were found to have antibacterial effects on the
studied bacteria and anticarcinogenic activity on MDA-
MB-231 and HT-29 cells. Conducting further studies to
demonstrate the effects of these extracts on different
cancer cell lines and bacterial strains will contribute to

the field of complementary medicine.

Words:

anticarcinogenic

Key Inula viscosa, antibacterial,

GIRIS

Tibbi  bitkiler,
ozelliklerinden dolay1 potansiyel terapotik ajanlar

fitokimyasal ve  biyolojik
olarak halen arastirma konusu olmaya devam
etmektedir. Ozellikle kiiresel bir saglik sorunu haline
gelen antibiyotik direnci nedeniyle bu bitkilerin
ozellikleri

antimikrobiyal arastinlmaktadir  (1).
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Dogada tabii olarak yetisen bazi bitkilerin &ziitleri
ve ucucu yaglarinin antibakteriyel aktivitesinin
varlig1 cesitli calismalarda gosterilmektedir (2,3).
en yaygin
ragmen  baz

Kanserle micadelede kemoterapi

kullanmilan ~ yontem  olmasina

dezavantajlar (tedaviye yamt alinamamasi, ciddi
toksisite ve coklu ilac direnci vb.) basar yuzdesini
disurmektedir.

Kemoterapideki bu sinmirliliklar,



kanser hucrelerinde apoptoz ve sinyal yolaklar
tUzerine etkili alternatif dogal tedavilerin arastirildig
calismalarnin sayisin1 giderek arttirmaktadir (4,5).

Gliney Avrupa ile Giineybati Asya floralan
arasinda koprii olmasi nedeniyle lilkemiz, terapotik
amacli kullanilan endemik tirler acisindan oldukca
zengindir (6). Asteraceae familyasina ait olan /nula
bitkisinin diinya genelinde yaklagik 100 tiirii oldugu
bilinmektedir. Turkiye’de ise yedisi endemik olmak
Uzere 27 Inula turi bulunmaktadir. Bu tiirlerin cogu
kaucuk kaynagi, ilag, yag, sebze, pestisit ve peyzaj
gibi cesitli alanlarda kullanmlmaktadir (7,8). Son
yillarda Inula tirleri biyolojik aktiviteleri nedeniyle
bilim duinyasinin dikkatini cekdi ve kimyasal ozellikleri
arastinldiginda yapisinda bircok ©nemli biyoaktif
bilesen icerdigi bulundu. Bu bilesenler; terpenik
bilesikler (monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler
ve triterpenler), flavonoidler, glikolipitler ve antranilik
asit turevleridir (9,10). Bu bilesenlerin antiproliferatif,
antioksidan, antitimoral, antimikrobiyal ve sitotoksik
etkilerinin oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur
(11-13). Geleneksel tipta; mide ulseri, anemi, diyabet,
bronsiyal enfeksiyon, karaciger ve deri hastaliklarinin
tedavisinde bu bitki yaygin olarak kullanilmaktadir
(14-17).

Inula turlerinden biri olan ve halk arasinda
yapiskan anduz otu olarak bilinen [.  viscosa,
Akdeniz ve Ege bolgesinde yetisen tibbi bir bitkidir.
Ulkemizde farkl
viscosa’nin antitimoral ve sitotoksik etkileri farkl
(18,19).
zamanda sahip oldugu flavonoidler ve terpenoidler

cografik bolgelerde yetisen |I.

kanser turlerinde arastirilmaktadir Aym
gibi sekonder metabolitler sayesinde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi de dikkati cekti (20,21).

Bu calismada; /. viscosa metanol ve hekzan
ekstraktlarinin; L. monocytogenes, M. luteus, E. coli
ve K. pneumoniae standart referans bakteri suslar
Uzerine antibakteriyel, MDA-MB-231 (ATCC HTB-26™)
meme kanseri ve HT-29 (ATCC HTB-38™) kolon kanseri
hiicre hatlar iizerine antikanserojenik etkinliginin
arastinlmas1 amaclandi.

GEREC ve YONTEM

I. viscosa ekstraktinin hazirlanmasi
Akhisar
viscosa’nin aerial

Manisa’nin ilcesinden  toplanan I.

yapilar1 kurutulup toz haline
getirilerek ezildi. Ogitiilmiis bitki materyalleri,
donen bir calkalayicida metanol (Katalog No: 106009;
Merck, Almanya) ve hekzan (Katalog No: 10437; Merck,
Almanya) cozeltileri kullanilarak 24 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi (22). Ekstraktlar, 40°C’de
buharlastirildi ve daha sonra filtre kagidindan
suzulerek liyofilize edildi ve deneysel kullamim icin
-20°C’de muhafaza edildi
Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi
Bakteri suslari

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde Gram
pozitif bakterilerden: L. monocytogenes ATCC 7644 ve
M. luteus ATCC 10420; Gram negatif bakterilerden: E.
coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 13883 standart
bakteri suslan kullanildi.
Minimal inhibitor konsantrasyon (MiK) testi

Her bir bakteri susu icin MIK degerleri, katyon
ayarli Mueller Hinton Broth (CAMHB) (Merck)
kullanilarak EUCAST (2020) vyonergelerine gore
onerilen mikrodillisyon yontemi ile belirlendi (23).
I. viscosa metanol (800-1,56 mg/ml) ve hekzan (100-
0,19 mg/ml) ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar
96 kuyucuklu plakalara dilie edilerek uygulandi.
Bakteriyel siispansiyonlar 0.5 McFarland (1,5x10% kob
(koloni olusturan birim) /ml) tirbidite standardinda
uygun miktarlarda hazirlandi ve 105 kob /ml’ye diliie
edilerek her kuyucuga 10 pl eklendi. Plakalar, 37°C’
de 18-20 saat inkubasyona birakildi. Daha sonra
spektrofotometre ile 630 nm dalga boyunda okutularak
degerlendirmesi yapildi. Uremenin olmadig1 en diisiik
konsantrasyon MiK degeri olarak belirlendi. Her test
uc kez tekrar edildi.
Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) testi

MIK testinde iireme gozlenmeyen kuyucuklardan
alinan 2 pl ornekler Mueller Hinton Agara (Merck)
ekildi. 37°C’de  18-20
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda iiremeler

Besiyeri  plaklarn saat
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degerlendirilerek, mikrodiliisyon plaklarindaki iireme
gozlenmeyen kuyucuklar ile karsilastirildi. Ureme
gozlenmeyen bakteri konsantrasyonlart MBK degeri
olarak belirlendi.
Disk difiizyon metodu
Bakteri suslann %5 koyun kanli agara (BES-
LAB) inokile edildikten sonra 37°C’de 18-20 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi bakteri
yogunlugu Mueller Hinton Broth’ta 0,5 McFarland
olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra Mueller Hinton
Agar’a bakteri siispansiyonlari inokiile edildi. I.
viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlar1 6 mm capli No.3 Whatman disklere
100’er mikrolitre emprenye edildi. Diskler inokile
edilen petrilerin (150 mm) yiizeyine yerlestirildi ve
18-20 saat 37°C’de inkubasyona birakildi. Pozitif
Katalog No:
inkiibasyon

kontrol olarak Gentamicin (10 pg,
CT0024B; Oxoid) diskleri kullanildi.
sonunda zon c¢aplar1 (milimetre) olculdi. Her test uc
kez tekrar edildi.
Antitiimoral aktivitenin belirlenmesi
Hiicreler ve Kkiiltiir kosullar

Antitimoral aktivitenin belirlenmesinde MDA-
MB-231 ve HT-29 hiicre hatlan kullanildi. Hiicreler %10
fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS) (Gibco),
%1 L-glutamine (Gibco), %1 penicilin/streptomycin
(Gibco) iceren RPMI-1640 (Gibco) besi ortaminda
37°C sicaklikta %5 CO,’li inkiibatorde kltiire edildi.
Hiicre canliig1 analizi

Hicre canliigint  degerlendirmek igin  3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolyum bromir
(MTT) yontemi kullanildi. Hicreler 96 kuyucuklu
plakalara 3x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 100
pl ekildi ve %80-90 yogunluga ulastiklarinda uygun
dozlarda (metanol ekstrakti icin: 800-1,56 mg/ml;
hekzan 100-0,19 mg/ml) ekstrakt ve kemoterapotik
ajansisplatine (500-0,98 pg/ml) (MCE) maruz birakilds.
24 saat inkubasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri
cekilerek yerine 100 pl fenol kirmizis1 icermeyen RPMI
(Sigma) eklendi. Daha sonra 1 mg/ml MTT (Katalog
No: V13154; Vybrant® Invitrogen, ABD) reaktifinden
her kuyucuga 10 pl eklendi ve 4 saat 37°C’ de %5’lik
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CO,’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda stipernatant atildi ve formazan partikulleri
sulfoksit  (DMSO)
Plaklar
Multiskan GO mikroplaka okuyucu (ThermoScientific,
Waltham, ABD) ile optik yogunluklar (OD) olculdi.
Canli hiicrelerin ylizdesi asagidaki formul kullanilarak
hesaplandi: (%) = [100 x (0rnek abs)/ (kontrol abs)]
(24). Deney, lc kez tekrar edildi.

dimetil (Sigma)  kullanilarak

¢ozunduruldu. 570 nm dalga boyunda

Akridin oranj / propidyum iyodiir (AO/Pl) floresan
boyama

1. viscosa’nin canli ve olu hiicreler tizerine etkisini
gozlemlemekicin 10gsodyum-etilendiamintetraasetik
asit (Na-EDTA), 4 mg propidium iyodir (Pl) (Thermo
Fisher Scientific) ve 50 ml FBS, 4 mg akridin oranj
(AO) (Thermo Fisher Scientific) (2 ml 99% ETOH
icinde ¢ozulmus) iyice kanstirildi. Son hacim 200 ml
olacak sekilde steril damitilmis su eklenerek pipetaj
yapildi (25). 3x104
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara uc tekrarli

Hicre sayisi hiicre/kuyucuk
ekildi. Hicreler tutunmasi icin 24 saat 5% CO, iceren
37°C sicaklikta inkubasyona birakildi.
dozlarda I. viscosa ve sisplatin ile muamele edilen

Belirlenen

hiicreler inkiibe edildikten sonra AO/PI karisimindan
her kuyucuga 10 pl eklenerek 5 dakika beklenildi.
Farkli apoptotik ozelliklere sahip hucreler floresan
mikroskop (Leica, Almanya) kullanmilarak morfolojik
olarak degerlendirildi.

Bu calisma, Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
onayi ile gerceklestirildi (Tarih:29.06.2021 ve Karar
No: 2021.192.06.22).

BULGULAR

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi
Calismada, I. viscosa metanol (800-1,56 mg/ml)
ve hekzan (100-0,19 mg/ml) ekstraklarimin farkl
konsantrasyonlarinin L. monocytogenes ATCC 7644,
M. luteus ATCC 10240, E. coli ATCC 25922 ve K.
pneumoniae ATCC 13883 standart referans suslan
iizerine antibakteriyel aktivitesi MiK ve disk difiizyon



yontemi ile test edildi. Tablo 1’de gosterildigi gibi, .
viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin en dusuk
MIK ve MBK konsantrasyonlar M. luteus’ta goriildii.
Ayrica, metanol ve hekzan ekstraktlarinin MiK ve MBK
sonuclarinin uyumlu oldugu bulundu.

1. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin disk
difuizyon yontemi ile antibakteriyel aktivite sonuclar
Tablo 2 ve Sekil 1’de verildi. Kullanmlan suslarda
farklilik gorulmekle birlikte; metanol ekstraktinin

800, 400 ve 200 mg/ml konsantrasyonlarda, hekzan
ekstaraktinin ise 100 ve 50 mg/ml konsantrasyonlarda
antibakteriyel aktivite sergiledigi goriildi. Her iki
ekstrakta en duyarli olan bakterinin M. luteus oldugu
belirlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin
EUCAST (2020) kriterlerine gore, standart bakteri
suslarinda yuksek oranda duyarlilik gosterdi (Tablo 2,
Sekil 1).

Tablo 1. /. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin MiK ve MBK sonuclar (mg/ml)

Metanol Ekstrakti Hekzan Ekstrakti
Referans Standart Bakteri Susu
MIK MBK MIK MBK

L. monocytogenes 200 200 400 400
M. luteus 25 25 100 200
E. coli 400 800 400 400

K. pneumoniae 200 200 400 400
Tablo 2. /. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin inhibisyon zon caplar (mm)

inhibisyon Zonlar1 (mm) (Ortalama + standart sapma)
Bakteri Suslar Metanol Ekstrakt Hekzan Ekstrakti Gentamisin
800 mg/ml 400 mg/ml 200 mg/ml 100 mg/ml 50 mg/ml 10 pg/ml

L. monocytogenes | 8,033+0,075 Y Y Y Y 21,027+0,140
M. luteus 16,06+0,161 13,013+0,162 | 9,077+0,120 14,01+0,185 8,003+0,130 29,997+0,176
E. coli 7,030,137 Y Y 7,013+0,130 Y 24,040,145
K. pneumoniae 9,043+0,148 7,047+0,163 Y 9,017+0,141 8,007+0,155 21,993+0,156

ZY: Test edilen bakterilere kars1 ekstrakt zon olusturmadi.
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Sekil 1. I. viscosa’nin alt1 farkli konsantrasyonunun (A: Metanol Ekstrakti 800-25 mg/ml; B: Hekzan Ekstrakti 100-3,125 mg/
ml) disk difiizyon metodu ile iki Gram pozitif ve iki Gram negatif bakteriye kars1 antibakteriyel aktivitesi

Antikarsinojenik aktivitenin belirlenmesi

MTT testi sonucunda, /. viscosa metanol ve
hekzan ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve HT-29
hicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda
konsantrasyona bagli olarak kanser hiicrelerinin
canliligin1 6nemli olciide inhibe ettigi tespit edildi.
MDA-MB-231 hucreleri tUzerine I. viscosa metanol ve
hekzan ekstraktlarinin inhibitor konsantrasyonlari
(IC50) sirasiyla 25 mg/ml ve 6,25 mg/ml olarak
bulundu. HT-29 hiicrelerinde ise I. viscosa metanol
ve hekzan ekstraktlarinin 1C50 degerleri sirasiyla
200 mg/ml ve 12,5 mg/ml oldugu gorildii. MDA-
MB-231 ve HT-29 hicreleri aym kosullar altinda
sisplatin ile muamele edildiginde IC50 degerleri
sirastyla 0,008 mg/ml ve 0,004 mg/ml oldugu
bulundu (Sekil 2). Yapilan MTT analizi sonucunda,
I. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin HT-29
hiicrelerine kiyasla MDA-MB-231 hiicrelerine kars

onemli anti-proliferatif aktiviteye sahip oldugu
goruldu. Aynica; iki hiicre hatti Gzerinde de hekzan
ekstraktinin metanol ekstraktina kiyasla daha etkili
oldugu belirlendi.

Calismada, |I. viscosa ekstraktlarinin ve
sisplatinin apoptotik etkinliginin belirlenebilmesi
icin 1C50 degerlerinde AO/PI floresan boyama
metodu uygulandi. Yesil floresan veren hiicreler
AO ile boyanan canli hiicreler, turuncu/kirmizi
floresan veren hiicreler ise Pl ile boyanan apoptotik
hicrelerdir. I. viscosa ekstraktlari uygulanan
hiicrelerde apoptoza ugrayan hiicre sayisinin,
kontrol hiicrelerine kiyasla yiksek oldugu tespit
edildi (Sekil 3). Ayrica, MDA-MB-231 ve HT-29
hiicrelerinin  hekzan ekstrakti ile muamelesi
sonrasindaki apoptotik hiicre populasyonlarinin
fazla olmas1 MTT bulgularin1 desteklemektedir.
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Sekil 2. I. viscosa ekstraktlarn ve sisplatinin MDA-MB-231 ve HT-29 hiicre canliligi lizerine etkileri
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e .

MDA-MB-231

HT-29

Sekil 3. I. viscosa ekstraktlar ve sisplatin uygulanms MDA-MB-231 ve HT-29 hiicrelerinin floresan mikroskop goriintileri
(40x). Sekil tzerindeki oklar apoptotik hiicreleri gostermektedir.
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TARTISMA ve SONUC

Bitki  oOziitleri, iceriginde bulunan aktif
bilesikler sayesinde alternatif dogal tedavilerin
temelini olusturmaktadir. Son yillarda, yaygin

antibiyotik kullaniminin artmasi1 sonucu gelisen
antibakteriyel direnc ile micadeleye yonelik aktif
bitki ekstraktlariyla yapilan in vitro calismalar 6nem
kazanmaktadir.

Bu calismada, iki Gram pozitif (L. monocytogenes
coli ve K.

ve M. luteus), iki Gram negatif (E.

pneumoniae) bakteri Uzerine I. viscosa metanol
ve hekzan ekstraktlarinin antibakteriyel etkinligi
arastinldi. Calisilan bakteriler tzerine hem metanol
hem de hekzan ekstraktinin degisen oranlarda
antibakteriyel etkinlik gosterdi. En iyi etki ise M.
luteus susunda bulundu.

I.  viscosa ekstraktlarimn farkli bakteriler
lizerine antimikrobiyal etkinligini arastiran benzer
(20,26-30).
viscosa’nin aerial yapilarindan

calismalar  bulunmaktadir Yapilan
bir calismada; I.
elde edilen metanol ekstraktinin 3,125-50 mg/ml
konsantrasyonlarindaki antibakteriyel etkisi, MiK ve
disk difuizyon yontemi ile arastirildi. E. coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Shigella spp., spp.,

faecalis suslan kullanilarak yapilan MiK testi

Clostridium Enterococcus

sonucu ekstraktin en etkili
E. faecalis (6,25 mg/ml),
sonucu ise E. coli (25 mg/ml) oldugu bulundu (28).

oldugu bakterinin
disk difizyon yontemi

I. viscosa’nin metanol, etanol ve su ile hazirlanan

ekstraktlarinin  antioksidan ve antimikrobiyal
baska bir

E. coli, K. pneumoniae, S. aureus bakterilerinin

ozelliklerinin incelendigi calismada;
250 pg/ml konsantrasyonda metanol ekstraktina
kars1 duyarli oldugu sonucuna varildi (29). Benzer
bir calismada, I. viscosa metanol ekstraktinin (15-
480 mg/ml) disk difiizyon metoduyla antibakteriyel
aktivitesi arastinldi, bu ekstrakta en duyarli
bakterinin Pseudomonas aeruginosa oldugu tespit
edildi (30). Tum bu calisma sonuclarina bakilarak, /.

viscosa’nin farkli ekstraktlarinin degisen oranlarda

Turk Hij Den Biyol Derg

hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi goriildii..

Glinumuzde kansere karsi yeni tedavi yontemleri
gelistirilmesine ve uygulanmasina ragmen mevcut
kanser tedavileri yetersiz kalmaktadir. Bu ylizden
timor gelisimini inhibe edecek etkili, yan etkisi az
ve/veya olmayan yontemlere ihtiyac duyulmaktadir.
Son yarim asirdan beri bitkilerin sahip oldugu aktif
bilesiklerin tirevleri, modern klinik uygulamalarda
kansere karsi kullanmilmaktadir (31).

Bu calismada, MDA-MB-231 ve HT-29 hicreleri
lizerine I. viscosa metanol ve hekzan ekstraktlarinin
IC50 konsantrasyonlar1 belirlendi. Her iki hicre
tzerine hekzan ekstraktinin metanol ekstraktina
kiyasla daha guclu antikanserojenik aktiviteye sahip
oldugu bulundu. Ayrica her iki ekstraktin da HT-29
hiicrelerine kiyasla MDA-MB-231 hicrelerine kars
onemli anti-proliferatif aktiviteye sahip oldugu
goruldi. Ek olarak
apoptoza ugrayan hiicre sayisinin kontrol hiicrelerine

IC50 konsantrasyonlarinda

kiyasla yiiksek oldugu tespit edildi.
I. viscosa ekstraktlarinin farkli hicre hatlan
lizerine antikanserojenik etkinliginin arastirildig
calismalar mevcut olmasina ragmen bu calismada
kullanilan hiicre hatlan ile yapilmis herhangi bir
calismaya rastlanilmadi (32-36). Talib ve Mahasneh
(34), I.
ekstraktlarinin Hep-2 (larinks karsinomasi), MCF-

viscosa’nin metanol, hekzan ve kloform

7 (meme epitelyal adenokarsinomasi) ve vero
(Afrikan yesil maymunu bobregi) hiicre hatlan
Uzerine antikanserojenik etkilerini arastirdi ve
MCF-7 hucrelerine kars1 metanol ekstraktinin (IC50:
15,78 pg/ml) oldukca etkili oldugunu buldular.
Yapilan baska bir calismada, I. viscosa’mn hekzan
ve metanol ekstraktlarinin MCF-7/S ve HT-1080
hiicre hatlar lzerine olan etkilerine bakild1 ve
calisma sonunda hekzan ekstraktimin her iki hucre
hattina da yakin IC50 degerlerinde (MCF-7/S 14,68
HT-1080 15,67 pg/ml)

aktivite gosterdigi tespit edildi (35). .

pg/ml; antikanserojenik
viscosa’nin
sulu ekstrelerinin HCT116 ve Colo320 hiicre hatlan

lizerine antikanserojenik etkilerinin arastirildig



diger bir calismada, kolorektal kanser hiicrelerine
doz ve zamana bagli olarak etkili oldugu saptandi
(36). Bahsedilen calisma sonuclarina bakilarak, .
viscosa ekstraktlarinin farkli hicre hatlan uzerine
antikarsinojenik  aktivite gosterdigi sonucuna
varilabilir.

Sonu¢ olarak; [.  viscosa’min metanol ve
hekzan ekstraktlarinin patojen mikroorganizmalar
uzerine antibakteriyel, meme ve kolon kanser
hiicreleri Uzerine ise antikarsinojenik ozelliklerinin
arastinlmasinin klinik calismalara yon verecek olan

alternatif tedaviye yenilikci bir yaklasim getirecegi

ETIK KURUL ONAYI

MDA-MB-231 ve HT-29
hiicre hatlarina ek olarak sagliki meme ve kolon

kanisindayiz. kanser
hiicre hatt1 lizerine bu ekstraktlarin etkinliginin

gosterilmemesi calismanin  kisitlayict yamdir. .

viscosa’nin  antibakteriyel ve antikanserojenik
etkinliginin tedavi siirecine olan katkilar1 hakkinda
yeterli bilgi saglayabilmek adina daha fazla sayida
susun ve/veya hiicre hattinin dahil edildigi genis
calismalar sonuclarinin

olcekli ile bu calisma

desteklenmesi gerekmektedir.

*Bu calisma, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayi ile gerceklestirildi

(Tarih:29.06.2021 ve Karar No: 2021.192.06.22).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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Borik asitin dezenfektan etkinliginin arastirilmasi

Yasemin ZER!

, Fatma Nur KARABACAK'

, Ayse BUYUKTAS MANAY!

OZET

halinde

bulunan ve bircok alanda etkinligi gosterilmis olan

Amag: Borik asit dogada bilesikler
bir elementtir. insan ve cevre icin toksik olmamasi
ve dogal yollardan elde edildiginden ekonomik olmasi
dikkat ceken baslica ozelliklerindendir. Bu calisma
borik asidin dezenfektan etkinliginin arastirilmasi

amaci ile yapilmistir.

borik

konsantrasyonlarinda (%1, 2, 4, 6)

farkl
siispansiyonlari
aureus ATCC 29213,
25922,

Enterococcus

Yontem: Liyofilize asidin
hazirlanarak, Staphylococcus
Escherichia coli  ATCC
ATCC 27853, faecalis

Streptococcus mutans ATCC 25175

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 29212,
izolatlann ve kan kiltiri orneklerinden izole edilen
farkli direnc paternine sahip 20 farkli mikroorganizma
(Acinetobacter baumannii,  Klebsiella pneumoniae,
Candida

Streptococcus

Staphylococcus
Candida

epidermidis, albicans,

parapsilosis, mitis/oralis)
olmak uzere toplam 25 izolata kars1 kalitatif stispansiyon
yontemi ile dezenfektan etkinligi arastirilmistir. Kalitatif
stispansiyon yonteminde; farkli konsantrasyondaki borik
asit ile secilen bakteriler 1, 2, 5, 10, 30 dakikalik

sirelerde temas ettirilmistir. Temas sureleri sonunda,

ABSTRACT

Objective: Boric acid is an element that is found
as compounds in the nature and has been shown to be
effective in many areas. Being non-toxic for human
and the environment and economical due to obtained
naturally are the main remarkable properties. This study
was conducted to investigate the disinfectant efficiency

of boric acid.

Methods: A suspension of lyophilized boric acid in
different concentrations (1, 2, 4, 6%) was prepared then
disinfectant activity against a total of 25 isolates including
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212,
mutans ATCC 25175 and 20 different microorganisms
with  different

Streptococcus

resistance pattern (Acinetobacter

baumannii, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
epidermidis, Candida albicans, Candida parapsilosis,
Streptococcus mitis/oralis) isolated from blood samples
was investigated by qualitative suspension method. In the
qualitative suspension method; boric acid at different
concentrations and selected bacteria were contacted for
1, 2, 5, 10, 30 minutes. At the end of the contact periods,

neutralizing solution was added to stop the effects of
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ekimlerden once maddelerin etkilerinin durdurulmasi
icin notralizan cozeltisi ilave edildi ve ardindan tryptone
soya agara ekim yapilmistir. 48 saat inkiibasyon sonunda

bakterilerin Ureyip Uremedikleri degerlendirilmistir.

Borik asidin %1

test edilen siirelerde etkinligi saptanmamistir. %2

Bulgular: konsantrasyonda ve
konsantrasyonda 5 dakikalik temasla bakterilerin coguna
ve 10. dakikada tumune, %4 konsantrasyonda 5. dakikadan
itibaren tumine ve %6 konsantrasyonda 1. dakikadan
itibaren timine karst etkin oldugu bulunmustur.
Candida spp. turlerinde %1 konsantrasyonda etkinlik
saptanmazken, %2’lik konsantrasyonda 1. dakikadan

itibaren tiimiine etkin bulunmustur.

Borik

dahi bakteri ve Candida spp. tirlerine karsi etkili

Sonug: asidin  dusiik  konsantrasyonda

antimikrobiyal bir madde oldugu saptanmistir.
Dezenfeksiyon amac ile kullamma aday bu madde ile
ilgili guivenlik, stabilite gibi degiskenlerin de irdelendigi

calismalarin yapilmasinin faydali olacagi diistinilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Borik asit, dezenfektan etkinlik,

klinik izolat, kalitatif sispansiyon yontemi

the substances before culturing, and then cultured on
tryptone soy agar. At the end of 48 hours incubation, After
incubation, the bacteria were assessed for the presence

or absence of proliferation.

Results: The efficacy of boric acid at a concentration
of 1% and the tested durations was not determined. It was
found that boric acid at a concentration of 2% with 5 minutes
contact time was efficient against almost all bacteria and
to all at 10th minute, to all at 4% concentration since 5th
minute and to all at 6% concentration since 1st minute.
While efficacy was not determined at 1% concentration in
Candida spp. species, it found to be effective in all at the

2% concentration from the 1st minute.

Conclusion: It has been found that boric acid is
an antimicrobial agent effective against bacteria and
Candida spp. species even at low concentrations. It will
be beneficial to carry out studies that examine variables
such as safety and stability related to this substance,

which is used for disinfection purposes.

Key Words: Boric acid, disinfectant efficiency,

clinical isolate, qualitative suspansion method

GIRIS

Bor, periyodik tabloda 3A grubunun ilk sirasinda
yer alan bir element olup yaklasik 4000 yildir insanlar
alanlarda kullanmlmaktadir (1,
2). Havada, toprakta ve suda 250’nin lzerinde bor

tarafindan farkli

bilesigi bulunmaktadir. Borun oksijene ilgisinin yliksek
olmasindan otiirli borat olarak adlandirilan pek cok
bor-oksijen bilesigi bulunur. Bor oksit (B,0,) ve borik
asit (H,BO,) bu bilesikler icerisinde en basit yapili
olanlardir. Cevresel alanlarda bol miktarda bulunan
bor rezervlerinin buyuk bir kismi da Ullkemizde
bulunmaktadir (2).

Bor elementinin okside edilmis hali olan borik
asit kimyasal yapis1 itibari ile bircok molekil ile
stabil birlesikler yapabilmekte olup, olusan kompleks
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Uriinlerin farkli kullanim alanlar vardir (2, 3). Bor

bilesikleri; cam, seramik, temizlik, beyazlatma,
kozmetik, metalurji, nikleer enerji, bilgisayar ve
ucak sanayi, tarim ve saglik alam gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Bor,

kalsiyum,  magnezyum

ve fosfor mineralleri ile D vitamininin vicutta
korunmasina ve etkili bir sekilde kullamlmasina
yardimci olarak dis ve kemik sagliginin korunmasina
katkida bulunur. insan icin eser elementlerden birisi
olan bor viicutta cesitli metabolik fonksiyonlarin
gerceklesmesinde de onemlidir (2, 4). Borun insan
dokularinda biyokimyasal etki mekanizmasi ile ilgili
cok az veri bulunmaktadir. Diisik molekiil agirligina
sahip olmas1 ve cis-hidroksil grubu iceren organik
molekdiller

(polisakkaritler, adenozin-5-fosfat,

piridoksin, riboflavin, dehidroaskorbik asit, piridin



gibi) ile reaksiyona girmesinin biyolojik fonksiyonu
icin 6nemli oldugu dislinilmektedir. Ayrica borun
hiicre zan fonksiyonlarinda ve stabilitesinde, hormon
reseptorleri ve transmembran sinyallerde etkili
olabilecegi disiiniilmektedir (5). Medikal olarak bor
bilesikleri osteoporoz ve romatoid artritte, Bor Notron
Yakalama Tedavisi (Boron Neutron Capture Therapy,
BNCT) ile niikleere tip alaninda, yara ve yanik
bakiminda, antiseptik olarak lens soliisyonlarinda,
merhemlerde, gargaralarda ve goz damlalarinda
kullanilmaktadir. Ayrica multiple myelom tedavisinde
“Bortezomib” adli, bor iceren ve Amerikan Gida
ve ilac Idaresi (Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan onayli bir ilac kullanilmaktadir (2, 6-8).
Besinve suile boralimicografik kosullarave diyetsel
ozelliklere bagl olarak degisse de gunliik toplam 1-7
mg’dir. insanlar icin borik asidin en diisiik letal dozu
agiz yolu ile alindiginda 640 mg/kg, deri yoluyla
alindiginda 8600 mg/kg, enjeksiyonla alindiginda 29
mg/kg’dir. insanlarin bir giinde toplamda 500 mg daha
fazla borik asit almasi durumunda; sindirim sistemi
bulgulart (bulanti,
sistemi bulgulan (bas agrisi, karin agrisi, bas dénmesi,

kusma, ishal), merkezi sinir
oryantasyon bozuklugu, istemsiz kas kasilmalar gibi),
sok, halsizlik, ve deri dokuntuleri gorulebilir. Gida ve
icme suyu ile gunluk alinan bor miktar1 bu anlamda
toksik degil anabolik etkinlige sahiptir (6).
Dezenfektan maddelerin etkinligini belirlemek
farkli degisik
kullanmlmaktadir. Bu amacla kullanilan siispansiyon

icin kriterlere  gore testler
testleri kolay uygulanabilir ve ekonomik olmasi,
temas siresi, sicaklik, mikroorganizma turleri gibi
ayn1 anda bircok degiskeni inceleyebilme olanag
saglamalarn nedeniyle tercih edilen testlerdir.
Temel prensip, belli konsantrasyonda dezenfektanin
standart bakteri suspansiyonu ile belirli sirede
temas ettirilip, strenin sonunda lzerine “notralizan”
olarak ifade edilen kimyasal maddelerle dezentektan
etkinliginin durdurulmasidir. Dezenfektanin
bakteriler Uzerindeki etkisini durdurmak amaciyla
degisik kullamlabilir  (9).

Notralizan kat1

notralizan maddeler

ilavesinden sonra bakterinin

besiyerine yapilan pasajinda kultlirde Ureme olmasi
veya olmamasina gore degerlendirilerek, etkisiz
veya etkili oldugu belirlenmektedir (10). Degisik
ulkelerde dezenfektanlarin kullanim amacina ve etki
etmesi beklenilen degisik mikroorganizma gruplarina
yonelik olarak farkli standartlar tanimlanmistir. Tiirk
Standartlar Enstitusu tarafindan kabul edilen TS EN
13727+A2 sayili standard ornek olarak verilebilir
(11). Calismamizda bir cok kullanim alanina sahip ve
tilkemizde cok miktarda rezervi olan dogal bir maden
borik asidin standart referans suslarin izolatlarina
ve kan kulturi orneklerinden izole edilen farkli
mikroorganizmalara kars1 dezenfektan etkisi ve etki
suresinin incelenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Kasim 2019-Subat
2020 tarihleri arasinda yapilmistir. Calisma Oncesi
yerel etik kuruldan 2019/213 numarali calisma onayi
alinmistir.

Calisilacak ornek grubunun olusturulmasi:
Laboratuvarin kiiltiir koleksiyonunda bulunan standart
bakteri izolatlar ve calisma grubu olarak belirlenerek
-20 °C’de dondurulmus olan klinik orneklerden izole
fedilen mikroorganizmalar kullamlmistir. Calismaya
dahil edilen mikroorganizmalar; S. aureus ATCC
29213, E. coli ATCC 25922, P aeruginosa ATCC
27853, E. faecalis ATCC 29212, S. mutans ATCC
25175 izolatlarn ve kan kilturtu orneklerinden izole
edilen 20 farkli mikroorganizma (tim izolatlardan iki
adet olmak lzere; A. baumannii, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, E. coli, S. aureus, S. epidermidis,
E. faecalis, C. albicans, C. parapsilosis, S. mitis/
oralis) olmak uzere toplam 25 izolat belirlenmistir.
Calismaya alinan kan kulturi orneklerinde BacT/
ALERT 3D (Biomerieux, Fransa) sistemi kullanilmistir.
Bakterilerin tanimlanmalan ve antibiyotik duyarlilik
testleri VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa) sistemi
ile yapilmistir. Antibiyotik duyarliik testleri (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
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Testing EUCAST) kriterlerine gore degerlendirilmistir
(12). Calismaya dahil edilen klinik orneklere ait
izolatlar; farkli gruplardan ve kendi gruplarinda
onemli direnc mekanizmalarnn goz onune alinarak
secilmistir;

-Gram negatif bakteriler coklu ilaca direnci olan
(ic veya daha fazla antimikrobiyal simifa direncli)
(13),

- S. aureus ve S. epidermidis sefoksitine direncli
(MRSA, MRSE),

- E. faecalis vankomisine direncli (VRE),

-Antifungal etkinligin arastinlmasi icin de C.
albicans ve C. parapsilosis.

Kalitatif siispansiyon yontemi: Liyofilize borik
asidin  (Sigma, Almanya, >%99,5 konsantrasyon)
(%0,9)
konsantrasyonlarinda (%1, 2, 4, 6) sispansiyonlar
calisilacagr giin hazirlanmistir. ~ Secilen
mikroorganizmalar 1, 2, 5, 10 ve 30 dakikalik

sirelerde farkli konsantrasyondaki borik asit ile

steril serum fizyolojik icerisinde farkl

testin

temas ettirilmistir (10). Arastirilan konsantrasyon ve
surede, mikroorganizma ve bor c¢ozeltisinin temas
ettirilmesinden sonra reaksiyonun durdurulmasi
icin notralizan ¢ozelti ilave edilmistir. Notralizan
cozeltisi; saponin (Sigma, Almanya) %3, L-Cysteine
%0.1,  L-Histidine

Almanya) %0.1 ve tween 80 (Sigma, Almanya) %3 son

(Sigma, Almanya) (Sigma,
konsantrasyonlarinda olacak sekilde Tryptone Soya
Broth (TSB) (Oxoid) ile hazirlanmis ve otoklavda steril
edilerek kullamlmistir.

Tryptone Soya Agarda (TSA) (Oxoid, Ingiltere)
uretilen mikroorganizmalarin 24 saatlik kolonilerinden
TSB’da 0,5 McFarland (10® kob/mL) bulanikliginda
bakteri suspansiyonlar hazirlanmistir. Her bakteri
icin test edilecek borik asit sulandinmindan
1000 pL tuplere konularak hazirlanan bakteri
suspansiyonundan 10 pL ilave edilmis ve 1, 2, 5, 10
ve 30 dakika siirelerde oda 1sisinda bekletilmistir.
Surelerin sonunda mikroorganizma ve borik asit
karnsimindan 100 pL alimp onceden her calisma
dakikas1 icin ayr olarak hazirlanmis olan 900 pL

notralizan madde iceren tuplere ilave edilmistir. Bu
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karisimdan 10 pL alinip TSA’ya ekim yapilmistir. Ekim
yapildiktan sonra besiyerleri 37 “C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra ireme varligi yoniinden kontrol
edilmistir. Ureme varlig1 test edilen konsantrasyon ve
slire icin borik asidin etkisiz oldugu, lireme olmamasi
etkili oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Calismada, negatif kontrol olarak; bakteri ilave
edilmemis borik asit stispansiyonu (%1 konsantrasyon)
ve pozitif kontrol olarak; borik asit ilave edilmemis
0,5 McFarland
suspansiyonu kullanilmistir.

bulanikiginda  mikroorganizma

BULGULAR

Calismaya bes adet referans sus ATTCC susu
ve 20’si kan kultirii orneklerinden izole edilmis
izolatlardan olmak Ulizere toplam 25 izolat dahil
edilmistir.

Borik asidin %1 konsantrasyonda ve test edilen
bakteri
saptanmamistir.

sirelerde izolatlarina  kars1  etkinligi
%2 konsantrasyonda 5 dakikalik
temasla bakterilerin coguna ve 10. dakikada tiimiine,
%4 konsantrasyonda 5. dakikadan itibaren timiine ve
%6 konsantrasyonda 1. dakikadan itibaren tiimiine
kars1 etkin oldugu bulunmustur. Test edilen her
iki Candida spp. turinde de %1 konsantrasyonda
etkinlik saptanmazken, %2, %4 ve %6 konsatrasyonda

1. dakikadan itibaren borik asidin etkin oldugu ve

Candida spp. izolatlarinin iremesini engelledigi
saptanmistir (Tablo 1).

TARTISMA ve SONUC

Dezenfeksiyon; cansiz yizeylerde bulunan
patojen mikroorganizmalarin oldurilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Bu amac icin  kullanilan
dezenfektanlarin etki ettikleri mikroorganizma

gruplan farkli olup, kullanim amacina gore farkl
etkinlik duizeyinde dezenfektanlar secilmektedir.
ifade
antimikrobiyal etkinlik yani sira; kullanici ve cevreye

“lyi”  olarak edilen dezenfektanlarda

toksik olmamasi, ekonomik olmasi gibi nitelikler



Tablo 1. Borik asidin farkli konsantrasyonlarda ve farkli temas siirelerinde antimikrobiyal etkinligi

%1 konsantrasyon
Siire (dakika)

%2 konsantrasyon
Siire (dakika)

%4 konsantrasyon
Siire (dakika)

%6 konsantrasyon
Siire (dakika)

el 2|5 [10]30 2|5 |10]30 2|5 |10]30 2|5 |10]30
S. aureus + . " " _ _ . . - - - - - - - a
ATCC 29213
E. coli N P R _ _ _ . - - - - - - - -
ATCC 25922
P. aeruginosa + | . . . ) ) ) i i i i i i i ) i
ATCC 27853
E. faecalis + + . + n " _ R o . . - . . - -
ATCC 29212
S. mutans + . + + _ _ . . - - - - - - - =
ATCC 25175
A. baumannii + + + + = = o - S - - - - - . -
K. pneumaniae + |+ |+ |+ + - - - - - - - o o - 5
E. coli + + + + o S = = - - - - - - - .
P. aeruginosa + |+ |+ | + + - - - = = = c o - - -
S. aureus (MRSA) + |+ |+ |+ + |+ - - + = - - o o - o
S. epidermidis O P R + B B ; B . . R - - - -
(MRSE)
E. faecalis (VRE) + |+ |+ | + + |+ - - + = = = o - - -
S. mitis/oralis + + + + - = o - S - - - - - . .
C. albicans + | + + + - - - - S o o a - - - -
C. parapsilosis + |+ | o+ |+ - - = - o o - - - - - -

+: Etkisiz, -: Etkili

de aranmaktadir (14). Bu calismada, dogal bir
element olan, toksik yan udrunleri bulunmayan ve
Ulkemizde ¢ok miktarda bulundugundan ekonomik
olabilecegi diistiniilen borik asidin antimikrobiyal

irdelenmesi

amaclanmistir.

farkliigin1 olusturmaktadir.

Coklu direncli
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etkinligi arastirilarak, bu amacla kullanimi agisindan
klinik
izolatlardaki etkinligin calisilmast bu calismanin
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Borik
belirlenmesine yonelik in vitro calismalar yapilmistir
(7, 15).
calismada, hidroksiapatit ve borik asidin C. albicans
ATCC 10239, S. aureus ATCC 25923, S. mutans ATCC
25575 ve Streptococcus sanguis ATCC 10556 suslarina

asidin antibakteriyel  etkinliginin

Baygar ve ark. (16) tarafindan yapilan

kars1 antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Calisma
sonucunda, hidroksiapatitin tek basina test edilen
hicbir
etki gostermedigi, buna karsin borik asidin 29 mm

mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
inhibisyon zonu olan C. albicans’a karsi oldukca aktif
oldugu tespit edilmistir. Kumara ve ark. (17) yapmis
olduklan calismada, yara enfeksiyonlarina yol actig
bilinen S. aureus, E. colive P. aeruginosa’ya karsi u¢
asidik kimyasal maddenin (asetik asit, askorbik asit
ve borik asit), etkilerini incelemislerdir. Borik asidin
%0,5, %0,75 ve %1 konsantrasyonlarda bakterisidal
etki gostermedigi, bununla birlikte 30 dakikadan
sonra her Uc¢ asitin de (asetik asit, askorbik asit
ve borik asit) butun suslara karsi bakterisidal etki
gosterdigi tespit edilmistir. Haesebrouck ve ark.
(18), %2’lik borik asit ve %2’lik asetik asidin esit
miktarlarda kanstinlmasiyla elde edilen soliisyonun
1/2 ve 5x107cfu/mL
miktarindaki Staphylococcus pseudintermedius’u
30 dakikada inaktive ettigini,
konusu aktivitesi icin asetik asitle birlikte kombine

1/4’luk sulandirimlarinda,
borik asidin soz

edilmesinin daha etkili sonuclar verdigini rapor
etmislerdir. Ulkemizde yapilan bir calismada, 20
adet tek kanalli premolar dis 6rnegi, E. faecalis
ile kontamine edilerek borik asidin %2, 4 ve 6
oranlarindaki cozeltileri ile muamele edilmis ve %6
konsantrasyonda giiclii antibakteriyel ve biyofilm
etkisi oldugu bildirilmistir. Calismada, kok kanal
asepsisi amaciyla borik asidin yiiksek konsantrasyon
ve uzun siire muamele sonucunda kullanilabilecegini
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vurgulamislardir (7). Yapilan baska bir calismada,
borik asit ve boraksin yiiksek dozlarda toksik
olabilecegi hipotezi ile, cesitli standart bakteri
izolatlarina (S. aureus, Acinetobacter septicus,
E. coli ve P aeruginosa) etkin olan minimum
bakterisidal (MBK)
inhibitor konsantrasyon (MIK) belirlenmistir (19).
Borik asidin yuksek konsantrasyonda riboz sekerine

konsantrasyon ve minimum

baglanma afinitesi bulunmakta olup, yapisinda riboz
iceren ATP, NADP, RNA gibi biyolojik molekullere
baglanma, hiicresel protein sentezinin bozulmasi,
mitokondrial fonksiyon bozuklugu, hiicre bélinmesi
ve gelisiminin bozulmasina neden olarak yiksek
dozlarda toksik etkisi

olabilecegi belirtilmistir.

itlhan ve ark. (20) yapmis olduklari benzer bir
calismada, Listeria monocytogenes ve S. aureus’un
standart izolatlan ile icin MIK konsantrasyonunu
belirlemislerdir. MiK ve MBK arastirmalarinin borik
asidin sistemik kullanimina yonelik katki saglamayi
hedeflemistir. Nitekim borik asidin antimikrobiyal
ilac olarak kullanilmasina yonelik bazi faz calismalar
da bulunmamaktadir. (21).

Calismamizda, borik asidin %1 konsantrasyonda
ve test edilen siirelerde etkinligi saptanmamis,
%6 konsantrasyonda ise 1. dakikadan itibaren tum
mikroorganizmalara karsi etkin oldugu bulunmustur.
Candida spp. tirlerinde %1 konsantrasyonda
etkinlik saptanmazken, %2’lik konsatrasyonda 1.
dakikadan

Diisuk konsantrasyonlarda dahi borik asidinin in

itibaren tumine etkin bulunmustur.

vitro olarak direncli mikroorganizmalara kars1 etkin
oldugu bulunmustur. Yapilacak ileri calismalarla,
dezenfeksiyon spektrumunun belirlenmesinin
etkinlik yanmisira guvenlik ve stabilite yonunden de

arastirilmasinin faydali olacagini diistinmekteyiz.
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Yumurtalik kanserinde hedefe yonelik tedavi stratejilerinde
molekiiler mekanizmalarin roli

Betiil COLAK'

, Demet CANSARAN DUMAN'

, Erkan YILMAZ'

OZET

Kanser, kontrol edilemeyen hiicre boliinmeleri
sonucunda doku ve organlarda meydana gelen hasarlarin
biittinlidur. Farkli goriilme siklig1 ve olim oranlan ile
iliskili bircok kanser turu vardir. Yumurtalik kanseri
diinya genelinde yayginlik olarak yedinci sirada gelmekte
olup kansere bagl 6lim nedeni olarak besinci sirada
gelmektedir. Kanser tirlerinin kendi icinde standart
tedavi yontemleri olmasina ragmen bireyler bu tedavi
yontemlerine farkli cevaplar vermektedir. Gelistirilen
tiim tedavi stratejilerine ragmen yumurtalik kanseri hala
yiiksek 6lim oranina sahiptir. Bu sebeple giiniimiizdeki
tedavi yontemlerinin etkinligini engelleyen ilaca karsi
olusan direnc mekanizmalarin1 kavramak, yeni tedavi
yontemleri gelistirmek ve molekiiler karakterizasyonunu
belirlemek oldukca onemlidir. Son yillarda oldukca
glindeme gelen yumurtalik kanserinde hedefe yonelik
terapi stratejileri gelistirilmesi kapsaminda yolak
analizleri uzerine odaklamlmistir. Bu kapsamda onko-
proteinlerin WNT, Hedgehog ve NOTCH sinyal yolagi
gibi yolaklardaki etkinlik durumlar1 degerlendirilmistir.
Ayrica, son yillarda etkinligi belirlenmis Nanog proteini
ve fotodinamik tedavi seceneklerinin yumurtalik kanseri
lizerindeki yenilikci tedavi etkinligi detaylandinlmistir.

Yumurtalik kanseri tedavisinde mevcut ve gelistirilmesi

ABSTRACT

Cancer is a disease that occurs in tissues and
organs as a result of uncontrolled cell divisions. There
are numerous types of cancer related with different
frequencies and mortality rate. Ovarian cancer is the
seventh common type of cancer worldwide and is the
fifth cause of cancer-related death. Although there are
standard treatment methods for cancer types, people
give different responses to these treatment methods. In
spite of all the treatment strategy developed, ovarian
cancer still has a high mortality rate. For this reason,
it is very important to better understand the drug
resistance mechanisms that prevent the effecttiveness
of today’s treatment methods, to develop new
treatment methods and the determination of molecular
characterization. In recent years, research has focused
on methods containing pathway analysis within the
scope of developing targeted therapy strategies for
ovarian cancer. In this context, the activity status of
onco-proteins in pathways such as WNT, Hedgehog and
NOTCH signaling pathways were evaluated. In addition,
the innovative treatment efficiency of Nanog protein
and photodynamic therapy options on ovarian cancer
has been detailed in recent years. It will be possible

to increase the quality of the healing process of
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halda devam eden tedavi yontemlerinin molekiiler
karakterizasyonlarinin aydinlatilmasi ile bu hastaliktan
sikayeti olan hastalarin iyilesme sireclerinin kalitesinin

artirilmast miimkiin hale gelebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Yumurtalik kanseri, hedefe

yonelik tedavi, molekiiler karakterizasyon

patients suffering from this disease by enlightening the
molecular characterizations of the treatment methods
that are available and still being developed in the

treatment of ovarian cancer.

Key Words: Ovarian Cancer, targeted therapy

strategies, molecular characterisation

GIRIS

Kanser, kontrol edilemeyen hiicre bolinmesi ve
cogalmas1 olarak tanimlanan, genetik ve cevresel
kosullarin etkisi altinda olan oldukca karmasik
yapili bir hastaliktir (1). Kanser hicreleri buylimek
icin, normal bir hiicrenin gerek duydugu biyime
faktorlerine ihtiyac duymaz. Bu nedenle hicrenin
normal buyime siresine uymaz. Kanser turlerinin

kendi icinde standart tedavileri olmasina ragmen
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Sekil 1. Kadinlarda goriilen kanserlerin ylizde dagiimlar
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bireyler bu tedavilere farkli cevaplar vermektedir. Bu
durum kanserin kisisel bir hastalik oldugunu gosterir.
Erkekler ve kadinlarda akciger kanseri en sik goriilen
ve olim ile sonuclanan kanser turudir. Prostat kanseri
erkeklerde, meme kanseri ise kadinlarda ikinci
sirada gelmektedir (2). Yumurtalik kanseri ise diinya

genelinde yayginlik olarak yedinci sirada gelmekte

olup, kansere bagli 6liim nedeni olarak besinci sirada
gelmektedir (3, 4). Kadinlarda gorulen kanserlerin
yiizde dagilimlan Sekil 1’de verilmistir.

tiroid

1 25L




Yumurtalbik Kanseri Alt Tipleri

Tim jinekolojik kanserlerde oldugu gibi yumurtalik
kanserinde de erken teshis, tedavi icin umut vaat
etmektedir. Ancak ileri evredeki bir yumurtalik
kanserinde yiiksek morbidite, erken teshisin giicliigi
ve gelecek vadeden tarama araclarinin eksikligi
nedeniyle hayatta kalma orani oldukca dusuktir
(5). Tumorlesme siirecinin basladig1 yer, yumurtalik
kanserinin turiinu belirler. Yumurtalik kanserine neden
olan bu tumorler temelde l¢ gruba aynlir (6, 7).
Bunlar epitel, stromal ve ureme hiicreli timorlerdir.
Epitel tumorler tum yumurtalik kanserlerinin
yaklasik %90’ olustururlar. Tumorlesme surecleri
yumurtaliklarin  disim1  kaplayan doku katmaninda

baslamaktadir. Stromal tiumorlerin  timorlesme
asamalari ise yumurtalik dokusunda baslar. Yumurtalik
dokusu hormon Ureten hicreleri icermektedir.
Hormonal sistemin hizli yamit 6zelliginden dolay:
bu tiimorlerin teshis edilmesi cogunlukla diger
yumurtalik tumorlerinden daha cabuk olabilir. Erken
teshis kolayligindan otirii stromal tumorler tim
yumurtalik timorlerinin %2’sini olusturmaktadir (7,

8). Ureme hiicreli tiimérler, yumurtalik hiicrelerinde

baslamaktadir. Oldukca dusiik gorilme oranina sahip
olan bu yumurtalik kanseri daha cok genc yaslardaki
kadinlarda goriilmektedir (9). Bu gruplar disinda ender
olarak hematolojik malignitelerin metastazlarina
baglh tutulumlarda goriilebilir.

Epitel
histolojik alt tipleri, seroz, berrak hiicreli, miisin6z

yumurtalik karsinomunun baslica

ve endometrioid tumorleri icerir. Bunlar tip 1
karsinomlar olarak adlandinlir. Yiiksek dereceli seroz
karsinomlar ise tip 2 karsinom olarak adlandirilir
ve en yaygin olamdir. Tipik olarak fallop tiipu ve
yumurtalik sinirlarinin - otesine yayildiktan sonra
teshis edilir. Oldukca heterojen bir hastaliktir.
Yumurtalik kanserinin yaklasik olarak %68’ini yiiksek
dereceli seroz karsinomlar olusturmaktadir ve
gec teshis edilmesi sebebiyle olumsuz prognoza
sahiptirler. Vakalarin yaklasik %80’inde TP53 gen
mutasyonlan goriilmektedir (10-13). Yiiksek dereceli
seroz karsinomlarin ise yaklasik %90’1 BRCA1 ve BRCA2
genlerinde gorilen mutasyonlarla iliskilendirilmistir
(14). Yumurtalik kanserinin alt tiplerinin istatistiksel

dagilimi Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2. Yumurtalik kanserinin alt tiplerinin istatistiksel dagiimi (9)
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Yumurtahk Kanseri Tedavi Yontemlerine Genel
Bakis

Yumurtalik kanseri tipik olarak niiks oran yliksek
bir malignitedir. Farkli kanser turleri icin tedavi
secenekleri tiimoriin patolojik asamasina baglidir.
Gincel tedavi yontemleri; cerrahi midahale,
kemoterapi ve radyasyon terapisini birlestirmektedir.
Kemoterapi tedavi surecinin en onemli kismini icerse
de yenilikci tedavilere ihtiyac vardir. Bunlardan
bazilar; kok hiicre tedavisi, hormon tedavisi ve
biyolojik yontemlerdir. Biyolojik yontemler kendi
aralarinda immiunoterapi, antikor tedavileri, asilar,
inhibitorler ve gen terapisi olarak gruplandirilabilir.
Her tedavi yonteminin kendine 0zgu avantaj ve
dezavantajlann vardir. Ayrica tedavi yontemleri de
kisiden kisiye degismektedir. Bu durum kanserin
kisisel bir hastalik oldugunu gostermektedir. Dolayisi
ile kanserin tek ve kesin bir tedavisinden bahsetmek
mimkin degildir. Uygun olan tedavi yontemleri tek
basina veya birlikte uygulanabilir (15).

Prostat, yumurtalik ve meme kanserleri heterojen
yapiya sahiptir ve hasta da zaman icerisinde gelisen
terapotik direnc sorunlarn ile karst karsiyadir.
Yumurtalik kanseri tedavisinde geleneksel ve yenilikci
tedavi yaklasimlart mevcut olsa da hastalarda
zamanla ilaca bagli direng veya ilac toksisitesi
hastaligin seyrini hala etkilemektedir. Kullanilan bu
ilaclar kanser hiicrelerinin yam sira saglikli hiicreler
Uzerinde de toksik etki gostermektedir. Bu durum ise
etkilenen saglikli hiicrelerin bulundugu organlarin
zarar gormesine sebebiyet vermektedir.

Yumurtalik kanserinde ila¢ direnci mekanizmasini
anlamak icin arastirmalar devam etmektedir. Artan
DNA onarimini, yizey P170-glikoproteininin ifade
seviyesinin asin artisi,
(GSH)

bulunmaktadir (16, 17). Kanser hucreleri, tedavide

artan hiicresel glutatyon
seviyelerini de iceren bircok mekanizma
etkili olan ilac dozlarin1 elimine edebilecek tasima
proteinleri Uretebilirler. Klasik ilac direnci, ATP’ye
bagimli glikoprotein Pgp’yi kodlayan yiiksek diizeyde
MDR-1 (17, 18).
Pgp, ilac1 hiicrelerin disina tasiyarak hiicrelerdeki

geninden kaynaklanmaktadir
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sitotoksik ilaclarin seviyelerinin azalmasina neden

olur. Kemoterapi genellikle kanser hicrelerinde
Pgp’nin ifade seviyesini duzenler ve bu durum ilag
direnci ile sonuclanir. Pgp ifadesi olmayan hiicrelerin
direnc mekanizmasina kars1 farkli yontemleri vardir.
ilac direnci ile iliskili protein (MRP)’nin seviyesinin
hiicre icinde artmasi, ilac1 hiicreden disar atan bir
proteinin varligi ile belirlenmistir. MRP1, ABCC1’den
kodlanirken; MRP2 de ABCC2’den kodlanir. Ozellikle
yumurtalik kanserinde yaygin olarak kullanilan
sisplatin ile bircok kanser ilacina kars1 direnc
olustururlar (17, 19). Yumurtalik kanseri tedavisinde
siklikla kullanilan kemoterapotik ajanlar ve onlarin
direnc mekanizmasinda rol alan proteinler Sekil
3’teki gibi ifade edilmektedir (17).

Maya ve memeli
CTR1, platin bilesiklerinin alimina araciik eden
tasiyicilardan biridir (20). Sisplatin, CTR1’in hizh

bozulmasiyla hucresel akisin1 azaltir ve bu da ilag

sisteminde bakir tasiyic

direncine neden olur. Hicreler tarafindan CTR1
ifade seviyesinin artmasi, platin konsantrasyonunun
artmasina ve sisplatine direncin azalmasina neden
olur (21, 22). Bakir tasiyici ekspresyonu icin bir
modiilator olan bortezomib ile platin ilaclarn
kombinasyonu, platine direncli kat1 tumorler icin
(23).

hiicrelerinde sisplatine direnc gosteren hiicrelerde

gincel bir secenektir Yumurtalik kanseri
bircok epigenetik degisiklik saptanmistir ve bu durum
direnc mekanizmasinin anlasilmas1 icin yeni yollar
gostermistir. Kanser hiicresi popiilasyonu icindeki
baz1 hicrelerin, potansiyel olumcul maruziyetle
populasyonun ortadan kaldirilmasin1 onlemek icin
tersine cevrilebilir ilag toleransi durumuna ulastig
gozlenmistir (24). Kromatin durumunu degistirmek ve
IGF-1’i devreye almak, inslilin benzeri biiylime faktoru
ilac direncini artiracaktir. IGF-1 reseptor inhibitorleri
ile tedavi siirecinin etkinligin artmasi ile olusan bu
surec onemli bir terapotik strateji olabilecektir.
Ayrica folat baglayici gibi sitotoksik genleri inaktive
ederek kanser hucrelerinde, DNA hipermetilasyonu
coklu ilaca direncli fenotiplerin olusturulmasinda

kritik rol oynar (25). ABCG2 tarafindan kodlanan bir
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Sekil 3. Yumurtalik kanserinde diren¢ mekanizmasi (17)
baska iyi bilinen tasiyici, meme kanserine direncli bircok calismada, odaklanilan yolaklar ve bu

proteinin yumurtalik ve gogiis kanserlerinde asir ifade
edildigi bulunmustur. Normal epitel hiicrelerinin ilaca
direncli kanserli hiicrelere doniisme mekanizmasi
epitelyal mezenkimal gecisi aktive etmektir (26).
Yumurtalik kanseri hastalarinda zaman icerisinde
olusan ilac direnci gibi bircok onemli etkeni etkin
tedavi yontemleri ile en aza indirip basari oram
yuksek tedavi secenekleri olusturmak icin hedefli
calismalar her gecen giin artmaktadir.
Yumurtallk Kanserinde Hedefe Yonelik Terapi
Stratejileri

Gelistirilen tiim tedavi stratejilerine ragmen,
yumurtalik kanseri hala yiiksek bir olum oranina
sahiptir. Son yillarda yumurtalik kanserinde hedefe
yonelik terapi stratejileri kapsaminda gerceklestirilen

yolaklara 0zgu tedavi secenekleri yer almaktadir.

Ovaryum kanser hicrelerinde, kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmanin bloke edilmesi,
apoptoz yolagi, degismis doku yapisi gibi kanser
hiicrelerinin karakteristik ozelliklerine sebep olmak
inaktive

tzere yolaklarnn aktivitesi artmis veya

olabilmisti.  Ovaryum  kanserinde tedavisinde
veya kematepotiklere karsi zamanla olusan direnc
nedeniyle  yolaklarda olusan  farklilasmalarin
molekiiler karakterizasyonun belirlenmesi ile daha
etkin tedavi yaklasimlarinin hastalara sunulmasi
mumkiin olabilmektedir. Bu calismamiz ile ovaryum
kanseri uzerine gerceklestirilen calismalar sonucunda
belirlenen baz1 yolaklarin hastalik tizerindeki etkinligi

hakkinda bilgi verilmesi saglanmistir.
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Apoptoz yolagi

Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik yol olmak Ulzere
iki yolla gerceklesir. Apoptozu tetikleyen hiicre ici
sinyaller; DNA hasari, hiicre ici Ca++ duzeyi artis1, pH
azalis1, metabolik ve/veya hucre siklus bozukluklar
ve hipoksidir. Hiicre dis1 sinyaller ise; blyiime ve
tireme faktorlerinin yetersizligi, 6lim reseptorlerinin
aktivasyonu (FAS - FAS ligand aracilig1 ile apoptoz,
TNF araciligi ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve
dis etkenler (toksinler, UV, kemoterapotik ilaclar,
radyasyon)’dir. Her iki sinyal yolunda da kaspazlar
gorev almaktadir. Hiicre ici sinyaller instrinsik
apoptoz yolunu devreye sokarken, hucre disi sinyaller
ekstrinsik yol ile apoptozu indiklerler (27-29).

Yumurtalik  kanserinde, kanserli hiicreleri
oldiirmek yerine onlarin gelismesine olanak saglayan
bazi genler vardir. Bcl-2 ailesi proteinleri ve
tirozin-protein kinazlar, sirasiyla ic ve dis apoptoz
yolaklarinda aktif iken, apoptoz inhibitori proteinleri
(IAP) hem i¢ hem dis apoptoz yolaginda aktiftir. Bcl-
2 anti-apoptotik proteini yumurtalik kanserinde
oldukca yuksek konsantrasyonlar da ifade edilir (30-
32). Aynca Bcl-X ve Mcl-1 ile birlikte kemoterapiye
direnci modiile eder ve sag kalimi azaltir (32, 33). Buna
karsin, Bid, Bad, Bax ve Bak apoptozu indukleyerek
ovaryum kanseri tedavisine yanit verir ve sag kalim
artinr. Ovaryum kanseri tedavisi icin yapilan klinik
calismalar, Bcl-2 inhibitorleri ile sisplatine yamti
iyilestirmis oldugunu belirlemis ve elde edilen bu
sonuc ayn1 zamanda yumurtalik kanseri calismalarinin
pre-klinik modellerinde de gorulmustur (17, 34, 35).

Bir baska ailesi, IAP

proteinleridir. Survivin, yumurtalik ve diger kanser

anti-apoptotik gen

hiicrelerinde bulunan apoptotik proteinler icin iyi
karakterize edilmis bir inhibitordur. Survivin hiicre
bolinmesinde onemli bir rol oynar ve boylece
apoptozu kontrol eder. ifade seviyesi artan c-Met,
hiicre c¢ogalmasini, infiltrasyonunu, anjiyogenezi
ve dayamkluligimi etkiler (17, 36, 37). c-MET’in
anti-apoptotik aktivitesi, tedavinin kemodirenc
seviyesine baglidir (38). Radyoterapi, c-Met ifadesini

indikler ve hayatta kalma siirecini artiran sinyal
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dizisini tetikleyerek ve tedavinin yamtini artirr.
Gerceklestirilen bir calisma kapsaminda, yumurtalik
c-Met
edildiginde, hiicre proliferasyonunun onemli olclide

kanseri hucreleri inhibitorleriyle tedavi
azaldig1 ve kanser hiicrelerinin apoptozunun arttigi
(39).

vaskiiler endotelyal bliyiime faktorii (VEGF) araciligi

belirlenmistir Boylece, spesifik proteinler,

ile tumor genislemesi ve metastazin engeller (39).

WNT Sinyal Yolagi
Wnt genel

dongiisii boyunca gecirdigi embriyonik ve eriskinlik

yolagi olarak canlimin yasam

asamalarinin tamaminda; dokularda hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve hareket yeteneginde
cok onemli rollere sahiptir (40, 41). Wnt sinyal
yolagi lic bilinen mekanizma tarafindan yirituldr.
Bunlar; kanonikal yol olarak da adlandinlan Wnt
B-katenin yolagi, Wnt/Ca yolagi ve Wnt diizlemsel
hiicre kutuplasmasi yolagidir. Yapilan calismalarin
siklig1 nedeniyle mekanizmasi en cok bilinen Wnt
B-katenin yolagidir (42). Wnt sinyal yolag1 kok hiicre
biyolojisinde, organ veya doku rejenerasyonunda ve
metabolik dengenin saglanmasinda oldukca 6nemlidir.
Bu yolagin beklenmedik sekilde aktivasyonunun
artmas1 bircok tumor alt tipinin gelisimine yol
acmistir. Bu durum kanser kok hiicrelerinin davranisin
etkilemektedir. Kanser kok hiicrelerinin ilaca direnc
gosterebilme ozelliginden dolayr hastaliklarin niiks
ettigi ongoriilmektedir. Bu sebeple Wnt sinyal yolagini
etkileyen yeni terapotik ilaclarin kesfi, kanser kok
hiicrelerin inaktiflestirilmesine ve dolayli olarak da
kanserin ortadan kaldirilmasina yonelik Umit verici
ilerlemeler olarak kaydedilmektedir. Yumurtalik
kanseri tedavisinde gelisen ilac direncinde buyuk
rol oynadig1 icin bu vyolak, terapotik etkinligin
belirlenmesinde aday bir hedef olusturmaktadir.
R-spondinler (RSPO) Wnt sinyalini baslatamasa da
l6sin acisindan zengin tekrar iceren G-protein bagh
(LGR)

proteinlerine verilen yanitlan

baglanarak, diisik doz Wnt
(43).
Fonksiyonel RSPO’lar, yumurtalik kanseri dahil olmak

reseptorlere
artirabilirler

uzere cesitli malignitelerin hastadan tiretilen tumor
ksenogreft modellerinde kanser hiicrelerinin tumor



olusumunu azalttig1 gosterilen coklu insan timor
tiplerinde ve anti-RSPO monoklonal antikorlarinda
bulunmustur (44). Kirpi (PORCN) inhibitorleri, farkh
hedef olusturarak Wnt yolaginin sinyal mekanizmasini
inhibe etmektedir. Bu mekanizma da ligandlarin
tasinmasi, salgilanmas1 ve aktivitesi icin gerekli
olan Wnt proteinlerinin  modifikasyonlarindan
Asetiltransferaz PORCN sorumludur (45). WNT974,
Wnt sinyal engellemesinin bir sonucu olarak asit
kaynakli yumurtalik kanseri hucreleri Uzerinde
sitostatik etkiler uyguladigi gosterilen secici bir
PORCN inhibitorudiir. Konvansiyonel kemoterapotik
ilac karboplatin ile kombine edildiginde, WNT 974
uygulamasi, tek ila¢ tedavileri ile karsilastirildiginda
asit orneklerinde artmis sitotoksik etkilere ve hicre
donglsu durmasina neden olmustur (46).

Son vyillarda, yumurtalik kanseri dahil olmak
uzere bircok kanser turinde klinik deneylerle
Wnt inhibitorlerinin mekanizmasi Uzerine yapilan
Wnt

Ipafricept olarak

calismalar artmisti.  Bu  calismalarda,
sinyallemesini antagonize eden
adlandinlan rekombinant bir flizyon proteininin
varligindan soz edilmistir. Yapilan bircok calismada,
kok hucrelerini

Ipafricept’in  kanser baskilayip,

farklilasmay1 artirdigi gozlemlenmistir. Yumurtalik
kanserinde taksanlarla iliskilendirilmistir. Yine yakin
donemde vyapilan calismalarda, platin tedavisine

duyarli olan yumurtalik kanseri hastalarinda
paklitaksel ve karboplatinle birlikte faz 1B denemesi
yapilmistir (47). Bu calismay1 engelleyen en onemli
unsur Ipafricept’in etkin olabildigi dozlarda hasta da
kemik toksisitesi gostermesidir. Genel olarak hastalar
tarafinda iyi derecede tolere edilebilmesine ragmen
bu durum goz ardi edilemez. PORCN ve diger Wnt
yolagi inhibitorleri ile ilgili klinik arastirmalar devam
etmektedir (48).
Hedgehog Sinyal Yolagi

Omurgalilarda olgun Hh proteinleri, hiicre
membranina bagli reseptorler olan Patched 1 ve
Patched 2’nin

baglandiklarinda Hh sinyal yolagi aktiflesmektedir.

ligandlandir ve bu reseptorlere

insan epididim proteininin (HE4) ekspresyonunun,

yumurtalik kanseri hiicrelerinde Rab 23 ekspresyonu
ile iliskili oldugunu bilinmektedir (49). Rab 23, Sonic
Hedgehog (Shh) sinyal yolunda onemli bir rol oynayan
Ras ile ilgili kiicuk GTPase super ailesinin bir Uyesidir.
2001 yiinda Eggenschwiler ve ark. (50), Rab23’lin
Sonic Hedgehog sinyal yolunun onemli bir negatif
diizenleyicisi oldugunu belirlemistir ve Rab23’iin
timor baskilayic1 bir role sahip oldugunu tespit
etmistir. Rab 23, esas olarak Hedgehog sinyal yolu ve
kanserle iliskili sinyal yollarinda zenginlestirilmistir.
NOTCH Sinyal Yolagi

Notch yolaginmin kanserdeki rolii ile ilgili calismalar
1980’lerin sonlarina dayanmaktadir. Bu yolak ilk
olarak akut T hiicre lenfoblastik losemisinde (T-ALL)
tanimlanmistir (51). Notch reseptori ile ona uygun
olan ligandin baglanmas1 Notch sinyalini aktive
eder ve bu da kanser hiicrelerinin cogalmasina
yol acmaktadir (52). Notch sinyal yolaginin bu
beklenmedik ifadesinin, yumurtalik karsinomasinin
ilerlemesi ile de iliskili oldugu one siriilmektedir.
Notch1

oldukca yiiksek seviyelerdedir (52). Notch yolaginin

Yumurtalik kanseri dokusunda, proteini
etkinligi; farklilasma, cogalma ve apoptoz gibi hiicre
icin oldukca onemli olaylarin sinyal kaskadini baslatir
(53). Bu yolak timor immiunitesi, kemoterapotik ilag
direncliligi, anjiyogenez (54), kanser kok hiicre (55),
gibi durumlarda da etkin role sahiptir (56)..
Yumurtahk Kanseri Tedavisinde Yenilikgi
Yaklasimlar

Kanser insidansi, metastaz, ila¢ direnci ve nuks,
ozellikle yumurtalik kanseri basta olmak Uzere
onkolojik hastaliklarin  kritik konulandir. Direnc
mekanizmasinin Ustesinden gelmek icin mekanizmayi
anlamak ve yeni stratejiler gelistirmeye ihtiyac vardir.
Nanog proteininin kanser kok hiicreleri gibi calistig
bulunmustur (57). Yumurtalik kanseri hicrelerinin
zamanla gelistirdigi coklu ilac direnci tedavideki en
onemli engellerden biri olmaktadir. Bu nedenle Nanog,
somatik hiicrelerin yeniden programlanmasinda
onemli bir aractir ve asirn ekspresyonu, yumurtalik
kanseri hucrelerinde hastaligin

istila, ilerleme,

nilkksetmesi ve kemoterapi direnci gibi surecleri
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tetikler. alt tiplerinde
Nanog’un ifadesinin arttig1 bilinmekle beraber en ¢ok

Tum yumurtabik kanseri

yiksek dereceli seroz karsinomlarda goriilmektedir.
Bu bilgiler 15181nda, Nanog’un teshiste biyobelirtec
ongorilmektedir.

olarak kullanilabilecegi Aynica,

Nanog’un dogrudan hedeflenmesinin yumurtalik
kanserinde tumor nuksu ve c¢oklu ilag direncinin
temel nedeni olan kanser kok hucrelerin kendini
yenileme surecini ortadan kaldiracaktir. Bu nedenle,
kemorezistans i¢in yumurtalik kanseri kok hucrelerde
Nanog mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, yeni
terapotik hedeflerin belirlenmesi ve kansere karsi
daha etkin yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina yol acabilir
(57).

Yukarida bahsedilen tedavi yontemlerine ek

olarak farkli birkac tedavi yontemi mevcuttur.
Bu yontemler her bireye uygun olmadiklarindan
dolay1 yaygin kullammda degildir. Bu giincel tedavi

yontemlerinden ilki fotodinamik tedavidir. LED veya

CIKAR CATISMASI

lazer 151k kullanilarak yapilan bu uygulamada 1s18a
hassas ajanlarin uyarilmasi amaglanmistir. Bir diger
yontem ise kanserli hiicrelerin 50 °C-100 °C gibi yiiksek
derecelerde 1sitilarak protein ve lipid tabakasinin
yapisint bozularak oldurilmeye calisilmasidir. Bu
yontem radyofrekans ablasyon tedavisi olarak
literature gecmistir.

Sonuc olarak kanser cozumlenmesi ve tedavi
streci oldukca zor bir hastaliktir. Kanser tedavisini
bu denli zor kilan ise karmasik bir yapiya sahip bir
hastalik olmasidir. Dinya da bircok bilim insan
kansere karsi muicadele adina cesitli tedavi yollan
gelistirmektedir. Yumurtalik kanseri hedefli tedavi
yaklasimlarim  ve molekiiler karakterizasyonunu
belirlemeye yonelik calismalarin artmasi ile, yakin
gelecekte yan etkisi olmayan ve yumurtalik kanseri
tedavisi surecinde hastanin yasam kalitesini artiran

stratejilerin gelistirilmesi mumkiin hale getirecektir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Saghk alanindaki biyoteknolojik iiriinlerin iiretimi igin
mantarlarin kullanim

Sule Aybiike YAVUZ'

)

Ulkiiye Dudu GUL?

OZET

Biyoteknoloji, ekonomik degeri yiiksek urinlerin

biyolojik  materyaller  kullanilarak  Uretilmesini
amaclayan disiplinler aras1 bir bilim dalidir. Mantarlar;
polihidrik

alkollerin, pigmentlerin, lipidlerin ve glikolipidlerin

enzimlerin, vitaminlerin, polisakaritlerin,
uretimi gibi bircok endustriyel islemde kaynak olarak
Bu

saglanan ekonomik degerlerinin yam sira biyoteknolojik

kullanmlmaktadir. Uriinler ticari uretimleriyle
calismalar acisindan da potansiyel olarak degerlidir. ilk
biyoteknolojik Uriinler arasinda maya ve mantarlarin
kullamimi ile uretilen sarap ve bira gibi alkollu icecekler
ile ekmek ve peynir gibi temel besin maddeleri
bulunmaktadir. Ozellikle ilk antibiyotigin kesfi ile
mantarlarin saglik biyoteknolojisinde ilac ve benzeri
maddelerin tretimiicin kullamim olanaklar arastirilmaya
baslanmistir. Mantar sekonder metabolitleri sagligimiz
ve beslenmemiz icin son derece onem arz etmesinin
yani sira bu urunler onemli bir ekonomik etkiye sahiptir.
Son yillarda biyoteknolojik Uretimlerde molekiiler
biyoloji ve genetik calismalarla gelistirilen tekniklerin
kullamim1 sonucu olusturulan modifiye organizmalar
kullanilmaya baslanmistir. Giinimizde mayalan ve
konakg¢1 olarak diger mantarlan iceren rekombinant

DNA teknolojisi ile Uretilen mikrobiyal enzimlere ve

ABSTRACT

Biotechnology is an interdisciplinary science
that aims to produce products of high economic
value using biological materials. Fungi are used as
a source in many industrial processes such as the
production of enzymes, vitamins, polysaccharides,
polyhydric alcohols, pigments, lipids and glycolipids.
These products are potentially valuable in terms of
biotechnological studies as well as the economic
value provided by their commercial production. The
first biotechnological products include alcoholic
beverages such as wine and beer also, basic nutrients
such as bread and cheese produced by the use of
yeast and fungi. Especially with the discovery of the
first antibiotic, the possibilities of using fungi for the
production of drugs and similar substances in health
biotechnology have been started to be investigated.
Fungal secondary metabolites are extremely important
for our health and nutrition and also have a significant
economic impact. In recent years, modified organisms
have been used in biotechnological production as a
result of the use of techniques developed by molecular
biology and genetic studies. Today, there has been
a significant increase in production and marketing

activities for microbial enzymes and pharmaceutical
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farmasotik Urinlere yonelik Uretim ve pazarlama
faaliyetlerinde belirgin bir artis meydana gelmistir.
Bugilin, mantar biyolojisi kiiresel endiistride onemli bir
yere sahiptir. Yeni kesfedilmis turler uizerine genomik ve
proteomik calismalar devam etmektedir. Bu calismanin
amaci saglik biyoteknolojisinde mantarlarin yerini ve
kullanim alanlarin1 degerlendirmektir. Bu calismadan
elde edilen sonuglar dogrultusunda maya ve mantarlarin
saglik biyoteknolojisinde 6zellikle farmasotik diriinlerin
Urretiminde yaygin olarak kullamldig1 saptanmistir.
Mantar ve mayalar antitumor ve antimikrobiyal ilac
etken maddeleri, asilar ve hormonlar gibi cesitli
farmasotik Urunlerin uretiminde kullanilmaktadir. Ayrica
rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak gelistirilen
yeni mantar ve maya tiirlerinin hem daha verimli hem
de etkin bir sekilde kullanilabildigi belirlenmistir.
Bunlara ilaveten yeni izole edilen ve ozellikleri tam
olarak belirlenmemis bircok maya ve mantar tirlerinin
varligimin  bilinmesi, saglik biyoteknolojisinde yeni

urunlerin Uretimi acisindan umut vadetmektedir.

products produced by recombinant DNA technology,
including yeasts and other fungi as hosts. Today,
fungal biology is an important participant in the global
industry. Genomic and proteomic studies on newly
discovered species are ongoing. The aim of this study is
to examine the information in the literature about the
use of fungi in health biotechnology. According to the
results of this study, yeasts and fungi are widely used
in health biotechnology, especially in the production
of pharmaceutical products. Fungi and yeasts are used
in the production of various pharmaceutical products
such as antitumor and antimicrobial drug active
substances, vaccines and hormones. In addition, it
has been determined that new fungi and yeast species
developed using recombinant DNA technologies can
be used both more efficiently and effectively. In
addition, the existence of newly isolated yeast and
fungi species with many features not fully identified is
promising for the production of new products in health
biotechnology.

Key Words: Biotechnology, fungi, health

Anahtar  Kelimeler: Biyoteknoloji, mantarlar,
saglik
GIRIS

Mantarlar, irinlerinin  ¢esitliligi  acisindan

biyoteknolojik onem arz etmektedir. Son vyillarda
ozellikle saglikta kullanilan mantar drinlerine ilgi
artmaktadir. Mantar uruinleri hem dusuk maliyetli elde
edilmeleri hem de biyolojik uyumlu olmalar nedeniyle
Literatirde mantarlardan

oldukca avantajlidir.

antiviral, antiprotozoal, antifungal ve antibakteriyal
(1).

Ozellikle saglik alaninda kullanilan mantar {riinleri

ozellikli Urlnlerin Uretildigi  goriilmektedir
ekonomik degerlerinin yiiksek olmalarindan dolay
diinyada bliyuk bir pazar payina sahiptir. Bu calismanin
amaci saglik biyoteknolojisinde mantarlarin yerini ve

kullamim alanlarini degerlendirmektir.

Turk Hij Den Biyol Derg

Hiicre Fabrikalar1 Olarak Mantarlar

Cok eski zamanlardan beri hem kif mantarlan
hem de maya mantarlari, bira, sarap, ekmek ve
peynir gibi
Endistriyel mikrobiyolojinin altin cag1 olan 20.

urinler uretmek icin kullanilmistir.

yuzyilda, fermantasyon islemlerinden sayisiz

urin elde edilmis olup, bu urlinler coziicller,
antibiyotikler, enzimler, vitaminler, amino asitler,
polimerler ve diger bircok faydali bilesiklerdir (2).
Molekiiler biyoloji tekniklerinin gelistirilmesi, maya
ve kiflerin, homolog ve heterolog (0zellikle memeli)
proteinlerin yan1 sira antibiyotikler, pigmentler ve
yag asitleri gibi diger metabolitlerin lretimi icin
mikrobiyal hiuicre fabrikalar olarak kullanilmasi icin
yeni yollar saglamistir. Konakc suslar ABD Gida ve ilac



idaresi (FDA) tarafindan bilinen GRAS GRAS (Generally
Recognized As Safe - Genel olarak Giivenli Kabul Edilir)
statusinde olanlardan secilmektedir. Bu statuye
sahip olan birka¢ mantar turl su anda rekombinant

protein ve metabolitlerin buyuk olcekli Uretimi icin

kullamlmaktadir (3). Mantar hucreleri biyoteknolojik
gibi
mantar

Uriinlerin  Uretiminde kullanilan fabrikalar

calismaktadir. Biyoteknolojide kullanilan
turleri ve urettikleri Urunlere ait bilgiler Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Biyoteknolojide fabrika olarak kullanilan mantar tirleri

Mantar Tiirii Biyoteknolojik islevi Elde Edilen Uriinler Kaynakga
interferonlar, 4

Saccharomyces cerevisiae Farmasotik Protein Endustrisi . . “)
Hepatit B asis1 Uretimi (5,6)

Aspergillus oryzae,

Rhizomucor miehi, L Proteinaz iiretimi

. Gida Endiistrisi o (7)
Thermomyces lanuginosus, Lipaz uretimi
Fusarium oxysporum
. . . . Lipaz, Proteaz, Oksidaz ve

Humicola lanuginosa Deterjan Endustrisi . . 8) (9)
Peroksidaz tiretimi

Penicillium notatum Antibiyotikler Penisilin (10)

Tolypocladium nivenum immiinostipresif Ajan Siklosporin A (11)

Taxomyces andreanae Antitiimor Ajan Taksol (12)

Gibberella zeae . . Zearelanone (13)

. . . Mikotoksinler ; L
Gibberella fujikuroi Gibberellik asit (14)

Saghk Biyoteknolojisinde Mantarlarin Kullanim
Mantarlarin irettigi ve saglik alaninda kullamlan
urunler arasinda

onemli biyofarmasotikler,

bazi  enzimler, antibiyotikler, imminsupresif
ajanlar, antitumor ajanlar ve bazi mikotoksinler
bulunmaktadir.
- Farmasotik Proteinler

Mantarlar tarafindan dretilen biyofarmasotikler
bulunmaktadir(15).

Saglik alaninda tedavi amachi kullanilan bu 6nemli

icinde terapotik proteinler

proteinlerin Uretimi icin mayalar kullanmilmaktadir
(16). Mayalar kullanilarak uretilen biyofarmasotik

proteinler Tablo 2’de sunulmustur. Bir gida organizmasi
olan S. cerevisiae farmasotik proteinlerin Uretimi
icin glivenli bir ev sahibi olarak kabul edilmektedir.
Bu mayanin hizla buyutilebilmesi ile ylksek hiicre
yogunluguna kisa siirede ulasabilmesi ve irettigi
heterolog proteinleri hiicre disina salgilayabilmesi
gibi
hakkindaki bilgiler diger tiim okaryotlardan daha ileri

kullanim avantajlarinin  yan1 sira genetigi
diizeydedir (17). Memeli genleri, insan interferonu
(4), insan epidermal biiyime faktori (18) ve insan
hemoglobini (19) dahil olmak Uzere S. cerevisiae’de
klonlanmis ve eksprese edilmistir. Ticari olarak en
onemli maya rekombinant islemi, ilk glivenli hepatit
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B agsis1 Uretimi ile sonuclanan, hepatit B virlsunun
yuzey antijenlerini kodlayan genlerin ifade edilmesi
seklinde olmustur (5,6).

Farmasotik protein Uretimi ¢alismalarinda Pichia
pastoris en yaygin kullanilan ifade sistemlerinden
birisidir (16,19,20). P pastoris hucreleri kullanilarak
yapilan bircok hiicre ici veya hiicre dis1 rekombinant
irlin ornegi vardir (16,19,21-23). Bu miikemmel
ekspresyon sisteminin en onemli dezavantaji
GRAS dis1 statiisiinde olmasidir. Buna ragmen bu
maya tarafindan yapilan bazi urlnler faz Ill klinik
calismalarinda degerlendirilmektedir.

Filamentli mantarlarda rekombinant heterolog
proteinlerin Uretimi icin molekiler tekniklerinin

zahmetli olmasinin aksine mayalarda belirgin

basarilar elde edilmistir. Mantara ait olmayan
proteinlerin Uretim seviyeleri, mantarin homolog
proteinlerinin Uretiminden daha disuktir. Bu durum
transkripsiyon, translasyon, sekresyon ve hiicre disi
bozulmay1 etkileyen faktorlerden kaynaklanmaktadir
(3,24-26). Gen flizyonu, mantar konaklarinda mantar
dis1 proteinler Uretme girisiminde ilk tercih olmus ve
bu strateji ile memeli interlokinleri, lisozomlar ve
loktoferrinleri Uretilmistir (27-30).

Farmasotik uygulamalarn olan bircok protein
icin stabilite, uygun katlanma ve farmakokinetik
icin N-glikozilasyon gereklidir ancak bir proteinin
glikozilasyonu, hiicrelerin icinde biylidigli ortam
gibi faktorlere bagh olarak da degisebilir (31). Her
ne kadar mayadaki O-bagli glikozilasyon, yiiksek
okaryotlardakinden oldukca farkli olsa da N-bagh
glikozilasyon benzerlik gostermektedir (17). Maya
rekombinant proteinlerinde oldugu gibi memeli
polipeptitlerinde de

bir cekirdek oligosakarit unitesi bulunur (32).

endoplazmik  retikulumda
Uc glikoz tortusu ve bir mannoz cikanlir ve
mayalarla yuksek oOkaryotlar arasinda sapma olan
golgide cekirdek oligosakaritin islenmesi devam
eder. Hiperglikosilasyonun goriilmemesine ve duisuk
mannozlu yan zincirlerin olustugu goriilmesine
ragmen, kaliplardaki glikozilasyon konusunda ¢ok az

arastirma yapilmistir (32-34).
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Daha 6ncede belirtildigi lizere biyofarmasotiklerin
uretimi icin hayvan ve insan kokenli kaynaklar
kullanilmaktaydi. Son yillarda pazara sunulan yeni
biyofarmasotik Uriinlerin  ¢cogunlugu rekombinant
ekspresyon sistemleri kullanilarak elde edilmektedir.
Mayalar en sik kullanilan ekspresyon sistemlerini
temsil etmektedir. Zymogenetics isimli biyoteknoloji
1980’lerin

rekombinant insan insulini Uretimi icin konak olarak

sirketi baslarinda  ticari  boyutta
S. cerevisiae’yi gelistirmis ve 1987’de Novolin isimi
altinda bu urin Novo Nordisk Sirketi tarafindan
pazara sunulmustur. Gunumizde gelistirilmis bu
S. cerevisiae mayasint kullanarak insulin Ureten
bu platform dunyadaki insiilin tedarikinin yarisini
tamamlamaktadir. Son on yillik sirecte basarili
bir sekilde biyobenzer urun Uretimi nedeni ile ilgi
ceken Pichia pastoris isimli mantar turunun 3 g/L
kapasiteye sahip rekombinant insan insilini tretimi
gerceklestiridigi (35,36).

dorduncu en buyik insulin Urunleri tedarikgisi olan

belirlenmistir Diinyanin
Biocon sirketikonakolarak P. pastoris’i kullanmaktadir
(37). Bu baglamda rekombinant insiilin tretimi maya
temelli biyofarmasotiklerin ekspresyonu ve uretimine
iyi bir ornek teskil etmektedir.

Son yillarda, bircok yeni biyofarmasotik aday1 olan
urinler cesitli platformlar tarafindan S. cerevisiae,
P pastoris ve Hansenula polymorpha gibi mantar
tiirleri kullamlarak Uretilmektedir (38-42). Ornegin;
2012 yiinda Okriplazmin FDA tarafindan maya temelli
biyofarmasotik olarak onaylanmis ve ThromboGenics
firmas1 tarafindan Jetrea adi ile satilmistir (43). P
pastoris isimli mantar tiriinde eksprese edilen ve
glikozile bir proteaz olan Okriplazmin semptomatik
vitreomakuler yapisma (vitreomacular adhesion)
(44).
bircok biyofarmasotik

tedavisinde kullanim icin  onaylanmistir
Gunumizde maya temelli
pazarlama ve kullanim i¢in onay almistir (Tablo 2) (45).

Cok sayida maya temelli yeni biyofarmasotik
urtiniin gelistirilmesi icin klinik calismalar ise devam
etmektedir. Ablynx P pastoris’te ekprese edilen
nanobody tabanli terapotik Uretimine odaklanmis en

az iki klinik program oldugunu bildirmistir (46). Alder



biyofarmasotik sirketi ise kendi laboratuvarlarinda P
pastoris gen ekpresyon sistemini kullanarak ALD518
(BMS-945429) isimli interlokin-6’y1 (IL-6) ve ALD403 isimli
kaslsitonin geni ile iliskili peptidi hedefleyen iki klinik
antikor gelistirdigini raporlamistir (47). ALD518 (BMS-
945429) olarak Uretilen insan antikoru Fc glikolsilasyonu
icermeyecek sekilde tasarlanmstir. Bununla birlikte, bu
Uriintin yan omrii korunmustur ve pazara sunulan diger
glikosile antikorlarla karsilastirabilmektedir (48,49).

P pastoris mayas1 kullamlarak basanli bir sekilde
gerceklesen antikor ekspresyonunun bu ikinci ornegi,
aynm maya turi ile daha karmasik biyofarmasotiklerin
tretimine dogru bir yonelime ilgiyi arttirmistir. Bunun
sonucunda da antikorlar ve terapotik proteinler dahil
olmak Uizere insan benzeri glikosilasyon paternlerine
sahip biyofarmasotiklerin P pastoris mayasi kullanilarak
Uretimlerinin yapildig1 ile ilgi cok sayida raporlar
bulunmaktadir (50-59).

Tablo 2. Pazarlama icin onay almis 6nemli baz1 maya temelli biyofarmasotikler (45)

Orjin organizma Konak¢1 organizma Uriin

insan papilomaviriis S. cerevisiae

Gardasil (insan papilomaviris alt birim asist)

insan cDNA S. cerevisiae Glukagon

Hepatit viris S. cerevisiae

Hepatit B alt birim asis1

Hepatit virls P. pastoris

Hepatit B alt birim asis

Hepatit virlis H. polymorpha

Hepatit B alt birim asisi

insan cDNA S. cerevisiae Lokin1 (rekombinant insan granilosit makrofaj-koloni uyarma faktort)
insan cDNA S. cerevisiae Regranex (rekombinant insan trombosit tirevli bliytime faktorii)
insan cDNA P. pastoris Kalbitor (kallikrein inhibitori)

- Antibiyotikler bilinen 12.000 antibiyotigin yaklasik %22’si filamentli

Dusuk mol kutlesine sahip olan antibiyotikler,
bazi organizmalar tarafindan sekonder metabolit
olarak sentezlenir ve cok dusuk derisimlerde bile
biyumesini  inhibe
etme oOzelligine sahiptir (60). Mantarlar, tirlerine
etkili
maddeler, fenolik bilesikler, purin ve pirimidinler,

diger  mikroorganizmalarin

0zgl olarak, antimikrobiyal antagonistik

terpenoitler, kinonlar ve fenil propanoit turevi
(61).

notatum tarafindan salgilanan lizozimin bakteriler

bilesikler  sentezleyebilirler Penicillium

uzerindeki oldirtici etkisi, Alexander Fleming

tarafindan, 1928 yilinda kesfedilmis ve penisilin

antibiyotigi olarak kayda gecmistir (10). 1995 yilinda

mantarlar tarafindan uretilmistir ve bunlar arasinda
dogal
penisilin V (metilpenisilin), cok sayida yan sentetik

penisilin G (benzilpenisilin), biyosentetik
penisilin (ampisilin ve metisilin) ve sefalosporinler
bulunmaktadir (18,61). Bir calismada, Russula delica
adi verilen makrofungi ekstrelerinden elde edilen
etil asetatin, Corynebacterium xerosis Uzerinde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (62).
Mantarlar tarafindan iretilen diger antibiyotiklere ise
fusidik asit ve klor iceren griseofulvin ornek olarak
verilebilir (63). Ticari olarak en cok Uretilen antibiyotik
cesitleri ve sentezlendigi mikroorganizmanin tiiri

Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. Ticari olarak Uretilen bazi antibiyotik cesitleri ve kaynak mikroorganizmanin tiri

Mantar Tiirii

Antibiyotik

P. notatum Penisilin
Fusidium coccineum Fusidik asit
Penicillium griseofulvin Griseofulvin

- immiinosiipresif ajanlar

itk olarak, siklosporin A, Tolypocladium nivenum
tarafindan duretilen dar spektrumlu bir antifungal
(11).

inflatum olarak adlandirnlmis olan

peptid olarak kesfedilmistir Ginumuzde
Tolypocladium
mantar hiicresi, 25’in iizerinde siklosporin bilesigi
uretmektedir. Ancak bu bilesiklerdenyalmzcaiki tanesi
immiunosupresandir ve bunlarin disindaki 17 tanesi
antifungal ozellige sahiptir. ilacin immiinsiipresif
aktivitesinin kesfedilmesi kalp, karaciger ve bobrek
nakli ameliyatlarinda kullanilmasina olanak saglamis
olup, boylece organ nakli alaninda basarili sonuclar
elde edilmesine imkan vermistir (64). Son zamanlarda
yapilan baska bir calismada ise immunsiipresif
ajan olarak islev goren Siklosporin A'nin mantarlar
kullanilarak batik fermantasyon yontemi ile uretimi
yapilmistir (65).
- Antitiimor ajanlar

Baslangicta bitkilerde kesfedilmis olan Taksol,
dogal bir antikanser maddesidir (63). Mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunu bloke ederek etki gosteren,
meme ve yumurtalik kanseri tedavisi icin onaylanmis
daha

sonra yapilan calismalarda, Taxomyces andreanae

tek ticari antitimor ila¢c olan Taksol’iin,

tarafindan da Uretildigi gosterilmistir (12).  Son
yillarda yayinlanan bir calismaya gore farkli tiirlere
ait deniz mantarlarn antritimor ajan olarak basarili
bulunmustur (66).
- Mikotoksinler

Farkli Claviceps tirleri tarafindan Uretilen ergot
alkaloitleri, migren bas agrisi, serebral dolasim
bozuklugu, uterus kasilmasi, dogum sonrasi kanama

Turk Hij Den Biyol Derg

gibi bircok patolojinin tedavisinde ve erken gebelikte
implantasyonun onlenmesinde kullanilmaktadir (62,
64).

Gibberella zeae tarafindan Uretilen Zearelanone,
bir ostrojendir ve indirgenmis tiirevi olan zeranol,
sigir ve koyunlarda hem biyime faktori hem
de yem verimini artiran bir anabolik ajan olarak
kullanilmaktadir (13).
fitotoksik mikotoksin grubunun bir

Gibberellinler olarak bilinen
tyesi olan
Gibberellik asit, Gibberella fujikuroi tarafindan
uretilir. Gibberellinler, arpa maltin1 hizlandirmak,
malt kalitesini arttirmak, sebze verimini arttirmak,
marul ve seker pancari tohumundan mahsullerini
elde etmek icin gereken siireyi kisaltmak icin
kullamlir. Bunlar ciceklenmeyi, tohum cimlenmesini
ve kok uzamasini kontrol eden izoprenoid biyiime
diizenleyicileridir (14).

Souc olarak; son birka¢c yil, mantarlar hicre
fabrikalar olarak kullanan buyiik bir ilerleme siireci
olmustur. Hala lizerinde calisilmakta olan dort temel
alan bulunmaktadir. Bunlardan ilki, ozellikle FDA
tarafindan GRAS statdisu verilen ve gida endustrisinde
kullanilabilecek alternatif konaklarin gelistirilmesidir.
ikinci temel alan ise filamentli mantarlarda fungal
olmayan proteinlerin ekspresyonunu ve salgilanmasini
molekiiler tekniklerin
belirli
biyosentetik yolaklar degistirmek ve iyilestirmek icin

gelistirmek icin daha iyi

gelistirilmesidir. ~ Uclincii  temel alan,
gelistirilen molekiler tekniklerin kullanilmasini icerir.
Son temel alan da gen ekspresyonunun, yani genomik,
proteomik ve metabolomik analizin geneliyle ilgili

tekniklerin kullanmasidir. Mantar biyoteknolojisinin



gelecegi, hali hazirda mantarlar tarafindan yapilan
tim katkilarin, dogada bulunan mantar tirlerinin
%5’inden daha aziyla yapildig1 disiiniildigii zaman
sucul ortamlar

cesaretlendiricidir. Karasal ve

cogunlugunu  mantarlarin  olusturdugu  binlerce
bilinmeyen mikrobiyal tiir icermektedir. Ayrica bilinen
mantar proteinlerinin yaklasik %30-50’sinin islevi

heniz belirlenememistir. Fonksiyonel genomik ve

CIKAR CATISMASI

biyoinformatik ile daha fazla fonksiyon belirlendikce
hedefler
ortaya cikacaktir. Yonlendirilmis evrim ile mantar

mantar Urinlerinin taranmasi icin yeni
enzimleri aktivite, ozgulluk ve stabilite acisindan

gelistirilebilecektir. ~ Mantarlarda  kombinatoryal
biyosentez ile yeni sekonder metabolitlerin tretimi
de gelecekte yapilacak calismalarda temel unsur

olacaktir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemislerdir.
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