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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAYIN iLKELERi YAZIM KURALLARI

1) YAYIN iLKELERI

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, T.C. Saglik Bakanligi, Halk Sagligi
Genel Midurligi’niin yayin orgam olan bilimsel bir dergidir. Dergi ii¢c (3)
ayda bir (Mart, Haziran, Eylil, Aralik) yayimlanir ve dort (4) sayida bir cilt
tamamlanir.

Dergide biyoloji, mikrobiyoloji, enfeksiyon hastaliklari, farmakoloji,
toksikoloji, immiinoloji, 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 tiriindeki yazilar Tirkce ve
ingilizce olarak yayimlanr.

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 Damsma 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, yazinn icerigini degistirmeyen her turli diizeltme ve kisaltmalarn
yapma yetkileri vardir.

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

Dergide yayimlanan yazilarin yayin hakki Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi’ne aittir. Yazarlara telif Ucreti 6denmez.

1l) ETiK KURALLAR

Arastirma ve yayin etigi kurallarina uymak yazarlarin sorumlulugundadir.
Yazarlar Helsinki Bildirgesi’nde ana hatlan cizilen ilkeleri izlemelidir. Yazarlar,
bu tiir bir calisma s6z konusu oldugunda, uluslararasi alanda kabul edilen
kilavuzlara ve yiriirliikte olan tim mevzuatta belirtilen hiikkimlere uymalidir.

Etik kurul izni gerektiren tiim arastirmalar icin Etik Kurul Onay1 alinmis olmali,
belgelendirilmeli; kurul adi, tarih ve sayis1 “Gere¢ ve Yontem” bélimiinde
belirtilmelidir.

Klinik arastirmalarda, calismaya katilanlardan bilgilendirilmis olur alindigimin
gere¢ ve yontem bolimiinde belirtilmesi gerekmektedir. Goniilli ya da
hastalara uygulanacak prosedirlerin ozelligi tiimilyle anlatildiktan sonra
kendilerinin bilgilendirilip onaylarinin alindigim gosterir beyan “Gere¢ ve
Yontem” kisminda bulunmalidir. Olgu sunumlarinda ve arastirma makalelerinde
hasta kimligini iceren herhangi bir dokiiman kullamlmamalidir. Hasta kimligini
tamtacak fotograf kullanildiginda, hastanmin yazili onay1 génderilmelidir.

Hayvanlar iizerinde yapilan calismalar icin de gereken izinler alinmali; yazida
deneklere agn, ac1 ve rahatsizlik verilmemesi icin 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 alindigim ve
etik kurul tarih ve sayisim “Gere¢ ve Yontem” kisminda beyan etmelidirler.
Deneysel ve klinik ila¢c ¢alismalarinda Tiirkiye 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.

1) YAZIM KURALLARI

Dergide yayimlanmak lzere gonderilen yazilar, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi yazim kurallarina gére hazirlanmalidir.

Basvurular www.turkhijyen.org adresinden “Cevrimi¢i Makale Gonder, Takip
Et, Degerlendir” programi araciligiyla on line olarak yapilmaktadir.

Yayimlanmak Ulizere gonderilecek yazilar;
* Bilimsel diizeyi yuiksek, orijinal ve kaynak gosterilebilecek ozellikte olmalidir.
* Bilgiler ve kaynaklar son 5 (bes) yila ait giincel verileri icermelidir.

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

2. Makale bashig1, ingilizce baslik, kisa baslik, yazar ad(lan), yazar(lar)in
calistigr kurum(lar) ve birim(ler), yazisma isini Ustlenen yazarin acik adresi,
telefon numaralan (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir.

a. Yazinin baslig1 kisa olmali ve kiiciik harfle yazilmalidir.
b. Sayfa baslarina konan kisa baslik 40 karakteri gegmemelidir.

c. Calisma bilimsel bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot veya
tesekkiir boliimiinde mutlaka yazilmalidir. Herhangi bir ticari Uriin ve/veya
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
kullanilmalidir. 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 kullammlarda kisaltilarak verilmelidir.
Mikroorganizmalarin orijinal Latince isimleri italik yazilmalidir: Ornegin;
Pseudomonas aeruginosa, P. Aeruginosa gibi. Yazida sadece cins adi gecen
ciimlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlan Tirkce
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 “ge¢cmis 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 Yoéntem, Bulgular, Tartisma,
Tesekkir (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 6zetler son
derece kapsamli hazirlanmali; gramer, imla ve yazim hatalari barindirmamalidir.

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

b) ingilizce Ozet (Abstract): Tiirkce Ozet béliimiinde 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 igin http://www.bilimterimleri.com/ adresini
kullanimz.

d) Girig: Arastirmanin amaci ve gerekcgesi 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 agik¢a belirtilmelidir.

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

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

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

i) Kaynaklar: Yazarlar kaynaklarin eksiksiz ve dogru yazilmasindan sorumludur.
Kaynaklar, metnin icinde gecis sirasina gore numaralandiriimalidir. Numaralar,
parantez iginde cumle 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 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisinde
yayimlanmis makalelere atif yapilmasina 6zen gosterilmelidir.

- Siireli yayin: Yazar(lar)in Soyadi Adimin bas harf(ler)i (alt1 veya daha az yazar
varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayis1 yedi veya daha c¢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 i¢in ornek: Anonymous. Coffee drinking and
cancer of the panceras (Editorial). Br Med J, 1981; 283:628.
- Dergi eki icin ©rnek: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functinal

asplenia: Demonstration of splenic activity by bone marrow scan (Abstract).
Blood, 1979; 54 (Suppl 1): 26a.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Halk Sagligi Genel Miduirligiu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

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



TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAYIN iLKELERi YAZIM KURALLARI

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

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

- Kitap baliimii: Boliim yazar(lar)in soyadi adinin basharf(ler)i. Bolim basligi.
In: Editor(ler)in soyadi adinin basharf(ler)i ed/eds. Kitabin adi. Kaginc1 baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili: Bolimun 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 kullamlacaksa
adres ile birlikte parantez icinde bilgiye ulasilan tarih de belirtilmelidir. Web
erisimli makalelerin referans olarak metin icinde verilmesi gerektiginde DOI
(Digital Object Identifier) numarasi verilmesi sarttir.

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

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

GenBank/DNA dizi analizi: Gen kalitim 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 ayr1 bir sayfaya basilmali, alt ve
Ust cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri icermelidir. Tablolar, “Tablo
1.” seklinde numaralandirilmali ve tablo baslig1 tablo iist cizgisinin istiine

ETiK iLKELER VE

ETiK IiLKELER

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 Editorleri Konseyi (CSE), Avrupa Bilim Editorleri
Birligi (EASE), ABD Ulusal Tip Kiitiphanesi (NLM), Diinya Tip Birligi (WMA) ve
Ulusal Bilgi Standartlar 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)]. Goénderilen makale, etik kurul onayi
icermemesi durumunda degerlendirme icin isleme alinmaz.

GIKAR GATISMASI POLITIKASI

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi’nin editor incelemesi, uluslararasi
editor organizasyonlarni (ICMJE, EASE, WAME, COPE, CSE,..) tarafindan
belirlenen liyi Editérlik Uygulamalarina uygundur. WAME, yayin siirecinde
(makalenin gonderilmesi, hakem incelemesi, editor kararlan ve yazarlar,
hakemler ve editorler arasindaki iletisim) yazar, hakem veya editorlerin,
sirecteki sorumluluklarini (akademik duristliik, 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
yan 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 bolum editorlerinden hicbiri ile iletisime
gecmemelidir. Makalelerin streci ile ilgili tim gerekli bilgiler dergi
sekreterliginden edinilebilir. Editér 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.

yazilmalidir. Agiklayic1 bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullanilmalidir. Fotograflar “jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artinlmasi 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 oOnce bu konuda calisma ve yayin yapmis olmali; bu
deneyimlerini derleme yazisinda tartismali ve kaynak olarak gostermelidir.
Derlemelerde Tiirkce ve ingilizce olarak baslik, 6zet (en az 250, en fazla 400
sozciik icermelidir) ve anahtar sozcikler bulunmalidir. Derleme tiirii yazilar
icin kaynak sayis1 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 dnce yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida
bulunmak ya da bilim haberi niteligi tasiyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla
yazilan yazilar, Yayin Kurulu’nun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan
yayinlanir. Editore Mektup bir sayfayr asmamali ve kaynak sayisi en fazla 10
olmalidir.

13. Teknik Rapor tiirii yazilar ilgili alanda onemli katkis1 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 kopyasin saklamalidir.

YAYIN POLITIKASI

YAYIN POLITIKASI ve SURECI

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi (THDBD), cift kor hakem
degerlendirmesi ile Tiirkce ve Ingilizce dillerinde T.C. Saglik Bakanligi Halk
Sagligi 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 6zguinlik ve bilim literatiriine
katkidir.

Makalelerin tibbi ve etik sorumlulugu yazarlara ve telif haklari THDBD’ye
aitti.  Makalelerin ve kaynaklarn iceriginden, yayimlanan makalelerdeki
veriler, fikirler ve ifadelerden yazarlar sorumludur; editorler, yayin kurulu ve
T.C. Saglik Bakanligi Halk Saghigi Genel Miidirliigii bu konularda herhangi bir
sorumluluk kabul etmemektedir.

Makaleler  gonderildikten sonra  oncelikle  editorler  tarafindan
degerlendirilmektedir. Editorler  hakem  degerlendirme  siirecinden
once makalelerin THDBD yazim kurallarina uygun yazilip yazilmadigim
degerlendirmektedirler.  Bu  kurallara gore yazilmayan makaleler
degerlendirilmeye alinmamaktadir. Sonrasinda, makalenin degerlendirilmesi
icin iki hakem atanir. Hakemler ayn1 alanda yayinlar olan uzmanlar arasindan
secilir. Makaleler ihtiyac halinde istatistik editorii tarafindan da kontrol
edilebilir. Tim makaleler ingilizce dil editorii tarafindan da incelenir.
Hakemlere degerlendirme icin 20 giin siire verilmektedir ve eger herhangi bir
diizeltme istenirse yazarlarin gerekli diizeltmeleri yapmak igin 30 giin siiresi
vardrr. Editor, editor yardimcilar, istatistik editorii ve ingilizce dil editorii kabul
edilen makalenin asil anlamimi degistirmeyen kiiciik diizeltmeler yapabilirler.

THDBD, bireysel kullanicilarin ve kurumlarin licretsiz kullanimini mimkin kilan
acik erisimli bir dergidir. Kullanicilarin makalelerin tam metinlerine, yayinci
veya yazardan izin almadan erisim saglayarak, okuma amacli yiikleme yapma,
kopyalama, dagitma, ¢ikti alma, arama yapma islemlerini gerceklestirmelerine
olanak verir. Bu sistem agik erisimli BOAI[1] tanimlamasi ile uyumludur.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Halk Sagligi Genel Midirlugi

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

e-posta : hsgm.thdbd@saglik.gov.tr
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1) PUBLISHING POLICY

The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology 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.

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 are published in Turkish and English.

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.

The copyright of the article published in the Turkish Bulletin of Hygiene and
Experimental Biology belongs to the Journal. Copyright fee is not paid to the
authors.

II) 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 photos are used which shows his/her ID, a written informed consent of
the patient on the use of the photos 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.

1ll) 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
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
Systéme International (SI).

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

7.0nly 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
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“et al”). The title of the article, the abbreviated name of the journal according
to the Index Medicus, Year; Volume (Issue): The first and last page numbers.

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

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

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

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

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

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

- 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
(ICOPA VIII). 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.

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
use of laboratory animals (8th edition, 2011)” and/or “International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving Animals (2012)” is required for
all research studies. If the submitted manuscript does not include ethics
committee approval, it will not be processed for evaluation.

CONFLICT OF INTEREST POLICY

Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology’s editorial review process is in
accordance with the Good Editorial Practice set by international editorial organizations
(ICMJE, EASE, WAME, COPE, CSE, ...). WAME indicates that “conflict of interest
exists when an author, reviewer, or editor in the publication process (submission of
manuscripts, peer review, editorial decisions, and communication between authors,
reviewers and editors) has a competing interest that could unduly influence his or her
responsibilities (academic honesty, unbiased conduct and reporting of research, and
integrity of decisions or judgments) in the publication process”.

Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology requires that each author,
reviewer, and editor must disclose to the editor-in-chief any conflict of interest related
to family, personal, financial, political or religious issues as well as any competing
interest outlined above at the WAME’s definition. Whether or not a conflict of interest
and financial support exist, they must be declared at the end of the manuscripts.

Authors should not contact any of the section editors during the review
process. All necessary information regarding the process of a manuscript can be
obtained from the editorial office. However, the names of the handling editor
and the reviewers are not given to the author(s). Due to the Turkish Bulletin
of Hygiene and Experimental Biology’s double-blinded review principles, the
names of authors and reviewers are not known to the other.

PUBLICATION POLICY

Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology (Turk Hij Den Biyol Derg)
is published in Turkish and English by Republic of Turkey Ministry of Health
General Directorate of Public Health which processing through double-blind
peer review. The journal covers clinical and experimental research articles
on subjects from all medical areas, review articles, case reports, letters to
the editor, manuscripts on historical evolution of diseases and medicine and
content on ethical problems. Articles are accepted only by online submission.
The basic features supposed to be in an article during assessment processes
for the acceptance to journal are the contribution to the scientific literature
and the originality.

The authors are responsible for the scientific and ethical liability of the
manuscripts and the copyright of the manuscripts belongs to the Turkish
Bulletin of Hygiene and Experimental Biology. 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.

All manuscripts are underwent an initial process by the Editors after the
submission. Editors firstly evaluates whether the manuscript is prepared
according to the journal’s manuscript submitting rules before peer review
process. Manuscripts which are not appropriate for those rules will not be
evaluated. Then, two reviewers are assigned for manuscript evaluation.
Reviewers are selected among specialists who also have publications in
literature in the same medical field. Articles might be checked by the
statistical editor in addition if needed. All manuscripts are also inspected
for English grammatical and manuscript preparation rules. 20 days are given
for reviewer and, if any corrections are required, the author(s) has 30 days
to make the requested corrections. The Editor-in-Chief, Associate Editors,
statistical editor and English language editor may make minor corrections to
accepted manuscripts that do not change the main meaning of the manuscript.

This is an open access journal which means that all content is freely available
without charge to the user or his/her institution. Users are allowed to read,
download, copy, distribute, print, search, or link to the full texts of the articles
in this journal without asking prior permission from the publisher or the author.
This is in accordance with the BOAI[1] definition of open access.
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TURK HIiJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI

YAYIN iLKELERI

® Tiurk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, Halk Sagligi Genel
Midirliigi yayin organidir. Dergi ti¢ (3) ayda bir gikar ve dort

(4) sayida bir cilt tamamlanir.

Dergide  biyoloji, mikrobiyoloji, enfeksiyon hastaliklari,
farmakoloji, toksikoloji, immiinoloji, parazitoloji, entomoloji,
kimya, biyokimya, gida, beslenme, cevre, halk saghg,
epidemiyoloji, patoloji, fizyopatoloji, molekiiler biyoloji, genetik,
biyoteknoloji ile ilgili alanlardaki dzgiin arastirma, olgu sunumu,
derleme, editdre mektup tiriindeki yazilar Tiirkce ve ingilizce

olarak yayimlanir.

Dergiye, daha énce baska yerde yayimlanmamig ve yayimlanmak
izere bagka bir dergide inceleme asamasinda olmayan yazilar

kabul edilir.

Dergi Yayin Kurulu tarafindan uygun gériilen yazilar, konu ile
ilgili en az iki Bilimsel Danisma Kurulu Uyesinden olumlu gdriig
alindiginda yayimlanmaya hak kazanir. Bu kurullarin, yazinin
icerigini degistirmeyen her tiirlii diizeltme ve kisaltmalari yapma

yetkileri vardir.
Yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlara aittir.
Yazarlar arastirma ve yayin etigine tam olarak uyum gdéstermelidir.

Dergide yayimlanan yazilarin yayin hakki Tirk Hiyen ve

Deneysel Biyoloji Dergisi'ne aittir. Yazarlara telif {icreti 5denmez.

YAZAR(LAR) ICIN MAKALE KONTROL LISTESI

Biittin yazarlarca isim sirasina gdre imzalanmug telif hakki devir

formu eksiksiz olarak dolduruldu.

Yazar isimleri agtk olarak yazildi.

Her yazarin bagl bulundugu kurum adi, yazar adinin yanina

numara verilerek baslik sayfasinda belirtildi.

Yazigmalardan sorumlu yazarin adi, adresi, telefon-faks

numaralari ve e-posta adresi verildi.

Tirkge ve Ingilizce basliklar ile kisa baslik yazilds.

Tiirkge ve Ingilizce &zetlerin kelime sayist (300-500 arasi) kontrol
edildi.

Tirkce ve Ingilizce anahtar kelimeler (MeSH ve Tiirk Tip

Terimleri S6zI{ig('ne uygun) verildi.

Tim kisaltmalar gézden gecirildi ve standard olmayan kisaltmalar

diizeltildi.
Metin igerisinde gegen orijinal Latince mikroorganizma isimleri

italik olarak yazildi.

Metin igerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri the Systeme

International (Sl)’e gore verildi.

Yazilar “mig’li gegmis” zaman edilgen kip ile yazild.

Metnin tamami 12 punto Times New Roman karakteri ile cift
aralikla yazild:.

Metin sayfanin yalniz bir yiiziine yazilarak her bir kenardan
2,5 cm bosluk birakild:.

Tablolar, sekiller yazim kurallarina uygun olarak ve her biri ayrt
bir sayfada verildi.

Fotograflar JPEG formatinda aktarildi.

Kaynaklar ciimle sonlarinda parantez icinde ve metin iginde
kullanim sirasina gdre ardigik siralandi.

Kaynaklar, makale sonunda metin iginde verildigi sirada listelendi.
Kaynaklar gdzden gecirildi ve tim yazar adlari, ifade ve

noktalamalar yazim kurallarina uygun hale getirildi.

Ayrica asagida belirtilen maddeleri dikkate aliniz.

Etik kurul onayr alind1.
Bilimsel kurulus ve/veya fon destegi belirtildi.
Kongre/Sempozyumda sunumu ve sunum tiirii belirtildi.

Varsa tegekkiir bsliimi olusturuldu.
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EDITORIAL POLICY

® The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology is a
publication of the “General Directorate of Public Health (Halk
Saghg Genel Miidiirliigii)” of Ministry of Health. The Journal
is published every three months and one volume consists of four

issues.

® 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 and letters to the editor are
published in Turkish and English.

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

for the journal.

CHECKLIST OF THE

Articles approved by the Scientific Committee and Editorial
Board are eligible to be released after receiving at least two
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

COVID-19 kiiresel salgininin toplumsal etkileri

, Erol GOKA®
, Ufuk LIMANS

, Mustafa Necmi iLHAN* (1D),
, Berkay VURAN®

Kemal ATAMAN' , Veysel BOZKURT?
Nuran YILDIRIMS (ID), Esra CIFTCi¢

OZET ABSTRACT

Amagc: Bu calismanin amaci, tlkemizdeki COVID-19 Objective: The purpose of this study is to measure

kiresel salgim siirecinde kisilerin algi, tutum ve  people’s perceptions, attitudes, and behavior regarding

davranislarin1  6lcmek; salgina yonelik toplumsal the New Coronavirus Pandemic and the process itself

egilimleri incelemek ve bulgulardan hareketle politika

yapicilar icin oneriler gelistirmektir.

Yontem: Arastirmanin evreni Tirkiye genelinde
saglik hizmeti alan vatandaslardan olusmaktadir. Basit
rastgele ornekleme yontemi kullanilarak orneklem
blyuklugi
destekli

4.275 olarak belirlenmistir.
(CATI-Computer
Telephone Interviewing) yontemiyle rastgele olarak

Bilgisayar

telefon anketi Assisted

secilen vatandaslara anket uygulanmistir.

Anketi %40’1  olum
kaygim artti, %51’i virlis kapma kaygim artti ve
%79’u  da

cevabin1 vermistir. Glclii sosyal baglar, insanlarin

Bulgular: cevaplayanlarin

sevdiklerimi kaybetme kaygim artti
kaygilarinin giderilmesinde etkili bir faktordiir. Anketi
cevaplayanlarin %66’s1 “Gelecekte maddi acidan temel
ihtiyaclarimi karsilayamama korkusu yasityorum”, %58’i
de salgin sonrasinda gelirim azaldi yanit1 vermis; sadece
%14,80’1 insanlarn genelde giivenilir buldugunu ifade

etmistir. Yas, gelir ve egitim diizeyi geriledikce gliven

in our country, to examine social tendencies towards
the pandemic, and to develop recommendations for

policymakers based on the findings.

Methods: According to the survey, 40 percent of the
participants said their anxiety about death and dying
has increased. In comparison, 51 percent reported that
their anxiety about getting the virus has increased, and
79 percent stated that their anxiety about losing their
loved ones has increased. Especially the existential
anxiety of women, those in the lowest income group
working in jobs that require close contact, is much
higher than men. Strong social ties are an influential

factor in alleviating people’s anxiety.

Results: Sixty-six percent of the respondents stated
they feared that they will not be able to meet their
basic needs in the future, and 58 percent reported
that their income has decreased after the pandemic;
only 14.80 percent stated that they find people to be

generally trustworthy. As the variables of age, income,
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de gerilemektedir. “COVID-19 kiresel salginini buyiik
giiclerin komplosu” olarak gorenlerin oran1 %56,5’tir.
Katilimcilarin %27’si “COVID-19 kiiresel salgin1 sonrasi
cevremde sozel siddet artt1”, %17’si “COVID-19 kiresel
salgin1 sonras1 cevremde fiziksel siddet artti” cevabim
vermistir. Buna karsilik %11’i bu donemde kendilerine
yonelik sozel siddet, %4’uU ise kendilerine yonelik

fiziksel siddetin arttigim ifade etmislerdir.

Sonug¢: Salginin  siiresi uzadikca toplumda
varolussal kaygilarin arttigr goriilmistiir. Gegen siire
icinde insanlar yorulmuslardir. Bazilarinda bikkinlik,
umursamazlik ve inkar artmis; ne olacaksa bir an
once olsun ve su belirsizlikten kurtulayim ruh hali
hissedilmeye baslanmistir. Gorece giicli toplumsal

baglar1 (gliven diizeyi vyiiksek) olanlar ve devlet
kurumlarina giivenenler salginin getirdigi belirsizlik
ve kayg! ile daha kolay basa c¢ikmaktadir. Devletin
izleyecegi sosyal politikalar, toplumun ekonomik ve
psiko-sosyal sorunlarinin azaltilmasinda hayati onem

tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, pandemi, kiiresel
salgin, ekonomik kaygilar, giiven ve komplo teorileri,

siddet, toplumsal dayanisma

and education level decrease, so does trust. The findings
reveal that the level of trust is lower among women than
men. The percentage of those who see coronavirus as “a
conspiracy of the great powers” is 56.5 percent in Turkey.
Twenty-seven percent of the respondents reported that
verbal violence, and 17 percent said physical violence
has increased around them after the coronavirus. On
the other hand, 11 percent stated that verbal violence,
while 4 percent stated that physical violence against

them has increased during the same period.

Conclusion: This research shows that existential
anxiety in society increases as the duration of the
pandemic increases. Over time the people have become
tired. The pandemic has triggered some negative
attitudes such as indifference, weariness, and denial,
resulting in developing a type of come-what-may mood
in some people. Those who have relatively strong social
ties (high level of trust) and those who rely on state
institutions cope more easily with the uncertainty and
anxiety posed by the pandemic. Social policies to be
followed by the state are of vital importance to reduce

the economic and psycho-social problems of the society.

Key  Words: COVID-19, economic

concerns, trust, conspiracy theories, domestic violence,

pandemic,

social solidarity

GIRIS

Yeni Koronaviriis Hastaligi (COVID-19), Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 11.03.2020 tarihinde
kiresel salgin (pandemi) olarak ilan edilmistir
(1). Ulkemizde ilk COVID-19 vakasi aym tarihte
(11 Mart 2020’de)
tlkelerinde oldugu gibi lilkemizde de viriisiin ortaya

tespit edilmis ve tim diinya

ciktig1 tarihten itibaren basta saglik olmak (lizere
bircok alanda virtsle micadeleye yonelik onlemler
alinmis ve yeni duzenlemeler getirilmistir. COVID-19
salgininin daha etkin yonetilebilmesi icin toplumun
sirece ve izlenen politikalara iliskin algilarinin ve

Turk Hij Den Biyol Derg

tutumlarinin  olculmesi biyik onem tasimaktadir.
bizde de
psiko-sosyal acidan derin etkiler yapmistir. Ancak

Salgin diger toplumlarda oldugu gibi

heniiz konuya iliskin literatirde yeterince kapsamli
arastirma yayimlanmamistir.

Virlisin  yayginlasmas1  sonrasinda, salginin
yayilmasin1 engellemek amaciyla bireylerden ilk
talep edilen uygulama maske kullanimi ve mesafeye
ozen gosterilmesi olmustur. Ancak ulkelerin buyuk
bir bolimiinde “yeni normal” olarak adlandirilan bu

siirece uyum konusunda ciddi sorunlar yasanmustir.



Nitekim Osmanli imparatorlugu déneminde de

“karantina istemeziuk” diyenler olmustur (2).
COVID-19 kiiresel salgini sonrasinda da bazi ulkelerde
beklenmedik bir bicimde maske ve mesafe uygulamasi
tartismali hale gelmis ve hatta siyasallasmistir.
Ozellikle kadinlar, riskten kacinanlar, egitimli orta ve
ust swiniflar, belirli bir yasin lUzerinde olanlar, viruse
yakalanirlarsa kolay atlatamayacagin1 disiinenler
maske ve mesafe kurallarina digerlerine gore daha

fazla uyma egiliminde olmuslardir (3-5).

COVID-19 simif farki gozetmeksizin herkesi tehdit
etmektedir. Ancak viris ekonomik acidan biitiin
toplumsal gruplarn aynm1 sekilde etkilememistir.
Ozellikle yoksullar, gencler, 6grenciler, kadinlar, isleri
dijital calismaya uygun olmayanlar salgindan cok daha
olumsuz etkilenmistir (6). Nitekim Nisan 2020’de
yapilan genis kapsamli ankete cevap verenlerin %401
temel ihtiyaclarim karsilayamama kaygis1 yasadigini
ifade etmistir (7-10).

Ekonomik kaygilarin yani sira salgin donemlerinde
depresyonun ve stresin arttigi gozlemlenmistir.
insanlarin viriis kapma, sevdiklerini kaybetme ve
olum gibi konularda varolussal kaygilarnn da artmistir.
Salginin siiresi uzadikca, yorgunluk, bikkinlik ve
artan depresyon belirtileri en onemli sorunlar haline
gelmistir (11-13). Oyle ki korku ve kaygi beklenenin
cok otesinde bir artis gostermistir (14). Yapilan
da kaygi

belirtilerinin arttigim ortaya koymustur. Nitekim bir

arastirmalarin  sonuglan ve depresyon
arastirmada katiimcilarin %65’i huzursuzlugum artti,
%53’ uyku kalitem bozuldu, %31’i hayatim Uzerinde
kontrol duygumu kaybettim ve %41’i ise sirekli
virlis kapma korkusu yasiyorum cevabinm vermistir.
Baslangicta ozellikle kiiresel bir sehir olan istanbul
salginin etkilerini daha derinden hissetmistir (15).

Bilindigi gibi pandemiler oncelikle toplumlarin
(16).
doneminde toplumun yoneticilerine giiveni ozel bir

given duygusunu sarsmaktadir Pandemi

onem tasir. Devlete ve kurumlara giiven bireylerin
zorluklara dayanma glicini artinrken, toplumun
guvenini kazanmis liderlerin de daha zor kararlan

Nitekim farkli dlkeleri

karsilastiran bir arastirma, hiukumete given arttikca

uygulamasi  kolaylasir.
risk algisinin geriledigini ortaya koymaktadir (17).
Bir baska calisma da giiven diizeyi yiksek bolgelerin,
hiikiimetlerin insani hareketliligi azaltma oOnerilerine
daha fazla uydugunu ortaya koymaktadir (18, 19).

Diger taraftan artan kaygi ve belirsizligi azaltma
ihtiyaci, insanlarn komplo teorilerine daha kolay
inanir hale getirmistir. Komplo teorileri hem ABD
gibi llkelerde hem de Tirkiye’de genelde cok ilgi
gormustir. Salgin donemlerinde komplo teorilerine ilgi
artarak devam etmistir. Nitekim Arap ulkelerine yonelik
yapilan bir arastirmada anketi cevaplayanlarinin
%46’s1
olarak gordugiini ifade etmistir (20).

COVID-19’u buyuk guclerin  bir komplosu
Turkiye’'de
yapilan arastirmalarda da COVID-19’u bilyiik giiclerin
komplosu olarak gorenlerin oranlan istikrarli bicimde
artrmistir. Komplo teorileri konusunda oldukca yiiksek
(21).
COVID-19 baglaminda komplo teorilerinin ciddi

bir cesitlilik gozlenmektedir Arastirmalar
toplumsal etkilerinin vurgulamaktadir (22). Komplo
teorilerine inan¢ arttikca uzmanlara ve otoritelere
guven azalmakta, basta as1 (23) olmak Uzere pandemi
onlemlerine uyma egilimi de gerilemektedir.

Salgin doneminde insanlar, alistiklari normlarin
disina cikmislardir. Yukanda da ifade edildigi sekilde
viriis kapma, olim ve sevdiklerini kaybetme korkusu
ile yasar hale gelmislerdir. Hareket alanlar ve gelir
imkanlar1 daralmis ve sevdiklerine sarilmaktan korkar
hale gelmislerdir. Dolayisiyla salgin doneminde
yasam memnuniyetinin geriledigi gozlenmektedir
(24). COVID-19 sonrasinda 26 ulkede kiresel bir
anket calismasinda olim oranlan en yiksek llkeler
ayni zamanda yasam memnuniyeti en cok gerileyen

ulkeler olmustur.

Pandemilerle iliskili korku ve belirsizlik, cesitli
siddet bicimlerini artirabilir veya uygun bir ortam
saglayabilir (25). Nitekim COVID-19 aileleri de
derinden etkilemistir. Karantina doneminde aileler
cok daha uzun bir siireyi birlikte gecirmislerdir.
imkanlan

Daralan gelir aile dayamsmasina her
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zamankinden daha c¢ok ihtiyac hissettirmistir. Bazi
ailelerde baglar giiclenirken, bazilarinda da iletisim
sorunlart artmistir. Baz1 arastirmalar duygusal/
finansal ve fiziksel vyeterlilikler arttikca aile ici
iletisimin de arttigi sonucuna ulasmislardir (26).
Salgin surecinde ozellikle genclerin, issizlerin ve
yoksullarin aile-ici iletisim sorunlari artarken, orta ve
ust gelir gruplarinda gorece aile dayanismasinin daha
fazla arttigr gozlenmistir (9, 27, 28).

Kisaca ifade etmek gerekirse bu kesitsel
arastirmanin amaci ulkemizdeki COVID-19 salgim
sirecinde kisilerin surece iliskin algi, tutum ve
davramislarim olcmek ve salgina yonelik toplumsal

egilimleri incelemektir.
GEREC ve YONTEM

Arastirmanin evreni Tirkiye genelinde saglik
hizmeti alan vatandaslardan olusmaktadir. Turkiye
geneli minimum orneklem blyikligu 4275 olarak
hesaplanmis, il bazli niifus ve cinsiyet dagiimina gére
oransal olarak dagitim yapilmistir. Bilgisayar destekli
telefon anketi (CATI-Computer Assisted Telephone
Interviewing) yontemiyle anketler uygulanmistir.
Arastirma icin Gazi Universitesi Etik Komisyonu
tarafindan  07.05.2021 tarihli ve E-77082166-

604.01.02-87852 sayili etik kurul onay1r alinmistir.

Calismada Toplum Bilimleri Kurulu tarafindan
gelistirilen ve 63 maddeden olusan COVID-19
Barometresi anket formu kullamlmistir. Calisma
oncesinde anket formunun anlasilabilirligini ve
uygulanabilirligini test etmek amaciyla 23 Ekim Cuma

2020 tarihinde pilot calisma gerceklestirilmistir.

Pilot calisma oncesinde anketorlere anket formu
ve uygulama esaslarn hakkinda egitim verilmistir.
Anket formuna son hali verildikten sonra da egitimler
tekrarlanarak, anketorlere son hali verilen soru
formu ve uygulama esaslar1 hakkinda bilgi verilmistir.
Calisma, 5 Kasim - 9 Kasim 2020 tarihleri arasinda 50
anketorun katiimiyla gerceklestirilmistir.

Raporlandirma asamasinda veri seti MSSQL
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iliskisel veri taban uzerinde islemlenmistir. Calisma
kapsaminda hedeflenen anket sayisina ulasmak icin
29.790 cagn gerceklestirilmis, %14,35 cevaplanma
oraniyla 4.275 basarli anket uygulanmistir. Telefona
cevap vermeme, misait olmama, numaranin mesgul
olmasi, hattin kesilmesi, telefonun kapali olmasi,
anket yapilmasin1 reddetme vb. nedenlerle 25.512
anket tamamlanamamuistir.

Elde edilen verilerin frekans, ylizde ve ortalama
degerleri hesaplanmstir. istatistiksel analizde Ki-
kare testleri yapilmis ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Katiimcilarin %50,13 (n=2.143)’u erkek, %49,87
(n=2.132)’si kadindir. Yas ortalamasi 38,64 + 13,40
yil olarak hesaplanmistir. Ortalama anket siresi 13
dakika 19 saniye olarak olclilmustir. Demografik
degiskenlere iliskin bulgular Tablo 1’de sunulmustur:

Katiimcilarin %73,68’i evli ve %72,19’unun cocugu
vardir. Anaokulu ya da ilkégretim caginda cocugu
olanlarin oram %59,11’dir. Katiimcilarin okullarin
acilmasi hakkindaki gorislerinin cogunlugu %43,58 ile
salgin kontrol altina alinmadan okullarin agilmamasi
yonundedir.  Anketi %50,15’1
bilyliksehirde ve %58,83’U apartman dairesinde

cevaplayanlarin

yasamaktadir. Calismaya katilan kisilerin 923,08’
isci, %20,42’si ev hammidir. Katiimcilarin %57,36’s1
pandemi doneminde hane gelirinde azalma oldugunu
belirtmistir. Pandemi doneminde insanlarin %65,36’s1
toplu tasima araci kullanmadigim belirtmistir. Toplu
tasimayi kullanan kisiler de arada bir ya da cok nadir
kullandiklarini belirtmislerdir.

insanlar1 genel olarak giivenilir bulma, COVID-19
haberlerini takip etmek icin kullanilan haber kaynag
ve COVID-19’un ortaya cikis sebebine iliskin fikir
dagiimi Tablo 2’de sunulmustur.

COVID-19 ile ilgili genel sorulara iliskin bulgular
Tablo 3’te sunulmustur.



Tablo 1. Demografik degiskenlere iliskin bulgular

Madde Boyut %

Biyuksehir 50,15

Sehir 31,51
Yasanilan Yer Kasaba 10,48
Kéy 7,46

Belirtmek istemedi 0,40
Evli 73,68
Bekar 23,42

Medeni Durum Bosanms LSl
Esi Vefat Etmis 0,87

Diger 0,05

Belirtmek istemedi 0,37
Lise ve Dengi Okul Mezunu 28,89

Universite Mezunu 26,25

ilkokul Mezunu 25,31
Srenim Durumu Ortaokul ve Dengi Okul Mezunu 14,80
Lisansiisti Egitim Mezunu 2,74

Okuma Yazma Biliyor 0,98

Okuma Yazma Bilmiyor 0,75

Belirtmek istemedi 0,28

Cocugu Var 72,19

Cocuk Durumu Cocugu Yok 27,11
Belirtmek istemedi 0,70

Azaldi 57,36

Pandemide Gelir Degisimi Degsmedi 39,39
Artta 2,01

Belirtmek istemedi 1,24

Tablo 2. insanlan genel olarak giivenilir bulma, COVID-19 haberlerini takip etmek icin kullamlan haber kaynag ve COVID-

19’un ortaya ¢ikis sebebine iliskin fikir dagiim

Madde Boyut %
Hayir Giivenilir Degildir 79,46
insanlar1 Genel Olarak Giivenilir Bulma Evet Giivenilirdir 14,76
Belirtmek istemedi 5,78
Geleneksel Medya 52,51
. Sosyal Medya 38,85
COVID-19 Haber Kaynagi
Takip Etmiyor 7,91
Belirtmek istemedi 0,73
Laboratuvar Ortaminda 43,51
Bilmiyor 36,14
COVID-19 Ortaya Cikis Sebebi -
Dogal Yollarla 17,82
Belirtmek istemedi 2,53
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Tablo 3. COVID-19’a dair genel sorulara iliskin bulgular

Belirtmek istemedi
Hayir (%) Evet (%)
(%)

Genelde mutlu bir insan oldugunuz soylenebilir mi? 12,47 79,13 8,40
Tc h k k ile bireyini

oplu tasimayla seyahat etmek zorunda kalan aile bireyiniz var 50,92 41,64 7.4
mi1?
Maske temin etmekte zorlaniyor musunuz? 77,08 15,46 7,46
Kronik bir saglik probleminiz/hastaliginiz var mi? 67,39 25,19 7,42
K irlisiin biiyuk guclerin bir k L ldugu iddi

oronavirisuin biytk glclerin bir komplosu oldugu iddiasina 34,90 45,26 19,84
katiliyor musunuz?
Kalabalik mekanlarda maskeyi her zaman kullaniyor musunuz? 1,80 89,94 8,26
Diger i larl. L (fiziksel feyi k h

Tger msa'n arla sosyal (fiziksel) mesafeyi korumaya her zaman 3.79 88,12 8,09
dikkat ediyor musunuz?
K irlisten k k icin temizlik kurall dikkat edi

oronaviriisten .o.rL'lnma icin temizlik kurallarina dikkat ediyor 0,59 91,53 7.88
musunuz? (ellerinizi sabunlu suyla yikamak vb.)
Yakin cevrenizde Koronaviriise yakalanan oldu mu? 29,59 62,20 8,21
D d ke tak L luluk hali tirilmesini

1§var1 a majs e a" njaTm yasal zorunluluk haline getirilmesinin 4,82 86,32 8,86
dogru oldugunu dustiniiyor musunuz?
Koronaviriise yakalanabileceginizi distinliyor musunuz? 9,22 78,04 12,74
Yakal halinde, Ki irtisti kol tlatabileceginizi

E,l. .afa'hmamz alinde, Koronaviriisii kolayca atlatabileceginizi 23,93 48,44 27,63
dusuintiyor musunuz?
Gelecekt: ddi acidan t L ihtiyacl karsil

elecekte maddi acidan temel ihtiyaclarinizi karsilayamama 30,24 59,56 10,20
korkusu yasiyor musunuz?

COVID-19 haberlerini geleneksel medya ile takip
edenlerin %62,81’1, sosyal medya/internet araciligiyla
takip edenlerin %62,37’si, haberleri takip etmemeyi
tercih edenlerin ise %50’si resmi kaynaklardan yapilan
tavsiye ve uyanlara siki sikiya uymaya calistigim
belirtmistir. Orneklemin neredeyse tamami resmi
kaynaklardan yapilan tavsiye ve uyarilara genelde
uymaya calistigini ve siki sikiya uymaya calistigin
belirtmislerdir. Kronik rahatsizligi olan kisilerin
olmayanlara gore tavsiye ve uyarilara daha siki sikiya
uymaya calistig1 goriilmiistiir (%65,74).

Katiimcilarin biiyiik cogunlugu (%79,46) insanlar
genel olarak gilivenilir bulmamaktadir. 65 yas ve
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uzerindeki bireylerin insanlara gliven duzeyi %23,68
ile diger yas gruplarina gore daha yiiksektir. COVID-19
sonrasinda kurum ve kisilere giiven diizeyi sorulmustur.
Orneklemin %85,17’si T.C. Saglik Bakanina ve %79,98’i
T.C. Saglik Bakanligina giivendigini belirtmislerdir.
Ayrica doktorlara/uzmanlara giiven %78,46; devlete
gliven %76,7; COVID-19 Bilim Kuruluna gliven ise
%71,83’dlr.

Kasaba ve koylerde yasayan katilimcilar

cevrelerinde  yasayan  insanlarin  sehir  ve
bilyliksehirlerde yasayanlardan daha yuksek oranda
(fiziksel)

belirtmislerdir.

sosyal mesafe kurallarina  uydugunu

Katiimcilarin ~ biiylik  cogunlugu



(%91,53)
kurallarina

COVID-19’dan
dikkat
rahatsizligi olanlarin ise %99,07’si temizlik kurallarina

korunmak igin temizlik

ettigini  belirtmistir.  Kronik

dikkat ettiklerini belirtmislerdir.

Katitimcilanin %86,32’si disarida maske takmanin
yasal zorunluluk haline getirilmesini dogru olarak
Sehirde yasayan
insanlarin

degerlendirmektedir. insanlarin
%89,68’1, %87,46’s1,
kasabada yasayan insanlarin %84,60’1 ve buyiiksehirde

koyde yasayan
yasayan insanlarin %84,51’i disarida maske takmanin
yasal zorunluluk haline getirilmesini dogru olarak
degerlendirmektedir.

Katilimcilar incelendiginde en cok %84,21 ile 65
yas ve uzerindeki kisilerin ve %81,17 ile 35-44 yas
araligindaki kisilerin COVID-19’a yakalanabilecegini
disiindiigi  gorilmustdr.
%12,45’i COVID-19’a yakalanabilecegini
disunmemektedir. Ayrica buyiksehir ve sehirlerde

18-24 yas araligindaki
kisilerin

yasayan kisiler koy ve kasabalarda yasayan kisilere
gore daha fazla oranda COVID-19’a yakalanabilecegini
en dusik oranda COVID-19’a
%70,53 ile
kéylerde yasayan katiimcilardir. Universite ve Ustii

disunmektedirler,
yakalanabilecegini  diisiinenler ise
diizeyde 6grenim durumuna sahip kisilerin COVID-
19’a yakalanacagim1 disiinme oranm diger 6grenim
durumlarina gore daha yiiksektir.

Yakin
%88,34’u, fiziksel yakinlik gerektiren islerde calisan
aile ferdi olan katiimcilarin %87,67’si COVID-19’a
yakalanabilecegini diisiinmektedir. Yakin ¢evresinde
COVID-19’a yakalananlarin  oldugu
olmayanlara gore ve fiziksel yakinlik gerektiren islerde

cevresinde COVID-19 vakast olanlarin

katiimcilarin

calisan aile ferdi olanlarin olmayanlara gore daha
yiiksek oranda COVID-19’a yakalanacagin diistindiigii
gorulmustur.

Toplu tasimayr hemen hemen her gin kullanan
katiimcilar %81, 35ile diger diizeylere gore daha yiiksek
oranda COVID-19’a yakalanabilecegini diisiinmektedir.
Ancak toplu tasimay1 kullamm ve kullamm sikliginin
COVID-19’a halinde
kolay atlatabilecegini disiinmesine anlamli etkisi

katilimcinin yakalanilmasi

bulunmamistir. COVID-19’a yakalanmasi halinde en
kolay atlatabilecegini diisiinen grup %56,68 ile 18-24
yas araligindadir. Kronik rahatsizligi olanlarin %33,05’i
COVID-19’u  kolayca atlatabilecegini
kronik rahatsizigi olmayanlarin %59,49’u kolayca

disunrken,

atlatabilecegini distinmektedir.

Pandemi doneminde komsuluk iliskileri
incelendiginde katilimcilarin yaklasik %80’i iliskilerin
azaldigimi belirtmislerdir. Ancak katiimcilarin yasadig
yer ve oturdugu ev tipine gore komsuluk iliskilerinin
degerlendirilmesi acisindan anlamli bir fark olmadig
tespit edilmistir.

Cevresinde sozel siddetin arttigini belirtenlerin
oram %25,45, fiziksel siddetin arttigim belirtenlerin
oram da %15,65’dir. Pandemi doneminde kisinin
kendisine yonelik sozel ve fiziksel siddet degisimi
incelendiginde yas, cinsiyet ve medeni durum
degiskenlerine gore anlamli fark olmadigi, kisinin
yasadig1 yer ve o6grenim durumu agisindan anlamli

fark oldugu goriilmustdir.

Katilimcilarin %43,51°i COVID-19’un laboratuvarda
uretilerek ortaya ¢iktigim, %17,82’si ise dogal yollarla
ortaya ciktigim dusiinmektedir. COVID-19’un bilyiik
giiclerin bir komplosu oldugunu diisiinenlerin oran
%45,26dir.

T.C. Saglik Bakanligimn COVID-19’la miicadele
calismalarindan memnuniyet %73,52’dir (10’lu 6lcekte
6-10 aras1 verilen cevaplarn yizdeleri toplanmistir).
Katiimcilar  diger lkelerle Kkarsilastirildiginda
Turkiye’nin devlet olarak salginla miicadelesini %67,79
oraninda daha basanli olarak degerlendirmektedir.

Universite ve Uistli diizeyde mezun olanlarin is
hayat1 ile ilgili kaygim yok seklinde cevap verme
oran diger 6grenim durumlarina gére daha yiiksek
olmakla beraber %40’in {izerindedir. Memurlarin
yaklasik dortte lcli is konusunda kaygis1 olmadiginm
belirtirken, kaygiliyim cevabin1 en yiksek oranda
%25,29 ile esnaf ve %21,07 ile isciler vermistir. Ayrica
yevmiyeli calisanlarin yansindan fazlasi (%53,70) bu

slirecte issiz kaldigim belirtmistir.
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18-24 yas araligindaki genclerin  %65,76s1
gelecekte maddi agidan temel ihtiyaglarim
karsilayamama korkusu yasamaktadir. Biitiin yas

gruplarinin yarisindan fazlasi gelecekte maddi acidan
temel ihtiyaclarini karsilayamama korkusu yasadigini
belirtmistir. Ogrenim durumu acisindan ise liniversite
ve Ustl diizeyde mezun olanlarin gelecekte maddi
acidan temel ihtiyaclarim karsilayamama korkusu
diger gruplara gore daha diisiktiir. Hane geliri 2.000
TL ve alti olan katiimcilarin %73,50’si gelecekte
maddi

korkusu yasamaktadir.

acidan temel ihtiyaclarn karsilayamama

Katiimcilarin %53,38’i baskalaryla fiziksel yakinlik
gerektiren bir is yapmaktan cok huzursuz olduklarin
belirtmistir. Kronik rahatsizigi olan katiimcilarda
bu oran %60,91’dir.

gerektiren bir yerde bulunmaktan katilimcilarin

Baskalanyla fiziksel yakinlik

%58,25’i cok huzursuz oldugunu belirtmistir. Bu
%64,16;
olanlarda

oran kronik rahatsizligi olan katilimcilarda
cevresinde COVID-19’a yakalanan Kkisi
ise %64,76’dr. %51,88’i
fiziksel yakinlik gerektiren bir iste calisan biriyle

Orneklemin baskalarnyla
karsilastiginda, %51,37’si baskalanyla fiziksel yakinlik
gerektiren bir yerde bulunan biriyle karsilastiginda
huzursuz olmaktadir.

Anketi cevaplayanlarin yaklasik %70’i sevdiklerini
kaybetmekten korktuklarin1 belirtmistir. Bu oran
kronik rahatsiziigi olanlarda %75,76, cevresinde
COVID-19’a yakalanan kisi olanlarda ise %76,24’dur.
Fiziksel yakinlik gerektiren islerde calisan aile ferdi
olanlarin %81,16’s1 sevdiklerini kaybetme korkusu

yasamaktadir.

Katiimcilarin %34,95’i 6lim korkusunun arttigini
belirtirken, kronik hastaligi olanlarin %43,55’i, yakin
cevresinde COVID-19’a yakalanan kisi olanlarin
%37,99’u olim korkusunun arttigim belirtmistir. Bu
oran fiziksel yakinlik gerektiren islerde calisan aile

ferdi olanlarda %42,29’dur.

Surekli virus kapma korkusu yasayan katilimcilarin
oranm %44,28’dir. Sehirlerde yasayanlarin %47,21’i,
kasabalarda yasayanlarin %46,87’si surekli virus kapma
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korkusu yasadigini
yasayanlar diger gruplara gore %41,93 ile daha

disuk seviyede virlis kapma korkusu yasadiklarinm

belirtmistir.  Buyuksehirlerde

belirtmislerdir. Haberleri geleneksel medyadan takip
edenlerin %46,01’i, sosyal medyadan takip edenlerin
%43,16’s1 takip etmeyenlerin ise daha diisuk seviyede
%37,87’si surekli virlis kapma korkusu yasadigini
belirtmislerdir. Fiziksel yakinlik gerektiren islerde
calisan aile ferdi olanlarda ise bu oran %52,33’dr.

TARTISMA ve SONUC

Toplumun COVID-19 salgin1 doneminde nabzini
tutmayiamaclayan buarastirmabize sunu gostermistir.
Salginin siiresi uzadik¢a toplumda varolussal kaygilar
artmistir. Nitekim anketi cevaplayanlarin %40°1 6lum
kaygim artt1, %51’i virlis kapma kaygim artti1 ve %79’u
da sevdiklerimi kaybetme kaygim artti cevabim
vermistir. Daha once yapilan baska arastirmalarin
sonuclan ile karsilastirdigimizda, bu oranlar Nisan
2020’nin hayli Uzerindedir (15). Aradan gecen sire
icinde insanlar yorulmuslardir. Bazilarinda bikkinlik ve
umursamazlik artmis; ne olacaksa bir an once olsun
ve su belirsizlikten kurtulayim ruh hali hissedilmeye
baslanmistir. Ozellikle kadinlarin varolussal kaygilari
Bagisiklik
sistemleri nispeten daha guclu olan gencler arasinda

erkeklere gore cok daha yiksektir.

ise sevdiklerini kaybetme kaygisinmin One gectigini
goriiyoruz. Ozellikle yakin temas gerektiren islerde
calisan en alt gelir grubunda olum ve viris kapma
korkusu digerlerinden daha fazla artmistir.

Glven bir sosyal sermayedir. Baska insanlari ne
olcide bencillikten uzak ve givenilir kisiler olarak
0 Olcide saglam toplumsal
iliskiler kurabiliyoruz. Gigli sosyal baglar, insanlarin
faktordiir.
bulanlarin

degerlendiriyorsak,

kaygilarinin  giderilmesinde etkili bir

Nitekim genelde insanlan guvenilir
varolussal kaygilan digerlerinden ¢ok daha diisiiktdir.
Benzer durum devlete giiven konusunda da gecerlidir.
Devlete giiven arttikca da varolussal kaygilar biyuk

olcude gerilemektedir.



Salgin bitun insanlan simf farki gozetmeksizin
tehdit etmesine ragmen, herkes bu salgindan aym
oranda etkilenmemistir.  Yoksullarin, issizlerin,
egitim diizeyi disiik olanlarin, kadinlarin salgindan
etkilenmeleri, digerlerinden farkli olmustur. Bu
siirecte kadinlarin ve dezavantajli gruplarin yasadigi
Salgin

bir bolumiunu calisamaz hale

sikintilar, digerlerinden daha agirdir (8).
toplumun onemli
getirmistir. Bu sebeple gecimini temin etmek genis
bir kesim icin énemli sorunlardan birisi haline geldi.
Anketi
acidan temel ihtiyaclarimzi karsilayamama korkusu
%58’
azald1 diyor. Yine anketi cevaplayanlarin %19,70’i

cevaplayanlarin  %66’s1 “Gelecekte maddi

yasiyorum”, de salgin sonrasinda gelirim
salgin sonrasinda issiz kaldim derken, %13,3’l zaten
issizdim, %13,4’U ise gelecekte isimi kaybetme kaygisi
yasiyorum cevabin1 vermistir. Anketi cevaplayanlarin
sadece %33,1’i is konusunda kaygi duymamaktadir.
Bunlar da c¢ogunluk itibariyle memurlar ve
emeklilerdir. Ozellikle kadinlar, egitim diizeyi diisiik
gruplar, issizler, yevmiyeli calisan isciler, 6grenciler
ve gencler arasinda temel ihtiyaclar karsilayamama
korkusu digerlerinden daha fazladir. Bu konuda gérece
rahat olanlar memurlar ve emeklilerdir. Devlete gliven
de arttikca varolus kaygilarinda oldugu gibi ekonomik

kaygilarda da onemli olclide gerileme so6z konusudur.

Tirkiye’de insanlar genelde yakin cevresine
guvenirler. Yakin cevrenin disinda kalanlara guiven
genelde disiktir. Oysa giiven toplumda is birligi icin
son derece kiymetlidir. Ekonomik faaliyetlerde islem
maliyetini, toplumda ise kutuplasmay1 azaltir. Sosyal
bilimciler, gliveni olcmek icin 1950’li yillardan beri ilki
insanlarin genellikle glivenilir olmadigin1 ve dikkatli
olunmasi gerektigini, ikincisi ise insanlarin genelde
giivenilir oldugunu ifade eden 2 secenekten olusan bir
soru kullanirlar. 1989 yiindan itibaren Tirkiye’de de
uygulanmaya baslanan Diinya Degerler Arastirmasina
gore Tirkiye’de genelde diger insanlar gilivenilir
bulanlarin oranm %20’lerdedir. Ancak salginin yarattig
belirsizlik insanlarin gliven duygularini derinden
sarsmistir (16). Zaten dusuk olan gliven duzeyi cok

daha gerilemistir. Nitekim anketi cevaplayanlarin

sadece %14,80’i insanlan genelde giivenilir buldugunu
ifade etmistir. Yas, gelir ve egitim diizeyi geriledikce
gliven de gerilemektedir. Kadinlar arasinda giliven
erkeklere gore daha azdr.
genelde
anlamli bir korelasyon vardir. Hayata dair varolussal

Kurumlara giiven ile
insanlara giiven arasinda pozitif yonlu
kaygilarin  artist  insanlarin  serinkanli/analitik
disunme becerilerini zayiflatir. Guven duygusuyla
insanlarin komplo teorilerine inanmalan arasinda da

giiclu bir iliski vardir.

Guven diizeyi dusik toplumlarda komplo teorileri
daha kolay yayilir. Bir Ulkede toplumu birbirine
baglayan giiven duygusu ne kadar zayifsa, o iilkede
komplo teorilerine ilgi o kadar yiiksek olur. Komplo
teorilerinin en cok ilgi gordigi lilkelerden birisi de
ABD’dir.
lkede Cumhuriyetciler salgint komplo ile digerlerine
gore daha fazla iliskilendirmektedir. Buna karsilik

komplo teorilerine biraz daha mesafeli

PEW Research’in arastirmasina gore bu

duran
Demokratlar, COVID-19 tedbirlerine daha fazla uyum
gosterme egilimindedirler.

Ulkemizde “COVID-19’u biiyiik giiclerin komplosu”
olarak gorenlerin oran1 %45,26’tir. Bu oran komplo
teorilerinin gorece yaygin oldugu Arap (lkelerini
bile geride birakmistir (20). Oysa geleneksel olarak
komplocu dusiincenin hayli yaygin olmasina karsin bu
oran Nisan 2020’de %34’tl. Bunun yaninda yine anketi
cevaplayanlarin %43,51’i COVID-19’un laboratuvarda
iiretildigine inanmaktadir. Ozellikle sosyal medya
olmak lizere baz iletisim kanallarinda viriisin yalan
olduguna veya insanlara cip takmak icin uretildigine
etkili bir
Yukanda da ifade edildigi lzere salgin sonrasinda
sarsilmistir.
Belirsizlik ne kadar uzarsa, endise o olclide artar

dair dezenformasyon soz konusudur.

insanlarin temel glvenlik duygulan
ve insanlarin analitik diisinme becerileri zayiflar.
Boyle bir durum insanlarin akil dis1 senaryolara
inanmalarint kolaylastinir. Her insan belirsizlikten
korkar. Cevabim aradigi sorulara verilen anlasilir ve
basitlestirilmis net cevaplar, bireylerin zihnindeki
belirsizligi ve bunun yarattigi kaygilar azaltir. Komplo
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teorisyenleri belirsizlikten tedirgin olan insanlarin
bu zaafim istismar etmektedir. icinde yasadigimiz
diinya insan aklinin kavrayabileceginin ¢ok Gtesinde
karmasiktir. Bilim insanlan bu karmasik diinyada
bizim sorunlarimiza ¢ozim aramaktadir. Dolayisiyla
uzmanlann bilgileri (veya bilimsel arastirmalar) ne
kadar sadelestirilse de komplo teorilerinin basitligine
ve kesin ifade bicimine ulasamayacaktir. Ancak
basitlestirilmis yorumlarin, giivenilirligi olmayan
deliller olmaksizin kesin bir dille ifade edilmesi onlarin
dogru oldugu anlamina gelmez. Komplo teorilerinden
ve bilgi kirliliginden toplumu koruyabilmek icin
ilgili konuda uzman olanlarin dinlenmesinin onemi
insanlara anlatilmalidir.

COVID-19’u  biiyiik gliclerin  komplosu olarak
gorenler T.C. Saglik Bakanina ve Bilim Kurullarina
daha az glivenmektedirler. Politik gorus olarak
kendilerini sagda konumlandiranlar arasinda virisii
buylk guclerin komplosu olarak gorenlerin oran,

solda konumlandiranlarin iki katindan fazladir.

Salgin, insanligin yasam memnuniyetini derinden
etkilemistir. Kendilerinin ve sevdiklerin yasamlarim
tehdit altinda hisseden insanlar arasinda kaygi diizeyi
yikselirken, yasam memnuniyetleri gerilemistir.
Nitekim gecmiste SARS salgini sonrasinda insanlarinin
onemli bir bolimi psikolojik rahatsizliklar yasadigini
ifade (29).

depresyonun ve stresin arttigi gozlemlenmistir (13, 11,

etmislerdir Salgin  donemlerinde

12). Ozelikle issiz erkeklerin yasam memnuniyetleri,
issiz kadinlardan daha diisiik olmustur.

CovID-19 genelde
hayatindan memnun oldugunu sdyleyenlerin oraninin

arastirmas1  kapsaminda
%50’nin  biraz altinda oldugu goriilmektedir. Bu
beklenen bir sonuctur ve farkli tlkelerin deneyimleri
ile benzerdir (29).
bir insan oldugunuz sdylenebilir mi?” sorusuna ise,

Diger taraftan “Genelde mutlu

anketi cevaplayanlarin %86’st mutluyum seklinde
cevap vermistir.

Buna karsilik “Kiresel salgin sonrasi yasadigimz
hayattan ne kadar memnunsunuz?” sorusunda yas
arttikca yasam memnuniyetinin de istikrarli bicimde
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arttigi gozlenmektedir. Yasam memnuniyeti kisinin
sosyoekonomik durumu ile yakindan iligkilidir. Bu
sebeple yasam memnuniyetinde gelir onemli bir
gostergedir. Gelir arttikca yasamindan memnun
ve mutlu oldugunu soyleyenlerin oranlan istikrarl
Nitekim
acidan temel ihtiyaclarimi karsilayamama korkusu

bicimde artmaktadir. “Gelecekte maddi
yasiyorum” diyenler arasinda yasam memnuniyeti
belirgin olarak gerilemektedir. COVID-19 salgin biitiin
diinyada yoksullarin yaninda en cok gencleri etkilemis
gorulmektedir. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda diinya
genelinde daralan istihdam alanlarinin onemli rol
oynadig1 soylenebilir.

Anketi cevaplayanlarin %16,70’i maske temin
etmekte zorlandigim ifade etmektedir. Kadinlar,
diisuk gelirliler, 25 yas alt1 gencler, kalabalik aileler,
issizler, ev hanimlar, yevmiyeli calisanlar ortalamanin
hayli lizerinde maske temininde zorlandigim ifade
etmektedir. Yine beklenildigi sekilde bu grubun yasam
memnuniyeti, devlete ve Bakanlik faaliyetlerine
glvenleri daha dusiik ve varolussal kaygilarn daha
yuksektir. Maske temininde sikint1 yasayanlarin salgin
suresince maske ihtiyacinin karsilanmasi onem arz
etmektedir.

Yiz vylze, cevrimici veya CATI (telefon)
anketlerinin tumune katiim gonulluluk esasina
baglidir. Dolayisiyla anketlere genelde sorumluluk
diizeyi yiiksek insanlar cevap vermektedir. Bencillik
egilimi yiiksek insanlar kolayca hayir diyebilmektedir.
Bu gerekceyle anketlerde salgin kurallarina uyum
Nitekim

mesafe,

oldukca yiksek cikmaktadir. ankete
katilanlarin  %98’i %96’s1 %99’u
temizlik kuralina uydugunu soylemektedir. Anketi

maske,

cevaplayanlarin ezici bir cogunlugu (%95) disarda
maske takmanin yasal zorunluluk haline getirilmesinin
dogru olacagim diisiinmektedir. Mesafe kuralina
kadinlar erkeklerden, vyetiskinler genclerden biraz

daha fazla uyduklarini ifade etmektedirler.

Zor zamanlar insanlarn birbirine yakinlastirir.

Benzer ihtiyaclar ve degerler, toplumsal dayanismayi

guclendirir. Durkheim’1 izleyerek ifade edersek



modern toplumun gelisiyle bireysellesme ve toplumsal

farklilasma artar. Benzerliklerden kaynaklanan

dayanmismanin yerini is bolimiinden kaynaklanan
dayamisma alir (30, 31). Turk toplumunda hizl
hareketliligin de etkisiyle,

toplumsal geleneksel

baglar bilyik Olclide zayiflamis ancak modern
toplumun getirdigi degerler ve normlar konusunda
kafa karisikigi (kismi anomi) devam etmektedir.
Biraz da bunun neticesinde anketi cevaplayanlarin
%64’U COVID-19 salgin1 sonrasi akrabalar arasinda
dayanmismanin, %79’u komsuluk iliskilerinin, %61’i
de genel olarak toplumsal dayanismanin zayifladig
diisiincesindedir. Ozellikle egitim ile gelir azaldikca
ve yas ilerledikce dayanmismanin zayifladigina inang
daha yayginlasmaktadir.

Toplumsal dayanismanin

azaldigt kanaati yevmiyeli calisanlar, issizler,

emekliler ve ciftciler arasinda daha yaygindir.
Ozellikle temel ihtiyaclarim karsilama konusunda
kaygis1 olanlar toplumsal dayanismanin geriledigini
distinmektedirler (9, 27, 28). Bir diger ifade ile
toplumsal dayanismaya ihtiyaci olan handikapli
gruplar, cevrelerinden daha fazla destek beklentisi
Anketi %581

sonrasinda gelirim azaldi, %66’s1 ise gelecekte maddi

icindedirler. cevaplayanlarin salgin
acidan temel ihtiyaclanmi karsilayamama korkusu
yastyorum demektedir. Hal boyle olunca genis bir

kitlenin destek ihtiyac1 ve beklentisi artmistir.

Bircok Ulkede salgin sonrasinda bazi suclar
(0rnegin hirsizlik) azalirken, bazilarinin (or. dijital
suclar) arttig1 dile getirilmistir. Ozellikle de diinya
genelinde ev ici siddetin artis1 en onemli toplumsal
sorunlardan birisi olmustur. Polis kayitlarn da ev ici
siddetin artigin1 destekler niteliktedir. Cuinki insanlar
uzun siire evlerine kapali kalmislardir. Virus kapma,
olum veya sevdiklerini kaybetme korkusu bircok kisiyi
¢ok daha huzursuz hale getirmistir. Gecmiste yapilan
bir calismada anketi cevaplayanlarnin %17’si aile ici
iletisim sorunlarim artt1 diyordu. Ozellikle 24 yas alti
gencler, gecim sikintis1 cekenler ve issizler arasinda
iletisim sorunlan daha yaygindir. Ayrica kendini
hapsedilmis gibi hisseden (%52) ve daha sinirli ve

cabuk ofkelenir hale geldim diyen (%37) bir kitle de

soz konusudur.

Nitekim anketi cevaplayanlarin %27’si “COVID-19
sonrasi cevremde sozel siddet (bagirma, hakaret vb.)
artt1”, %17’si “COVID-19 sonrasi cevremde fiziksel
siddet artt1” cevabim1 vermistir. Buna karsilik %11’i
bu donemde kendilerine yonelik sozel siddet, %4’u
ise kendilerine yonelik fiziksel siddetin arttigimi ifade
etmislerdir.  Salginin yarattig1 ekonomik sorunlar,
varolussal kaygilari ve engellenmistik duygusu siddet
icin uygun bir iklim olusturmustur. Nitekim daha
sinirli/cabuk ofkelenir hale geldim diyenler arasinda
aile ici iletisim sorunlarinin biiyiik olclide arttigim
goruyoruz.

Gelir

soyleyenlerin oranlarnn da artmaktadir. Siddet artisi
konusunda en disuk oran yevmiyeli calisanlardir.

ve egitim arttikca siddetin arttigim

Bunun sebebi de egitimli orta sinif ve iizerinin siddet
olarak gordiigii eylemlerin bu kesimde giindelik
hayatin rutini olarak algilanmasindan kaynaklaniyor
gore
karsilastirdigimizda siddet artisinin en fazla bilyiik

olabilir.  Yasadiklarn yerlesim alanlarina

sehirlerde, en az kdylerde oldugunu goriiyoruz.

Butuin bu bulgulardan hareketle izlenebilecek
POLITIKA ONERILERI su sekilde siralanabilir:

- Anketi cevaplayanlarin ucte ikisi “Gelecekte
maddi acidan temel ihtiyaclanimizi karsilayamama
korkusu yasiyorum”, %58’i de salgin sonrasinda gelirim
azaldi diyor. Bu sebeple devletin issiz kalan veya gelir
kayb1 yasayan kitleye imkanlar 6lciisiinde dogrudan
gelir destegi saglamas1 6nem tasimaktadir. Gerekirse
vatandaslik maasinin uygulamaya konulmasi giindeme
alinmalidir. Bu konu dogrudan T.C. Saglik Bakanliginin
ilgi alanina girmese de sorunun buyuk ol¢ude salgindan
kaynaklanmasi ve T.C. Saglik Bakanliginin hiikiimetin
bir parcasi olmasi, hiikkiimet nezdinde bu sorunlarin
dile getirilmesine aracilik edebilir.

- Sosyal politika uzmanlarina gore, isten cikarma
yasaginin kalkmasi sonrasinda, hizlanmasi muhtemel
issizlik oramina kars1 gerekli tedbirler simdiden
alinmalidir. Ornegin issizlik sigortasinin kapsami ve

stresi genisletilebili.  Ayrnica yararlanma sartlan
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hafifletilebilir.
gruplar icin de simdiden alternatif destek araclan

issizlik sigortasi disinda  kalan

tasarlanabilir.

- Sanat ve eglence sektorii calisanlarinin durumu
biitiin diinyada oldugu gibi bizde de c¢ok sikintilidir.
Bu sektorde calisan muzisyenlerin/sanatcilarin
cogu sosyal giivenlik vs. koruma imkanlarina sahip
degillerdir. Miizisyenler ve o6zel tiyatro oyuncularn
basta olmak iizere bu sektorde kalabalik bir kitle zor
durumdadir. Bunlar da hesaba katacak sekilde salgin

destekleri dusunulebilir.

-Kucukisyerlerininve esnafin cokmesinin toplumda
sarsintilara yol acabilecegi sikca dile getirilmektedir.
Zor durumda olan esnafin borclarinin ertelenmesi,
vergi indirimleri ve nakit destegi yapilmasi salginin
esnaf Uzerindeki ylkind hafifletecektir.

- Yine devletin, dezavantajli kesimlere temel gida
temini hususunda yardimci olmasi salginin yoksullar
tzerindeki olumsuz sosyal ve ekonomik etkilerini
azaltabilir.

- Kadinlar, gencler, yoksullar, issizlere yonelik ozel
calismalar yapilmalidir. Maske temininde zorlananlar
icin Ucretsiz maske temin edilmedir.

- COVID-19 Barometresinin sonuglar1 daha onceki
benzer arastirmalarin sonuglar ile karsilastirildiginda
toplumun varolussal kaygilarinda belirgin bir artisin;
yasam memnuniyetinde ise ciddi anlamda bir
gerilemenin oldugu goriilmektedir. Toplumun sarsilan
gliven duygusunu onaracak kampanyalar ve calismalar

yapilmalidir.

-Toplumda dayanmismayr ve biz
dilin

toplumda farkli toplumsal katmanlar arasinda giiven

duygusu

gelistirmeye yonelik bir insa edilmesi,
duygusunu giiclendirecek ve pandemi yoOnetimini

kolaylastiracaktir.

- Bugiine kadar devlet salginla miicadeleyi saglik
calisanlarimizin - olaganiistii  fedakarliklanyla tek
basina yurittu. Sivil toplum kuruluslarinda da salginla
mucadele konusunda inisiyatif alanlarin sayis1 yok
denecek kadar azdi. Oysa milyonlarca uyesi olan
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meslek orgutleri ve sivil toplum orgiitlerinden bu
surecte faydalamlabilirdi. Salgin bitmis ve bu firsat
kagcmis degil. Bu amagla toplumun kanaat onderlerinin
ve STK’larin diizenlenecek olan kampanyaya katilimi
saglanabilir.

- Ozellikle hastalig1 agir atlatanlara ve bu siirecte
depresyona girenlere yonelik psikolojik destek
programlari hazirlanabilir.

- Televizyonlara stresi ve korkuyu azaltilacak dizi
ve programlara destek verilebilir.

As1 iletisiminin  saglikli hem

toplumun asiya ikna edilmesine yardimci olabilir, hem

yuratilmesi

de bu salgin atlatacagimiz konusunda topluma umut
ve gliven verecektir.

- Aswyla ilgili bilgilendirici kisa filmler yapilabilir.

- Toplumla iletisimde belirsizligi en aza indirecek
sekilde yiritiilmesi, muglak ve birbiri ile celisen
ifadelerden kacinilmasi onemlidir.

- Salginin ve asinin yonetiminde acgiklik ve bilgi
paylasimi son derece onemlidir. Arastirmada Turk
toplumunun sadece %15’inden azinin genelde insanlan
glivenilir buldugunu akilda tutmakta fayda vardir. Bu
kadar guven duygusu dusiik bir toplumda, iletisimde
aciklik, sireklilik ve butinluk onem tasimaktadir.
Aksi takdirde guven hizla yok olmaktadir. Salginla
miicadelede biitiin toplumsal gruplarin destegini
almak onem tasimaktadir.

Salginla miicadeleyi zorlastiran unsurlardan
birisi infodemi (bilgi kirliligi) ve o6zellikle komplo
teorileridir. Salginin baslangicindan bugiine toplumda
komplo teorilerine inananlarin orant hizla artmaktadir.
Baz1 TV kanallar1 ve sosyal medya toplumda kafa
kansikligina neden olmaktadir. Bu konuda yapilacak
faaliyetlerle vatandaslarin farkindaligi artinlabilir.

Toplumun onemli bir kisrm dayamismamn
zayifladigim disiinmektedir. Toplumsal dayanismayi
ve baglan giclendirmeye yonelik kampanyalar
hazirlanabilir.
TBMM’deki

miicadele icin bagislayabilir. Bu hareket, topluma

Toplumsal dayamismay1 tesvik icin

vekiller 1 aylik maaslarin1 salginla



gucli bir moral verecektir. Camilerde salgina

destek bagis1 toplanabilir. Ancak bu bagislar yerelde
kullanmlmalidir.

Salgin toplumun onemli bir bolumiinde

huzursuzlugu artirrmsti.  Bu  durum iletisim

ETiK KURUL ONAYI

sorunlarin1 ve aile-ici siddeti tesvik eden uygun bir
ortam olusturmaktadir. Siddeti durdurmaya yonelik
calismalara agirlik verilmesi, pandeminin psiko-sosyal
hasarin1 azaltmaya katki saglayacaktir.

* Bu calisma, Gazi Universitesi Etik Komisyonu, Olcme Degerlendirme Etik Alt Calisma Grubu’nun onayi ile gerceklestirildi

(Tarih: 14.07.2020 ve Karar No: E-77082166-604.01.02-87852).
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Brucella Coombs gel test: Can it replace other serological
methods as a rapid test in serological diagnosis of brucellosis?
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ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to compare the
results of Brucella Coombs gel test (BCGT) with Standart
tube agglutination test (STA), Coombs anti-Brucella
test (CAB), Brucellacapt test (CAPT) for the serological
diagnosis of brucellosis.

Methods:
included in the study and were simultaneously tested
with STA, CAB, CAPT and BCGT. Results of the tests were

evaluated in terms of diagnostic performance and Kappa

A total of 180 blood samples, were

coefficient.

Results: When the tests were compared to CAB test,
which is a reference method in the serological diagnosis
of the brucellosis, in terms of diagnostic performance;
the highest sensitivity (98.1%) and accuracy (98.9%) was
found with BCGT. When tests were evaluated in terms of
Kappa coefficient, BCGT had the highest value (0.796)
and substantial agreement with CAB.

Conclusion: In conclusion, when compared with
CAB, BCGT showed substantial agreement and highest
sensitivity and accuracy. In addition, reduction of the
period for test results and elimination of the need for
experienced staff makes this test superior to other
methods. Although BCGT seems to replace other tests in
the serological diagnosis of brucellosis, its sensitivity and

specificity should be put forward in culture-confirmed

OZET

Amagc: Calismada brusellozun serolojik tanisinda
kullanilan Standart tiip agliitinasyon testi (STA), Coombs
anti-Brucella testi (CAB) ve Brucellacapt testi (CAPT)
ile Brucella Coombs jel testinin (BCGT) sonuclarinin

karsilastirilmas1 amacglanmistir.

Yontem: 180 kan 6rnegi calismaya dahil edilmis ve
es zamanli olarak STA, CAB, CAPT ve BCGT calisilmistir.
Testlerin sonuclan tanisal performans ve kappa uyumu

agisindan degerlendirilmistir.

Bulgular: Testler tamsal performans agisindan
brusellozun serolojik tanisinda referans bir yontem olan
CAB testiyle karsilastinldiginda, en yiiksek duyarlilik (%98,1)
ve dogruluk (%98,9) BCGT testinde bulunmustur. Testler
Kappa analizi ile degerlendirilip yontemler arasi uyuma
bakildiginda, yine BCGT’nin en yiiksek degere (0.796) ve

CAB ile onemli derecede uyuma sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonug: Sonu¢ olarak, CAB ile karsilastirildiginda,
testler arasinda BCGT’nin en yiksek duyarlilk ve
dogrulugu gosterdigi ve CAB ile istatistiksel olarak anlamli
ve onemli diizeyde bir uyuma sahip oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, test sonuclan icin surenin kisalmasi ve deneyimli
personele duyulan ihtiyaci ortadan kaldirilmasi, bu testi
diger yontemlerden Ustiin kilmaktadir. Her ne kadar
BCGT, brusellozun serolojik tanmisinda diger testlerin yerini

alabilecek gibi goriinse de kiltiir ile dogrulanmis vaka
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cases and controls with a comprehensive study.

Key Words:
standart tube agglutination, coombs, brucellacapt

Brucella, brucella coombs gel test,

ve kontrolleri iceren kapsamli bir calisma ile BCGT’nin

duyarliigi ve 6zgiilliigii ortaya konmalidir.

Anahtar Kelimeler: Brusella, brucella coombs jel

testi, standart tiip aglutinasyon, coombs, brucellacapt

INTRODUCTION

Brucellosis is a zoonotic infection that causes
severe morbidity and, rarely, mortality in humans.
Brucella species are intracellular, aerobic, small,
gram-negative coccobacilli (1). Disease is transmitted
to humans who have direct contact with ill animals or
with those who consume contaminated meat and milk
(2). Symptoms of brucellosis are usually nonspecific,
such as fever, malaise, lack of appetite, and joint and
back pain, and the disease can be acute, subacute, or
chronic (1,3). Each year 500,000 new Brucella cases
are reported worldwide and according to the Public
Health Agency of Turkey data, in 2016, the number of
cases of brucellosis in our country is 514; morbidity
rate is 6.45 in 100,000 (4,5). Therefore, brucellosis
is still hyperendemic and maintains its importance in
Turkey.

Isolation of the Brucella spp. in blood and/or bone
marrow culture is the gold standard for diagnosis,
but isolation of the slow-growing bacterium is time
consuming and requires experience, the success
rate is low and laboratory-acquired infections may
occur. Therefore serological tests are widely used
for diagnosis. Standart tube agglutination test (STA),
Coombs anti Brucella test (CAB), Brucellacapt test
(CAPT) and ELISA are widely used serological tests.
Rose Bengal test is often used as a screening test in
brucellosis, but because of its high false-positive
rate, it is not enough alone for the diagnosis (6).
Although STA is a commonly used reference test, it is
inadequate in the presence of blocking antibodies, and
this may lead to false-negative results, especially in
chronic cases and relapses (7,8). In these situations
CAB or CAPT should be studied for laboratory diagnosis
of the disease (9). Various studies have shown that
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the specificity and sensitivity of CAB and Brucellacapt
tests are close to each other (10,11). But all of
these serological methods are labor-intensive, time-
consuming, and require experienced personnel to be
evaluated.

A new Brucella Coombs gel test (BCGT) (Odak
Brucella Coombs gel test, Toprak Medikal, Turkey),
which is not affected by the blocking antibodies, was
developed in Turkey. This test is performed in vials
that contain gel matrix with Coombs antibodies. The
test can be used both for screening and titration, and
results can be given in about 2 hours (12). The test is
available in Turkey and it is reported that the results
are similar with CAPT and CAB (13). The aim of this
study is to compare the results of the BCGT with STA,
CAB, and CAPT.

MATERIAL and METHOD

Study design

A total of 180 blood samples, which were sent
to the microbiology laboratory of Van Regional
Research Hospital with suspicion of brucellosis from
various clinics between 01.09.2014-31.12.2014, were
consecutively included in the study. Of these samples,
92 (51%) were obtained from females and 88 (49%)
from males (F/M: 1.05). The mean age of the female
patients was 37.8 + 16.7. The mean age of the male
patients was 41.3 + 28.7.

According to the instructions 180 samples, were
simultaneously tested with STA, BCGT (Odak Brucella
Coombs gel test, Toprak Medikal, Turkey), CAB, and CAPT
(Vircell, Spain). For STA anti-B.abortus serum (599, Refik
Saydam Hifzissiha Center, Ankara); for CAB goat anti-



bovine whole serum (Seromed, istanbul) was used.

Serum samples were serially diluted to 1/40,
1/80, 1/160, 1/320, 1/640, and 1/1280 titers. For the
diagnosis of the brucellosis 1/160 and above, titers
were considered to be significant.

Standard Tube Agglutination Test

Serum samples were serially diluted to 1/40, 1/80,
1/160, 1/320, 1/640, and 1/1280 titers. Later standard
anti-B.abortus serum (B.abortus S99, Refik Saydam
Hifzissiha Center, Ankara) was added to each sample
and incubated at 37°C for 24 hours.

Coombs anti Brucella test

After STA, the tubes in which agglutination was not
observed were centrifuged and washed three times
with saline. The supernatant of each well was replaced
with 25 pl of saline, and 25 pl of goat anti-bovine whole
serum was added and incubated at 37°C for 24 hours.

Brucellacapt test

Test was performed in the plates according to
the manufacturer’s instructions and the plate was
incubatedfor 18-24 hoursat 37°C. The wells which
contain Brucella antibody negative serum samples,
were found to appear as blue dot at the bottom of
the plate because the antigens sink to the bottom of
the well without binding the wall. Brucella antibody-
containing samples,which form a light-blue uniform
appearence, have been assessed as positive.

Brucella Coombs gel test

Diluent in the amount of 100 pl to the first well and
50 pl to the other wells was put in the dilution plate. 5

Figure 1. Brucella Coombs gel test negative

pl of serum sample was added to the first well, which
was then mixed. From the first well, 50 pl was added to
the second well. By using this method, serial dilutions
were made up to 1/1280, and 50 pl was removed from
the last well. All wells were mixed by adding 50 pl of
Brucella antigen suspension. After mixing the plate
thoroughly, 50 pl of suspension from the corresponding
well was pipetted into the corresponding well in the
Brucella Gel Matrix. The Brucella Gel Matrix was
centrifuged for 20 minutes and the observed results
were evaluated. If the pink Brucella antigens were seen
at the bottom of the tube, these wells were evaluated
as negative. If the Brucella antibodies were present
in the serum sample, antigen-antibody complexes
were seen as pink layers on the upper part of the gel.
Titrations of 1/160 and above were considered positive
for brucellosis (Figure 1, 2).

Statistical analysis

Although descriptive statistics are given as mean
and standard deviations for continuous variables,
categorical and descriptive
are given in numbers and percentages. For these
categories, the Kappa coefficient was calculated to
determine the concordance between the methods (14).
Kappa coefficient was interpreted as follows: values <
0 as indicating no agreement and 0.01-0.20 as none
to slight, 0.21-0.40 as fair, 0.41- 0.60 as moderate,
0.61-0.80 as substantial, and 0.81-1.00 as almost
perfect agreement. For statistical calculations, 0.05
was accepted as significant. The Minitab (version 14)
statistical software package was used for calculations.

variables statistics

Figure 2. Brucella Coombs gel test positive with
1/640 titration (two fold dilutions were made start-
ing from the 1/40 dilution in the first well.)
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RESULTS

The number of samples above 1/160 titer for
STA, CAB, and CAPT were as follows respectively:
41 (22.8%), 52 (28.9%), and 57 (31.7%). In BCGT,
the performance of which was compared with other
tests, the titration of 52 samples (28.9%) was 1/160
and above. BCGT had similar positive results with
the CAB, which is a reference test in the diagnosis of
brucellosis (Table 1).

When tests are evaluated in terms of kappa
coefficient, BCGT has been found to have the
highest concordance with CAB, which is the standard

Table 1. Comparision of BCGT, STA and CAPT results with CAB

method for brucellosis, (Kappa coefficient: 0,796).
This is an substantial agreement and was found to
be statistically significant . STA (Kappa coefficient:
0.646) and CAPT (kappa coefficient: 0.603) also has
substantial agreement with CAB (Table 2).

Sensitivity, specifity, positive predictive value
(PPV), negative predictive value (NPV), accuracy of
STA, BCGT nad CAPT are also compared with CAB
test and can be seen in detail in Table 3. The highest
sensitivity (98.1%) and accuracy (98.9%) was found
with BCGT. The highest specifity (100%) was found
with STA (Table 3).

Other Tests CAB Total
Negative 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280
Negative 79 3 2 0 0 0 0 84
1/40 3 16 4 0 0 0 0 23
1/80 0 2 18 1 0 0 0 21
BCGT 1/160 0 0 1 12 3 0 0 16
1/320 0 0 0 0 6 2 1 9
1/640 0 0 0 0 2 5 3 10
1/1280 0 0 0 0 0 0 17 17
Negative 82 7 7 2 0 0 0 98
1/40 0 14 7 2 0 0 2 25
1/80 0 0 11 3 2 0 0 16
STA 1/160 0 0 0 6 3 1 3 13
1/320 0 0 0 0 6 2 3 11
1/640 0 0 0 0 0 4 1 5
1/1280 0 0 0 0 0 0 12 12
Negative 69 1 2 0 0 0 0 72
1/40 6 13 2 0 0 0 1 22
1/80 6 6 15 1 1 0 0 29
CAPT 1/160 1 1 5 5 2 0 2 16
1/320 0 0 1 6 5 1 4 17
1/640 0 0 0 0 2 5 0 7
1/1280 0 0 0 1 1 1 14 17
Total 82 21 25 13 11 7 21 180

CAB, Coombs anti Brucella test; BCGT, Brucella Coombs gel test; STA, Standart tube agglutination test; CAPT, Brucellacapt

test
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Table 2. Kappa coefficient between tests STA, BCGT, CAPT and CAB tests

Compared Tests Kappa Coefficient + Std. Error p %95 Confident Interval
CAB- STA 0.646 0.001 0.564 - 0.728
CAB - CAPT 0.603 0.001 0.521 - 0.685
CAB - BCGT 0.796 0.001 0.727 - 0.865

CAB, Coombs anti Brucella test; BCGT, Brucella Coombs gel test; STA, Standart tube agglutination test; CAPT, Brucellacapt

test

Table 3. Sensitivity, specifity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), accuracy of tests

Compared Tests Sensitivity Specifity PPV NPV Accuracy
BCGT 98.1 99.2 98.1 99.2 98.9
STA 78.8 100 100 92.1 93.9
CAPT 1/160 94.2 93.8 86 97.6 93.9
CAPT 1/320 76.9 99.2 97.6 91.4 92.8

CAB, Coombs anti Brucella test; BCGT, Brucella Coombs gel test; STA, Standart tube agglutination test; CAPT, Brucellacapt

test

DISCUSSION and CONCLUSION

Although isolation of the bacteria is gold standard
for the diagnosis of the brucellosis, because of the
slow growth of Brucella spp, the low rate of isolation
and special requirements for biosafety conditions,
serological tests are widely used.

STA is accepted as the most commonly used
standard method in the diagnosis of brucellosis all
over the world. The STA test detects the total S-LPS
antibodies (IgM, IgA, 1gG) against the bacteria surface.
However, in chronic infection or relapse, when blocking
antibodies (incomplete) occur, false-negative results or
low titers may be detected. To eliminate this situation,
CAB or CAPT should be done (8,9). However, since CAB
is laborious and time consuming and CAPT is expensive,
they cannot be used routinely in laboratories where
large numbers of samples are analysed (6,8).

BCGT is performed in wells that contain gel
matrix with Coombs antibodies. In BCGT, STA and
CAB are performed together, and both screening
and titration can be done. Furthermore, besides I1gG
antibodies against Brucella, 1gM and IgA antibodies
can be detected. With this test, the 24-48 hour period

required for the test results with STA, CAPT and CAB
is reduced to a very short time of about two hours. In
addition, it eliminates the need for experienced staff
for laboratory work and evaluation. For this reason,
various studies have been carried out in different
places in our country since BCGT was introduced,
comparing the test with other serological methods.
Irvem et al. (13) from Istanbul and Koroglu et al.
(15) from Sakarya reported that BCGT has perfect
agreement with both CAB and CAPT. Turhanoglu et al.
(16) from Konya and Borsa et al. (17) from Igdir region
reported that the performance of the BCGT is smilar
with CAB. Again, Borsa and his colleagues stated that
BCGT is the only rapid serological test which has
similarsensitivity with CAPT.

In our study, when tests were evaluated in terms
of kappa coefficient, BCGT showed the highest
concordance with CAB, which is the standard
method for brucellosis, (kappa coefficient: 0,796).
This is an substantial agreement according to Kappa
interpretation and is statistically significant (Table 2).
When the tests were compared to CAB test in terms
of diagnostic performance; the highest sensitivity
(98.1%) and accuracy (98.9%) was found with BCGT
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(Table 3). These results also support other studies
conducted in our country.

As aresult, compared with CAB, which is accepted
as a reference test within three methods, BCGT has
the highest diagnostic performance and highest
Kappa concordance. In addition, reduction of the
period for test results and elimination of the need for
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El yikama aliskanliklarinin eldeki aerob mikroorganizma yiikii ile
iliskisi
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OZET

Amag: Elyikama, saglik bakimu iliskili enfeksiyonlarin
engellenmesinde en basit Universal yontem olmasinin
halk

gelistirilmesi acisindan da son derece oOnemlidir. Bu

yani sira, genel sagligimn  korunmasi ve
calismada saglik personeli ve saglik personeli olmayan
katiimcilanin el yikama aliskanliklarinin ve ellerinde
bulunan mikroorganizma yogunlugunun arastirilmasi ve
boylece el hijyeni acisindan farkindalik olusturulmasi

amaclanmistir.

Yontem: Calisma grubu, 18 yasindan blyiik hasta ve
yakinlari, saglik personeli ve tip fakiiltesi 6grencilerinden
olusmustur. Tum katilimcilara kisisel ozellikleri ve el
yikama aliskanliklarina dair 17 sorudan olusan bir anket
uygulanmistir. Katiimcilarin baskin olarak kullandiklar
ellerinin dort farkli bolgesinden, 1 cm?’lik alanlardan
steril ekiivyonla siriinti ornekleri alinmis, kanli agar
plaklarina inokiile edilmis ve 48 saatlik inkiibasyonun

ardindan degerlendirilmistir.

Bulgular: Yetmis yedi hasta ve hasta yakini,
85 saglik personeli ve 32 tip fakiiltesi ogrencisi
olmak Uzere toplam
135’

Normal

194 katiimciya ulasilmistir.

Katilimcilarin kadinlardan, 59’u erkeklerden

olusmaktaydi. cilt flora iyesi bakteriler

(koagulaz negatif stafilokoklar, viridans streptokoklar,

ABSTRACT

Objective: Hand washing is not only the simplest

universal method to prevent healthcare related
infections, it is also very important for the protection
and development of general public health. In this study,
it was aimed to investigate the hand washing habits
and load of microorganisms in the hands of healthcare
professionals and non-healthcare participants, so to

raise the awareness in terms of hand hygiene.

Methods: The study group consisted of patients and
their relatives over 18 years of age, medical staff and
medical school students. A questionnaire consisting of
17 questions regarding their personal characteristics and
hand washing habits were applied to all participants. Swab
samples were taken by sterile swabs from 1 cm2 areas of
four different regions of the hands that were predominantly
used by the participants, and were inoculated on blood

agar plates and evaluated after 48 hours of incubation.

Results: A total of 194 participants were reached,
including 77 patients and patient relatives, 85 medical
staff and 32 medical school students. A hundred and thirty-
five of the participants were women and 59 were men.
Bacteria that are members of normal skin flora (coagulase
negative staphylococci, viridans streptococci, coryneform

bacteria, micrococci) were isolated from almost all samples
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korineform  bakteriler, mikrokoklar), orneklerin
hemen tamamindan izole edildi ve 53 katilimcida 100
CFU’dan fazla bakteri yiiki saptandi. Katilimcilarin
59 (%30.4)’undan normal cilt florasinda yer almayan
mikroorganizmalar (Gram negatif enterik bakteriler,
Bacillus spp, Pseudomonas spp, Enterococcus spp,
Staphylococcus aureus, kif ve maya mantarlan) izole
edilmistir. Bunlarin oran1 hasta ve hasta yakinlarinda
%23,

olarak hesapland

saglik personelinde %33 ve oOgrencilerde %41
(p>0.05).
40-49 yas grubu 60 yas Ustl katiimcilardan ve yogun

Kadinlar erkeklerden,

bakim personeli hasta/hasta yakini ve yogun bakim dis1
saglik personeli katilimcilardan anlamli oranda daha
disuk bakteri yikine sahipti. Katiimcilarin baz1 el
yikama aliskanliklar1 puanlandirilarak degerlendirildi;
yemekten once 2, yemekten sonra 1, tuvalet oncesi 1,
tuvalet sonrasi 2, para temasindan sonra 2, disaridan
eve girince 2 puan. El yikama puani arttikca ellerdeki
bakteri yuki azalmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamli degildi. Sigara, tirnak uzatma, sivi/kati sabun,
kagit/kumas havlu, hayvan besleme gibi faktorlerin
ellerdeki mikroorganizma yiikiine etkisi olmadig
saptandi. Herhangi bir acik yara/lezyon bulunmasi, el
yikama sonrasi gecen siirenin uzamasi ve nemlendirici

kullanim bakteri yiiku artisiyla iliskili bulundu.

Sonug: Toplumda ve ozellikle saglik calisanlan
arasinda el hijyeninin oneminin anlasilmasi, el yikama
pratiklerinin dogru sekilde uygulanmasi acisindan son
derece onemlidir. Bu calismada, hastane iliskili bir
grup katiimcinin el yikama aliskanliklan ile birlikte
ellerindeki mikroorganizma yiikiiniin gosterilmesiyle el

yikamanin 6nemi vurgulanmaya calisitmistir.

Anahtar Kelimeler: El yikama, el hijyeni, deri

florasi, mikroorganizma yukii

and more than 100 CFU bacterial load was detected in 53
participants. In 59 (30.4%) participants, microorganisms
not included in normal skin flora (Gram negative enteric
bacteria, Bacillus spp., Pseudomonas spp., Enterococcus
spp., Staphylococcus aureus, mold and yeast fungi) were
isolated. The proportion of these was calculated as 23%
in patient/patient relatives, 33% in medical staff and
41% in students (p> 0.05). Women had a significantly
lower bacterial load than men, 40-49 age group had a
significantly lower bacterial load than participants over
60, and intensive care unit staff had a significantly lower
bacterial load than patient/patient relatives and medical
staff other than intensive care unit. Some hand washing
habits of the participants were evaluated by scoring; 2
points before eating, 1 after eating, 1 before restroom,
2 after restroom, 2 after money contact, 2 when entering
home from outside. As the hand washing score increased,
the bacterial load on the hands decreased, but it was not
statistically significant. It was observed that factors such as
smoking, long nails, liquid/solid soap, paper/fabric towel,
having a pet did not affect the microorganism load on the
hands. The presence of any wound/lesion, prolonged time
after hand washing and use of moisturizer were found

associated with increased load.

Conclusion: Being aware of the importance of
hand hygiene in the community and especially among
healthcare professionals is extremely important for the
correct application of hand washing practices. In this
study, it was aimed to emphasize the importance of
hand washing by demonstrating the microorganism load
on hands with the hand washing habits in a group of

hospital related participants.

Key Words: Hand washing, hand hygiene, skin flora,

microorganism load

GIRIS

Viicudumuzun en bilyiik orgam olan deri, gecici bolgelerine gore mikroorganizma vyiikii degisiklik
ve kalicl (sabit) flora Uyelerinden olusan cok sayida

(1). Cildin farkl

gostermekle birlikte, dis ortamla temasi en yiksek

mikroorganizma icermektedir diizeyde olan el derisi, diger bolgelerin bircoguna gére
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daha fazla mikroorganizma yiikiine sahiptir ve saglik
calisanlarinin ellerindeki bakteri sayisinin 3.9x10%
4.6x10° CFU/cm? oldugu bildirilmektedir (1, 2).
Ginluk yasamin siradan bir eylemi olan el hijyeninin
onemi ilk kez, 1840’1 yillarda Ignaz Semmelweis’in
puerperal sepsise bagli olimlerin, ellerin uygun
sekilde yikanmasi ile belirgin oranda azaldigim
gostermesi ile anlasilmistir.  Saglik bakimi iliskili
enfeksiyonlar (SBE)’la iliskili olan ve genellikle saglik
calisanlannin hastalarla veya hastanmin cevresindeki
kontamine ylizeylerle temasi sirasinda edinilen gecici
flora, cildin ylizeysel katmanlarin1 kolonize eder ve
rutin el yikama islemleriyle kolaylikla uzaklastinlabilir
(1).

Tum diinyada yaygin gorilen (%7-10) ve ulkelerin
saglik sistemine ciddi bir ekonomik vyiik getiren
SBE’nin onemli bir kisminin bulasma ve yayilmasindan
saglik calisanlarimin kirli ellerinin sorumlu oldugu ve
bu enfeksiyonlarin neredeyse yarisinin el hijyeni ile
engellenebilecegi bildirilmektedir (3). El hijyeninin
SBE’1n yayilmasinin engellenmesinde en oOnemli
tedbirlerden biri oldugunun bilinmesi ve el hijyeninin
enfeksiyon oranlarinin  azaltilmasindaki  onemli
roliiniin kabul edilmesine ragmen, saglik calisanlar
arasindaki uyum oranlan hala dusiktur. Sanayilesmis
Ulkeleri iceren 96 calismamn degerlendirildigi bir
raporda, saglik calisanlarinin el hijyeni uyum oraninin
%40 civarinda oldugu bildirilmektedir

(4). Ulkemizdeki bir iiniversite hastanesinde saglik

ortalama

personelinin el hijyeni gerektiren bes endikasyon
kuralina uyum oranlarinin incelendigi bir calismada,
toplam 3.690 el hijyeni endikasyon durumu gozlenmis
ve saglik personelinin el hijyeni uyum oram %58
olarak bulunmustur (5). Meslek gruplarina gore

degerlendirildiginde ise, hemsirelerde el hijyeni
uyum oraninin (%69), hekimlerden (%45) daha ylksek
oldugu ve en diisiik oramn (%36) yardimci saglik
personelinde gozlendigi bildirilmistir. Benzer bir baska
gozlemsel calismada ise saglik calisanlarinin el hijyeni
uyum oram %75 olarak bulunmustur (hemsirelerde
%78, hekimlerde %70, destek personelinde %74) (6).

Onceden belirlenmis el yikama endikasyonlarinda,

hemsirelerin el yikama uygulamalarinin habersiz
olarak degerlendirildigi yeni bir calismada, oldukca
diisuk el hijyeni uyum oranlan (%0-2.3) belirlenmis, el
yikama gerektiren durumlarin %39.3’lnde el yikama
isleminin gerceklestirildigi ve bunlardan sadece
%2.2’sinde dogru teknigin uygulandig1 gozlenmistir
(7).

Enfeksiyon etkenlerinin capraz gecisinde en temel
yol eller oldugundan, dogru sekilde uygulandiginda
el yikama, SBE’1n engellenmesinde en basit universal
yontem olmasinin yani sira, genel halk sagliginin
korunmas1 ve gelistirilmesi acisindan da son derece
onemlidir. Bu calismada hasta, hasta yakin ve saglik
personellerinin el yikama aliskanliklarimin ve ellerinde
bulunan mikroorganizma yogunlugunun yari-kantitatif
olarak arastirilmasi ve boylece el hijyeni acisindan
farkindalik olusturulmas1 amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak - Nisan 2019 tarihlerinde Eskisehir
Tip Fakiltesi
polikliniklerine basvuran ayaktan hastalar ve hasta

Osmangazi Universitesi Hastanesi
yakinlan ile hastanede gorev yapmakta olan saglik
personeli ve tip fakiiltesi 6grencileri dahil edilmistir.
Bu calisma, Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan onaylanmistir (25.12.2018/18).

Eskisehir  Osmangazi

Katilimcilarin belirlenmesinde herhangi bir kriter
kullamlmams, 18 yasindan biyuk hasta ve yakinlariile
saglik personeli ve 6grencilerden calismaya katilmak
konusunda goniillii olanlar rastgele dahil edilmistir.
Calismanin amaci ve uygulanacak islemler konusunda
bilgilendirilen katiimcilar, onaylarn alindiktan sonra
“Bilgilendirilmis Gonulld Olur Formu” imzalatilmistir.
Oncelikle tiim katiimcalara yas, cinsiyet, egitim
durumu, meslek gibi kisisel ozelliklerin yam sira, el
yikama aliskanliklarina dair 17 sorudan olusan bir
anket uygulanmistir. Katilimcilarin bazi durumlarda
el yikama aliskanliklari, ellerin kontamine olma
olasiiginin ve/veya el hijyeni gerekliliginin fazla
oldugu durumlarda daha yiiksek olacak sekilde,
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puanlandirilarak degerlendirilmistir; yemekten once
2 puan, yemekten sonra 1 puan, tuvalet oncesi 1
puan, tuvalet sonrasi 2 puan, para temasindan sonra
2 puan, disaridan eve girince 2 puan.

Mikrobiyolojik ornekler katilimcilarin  baskin
olarak kullandiklan ellerden, steril serum fizyolojik
ile nemlendirilmis steril ekivyonlar kullamlarak
transport besiyerine (Amies Transport Medium,
Firatmed, Ankara, Tirkiye) alinmis ve bekletilmeden
laboratuvara ulastirilarak isleme alinmistir (8).

Orneklemede standardizasyonun saglanmasi

amaciyla, sirasiyla, avu¢ ici, ikinci ve lcinci
parmak arasi, basparmak ve isaret parmaginin ug
kissmlarn olmak uzere elin dort farkli bolgesindeki
1 cm?’lik alanlarda ekiivyonun u¢ kez yuvarlanmasi
ile ornekler toplanmistir. Tum ornekler Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda %5 koyun kanli agar (BBL Blood Agar,
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA)
plaklarina (90 mm) inokiile edilerek, 35°C’de 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan degerlendirilmistir. Ekiivyonla
toplanan orneklerin plaklara aktarilmasinda, ekiivyon
ucunun, plaktaki ilk ekim alaninin 3 cm?’lik béliimiinde
5 kez yuvarlanmasi ve ardindan steril bir 6ze ile dort
ekim alani olacak sekilde tim plaga yayilmasiyla
standardizasyon saglanmaya calisilmistir.  Ureyen
mikroorganizmalar, besiyerindeki koloni morfolojileri
ve manuel geleneksel testler (Gram boyama, katalaz,
PYR, indol v.b.)

Plak Uizerinde olusan kolonilerin

koagiilaz, oksidaz, kullanilarak
tammlanmistir.
timu sayilarak her bir ornekteki bakteri yiiki elde
edilmistir.

Verilerin analizi icin SPSS istatistik program
(IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0
Armonk, NY) kullamlmistir. Normal dagilim gosteren
degiskenler icin bagimsiz 6rneklem t-testi, normal
dagiimdan farkliliklar oldugunda Mann-Whitney U
testi kullamlmistir. ikiden fazla degiskenin oldugu
(ANOVA)
farkliigin
degerlendirilmesinde coklu karsilastirma testleri
Anlamlibik

saptanan parametreler arasindaki iliski Chi-Square

durumlarda tek yonlu varyans analizi

testi uygulanmis, gruplar arasindaki

(Tukey post-hoc analysis) yapilmistir.
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testi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Yetmis yedi hasta/hasta yakini, 85 saglik
personeli ve 32 tip fakiiltesi 6grencisi olmak iizere
toplam 194 katilimciya ulasildi. Katilimcilar 18-75
yas araliginda yer almaktaydi ve 135’i yas ortalamasi
37.1 olan kadinlardan, 59’u yas ortalamasi 38.2 olan
erkeklerden olusmaktaydi. Katilimcilarin hemen
hemen tamaminda normal cilt florasi liyesi bakteriler
izole edildi ve 53 katiimcida 100 CFU’dan fazla

bakteri yuki saptandi. Bu bakteriler koagiilaz negatif

stafilokoklar, viridans streptokoklar, korineform
bakteriler ve  mikrokoklardan  olusmaktayd.
Katiimcilarin = 59  (%30.4)’undan normal cilt

florasinda yer almayan mikroorganizmalar izole
edilmistir. Bunlarin oranm hasta/hasta yakinlarinda
%23, saglik personellerinde %33 ve ogrencilerde %41
olarak hesaplandi (p>0.05). Bu mikroorganizmalar
siklik sirasina gore Gram negatif enterik basiller
(n=23), Bacillus spp (n=22), Pseudomonas spp (n=6),
Enterococcus spp (n=3) ve Staphylococcus aureus
(n=2) gibi bakterilerin yani sira kiuf (n=8) ve maya
(n=1) mantarlarindan olusmaktayd.

Katiimcilarin ellerindeki mikroorganizma yiiki
ortalamas1 107 CFU bulunmustur. Ellerde ireyen
katilimcilarin
1’de
kadinlarin ellerindeki

mikroorganizma yogunlugunun
ozelliklerine gore degerlendirilmesi Tablo
sunulmustur. Buna gore,
mikroorganizma yuki erkeklerden anlamli oranda
daha dusuktu.

bakteri yikleri ortalamasi belirgin sekilde farklihk

Yas gruplarina gore ellerdeki
gostermekle birlikte, istatistiksel olarak anlamli
fark sadece 40-49 yas grubu ile 60 yas Ustiu
katilmcilar arasinda saptandi (p=0.017). Katiimci
gruplan arasinda en disik bakteri yiikii yogun
bakim calisan1 saglik personellerinde saptandi
ve bu fark, hasta yakini ve yogun bakim disi
saglik personeli katiimcilarla karsilastinldiginda
(p=0.037, 0.048).
olan

istatistiksel olarak anlamliydi

Egitim diizeyi ilkogretim katilimcilarda



Tablo 1. Ellerdeki mikroorganizma yiikiine gore katiima zelliklerinin degerlendirilmesi (Osmangazi Uni. Tip Fak. Hast.; Ocak-Nisan 2019)

Katihmar ozellikleri Say1 Mikroorganizma yiikii ortalamasi p

Kadin 135 96,00 (0 - 450)

Cinsiyet 0.007
Erkek 59 131,00 (4 - 510)
20-29 75 99.50
30-39 39 112.25

Yas 40-49 35 67.40 >0.05
50-59 27 122.25
60+ 18 179.11
Hasta 35 115.86
Hasta yakim 42 130.55

Grup Saglik personeli 60 121.63 >0.05
Tip 6grencisi 32 85.94
Yogun bakim personeli 25 45.60
ilkogretim M 149.98

Egitim diizeyi Lise 43 96.42 >0.05
Universite 110 94.83
Yok 135 101.27

Flora disi tireme >0.05
Var 59 119.56
Yok 175 99.02

Ellerde acik yara / lezyon 0.040
Var 19 178.84
Yok 129 105.22

Sigara kullanmim 1-10 adet /gilin 32 130.47 >0.05
1 paket ve + /giin 33 90.24
Yok 155 101.88

Tirnak uzatma aliskanligi >0.05
Var 39 126.51
1-10 sn 62 94.10

El yikama stiresi 10-20 sn 89 88.33 0.031
20+ sn 43 163.51
Hayir 5 62.40

El yrikama sonrasi kurulama Kagit havlu 102 108.83 >0.05
Kumas havlu 87 107.05
Yok 1

Sabun kullanim Sivi sabun 157 109.24

>0.05

Kat1 sabun 36 93.17
Hayir 162 102.60

Hayvan besleme >0.05
Evet 32 128.25

Turk Hij Den Biyol Derg 259



260

Tablo 1 (devamm). Ellerdeki mikroorganizma yiikiine gére katiimci 6zelliklerinin degerlendirilmesi (Osmangazi Uni. Tip

Fak. Hast.; Ocak-Nisan 2019)

Katihmc1 ozellikleri Say1 Mikroorganizma yiikii ortalamasi p

0-30 73 66.32
31-60 64 134.31

Kag dakika once yikadi 0.023
61-120 35 151.34
120+ 22 90.55
Sabun ve su 184 102.80

Ellerini en son nasil temizledi | Antibakteriyel soliisyon 6 211.50 >0.05
Islak mendil 4 135.50
Yok 166 95.48

Ellerde krem/nemlendirici/vb 0.016
Var 28 174.18
1-4 8 150.38

El yikama puani 5-7 79 113.20 >0.05
8-10 107 98.88

mikroorganizma yuku daha yiiksek olmakla birlikte,
bu farklilik
Ellerde flora disi mikroorganizma varligi, sigara
kullamimi, tirnak uzatma aliskanligi, kagit ya da
kumas havlu ile kurulama tercihi, sivi ya da kati

istatistiksel olarak gosterilemedi.

sabun kullanimi, hayvan besleme gibi faktorlerin
ellerdeki mikroorganizma vyiikiine etkisinin olmadig
saptandi. Ellerde deri bitiinliigiiniin bozulmasina
neden olan herhangi bir acik yara/lezyonu bulunan
katilimcilarda mikroorganizma yuki anlamli oranda
daha yiiksekti. ilginc olarak, ellerini 20 saniyeden
uzun sire yikadiginm1 ifade eden katiimcilarin
ellerindeki mikroorganizma yikili, daha kisa sire
yikadigim1 ifade edenlere gore anlamli oranda
daha (p=0.047, 0.031). El

islemini 30 dakika once uygulayan katiimcilarda

yuksekti yikama
mikroorganizma yukiu, daha onceden yikayanlara
gore belirgin sekilde daha dusuk bulunurken, ellerini
en son ne ile temizlediginin etkisi gozlenmedi.
Yikama sonrasi krem ya da nemlendirici kullanan
katiimcilarin  ellerindeki mikroorganizma yuku
anlamli oranda daha yiiksek bulundu. Nemlendirici
kullanim1 kadin katiimcilarda anlamli oranda daha
(p=0.04) bu durumun

yuksek olmakla birlikte,
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kadinlardaki mikroorganizma yiki uzerine etkili
olmadigr saptandi.

Katiimcilarin  bazi  durumlarda el yikama
aliskanliklan degerlendirildi
(Tablo 2). 30-49 yas
grubunda (p=0.01) ve flora dis1 mikroorganizma

Uremesi olmayan katilimcilarda el yikama puani

puanlandirilarak

Buna gore, kadinlarda,

daha yiiksek bulundu. Katilimcilarin egitim diizeyi
ile el yikama puanlan arasinda herhangi bir iliski
saptanmadi. Katilimci gruplan arasinda tip fakiltesi
ogrencilerinin el ytkama puan ortalamalar diger tim
gruplardan anlaml oranda dusiik bulundu (p=0.001).
Katiimcilarin el yikama puani arttikca ellerindeki
bakteri ancak bu
istatistiksel olarak kanitlanmadi (Tablo 1).

ylkinin azaldigr belirlendi,

TARTISMA ve SONUC

SBE patojenlerinin capraz bulasmasinda en
yaygin ara¢ saglik calisanlarinin kontamine elleri
oldugundan, el hijyeni SBE’lerin 6nlenmesinde temel
bir strateji olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu
durumu saglik calisanlari ve SBE’ler ile simirlandirmak



Tablo 2. Katiimcilarin puanlandirilmis el yikama aliskanliklarimin degerlendirilmesi

Katilimcr ozellikleri Say1 Ey yikama puan ortalamasi P
Kadin 135 7.99
Cinsiyet 0.001
Erkek 59 7.05
Yas 20-29 75 7.11 >0.05
30-39 39 8.10 0.019
40-49 35 8.37 0.002
Yas
50-59 27 7.78 >0.05
60+ 18 7.89 >0.05
Grup Hasta 35 8.37 >0.05
Hasta yakim 42 7.55
Grup Saglik personeli 60 9.13 >0.05
Tip 6grencisi 32 6.16
Yogun bakim personeli 25 7.96
Egitim dlzeyi ilkogretim Zy 7.78 0.17
Egitim diizeyi LE2 - 8k 0.17
Universite 110 7.51
Flora disi tireme Yok 135 7.99 0.001
Flora dis1 ireme Var 59 7.03 0.001
Mikroorganizma yiuiki 0-10 48 8.15 0.144
11-25 36 7.75
26-50 31 7.13
51-100 26 7.77
Mikroorganizma yuku 0.144
101-200 23 7.96
201-400 5 7.40
401+ 25 7.24

dogru bir yaklasim olmaz. Ciinkii bircok toplum

kaynakli enfeksiyonun bulasi ve yayiiminda da
kontamine eller onemli bir role sahiptir ve gliniimiizde
oldugu gibi, ozellikle salgin durumlarinda tiim toplum
icin el ytkamanin 6nemi daha iyi anlasilmaktadir. Bu
calismada, hastanemiz biinyesinde ulasilabilecek
katilimcilar dahil edilerek, el yikama aliskanliklarinin
sorgulanmasi, ellerdeki mikroorganizmayogunlugunun
arastinlmasi ve boylece el yikamanin oneminin tekrar

vurgulanmasi hedeflenmistir.

Beklendigi gibi, tim katiimcilarin ellerinden
normal flora Uyesi bakteriler izole edilmis olmakla
birlikte,
almayan mikroorganizmalann gecici kolonizasyonu
saptanmistir.  Bunlarin orani, hasta/hasta yakim
katiimcilara gore saglik personeli ve 6grencilerde

%30.4’Unde normal cilt florasinda yer

daha yiiksek bulunmustur. Hastaneye ziyaret amaciyla
gelenkatilimcilarin ziyaret oncesi ve sonrasi ellerinden
bir
calismada, katiimcilarin timiinde normal flora uyesi

alinan siriintii  orneklerinin  degerlendirildigi

Turk Hij Den Biyol Derg

261



262

aerob bakteriler izole edilirken, %24’Unden normal
cilt florasinda yer almayan mikroorganizmalarin
saptandig1 bildirilmistir (9). Calismamizda da hasta/
hasta yakin1 katiimcilarda bu oran %23 bulunmustur.
Gecici flora mikroorganizmalari, ayn1 zamanda SBE’in
da muhtemel etkenleri oldugundan, saglik bakimi
iliskili katiimcilarda oraninin  yilksek saptanmis
olmasi onemli bir bulgudur ve bu durum hastanelerde
ve saglik iliskili egitim kurumlarinda, el yikama
egitimlerine ve denetimlerine daha fazla onem
verilmesi gerektigini diisindirmdistiir. Alkol bazli el
dezenfektanlarina ulasimin kolaylastirnilmasinin yani
sira, personele verilen el hijyeni egitimlerinin ve bu
egitimlere katilan personel sayisinin artirilmasiyla, el
hijyeni uyum oranlarinin tim personel icin %29.3’ten
%37.2’ye ylikseldigi bildirilmistir (10)

Calismamizda, kadin katiimcilarda mikroorganizma
yukiu belirgin oranda daha dusuk bulunmustur. EL
yikama ile ilgili yapilan bircok calisma, el yikama
konusunda kadinlarin erkeklere gore daha duyarli
olduklarin1  gostermistir  (11-15). Genellikle bu
calismalar, katibmailarin el yikama aliskanliklarina
yonelik uygulanan anket sonuclarina dayanmaktadir.
Calismamizda, katiimci anketine dayali el yikama
aliskanliklarimin puanlandinldigi degerlendirmeye gore
de kadinlar erkeklere gore daha basarili bulunmustur
ve bu sonug¢ mikroorganizma yiikii degerlendirmesiyle
de dogrulanmistir. Kadin cinsiyetteki bu olumlu fark,
toplumda kadina yiiklenen ev hanimlig, ascilik,
annelik gibi rolleri nedeniyle, kadinlarin hijyen
ve el yikama konusunda daha duyarli olduklarim
distundirmastiir.

Yas gruplarina gore degerlendirildiginde, ellerdeki
mikroorganizma yuku acisindan en belirgin fark 40-
49 yas grubu ile 60 yas ustu katiimcilar arasindaydi
ve bu farklilk 40-49 yas grubunun el yikama puani
degerlendirmesinde de ortaya ¢ikt1. Bir saglik ocagina
basvuran 18 yas ve Uzerindeki kisilerin dahil edildigi
ankete dayali bir calismada, katiimcilarin yasi (37 yas
ve alti ile 38 yas ve lizeri) ile bilgi puani ortalamalan
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmadig1 bildirilmekle birlikte (15), yasla iliskili
olarak el yikama aliskanliklarinda anlamUi farklitiklarin
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oldugu Saglik Bakanligi tarafindan yiiriitiilen “Tirkiye
el yikama arastirmasi1”’nda da gosterilmistir (11). Yasla
birlikte fiziksel aktivitede yavaslama, o0z bakimda
yetersizlik, hafiza degisiklikleri gibi nedenlerle el
hijyeni azalirken, 40-49 yas grubu, insanlarin fiziksel
olarak oldukca aktif ve hijyen acisindan daha bilincli
olduklar1 donem olarak diisuinulebilir. Bu nedenle,
yaslilara yonelik bakim ve destek planlamalarina,
temizlik ve iyilestirmeyi  hedefleyen
uygulamalarin da eklenmesi dusunilmelidir.

Katiimar profiline gére, yogun bakim {initelerinde
calisan saglik personellerin en diisiik mikroorganizma
yiikiine sahip olduklan goézlendi. Yogun bakim
tnitelerinin hastanelerin diger kliniklerine gore, hem
hastalar hem de hizmet veren personel icin daha izole
alanlar olmasi, enfeksiyon kontrol onlemlerine uyum
ve enfeksiyon kontrol egitimlerinin sirekliligi, kati
hijyen kurallar1 ve alkol bazli el dezenfektanlarinin
daha yaygin kullanilmasi nedeniyle, bu beklenen ve
sevindirici bir sonuctu. Bir 6rnek olarak, yogun bakim
unitelerinde uygulanmakta olan kurallarin ve el hijyeni
uygulamalarinin diger tiim kliniklere ve personellere
yayginlastinlabilirligi tartisitmalidir. Katiimc1 beyani
ile olusturulan ankete dayali el ytkama puan sonuclar
bu bulguyu desteklemedi, ancak mikroorganizma yuku
degerlendirmesi objektif sonuclar verdiginden daha
giivenilir degerlendirmeler sagladig1 kanisindayiz.

Olumlu davrams ve aliskanliklarin gelistirilmesinde
egitim kacinlmazdir ve el yikama aliskanliklarinin
edinilmesindedeegitiminetkisidahaoncegosterilmistir
(11). Caismamizda da egitim diizeyi artisiyla ellerdeki
mikroorganizma sayisinin azaldigi gézlendi (bu farkliik
istatistiksel olarak kamtlanamadi). Katiimcilarin
sosyal el yikama konusundaki bilgi ve tutumlarinm
degerlendirmeye yonelik iki ayr anketin uygulandigi
bir calismada, ilkokul mezunu olanlarin hem olumlu
ortalamasinin hem de bilgi puanm
yiiksekokul/Universite mezunlarinin
puan ortalalarindan daha disiik oldugu saptanmis,
o6grenim durumu arttikca bilgi puan ortalamalarinin
artis1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (15).
Bu nedenle ililkemizdeki tiim egitim diizeylerinde el
yikama ve hijyen aliskanliklarinin gelistirilmesine

hijyeni

tutum puani
ortalamasinin



yonelik egitim ve uygulamalara agirlik verilmeli ve
bunlara sureklilik kazandirlmalidir.

Cilt, dogal savunma mekanizmasinda yer alan ve
enfeksiyon etkenlerinin girisini engelleyen onemli
bir bariyerdir. Cilt bitinligiinin  bozulmasiyla
once kontaminasyon ardindan da kolonizasyon
geliseceginden, katiimcilanimizdan ellerinde cilt
biitlinligli  bozulmus mikroorganizma
sayisinin daha fazla olmasi ongoriilebilir bir sonuctu.
Sik yikama ve eldiven kullaniminin ellerinde tahrise
neden oldugu saglik personellerinde, elleri saglikli
olanlara gore mikroorganizma sayisinin daha fazla
oldugu ve el florasinin da degistigi bildirilmistir (16).
Bu nedenle, acik yara ya da lezyon varliginda el hijyeni
hassasiyetinin arttirilmasi, uygun yara bakimi ve hijyen
uriinlerinin kullanimi, -6zellikle saglik personellerinde-
mumkiinse kapatilmasi ve direkt temastan kacinilarak
surekli eldiven kullanimi onerilmelidir.

olanlarda

Ellerdeki mikroorganizma yiiki iizerine anlamh
etkisi olan diger faktorler, eller yikandiktan sonra
gecen slure ve yikama sonrasi krem ya da nemlendirici
kullanimiydi. El yikama ile uzaklastinlan ve ciltteki
miktar azalan mikroorganizmalar, dakikalar icerisinde
tekrar yerleserek, gecen siire ile dogru orantili olacak
sekilde sayisal olarak artis gostermektedir. Bu durum,
sik el yikamanin onemini vurgulamaktadir. Yikama
sonrast nemlendirici kullanimi ise, hem ciltteki nemi
koruyarak hem de besinsel olarak daha zengin bir
ortam hazirlayarak, ciltte mikroorganizma vyiki
artis1 ile sonuclanmistir. Cilt kurulugu, ciltte minimal
catlaklara ve cilt biitiinligiinin bozulmasina neden
olabileceginden, el nemlendirici
kullamiminin engellenmesi soz konusu olamaz. Bu
nedenle, ozellikle saglik personellerinin, nemlendirici
kullanimi  durumunda ellerinde daha fazla
mikroorganizma olabileceginin bilincinde olmalan
gerekmektedir. kullanma aliskanlig
olan, dzellikle saglik bakimi iliskili bireylere el yikama
sliresi ve sikigim arttirilmasi énerilebilir.

yikama sonrasi

Nemlendirici

Bu calismanin benzerlerinden en onemli farki,
katilimcilarin el yikama aliskanliklarinin sadece kendi
ifadelerine dayanan anket sonuclarina gore degil,

aym zamanda ellerinde ureyen mikroorganizma
sayisina gore objektif olarak da degerlendirilmis
olmasidir. Katilimci ifadelerine dayanan bazi glinlik
el yikama aliskanliklart puanlandirilarak elde edilen
el yikama puan ile ellerindeki
yuki karsilastirmasinda, istatistiksel olarak anlamli
farklibk saptanmamis olmakla birlikte, el yikama
puan yikseldikce ellerdeki mikroorganizma sayisinin
azaldig1 gozlenmistir. Bu durum, katiimci ifadelerinin
biiylik oranda gercegi yansittiginin kamit1 olarak kabul
edilebilir. Bununla birlikte, el yikama suresine gore,
ellerini 20 saniyeden uzun siire yikadigini ifade eden
katiimcilarin  ellerindeki mikroorganizma yukunun
daha kisa siure yikadiklarim ifade edenlere gore
yiuksek olmasi, katiimcilanin zamani tam olarak
degerlendirememeleri nedeniyle gercekci olmayan
ifadeleri yam sira, ellerdeki mikroorganizma yukinu
olumsuz etkileyen diger faktorlerin de varligiyla
aciklanabilir. Ancak, ellerini 20 saniyeden uzun
yikadigim ifade eden katiimcilarin %58’i kadin, %51’i
saglik personeli ve %60’1 Universite mezunuydu. Bu
katiimcilarin sik ve uzun siireli el yikamalarina bagli
olarak olusan cilt tahrisi ve buna bagli mikroorganizma
sayisinda artis da soz konusu olabilir. Bu durumda uygun
hijyen urunlerinin kullamm ve cilt bakimi onerilebilir.
El yikama suresi uzadikca ciltten uzaklastinlan
mikroorganizma sayisi artacagindan, uzun el yikama
stiresi varliginda mikroorganizma yikiiniin artmasi
kabul edilebilir bir sonu¢ olmayacaktir.

mikroorganizma

Sonuc olarak, kadin cinsiyet, 40-49 yas grubu ve
yogun bakimda calisan saglik personeli katilimcilarin
el hijyeni acisindan diger katilimcilardan daha basanli
oldugu, ellerde tahris ya da lezyon varliginin ve
nemlendirici kullaniminin ise el hijyenini olumsuz
etkiledigi gozlenmistir. Enfeksiyon hastaliklarindan
korunma ve kontrolde en onemli onlemlerden biri
el yikamadir. Toplumda ve 6zellikle saglik calisanlan
arasinda el hijyeninin 6neminin anlasilmasi, el yikama
pratiklerinin dogru sekilde uygulanmasi agisindan son
derece onemlidir. Bu calismada, hastane iliskili bir
grup katiimcinin el yikama aliskanliklan ellerindeki
mikroorganizma yiikii ile birlikte degerlendirilerek el
yikamanin onemi vurgulanmaya calisilmistir.
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idrar kiiltiirlerinden izole edilen enterokok tiirlerinin dagilimi ve
antibiyotik direnc¢ profillerinin degerlendirilmesi

Melek BILGIN' , Selim GORGUN' , Hacer ISLER! , Ese BASBULUT!

OZET ABSTRACT

Amag: Enterokoklar toplum ve hastane kaynakli Objective:  Enterococci are one of the most
enfeksiyonlarin  6nemli bir etkenidir. idrar yolu commonly detected agents in community and hospital-
enfeksiyonlari enterokok enfeksiyonlarinin en sik  acquired infections. Urinary tract infections are the

rastlanan seklidir. Enterokoklarda bircok antimikrobiyal
ajana kars1 dogal ve kazamlmis tipte direnc gozlenmesi
bu bakterilerin yol actigi enfeksiyonlarin tedavisinde
ciddi

yil icinde idrar orneklerinden izole edilen enterokok

sorunlara yol acmaktadir. Calismamizda, bir
izolatlarinin cesitli antibiyotiklere diren¢ oranlarim

nbelirlenmesi amaclanmaktadir.

Yontem: Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak - Aralik 2018 tarihleri
arasinda cesitli servis ve polikliniklerden gonderilen
idrar orneklerinden izole edilen 300 enterokok susu
calismaya dahil edilmistir. Bakterilerin tamimlamasi ve
antibiyotik duyarliliklan VITEK 2 sistemi (BioMérieux,
Fransa) ve klasik yontemler kullanilarak yapilmistir.
Vankomisin direnci saptanan izolatlarin minimum
inhibitér konsantrasyonlan (MiK) E-test (BioMerieux,
Fransa) kullanilarak belirlenmistir. Duyarliik sonuglari;
European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing (EUCAST) kriterleri esas alinarak belirlenmistir.

most common form of enterococcal infections. Because
enterococci are characterized by natural and acquired
resistance to numerous antibiotics, there are serious
problems in the treatment of infections caused by these
bacteria. In our study, 1t was aimed to determine the
resistance rates of enterococcal strains isolated from

urine samples to various antibiotics within one year.

Methods: 300 enterococci strains isolated from urine
samples sent to Samsun Training and Research Hospital
Microbiology Laboratory between January and December
2018 from various services and polyclinics were included
in the study. The identification of bacteria and their
antibiotic susceptibility were made by using the VITEK 2
system (BioMérieux, France) and conventional methods.
Minimum inhibitory concentrations (MIC) of isolates
with vancomycin resistance were determined by using
the E-test (BioMerieux, France). Sensitivity results
were determined based on European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) criteria.
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Bulgular: izole edilen 300 susun 185 (%61.6)’i
Enterococcus  faecalis, 80 (%26.6)’i Enterococcus
faecium, 30 (%10.0)’u Enterococcus spp., dordi (%1.3)
Enterococcus  gallinarum, biri (%0.3) Enterococcus
raffinosus olarak tammlanmistir. Suslarinin izole edildigi
300 hastanin 174 (%58)’U kadin, 126 (%42)’s1 erkektir.
Yatan hastalardan izole edilen 238 izolatin %40
yogun bakim {initesinden, %28’i cerrahi klinikler, %14’u
dahili klinikler ve %18’i de palyatif kliniginde yatan
hastalardan izole edilmistir. Poliklinik hastalarindan
izole edilen suslarin ise; %13’U acil, %16’s1 dahiliye,
%67’si cerrahi polikliniklere gelen hastalardan izole
edilmistir. Antibiyotiklere direnc oranlan; E. faecalis
ve E. faecium icin sirasiyla; ampisiline %8.1 ve %95,
siprofloksasine %44.8 ve %93.7, vankomisine %0.5
ve %18.7, teikoplanine %0.5 ve %18.7, linezolide %0
ve %2.5, tigesikline %0 ve %1.25 ve yiksek diizey
gentamisine %35.6 ve %60 olarak belirlenmistir. Klasik
yontemlerle Enterococcus spp olarak tanmimlanan 30
izolatin antibiyotik direnc oranlar; ampisilin %33.8,
siprofloksasin %73.3, vankomisin %10, teikoplanin %10,

yuksek diizey gentamisin icin %40 olarak belirlenmistir.

Sonug¢: Hastanemizde izole edilen enterokoklarda,
ozellikle siprofloksasin, vankomisin ve teikoplanin
direncinin  yiiksek olmasi, bu antibiyotiklerin
kullanimin kisitlamaktadir. Uygun olmayan
antibiyotik kullanimi, vankomisine direncli enterokok
kolonizasyonunu artirarak hastane enfeksiyonlarina

neden olabilmektedir.

Anahtar  Kelimeler: Enterokoklar, idrar yolu

enfeksiyonu, enterokok antibiyotik duyarliligi

Results: Of isolated 300 strains, 185 (61.6%) were
identified as Enterococcus faecalis, 80 (26.6%) were
Enterococcus faecium, 30 (10.0%) were Enterococcus
spp., 4 (1.3%) were Enterococcus gallinarum and 1
(0.3%) was Enterococcus raffinosus. 174 (58%) of the 300
patients whose strains were isolated were female and
126 (42%) were male. Of the 238 isolates isolated from
inpatients, 40% were isolated from the intensive care
unit, 28% from surgical clinics, 14% from internal clinics,
and 18% from the palliative clinic. For strains isolated
from polyclinic patients, the rates are as follows: 13%
from emergency clinics, 16% from internal diseases, and
67% from surgical polyclinics. Antibiotic resistance rates
of E. faecalis and E. faecium is determined as 8.1% and
95% for ampicillin, 44.8% and 93.7% for ciprofloxacin,
0.5% and 18.7% for vancomycin, 0.5% and 18.7% for
teicoplanin, 0% and 2.5% for linezolid, 0% and 1.25% for
tigecycline, and 35.6% and 60% for high-level gentamycin
respectively. Antibiotic resistance rates of 30 isolates
defined as Enterococcus spp using conventional methods
were determined as 33.8% for ampicillin, 73.3% for
ciprofloxacin, 10% for vancomycin, 10% for teicoplanin,

and 40% for high-level gentamicin.

Conclusion:  High resistance to ciprofloxacin,
vancomycin and teicoplanin in enterococci isolated
in our hospital limits the use of these antibiotics.
Inappropriate use of antibiotics may increase
vancomycin-resistant enterococcal colonization, leading

to nosocomial infections.

Key Words: Enterococci, urinary tract infections,

enterococci antibiotic susceptibility

GIRIS

insanlarda, gastrointestinal kanalda, genitoiiriner olmalar1 ve bazi antibiyotiklere direncli olmalan
sistem ve oral kavitede normal flora eleman1 nedeniyle, yillar icerisinde gittikce artan oranlarda,
olarak bulunan enterokoklar, siklikla idrar yolu cesitli enfeksiyonlanin etkeni olarak karsimiza
enfeksiyonu etkeni olarak karsimiza cikabilmektedir.  ¢ikmaktadirlar. (1,2).
Enterokoklarin dis ortam kosullarina dayanikli
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Nozokomiyal  enfeksiyonlarin  onde  gelen

biri hastane
kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinda ikinci siklikta
izole edilen etken olarak bildirilmektedir (3,4). Daha

cok altta yatan énemli bir hastaligi olan yaslilarda,

etkenlerinden olan enterokoklar,

uzun siireli hastanede yatan, tedavilerinde invaziv
gerecler kullanilan, genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullanmildigi
enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (5,6).

ve bagisik yetmezlikli hastalarda

Hastane kaynakli enterokok enfeksiyonlarinin
artis1, stk kullanilan antibiyotiklere karsi artan direncle
paralellik gostermektedir (7). Son yillarda kazanilmis
direnc; ozellikle yiksek duzey aminoglikozit direnci
(YDAD),

artan oranlarda bildirilmekte olup kombinasyon

beta-laktamlar ve glikopeptitlere direnc

tedavilerinin etkinligini yok edeceginden ciddi bir
sorun olarak karsirmza cikmaktadir. Bu nedenle
antibiyotik direncinin periyodik olarak tespit edilmesi
tedavi stratejilerinin  belirlenmesinde
olacaktir (6,7).

Aralik 2018 tarihleri arasinda, idrar orneklerinden

yardimai
Calismamizda, Hastanemizde Ocak-
izole edilen enterokok izolatlarinin; ampisilin,
gentamisin, siprofloksasin, vankomisin, teikoplanin,
linezolid ve tigesiklin gibi antibiyotiklere direng

oranlarinin belirlenmesi amaclanmaktadir.
GEREC ve YONTEM

Ocak-Aralik 2018 tarihleri arasinda cesitli servis

ve polikliniklerden mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilmis idrar orneklerinden izole edilen 300
enterokok susu calismaya dahil edilmistir. Kulturu

yapilmak lzere gonderilen idrar ornekleri %5 koyun

kanli agara (RTA, Turkiye) ve Eosin Methylene Blue
(EMB) agara (RTA, Tirkiye) ekilmistir. 37°C’de 18-24
saat inkiibasyon sonunda, uygun koloni morfolojisine
sahip, katalaz testinegatif, pirolidonilarilamidaz (PYR)
testi pozitif, gram pozitif koklarin identifikasyonu ve
antibiyogramlan; tam otomatize bakteri tanimlama
sistemi VITEK 2 (BioMerieux, Fransa) ile calisilmistir.
VITEK-2 ile vankomisin direncli saptanan izolatlarin
E-test (BioMérieux, Fransa) ile MiK degerleri tekrar
calisitmistir. Duyarlilik sonuclar; European Committee
(EUCAST)
kriterleri esas alinarak belirlenmistir. Yiksek diizey
aminoglikozid (YDAD) direnci; VITEK 2 ile tarama testi
seklinde calisitmistir, EUCAST kriterleri esas alinarak

on Antimicrobial Susceptibility Testing

ise YDAD pozitif / negatif olarak belirlenmistir (8).
Kalite kontrol icin Enterococcus faecalis ATCC 29212
standart susu kullamlmistir.

Veriler retrospektif olarak degerlendirilmistir.
Hastalarin tekrarlayan ornekleri calismaya dahil
edilmemistir. Calisma icin Saglik Bilimleri Universitesi
Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi Tipta Uzmanlik
Egitim Kurulu’nun 12.03.2019 tarihinde verdigi TUEK
28-2019 BADK/6-48 sayili izin alinmistir.

BULGULAR

Suslarin izole edildigi 300 hastanin 174’U (%58)
kadin, 126’s1 (%42) erkektir. izole edilen 300 susun
238’1 (%79.3) yatan hastalardan, 62’si (%20.7)
poliklinik hastalarindan izole edilmistir. Ayaktan
ve yatan hastalardan izole edilen 300 susun tir
diizeyinde dagilim Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Samsun ES. ve Ar. Hast. servis ve poliklinik hastalarindan izole edilen 300 enterokok susunun tiir diizeyinde dagilimi

(Ocak-Aralik 20180
E. faecalis E. faecium Enterococcus spp. E. gallinarum E. raffinosus
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Yatan 137 (74) 78 (97.5) 18 (60) 4 (100) 1 (100)
Ayaktan 48 (36) 2 (2.5) 12 (40) 0 0
Toplam 185 80 30 4 1
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izole edilen E. faecalis suslanmn %74°, E.
faecium suslarinin %97.5’i yatan hastalardan izole
edilmistir. E. faecalis icin yatan ve ayaktan hastalarda
antibiyotik direnc oranlan sirasiyla; ampisilin icin
%9, %7; siprofloksasin icin %46, %41; YDAD icin %34,
%30 olarak saptanmistir. Vankomisin ve teikoplanin
direnci sadece bir yatan hastada tespit edilmistir

Yatan hastalardan izole edilen 238 izolatin; 95
(%40)’i yogun bakim Uinitesinden, ayaktan hastalardan
izole edilen 62 izolatin ise 42 (%67.7)’si cerrahi
polikliniklerden (35/42 iiroloji) izole edilmistir. izole
edilen 300 susun lreme saptandigi klinikler Tablo
2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Enterokok suslarinin iireme saptandigi klinikler

Enterokoklarda vankomisin direnci VITEK 2 ve
E-test yontemleriyle arastirilmis, iki yontem %100
uyumlu bulunmustur. izole edilen enterokok tiirlerinin
Vitek-2 ile tespit edilen ve EUCAST kriterleri esas
alinarak belirlenen antibiyotiklere direnc oranlan
Tablo 3’de gosterilmistir. E. faecalis icin en yiksek
direnc %45 ile siprofloksasine ve E. faecium icin
en yuksek direnc ise %95 ile ampisiline kars1 tespit
edilmistir. Klasik yontemlerle Enterococcus spp olarak
tamimlanan 30 izolatin antibiyotik diren¢c oranlan
ampisilin %36, siprofloksasin %73, vankomisin %10,
teikoplanin %10 ve YDAD icin %40 olarak belirlenmistir.

Ornegin Gonderildigi Klinik Yatan n (%) Ayaktan n (%)
Yogun Bakim Unitesi 95 (40,0)

Cerrahi Birimler 68 (28.5) 42 (67.7)
Dahili Birimler 32 (13.5) 12 (19.3)
Palyatif Bakim Unitesi 43 (18,0)

Acil 8 (13,0)
Toplam 238 (100,0) 62 (100,0)

Tablo 3. Enterokok tiirlerinin antibiyotiklere direng oranlan

Antibiyotik nEi1 jggcal is% i . ( jg’(cz)iciug in(t;g;)coccus sp[;é.
Ampisilin 15 8.1 76 95 10 33.3
YDAD* 66 35.6 48 60 12 40
Siprofloksasin 83 44.8 75 93.7 22 73.3
Vankomisin 1 0.5 15 18.7 3 10
Teikoplanin 1 0.5 15 18.7 3 10
Linezolid 0 0 2 2.5 0 0
Tigesiklin 0 0 1 1.25 0 0

*YDAD: Yiiksek diizey aminoglikozid direnci
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TARTISMA ve SONUC

Enterokoklar; toplum ve hastane kaynakli

Ozellikle
son 20 yilda onemli hastane patojenlerinden biri

enfeksiyonlarin onemli bir etkenidir (9).

olmustur (10). Idrar yolu enfeksiyonlar enterokok
enfeksiyonlarnininensik rastlanan seklidir. Enterokoklar
tahminen tim idrar yolu enfeksiyonlarinin %10’undan,
hastane kaynakli olanlarin ise %16’sindan sorumlu
tutulmaktadir (7-11).

Enterokoklarin en onemli 6zelligi, gram pozitif
bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullamlan bircok
antimikrobik ajana kars1 direnc gostermeleridir. Bu
yuzden izole edilecek enterokoklarin tur diizeyinde
adlandinlip, antibiyotik duyarliigimin belirlenmesi,
uygun tedavinin secilebilmesi icin onemlidir (10).

insanlarda enterokoklar toplum ve hastane kokenli
enfeksiyonlar yapabilirler. Enterococcus cinsi icinde
yaklasik olarak 20 tiir yer almaktadir. Bunlardan E.
faecalis ve E. faecium insanlarda en sik saptanan
(3,12). bildirilen
calismalarda, enterokok tir dagilimi incelendiginde,

tiirlerdir Ulkemizden cesitli

Comert ve ark. calismalarinda %67.3’Unun E.
faecalis, %26.9’unun E. faecium; Ozseven ve ark. ise
%52’sinin E. faecalis, %48’inin E. faecium oldugunu
belirtmislerdir (3, 13). Gulcan ve ark. nin yaptiklan
calismada ayaktan hastalarda %91.6 E. faecalis, yatan
hastalarda % 59.3 E. faecium daha yiiksek oranlarda
izole edilmistir (11). Calismamizda benzer sekilde
izolatlarin %61.6’s1 E. faecalis, % 26.6’s1 E. faecium
olarak tespit edilmistir ancak ayaktan ve yatan
hastalarda sirasiyla %77 ve %57 olarak E. faecalis
daha yiksek oranda izole edilmistir.

Odemis ve ark. calismaya aldiklann hastalarin
%57’sinin yogun bakim (nitesinde, %18’inin dabhili
birimlerde, %23’linuin cerrahi birimlerde yatmakta olan
hastalar oldugunu bildirmislerdir (4). Calismamizda
da benzer sekilde yatan hastalardan izole edilen
238 izolatin %40’1 yogun bakimlardan, %13.5 dahili
birimlerden, %28.5’i cerrahi birimlerden, %18’i ise
palyatif servisindeki hastalardan izole edilmistir.

Ampisilin enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde

duyarlilk saptanmasi halinde oncelikle tercih
edilmesi gereken antimikrobiyal ajanlardan birisidir
ancak artan diren¢ oram nedeniyle ampirik tedavide
kullaniminda tedavi basansizliklan gorilebilmektedir.
Ulkemizden yapilan bildirimlerde enterokoklarda
ampisilin direncinin E. faecalis icin %3-74, E. faecium
icin %89-96 arasinda dagilim gosterdigi gozlenmektedir
(7, 10). E. faecalis’de ampisilin direnci calismalarda
izolatlarin toplum kaynakli ya da hastane kaynakli
olmasina gore degismektedir. Odemis ve ark.
calismalarinda; sadece yatan hastalardan izole edilen
suslar degerlendirdikleri icin hem E. faecalis (%50)
hem de E. faecium (%94) icin ampisilini suslarin en
direncli oldugu antibiyotik olarak saptamislardir (4).
Cin’de Jia ve ark.’nin yaptig1 calismada E. faecalis
icin %5, E. faecium icin %82 ampisilin direnci
saptamislardir (14). Simsek M’nin calismasinda E.
faecalis icin bu oran %10.6, E. faecium icin %83.9 ile
en yuksek direnc oranina sahip olarak belirlenmistir
(15). Bizim calismamizda da benzer sekilde ampisilin
direnci E. faecalis icin %8.1, E. faecium icin %95 ile
en yuksek direnc oranina sahip olarak belirlenmistir.

Kinolonlarin enterokoklara etkinligi simrlidir.

Bu nedenle enterokok enfeksiyonlar1 arasinda
yalmzca Uriner sistem enfeksiyonlarinda alternatif
tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir (16,
17). Avrupa’da yapilan cok merkezli bir calismada,
siprofloksasin direnc oran1 E. faecalis suslarinda %6
ve E. faecium suslarinda %33 olarak bulunmustur
(18). Ulkemizde yapilan calismalarda E. faecalis ve
E. faecium icin sirasiyla Butcu ve ark. %34.3, %84.8;
Odemis ve ark. %36, %86; Simsek M %37.5 ve %68.5
olarak bildirmislerdir (4, 15, 17). Bizim ¢alismamizda
da %45 ve %93 olarak siprofloksasine yiksek oranda
direng¢ saptanmistir.  Kinolonlarin  toplumda ve
hastanelerde sik kullamlmasinin bir sonucu olarak
kinolon direng oranlarimin yiiksek bulundugu, ampirik
tedavide kinolonlarin daha dikkatli kullanilmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.
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YDAD
kombinasyonunun

beta
sinerjistik  bakterisidal

varliginda laktam-aminoglikozid
etkisi
ortadan kalkmaktadir. ”Central Asian and Eastern
European Surveillance of Antimicrobial Resistance”
(CAESAR)

omurilik sivisindan izole edilen E. faecalis ve E.

raporunda llkemizdeki kan ve beyin
faecium suslarinda, YDAD direnci sirasiyla %38 ve
%52 olarak; Butcu ve ark. tarafindan da %13.4 ve %58
olarak bildirilmistir (17, 19). Sharifzadeh Peyvasti ve
ark. calismalarinda 195 izolatin %42.2’sinde YDAD
saptamislardir (20). Bizim calismamizda da YDAD E.
faecalis icin %36 ve E. faecium icin %60 olarak diger
merkezlerle benzer oranlarda saptanmistir.

beta laktam ve

aminoglikozid direncli enfeksiyonlarin tedavisinde

Glikopeptidler ozellikle
sik tercih edilmektedir. Yogun bakim Uniteleri basta
olmak uzere vankomisinin sik kullanimi direnc
“Ulusal

Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Ag1” verilerine

oranlarinin artisina neden olmaktadir.
ve diger calismalara gore lilkemizdeki vankomisin
direnci E. faecalis’te %0-4, E. faecium’da ise %0-23
olarak belirtilmektedir (3,17,21). CAESAR raporuna
gore ise sirasiyla %1 ve %13 olarak bildirilmistir (19).
Calismamizda vankomisin direnci E. faecalis ve
E. faecium icin sirasiyla %0.5 ve %18, teikoplanin
direnci de vankomisin direnci ile ayn1 oranda tespit
edilmistir. Aym zamanda calismamizda tespit edilen
15 vankomisin direncli E. faecium (VRE) izolatlarinin
6 tanesi palyatif servisinde, 6’s1 yogun bakimda, 4’
de cerrahi servisindeki hastalardan izole edilmistir.
Sonuclar yakin zamanda

yapilan calismalarla

benzer bulunmustur. Bu veriler, hastanemizde
enterokok enfeksiyonlarinin tanmisinda tur dizeyinde
identifikasyonun ©Onemli oldugunu ve tedavisinde
daha dikkatli

duyarliik oranlarinin takip edilmesinin gerekliligini

vankomisinin kullanilmasinin  ve

gostermektedir.

Linezolid, klinik enfeksiyonlara neden olan tim
Gram pozitif bakterilerde giiclii in vitro aktivite
gosteren ve son yillarda klinik kullanimi artan

yeni bir antimikrobiyal ajandir. Basta vankomisine
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direncli E. faecium suslan olmak lzere, coklu ilac
direncli Gram pozitif patojenlerin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
ajana kars1 spontan mutasyonlar sonucunda direng
gelisimi cok dusuk duzeylerde gozlenmesine karsin,
tedavide yanlis olarak linezolidin suboptimal dozlarda
kullanmlmasinin direncli suslarin ortaya cikmasina
(22).
yayinlanan bazi calismalarda ise enterokok suslarinda

neden olabilecegi bildirilmistir Ulkemizde
linezolid direncine rastlanmamistir (1,16). Odemis
ve ark. E. faecalis’te %1, E. faecium’da %6; Simsek
M. ise calismasinda sirasiyla %3.1 ve %4.9 linezolid
direnci saptamislardir (4, 15). CAESAR verilerine
gore ulkemizde E. faecalis’te direnc saptanmamis,
E. faecium’da ise %3 linezolid direnci bildirilmistir
(19). Bizim calismamizda CAESAR verilerine benzer
sekilde E. faecalis’te direnc saptanmamis ancak E.
faecium’da %6 linezolid direnci saptanmistir.

Tigesiklinin, glikopeptidlere direncli enterokok
gibi direncli Gram pozitif bakterilere etkili oldugu
gosterilmistir (23). Aynca, tigesiklinin kinupristin/
dalfopristin, linezolid ve daptomisine kiyasla VRE
suslarinda daha etkili oldugu da yapilan ¢calismalarda
tespit edilmistir (1). Yapilan yurt dis1 calismalarda,
Souli ve ark. 60 E. faecium susunun hepsini tigesikline
duyarli olarak bulmuslardir (24). Ulkemizde Etiz ve
ark. calismalarinda, 536 enterokok susunun yalnizca
ikisinde (%0.3) tigesiklin direnci bildirmislerdir (15).
Calismamizda, izole ettigimiz 300 enterokok susunun
yalnizca bir E. faecium susunda tigesiklin direnci
tespit edilmistir.

Calismamizda Enterococcus spp. olarak calismaya
dahil ettigimiz 30 izolatin tiir tayini yapilamamis
olmasi calismamizda kisitlibk olusturmaktadir.

Sonuc olarak; hastanemizde izole edilen
enterokoklarda siprofloksasin, vankomisin
ve teikoplanin direncinin yiksek olmasi bu

antibiyotiklerin tedavide kullammin kisitlamaktadir.
Uygun olmayan antibiyotik kullanimi, vankomisine
direncli enterokok kolonizasyonunu artirarak hastane
infeksiyonlarina neden olabilmektedir. Bu nedenle



antibiyotik kullaniminda, kultur antibiyogram sonuclan
goz oniinde bulundurulmalidir. Ampirik tedavinin
onemli oldugu yasam tehdit eden ciddi enterokok
enfeksiyonlarinda, klinisyene yol gostermek amaciyla
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Melanoma hiicrelerinde epoksomisinin indiikledigi apoptozis siirecinde
gerceklesen erken spektral degisikliklerin belirlenmesi

Ertan KUCUKSAYAN'

, Ashinur SIRCAN KUCUKSAYAN?

OZET

Amac: Hicrelerde apoptozis siirecinde meydana

gelen spektral degisikliklerin belirlenmesi yeni

tedavi ve ilac arastirmalarina onemli bilgiler

saglayabilir. Apoptotik hiicreler, hiicre kigiilmesi
ve parcalanmasina yol acan bir dizi hicre alti
degisiklige ugrar. Apoptotik siirecte bu degisimlerin
erken asamada zamana bagli olarak belirlenmesi
hiicre kiltird calismalarina yeni bir yon verebilir. Bu
calismanin amaci melanoma hiicrelerinin apoptozis
sirecinde erken asamada meydana gelen spektral
degisikliklerin zamana bagli olarak belirlenebilecegi
bir yontem gelistirmektir.

Yontem: Bu calismada A375 melanoma hiicre
hattinda apoptozisi indiiklemek icin epoksomisin
(Epo) kullamilmistir ve apoptotik doz MTT yontemi
ile belirlenmistir. Erken apoptotik siirecinin zamana
bagli degerlendirilebilmesi icin sabit Epo dozuyla
bes farkli zaman noktasinda (0.5-6 saat) olcumler
yapilmistir. Apoptozisin en onemli uyarani olan ROS
Olciimii DCFH-DA yontemi ile yapilmistir. Western Blot
teknigi ile Bax miktar1 belirlenmistir. Geri yansima
spektroskopisi sistemi ile olculen spektrumlardan

spektroskopik apoptozis indeksi belirlenmistir.

ABSTRACT

Objective: Determining the changes in the apoptosis
process in cells can provide important information
for new treatment and drug research. Apoptotic cells
undergo a series of subcellular changes that lead to cell
shrinkage and fragmentation. Determining these early
changes in the apoptotic process depending on time may
provide a new perspective to cell culture studies. The
aim of this study is to develop a method in which early
spectral changes occurring in the apoptosis process of

melanoma cells can be determined depending on time.

Methods: In this study, epoxomicin (Epo) was used to
induce apoptosis in A375 melanoma cell line and apoptotic
dose was determined by MTT method. In order to evaluate
the early apoptotic process in a time-dependent manner,
measurements were made at five different time points
(0.5-6 hours) with a fixed Epo dose. DCFH-DA method was
used to measure ROS, which is the most important stimulus
of apoptosis. Bax amount was determined by Western Blot
technique. Spectroscopic measurements were made with a
back-reflection spectroscopy experiment setup consisting
of spectrometer, tungsten-halogen light source and fiber
optic probe. Apoptosis index values were determined from

spectra.
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Bulgular:  Melanoma hicrelerinin  apoptozis

suresinde oOlculen spektrumlar ile erken spektral
degisiklikler belirlenmistir. ROS Oolclimlerinde 2., 4.
ve 6. saat olcumlerinde kontrole gore anlamli fark
bulunmustur. Hiicre canliiginin 24 saat sonra 75 ve
100 nM Epo dozlarinda kontrole gore %70 azaldigi
bulunmustur. Apoptozisin bir gostergesi olarak tim Epo
gruplarinda zamana bagli olarak Bax seviyelerinin arttigi
bulunmustur. Spektroskopik apoptozis indeks degeri tiim

gruplarda ROS ve Bax sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Sonuc¢: Hucre kulturiinde apoptozis surecinde
erken asamada meydana gelen spektral degisikliklerin
geri yansima spektroskopisi ile belirlenebilecegi yeni
bir yaklasim sunulmustur. Bu yaklasimin hiicre kulturu
calismalarinda apoptozisi hucre kiiltiri kosullarina
miidahale etmeden, zamana bagli olarak izleyebilen bir

yontem olarak gelistirilme potansiyeli vardir.

Anahtar Kelimeler: Geri yansima spektroskopisi,

apoptozis, epoksomisin, melanoma

Results: Early spectral changes were determined
with the spectra measured in the apoptosis time of
melanoma cells. A significant difference was found in
ROS measurements at 2, 4 and 6 hours compared to
control. Cell viability was found to be 70% lower than
control at 75 and 100 nM Epo doses after 24 hours.
Time-dependent Bax levels were found to increase in all
Epo groups as an indicator of apoptosis. Spectroscopic
apoptosis index value was found to be compatible with

ROS and Bax results at all groups.

Conclusion: A new approach has been presented in
which spectral changes occurring in the early stage of
the apoptosis process in cell culture can be determined
by back reflection spectroscopy. This approach has the
potential to be developed in cell culture studies as a
method that can monitor apoptosis over time without

interfering with cell culture conditions.

Key Words: Back reflection spectroscopy, apoptosis,

epoxomicin, melanoma

GiRIiS

Homeostazisin korunmasi, hiicre proliferasyonu
ve hiicre oluimi arasindaki denge ile saglanir.
Apoptozis, homeostazisde onemli bir rol oynayan
programlanmis, inflamatuar olmayan, fizyolojik bir
hiicre olumiu seklidir. Apoptozis sirasinda cok sayida
biyokimyasal mekanizmanin gerceklesmesine paralel
olarak hiicre morfolojisinde karakteristik degisiklikler
degisiklikler
apoptozis indilksiyon mekanizmasina ve apoptozis

meydana gelir. Bu hiicre tipine,
siirecinin analiz edildigi zaman noktasina bagli olarak
degisir (1). Apoptozis siirecinin iyi anlasilmasi, hiicre
proliferasyonu ve hiicre olumu arasinda dengesizlik
gosteren kanser gibi hastaliklarin terapotik tedavisinin
potansiyel olarak yeni hedeflerine isaret edecektir (2-

8). Kanser arastirmalarinda apoptozisin baslatilmasi
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hedeflenir ve meydan gelen degisikliklerin belirlenir
9, 10).
asamada gerceklesen degisikliklerin belirlenebilecegi

Dolayisiyla apoptozis siirecinde erken

yeni yontemlerin arastirilmasi oldukca onemlidir.

Hiicre icinde olusan anormal proteinler veya
zamanla olusan istenmeyen proteinler, ubikitinlerle
isaretlenir ve proteazom kompleksi araciigiyla yikilir
(11). Epoksomisin (Epo) in vivo ve in vitro olarak anti-
inflamatuar etkinligi iyi bilinen hiicre icine gecebilen
selektif irreversible bir proteazom inhibitoriidir ve
cesitli etki mekanizmalar ile ubikitin proteazom
yolagin1 proteazom iizerinden inhibe etmektedirler
(12). Proteazom inhibitorleri bircok calismada kanser
hiicrelerine kars1 yeni bir tedavi secenegi olarak
denenmektedir (13).



Apoptozis sirasinda meydana gelen morfolojik
ve biyokimyasal degisiklikler, hiicre Kkiiltiirlerinde
apoptozisi tespit etmeye yonelik mevcut yontemlerin
temelini olusturur. Apoptotik surecler birka¢ saat
gibi kisa bir sirede gelisebilir ve kullanilan yonteme
ve ornekleme siiresine bagli olarak tespit etmek zor
olabilir. Hiicre olumi miktarim ve turlini olcerken,
yontem secimi kritik onem sahiptir ve elde edilen
sonuclan etkileyebilir. Farkli saptama yontemleri

kullanan c¢ok sayida apoptozis belirleme Kkiti
bulunmaktadir. Hiicre canliigiii degerlendirmenin
en basit ama yolu, dikkatli mikroskobik incelemedir.
inverted mikroskop ile hiicre kiiltiirii ortamindaki
hiicreler incel”enerek oli hiicreler kantitatif olarak
belirlenebilir. Hiicreleri hemasitometre ile saymak,
hiicre olumunu olgmenin en temel yontemidir. Bu
yontemde, hiicre stispansiyonu PBS icinde esit hacimde
%0.01 tripan mavisi ile kanstinlir. Ancak apoptotik
nekrotik hiicre ayrimi yapilamaz. Floresan mikroskop
kullanilarak apoptotik ve nekrotik hiicreler arasinda
daha iyi aynm saglayan bir protokol kullanilabilir.
Bu teknikte bir hiicre siispansiyonu, floresan DNA
baglayici boyalarla karistirilir ve saymak icin floresan
mikroskobu ile incelenir. Akis sitometrisi ile hicreler
fiziksel ve kimyasal ozelliklerine gore analiz edilir ve
apoptozisi belirlemenin ideal yontemdir (14). Annexin
V veya propidyum iyodiir gibi isaretcilerin kullamldig
ve hiicrelere gonderilen 151810 ileri yonli sagilma
(forward scatter) miktarinin olciilmesi prensibiyle
calisan bir yontemdir (15). Apoptozisi belirlemeye
yonelik mevcut tim yontemler, hiicreleri sabitlemek
ve boyamak icin bir eksojen ajanin eklenmesini ve /
veya hiicre kiltiri ortamina fiziksel veya kimyasal
etki edilmesini gerektirir. Bu yontemler maliyet ve
hiicre kayiplan gibi dezavantajlara sahip olmalarinin
yani sira belirli bir zaman noktasindaki degerlendirme
ile simirlidir. Apoptozisi belirlemenin en ideal yolu
hiicrelerin kulturd ortamina miudahale etmeden ve

hizl bir sekilde apoptotik siirecin degerlendirilmesidir.
Son yillarda hiicre kilturu calismalarinda apoptozis

sirecini daha uzun siireli in vivo ve noninvasif
olciimler ile degerlendirme hedefiyle optik yontemler

gelistirmeye yonelik calismalar yapilmaktadir (16,
17). Geri yansima spektroskopisi yontemi ile ol¢cum
yapilan numunenin optik o0Ozellikleri belirlenebilir
(18).

alinan numune hakkinda bilgi veren, 1s181n sacilimi ve

Bu yontem ile olcilen spektrumlar, olcim

absorpsiyonuna bagli bir sinyaldir (19, 20). Numuneye
gonderilen 151k, numunedeki parcaciklarin boyutuna,
sekline, 15181 kirma indisine bagli olarak belirli
acilar ile saciir (21). Geri Yansima Spektroskopisi,
hiicrelerdeki kirilma indisi degisiminden dolay elastik
olarak sacilan fotonlarin olusturdugu geri yansima
sinyaline dayanir (22).

hem hem

Apoptozisle ilgili

de morfolojik degisimler

biyokimyasal
diger
Apoptotik hiicreler,

hiicre  6lum
mekanizmalarindan farklhdir.
hiicre kiiclilmesi ve hiicrenin parcalanmasina yol
acan bir dizi hiicre alti degisiklige ugrar. Geri
yansima spektroskopisi bu hiicre alti1 diizeydeki
mikro degisimlere duyarlidir. Apoptotik siirecte bu
degisimlerin erken asamada zamana bagli olarak
belirlenmesi hiicre kilturii calismalarina yeni bir
yon verecektir. melanoma
hiicrelerinin apoptozis siirecinde erken asamada

meydana gelen spektral degisikliklerin zamana bagli

Bu calismanin amaci

olarak geri yansima spektroskopisi ile belirlenebilecegi
bir yontem gelistirmektir.

GEREC ve YONTEM

Hiicre Kiiltiirli ve Deney Gruplan

A375 malin melanoma hiicreleri %10 fotal sigir
serumu (FBS), 100 units/mL penisilin, 100 pg/mL
streptomisin ve 1 mM glutamin iceren DMEM’de
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium), 37°C, %5 CO,
ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit
inkiibatoriinde standart hiicre kiiltiirii teknigi ile
cogaltilmistir.

MTT ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Melanoma hiicrelerinde uygun apoptozis dozunu
belirlemek icin Epoksomisin (5-100 nM) doz araliginda
uygulandi. Hucrelerin petrilere ekilmesinden sonra
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medyum atilarak, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 nM
dozlarda Epo iceren medyum kuyulara uygulandi.
Kontrol sadece melanoma hicrelerini
Epo
belirlenen dozlardaki Epo ile petriler metotlara
uygun %5 CO,
ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit

iceren ve

uygulamas1 yapilmayan gruptur. Hicreler,

inkiibasyon siirelerinde 37°C’de,

inkuibatoriinde inkibe edildi ve 24 saat sonunda ve
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromiir] testi yapildi.

Bu yontemde MTT formazana indirgenir, bu
reaksiyon ile olusan renk kolorimetrik olarak olculdu.
Canli hiicrelerin tetrazolyum ile formazan olusturmas:
temeline dayanir ve olusan renk degisimi absorbans
olcumi ile belirlendi. Bunun icin A375 hicreleri
petrilere 1x10* hiicre olacak sekilde ayarlanarak
ekildi ve yapismalan icin bir gece beklendi. Hiicreler
5-100 nM dozlardaki Epo ile 96 kuyucuklu plakada 24
saat suresince inkiibe edildikten sonra medyumlar
atildi. Taze medyum kuyucuklara eklenerek calisilan
her kuyucuguna 0.5 mg/ml MTT iceren eklendi ve
4 saat 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemlendirilmis hava
iceren karbondioksit inkubatoriinde inkiibe edildi.
inkiibasyon siirecinin sonunda kuyucuklarin dibinde
formazan kristalleri goruldi ve 200 pL dimetil
sulfoksit eklendi Pipetaj yapilarak kanstinldi ve
absorbans olcimi icin uygun homojen mavi bir
soliisyon meydana gelmesini sagladi. Daha sonra
bir saat icinde, 570 nm dalga boyunda, ELISA plak
okuyucusunda olcim yapildi. Sadece hiicre (kontrol)
veya Epo uygulanmis hiicre iceren kuyularin absorbans
degerlerinden, hiicre icermeyen kuyularin absorbans
degerleri ¢ikartildi. Yasayan hiicre yiizdesi; kontrol
grubunun absorbans degerlerinin ilacla inkiibe edilen
hiicrelerin absorbans degerleri ile karsilastirilimasiyla
hesaplandi. Sonuclar % canlilik olarak ifade edildi.
Deneyler ¢ kere tekrarlandi ve her gruptan i¢ 6rnek
calisildi.

Hiicre ici ROS Miktarimin Belirlenmesi

Apoptozisin en nemliuyaraniolan ROS oldugundan
dolay1 hiicre icinde inkiibasyon sonunda olusan ROS
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miktan, DCF (2’,7’-dichlorofluorescein)’nin floresans
ozelliginden yararlanarak hesaplanmistir. Bunun igin
A375 hiicreleri 6 kuyulu plak icerisine 25 x 104 hiicre
olacak sekilde ekildi ve bir gece hiicrelerin yapismasi
icin bekletildi. Hucreler 100 nM Epo ile 6 kuyulu
plak 0.5, 1, 2, 4, 6 saat siiresince inkiibe edildikten
sonra medyumlar atildi ve hucreler PBS yikandi.
Son konsantrasyonu 50 pM olacak sekilde DCFH,-DA
(2',7"-Dichlorofluorescin diacetate) boyas1 eklendi,
30 dakika boyunca karanlikta 37 °C inkibatorde
bekletildi. Daha sonra 10 dakika 500xg’de santrifiij
edildi. Hiicrelerde ROS ile olusan DCF, 20X biyiitme
ile floresans mikroskopta incelendi. Bu ol¢im tium
gruplarda en az ii¢ kere yapildi. Daha sonra fotografi
cekilen hicrelerin hiicre canliigi Image j programi
yardimiyla analiz edildi. Sonuclar ila¢ uygulanmayan
kontrol grubuna oranlanarak verildi.

Apoptozisin Western Blot ile Belirlenmesi

Epo hicrede bircok apoptotik yolu aktive
edebilir. Bax mitokondriyal membran gecirgenligi,
mitokondriyal fonksiyon ve Cyt-c saliniminin etkisini
diizenlemede anahtar rol oynar (9). Bax seviyelerinin
artisi
yuzden apoptotik marker olarak Bax’1 sectik. A375
insan melanom hiicreleri 100 nM Epo dozu ile farkh

apoptozisin  uyarildigin1  gosterebilir.  Bu

sirelerde (0.5-6 saat) yapilan inkiibasyonlardan sonra
hiicreler kazindiktan sonra iki kez PBS ile yikandi
ve santrifiij edildi. Hiicre peletleri, RIPA tamponu
ve proteaz inhibitor kokteyli iceren tamponda liziz
edildi. Buz uzerinde 30 dakika inkiibasyondan sonra
stipernatanlar, 4°C’de 10 dakika 23.000 x g’de santrifij
edildi. Bradford yontemi, protein konsantrasyonlarini
belirlendi. 30 pg protein iceren numuneler Western
Blot yontemi ile analiz edildi. Proteinler, SDS-PAGE
jelleri uzerinde ayrildi ve PVDF membranlarina
aktarildi. Membranlarin oda sicakliginda en az bir
saat bloking tamponu (% 5 yagsiz kuru siit, 20 mM
Tris-HClL pH 7.6, 150 mM NaCl ve% 0.1 Tween-20)
ile inkiibe edilmesiyle spesifik olmayan protein
baglanmasi onlendi. Daha sonra membranlar, 1:1.000

oraninda seyreltilen Bax spesifik birincil antikorlarla



bir gece boyunca 4 °C’de inkube edildi. Membranlar
daha sonra peroksidaz ile konjuge ikincil antikorlar
(1:10,000) 1 saat inkiibe edildi. immiinoblotlarin
dansitometrik analizinde ECL reaktifi ve Syngene
kullanildi.
Image j programi yardimiyla analiz edildi. Sonucglar

GBox gorintiileme cihazi Goriintuler
ilac uygulanmayan kontrol grubuna ve B-Aktin’e
oranlanarak verildi.

Spektroskopik Olciimler

Geri yansima spektrumu olciimleri, spektrometre,
fiber optik prob, ve bir dizistu
bilgisayardan olusan bir deney diizenegi ile yapild.

Bu odlciimlerde 151k kaynag olarak tungsten-halojen

151k kaynagi

lamba (Ocean Optics, Inc. Florida, ABD), spektroskopik
veriler icin 400 ile 850 nm arasindaki dalga boyuna
USB2000 model,
Optics, Inc. Florida, ABD) kullanildi. Spektrometreden
bilgisayardaki (OOIBase32
Platinum, Ocean Optics, Inc, Florida, USA) ile analiz

duyarly, spektrometre (Ocean

gelen veriler yazilim
edilmistir. Numuneye 15181 gondermek ve toplamak
icin dairesel geometriye sahip bir fiber optik prob
kullanldi. Optik probta alt1 tane dedektor fiber, bir
tane kaynak fiberinin cevresine simetrik ve dairesel
bir yapida yerlestirilmistir. Tim fiberlerin caplar 400
pm dir ve probun ucunda birbirlerine bitisik olarak
konumlandinldi. Spektrumlar, Igor Pro 8.04 teknik
grafik ve veri analizi programi ile islendi.

Spektroskopik dl¢limlerden dnce, fiber baglantilar
ile ara yiizeylerde meydana gelen yansimalan ve
tungsten halojen spektral
etkisini kaldirmak icin kalibrasyon yapildi

lambanin dagiliminin
(23).
Kalibrasyondan sonra ol¢imler siyah zemin uzerinde,
probun hazirlanan hiicre kilturi numune tipiinde
2-3 mm derinlige daldirnlmasi ile yapildi. Her olgciim
sonrasinda kalibre edilmis spektrum daha Onceki
calismalarda aciklandig1 gibi hesapland1 (24, 25).
Kontrol ve farkli siirelerde (0.5-1 sa) 100 nM Epo ile
inkuibe edilen hiicrelerden olusan Epo gruplarinin her
birinden 8 defa geri yansima spektrumu olcildu ve
kaydedildi. Olciilen bu 8 geri yansima spektrumunun
ortalamas1 alindi. Spektrumlardaki 550 ve 800 nm

deki 151k siddeti orant (l,5,/l,,
calismalarda “Spektroskopik Apoptozis indeksi” diye
adlandinlmist1  (26). Bu calismada Spektroskopik
Apoptozis indeksi 800 nm deki 151k siddetinin 550

nm de ki 151k siddetine oranindan hesaplandi (I

) daha 6nce yaptigimiz

800/

ls,)- Spektroskopik apoptotik indeks degerlerinin
apoptozis surecinde kontrole gore azalis yerine
artis olarak ifade edilmesinin daha uygun oldugu
diisunuldd. kontrole oraninin

Ayrica sonuglarin

verilmesinin  sonuclarin  sunumu agisindan daha
pratik ve standardize oldugu goriildi. Spektroskopik
Apoptozis indeksi spektrumlarda zamana bagli olarak
apoptozisin meydana getirdigi spektral degisimin
nicel olarak ifadesidir.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz

5.03 paket programi kullanilarak yapildi. p<0.05

Graphpad Prism Version

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Deneyler
her grup icin Uc tekrarli olarak yapildi. Nicel veriler
ortalama + SD olarak verildi. Gruplar arast anlaml
farkliliklan Kruskal-Wallis testi
kullanldi. bir fark
bulunursa, iki karsilastirmalar

belirlemek icin
Kruskal-Wallis testinde onemli
grup arasindaki

degerlendirmek icin Dunn’s testi kullanildi.
BULGULAR

MTT ile Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

A375 hiicrelerine 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100
nM Epo dozlan 24 saatlik inkiibasyon ile uygulandi.
Sekil 1’de hiicrelerin belirlenen dozlar ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonras1 kontrole gore % canlilik sonuclar
20, 30, 40, 50, 75 ve 100 nM Epo
uygulamasinin kontrol grubuyla karsilastinldiginda

gorilmektedir.

canliigin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 bulundu (p<0,001). MTT sonucunda 75 ve
100 nM Epo dozlarinda canliigin kontrole gore %65
azaldig1 bulundu. Canlilik testi sonucunda hiicreleri
apoptozise en iyi ugratan dozun 100 nM oldugu
bulunmustur. Bundan dolay1 zamana bagli 6lciimlerin
yapilacagi deney gruplarinda 100 nM Epo uygulamasi
yapildi.
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Sekil 1. Farkl dozlardaki Epo’in A375 hiicrelerinde 24. saatin sonunda kontrole gore % canlilik iizerine etkisi.
* Degerleri, kontrol gruplarindan énemli 6l¢iide farklidir (p <0.001).
** Degerleri, kontrol 20 ve 30 nM gruplarindan onemli dlciide farklidir (p <0.001).

# Degerleri, tim gruplardan 6nemli dlciide farklidir (p <0.001)

Hiicre ici ROS Miktarimin Belirlenmesi

Hucrelere 100 nM Epo dozu ile farkli sirelerde
(0.5-6 saat) yapilan inkiibasyonlardan sonra ROS
miktar olcildu. Kontrol ve Epo gruplarinin floresans
fotograflarn  Sekil
gruplarinda ROS miktarinda kontrole gore artislar

2’de gorilmektedir. Tum Epo

gozlendi. Bu artisin 0.5 ve 1 saatlik inkubasyon
siirelerinde anlamli olmadig1 belirlendi (Sekil 3).
Ancak ROS miktarimin 2, 4 ve 6 saatlik inkiibasyon
surelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde arttig1 bulundu (p<0,001).

Sekil 2. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkl siirelerden (0.5-6 sa) olusan gruplarin ROS miktarina bagli floresanslarinin 20X

biyutiilmesiyle elde edilen mikroskop goriintiisii

Turk Hij Den Biyol Derg



Sekil 3. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkli siirelerden (0.5-6 saat) olusan gruplarin ROS miktarina bagli floresans siddetleri.
* Degerleri, kontrol gruplarindan énemli 6lclide farklidir (p <0.001).
# Degerleri, 2. ve 4. saat gruplardan 6nemli dlciide farklidir (p <0.001)

Western Blot ile Bax Proteinin Belirlenmesi
Hucrelere 100 nM Epo dozu ile farkli surelerde
(0.5-6 saat) yapilan inkiibasyonlardan sonra Bax
miktarn western blot ile belirlendi. Kontrol ve Epo
gruplarinin Bax protein batlari ve dansitometrik
Sekil
gruplaninda Bax miktarinda kontrole gore artislar

fotograflan 4’de gorilmektedir. Tum Epo
gozlendi ve apoptozisin uyarildigi belirlendi (sekil
4). Ayrica Bax miktarinin 6. saatinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 9 kat arttigi

bulundu (p<0,001).

Spektroskopik Veriler

Geri yansima spektrumlar kontrol ve 100 nM Epo
dozu ile farkli siirelerde (0.5-6 saat) ile inkiibe edilen
hiicrelerden olusan deney gruplarindan olcildua. Sekil
5’de Olgililen spektrumlar kontrol ve zamana bagli
olarak 100 nM Epo uygulamasinin dalga boyuna karsilik
151k siddetinde olusturdugu etkiyi gostermektedir.
Spektrumlar incelendiginde;

zaman ilerledikce

kontrole gore geri yansima spektrumlarinda fark

gorulmektedir.

Kontroliin spektrumu 500-800 nm arasinda diizgin
(Sekil 5).
Apoptozisin zamana bagli etkisi incelendiginde, 0.5

monotonik bir azalis gostermektedir
ve bir saatte olculen spektrumlarin kontrole benzer
oldugu gorilmektedir. Ancak 2. saatten itibaren
egiminin  azaldig

kontrole gore spektrumlarin

ve grafiklerin giderek diizlestigi goriilmektedir.
Spektrumlarindaki degisimi nicel olarak gostermek
icin Sekil 5’deki spektrumlardan tim gruplar icin
Spektroskopik Apoptozis indeksi hesaplandi (sekil 6).
Tim zaman noktalarinda spektroskopik apoptozis
indeksinin kontrole gore arttigi gézlendi. Bu artisin 0.5
ve bir saatlik inkiibasyon siirelerinde anlamli olmadig
belirlendi (Sekil 6). Ancak 2, 4 ve 6 saatlik inkiibasyon
sirelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde arttigi bulundu (p<0,001). Spektroskopik
apoptozis indeksi 0.5 saatte kontrole gore 1.12 kat
artarken, 6. saatte 3.69 kat arttigi bulundu.
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Sekil 4. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkli siirelerden (0.5-6 saat) olusan gruplarinin Bax protein seviyelerinin western

blot goriintiisii ve dansitometrik analizi.

* Degerleri, kontrol gruplarindan 6nemli 6lgiide farklidir (p <0.001).
# Degerleri, 2. ve 4. saat gruplardan 6nemli 6lciide farklidir (p <0.001)

TARTISMA ve SONUC

Apoptozis, oldukca organize bir hicre olimi
sirecidir ve organizmanin daha buyuk vyararlan
icin belirli hucreleri ortadan kaldirmaya yonelik
rutin olarak gerceklestirilen normal bir fizyolojik
sirectir. Apoptozisin hastaliklarda ozellikle kanser
tedavisindeki rolli, apoptozisi dogru, pratik, invazif
olmayan bir sekilde saptamak ve izlemek icin yeni
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yontemlerin gelistirilmesi icin motivasyon saglar.
Apoptotik siirecte meydana gelen degisimlerin
erken asamada zamana bagli olarak belirlenmesi
hiicre kulturu calismalarina yeni bir yon verecektir
(27).
asamasinda meydana gelen spektral degisikliklerin
zamana bagli olarak geri yansima spektroskopisi ile

Bu calismada apoptozis sirecinin erken

belirlenebilecegi yeni bir yontem gelistirildi.



Sekil 5. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkli siirelerde (0.5-6 saat) inkiibasyon ile olusan gruplardan yapilan olcimlerin geri
yansima spektrumlan

Sekil 6. Kontrol ve Epo gruplarinin spektroskopik apoptozis indekslerinin karsilastiriimas.
* Degerleri, kontrol gruplarindan 6nemli dlciide farklidir (p <0.001).
# Degerleri, 2. ve 4. saat gruplardan 6nemli 6lciide farklidir (p <0.001)
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Hucre kulturu arastirmalannda bazi biyokimyasal

ve morfolojik ozellikleri kullanilarak,

yaygin
(28). Bu yontemler arasinda cesitli optik mikroskopi

apoptozis
olcimlerinden olarak yararlanilmaktadir
turleri, jel elektroforezi, DNA nick-end etiketlemesi,
mitokondriyal deneyler ve apoptotik proteinlerin
saptanmasi bulunur (29, 30). Apoptozisi belirlemeye
yonelikaltinstandartyontemler multiple color floresan
mikroskobu ve akis sitometrisidir (15). Floresans
mikroskobu, konfokal lazer tarama mikroskobu (31),
akis sitometrisi (32), ve mikroarray (33) gibi floresan
tabanli yontemler de bulunmaktadirlar. Tim mevcut

bir eksojen boyanin veya etiketleme
eklenmesini

yontemler,
ajaninin veya kilturin kendisinin
fiziksel olarak bozulmasini gerektirir. Bu yontemler
apoptozisin dogru bir sekilde tespit edilmesini
saglasa da zaman alici, maliyetli ve belirli bir zaman
noktasindaki degerlendirme ile simirlidir olmalarinin
yani sira uygulama ve sonuclarin analizi icin uzmanbik
gerektirir (27).

Apoptotik hiicreler hiicre kiciilmesi ve hiicrenin
parcalanmasina yol acan bir dizi hiicre alt1 degisiklige
ugrar. Geri yansima spektroskopisi bu hiicre alti
diizeydeki mikro degisimlere duyarlidir. Bu calismada
hiicre hatti1 olarak melanoma A375 ve apoptozisi
indiikleyici ajan olarak anti-inflamatuvar etkinligi
iyi bilinen hiicre icine gecebilen selektif irreversible
bir proteazom inhibitori olan Epo secilmistir. Epo
proteozom inhibisyonuyla hiicrede katlanmamis
miktarini arttirarak ROS olusumunu ve hiicresel strese
sebep olur (34). Bilindigi lizere ROS apoptozisin en
onemli uyaramdir (35). A375 hiicrelerinde apoptozisi
indukleyecek Epo dozunun tespit edilmesi icin, 5-100
nM dozlardaki Epo ile 24 saat inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin canliigi MTT yontemi ile belirlenmistir.
A375 hucrelerinde 75 ve 100 nM Epo uygulamasinin
yaklasik %65

belirlenmistir. MTT deneyinde canliigin 24 saatte

kontrole gbre canliigi azalttig
%35’e dusmesi spektroskopik veriler ile canlibk
arasindaki siki iliskiyi kanitlamaktadir. Hiicre icinde 6
saatte ROS miktarinin artmasi ve ROS’un detoksifiye

edilememesi nedeniyle hiicre apoptozise gitme
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karar1 alir. Kontrol ve farkli siirelerde uygulanan
100 nM Epo uygulamalarimin ROS fotograflar Sekil
2’de gorulmektedir. Hiicre ici ROS miktarinin tum
slirelerde kontrole gore arttigi ancak bu artisin 0.5
ve 1 saat icin anlamli olmadigi belirlenmistir (Sekil
3). Hiicre icinde protein homeastazisi geregi bir siire
denge korundugu icin erken asamada ROS miktarinda
anlamli bir artis bulunamadi. ROS miktarinin 2,
4 ve 6. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttigr bulundu (p<0,001). Bu calismada
hesapladigimiz ~ Spektroskopik Apoptozis indeks
sonuglan ile ROS sonuglarimin korelasyon gosterdigi
gorulmektedir. Hiicrelere 100 nM Epo dozu ile farkli
yapilan inkiibasyonlardan sonra Bax miktar western
blot ile belirlendi. Apoptozisin bir gostergesi olarak
sabit tim Epo gruplarinda zamana bagli olarak
Bax miktarinda kontrole gore artislar gozlendi ve
apoptozisin uyanldigi belirlendi (Sekil 4). Ayrica Bax
miktarinin 6. saatinde kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde bulundu (p<0,001).

Spektroskopik veriler incelendiginde Geri Yansima
Spektroskopisinin apoptotik prosese duyarli oldugu
gorilmektedir. Kontrol ve Epo uygulanan hiicrelerden
olciilen spektrumlarin farkli oldugu goriilmektedir
(Sekil 5). Bu calismada apoptozis sirasinda erken
asamada meydana gelen erken spektral degisiklikler
belirlendi. Spektrumlar incelendiginde zamana baglh
olarak spektrumlarin egiminin azaldig1 goriilmektedir.
Ancak bu azalisin 2 saatten sonra belirgin hale geldigi
Spektrumlarda apoptozise bagli degisimi nicel olarak
ifade etmek icin Spektroskopik Apoptozis indeksi
hesaplandi.  Olciilen spektrumlarin  analizinden
spektrumlar arasindaki farkin en iyi belirlenebilecegi
dalga boylarinin 550 ve 800 nm oldugu bulundu. Daha
once yaptigimiz calismalarda spektrumlardaki 550 ve
800 nm deki 151k siddeti oram (l4,/1,,,) “Spektroskopik
Apoptozis indeksi” diye adlandinlmisti (26). Bu
calismada ise Spektroskopik Apoptozis indeksi 800
nm deki 151k siddetinin 550’nm de ki 151k siddetine
oranindan hesaplanmistir (I, /l.5,)-
apoptotik indeks degerlerinin apoptozis siirecinde

ifade

Spektroskopik

kontrole gore azalis yerine artis olarak



edilmesinin daha uygun oldugu disiiniildii. Ayrica
sonuclarin kontrole oraninin verilmesinin sonuclarin
sunumu acisindan daha standardize ve pratik
oldugu goriildii. Spektroskopik Apoptozis indeksinin
2, 4 ve 6. saatte kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmektedir (p<0,001).
Spektroskopik sinyalde bu erken asamada gozlenen
degisimin nedeni apoptozise giden hiicrede meydana
(36).
hiicrede su kaybiyla meydana gelen hacim azalmasi

gelen hacim azalmasi olabilir Apoptotik
sitoplazmanin kirma indisinde artisa neden olur.
Boylece organeller ve sitoplazma arasindaki kirilma
indisi farki azalir. Bu hiicrede apoptozis olustugunda
kontrole gore geri yansima sinyalindeki
kaynagidir (17, 37, 38).

meydana gelen degisimin sebeplerini aciklayabilmek

farkin
Geri Yansima sinyalinde

TESEKKUR

icin daha cok temel dizeyde molekiiler calismaya
ihtiyag vardir. Bildigimiz kadariyla bu calisma, in
vitro olarak apoptozisi izlemek icin geri yansima
spektroskopisi olcumlerini kullanan cok az sayidaki
calismalardan biridir. Yontemi, akis sitometrisi gibi
giivenilir bir nicel teknige donustlirmek icin daha ileri
calismalar yapilacaktir.

Sonuc olarak, bu calismada geri yansima
spektroskopisi ile hucre kulturid kosullarina minimum
miidahale ederek ve eksojen bir ajan eklemeden
apoptozisi erken asamada gosteren yeni bir yaklasim
gelistirilmistir. Bu yaklasimin apoptotik degisimleri
diger analiz yontemlerden daha erken, zamana bagl
olarak izleyebilen, invazif olmayan, tekrarlanabilir
ve pratik bir yontem olarak gelistirilme potansiyeli

bulunmamaktadir.

Bu calisma Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (ALKU BAP) Koordinatdrliigui tarafindan 2019-
04-01-MAPO1 numarali proje kapsaminda desteklenmistir. ALKU-BAP Koordinatorluginiin vermis oldugu destek icin tesekkir

ederiz.

ETiIK KURUL ONAYI

* Bu calisma Etik Kurul izni gerektirmemektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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Transition from CLSI to EUCAST: How our antibiotic
susceptibility tests will be affected

Giilsen HAZIROLAN!

ABSTRACT

Objective: Two standard guidelines are commonly
used worldwide. In our country CLSI guidelines have
been used up to recent years, but currently, a transition
to EUCAST standards has begun in many centers. In
this study the effect of transition from CLSI guideline
to EUCAST guideline on antibiotic susceptibility test
(AST) reports in a high prevalence region for antibiotic

resistance was investigated.

Methods:  Non-duplicated 5003 (1902

Enterobacteriaceae, 1261 Acinetobacter baumannii, 697

isolates

Pseudomonas aeruginosa, 424 Staphylococcus aureus,
336 Enterococcus faecalis, 257 Enterococcus faecium,
and 126 Stenotrophomonas maltophilia) isolated
from the samples sent from intensive care units (ICUs)
were included in the study. The identifications of the
microorganisms were performed with Bruker Microflex
MS (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) system, and
their AST were evaluated with Phoenix automated
system (BD, Sparks, MD, USA). The MIC values were
interpreted according to the breakpoints indicated in

CLSI and EUCAST guidelines.

Results: The highest resistance increase among

Enterobacteriacea was seen to beta lactam/ beta-

lactamase inhibitor combinations, followed by

OZET

Amag: Antibiyotik duyarlilik testlerinde iki standart
kilavuz tim dinyada yaygin olarak kullanmlmaktadir.
Ulkemizde son yillara kadar CLSI kilavuzu kullanilmakta
iken, giinimiizde bircok merkezde EUCAST kilavuzuna
gecildi. Bu calismada, antibiyotik direnci acisindan
yiksek prevalansli bir merkezde CLSI kilavuzundan
EUCAST kilavuzuna gecisin antibiyotik duyarlilik test

(AST) raporlarina etkisi arastirildi.

Yontem: Yogun bakim {nitesinden gonderilen

orneklerden izole edilen tekrar icermeyen 5.003
izolat (1.902 Enterobacteriaceae, 1.261 Acinetobacter
424

faecalis,

baumannii, 697 Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, 336 Enterococcus
257 Enterococcus faecium ve 126 Stenotrophomonas
dahil  edildi.
tamimlanmasinda Bruker Microflex MS (Bruker Daltonics,
kullanildi.  Antibiyotik
duyarliik sonuglar icin Phoenix otomatize sistemi (BD,
Sparks, MD, USA) ile elde edilen MIK degerleri, CLSI ve

EUCAST kilavuzlarinda belirtilen direng sinir degerlerine

maltophilia)  calismaya Suslarin

Bremen, Germany) sistemi

gore yorumlandi.

Bulgular: Enterobacteriacea’da en yiksek direnc

artisinin  beta laktam / beta-laktamaz inhibitor

kombinasyonlarinda, ardindan sefalosporinler,
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cephalosporins, quinolones and aminoglycosides. ESBL
positive Enterobacteriaceae isolates were found more
resistant to cephalosporins. The resistance rates of
A. baumannii and P. aeruginosa seemed increased
for quinolones, aminoglycosides and cephalosporins,
however colistin resistance remained unchanged. All
Gram-negative bacilliincludedin the study had decreased
resistance rates for imipenem and meropenem. Similarly,
S. maltophilia isolates had a decreased resistance rate
for trimethoprim-sulfamethoxazole. While methicillin
resistance rate did not change for S. aureus, minor
changes were encountered for other antibiotic groups.
There is no categorical changes observed at the
susceptibility of enterococci to ampicillin, vancomycin,

teicoplanin and linezolid.

Conclusion: Transition to EUCAST guideline in our
hospital did not affect AST results of Gram- positive
bacteria isolated from the patients in ICU. However,
higher resistance rates were observed for all antibiotic
groups except carbapenems in Gram- negative bacteria.
As a result, following the current epidemiological data
according to the standard used is of great importance in

terms of determining the appropriate treatment.

Key Words: EUCAST, CLSI, antibiotic susceptibility

tests

kinolonlar
ESBL

sefalosporinlere karsi daha direncli oldugu bulundu.

ve aminoglikozitlerde oldugu gorildi.

pozitif Enterobacteriaceae izolatlarinin
A. baumannii ve P. aeruginosa’nmin diren¢ oranlari
kinolonlar, aminoglikozidler ve sefalosporinler icin
artmis goriinse de kolistin icin direnc degismedi.
Calismaya dahil edilen tim gram-negatif basillerde,
imipenem ve meropenem icin direnc oranlar azaldi.
Benzer sekilde, S. maltophilia izolatlar1 trimetoprim-
sulfametoksazol icin dusuk diren¢c oranina sahipti.
Metisilin diren¢ oram S. aureus icin degismezken,
diger antibiyotik gruplarinda minor degisikliklerle
karsilasildi.  Enterokoklarin ampisilin, vankomisin,
teikoplanin ve linezolide duyarliiginda kategorik bir
degisiklik gozlenmedi.

Sonug: Hastanemizde YBU hastalarindan izole
edilen gram pozitif bakterilerin ADT sonuglarint EUCAST
kilavuzuna gecis etkilemedi. Ancak, gram-negatif
bakterilerdeki karbapenemler haric tim antibiyotik
gruplar icin daha yuksek direng oranlar gozlendi. Sonuc
olarak, kullanilan standarda gore giincel epidemiyolojik
verilerin takip edilmesi, uygun tedavinin belirlenmesi

agisindan bliylik onem arz etmektedir.

Anahtar  Kelimeler: EUCAST, CLSI, antibiyotik

duyarlilik testi

INTRODUCTION

There is no national standards for evaluation of
antibiotic susceptibility tests (AST) in our country.
of the Clinical
Laboratories report their AST results according
to Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
guideline. Nowadays, more and more laboratories

Therefore, most Microbiology

prefer the guideline that has been published by
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), due to free access on internet,
translation of the documents into Turkish, and ease

Turk Hij Den Biyol Derg

of sending suitable data to studies performed by
Turkey- Europe partnership.

Changes in AST reports will affect the policies
on antibiotic prescription and use (1). When the
breakpoints of EUCAST guideline are used, it was
reported that mainly Gram-negative organisms
were reported as more resistant to antimicrobials
(2-6). The reasons for that are use of 1-3 dilutions
lower clinical breakpoints for some antimicrobials in
EUCAST, and omission or restriction of intermediate



category on the grounds that they are not supported
by pharmacokinetic and pharmacodynamic values and
clinical data.

High antimicrobial resistance rates have been
reported in the microorganisms isolated from the
patients hospitalized in the intensive care units
(ICUs) in our country (7). Appreciating the changes
that will appear in the reports after transition from
CLSI guideline to EUCAST guideline in this group of
patients may give us information on the effects of this
change on antibiotic prescription policies, hospital
costs, and resistance epidemiology.

In this study, minimal inhibition concentration
(MIC) values of the most frequently isolated Gram-
positive and Gram- negative microorganisms isolated
from the patients hospitalized in ICU obtained by
using Phoenix automated system (BD, Sparks, MD,
USA) were evaluated according to CLSI and EUCAST
guidelines (8, 9). This was to try to determine the
changes that would appear in AST results.

MATERIAL and METHOD

Ankara Numune Training and Research Hospital,
Turkey houses all clinics except Pediatrics and
Pulmonology, it has 997 hospital beds, and 49,565
patients are hospitalized annually. There are 9
ICU with a total of 81 beds, including general ICU,
Emergency Internal Medicine ICU, Emergency Surgery
ICU, Surgery ICU, Anesthesia and Reanimation ICU,
Neurology ICU, Neurosurgery ICU, Coronary ICU, and
Cardiovascular Surgery ICU. A total of 6294 patients
were hospitalized in ICUs in 2017. The identifications
of the microorganisms were performed with Bruker
Microflex MS (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
system, and their AST were evaluated with Phoenix
automated system (BD, Sparks, MD, USA). Non-
duplicated 5003 strains isolated from the samples
sent from patients in ICU were included in the
study. Isolated strains included 1261 Acinetobacter
baumannii, 994 Escherichiae coli, 697 Pseudomonas
546 Klebsiella 424

aeruginosa, pneumoniae,

Staphylococcus aureus, 336 Enterococcus faecalis,
257 Enterococcus faecium, 126 Stenotrophomonas
maltophilia, 103 Proteus mirabilis, 97 Enterobacter
cloacae, 90 Serratia marcescens, 45 Morganella
morganii, and 27 Enterobacter aerogenes isolates,
in rank order.

BD Phoenix Gram-negative NMIC-99, Uriner Gram-
negative UNMIC-200 and Gram-positive PMIC-79
panels were used for determination of AST results.
MIC values were retrospectively analyzed using
EpiCenter (BD Biosciences, Sparks, MD, USA), which
is the information management system of Phoenix
automated system. The susceptibility patterns of the
microorganisms studied were determined according to
both CLSI and EUCAST guidelines’ clinical breakpoints,
and compared (8, 9).

The susceptibilities for aztreonam, norfloxacin,
netilmicin, as well as high- level aminoglycoside
susceptibilities were left out of assessment since
the antibiotic concentrations tested in Phoenix AST
cards did not contain the breakpoints given in EUCAST
guideline.

Escherichiae coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 and Klebsiella pneumonia ATCC 700603 was

used as quality control.

Statistical analysis of data was performed using
SPSS 15.0 package program. The correlations of the
categorical variables were analyzed with chi-square
test. Statistical significance was set at p= 0.05.

RESULTS

Comparison of CLSI and EUCAST guidelines for
susceptibility categories according to their clinical
breakpoints are presented in Table 1. EUCAST does
not have an intermediate category to simplify the
tables. In order to compare two guidelines easily,
clinical breakpoints of EUCAST are presented in CLSI
format in Table 1.
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Table 1. Comparison of CLSI and EUCAST guidelines for susceptibility categories according to their clinical breakpoints for
the most commonly isolated microorganisms from the patients in ICU

CLSI EUCAST

Species/drugs S | R S | R P-value
Escherichia coli (n=994)

Ampicillin-sulbactam 39.6 18.0 42.4 39.6 - 60.6 <0.001
Amoxicillin-clavulanate 59.3 15.1 25.6 59.3 - 40.7 <0.001
Piperacillin-tazobactam 75.4 2.6 22.0 71.8 3.6 24.6 0.142
Ticarcillin- clavulanate 42.1 24.5 33.4 35.3 6.8 57.9 <0.001
Cefepime 56.3 8.1 35.6 53.3 - 40.1 <0.001
Ceftazidime 66.7 6.4 26.9 56.0 10.7 33.3 <0.001
Ceftriaxone 50.1 0.6 49.3 50.1 0.6 49.3 1.000
Cefuroxime 51.9 3.7 44.4 51.9 = 48.1 <0.001
Ertapenem 88.9 0.9 10.2 88.9 0.9 10.2 1.000
Imipenem 86.6 5.6 7.8 92.2 4.0 3.8 <0.001
Meropenem 91.2 1.5 7.3 92.7 3.7 3.6 <0.001
Ciprofloxacin 53.2 1.2 45.6 52.2 1.0 46.8 0.805
Levofloxacin 53.6 1.0 45.8 52.1 1.1 46.8 0.834
Amikacin 97.9 0.2 1.9 95.1 2.8 2.1 <0.001
Gentamicin 78.6 0.1 21.3 57.7 20.9 21.4 <0.001
Trimethoprim sulfamethoxazole 54.8 0 45.2 54.8 0.5 44.7 0.081
Klebsiella pneumoniae (n=325)

Ampicillin-sulbactam 31.7 4.4 63.9 31.7 - 68.3 <0.001
Amoxicillin-clavulanate 39.3 19.1 41.6 39.3 - 60.7 <0.001
Piperacillin-tazobactam 52.0 8.6 39.4 45.0 7.0 48 0.085
Ticarcillin- clavulanate 33.7 11.2 55.1 32.0 1.07 66.3 <0.001
Cefepime 49.7 4.9 45.4 48.5 3.2 48.3 0.428
Ceftazidime 48.4 6.2 45.4 44.8 3.6 51.6 0.160
Ceftriaxone 43.4 0.4 56.2 43.4 0.4 56.2 1.000
Cefuroxime 32.6 7.9 59.5 32.6 - 67.4 <0.001
Ertapenem 65.8 1.1 33.1 65.8 1.1 33.1 1.000
Imipenem 65.1 8.8 26.1 73.9 14.2 11.9 <0.001
Meropenem 72.8 7.8 19.4 80.6 6.7 12.7 0.047
Ciprofloxacin 53.4 5.9 40.4 51.6 1.8 46.6 0.016
Levofloxacin 60 2.7 37.3 59.0 1.0 40 0.188
Amikacin 93.8 0.6 5.6 90.6 3.2 6.2 0.060
Gentamicin 69 > 31.0 59.5 9.5 31.0 <0.001
Trimethoprim sulfamethoxazole 48.6 - 51.4 48.6 1.8 49.6 0.047
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Table 1 (cont). Comparison of CLSI and EUCAST guidelines for susceptibility categories according to their clinical break-
points for the most commonly isolated microorganisms from the patients in ICU

CLSI EUCAST
Species/drugs S | R S | R P-value
Acinetobacter baumannii (n=1261)
Imipenem 7.3 0.4 92.3 7.3 2.4 90.3 <0.001
Meropenem 6.8 0.2 93 6.8 2.3 90.9 <0.001
Ciprofloxacin 6.4 0.2 93.4 6.4 0.2 93.4 1.000
Levofloxacin 6 7.6 86.4 5.9 0.1 94 <0.001
Amikacin 12.7 3 84.3 11.5 1.2 87.3 0.003
Gentamicin 17.8 7.9 74.3 17.8 = 82.2 <0.001
Netilmicin 53.9 - 46.1 53.9 - 46.1 1.000
Colistin 98.9 - 1.1 98.9 - 1.1 1.000
Trimethoprim sulfamethoxazole 27.5 - 72.5 27.5 - 72.5 1.000
Pseudomonas spp. (n=697)
Piperacillin-tazobactam 52.0 71 40.9 52.0 - 48.0 <0.001
Ticarcillin- clavulanate 25 17.7 57.3 25 - 75 <0.001
Cefepime 54.8 12.4 32.8 54.8 - 45.2 <0.001
Ceftazidime 54.8 4.6 40.6 54.8 - 45.2 <0.001
Imipenem 46.8 2.3 50.9 49.1 5.3 45.6 0.005
Meropenem 43.2 12.7 441 55.9 7.9 36.2 <0.001
Ciprofloxacin 52.1 7.8 40.1 46.2 5.9 47.9 0.010
Levofloxacin 47.5 10.1 42.4 40.1 7.4 52.5 0.001
Amikacin 73.6 10.1 16.3 68.8 4.8 26.4 <0.001
Gentamicin 59.5 3.2 37.3 59.5 - 40.5 <0.001
Netilmicin 91.7 8.3 58.3 - 1.7 <0.001
Colistin 98.3 1.1 0.6 99.4 - 0.6 0.018
Staphylococcus aureus (n=424)
Penicillin 10.5 - 89.5 10.5 - 89.5 1.000
Cefoxitin 73.9 26.1 73.9 26.1 1.000
Ciprofloxacin 77.2 0.3 25.5 77.2 - 22.8 0.404
Levofloxacin 98.9 1.1 98.9 1.1 1.000
Vancomycin 100 100 - 1.000
Teicoplanin 100 - 100 - 1.000
Erythromycin 75.8 1.1 23.1 75.1 0.7 24.2 0.727
Clindamycin 96.7 0.9 2.4 24.5 72.2 3.3 <0.001
Quinupristin-dalfopristin 100 - 100 - 1.000
Tetracycline 71.8 - 28.2 71 0.8 28.2 0.221
Linezolid 99.7 - 0.3 98.2 - 1.8 0.019
Trimethoprim sulfamethoxazole 100 - 100 - 1.000
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Table 1 (cont). Comparison of CLSI and EUCAST guidelines for susceptibility categories according to their clinical break-
points for the most commonly isolated microorganisms from the patients in ICU

CLSI EUCAST

Species/drugs S | R S | R P-value
Enterococcus faecium (n=336)

Ampicillin 9.2 90.8 9.2 90.8 1.000
Teicoplanin 80.9 19.1 80.9 19.1 1.000
Vancomycin 79.9 20.1 79.9 20.1 1.000
Linezolid 100 100 - - 1.000
Enterococcus faecalis (n=257)

Ampicillin 94.4 - 5.1 94.4 - 5.1 1.000
Teicoplanin 98.4 - 1.6 98.1 - 1.9 1.000
Vancomycin 98.4 1.6 98.1 - 1.9 1.000
Linezolid 100 100 - - 1.000

Enterobacteriaceae species: When the combinations (p<0.05). Cefepime, ceftazidime, and

differences between CLSI and EUCAST were reviewed
in general, all isolates reported as intermediate
category according to CLSI were observed as resistant
in EUCAST since there was no “intermediate category”
option for ampicillin-sulbactam or amoxicillin-
clavulanate in EUCAST. However, the rate of the
susceptible isolates remained the same. All isolates
that were reported as intermediate category for
ampicillin-sulbactam or amoxicillin-clavulanate with
CLSI were determined as resistant with EUCAST. Since
the values observed for cephalosporins, quinolones
and aminoglycosides by EUCAST were 1-3 dilutions
lower compared to CLSI, resistance rates to those
groups of antimicrobials were found higher with
EUCAST. The only group with a decreased resistance
rate for Enterobacteriaceae species was carbapenems
(imipenem and meropenem).
patterns for ceftriaxone and ertapenem remained
the same since their clinical breakpoints were the

The susceptibility

same in two guidelines.

E. coli: When EUCAST guideline was compared
with CLSI, the significant increase for resistance
was seen in beta lactam-beta lactamase inhibitor
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cefuroxime resistance increased from 35.6%, 26.9%
and 44.4%, to 40.1%, 33.3% and 48.1%, respectively
(p<0.05). No differences were seen in ceftriaxone,
ertapenem and  trimethoprim-sulfamethoxazole
resistance rates, however the resistance rates of
the antimicrobials in quinolone and aminoglycoside
groups increased by 0.1- 1.1% (p<0.05). The resistance
for imipenem and meropenem decreased from 7.8%

and 7.3%, to 3.8% and 3.6% respectively (p<0.05).

K. pneumoniae: Similar changes with E. coli
isolates were seen in those isolates. The resistance
isolates for imipenem and meropenem appeared
decreased with use of EUCAST guideline when
compared to CLSI, and the isolates reported as
susceptible increased from 65.1% and 72.8%, to 73.9%

and 80.6%, respectively (p<0.05).

P. mirabilis: The most important resistance
change was seen for quinolones in this microorganism.
The resistance for ciprofloxacin was 27.1% with
CLSI while it was 56.5% with EUCAST (p<0.05).
The susceptibility rate for levofloxacin decreased
from 74.6% to 40% due to the isolates switched to
intermediate category (p<0.05).



S. marcescens: The most appreciable changes
for this microorganism were seen for meropenem and
ciprofloxacin. The resistance decreased from 25.0% to
4.0% due to switch of S. marcescens isolates resistant
to meropenem with CLSI to intermediate category
with EUCAST guideline (p<0.05). The resistance rate
increased mildly in ciprofloxacin, and sensitivity
decreased from 90.9% to 64.9% since some sensitive
isolates switched to moderately sensitive category
with EUCAST (p<0.05).

M. morganii: The resistance increase from 19.0%
to 69.0% due to switch of all isolates reported as
intermediate category to ampicillin-sulbactam in CLSI
to resistant category with EUCAST. The resistance
rates for ciprofloxacin and levofloxacin increased
from 7.1% and 0%, to 21.4% and 24.3%, respectively
(p<0.05). The resistance rates did not increase for
any of the other antimicrobials tested.

E. cloacae and E. aerogenes: Susceptibility
patterns of these bacteria for ceftriaxone, ceftazidime
and cefuroxime did not change. Resistance to cefepime
increased from 13.3% and 8.3%, to 14.4% and 16.7% in
E. cloacae and E. aerogenes, respectively (p<0.05).
Imipenem resistance rates were found as 20.2% and
8.3%, respectively according to CLSI, and as 5.6% and
4.2%, respectively according to EUCAST (p<0.05).

A. baumannii: There were no differences

between EUCAST and CLSI guidelines for
ciprofloxacin, netilmicin, colistin and trimethoprim-
sulfamethoxazole in A. baumanii isolates. The

resistance rates for levofloxacin, amikacin and
gentamicin increased from 86.4%, 84.3% and 74.3%,
to 94.0%, 87.3% and 82.2%, respectively with EUCAST
(p<0.05). Higher clinical breakpoints for imipenem
and meropenem in EUCAST resulted in a decrease
in imipenem and meropenem resistance rates, from
92.3% and 93%, to 90.3% and 90.9%, respectively

(p<0.05).

P. aeruginosa: Susceptibility to colistin remained
the same in P aeruginosa isolates due to the same
clinical breakpoints in two guidelines. However, higher

resistance rates were found for all antimicrobials
except imipenem and meropenem with EUCAST
(p<0.05). No resistance was determined for netilmicin
in any of those isolates with CLSI, however resistance
rate was observed as 41.7% with EUCAST (p<0.05).

S. maltophilia: EUCAST has observed a clinical
breakpoint only for trimethoprim- sulfamethoxazol
for S.
CLSI. Therefore, 91.9% of the isolates were found as
susceptible and 8.1% of them were found resistant

maltophilia, and this value is higher than

with CLSI while 96.4% of the isolates were observed
as susceptible and 3.6% of them were found resistant
with EUCAST (p<0.05).

S. aureus: All S. aureus isolates were found
susceptible to teicoplanin, vancomycin, quinupristin-
dalfopristin and trimethoprim- sulfamethoxazole
both with CLSI and EUCAST guidelines. No differences
were observed in the resistance rates to penicillin,
A minor

levofloxacin, tetracycline or cefoxitin.

increase was seen in the resistance rates to
erythromycin and clindamycin. The most important
change was seen in the susceptibility rate to
clindamycin. The susceptibility rate of clindamycin
decreased from 96.7% with CLSI to 24.5% with EUCAST

(p<0.05).

E. faecium and E. faecalis: There is no
categorical changes observed at the susceptibility of
enterococci to ampicillin, vancomycin, teicoplanin
and linezolid.

ESBL positive Enterobacteriaceae isolates:
CLSI and EUCAST revoked the decision that “all
isolates found ESBL positive according to combined
synergy test results should be reported resistant to
all cephalosporins and monobactams”, lowered the
clinical breakpoints, and requested that the reports
to be written in line with those breakpoints. The
differences between CLSI and EUCAST guidelines for
reporting ESBL positive isolates as found by Phoenix
system are presented in Table 2. ESBL rates were
57.2% (n=569) in E. coli isolates and 59.5% (n=325)
in K. pneumonia isolates. There were no differences
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for ceftriaxone since the clinical breakpoints were
the same in two guidelines, however significantly
more isolates were reported resistant to cefepime,
ceftazidime, and cefuroxime with EUCAST (p<0.05).

Potential carbapenemase producer
isolates: A total of 164 K.
pneumoniae isolates (30%) and 158 E. coli isolates

(15.9%) were found as potential carbapenemase

Enterobacteriaceae

producer by Phoenix system. The susceptibility
between CLSI and EUCAST
guidelines for ertapenem, imipenem and meropenem

results differences

are presented in Table 3. Higher clinical breakpoints
for carbapenems in EUCAST guideline resulted with
a decrease in imipenem and meropenem resistance
rates for potential carbapenemase producer (p<0.05).

Table 2. Comparison of CLSI and EUCAST guidelines for susceptibility categories according to their clinical breakpoints for
cephalosporins in Enterobacteriacea isolates producing extended- spectrum beta-lactamase (ESBL)

CLSI EUCAST

Species/drugs S | R S | R P-value
Escherichia coli (n=569)

Cefepime 13.2 15.9 70.9 7.6 13.2 79.1 0.002
Ceftazidime 38.5 14.6 46.9 13.4 25.1 61.5 <0.001
Cefuroxime 0 4.8 95.2 0 100 <0.001
Ceftriaxone 4.2 0 95.8 4.2 0 95.8 1.000
K. pneumoniae (n=325)

Cefepime 9.8 8.9 81.3 5.7 7.3 87.0 0.108
Ceftazidime 7.1 20.6 72.2 0 7.1 92.9 <0.001
Cefuroxime 0 0 100 0 0 100 1.000
Ceftriaxone 2.4 0 97.6 2.4 0 97.6 1.000

Table 3. Comparison of CLSI and EUCAST guidelines for susceptibility categories according to their clinical breakpoints for
carbapenems in potential carbapenemase producer Enterobacteriacea isolates

CLSI EUCAST

Species/drugs S | R S | R P-value
Escherichia coli (n=158)

Ertapenem 38.6 1.9 59.5 38.6 1.9 59.5 1.000
Imipenem 24.1 30.4 45.5 54.4 22.2 23.4 <0.001
Meropenem 47.5 8.2 44.3 55.1 2.,5 23.4 <0.001
K. pneumoniae (n=164)

Ertapenem 15.3 1.2 83.5 15.3 1.2 83.5 1.000
Imipenem 14.6 24.4 61.0 40.3 39.6 20.1 <0.001
Meropenem 36.6 21.3 4.1 57.9 18.3 23.8 <0.001
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DISCUSSION and CONCLUSION

A number of laboratories in Turkey were
transitioned from CLSI guideline to EUCAST guideline
for interpretation of AST. This transition will affect
AST results. Change in AST results may affect choice
of empirical antibiotics, hospitals’ isolation policies,
and health costs may increase accordingly. Therefore,

the changes that may occur must be known.

the AST of the
microorganisms isolated from the patients who
admit to outpatient clinics are reported according
to disk diffusion method. However, the results of the

In our hospital, results

patients in ICU where more resistant isolates are seen
are reported as MIC values, as determined by Phoenix
automated system. Determination of MIC with
manual microdilution method is hard in laboratories
where many bacteria and antimicrobials are studied.
Therefore, laboratories prefer automated antibiotic
susceptibility test devices. Giani et al. analyzed the
performance of Phoenix system, and reported that
experimental agreement (concordance of MIC value)
and categorical agreement (susceptible, intermediate
category, resistant) were 97.3% and 95.2%,
respectively, and the results fitted 1SO 20776:2007
criteria (10). In this study, the MIC values determined
by Phoenix system were interpreted according to
EUCAST, and the changes in susceptibility categories
were evaluated.

Resistance rates did not change for ceftriaxone
and ertapenem in Enterobacteriaceae since the
clinical breakpoints were the same in two guidelines.
Previous studies reported that resistance rates of
Gram- positive bacteria did not significantly change
to EUCAST, however
increased resistance was seen in Gram-negative

after transition from CLSI

bacteria particularly in cephalosporin, carbapenem
and quinolone groups (2-4,11).

The reason for the highest resistance increase
in beta- lactam/ beta- lactamase combinations is
omission of the intermediate category in EUCAST for

those antibiotics. Although the rate of susceptible
isolates remained the same, the number of resistant
isolates increased for this group of antibiotics.
Since EUCAST guideline reported the breakpoints
of cephalosporins, quinolones, and aminoglycosides
1-3 dilutions lower for Enterobacteriacea isolates,
different rates of resistance increase were observed in
those isolates. Previous studies reported a significant
decrease in quinolone susceptibility after transition
to EUCAST guideline particularly in Pmirabilis and
M. morganii, and stated that those antibiotics would
be preferred less for treatment. Rodriguez-Martinez
et al. established that E.
quinolone resistance genes were reported as resistant
with EUCAST guideline while they were reported

coli isolates that carry

as susceptible or intermediate category with CLSI
guideline (12). Previous CLSI- EUCAST comparison
studies done with disk diffusion method reported a
higher resistance rate for carbapenems with EUCAST
guideline, however the only antibiotic group that
showed a decrease in resistance was carbapenems
with EUCAST in our study (2,3). We suppose that
carbapenem susceptibility will be established more for
Enterobacteriaceae, A. baumanii and P. aeruginosa
with EUCAST, and carbapenems will be increasingly
preferred particularly for treatment of the infections
caused with multi- drug resistant isolates.

CLSI and EUCAST omitted the rule of reporting
resistant after ESBL phenotypic verification tests,
changed zone diameter and MIC values, and suggested
that the results should be given according to those
without taking the verification tests into account.
The reason for this is to prevent increased preference
of carbapenems when cephalosporins cannot be used,
and attempting to prevent selection of carbapenem-
resistant isolates (13). This change increased the
number of the strains reported as susceptible despite
ESBL positivity (14-16, 17). It was seen that the
isolates determined as ESBL- positive with Phoenix
were reported to be more resistant to cephalosporins
with EUCAST. This will cause less preference of
cephalosporins in treatment after transition to
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EUCAST guideline, and carbapenems may be used
more frequently since increased susceptibility is
reported for carbapenems in this guideline. On
the other hand, it was reported that the reports
prepared according to EUCAST guideline had a better
correlation with clinic (9, 14, 15, 18).

A. baumanii isolates isolated frequently in ICU
patients in our hospital are one of the most important
problems due to multi- drug resistance. Usually,
colistin is the only treatment option in those isolates.
We did not determine a change in colistin resistance
in A. baumanii isolates since breakpoints for colistin
are the same in CLSI and EUCAST guidelines. Already-
high resistance rates for other antibiotics increased
some more. Although a small decrease was observed
in imipenem and meropenem resistance, those
isolates moved into intermediate category, and no
change was observed in susceptibility rates. It was
considered that colistin would remain to be the only
option for treatment in those isolates after transition
to EUCAST guideline.

P. aeruginosaisolates showed increased resistance
to a number of antibiotics with EUCAST guideline, and
it was supposed that the rate of multi- drug resistant
isolates would further increasE. colistin resistance
remained the same, however a significant increase
was seen in carbapenem susceptibility.

There was no change in MRSA rate since clinical
breakpoints were the same in two guidelines for
cefoxitin in S. aureus isolates. Although clinical
resistance breakpoints are 2-3 dilutions lower for
vancomycin and teicoplanin in EUCAST guideline,
no glycopeptide- resistant S. aureus isolates were
observed. The susceptibility patterns of other
studied antibiotics did not show any differences. It

was supposed that no change would be observed in
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treatment options for Gram- positive bacteria with
use of EUCAST guideline.

Studies that compared the guidelines according
to the results of disk diffusion results could not
report the results for piperacillin-tazobactam and
ceftazidim since the disk contents were different
in two guidelines (2, 4). We could determine the
change for those antibiotics since we used MIC results
in this study. Another difference of our study is its
performance in a region where high resistance rates
are seen.

This study has a limitation. There is no molecular
detection could performed for carbapenem and
quinolone resistance gene. These information may
be important to microbiologists make a decision for
antimicrobial therapy.

In conclusion, use of EUCAST guideline will
result in an increase in the number of multi- drug
resistant microorganisms except carbapenems due
to increased resistance in all antimicrobial groups in
Gram-negative bacteria. This may cause performing
more verification tests in laboratories, change of
antibiotic preferences, an increase in the number
of isolated patients, and as a result, increased
health costs. However, EUCAST standards are well-
supported by pharmacodynamic- pharmacokinetic
studies. Free access on internet, translation of the
documents into Turkish, and ease of comparison
of data in studies performed by Turkey- Europe
partnership are other advantages of this guideline.
The differences between two guidelines remain to
be compared with evidence- based clinical studies.
Determination of resistance changes after transition
to EUCAST guideline will result in reviewing antibiotic
notification and preference policies, and help to
control development of resistance.
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ABSTRACT

Objective: Toxoplasma gondii is an important
agent responsible for many hormonal and behavioral
disorders in humans. The main objective of this study
was to evaluate the hypothesis that ‘T. gondii infection
interferes with thyroid hormones secretion or thyroid

drug treatment’.

Methods: This is a cross-sectional study
that involved 249 patients suffering from thyroid
dysfunctions, divided into 3 groups: hypothyroidism
(n=107), hyperthyroidism (n=96), and drug-controlled
thyroid disorders (n=91), referred to Seyedoshohada
Kerman private clinic. Serum samples were tested for
thyroid-stimulating hormone (TSH), triiodothyronine
(T3), and thyroxine (T4) along with Toxoplasma anti-IgG
using ELISA technique. Demographic information was

collected using a demographic sheet.

OZET

Amag: Toxoplasma  gondii, insanlarda bircok
hormonal ve davramissal bozukluktan sorumlu olan
onemli bir ajandir. Bu calismanmin temel amaci, ‘T. gondii
enfeksiyonunun tiroid hormonlarinin salgilanmasina
veya tiroid ila¢c tedavisine miidahale ettigi hipotezini

degerlendirmektir.

Yontem: Bu, Seyedoshohada’daki Kerman ozel
klinigi’ne yonlendirilen, tiroid disfonksiyonlarindan
muzdarip 249 hastayr 3 gruba ayiran kesitsel bir
calismadir: hipotiroidizm (n=107), hipertiroidizm
(n=96) ve ilac kontrollu tiroid bozukluklari (n=91).
Serum oOrnekleri tiroid stimulan hormon (TSH),
triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4) ile Toksoplazma
anti-1gG icin ELISA teknigi kullanilarak test edildi.
Demografik bilgiler bir demografik anket kullanilarak

toplandi.
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Results: The seroprevalence of Toxoplasma gondii
IgG antibodies among patients with hypothyroidism,
hyperthyroidism, and drug-controlled thyroid disorders
was 22.4%, 19.8%, and 22% respectively. The mean value
of thyroid hormones of positive T. gondii samples in
hypothyroidism, hyperthyroidism,
thyroid disorders was TSH=7.95, T3=1.12, T4=2.36;
TSH=0.14, T3=1.42, T4=7.85; and TSH=2.75, T3=1.12,

T4=1.45 respectively. The seropositivity of Toxoplasma

and drug-controlled

gondii infection was 40.4% among individuals with a history

of contact with pets and 26.3% among the rural dwellers.

Conclusion: There was no significant difference
between T. gondii infection among the three study
groups. A comparison of serum levels of thyroid

hormones between infected and non-infected
individuals in the above-mentioned groups illustrated
that latent toxoplasmosis wasn’t significantly associated
with thyroid hormones secretion. Also, contact with pets
and the rural lifestyle has a positive association with T.

gondii seroprevalence.

Key Words:
hyperthyroidism, cross-sectional study, TSH, T3, T4

Toxoplasma gondii, hypothyroidism,

Bulgular: Hipotiroidizm, hipertiroidizm ve ilac
kontrollil tiroid bozuklugu olan hastalarda Toxoplasma
gondii I1gG antikorlarinin seroprevalansi sirasiyla %22.4,
%19.8 ve %22 idi. Hipotiroidizm, hipertiroidizm ve
ilac kontrollu tiroid bozukluklarinda pozitif T. gondii
orneklerinin tiroid hormonlarinin ortalama degeri TSH
;7.95, T3;1.12, T4;2.36; TSH;0.14, T3;1.42, T4;7.85;
ve sirastyla TSH;2.75, T3;1.12, T4;1.45 idi. Toxoplasma
gondii enfeksiyonunun seropozitifligi, evcil hayvanlarla
temas oykusu olan bireylerde %40.4 ve kirsalda

yasayanlarda %26.3 idi.

Sonuc: Uc calisma grubu arasinda T.  gondii

enfeksiyonu arasinda anlamli bir fark yoktu. Yukarida

belirtilen gruplarda enfekte olan ve olmayan

bireyler arasinda serum tiroid hormon seviyelerinin
latent tiroid

karsilastinilmasi, toksoplazmozun

hormonlarinin salgilanmasiyla onemli olcude iliskili
olmadigim gosterdi. Ayrica, evcil hayvanlarla temas ve
kirsal yasam tarzi, T. gondii seroprevalansi ile pozitif bir

iliskiye sahipti.

Anahtar Kelimeler:  Toxoplasma gondii,

hipotiroidizm, hipertiroidizm, kesitsel calisma, TSH, T3, T4

INTRODUCTION

Toxoplasma gondii is an obligatory intracellular
parasite of worldwide distribution (1). It is an
Apicomplexan protozoan that causes toxoplasmosis
- an important zoonotic disease associated with
high morbidity and mortality (2, 3). The disease is
contracted essentially via the ingestion of tissue
cysts in meat products or the intake of sporulated
oocytes shed by cats into the environment (4).
Clinical diagnosis of toxoplasmosis can be difficult
since its clinical features are very similar to that of
various illnesses (5). Latent toxoplasmosis is caused
by the presence of tissue cysts in eyes leading to
retina scars and eventual blindness (6) Infection
with T. gondii affects about one-third of the world
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population. Hence its prevention, diagnosis, and
management should be an essential health priority
(7). In addition,complications caused by T. gondii
have an impact on maternal abortion (8). Toxoplasma
gondii is practically accepted to cause miscarriages,
intrauterine deaths or congenital abnormalities
only as a result of the primary acute infection of
the mother. Recurrent conditions such as infection
with a different genotype or the tissue cyst in the
uterine wall are all rare and accepted as negligible.
As a result, T. gondii is not considered as a cause
of recurrent abortion. Generally, all organ systems
could be involved with disseminated toxoplasmosis
with or without specific symptoms (9-19). Recently,



T. gondii is recognized as a target research in
autoimmune thyroid diseases (20) and as a pathogen
that accounts for other autoimmune diseases (8,
21, 22). Some studies illustrated that T. gondii
is responsible for thyroid hormones alterations,
consequent to changes in thyroid morphology and
function; initial infection with T. gondii dramatically
increases thyroid peroxidase (23, 24). Another study
advocates that chronic toxoplasmosis can alter the
stimulation of the hypothalamus, thus, alters T3, T4
secretion and results in TSH disturbance (13, 23).
Based on the previous literature we hypothesized
that chronic T. gondii infection can upset the serum
level of thyroid hormones. Hence, the present study
aimed to evaluate the serum thyroid hormones levels
among members of the three study groups with
thyroid dysfunctions and then compared data to that
of the control (non-infected cases) in each group.
Besides, the study evaluated the role of T. gondii
in treatment of thyroid dysfunction disturbance. To
our knowledge, this is the first time that the effects
of T. gondii infection on drug treatment has been
investigated among patients suffering from thyroid
disorders.

MATERIAL and METHOD

This study was approved by the Zahedan University
of Medical Sciences Ethics Committee (Date:
24.01.2020 and Number: IR.ZAUMS.REC.1399.486.

Study Design

This is a cross-sectional study involving 249

patients suffering from thyroid disorders

hypothyroidism (n=107), hyperthyroidism (n=96) and
drug-controlled thyroid disorders (n=91) - referred
to Seyedo Alshohada private clinic in Kerman city,
southeastern IRAN. The study was performed between
February 2018 and July 2019. All the participants gave
their consent before the commencement of the study.
We recorded the patients’ demographic information,

history about their locations, contact with pets,

meat product consumption, and pica behavior by
demographic sheet. We collected 5 mL of blood from
each patient, centrifuged the blood at 3000 rpm for
10 minutes, and then stored in 4 separate Eppendorf
tubes at -20°C, till the next test.

Serological and Hormones Evaluations

Anti-IgG for T. gondii was measured using the
Toxoplasma 1gG ELISA kit (PISHTAZ TEB, Iran). We
compared the OD of each sample with the cut-off
value and recorded. We analyzed the hormones by
TSH ELISA Kit (AUTOBIO- Zhengzhou, China), T3 ELISA
kit (IDEAL-Tehran, Iran), and T4 ELISA Kit (AUTOBIO-
Zhengzhou, China) according to the manufacturer’s
guidelines. Normal ranges of hormones kits were: TSH
normal range: 0.3 - 5.5 pl U/ml, T4 normal range:
4.5 - 13 pg/dl, and T3 normal range: 0.55 - 1.9 ng/ml.

Statistics analysis

In this study, we used SPSS software version 20
for statistical analyses of our data. We compared the
thyroid hormones and seroprevalence of Toxoplasma
anti-IgG in the three groups
hyperthyroidism,

(hypothyroidism,
thyroid

T-test.
efficacy

and  drug-controlled

disorders) using independent sample

Evaluation of independent variable
(positive T. gondii anti IgG) over the dependent
variables (thyroid hormones) along with the effect
of demographic factors on 1gG seroprevalence were
assessed by multiple invariant analysis of variance
(ANOVA) and Chi-Square test respectively. P-value <

0.05 was considered significant in all the tests.

RESULTS

A total of 294 patients - referred to Seyedo
Alshohada private clinic in Kerman, southeastern
Iran - were recruited in this study and were divided
(n=107),

hyperthyroidism (n=96) and drug-controlled thyroid

among three groups: hypothyroidism

disorders (n=91). The study population consists of
135(%54) men and 114(%46) women. Their mean
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age was 49.4, 56.7, 41.3 years for hypothyroidism,
hyperthyroidism, and drug-controlled thyroid
disorders groups, respectively. Our study findings
showed that T. gondii infection doesn’t have a

Table 1. Percentage distribution of Thyroid disorders patients

significant correlation with thyroids dysfunction. The
seroprevalence of toxoplasmosis among patients with
thyroid disorders was summarized in Table 1.

infected with Toxoplasma by ELISA

ELISA test
Positive IgG Negative I1gG Ireizzl P-value
Group N % N % N %
Hypothyroidism 24 (22.4 %) 83 (77.6%) 107 (36.4%)
Hyperthyroidism 19 (19.8%) 77 (80.2%) 96 (32.6%) P>0.05
Drug-controlled thyroid disorder 20 (22,0%) 71 (78,0%) 91 (31,0%)
Total 63 (21.4%) 231 (78.6%) 294 (100,0%)

We compared the level of TSH, T3, T4 hormones
among patients with hypothyroidism, hyperthyroidism
and drug-treated thyroid dysfunction and found that
there aren’t significant statistical differences in
hormones concentration between infected and non-

infected individuals. The mean concentration of the
thyroid hormones (TSH, T4, and T3) in sera of thyroid
disorders patients with toxoplasmosis (IgG-positive),
by age groups and gender, are shown in Table 2 and 3.

Table 2. Association between the mean concentration of hormones (TSH, T4, and T3) in sera thyroid disorders patients with

toxoplasmosis (IgG-positive) by age group, Iran

Mean concentration of Thyroid hormones in Thyroid disorders

Hypothyroidism Hyperthyroidism Drug-controlled thyroid
mean + SD mean + SD disorder mean + SD P-value
AR TSH T4 T3 TSH T4 T3 TSH T4 T3
group

20-40 | 7.00 0.5 | 1.50+0.5 1.00£0.5 | 0.08+0.02 | 7.80+2.1 1.40+0.51 | 4.25+0.35 | 7.00+1.41 | 1.25+0.35

41-60 | 8.03+1.64 | 2.53:0.71 1.03£0.3 | 0.10+0.04 | 9.18+1.9 | 1.15+0.46 | 1.59+0.7 | 7.54+2.16 | 1.29+1.23

61< 8.64£1.37 | 2.35+#1.21 | 1.14:0.47 | 0.14:0.06 | 7.33+0.68 | 1.04+0.29 | 1.85+1.13 | 6.35+1.93 | 0.96x0.3

P>0.05

Table 3. Association between the mean concentration of hormones (TSH, T4, and T3) in sera thyroid disorders patients with

toxoplasmosis (IgG-positive) by gender, Iran

Mean concentration of Thyroid hormones in Thyroid disorders

Hypothyroidism Hyperthyroidism Drug-controlled thyroid disorder
mean + SD mean + SD mean + SD

P-value

Gender TSH T4 T3 TSH T4

T3 TSH T4 T3

male 7.73¢1.26 | 2.260.79 | 1.19+0.34 | 0.11+0.05 | 8.18+2

.21 | 1.06+0.39 | 1.80+1.32 | 7.88+2.23 | 0.86+0.22
* * * * P>0.05

female | 8.66+1.78 | 2.50+1.08 | 1.19+0.39 | 0.10£0.05 | 8.27+1

.55 | 1.27+0.45 | 2.06+1.02 | 6.40+1.62 | 1.43+1.20
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We evaluated the demographic and behavioral
factors of each participant. We found, among the
that 7 (20.6%) had a
positive history of pica, 46 (40.4%) had direct contact

Toxoplasma seropositive,

with cats, 5 (35.7%) had a history of frequent raw
meat consumption, and 41 (26.3%) lived in the rural
areas. However, neither history of pica nor raw meat

consumption had a statistically significant association
with seropositivity to T. gondii, while direct contact
with cats and living in rural areas had a statistically
significant association with seropositivity to T. gondii
(P-value =< 0.05). The distribution and association
between these factors and toxoplasma seropositivity
among the study population are shown in Table 4.

Table 4. Investigation of Factors Affecting Toxoplasma seropositivity among the study populations, Iran

. Samples Positivity .
Variables N %) N %) P-value
Pica

Yes 34 (11.6%) 7 (20.6%)
P > 0.05
No 260 (88.4%) 52 (20.0%)
Contact with cats
Yes 114 (38.8%) 46 (40.4%)
P < 0.05
No 180 (61.2%) 17 (9.4%)
Consumption of raw meat
Yes 14 (4.8%) 5 (35.7%)
P > 0.05
No 280 (95.2%) 58 (20.7%)
Location
Rural area 156 (53.1%) 41 (26.3%)
P < 0.05
Urban area 138 (46.9%) 22 (16.0%)

DISCUSSION and CONCLUSION

T. gondii infection affects the multi-organ
functions via hormones alteration. Some studies
showed a defined correlation between T. gondii
infection and a change in testosterone, cortisol,
dopamine, and other hormones secretion (25, 26).
The objective of our study was to assess the effect
of latent toxoplasmosis on thyroid hormones in
hypothyroidism and hyperthyroidism. Furthermore,
we evaluated whether toxoplasmosis could interfere
with the drug treatment of thyroid dysfunction. Our
study findings showed that T. gondii infection doesn’t
significantly affect the serum concentration of thyroid
hormones among patients with thyroid dysfunction.
The rates of T. gondii infection positivity in all study

groups were approximately similar. According to
our data, the seroprevalence of toxoplasmosis was
higher among patients that live in rural areas .Some
researchers have proven the association between
toxoplasmosis and rural lifestyle with probable link
to frequent contact with cats (27, 28). In our study,
we analyzed hormone concentrations in three groups
by their age and gender subgroups, there wasn’t a
significant difference in hormone concentrations
in different subgroups. Some studies claim that T.
gondii has a protective role in hypothyroidism in
patients less than 50 years old and suggested that it
can be used to treat hypothyroidism (15). In contrast
to the previous study, a survey of dogs suffering from
thyroid dysfunctions reported two positive cases of
toxoplasmosis that developed hypothyroidism six
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months after treatment (23). In this study, latent
T. gondii didn’t show any correlation with thyroid
dysfunction in general and results reject the
hypothesis that T. gondii can be used to treat or
ameliorate hypothyroidism. Kenova Sarka et al.
corroborated our finding that latent toxoplasmosis
has no association with thyroid hormones alteration.
Moreover, they observed a mild decrease in TSH
and an increase in T4 secretion in pregnant women
infected with T. gondii (29). This little alteration
of hormones might be related to HCG hormones in
pregnant women, which has a TSH-like effect causing
temporary gestational hyperthyroidism in pregnancy
(30). A significant decline in T4 and an increase in T3
and TSH hormones were reported in pregnant women
who had miscarriage from chronic toxoplasmosis (31).
Also, another research confirmed that non-pregnant
women with toxoplasmosis have significantly lower
serum levels of TSH in comparison to non-infected
control group, whereas, there weren’t difference in
T3 and T4 (32). Salman and Mustafa (2014), claimed
that T. gondii infection could decrease levels of

thyroid hormones (33). Mice infected with T. gondii

ETHICS COMITTEE APPROVAL

Curnell strains showed a decline in serum thyroxine
(T4) levels (34). Furthermore, an impaired thyroid
function was recorded in murine infected by T.
gondii. A decline in serum thyroxine (T4) occurs in
NYLAR female mice infected with T. gondii (35).
Controversial results of our and other’s study findings
show that the association of toxoplasmosis with
thyroid dysfunction remains in darkness. Although
in our survey we didn’t find any relation between
thyroid
alteration, further research will needed to evaluate

chronic  toxoplasmosis and hormones
the actual mechanism of interaction between T.

gondii infection and thyroid dysfunction.

In conclusion, our study illustrated that the

presence of toxoplasmosis infection doesn’t
significantly alter thyroid hormones secretion
in patients with thyroid disease. Due to the

approximately similar mean proportion of TSH, T3 and
T4 hormones in hypothyroidism and hyperthyroidism
and the control groups. We can conclude that the
infection with T. gondii had no specific role in the
disturbance of serum levels of thyroid hormones.

* The study was approved by the Zahedan University of Medical Sciences Ethics Committee (Date: : 24.01.2020 and Number:

IR.ZAUMS.REC.1399.486).
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GC-MS-based metabolic profiling of Escherichia coli exposed to
subinhibitory concentration of enoxacin

Engin KOCAK!

, Ceren OZKUL?

ABSTRACT

Objective: The rapid development of bacterial
resistance to antibiotics is one of the most recent
health. the

metabolism of pathogens is essential to gain insights

threats to human Understanding
into the adaptation strategies that are required to
deal with the host environment during infection and
to identify new drug targets. In recent years omics
technologies have offered new routes to understand
adaptation and resistance mechanisms of pathogens
against antibiotics at molecular level. In present work,
we analyzed the metabolic response of Escherichia coli
during treatment with enoxacin to identify metabolic

adapdation processes.

Methods: Gas chromatography/Mass spectroscopy
(GC/MS) based metabolomics approach was used for
metabolomics analysis. Metabolites were extracted
using methanol: water co-solvent system. After
derivatization process, Metabolites separated in GC
column and analyzed in MS. MS-DIAL metabolomics and
lipidomics platform was performed to analyze raw GC/
MS data. Metabolites were identified with retention
index database and quantified relatively between
control

and enoxacin-treated groups. Statistically

OZET

Amagc: Antibiyotiklere karsi hizla gelisen bakteri
direnci insan sagligin1 etkileyen en onemli tehlikelerden
biri haline gelmistir. Patojenlerin metabolizmalarinin
anlasilmas1 konak ortama kars1 gerekli metabolik
adaptasyonlarin anlasilmasinda ve yeni antimikrobiyal
hedeflerin belirlenmesinde olduk¢a onemlidir. Son

yillarda gelisen omik teknolojiler patojenlerin
antibiyotiklere kars1 adaptasyon ve direnc siireclerinin
molekiiler diizeyde incelenmesinde yeni firsatlar
sunmustur. Bu calismada Escherichia coli’nin enoksasine
kars1 verdigi metabolik cevabi arastirarak metabolik

adaptasyon sireclerini belirlemeye calistik.

Yontem: Bu calismada metabolomik analiz igin
gaz kromatografisi/kitle spektroskopisi (GC/MS) bazli
metabolomik yaklasim kullamilmistir. Metabolitlerin

ekstraksiyonunda methanol: su ¢ozicli karigim

kullamilmisti.  Tirevlendirme  islemi  sonrasinda
metabolitler once GC kolonunda ayrismis daha sonrasinda
kiitle spektroskopisinde analiz edilmistir. Elde edilen
ham GC/MS verilerinin biyoinformatik analizleri icin MS-
DIAL metabolomik ve lipidomik platform kullanilmistir.
Metabolitlerin yapilar1 alikonma indeksi veri bankasina

gore yapilmistir. iki grup arasinda anlamli olarak degisen
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significant altered metabolites were investigated via

pathway enrichment analysis.

Results: Metabolite profile of control and enoxacin-
treated groups were compared to observe cellular
adaptation against the antibiotic stress. Principal
component analysis of GC/MS results showed that there
was a dramatic shift at general metabolome structure
under antibiotic stress. We identified 92 metabolites
and statistical analysis indicated 36 metabolites
altered significantly between experimental groups.
Pathway enrichment analysis showed that amino
serine, and threonine

acid biosynthesis, glycine,

metabolism, Aminoacyl-tRNA metabolism, purine
metabolism, galactose metabolism was induced in
E. coli exposed to subinhibitory concentration of

enoxacin.

Conclusion: In present study, we investigated

metabolic adapdation of E. coli against enoxacin-
induced stress. Our findings may contribute to current
literature to expand the understanding of bacteria-

antibiotic interactions at metabolome level.

metabolitler belirlendikten sonra yolak analizleri ile

degerlendirmeler yapilmistir.

Bulgular: Bu calismada metabolik adaptasyonu
anlamak icin kontrol ve enoksasin maruziyeti altinda
bulunan E. coli hucrelerinin metabolit profilleri
karsilastinlmistir. Temel bilesenler analizi (PCA) sonuclan
enoksasin maruziyeti altinda E. coli hiicrelerinin metabolit
yapisinin dramatik sekilde degistigini gostermistir. Yapilan
analizlerde toplam 92 metabolitin yapisi aydinlatilmis ve
bunlardan 36 tanesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
degistigi belirlenmistir. Miktar1 degisen metabolitler
yolak analizleri ile degerlendirilmis ve enoksasin
maruziyeti altinda aminoasit biyosentezi, aminoacil-
tRNA metabolizmasi, purin metabolizmasi, glisin, serin
ve treonin metabolizmasi ve galaktoz metabolizmasi gibi

hiicresel siireclerin farklilastigi tespit edilmistir.

Sonug: Elde edilen sonuclar enoksasin maruziyeti
altinda E. coli’de meydana gelen metabolik degisiklikleri ve
antibiyotik kaynakl stres kosullarinda nasil adapte oldugu
hakkinda bilgi sunmaktadir. Yapilan calismanin sonuglan
antibiyotik-bakteri iliskisinin anlasilmas ile ilgili olarak

literatiire ve gelecek calismalara katkida bulunacaktir.

Key Words: Enoxacin, Escherichia coli, GC/MS, Anahtar Kelimeler: Enoksasin, Escherichia coli,
Metabolomics GC/MS, Metabolomik
INTRODUCTION

Antibiotic resistance is one of the most critical
Overpopulation,
use of the antibiotics in clinical settings and animal
production, wildlife spread are major causes of

problems  worldwide. increasing

antibiotic resistance. World health organization (WHO)
centers for disease control and prevention (CDC)
estimate 700.000 deaths annually worldwide and every
country is potentially affected. Moreover, economic
impact of resistant bacteria infections is a big challenge
for each country. In the USA alone, the total economic
burden is estimated $20 billion in a year (1).

After the successes of the antibiotic golden
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age, the discovery rate was decreased, along with
an increase in the number of multi drug resistance
strains. Today there is a great effort to discover new
antibiotics. Many researches analyze antimicrobial
properties of semi-synthetic and synthetic molecules.
Moreover, target (gene)-based screening and cell-
based screening techniques have been used to find new
antimicrobial targets in cells and discover candidate
molecules (2, 3). However, these strategies have not
been sufficient to find realistic solution for antibiotic
resistant problem. Antibiotic-pathogen interaction
has been missing part and gained importance to



understand mode of action of antibiotics, adaptation
and resistance mechanisms of pathogens. The post-
genomics technologies (proteomics, transcriptomics
and metabolomics) have offered great opportunity to
respond to this challenge (4-7). This growing trend
could lead to find new routes to overcome resistance
problem.
The
antibiotics that have been used in clinical practice

fluoroquinolones are  broad-spectrum
for the treatment of infections since 1980s. Their
effect over wide range of gram negative and positive
bacteria has led to widespread use worldwide.
fluoroquinolone-resistant

emerged and increased dramatically in recent years

However, strains have
(8, 9). Metabolomics, proteomics and transcriptomics
techniques have been used to understand the effect of
various members of fluoroquinolones (ciprofloxacin,
ofloxacin) over pathogens and also resistance and
adaptation mechanisms against the fluoroquinolones
(10-12). However, these studies were early steps and
there is long way to understand fluoroquinolone-
bacteria relationship at molecular level. Enoxacin
that is a member of fluoroquinolone family has been
used for especially urinary tract infections. There is
any detailed study about the metabolic adapdation of
pathogen against the enoxacin.

In present work, we used gas chromatography/
(GC/MS)
approach to analyze the change of metabolome

mass spectroscopy based metabolomics
structure of E. coli under enoxacin stress conditions.
Result showed that there was a dramatic shift in
metabolome structure and various cellular pathways
altered with the effect of enoxacin. We believe that
our findings will contribute to understand bacteria-
antibiotic

relationship and further experiments

regarding with fluoroquinolone resistance.

MATERIAL and METHOD

Bacterial Culture

E. coli ATCC 25922 was subcultured on Tryptic
Soy Agar. In order to confirm the minimum inhibitory

concentration (MIC) value of enoxacin against E.
coli, standard broth microdilution was performed
according to the method reported by the Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). The MIC value
of enoxacin was determined and compared with the
latest breakpoint tables of EUCAST. For metabolomics
experiments, subinhibitory concentration (half of
the MIC) enoxacin was used. E. coli ATCC 25922 was
cultured on Mueller Hinton Broth (MHB) and incubated
under 37°C until the log phase was achieved. The
bacterial suspension was prepared using MHB that
contained the MIC/2 value of enoxacin to obtain a
bacterial concentration of 5x105 cfu/ml bacteria.
The same concentration of bacterial culture under
same conditions was also prepared without adding
any antibiotic. Flasks were incubated at 37°C for 20
h. Experiments were performed with three replicates.

Extraction of Metabolites

After centrifugation the cell pellets were washed
by phosphate buffer saline (PBS) twice. In present
work, we used enzymatic lysis procedure, we used
lysozyme for enzymatically disruption. Incubation
time was set to 30 minutes. Methanol:Water ( 9:1 v/v)
co-solvent system was used for metabolite extraction
from cellular lysate. 850 pL extraction solvent added
to 150 pL sample and mixed in a vortex for 1 min.
Samples were centrifuged at 15.000 g for 10 minutes.
Supernatant were taken and carefully evaporated
under vacuum centrifuge.

In  derivatization firstly — 20pL
methoxyamine solution in pyridine (20 mg/ml) (Sigma)
was added to the dried extract and incubated at 70°C

for 90 min. In second step, 100 pl of MSTFA (sigma)

process,

was added and incubated at 37°C for 30 minutes.
After derivatization, samples were transferred to
auto sampler vials for GC/MS analysis.

GC/MS conditions

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS)-based metabolomics analysis was performed as

described previously (13). Metabolites were analyzed
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using GC-MS (Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra) with a DB-
5MS stationary phase column (30 m + 10 m DuraGuard x
0.25 mm i.d. and 0.25-pm film thickness). Helium was
used as the carrier gas at 1 ml/min flow rate. Samples
were injected in non-split mode. Injection volume was
adjusted at 2 pl. The injector temperature was held
at 250°C. In gradient system, oven temperature was
fixed at 70°C for one minute, then increasing up to
325°C by 10°C/min gradient and held for 10 minutes at
325°C. Total separation time was 37.5 minutes. The MS
detector was performed at El mode. Data acquisition
was performed in full scan mode with mass range
between 50-650 m/z.

GC/MS Data Processing

Raw GC/MS data was processed in MS-DIAL
(version 3.96) metabolomics and lipidomics platform
(http://prime.psc.riken.jp/Metabolomics_Software/
MS-DIAL/).
between 0-1000 Da. Minimum peak height for peak

In MS-DIAL settings, mass range was
detection was 1000 amplitude. Retention time
tolerance was 1 min. Identification score cut off was
60%. We used GC/MS all public Kovats retention index
database (15302 records)(http://prime.psc.riken.jp/
Metabolomics_Software/MS-DIAL/) for
identification.

metabolite
Peak areas of metabolites were
calculated in MS-DIAL and normalized according to
total ion chromatogram. Metaboanalyst 4.0 platform
was used for statistical analysis. Volcano plot analysis
was applied to find altered metabolites (Fold change
>1.5 and p vaue<0.05). Altered metabolites were
analyzed in pathway module in metaboanalyst 4.0
(https://www.metaboanalyst.ca) and KEGG database
(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html).

RESULTS

The MIC value of enoxacin against E. coli ATCC
25922 was 0.12 pg/ml, which was within the expected
susceptibility range. Thus the half of the MIC value
(0.06 pg/ml) was used for further metabolomics
studies.
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In metabolomics analysis, extracted metabolites
in  GC/MS
chromatograms of control and enoxacin treated groups

were analyzed system. Base peak
were given in supplementary information. Raw GC/MS
data was processed in MS-DIAL software. We detected
930 features and identified 92 metabolites. Peak
intensities were calculated and normalized according
to total ion chromatogram (TIC). Metaboanalyst 4.0

platform was used for statistical analysis.

We focused on principal component analysis (PCA)
to observe general metabolic changes with the effect
of enoxacin and results showed that there was a
dramatic shift in metabolome structure under stress
conditions (Figure 1A). Volcano plot analysis was
applied to find altered metabolites (Fold change >1.5
and p vaue<0.05) (Figure 1B). We observed that 36
differentially expressed metabolites were detected
between control and enoxacin treated groupsincluding
22 upregulated and 16 downregulated metabolites,
respectively (supplementary information).

Altered
Metaboanalyst 4.0 (pathway analysis module) and

metabolites were evaluated in
KEGG mapper platform to understand systematic

effect of enoxacin over E. coli (Figure 2).

DISCUSSION and CONCLUSION

In present work, extracted metabolites from
control and enoxacin treated groups were analyzed
with GC/MS based metabolomics analysis. PCA
analysis showed that there is a dramatic shift in
metabolome structure of E. coli under enoxacin
stress. Metabolome structure is very dynamic and
environmental stress could trigger many biological
processes simultaneously and PCA indicated that
antibiotic induced stress leads deep impact over
cellular metabolism.

Statistical analysis showed that 36 metabolites
altered between two experimental groups (p value
< 0.05 and fold change > 1.5). Altered metabolites
were evaluated in pathway analysis in metaboanalyst



Figure 1. A) Principal component analysis of control and enoxacin treated groups.
B) Volcano plot analysis of features (Pink dots indicate significantly altered features between two experimental groups)

Figure 2. Induced pathways under enoxacin stress.
A) Pathway analysis module in Metaboanalyst 4.0
B) KEGG mapper database.
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4.0 and KEGG database to explain metabolic changes.

Changes in metabolic pathways within E. coli

Amino acids, referred to as the building blocks
of proteins, are compounds that play many critical
roles in cells. Studies showed that amino acid
biosynthesis is one of the key parameter for cell
growth, pathogenicity, biofilm-formation (14, 15).
Moreover, various proteomics, metabolomics and
transcriptomics studies revealed that this pathway
is changed dramatically under antibiotic stress
(10, 16-18). Zampieri et. al. showed that amino
acid biosynthesis is the most affected pathway
in E. coli at early phase of antibiotic stress and it
has direct connection to general antibiotic- stress-
response. In present work, we observed that amino
acid metabolism was changed under enoxacin stress
condition. Most of the altered metabolites were up
regulated in enoxacin treated group (Figure 3A). This
biological process could be one of the key steps in
adaptation process.

Glycine, serine, and threonine metabolism was
also one of the most significant pathways. Cheng.
et al., showed that glycine, serine and threonine
pathway altered between resistant and sensitive
strains of E. coli isolates (19). Also Ye et al, used

Figure 3. Fold changes of metabolites in
A) Amino acid biosynthesis,
B) glycine, serine, and threonine metabolism
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LC/MS based proteomics approach and showed that
glycine, serine and threonine pathway was one of the
most important regulatory mechanisms (20). Schelli
et al, used comparative metabolomics analysis to
understand metabolic adaptation in Staphylococcus
aureus under the effect of various antibiotics and
they observed that glycine, serine, and threonine
metabolism was significantly different (21). In present
work, we found similar results with this pathway
(Figure 3B). There is no detailed mechanistic study
role of glycine, serine and threonine metabolism
with metabolic adaptation process.
experiments, targeted studies could response to this

In  further

question.

Aminoacyl-tRNA metabolism is very important
in protein biosynthesis and cell envelope. Previous
studies have indicated that some antibacterial

quinolones  induce  bacterial aminoacyl-tRNA
synthetase (ARS) (10, 22). In pathway analysis, we
observed that glycinine (downregulated), L-alanine
(upregulated), L-tryptophan (upregulated),
L-threonine  (upregulated) and phosphoserine
(downregulated) were involved in Aminoacyl-tRNA
biosynthesis (Figure 3). Changes in Aminoacyl-tRNA
metabolism could demonstrate differentiation in

translation process.



Purine and pyrimidine nucleotides are major
energy carriers, subunits of nucleic acids and
precursors for the synthesis of nucleotide cofactors. In
literature, there has been growing evidence regarding
with alteration of purine metabolism under antibiotic
stress. Zampieri et al, showed that purine metabolism
was one of the most affected cellular process in early
phase of antibiotic stress for E. coli (18). Dorries et
al, observed similar results for Staphylococcus aureus
with metabolomics analysis. They found that most of
the metabolites purine metabolism was up regulated
under ciprofloxacin stress but they found purine
metabolism was down regulated under vamcomycin
and ampicillin treated groups (23). All these data
suggested that purine metabolism play important
role in resistance and adaptation process. Various

Figure 2. Fold change of metabolites in

A) Purine metabolism,

B) Glutathione metabolism,

C) Galactose metabolism,

D) Alanine, aspartate and glutamate biosynthesis

metabolites in purine metabolism were altered under
enoxacin stress (Figure 4A).

The cellular antioxidant mechanism plays critical
role in antibiotic resistance against the reactive
oxygen species (ROS). Glutathione metabolism is the
key system in defense system against ROS species
and very important for cell growth and survival. In
previous studies, it was showed that glutathione
metabolism plays in antibiotic
resistance process (24). In present work, we found
that various metabolites altered in enoxacin-treated

important role

group (Figure 4B). Moreover, we observed that
expression level of spermin increased dramatically.
Spermine, which is in glutathione metabolism, is
a member of polyamines, which are polycationic

molecules, produced through complex pathways.
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Polyamines involve in a wide range of biological
processes. The interactions between polyamines and
porins were defined in recent years. Porin proteins are
main regulators for overall permeability of the outer
membrane. Lyer et al, showed that four polyamines
(spermine, spermidine, cadaverine and putrescine)
were very effective on the activity of porin proteins
(25). These polyamines suppress channel opening and
promote the inactive state. Sarathy et al, showed
that polyamines induced membrane permeability
via affecting porin proteins. (26). They found that
polyamines decreased membrane permeability of the
outer membrane, which leads to decreased intake
of fluoroquinolones in Mycobacteria. In our work,
increasing level of spermine may lead to membrane
based-resistance against enoxacin.

Galactose metabolism, is also known as Leloir
pathway, is very important for energy production,
protein glycosylation, LPS biosynthesis and virulence
(27). Chai. et al, showed that galactose metabolism
played essential role n biofilm formation (28). Yang
et al, analyzed general carbon metabolism of E. coli
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under doxycycline stress (29). They showed that
expression level of genes in galactose metabolism
were significantly different from control group. In
present work, we found that three metabolite in this
pathway altered under enoxacin stress (Figure 4C).

Alanine, aspartate and glutamate biosynthesis is
another important metabolic pathway. In previous
studies showed that this pathway altered under
antibiotic stress conditions (30, 31). In present work,
we observed that various metabolites in this pathway
altered significantly (Figure 4D).

In conclusion, antimicrobial resistance is one of
the most important global problems. Understanding
of antibiotic-pathogen relationship at molecular level
could give opportunity to discover new antibiotics and
treatment methods. In present work, we investigated
altered metabolome structure of E. coli with GC/MS
based metabolomics approach. Results showed that
various metabolic pathways altered simultaneously
under enoxacin stress. We believe that our results
will contribute to understand antibiotic-pathogen
relationship.
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Tiirkiye’de tip fakiiltesi ogrencilerinin asi, bagisiklama, asi
kararsizligi ve COVID-19 asis1 hakkindaki bilgi ve diisiinceleri
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OZET

Amac: Asilama, bulasicihastaliklarionleme ve kontrol
konusunda en etkili halk sagligi uygulamalarindandir. As1
kararsizig1 tim diinya icin oldugu kadar {lkemiz icin
de hizla artan bir risk olarak karsimiza cikmaktadir.
Hekimlerin asilara yonelik tutumlan ile hastalarina
astya yonelik onerileri arasinda guclu bir iliski vardir.
COVID-19 pandemisi ile miicadele doneminde on planda
olan asinin, tutum ve davranislariyla topluma rol model
olan hekimler tarafindan kabulunin belirlenmesi,
yapilacak asilama calismalan icin yol gosterici olacaktir.
Bu calismada iilkemizdeki tip fakiltesi 6grencilerinin
asl, bagisiklama, as1 kararsizigi ve COVID-19 asisi
konusundaki incelenmesi

bilgi ve duslincelerinin

amaclanmistir.

Yontem: Tammlayici tipteki bu arastirmada, Aralik
2020-Ocak 2021 tarihleri arasinda, Turkiye’de bulunan
Avrupa Tip Ogrencileri Birligi (EMSA, European Medical
Students’ Association)’ne bagli 33 “Ogrenci Topluluklar”
(FMO, Faculty Member Organization) iyelerine ve bu
tyeler araciligiyla tilkemizdeki tip fakiltelerinde okuyan
ogrencilere ulasmak hedeflenmistir. Veriler cevrim ici

anket formu ile toplanmistir. Calismaya 1.015 Ggrenci

ABSTRACT

Objective: Vaccination is one of the most effective
public health practices in preventing and controlling
infectious diseases. Vaccine instability is a rapidly
increasing risk for our country as well as for the whole
world. There is a strong relationship between physicians’
attitudes towards vaccines and their recommendations
for vaccines to their patients. Determining the
acceptance of the vaccine, which is at the forefront
during the fight against the COVID-19 pandemic by
physicians who are role models for the society with
their attitudes and behaviors, will guide the vaccination
studies to be carried out. In this study, it was aimed
to examine the knowledge and thoughts of medical
faculty students in our country about vaccination,

immunization, vaccine instability and COVID-19 vaccine.

Methods: In this descriptive study, between December
2020-January 2021, it is aimed to reach the medical
students members of “33 Student Societies” (FMO, Faculty
Member Organization) affiliated to the European Medical
Students’ Association (EMSA) in Turkey and students
studying at medical faculties in our country through

members. The data were collected through an online
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katilmistir.

Bulgular: Calismaya katilanlarin %64,7’si kadindir.
Yas ortalamasi 21,2+2,5 yildir. Katilimcilanin %86,4’u
lilkemizdeki as1 kararsizliginin arttigim belirtmektedir.
Medyada asilar ile ilgili olumsuz ifadelerin bu durumun
en onemli nedeni oldugu disunilmektedir. Asi
kararsizliginin onlenmesi/azaltilmas icin ebeveynlere
oldugu belirtilmektedir.
Katilimcilarin %53,4’G COVID-19 asis1 Saglik Bakanligi

tarafindan kullanima uygun oldugu bildirildiginde

egitim vermenin o6nemli

“Hemen yaptirmam, beklerim” yanitin1 vermistir.

Sonug: Ulkemizdeki as1 kararsizigi  sayisinin

artmakta oldugu ve bunun salginlarin artmasina neden
olacagr disuniilmektedir. Topluma rol model olan
ogrencilerinin,

tip fakiltesi fakulteye basladiklan

donemden itibaren asilar, bagisiklama ve asi kararsizligi

konusundaki bilgi ve farkindaliklarinin arttirilmas
onemlidir.
Anahtar Kelimeler: Asilar, bagisiklama, asi

kararsizligi, COVID-19

questionnaire. 1015 students participated in the study.

Results: In the study 64.7% of the participants are
women. The average age is 21.2 + 2.5 years. 86.4% of the
participants state that vaccine instability in our country
has increased. It is thought that the negative statements
about vaccines in the media are the most important
reason for this situation. It is stated that it is important
to educate parents in order to prevent / reduce
vaccine instability. When 53.4% of the participants are
informed that the COVID-19 vaccine is suitable for use
by the Ministry of Health, they indicated “I will not do it

immediately, | wait.” as the answer.

Conclusion: It is thought that the number of
vaccine instabilities in our country is increasing and
this will cause an increase in epidemics. It is important
to increase the knowledge and awareness of medical
faculty students, who are role models for the society,
about vaccines, immunization and vaccine hesitation

from the beginning of the faculty.

Key  Words: vaccine

hesitation, COVID-19

Vaccines, immunization,

GIRIS

Asilar, hem bireysel bagisiklig1 saglamasi hem de
toplumda asilanmis birey sayisinin artmasiyla birlikte
asilanmamis bireylerin etkenle karsilasma olasiliginin
azalmasi sonucunda ortaya ¢ikan toplumsal bagisiklig
(herd immunity) saglamasi1 acisindan onemlidir (1).
Asilama programlan onleme

bulasici hastaliklan

ve ortadan kaldirma, hastaliklarin morbidite ve
mortalitesini azaltma, saglikli toplum gelisimi igin
maliyet etkin en iyi yontemdir (2).

Etkin ve kapsayiciigi yiiksek asilama calismalar
sayesinde bugiin tiim diinyada cicek hastaligi eradike,
ulkemizin de icinde oldugu 47 iilkede maternal ve
neonatal tetanoz elimine edilmistir (3). Ulkemiz 2002
yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan “Poliodan

Turk Hij Den Biyol Derg

Arnndinlmis Bolge” sertifikasi ile belgelendirilmistir.
Ayrica 22 Aralik 2020 tarihinde DSO, as ile 6nlenen
hastaliklardan kizamikgik hastaliginin elimine edildigi
tlke oldugumuz miijdesini de vermistir. Diger asi ile
onlenebilir hastaliklardan difteri, kizamik, kabakulak,
hepatit A-B, bogmaca, Streptococcus pneumoniae’ya
bagl invaziv pnomokokal hastaliklar ve Haemophilus
influenzae tip b’ye bagli gelisen menenjit, sepsis,
bakteriyemi ve sucicegi vaka goriilme sikliklan
oldukca azalmistir. Ancak bulasici hastaliklara kars
kazanilan tim bu basanlarla birlikte giderek artan asi
kararsizlig1, diinya icin oldugu kadar ilkemiz icin de
buylk bir risk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

As1 kararsizligi, asiy1 kabullenmekte gecikme veya



astya ulasilmis olmasina ragmen reddetme durumu
olup, bir ya da daha fazla as1 i¢in s6z konusudur (4).
Zaman, yer ve asilara gore degisen as1 kararsizligi,
yuksek asi talebi ile tam as1 reddi arasindaki surecte
ortaya c¢ikmakta, asilarin bazilarinin  kabulini,
asilan geciktirmeyi ve asilarin bazilarin1 reddetmeyi
kapsamaktadir. Dolayisiyla asi kararsizligi ile as1 reddi
arasinda gecirgenlik de soz konusu olup birbirlerine
donusebilme potansiyelleri oldukca yuksektir (5).
As1 kararsizliginin bu hizla devam etmesi durumunda
kazanilan basarlarin yok olmasi ve tekrar salginlara
zemin hazirlamasi riski buyuktir (6). Yakin zamanda
Avrupa’da yasanan ve on binlerce ¢ocugu etkileyen,
onlarcasinin o6lumine yol acan kizamik salginlan
bunun belirgin érnekleridir. Ulkemizde 2016 yilinda
gorilen kizamik vaka sayis1 9 iken 2019 yilinda bu say1
2904’e yikselmistir (7). ABD’de 1 Ocak-18 Temmuz
2019 tarihleri arasinda 31 eyalette toplam 1148
kizamik vakasi gorulmis (1992 yilindan beri bildirilen
en biiylik vaka sayis1) ve vakalarin ¢ogunun kizamiga
kars1 asilanmamis kisiler oldugu belirlenmistir (8).
Dolayisiyla kazanilan basarilarin yok olmamasi icin
as1 kararsizligi durumunun anlasilmasi ve c¢oziimiine

yonelik stratejiler gelistirilmesi gerekmektedir.

As1 kararsizligr ile ilgili yapilan bircok calismada
topluma rol model olan hekimlerin ve diger saglik
personelinin bireyler ile olan iletisiminin, dogru ve
giivenilir bilgi aktarnminin 6nemi vurgulanmaktadir.
Hekimlerin asilara yonelik tutumlan ile hastalarina
asitya yonelik onerileri arasinda guclu bir iliski vardir.
Asilama konusunda kararsizligi olan saglik ¢calisanlari,
asilara guveni bir sekilde zayiflatabilir ve toplumdaki
asi kararsizlig1 lizerinde gliclii bir etkiye sahip olabilir
(9). Icinde bulundugumuz COVID-19 pandemisi ile
miicadele doneminde, saglik calisanlari icin COVID-19
asilama calismalari 6n plana ¢ikmistir. Bu micadelede,
tutum ve davramslan ile topluma rol model olan
hekimler tarafindan COVID-19 asisinin kabuliiniin
belirlenmesi, onlimuzdeki asilama calismalan icin de
yol gosterici olacaktir.

Bu calismada hem topluma rol model olmalan

hem de uzaktan egitim uygulamasindan dolayr bu
konu hakkinda bilgiye ulasmak icin farkli kaynaklar
kullanmalann nedeniyle (ilkemizdeki tip fakiiltesi
ogrencilerinin, asi, bagisiklama, as1 kararsizligi ve
COVID-19 asis1 konusundaki bilgi ve dustincelerinin

incelenmesi amaclanmistir.
GEREC ve YONTEM

Calisma tammlayic1 tipte bir arastirmadir.
Aralik 2020-Ocak 2021 tarihleri arasinda Turkiye’de
bulunan Avrupa Tip Ogrencileri Birligi’ne (EMSA,
European Medical Students’ Association) bagl
33 “Ogrenci Topluluklarn” (FMO, Faculty Member
Organization) Uyelerine ve bu iyeler araciligiyla
ulkemizdeki tip fakiiltelerinde okuyan o6grencilere
ulasmak hedeflenmistir. Veri toplama araci olarak
arastirmacilar tarafindan literatur taramasi sonucu
bagisiklama, as1 kararsizligi

gelistirilen, asi,

ve Covid-19 asist hakkinda bilgi ve dusiinceleri

degerlendiren bir anket kullanilmistir.

COVID-19 pandemisinden
Uiniversiteler Mart 2020’den beri uzaktan egitim sistemi

dolay1 lilkemizdeki
ile egitim vermektedir. Ogrenciler fakiiltelerinde
olamadiklarindan yiiz yiize veya gozlem altinda
anket yapilamamaktadir. Bu nedenle literatirde de
tanimlanan “uygun ornekleme yontemi (Convenience
Sampling)” kullanilmaya calisitmistir. Bu orneklem
yonteminde, diger ornekleme yontemlerini kullanma
olanaginin olmamasi ve arastirmanin konusu COVID-19
asist oldugu icin zaman konusunda simirliliklar olmasi
nedeniyle, erisilmesikolay sistemler / kisiler Uzerinden
yararlanilmaya calisilmistir. Bu amacla uzaktan/
cevirim ici anketlerin tip fakiiltesi 6grencilerine
ulasmada onemli bir yol olabilecegi distiniilmiistir.
Arastirma icin hazirlanan cevrim ici anket Llinki,
FMO Uyeleri tarafindan ulasilabilen tiim tip fakiiltesi
ogrencilerine gonderilmistir. Anket formu sistemde
15 gun ulasilabilir kiinmis, ulasilabilen kisilere en az
2 defa e-posta / sosyal medya / kisisel mesajlasma
servisleri kullanilarak bilgilendirme ve hatirlatma
yapilmistir. Sonucta 1.015 tip fakiiltesi 6grencisine ait
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anket formu degerlendirmeye alinmistir.

Cevrim ici anket formu toplamda 4 bolum ve 42
sorudan olusmaktadir. Birinci bolimde katilimcilara
sosyodemografik ve saglik durumu ile ilgili sorular
(Cinsiyet, yas, simif, yasanilan sehir, birlikte yasanilan
kisiler, medeni durum, cocuk sahibi olup olmama,
kronik hastalik durumu, dizenli kullanilan ila¢ olup
olmadig1, birlikte yasanilan kisilerin kronik hastalik
durumu, COVID-19 siphesi ile hekim basvurusu olup
olmadigi, COVID-19 tamisi alip almadigi, COVID-19
pandemisi surecinde temasli olup karantina uygulanip
uygulanmadigi), ikinci boliimde as1 ve bagisiklama ile
ilgili bilgi ve diisiincelerini (Cocukluk cag asilarinin
tam olarak yaptirilip yaptirilmadigi, eriskin donemde
as1 yaptirip yaptirmadigi, yaptirrs ise hangi asilar
oldugu, asi/ bagisiklama ile yeterli bilgiye sahip
olup olmama konusunda disiinceleri, ulkemizin
Ulusal As1 Takvimi’nde yer alan agilar, ulkemizde
uygulanan “standart, tek tip” Ulusal As1 Takvimi
hakkindaki distinceleri, asilarin bulasici hastaliklarn
onleme konusunda etkili olup olmadigi hakkindaki
disunceleri, toplumdaki asii bireylerin sayisinin
artmasinin, asilanmamis bireylerin hastalik etkeniyle
temas olasiigin1 ve hastaligin o toplumda goriilme
sikigini nasil etkiledigi konusundaki diisiinceleri,
asilarin  onemi  ve givenilirligi  konusundaki
dusunceleri, bulasici hastaliklar onleme konusundaki
diisiinceleri, bir cocuga as1 yaptirma-yaptirmama
kararini kim vermeli konusundaki diistinceleri, asilara
kars1 dustincelerini etkileyen faktor / faktorlerin neler
oldugu, mevsimsel grip asist hakkindaki tutum ve
davranislar), tclincii boliimde as1 kararsizligi ile ilgili
disiincelerini (Ulkemizdeki as1 kararsiziigr hakkindaki
diisiinceleri, lilkemizde as1 kararsiziginin en 6nemli
nedeni, as1 kararsizigina neden olan en o6nemli
faktor, as1 kararsiziginin 6nlenmesi / azaltilmasi igin
alinmasi gereken onlemler, toplumda kararsiziginin
yayginlasmasi durumunda; toplum sagliginin nasil
hekimlik

uygulamalar sirasinda as1 kararsizlig ile karsilasma

etkilenecegi konusundaki diisiinceleri,

durumunda nasil bir yol izlenecegi disiincesi) ve
dorduncu bolumde ise katilimcilara COVID-19 asisi ile
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ilgili distincelerini (COVID-19 as1 calismalarini takip
edip etmedikleri, COVID-19 asis1 Saglik Bakanligi
tarafindan kullanima uygun oldugu bildirildiginde
yaptinp yaptirmama ile ilgili diistinceleri, COVID-19
asisint  yaptirmayr dusunurlerse nedenlerinin ne
oldugu, COVID-19 asisin1 yaptirmamayi disiindirlerse
nedenlerinin ne oldugu, COVID-19 asisin1 yakinlarina
(aile / arkadas / akraba) onerip onermeme ile ilgili
diisiinceleri) degerlendiren sorular yoneltilmistir.
Arastirmaya baslamadan once Saglik Bakanligi
Bilimsel Arastirma Platformu’ndan (09.12.2020 tarihli)
ve Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay (25.01.2021 tarih
ve KTU-BAEK 2020/368-6 nolu karar) alinmistir.
Verilerin analizinde SPSS 23,0 istatistik paket
program kullamlmistir. Calismada tanimlayic veriler
say1 ve yuzde olarak sunulmustur. Kategorik verilerin
analizinde ki-kare testi kullamlmistir. ikiden fazla
(cok gozli tablolarda)
istatistiksel anlamlilik ortaya ¢iktiginda, gruplar arasi

grup karsilastirmalarinda

fark/farklarin hangi durumlardan kaynaklandigini
belirleyebilmek icin SPSS “Custom tables” komutu
kullamlarak post hoc analiz yapilmistir. Istatistiksel
anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismaya 1015 kisi katilmistir. Katilimcilarin
%64,7 (n=657)’si kadin, %35,3 (n=358)’U erkektir.
2,5 yit (17-
%59,3
(n=602)’u klinik oncesi (hazirik, donem 1, 2 ve 3),
%40,7 (n=413)’si  klinik donem (donem 4, 5 ve 6)
ogrencisidir. Katilimcilara ait diger sosyodemografik

Katiimcilarin yas ortalamas1 21,2 +

49) olarak belirlenmistir. Katilimcilarin

ozellikler Tablo 1’de gosterilmistir.

Calismaya katilan ogrencilerin %8,3 (n=84)’{iniin
kronik hastaligi bulunmakta ve %14,9 (n=151)’u
diizenli ila¢ kullanmaktadir. %35,1 (n=356)’i birlikte
yasadig1 kisilerden en az birinin kronik hastaliga
sahip oldugunu belirtmistir. COVID-19 siiphesi ile
hekime basvuranlarin oram %23,5 (n=239) olup tim
katilimcailann %10,0 (n=101)"1 kesin COVID-19 tanisi



- | |
Tablo 1. Katilimcilarin sosyodemografik ozellikleri (N=1015)
Ozellikler Secenekler n %
Kadin 657 64,7
Cinsiyet
Erkek 358 35,3
Yas (Ortalama + SS) 21,2 + 2,5 (Y1l)
Hazirlik 11 1,1
Donem 1 253 24,9
Donem 2 235 23,2
Simif Donem 3 103 10,1
Donem 5 93 9,2
Donem 4 54 5,3
Donem 6 266 26,2
istanbul 192 18,9
Trabzon 159 15,7
Ankara 106 10,4
Yasanilan sehir izmir 39 3,8
Samsun 38 3,7
Bursa 30 3,0
Diger 451 44,5
Aile ile 731 72,0
Akraba ile 8 0,8
Birlikte yasanilan kisi/kisiler
Arkadas ile 138 13,6
Yalniz 138 13,6
Bekar 1005 99,0
Medeni durum
Evli 10 1,0

almistir. Temasli durumunda olup karantina uygulanan
kisi say1s1 249 (%24,5)’tir (Tablo 2).
Katibmalarimn ~ %87,2  (n=885)’si
c¢agr asilarinin  tam olarak yaptinldigimi, %1,8
(n=18)’i yaptinlmadigim, %11,0 (n=885)’1 ailesinin
hatirlamadigim veya bu konu hakkinda bilgisinin

cocukluk

olmadigim  belirtmistir.  Eriskin  donemde as1
yaptiranlarin orani ise %34,5 (n=350) olup yaptirilan
asilar Hepatit A, Hepatit B, Kizamik-Kizamikg¢ik-
Kabakulak (KKK), Pnomokok, Meningokok, Hpy,

Kuduz, Tetanoz ve influenza asilandir. Calismarmza

katilan ogrenciler arasinda, genisletilmis bagisiklama
programi, asi takvimi, asi tirleri, asilann icerikleri,
asilara bagli olas1 yan etkiler, as1 yapilmadigi takdirde
ortaya cikabilecek riskler konusunda yeterli bilgiye
sahip olup olmadigin1 diisiinenlerin dagiim Tablo
3’te gosterilmistir. Toplumsal bagisikik hakkinda
yoneltilen “Toplumdaki asili bireylerin sayisinin
artmasi, asilanmamis bireylerin hastalik etkeniyle
temas olasiigin1 ve hastaligin o toplumda goriilme
sikligin1 nasil etkiler?” sorusuna katiimcilarin %84,6
(n=859)’s1 “azaltir” yamtin vermistir.
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Tablo 2. Katiimcilarin ve birlikte yasadiklar kisilerin saglik durumu ile ilgili 6zellikler (N=1015)

Ozellikler Secenekler n %

Evet 84 8,3
Kronik hastalik varligi

Hayir 931 91,7

Evet 151 14,9
Diizenli kullanilan ilag

Hayir 864 85,1

Evet 239 23,5
COVID-19 suiphesi ile hekim basvurusu

Hayir 776 76,5

Evet 101 10,0
COVID-19 tamsi alma

Hayir 914 90,0

Evet 249 24,5
Karantina durumu

Hayir 766 75,5

Tablo 3. Katilimcilarin as1 ve bagisiklama ile ilgili bilgi sahibi oma durumlar1 (N=1015)

Ozellikler Secenekler n %

Evet| 504 | 49,7
Genisletilmis asilama programi/Asi takvimi ile ilgili bilgi sahibi olma

Hayir| 511 50,3

Evet| 604 | 59,5
As1 turleri ile ilgili bilgi sahibi olma

Hayir| 411 | 40,5

Evet| 439 | 43,3
Asilann icerigi ile ilgili bilgi sahibi olma

Hayir| 576 | 56,7

Evet| 558 | 55,0
Asilarin olasi yan etkileri ile ilgili bilgi sahibi olma

Hayir| 457 | 45,0

. Evet| 774 | 76,3

As1 yapilmadig1 zaman ortaya ¢ikabilecek riskler konusunda bilgi sahibi olma

Hayir| 241 23,7

As1  ve ile

incelendiginde

bagisiklama
katiimcilarin

ilgili ~ dustinceler
%43,5  (n=442)’i
“Standart, tek tip” ulusal as1 takvimini dogru bulurken
%48,2 (n=489)’si bu konuda kararsiz oldugunu ve
%8,3 (n=84)’lL ise dogru bulmadigim belirtmistir.
Asilarin bulasic1 hastaliklar 6nleme konusunda etkili
oldugunu diisiinenlerin oran ise %93,5 (n=949)’dur.
Katiimcilarnin %70,0’1 (n=711) asilara kars1 olumlu
dusuncelere sahip olmalarim en c¢ok etkileyen
faktorin asilarin zararindan cok yararinin olmasi
oldugunu belirtmistir. Olumsuz dusiincelere sahip
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olmalarim en cok etkileyen faktorin ise asilarin
firmalar tarafindan ticari amacli iretilmesi ve asilarin
Ulkemizde Uretilmemesi oldugunu belirtmislerdir.
Bir cocuga asi yaptirma/yaptirmama kararini kim
vermeli sorusunda en cok tercih edilen secenekler
Cocuk Saglig (%80,8),
Enfeksiyon Hastaliklari Uzmani (%63,6) ve Aile Hekimi

ve Hastaliklarnn Uzmam
(%50,6) olmustur. Mevsimsel grip asisina kars1 tutum
ve davramislar incelendiginde katiimcilarin %25,5
(n=259)’i hayat1 boyunca en az bir defa grip asisi
yaptirdigini, %22,8 (n=231)’i hayat1 boyunca hic



yaptirmadigin1 ancak yaptirmayi distindiigiinii, %51,8
(n=525)’i ise hayat1 boyunca hi¢ yaptirmadigini ve
yaptirmayi da diistinmedigini belirtmistir.

Sekil asilarin  onemi
hakkindaki dustinceleri gosterilmistir. Hepatit B asisi
%93,3 oranlaen cok katiimc1 (n=947) tarafindan onemli
goriulen as1 olmustur. Sekil 2’de katilimcilann asilarin

1’de katiimcilanin bazi

giivenilirligi hakkindaki diisiinceleri gosterilmistir.
Katiimcilarnin  %82,6’s1  (n=838) asilarin uygulama
seklini guivenli bulurken, %21,5 (n=218)’i asilan olas1
yan etkileri nedeniyle giivenilir bulmadigim ve %40,6
(n=412)’s1 ise asilarin iceriginde bulunan kimyasal
maddeler nedeniyle giiven
oldugunu belirtmistir.

konusunda kararsiz

Sekil 1. Katiimailarin asilarin onemlilik durumu hakkindaki diistinceleri (n=1015)

Sekil 2. Katiimcilarin asilarin givenilirligi hakkindaki disiinceleri (n=1015)
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As1 kararsizlig ile ilgili diisiinceler incelendiginde
%86,4 (n=877)’u
sayisinin ~ zamanla

katilimcilarin Ulkemizdeki

ast  kararsizligi arttigim
distinmektedir. As1 kararsizligina neden olan en
onemli faktor olarak katilimcilarin %45,2 (n=459)
’si medya araclarinmin, %24,2 (n=246)’si toplumda
rol model olarak kabul edilen insanlarin asilar
hakkindaki olumsuz ifadelerinin, %13,6 (n=138)’s1 ise
geleneksel tip sempatizanlarinin asilar hakkindaki
dusiincelerinin oldugunu belirtmislerdir. Ulkemizdeki
ast kararsiziginin  en onemli nedenleri olarak
katiimcilarin  %87,1
ilgili olumsuz ifadeler okuma-duyma oldugunu, %82,7
(n=839)’si

%77,5 (n=787)’i ilac-as1 sirketleri hakkinda olumsuz

(n=884)’i medyada asilar ile
asilarin icerigine giivenmeme oldugunu,

diislincelere sahip olma oldugunu, %68,1 (n=691)
’i ise asilarnn yan etkilerine yonelik duyulan endise
oldugunu belirtmislerdir. Toplumda as1 kararsizliginin
%87,3
bulagic1 hastalik salginlarimin artacaginm

yayginlasmast  durumunda katiimcilarin
(n=886)’l

distinmektedir. Katilimcilara gore as1 karasiziginin

egitim verilmesi, devletin konuya sahip ¢ikarak
sahiplenici bir rol {stlenmesi ve asilarin givenli
olduguna yonelik bilimsel arastirmalar yapilmasi
Hekimlik
sirasinda as1 kararsizligi ile karsilasmalar1 durumunda
katihmallann  %46,9 (n=476)’u  kisi/kisileri
edemezse gerekli makamlara durumu bildirecegini,
%44,9  (n=456)’u
kararlarina saygi duyacagini, %8,2 (n=83)’si karara
sayg1 duyup hicbir sey yapmayacagin belirtmistir.

seklinde  belirlenmistir. uygulamalan

ikna

kisi/kisileri ikna edemezse

Tablo 4’te katiimcilarin COVID-19 asisi ile ilgili
diistinceleri gosterilmistir. Asinin  Saglik Bakanligi
tarafindan kullanima uygun oldugu bildirildiginde
katiimcilarin  %53,4 (n=542)’4 hemen yaptirmayip
bekleyecegini belirtmistir. COVID-19 asisin1 yaptirip
yaptirmama konusundaki diisiinceler incelendiginde

aslyl1 yaptirmayr dusunenlerin  (n=296)  %69,5
(n=206)’i hastaligin yayilmasini engellemek igin
asly1 yaptiracagim  belirtmistir. COVID-19 asisini

yaptirmamay1 dusiinenlerin (n=27) ise %97,0 (n=26)"1
asinin yan etkilerinin olup olmayacag1 konusundaki

onlenmesi/azaltilmasi icin alinmasi gereken en etkili  engiselerinden  dolay1 asiy1  yaptirmayacagini
onlemler; ebeveynlere asilama/bagisiklama ile ilgili belirtmistir.
Tablo 4. Katiimcilarin COVID-19 asisi ile ilgili dustinceleri (N=1015)
Ozellikler Secenekler n %
Evet, ara sira takip ediyorum 627 61,8
COVID-19 as1 calismalarin Evet, yakindan takip ediyorum 342 33,7
Hayr, hic ilgilenmiyorum 46 4,5
COVID-19 agisinin hangi iilke tarafindan gelistirildigi sizin | EVet 600 59,1
1g1n onemli midir? Haylr 415 40,9
Hemen yaptirmam, beklerim 542 53,4
Calismalan devam eden COVID-19 agisim Saglik Bakanlign | Hemen yaptinnm 296 29,2
tarafindan kullamma uygun oldugu bildirildiginde: Kararsizim 150 14,8
Asla yaptirmam 27 2,7
Evet 527 51,9
QOVI_D—1? §\§?s17m yakinlariniza (aile / arkadas / akraba) Kararsizim 438 43,2
onerir misiniz?
Hayir 50 4,9
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Tablo 5’te katilimcilarin baz1 6zelliklerine gore
COVID-19 asisim yaptirip yaptirmama konusundaki
disunceleri  gosterilmisti.  Katilimcilarin -~ kronik
hastaliga sahip olup olmama durumlarina gore
COVID-19 asisim yaptirip yaptirmama konusundaki
disiinceleri ki-kare testi ile karsilastinldiginda arada
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir (p=0,011). Gruplar arasindaki fark/farklarin
hangi durumlardan kaynaklandigini belirleyebilmek
icin SPSS “Custom tables” komutu kullanilarak post

hoc analiz yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda kronik

hastaliga sahip olan ve olmayan iki grupta “Hemen
yaptirinm” yamtini verenler arasinda (Kronik hastaliga
sahip olanlarin %42,9 (n=36)’u, kronik hastaliga sahip
olmayanlarin ise %27,9 (n=260)’u “Hemen yaptirirm”
yanitin1 vermistir.) istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p=0,004). Aynmi analiz sonucunda ayni
iki grupta “Kararsizim” yanitin1 verenler arasinda da
(Kronik hastaliga sahip olanlarin %6,0 (n=5)"1, kronik
hastaliga sahip olmayanlarin ise %15,6 (n=145) ’si
“Kararsizim” yamitim vermistir.) istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p=0,017).

Tablo 5. Katiimcilarin baz1 6zelliklerine gore COVID-19 asisini yaptirip yaptirmama konusundaki diistinceleri

COVID-19
GOl Asisint hemen [ COVID-19 Asisini
Asisint hemen Kararsizim
L. yaptirmam, asla yaptirmam
Ozellikler yaptinnm beklerim
Secenekler n % n % n % n % p
Kadin 179 27,2 356 54,2 18 2,7 104 18,5
Cinsiyet 0,261
Erkek 117 32,7 186 52,0 9 2,5 46 12,8
Evet 36 42,9* 41 48,8 2 2,4 5 6,0
. 0,011
Kioniidhastalik Hayr 260 | 27,9 501 53,8 25 2,7 145 | 15,6
varligi
*Posthoc p = 0,004, **Posthoc p = 0,017
. . Evet 55 36,4 72 47,7 2 1,3 22 14,6
Diizenli ila¢ kullanma
durumu i B
Hayir 241 27,9 470 54,4 25 2,9 128 14,8
Birlikte yasamilan Evet 96 27,0 195 54,8 10 2,8 55 15,4
kisilerde kronik 0,726
hastalik durumu Hayir 200 30,3 347 52,7 17 2,6 95 14,4
Evet 29 28,7 54 53,5 8 7,9* 10 9,9
0,004
COVID-19 tanms1 alma |Hayir 267 29,2 488 53,4 19 2,1 140 15,3
*Posthoc p = 0,001
Herhangi bir
yakiminin (aile/ Evet 248 28,5 473 54,4 21 2,4 127 14,6
arkadas /akraba) 0,325
COVID-19 tamsi Hayir 48 32,9 69 47,3 6 4,1 23 15,8
almasi
COVID-19 pandemisi
T —— Evet 62 24,9 141 56,6 10 4,0 26 14,5
durumunda olup 0,172
karantina Hayir 234 30,5 401 52,3 17 2,2 114 14,9
uygulanmasi
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Katiimcilarin  COVID-19 tamist alip almama
COVID-19 yaptirip

yaptirmama konusundaki dusiinceleri ki-kare testi

durumlarina  gore asisini

ile karsilastirildiginda arada istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p=0,004).
Gruplar arasindaki fark/farklarin hangi durumlardan
kaynaklandigin1 belirleyebilmek icin SPSS “Custom
tables”

yapilmistir.

komutu kullanilarak post hoc analiz
Yapilan analiz sonucunda COVID-19
tanis1 alan ve almayan iki grupta “Asla yaptirmam”
yanitin1 verenler arasinda (COVID-19 tanis1 alanlarin
%7,9 (n=8)’u, COVID-19 tamsi

%2,1 (n=19)’i “Asla yaptirmam” yamtin1 vermistir).

almayanlarin ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p=0,001). Katilimcilardan COVID-19 hastalik tanisi
alanlarin %33,6 (n=34)’s1, hastalik tanis1 almayanlarin
ise %33,7 (n=308)’si COVID-19 asisin1 yakindan takip
etmektedir. Yapilan analiz sonucunda hastalik tanisi
alanlar ile almayanlar arasinda COVID-19 asisim
takip etme davranislarn acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,977).

Katiimcilarin  klinik oncesi donem ve klinik

donemde olmalarina gore COVID-19 asisin yakinlarina

onerip onermeme konusundaki dusunceleri ki-kare
testi ile karsilastinldiginda arada istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p=0,010).
Gruplar arasindaki fark/farklarin hangi durumlardan
kaynaklandigini belirleyebilmek icin SPSS “Custom
tables”
yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda klinik donemde

komutu kullanmlarak post hoc analiz
olanlar ve klinik oncesi donemde olanlar seklindeki iki
grupta “Oneririm” yamtim verenler arasinda (Klinik
(n=236)’i, klinik oncesi

dénemde olanlarin ise %48,3 (n=291)’ii “Oneririm”

donemde olanlarin %57,1

yanitin1 vermistir.) istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p=0,006). Ayn1 analiz sonucunda ayni
iki grupta “Kararsizim” yanitin1 verenler arasinda
da (Klinik donemde olanlarin %39,5 (n=163)’i, klinik
%45,7 (n=275)’si
“Kararsizim” yamtim vermistir.) istatistiksel olarak

oncesi donemde olanlarn ise
anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p=0,050).
COVID-19 hastalik

arasinda COVID-19 asisim

tamis1 alanlarla almayanlar
yakinlarina onermeyi
disunme acisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamistir (p=0,616) (Tablo 6).

Tablo 6. Katihmcilarin baz1 ozelliklerine gore COVID-19 asisim tanmidiklarina onerip onermeme konusundaki

diisiinceleri

COVID-19 asisini COVID-19 agisim
yakinlarina i .
snermeyi yakinlarina onermeyi Kararsizlar
Ozellikler Secenekler diistinenler diistinmeyenler
n % n % n % P
Klinik Oncesi 291 48,3 36 6,0 275 45,7
0,010
Dénem Klinik 236 57,1* 14 3,4 163 39,5
Posthoc p* = 0,006, Posthoc p** = 0,050
COVID-19 tansi Evet 51 50,5 7 6,9 43 42,6 061t
el Hayir 476 52,1 43 47 395 43,2
Turk Hij Den Biyol Derg



TARTISMA ve SONUC

Milyonlarca ¢ocugun yasamim kurtaran ve engelli
kalmalarim1  onleyen asilar gunumiizde bulasici
hastaliklarin ve komplikasyonlarinin onlenmesinde
en etkili yontemlerin basinda gelmektedir. Asilama
programlan sayesinde ozellikle yiiksek ve orta gelirli
ulkelerde asi ile onlenebilir hastaliklanin sikliklarinda
cok blyiik disusler saglanmstir (10). Ancak asiyla
onlenebilir hastaliklara kars1 verilen basarili mucadele
sonunda, baz1 tehlikeli hastaliklarin ciddi oranda
yasamimizdan ¢ikmasi, toplumun hafizasinda bu
hastaliklarin buyik risklerinin giderek siliklesmesine,
bunun sonucunda da risk-fayda hesaplamalarinda
asilarin risklerinin daha biiyiik endise kaynag haline
gelmesine neden olmustur (11).

Bu calismada ulkemizdeki tip  fakiiltesi
ogrencilerinin as1, bagisiklama, as1 kararsizligr ve
COVID-19 asis1 konusundaki bilgi ve disuncelerinin
incelenmesi amaglanmis olup 6grencilerin bu konudaki
goriisleri COVID-19 asis1 uygulamasina baslamadan
hemen 6nce degerlendirilmistir.

Toplumda asilar
ayrimi yapilmakta ve bireyler kendilerince onemli
gordiikleri asilan yaptirmakta ancak yeni cikmis,
yaygin nasil  bir
olacaginin bilinmedigi asilara tereddiit gostermektedir.
Olimciill oldugu, tedavisinin olmadig diisiiniilen
hastaliklara yonelik iretilen asilarin ise onemli oldugu
diisiinlilmekte ve risk alinmak istenmemektedir. Diger
yandan icerdikleri kimyasal maddeler sebebiyle bazi
hastaliklara neden oldugu disiiniilen asilar konusunda
ise yaptinlmama vyolu izlenmektedir. Literatire
baktigimiz zaman ozellikle 20.yy’da as1 ile ilgili
tartismalarnn temelinde iki farkl asilama uygulamasina
(Difteri-Bogmaca-Tetanoz (DBT) ve KKK) yonelik
duyulan giivensizlik yatmaktadir. Hollanda’da yapilan
bir arastirmada o6zellikle otizme yol acabilecegi
endisesi ile KKK asisina karsi kararsizlik yasandigi
belirlenmistir (12). Bir (Universite hastanesindeki
hekimlerin bagisiklamayla ilgili tutumlarin incelemek
amaciyla yapilmis bir calismada hekimlerin %10,5%i
as1 konusunda tereddiide sahip oldugunu belirtmistir.

konusunda onemli/onemsiz

goriilmeyen, koruyuculugunun

Bunlarin %12’si Genisletilmis Bagisiklama Program
(GBP) cercevesinde uygulanan asilara yonelik
tereddiide sahipken, %88’inin GBP cercevesi disinda
uygulanan asilarla ilgili tereddide sahip oldugu
gorulmustur (13). Yapilan bu calismada ise tip fakiltesi
ogrencilerinin genel olarak asilarin énemli oldugunu
dusundukleri gorulmiistur (Tablo 4).

Yaptigimiz bu calismada katiimcilarin %86,4’U
tlkemizde as1 kararsiziginin arttirdigim ve %87,3’u de
asi kararsiziiginin yayginlasmasi durumunda salginlarin
artacagin belirtmislerdir.

Ulkemizde asikararsizigina yonelik sosyodemografik
ozelliklerin etkisi ile tek bir tipoloji belirlemek mumkiin
degildir. Ege Universitesinde yapilan bir calismada saglik
calisanlarinin HIN1 pandemisinde, as1 yaptirmama
konusunda kadinlarla erkekler arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (14). Fransa’da yapilan bir calismada
ise pratisyen hekimlerin ve aile hekimlerinin H1N1
pandemisinde, asiya kars1 tutumlarinda as1 yaptirmama
konusunda kadinlarla erkekler arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (15). Malta’da yapilan arastirmada,
erkeklerin COVID-19 asisin1 yaptirma konusunda daha
istekli oldugu goriilmiistiir (16). Yapilan calismalarda
cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlam fark
bulunmustur ancak kadinlar icin as1 yaptirmaya engel
olabilecek gebelik ve emzirme durumlarinin dikkate
alinmadig1 goriilmistiir. Bizim yaptigimz calismada
COVID-19 agsisin1 hemen yaptirinm secenegini erkekler
kadinlara oranla daha fazla tercih etmis ancak asiya
kars1 tutumlarda cinsiyet acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir.

Asi ile ilgili toplumsal tereddiitler toplumun cok
farkli kesimlerinin ve farkl niyetlerin (dini soylemlerde
bulunma, ticari kazang¢ saglama, popiilerligi arttirma
gibi) etkisi ile ortaya cikabilmektedir (17). Bu farkl
kesimlerin gorislerini paylasmasinda ise medya
onemli bir aractir. Farkli medyalarin asiy1 6zendirici
yayinlarinin, asilarin kabullenilmesini artinc etkisi
oldugu gosterilmistir. Ma K. ve arkadaslarinin yaptigi
arastirmaya gore ABD’de 2003-2004 yillarinda haftalik
influenza asilamas1 hizi, medyada destekleyici sekilde
yer almasiyla birlikte %2,4’ten %8,6’ya cikmistir
(18). Benzer sekilde medyada asilarla ilgili siiphe
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olusturan yayinlar yer aldiginda, as1 kararsizig1 da
artis gostermektedir. ABD’de yapilan bir arastirma
cocuklarim  bilincli olarak asilatmayan ailelerin,
asilama takvimine uyan ailelere gore anlamli derecede
daha fazla sekilde medyadaki as1 karsiti yayinlan
okuduklan ya da dinledikleri gosterilmistir (19). Ayrnca
asilarla ilgili bilgi kirliligi ebeveynleri korkutarak
asilanma oranlaninin dismesine ve pek cok bulasici
hastaligin salginlar halinde tekrar ortaya cikmasina
neden olmaktadir (20). Yaptigimiz bu calismada ise
asi kararsizigina neden olan faktorler konusunda
katilimcilarin %45,2’si medya araclarimin onde geldigini
ve as1 kararsiziginin en onemli nedeni konusunda
katiimallarnin %87,1’i medyada asilarla ilgili olumsuz
ifadeler okuma veya duyma oldugunu belirtmistir.
Medya ve iletisim alanina yonelik, sosyal medyada
farkli paylasim ortamlarinda agsi ile ilgili iceriklere
aninda dogru ve giivenilir yamit verecek birimler
olusturulabilir, televizyon programlarina asi ile ilgili
calisan akademisyenlerin katilmasi saglanabilir, kamu
spotlar olusturulabilir ve “neden as1 yaptinlmali”
sorusuna bilimsel, aciklayict ve gincel yamtlar
uretilmesi saglanabilir.

Ulkemizde as1 konusunda bireylerin kafalarini
kanstiran en onemli unsurlardan birinin asilarin icinde
bulunan tiyomersal veya aluminyum gibi koruyucu
bilesenlere iliskin kuskular oldugu goriilmektedir.
Binlerce cocuk Uzerine yapilan analizler thimerosal
maddesinin insan vicudu icin herhangi bir yan etki
yaratmadigini kanitlamstir ancak biitiin bu bilimsel
verilere ragmen as1 karsit1 bazi gruplar tarafindan
olusturulan psikolojik baski ve korku algis1 sayesinde
civa glinimiizde bircok asimin iceriginden cikarilmistir
(21). Benzer sekilde asilarla alinan dusuk miktarlardaki
aliiminyumun insan sagligina negatif bir etkisi bilimsel
calismalarca gosterilmis degildir, aym zamanda her
insan ortalama 7-9 mg aluminyumu besinlerden,
havadan ve icme suyundan giunlik yasaminda zaten
almaktadir (20).

Asilann icerigine gilivenmeme konusunda onemli
etkenlerden birisi, 6zellikle dini konuda hassasiyetleri
olan kesimin, as1 iceriginde oldugunu diisiindiigii domuz
iriinleri ile ilgilidir. istanbul’da bulunan dért ilcedeki
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(Esenyurt, Bagcilar, Basaksehir, Kiiciikcekmece) Aile
Saglig1 Merkezlerinde yapilan calismada, katiimcilarin
bliylik cogunlugu asilarin dinen sakincali oldugunu
(%64) belirtmislerdir (22). Yaptigimiz bu calismada
ise as1 kararsiziginin en onemli nedeni konusunda
katiimcilarin %30,4’U dini goriislerin etkili oldugunu
belirtmistir. Buradaki hassasiyeti anlayan, ona gore
calismalar ve aciklamalar getirmeye calisan bir bakis
acisimin - Uretilmesi  konu ile micadele agisindan
oldukca onemlidir.
Ulkemizde bazi baz1 asilarin
lcretsiz olmasi toplumda kafa karisikligi yasanmasina
yol acmaktadir. Ozellikle bazi asilann parali
olmasi, maddi imkansizigi olan bireyler icin
bastan sorunlu gorulmekte ve asilarin “toplumsal
yaran” iddias1 sorgulanmaktadir. Bununla birlikte
bazi1 asilarin Ucretsiz olmasi da sorgulanmakta ve
altinda baska nedenlerin oldugu diisiiniilmektedir.
Tip Fakiiltesi’nde Kadin
Hastaliklan ve Dogum stajin1 yapmis ogrencilerde
yapilan bir calismada HPV asisim onermeyi dusunen
ogrencilerdeki cekincelere neden olan faktorlerin
dagiiminda, HPV asisinin cok pahali olmast %51,6
oraninda en etkili faktor olarak bulunmustur (23).
Edirne ilinde aile sagligi elemanlarinin bagisiklama
hizmetleri ve as1 tereddudune iliskin bilgilendirme ve
tutum gelistirilmesi amaciyla yapilan bir miidahale
calismasinda saglik calisanlanimin  %14,5’i ihtiyac
duymalarina ragmen asilarin iicretleri nedeniyle kendi
cocuklarim asilatamadiklarim  belirtmislerdir  (24).
Diizenli bir gelir sahibi olan saglik calisanlarinda dahi

asilarin  ucretli,

Marmara  Universitesi

lcret nedeniyle kimi asilarin yaptirilamamasi onemli
bir sorundur. Yaptiginmz bu calismada ise asilara kars:
dusunceleri etkileyen faktorler sorusuna katitimcilarin
%14,4’(i baz1 asilarin {cretli oldugunu belirtmistir.
Kararsizliga neden olmasi acisindan licret konusunun
ele alimp toplumun bu konudaki kafa karsikligi
giderilmelidir.

Doktorlar ve ila¢ firmalan arasindaki iliskiler,
kapitalist sistemin dogas1, sagligin asilar da dahil cok
ticari bir alan olarak goriilmesi ve kar-zarar mantigi ile
isleyen bir sistem ve bu sistemin en onemli aktorleri
olan doktorlara glivenmeme asi kararsizigina iliskin



iklimin olusmasina neden olmaktadir. istanbul’da
bulunan dort ilcedeki (Esenyurt, Bagcilar, Basaksehir,
Kiiclikcekmece) Aile Sagligi Merkezlerinde vyapilan
calismada kurumlara/hekimlere duyulan giivensizligin
bireylerin as1 yaptinp yaptirmama kararini etkileyen
faktorler arasinda oldugu belirlenmistir (22). Yaptigimiz
bu calismada da as1 kararsizliginin en 6nemli nedenleri
konusunda katiimcilarin %44,3’lG  saglik sistemine/
doktorlara duyulan guvensizlik olarak belirtmistir. “Tip
camiasina” guvenmiyor olmak; as1 konusunda karar
vermesi gereken kisinin bireyin kendisi olmas1 gerektigi
diistincesini gelistirmektedir. Disik giliven duygusu,
kurumlarin aciklamalarim yeterince onemsememeye
neden olmaktadir. Devletin seffaf bir mekanizma
kurmasi, kuracagi mekanizmalar araciigi ile ikna
edici bir kampanya baslatmasi, asiya iliskin olasi yan
etkilerin aciklanmas1 guvenin yeniden kazanilmas
acisindan onemlidir.
yapilan calismalarda; cocuklara
Tamamlayici Alternatif Tip (TAT) uygulamasi siklig1 %46-
%77 duzeylerinde saptanmistir. TAT uygulamalarinin
olumsuz etkileri arasinda bradikardi, beyin hasar,
kardiyojenik sok, diyabetik koma, ensefalopati,
karaciger yetmezligi, solunum yetmezligi, toksik
hepatit ve 6liim sayilmistir. Kirkkale Universitesi Tip
Fakiiltesi son simf oOgrencileri ilzerinde yapilan bir
arastirmaya gore tip fakiiltesi son simf 6grencilerinin
%23’U “Sizce as1 reddine neden olan en onemli faktor
hangisidir?” sorusuna alternatif tip sempatizanlarnnin
neden oldugunu belirtmistir (25). Yaptigimz bu
calismada ise bu oran %13,6 ‘dir. Yapilan calismalarda
yeterli ve gecerli kanit olmaksizin kullanilan alternatif
uygulamalarin cocuklarin ve ergenlerin saghig1 icin
onemli risk olusturacagi belirtilmekte (26) ve bu
yontemleri uygulayan kisilerin biyik ¢ogunlugunun
egitimsiz, sertifikasiz ve devlet kontroliinden uzak
olmasi Ulkemiz icin buyik tehlike olusturmaktadir (27).
Gunimiiz ebeveynleri, ozellikle egitimli, medyay
iyi takip eden, interneti etkin kullanan anne-babalar
cocuklarinin sagligi ile ilgili kararlara ve uygulamalara
daha katiimci  olmayr talep etmektedirler.
Cocuklarinin  saghigina iliskin yapilacak her tiirli
girisim ve pratigin gerekcesini 6grenmek istemekte

Ulkemizde

ve kendilerine bir yol bulunarak agiklanmasinm talep
etmektedirler. Bu kapsamda iletisim konusu buyuk
onem kazanmaya baslamis ve saglik calisanlarinin
bu iletisim yollanni etkin kullanmalarinin 6nemli
oldugu anlasilmaktadir. Nigde ili Merkez ilcesine
bagli Aile Sagligi Merkezlerinde (ASM) gdrev yapan
aile sagligi calisam ve Saglik Evlerinde gdrev yapan
saglik evi personeli lzerinde yapilan bir calismada
katiimalann %76’s1 asilar ve yaptirilmazsa ortaya
cikabilecek olumsuz sonuglarla ilgili bilgilendirme
yapacagin, %28’i ikna etmeye calisacagim, %15’i
kararin ebeveyne ait oldugunu belirtmislerdir (28).
Kinkkale Universitesi Tip Fakiiltesi son simf 6grencileri
lizerinde yapilan calismada, 06grencilerin yarisinin
cocuklann asilatmayr kabul etmeyen aileleri ikna
etme konusunda olmadiklan ve cekingen
davranis sergiledikleri belirlenmistir (25). Yaptigimz
bu calismada ise klinik 6ncesi donemdeki 6grencilerin
%51,3’U aileyi cocuklarnina as1 yaptirmalan icin ikna

1srarci

etmeye calisacagini, 1srar ederlerse kararlarina saygi
duyup baska bir sey yapmayacagini, klinik donemdeki
ogrencilerin ise  %59,6s1 ikna cabalarina
ragmen asiy1 reddederse gerekli makamlara durumu

aile

bildirecegini belirtmistir. Saglik profesyonellerinin en
onemli rolu, ebeveynlerin endiselerini etkili bir sekilde
ele alabilmek icin bu endiseleri anlamak ve ebeveynlere
cocuklannin as1 ile onlenebilir bulasici hastaliklara
kars1 en uygun korumayi secmelerine yardimci olmaktir
(29). Bu ise ozel iletisim stratejilerini gerektirir. Saglik
calisanlan ebeveynlerin as1 endiselerini giderebilmek
icin, bilimsel ve dogru bilgileri acik ve kolay
anlasilir sekilde aktarabilmelidirler. Bu agidan saglik
calisanlan bilimsel bilgilere ulasma,
etkili iletissim tekniklerini kullanabilme konusunda
desteklenmelidirler (30).

Salgimn baslangic doneminde istanbul’da bir
Tip Fakiiltesi 6grencilerinin COVID-19 hakkinda bilgi
ve gorislerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan
bir calismada katiimcilarin yaklasik %80’i piyasada

sozllu ve sozsliz

asi oldugu takdirde asilanacagini belirmistir (31).
Yaptigimiz bu calismada, asimin Saglik Bakanligi
tarafindan kullamma uygun oldugu bildirildiginde
ogrencilerin %29,2’si hemen yaptiracagin belirtmistir.

Turk Hij Den Biyol Derg

329



330

2009 yiinda H1N1 pandemisinde Turkiye’de Universite
ogrencilerinde asilanma sikliklanmn %7,2-11,9 (32,
33), tip fakiiltesi o6grencilerinde ise %9,6 (34) oldugu
distinllirse, 6grencilerin asilanma konusunda oldukca
motive oldugu ¢ikarimi yapilabilir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi’nde gorevli
hekim ve hemsireler lizerinde, saglik calisanlarinin
kendilerine yonelik uygulanmasi gereken asilara
karsi tutum ve davramslanim incelemek amaciyla
yapilan bir calismada kronik hastaligi
tutum puanlarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu durum saglik kaygilarinin artmis olmasindan ve
enfeksiyonlardan korunmak icin bagisiklanmay1 etkin
bir yol olarak gormelerinden kaynaklaniyor olabilir.
Yaptigimiz bu calismada kronik hastaligi olanlarin
%42,9’u, olmayanlarn %27,9’u COVID-19 asisin1 hemen
yaptiracagini belirtmistir ve aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (35).

izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde
saglik personelleri iizerinde yapilan calismada
COVID-19 asis1 konusunda tereddut eden katiimcilarin
baslica nedenleri asiya givenmemek ve yan etkileri
konusunda endiselenmek olarak belirlenmistir
(36). Yaptiginmiz bu calismada da COVID-19 asisim
yaptirmamay dusiinenlerin %97’°si asinin yan etkilerinin
olup olmayacagl konusundaki endiselerinden dolay1
aslyl yaptirmayacagini belirtmistir. Bu sonug, saglik
calisanlarinin yeni ¢ikmis, nasil bir koruyuculugunun
olacaginin bilinmedigi asilar konusundaki endiselerini
gosteren onceki calismalar dogrulamaktadir.

As1 kararsizligimin 6nemli bir bileseninin diisiik

algist oldugu bilinmektedir. Edirne ilinde
calismakta olan aile hekimleri ve il as1 yonetim ekibini
bagisiklama ve as1 tereddidiine iliskin bilgilendirme
ve tutum gelistirilmesine yonelik yapilan bir miidahale
calismasinda katiimailann  %23,9’u  cocugunun/
cocuklarinin, artik yaygin olmayan hastaliklar icin
asilara ihtiya¢c duymadigini ifade etmistir. Yaptigimiz bu
calismada katiimcilar cocuk sahibi degildi ancak ileride
cocuk sahibi olduklarinda Ulusal As1 Takvimi’nde yer
alan asilara kars1 tutumlan sorulmustur. Katiimcilarin
%8,4’U asilan hic yaptirmam veya bazilarim yaptinrim
yanmitin1 vermistir. Topluma rol model olan hekimlerin

olanlarin

risk
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as1 ile onlenebilir bulasic1 hastaliklarin riskini dogru
degerlendirmeleri onemlidir. Bu dogrultuda hekimlere
hizmet ici egitimle asi ile Onlenebilir hastaliklar
sirveyansindan elde edilen bilgiler verilmelidir.
Surveyans verileri kamuoyu ile paylasilmali, mezuniyet
oncesi tip egitimi (MOTE) ve mezuniyet sonrasi tip
egitimine (MSTE) kamta dayali bilgi sunma olanag
saglanmalidir (37).

Literatiirde 0grenim diizeyi, konu ile ilgili alinan
egitimler ile bilgi seviyesi ve tutum arasinda iliski
oldugu gosterilmistir. Diyarbakir’da Aile Sagligi
Merkezi’nde yapilan bir calismada, asiy1 reddeden
%18,4’Unlin  saglik personeli oldugu
saptanmis, saglik personelinin de asilama konusunda
bilgilendirilmesi,  egitilmesi, as
gerekliligine inandirnlmasinin
oldugu vurgulanmistir (38).

Ulkemizde as1 uygulama konusunda zorunluluk
soz konusu olmakla birlikte mevzuat eksikligi
soz olup bu konuda yasal bir diizenleme yoktur.
Edirne ilinde aile sagligi elemanlarinin bagisiklama
hizmetleri ve as1 tereddiitune iliskin bilgilendirme ve
tutum gelistirilmesi amaciyla yapilan bir miidahale
calismasinda saglik calisanlarimin %95’i asilarla ilgili
yasal diizenleme getirilmesi gerektigini belirtmislerdir.
Ancak vyasal diizenleme ile ilgili dikkat edilmesi
gereken, zorunluluk ile ilgili etik tartismalar ve bireysel
faydanin toplumsal faydayr zedelememesidir. Yapilan
calismalarda mevzuat eksikliginden dolayr toplum
sagligimin bir nevi kisilerin insafina birakildig1 ve kanun
koyucularin bir an once uzerine duseni yapmalar
gerektigi vurgulanmaktadir (39). Ozellikle icinde
bulundugumuz COVID-19 pandemisi ile miicadele
doneminde bu boslugun doldurulmasi gerektigi ve
konunun onemi bir kez daha anlasilmistir.

Sonuc olarak, calismamizin en onemli ve giicli
yonu, guncel bir konu hakkinda Ulkemizdeki tim tip
fakiiltelerinde 6grenim goren ogrencilerde yapilan
genis capli bir calisma olmasidir. Kisitiliklan ise
COVID-19 pandemisi nedeniyle katiimcilarla yuz
ylize gorisiilemediginden calismanin  cevrim ici
ortam Uzerinden yapilmasi ve dolayisiyla orneklem
biyikluginin net belirlenememesidir. Tanimlayic

ebeveynlerin

kampanyasinin
son derece onemli



tipte olan bu arastirma icin, katilan 1015 tip fakiltesi
ogrencisinin, sonuclar tamamen genellenebilir olmasa
da konu hakkinda genel bilgi vermesi acisindan uygun
ve yeterli oldugu dustinilmistiir.

Asilara guveni artiracak stratejiler kapsaminda
asilarin  lretim, saklama, dagitim ve uygulama
slireclerinin tip fakiiltesi 6grencileri de dahil olmak
Uzere tiim saglik calisanlan ile uygun bir yontemle
paylasilmasi, as1 hakkindaki bilgilerini artiracak,
suphelerini ve endiselerini giderecek ve boylece
hem kendi asilarim hem de topluma tavsiyelerini
kolaylastiracakti. COVID-19 asisi ile ilgili endiseler

ETiK KURUL ONAYI

cogunlukla yeni bir as1 hakkindaki yetersiz bilgiden ve
ozellikle uzun vadede olasi yan etkiler konusundaki
endiselerden kaynaklanmaktadir. COVID-19 asisinin
kabulli, siliregelen pandeminin zamanla degisen
morbidite ve mortalite degerlerine gore degisebilir.

Tip fakiiltesi o6grencilerinin asi, bagisiklama, asi
kararsizigi ve COVID-19 asis1 konusundaki bilgilerini
arttirmak amaciyla bu konuda diizenlenen kongre,
sempozyum, toplanti ve egitimlere katilimlarinin
saglanmasi, ulusal saglik sorunlarina duyarli, toplum
sagligiyla ilgili becerilere sahip hekimler yetistirilmesi
acisindan onemlidir.

* Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu onay ile gerceklestirildi (Tarih:

25.01.2021 ve Say1: KTU-BAEK 2020/368-6).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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A study of nutrient and cost analysis of gluten-free packaged
products from Turkey

Mahmut BODUR! , Esra TUNCER!' , Alev KESER'

ABSTRACT

Objective: Gluten-free products, despite their

increasing popularity, energy and macronutrient
contents are unknown. Therefore, this study aims
to compare gluten-free products with their gluten
containing counterparts on energy, macronutrients
(carbohydrate, added sugar, total fat, saturated fat,

dietary fiber, protein) and prices.

Methods: In this study, 129 gluten-free (GF) and
304 similar gluten-containing (GC) products are bought
from five hypermarkets in which located in Ankara,
the capital city of Turkey to analyze their contents
of energy, macronutrients, and prices based on their
label information. The products were evaluated in
eight subgroups: bread, pasta, flour, breakfast cereals,
processed meat products, snack bars, sweet biscuits-
cookies-cakes, crackers-salty crispies. The comparisons

between groups performed using SPSS software.

Results: In this study, gluten-free foods in bread,
pasta, flour, biscuits-cookies-cakes, and crackers-
salty crispies products are found to contain less
protein than gluten containing products (p<0.05).
Besides, compared to their GC counterparts, GF bread
contains more total fat, and GF flours contain more
carbohydrates (p<0.05). GF pasta contains less fiber
and more carbohydrate than GC equivalents (p<0.05).

OZET

Amagc: Artan poplilerliklerine ragmen, glutensiz
uriinlerin enerji ve makro besin oOgesi icerikleri tam
olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, bu calismada
enerji icerigi, makro besin dgesi icerikleri (karbonhidrat,
eklenmis seker, toplam yag, doymus yag, posa, protein)
ve fiyat acisindan glutensiz urinlerin gluten iceren
muadilleriyle kiyaslanmasi amaclanmistir.

Yontem: Bu calismada, enerji icerigi, makro besin
ogesi icerikleri ve fiyat bilgisini etiket bilgilerine gore
degerlendirmek igin 129 glutensiz iriin ve 304 gluten
iceren uriin Tiirkiye’nin baskenti olan Ankara’da bulunan
bes hipermarketten satin alinmistir. Uriinler; ekmek,
makarna, un, kahvaltilik gevrekler, islenmis et urunleri,
kekler,
krakerler - tuzlu gevrekler olmak uzere sekiz alt grupta

atistirmalik barlar, tatli biskiivi - kurabiye -
degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirmalar

SPSS yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular: Bu calismada ekmek, makarna, un, biskiivi
- kurabiye - kek ve kraker - tuzlu atistirmalik gruplarinda
yer alan glutensiz Uriinlerin gluten iceren muadillerine
gore daha az protein icerdigi bulunmustur (p<0.05).
Ayrica, gluten iceren muadillerine gore glutensiz ekmek
daha fazla toplam yag icerirken; glutensiz unlar ise daha
fazla karbonhidrat icermektedir (p<0.05). Glutensiz

makarnalar, gluten iceren muadillerine kiyasla daha az
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Gluten-free sweet biscuits-cookies-cakes group has
more added sugar than gluten-containing counterparts
(p<0.05). Gluten-free snack products were found to
contain more total fat, less fiber than counterparts.
The gluten-free product groups except for processed
meat products were more expensive than gluten-

containing product groups (p<0.001).

Conclusion: Despite the variations of food groups,
gluten-free products are not nutritionally superior for
healthy people because of their high carbohydrate, high
total fat, low protein, and low dietary fiber contents. In
addition, the high prices of GF products should also be
considered. As a conclusion that recommending gluten-
free products to healthy individuals will not provide

additional benefits.

Key Words: Gluten-free product, cost, food label,
healthy eating

posa ve daha fazla karbonhidrat icermektedir (p<0.05).

Glutensiz  biskivi-kurabiye-kekler,  gluten iceren
muadillerine gore daha fazla seker icermektedir (p<0.05).
Glutensiz atistirmalik Uruinlerinin, muadillerine gore daha
cok toplam yag ve daha az posa icerdigi bulunmustur.
islenmis et Uriinleri disindaki glutensiz iiriin gruplarinin
tamam, gluten iceren uriin gruplarindan daha pahalidir

(p<0.001).

Sonug: Besin gruplarinin  cesitliligine ragmen,
glutensiz Uriinler, yiiksek karbonhidrat, yiiksek toplam
yag, dusiik protein, ve disiik diyet lifi icerikleri nedeniyle
saglikli bireyler icin beslenme agisindan Ustiin degildirler.
Ayrica, glutensiz uriinlerin yiiksek fiyatlar da goz oniinde
bulundurulmalidir. saglikli

Sonuc olarak, bireylere

glutensiz Uriinleri 6nermek ek bir fayda saglamayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Glutensiz urlnler, fiyat, besin

etiketi, saglikli beslenme

INTRODUCTION

Today, due to changing dietary habits, the content
of a balanced and adequate nutrition concept is
being questioned (1). There is increasing information
pollution about what is healthy and what is not
healthy. The gluten-free diet is also one of them. The
gluten-free (GF) diet is increasing in popularity in
the general population. As a result, sales of gluten-
free products are increasing. Global sales of GF
foods increased by 12.6% in 2016. This may be due
to increased awareness of gluten-related diseases
and changing consumer perception that gluten-free
products are healthier (2).

The gluten-free diet is the elimination of all
gluten and gluten-containing products from the
diet. Although the most abundant dietary sources
of gluten appear to be barley, wheat, rye, and oats,
many food additives, medicines, and cosmetics also
contain some gluten (3). Gluten-free diet is the gold
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standard treatment for some diseases such as celiac
disease, wheat allergy, nonceliac gluten sensitivity
(4, 5). Exposure to gluten in patients with celiac
may cause gastrointestinal symptoms. Nevertheless,
gluten-free diet is not recommended for the general
population, and there is no evidence that the gluten-
free diet is beneficial except for celiac disease and
gluten-related disorders (6). According to a study,
the gluten-free diet did not provide additional
benefits for the health of individuals who are under
no compulsion to adhere to a gluten-free diet (7).
Additionally, the gluten-free diet may have some risks
like nutrient deficits, constipation, missed diagnosis
of celiac disease (5). Routine initiation of a gluten-
free diet may hide a diagnosis of celiac disease. It
is important to note that patients should be on a
gluten-containing diet at diagnostic testing due to
avoid false-negative results in tests used in celiac



disease diagnosis (8). Inadequacies of micronutrients
such as zinc, magnesium, iron, calcium, vitamin D,
thiamine, pyridoxine, folate, and vitamin B, may
be common in a gluten-free diet (9, 10). Besides,
insufficient dietary fiber intake on a gluten-free diet
causes to constipation (9). Other possible harms of
the gluten-free diet are increased financial costs, and
social impairment/restrictions (11). However, on the
other hand, there are not enough studies on the long-
term effects of gluten-free diet.

Gluten-free products have a wide range of
products in recent years. Increasing numbers
of gluten-free products also attract consumers’
interest (3). The gluten-free diet is thought to be
healthy because of avoiding processed foods and
also increasing consumption of other whole grains
(pseudo-cereals), low-energy density vegetables (12).
On the other hand, gluten-free diet may be deficient
in cereals and fiber, may have high in fat content,
and may lead to lack of vitamins and minerals (5,
9). The availability of gluten-free products has been
partially increased, but gluten-free products are
more expensive than gluten-containing counterparts
(13, 14). Also, it is indicated that consumers have the
perception that gluten-free products are healthier
than conventional counterparts (15). However, the
energy and macronutrient content of the gluten-free
products that considered healthier is also a question
mark against gluten-containing products.
study is to
compare gluten-free products with their gluten-

Therefore, the aim of this

containing counterparts on energy, macronutrients
(carbohydrate, added sugar, total fat, saturated fat,
dietary fiber, protein) and prices on label information.

MATERIAL and METHOD

Design and Data

This study consists of comparing gluten-free
versus gluten-containing foods based on their labels.
The data were obtained from the hypermarkets with

the highest product diversity, located in the central
places from given in another study conducted by the
researchers (16). Briefly, between January and May
2018, 129 gluten-free products and 304 its similar
gluten-containing products are taken from five
hypermarkets in Ankara to analyzed their contents
of energy and carbohydrate/ protein/ total fat/
saturated fat/ fiber based on their label information.
Price comparisons of products are calculated on the
price paid for 100 g of each product (Figure 1). Each

(s}

product symbolized the table in “n”. Number of
brands and products included in this study is given

in Table 1.
Food categories included

Products are classified as gluten-free or gluten-
containing if a declaration appeared on their
packages. In the study, the main food groups, bread,
pasta,

products (sausage, sucuk, salami, smoked meat,

flour, breakfast cereals, processed meat

jambon, canned mackerel) which are food groups
with a high contribution to the energy content of the
gluten-free diet, were included. Also, several snack
product groups, including wafers, sweet biscuits,
cookies, cakes, chocolate-filled biscuits, snack bars,
crackers, salty crispies, mainly produced for the
gluten-free diet, were included in this study.

There is no enrichment procedure developed for
gluten-free products in Turkey. Therefore, vitamin-
mineral contents of the products were not included in
the comparison. In addition, most labels of products do
not exist vitamin and mineral information. In order to
determine the accessibility of the packaged products
included in the study, the products offered for sale
at each period were included, given the seasonal
effects. The product that has been discounted for any
reason is not included in the study.

Statistical analyses

Statistical in SPSS
software. The variables were investigated using

analyses were performed

visual and analytical methods to determine whether
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Tablo 1. Number of brands and products

Food Categories Gluten-Free Gluten-Containing Total
Brands Products (n) Brands Products (n) Brands Products (n)
Bread 4 13 8 32 12 45
Pasta 8 24 16 76 24 100
Flour 7 21 12 34 19 55
Breakfast Cereals 3 6 4 17 7 23
Processed Meat Products 2 13 14 31 16 44
Snack Bars 5 12 8 26 13 38
Sweet Biscuits - Cookies-Cakes 6 28 20 65 26 93
Crackers - Salty Crispies 6 12 7 23 13 35

Figure 1. The price comparison of the groups based on gluten status (“TL/per 100 g”). Mann-Whitney U was conducted.
* p<0.05; ** p<0.001

they are normally distributed. Descriptive analyses parameters between gluten-free products and their
were presented using medians and interquartile gluten-containing counterparts. In all analyses, a 5%
ranges (IQR) for non-normally distributed variables. significance level (p<0.05) was considered.

The Mann-Whitney U test was used to compare
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RESULTS

In this cross-sectional market study, a total of 433
products, 129 gluten-free products, and 304 gluten-
equivalent products were included. Table 2 shows the
comparison of energy and macronutrients according
to the gluten content of the products in the main
food groups. In the bread group, the median value
of total fat content of gluten-containing breads was
1.98 g, whereas the median value of gluten-free
products was 4.75 g (p<0.05). In terms of protein
content, the median value was 10.4 g in gluten-
containing products, whereas it was 3.70 g in gluten-
free products (p<0.001). There was no statistical
significance difference between the bread groups
in terms of energy, carbohydrates, added sugar,
saturated fat, and dietary fiber (p>0.05).

In the pasta group, the carbohydrate content
of the gluten-free products was 78.00 g, while the
gluten-containing products were 73.10 g (p<0.001).
The protein content median value of gluten-free
products was 6.65 g; it was 10.70 g for gluten-
containing products (p<0.001). When the dietary fiber
contents were examined, the median was 1.20 g for
gluten-free products and 3.00 g for gluten-containing
products (p<0.001). No statistically
difference was found in terms of energy, added sugar,

significant

total fat, and saturated fat in pasta groups (p>0.05).

In the flour group, the carbohydrate median value
of gluten-free products was 77.00 g, whereas, for
gluten-containing products, this value was 73.00 g
(p<0.001). In terms of protein contents, the median
value of gluten-free products was 3.70 g, whereas it
was 12.30 g in gluten-containing products (p<0.001).
There was no statistically significant difference in
terms of energy, added sugar, total fat, saturated fat,
dietary fiber in flour group products (p>0.05).

In the breakfast cereals group, the median added
sugar content of gluten-free products was 4.10 g
and 19.50 g in gluten-containing products (p<0.001).
There was no statistically significant difference in

terms of energy, carbohydrate, total fat, saturated
fat, protein, and dietary fiber in the breakfast cereal
groups (p>0.05).

Processed meat products have been introduced
as gluten-free in recent years. When the total
carbohydrate amounts were examined, the median
value of gluten-free products was 3.00 g, while it
was found to be 1.57 g in gluten-containing products
(p<0.001).
difference in processed meat products in terms of
energy, total fat, and protein values (p>0.05).

There was no statistically significant

Energy, carbohydrate, added sugar, total fat,
saturated fat, protein, and dietary fiber values in
100 g according to the label information of different
snack groups are shown in Table 2. In the snack
bars groups, the median amount of carbohydrate in
gluten-free products was 53.05 g, while it was 56.65
g in gluten-containing products (p<0.05). When the
total fat amount was examined, the median value of
gluten-free products was 28.70 g, while it was 21.60
g for gluten-containing products (p<0.05). When the
dietary fiber was examined, the median of gluten-
free products was 4.10 g, whereas it was 5.05 g for
gluten-containing products (p<0.05). No statistically
significant difference was found in energy, added
sugar, saturated fat, and protein amounts in snack
bars groups (p>0.05).

Sweet biscuits-cookies-cakes group in terms of
carbohydrate amounts of gluten-free products with
a median value of 67.50 g, while 62.40 g gluten-
containing products (p<0.05). When the added sugar
amount was examined, it was found that while
gluten-free products were 29.20 g, it was 24.50 g in
gluten-containing products (p<0.05). The amount of
protein was 4.75 g in gluten-free products and 6.40
g in gluten-containing products (p<0.001). There was
no statistically significant difference in the amount
of energy, total fat, saturated fat, and dietary fiber
in the packaged biscuit-cookie-cake group products
(p>0.05).

In the crackers-salty crispies group, the median
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carbohydrate value was 77.70 g in gluten-free products
and 69.95 g in gluten-containing products (p<0.001).
When the median amount of protein in gluten-free
products was 2.80 g, it was found to be 9.00 g in
gluten-containing products (p<0.001). As the crackers-
salty crispies group was examined, no statistically
significant difference was found between the groups in
terms of energy, added sugar, total fat, saturated fat,
and dietary fiber (p>0.05).

The comparison of the prices of gluten-free and
gluten-containing products examined in terms of
energy and macro-nutrients is given in (Figure 1). The
price assessments are compared in terms of the Turkish
liras (TIs) value paid per 100 g of the product. In the
bread group, the median value of gluten-free products
was 8.84 Tls, whereas it was 1.37 TiIs for gluten-
containing products (p<0.001). In the pasta group, the
median value was 4.36 Tls for gluten-free products and
0.38 TIs for gluten-containing products (p<0.001). While
the median value of gluten-free products was 2.66
Tls in flour group products, it was 0.49 TIs in gluten-
containing products (p<0.001). The median value of
breakfast cereals was 12.96 in gluten-free products,
while it was 2.36 TIs in gluten-containing products
(p<0.001). In the processed meat products group, the
median value for gluten-free products was 6.18 Tls,
whereas, for gluten-containing products, it was 5.78 Tls
(p>0.05). In the snack bar group, the median value of
gluten-free products was 9.87 Tls, whereas it was 6.42
Tls for gluten-containing products (p<0.001). When the
biscuit-cookie-cake group products were examined,
it was found that while gluten-free products were
14.31 Tls, it was 1.63 Tls for gluten-containing products
(p<0.001). In the cracker-salted crispies, gluten-free
products were 15.30 TIs while it was 1.28 Tls for gluten-
containing products (p<0.001).

DISCUSSION and CONCLUSION

In this research, a total of 433 products, 129
gluten-free products, and 304 gluten-containing
products were included. Gluten-free products, which
have become popular with the development of food

processing techniques, attract attention with their
increasing consumption, especially in a healthy
population (17). There is a perception and opinion that
gluten-free products are healthy. While highlighting
the organoleptic properties of gluten-free products,
nutritional values can be ignored. However, the
long-term effects of gluten-free diet, carbohydrate,
protein, B-group vitamins, dietary fiber, and iron are
found to be inadequate nutrients (18).

Grains and grain products are one of the dietary
sources that provide energy, carbohydrate, protein,
dietary fiber, and B-group vitamins. In the gluten-free
diet, the replacement of grain products removed from
the individual’s consumption is recommended. The low
fiber content in gluten-free products is another critical
issue encountered in the gluten-free diet. In recent
studies, adequate intake of dietary fiber is vital in many
areas, from the development of chronic diseases to
bowel health (19). In this study, the gluten-free pasta
group has less dietary fiber than gluten-containing pasta
group (p<0.001). Similar to this study, Jamieson et al.,
found that pasta groups have less dietary fiber than
gluten-containing counterparts (20). However, a study
conducted in Austria also found that gluten-free pasta
contains more dietary fiber than equivalent products
(21). These results may be due to different product
types and enrichment processes in countries. Because
gluten-free products are not enriched with dietary
fiber in Turkey. In this study, dietary fiber content of
the majority of product groups (except for pasta and
snack bars) was found to be similar. The gluten-free
snack bars had less dietary fiber than gluten-containing
snack bars. Unlike a study conducted in Canada was
found that gluten-free bars were higher in fiber than
gluten-containing bars (20). In this study, gluten-free
foods in bread, pasta, and flour products were found
to contain less protein than gluten-containing counter
products (p<0.001). Similar to this study, in Canada and
Spain, GF breads have less protein and more total fat
than GC equivalents (22, 23). The reason for the low
protein content of gluten-free products is thought to
be the removal of gluten, which is the primary protein
in wheat flour from these products.
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Allen and Orfila (2018) were found similar energy
and saturated fat between standard breads and GF
breads in the UK (2). In the present study, the energy
and saturated fat contents of gluten-free breads were
found to be similar to gluten-containing counterparts,
but they contained more total fat (p <0.05). In addition,
gluten-free bread contains less protein (p <0.001). On
the other hand, carbohydrate, added sugar, and fiber
contents of gluten-free breads were similar.

Breakfast cereals are an essential alternative for
the first meal of the day. A study in Australia found that
gluten-free breakfast cereals contain lower dietary
fiber than gluten-containing alternatives (7). Similarly,
the dietary fiber content of gluten-free breakfast
cereals was found to be low in this study, but it was
not statistically significant. Gluten-free breakfast
cereals were found to contain less added sugar than
their counterparts (p<0.05). Breakfast cereals can
help prevent vitamin and mineral deficiencies through
enrichment (24). The consumption of gluten-free
breakfast cereals in gluten-free diet may be one of the
right steps to prevent long term vitamin and mineral
deficiencies.

Simple sugars
packaged products by creating a sweet taste
(25). However, studies suggest that simple sugar

increase the consumption of

consumption should be reduced in the diet. World
Health Organization recommends that the amount of
simple sugar to be taken by diet should not exceed
10% of the total energy per day (26). In daily intake,
the contribution of packaged products to simple sugar
intake is enormous. Therefore, it is recommended to
limit the consumption of packaged foods. Similarly,
high gluten-free packaged products contain simple
sugar. In sweet biscuits-cakes-cookies group, gluten-
free products contain higher sugar than their gluten-
containing counterparts (p<0.05). However, a study in
Austria showed no difference in the amount of added
sugar in gluten-free foods (21).

The total amount of fat consumed in the diet is
another essential nutrient that needs to be reduced.

Turk Hij Den Biyol Derg

Increased consumption of processed, packaged
products increased the total amount of fat and
saturated fatty acids consumed in the diet. The risk
of heart disease increases with the increase in total
fat and saturated fatty acids consumed in the diet
(27). In a study, gluten-free cereal/granola bars were
found to contain higher total fat than their gluten-
containing counterparts (20). In this study, gluten-free
snack bars were found to contain higher fat than their

counterparts (p<0.05).

The availability and price of gluten-free products
produced for particular groups are one of the crucial
topics for the consumer. Accessibility is not covered
in this study. As mentioned above, the contents
of gluten-free products differ from their gluten-
containing counterparts. While gluten-free products in
different food groups had less protein and less fiber
content, high fat, high saturated fatty acids, and high
sugar content were determined. In this study was
found that the gluten-free products groups except
for processed meat products were more expensive
than gluten-containing product groups (p<0.001).
The studies conducted in different countries were
also found that the price of gluten-free products was
higher compare to gluten-containing products (14, 21,
28, 29). The high price of gluten-free products can be
a problem for patients with celiac disease. It would
be useful to carry out projects to reduce the price
of these products. In Turkey, a monthly support fee
for individuals who need to use gluten-free products
are made. However, this financial support is provided
according to the age of the patient, and most of the
time, this financial support does not cover any of these
products.

The sample of this study consisted of 304 products
in the gluten-containing group and 129 products in
the gluten-free group. Additionally, the products
were divided into eight subgroups. As far as we know,
this is the first study conducted in Turkey regarding
the price and the variety of gluten-free products. As
the study is carried out on the largest supermarkets



in Ankara, there is a variety of products compared to
other parts of the country. The number of products
included in the study could be further increased. This
situation is one of the limitations of the present study.
Another limitation of the study is the unavailability to
compare micronutrient contents between the gluten-
free group and the gluten-containing group because
there was limited data about micronutrients in the
label of the products. This study was done in only one
city of Turkey (Ankara), so the study does not present
enough information about the availability of gluten-
free products in general of the country. Future studies
should be planned to cover the whole country for
general information.
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The first discovery of Chaphamaparvovirus in sheep with
encephalitis and anemia

Eda ALTAN'? , Gilberto SABINO-SANTOS JR':2

, Patricia PESAVENTO? , Eric DELWART"2

ABSTRACT

Objective:  Parvoviruses have been shown to
exist in sheep since 1987. To this date there are only
three reports pertaining to the existence parvoviruses
in sheep. The first reported parvovirus study did not
provide genomic information whereas the latter two
belonged to the tetraparvovirus and copiparvovirus
genera. This study focused on discovering the possible
reasons of encephalitis and anemia in a dead sheep

whose tissue samples were submitted to our laboratory.

Methods:

sequencing (NGS) was utilized. Nextera™ XT Sample

In the present study next-generation

Preparation Kit was used to generate a library for
Illumina MiSeq using dual barcoding. An in-house
pipeline was used for analyzing raw data generated from
Miseq. Several software were used to create in house-
pipeline to trim sequences and de novo assembly. For
the alignment genome and phylogenetic tree Geneious

and MEGA X software were used.

Results: A novel ovine chaphamaparvovirus and
pestivirus D both were characterized simultaneously.
Although chaphamaparvoviruses had had been reported
in various animals, this is the first time they have been
reported in sheep. PCR analyses confirmed the presence
of chaphamaparvovirus in multiple tissues. The partial

nonstructural protein (NS1) and the complete capsid

OZET

Amag: Parvovirisler koyunlarda ilk olarak 1987
yiinda tespit edilmistir. Gunimuze kadar koyunlarda
parvovirislerin - varligina iliskin sadece {ic rapor
vardr. ilk bildirilen parvoviriis calismas1 genomik bilgi
saglamazken, son ikisi tetraparvovirus ve copiparvovirus
doku

belli

ensefalit ve anemi tespit edilen oli bir koyunda olas

cinslerine aittir  Bu calismada ornekleri

laboratuvarimiza gonderilen sebebi olmayan

nedenleri kesfetmeye odaklanilmistir.

Yontem: Bu calismada yeni nesil dizileme (NGS)
kullamilmistir. Nextera™ XT Numune Hazirlama Kiti,
ikili barkod kullanarak Illumina MiSeq platformu icin
bir kitaplik olusturmada kullanildi. Miseq’ten Uretilen
ham verileri analiz etmek icin sirket ici bir data analiz
altyapist kullanmldi. Okuma dizilerini kirpmak ve de
novo baglama analizi icin cesitli yaziimlar kullanildi.
Genomun hizalama islemi ve filogenetik agac¢ icin

Geneious ve MEGA X yazilimindan faydalanildi.

Bulgular: Calismada yeni bir kucikbas hayvan
chaphamaparvoviriisi ve pestivirus D aym anda
karakterize edildi. Chaphamaparvovirisler cesitli

hayvanlarda bildirilmis olmasina ragmen koyunlarda ilk
kez rapor edilmektedir. PCR analizleri, bircok dokuda
chaphamaparvovirus varligim dogruladi. Kismi yapisal

olmayan protein (NS1) ve tam kapsid proteinleri (VP1)
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proteins (VP1) protein sequences displayed the closest
amino acid identity of 49% and 69%, respectively, to the
proteins of a non-human primate chapparvovirus from

Macaca fascicularis.

Conclusion: This ovine parvovirus is the fourth
parvovirus and the first chaphamaparvovirus reported
in sheep. Both chaphamaparvovirus and pestivirus
were shown to co-exist simultaneously in sheep. The
role of this dual virus infection in the disease signs
of this sheep remains to be determined. This study
will shed light on future chaphamaparvovirus studies

in sheep.

Words:

Parvovirus, Chaphamaparvovirus, ovine

Key Next-generation sequencing,

protein dizileri, insan olmayan bir primat Macaca
fascicularis’te bulunan chapparvovirisiin proteinlerine
sirasiyla %49 ve %69’luk en yakin amino asit 6zdesligini
sergiledi.

Sonug: Bu kiciikbas hayvan parvoviriisi koyunlarda
bildirilen dordiincii parvoviris ve ilk chaphamaparvovirustur.
Hem chaphamaparvovirus hem de pestiviriis’iin koyunlarda
ayni anda birlikte var oldugu gosterilmistir. Bu koyunun
hastalik belirtilerinde bu ikili virlis enfeksiyonunun roli
heniiz belirlenmemistir. Bu calisma ileride koyunlarda
yapilacak olan chaphamaparvovirus calismalarina 151k

tutacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Yeni nesil dizileme, Parvovirus,

Chaphamaparvovirus, kiiciikbas hayvan

INTRODUCTION

The genomes of members of the Parvoviridae
family members are ssDNA and 4-6.3 kb in size with
two to four recognized open reading frames (ORFs).
Parvoviridae family is now classified into 3 different
subfamilies:
capable of
vertebrate, Parvovirinae infecting vertebrate hosts,

recently added Hamaparvovirinae

infecting either invertebrate or
Densovirinae infecting invertebrate hosts (1). The
subfamily Hamaparvovirinae can be divided into five
genera. Members of four of them infect invertebrates
(Penstylhamaparvovirus, Brevihamaparvovirus,
Hepanhamaparvovirus, Ichthamaparvovirus)
while members of Chaphamaparvovirus genus
infect vertebrates (1). Chaphamaparvovirus genus
members have been defined in multiple animal
species including human (2), dogs (3, 4), cats (4),
bear (5), wild birds (6), red-crowned cranes (7),
turkeys and chickens (8, 9), reptile (10), bats (11,
12), macaques (13, 14), pigs (15), tasmanian devils

(16), fish (17), and rats (18, 19). Disease association

Turk Hij Den Biyol Derg

has not been established in most species, however
a murine Chaphamaparvovirus, named Mouse kidney
parvovirus causes chronic tubulointerstitial nephritis
in both immonocompromised and immunocompetent
laboratorymice (20, 21). Another Chaphamaparvovirus
has been associated with massive mortality in
tilapia fish. Chapahamaparvoviruses have also been
associated with diarrhea in dogs (3) and cats (4).
Small ruminants are important to the livelihoods
of farmers around the world, and food security is
important for both their milk and meat products
consumed by the public. Diverse viruses including
pestivirus (Border disease), bunyavirus (Rift valley
fever), pox virus (Contagious ecthyma, Sheep and goat
pox), orbivirus (Bluetongue), retrovirus (Pulmonary
adenomatosis-Jaagsiekte, Driving sickness),
lentivirus (Ovine progressive interstitial pneumonia)
and orthonairovirus (Nairobi sheep disease) are
known to cause pathogenic infections in sheep (22).
The first parvovirus in sheep was reported in 1987



and named ovine parvovirus but detailed information
including its genome is not available (23). In 2011, a
parvovirus (ovine hokovirus 1) in the liver and spleen
of a sheep was sequenced, and classified into the
Ungulate tetraparvovirus four species (24). This virus
has not (yet) been associated with clinical symptoms
(24). Recently, another sheep parvovirus belongs to
copiparvovirus genera was reported from Brazil (25).

Here, we used deep sequencing to evaluate the
virome of multiple tissues from a sheep that had both
anemia and encephalitis of unknown origin. A novel
Chaphamaparvovirus genome was characterized and
its presence in multiple tissues confirmed by PCR.

MATERIAL and METHOD

The animals were submitted with owner consent
for routine necropsy to the Anatomic Pathology
Service of the Veterinary Medical Teaching Hospital
at the School of Veterinary Medicine at UC Davis.
Lung, spleen and liver samples were collected at the
time of routine necropsy from a sheep with a clinical
evaluation of encephalopathy and anemia. The
main histologic findings were myelitis (spinal cord
white matter degeneration), crusting skin lesions,
lymphocytic perivascular cuffing in multiple tissues,
gastrointestinal erosion, and proliferative colitis.

Viral Discovery

A tissue pool of lung, spleen and liver tissues
stored at -80°C from index sheep case was thawed
and a hand-held rotor was used with 10X volume of
phosphate-buffered saline for tissue homogenization.
Homogenate was then rapidly frozen and thawed
on dry ice 5 times. Centrifugation (10 min, 15
000 x g) used to collect the supernatant (400 ml).
The supernatant was filtered through a 0.45 mm
centrifugal filter (Millipore). The filtrate was treated
with enzyme cocktail at 37°C for 90 minutes for viral
enrichment (26). The MagMAX Viral RNA Isolation kit
(Ambion) protocol was used with small modification
(without carrier RNA) for nucleic acid extraction.

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (invitrogen) was
used for reverse transcription step and than random
PCR reaction was performed with random primer (26).
Nextera™ XT Sample Preparation Kit (Illumina) was
used to generate a library for Illumina MiSeq (2 x 250
bases) using dual barcoding (26). An in-house pipeline
was used for analyzing raw data generated from
Miseq. Several software were used to create in house-
pipeline to trim sequences and de novo assembly (27,
28). BLASTx (version 2.2.7). BLASTx (version 2.2.7)
was used to analyze singlets and contigs for similarity
to all viral protein sequences available in GenBank’s
virus RefSeq and non-redundant database using an
E-value cutoff of 0.001. DIAMOND (version 0.9.6) was
then used to compare initial viral hits to all protein
sequences in NR and were retained only when the
top hit was to a sequence annotated as viral. The
Geneious R10 program was used for alignments,
The
amino acid (aa) pairwise alignments of Parvoviruses
Non-structural protein 1 (NS1) and Capsid protein
(VP1) and pestivirus were performed by the Genious

translation to amino acid, and ORF finding.

using the in-built MAFFT algorithm. The amino acid
phylogenetic trees were constructed using the
Maximum likelihood method with two substitution
models: Le Gascuel 2008 model based with gamma
distributed (G+) for NS1 and VP1 and D polyprotein in
MEGA software version X (29, 30).

PCR detection

To confirm that the parvoviral genome was present
in tissues from this animal, PCR primers Ovichap_F
(5’- GCAGAGAGGACAACAACCCATA-3’) and Ovichap_R
(5’- ACCATTTCCCCATTGCTCTCAT-3’) were used to
amplify a 471 bp size of ovine chaphamaparvovirus
NS1 region. The mixture was placed in a thermal cycler
(Biorad, Chromo-4) and the polymerase activated, by
incubation at 95°C for 5 min. Cycling conditions were
95°C for 30s, 56°C for 30 s, and 72°C for 1 min for 35
cycles, a final extension at 72°C for 10 min. Bands of
expected size were isolated and extracted and Sanger
sequenced.
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RESULTS

The lung, liver and splenic tissue of a neurologic,
anemic sheep were pooled and processed for
(VLP)-
associated DNA and RNA fragments were processed

viral metagenomics. Virus like particle
for sequencing following enrichment and random
amplification. Illumina MiSeq platform was used
for library generation (materials and methods) and
resulting raw sequence data can be accessed at
NCBI’s GenBank with accession number SRP13198876.
BLASTx analyses of the fragments yielded to
chaphamaparvovirus proteins with E score ranging
from 3.44e34t0 4.64°"" including a 2603 bases contigs.
Also detected were 7321 reads matching Pestivirus D
yielding a complete polyprotein encoding sequence.
The chaphamaparvovirus contigs were used to design

PCR primers. Lung, liver, and splenic tissues were

separately extracted and individually tested by PCR
and Sanger sequencing and all tissues contained
detectable parvoviral genome.

A partial genome of a virus we callled ovine
chaphamaparvovirus (GenBank accession number
MW344047) of 2603 nucleotides was generated. The
genome was 42.8% G+C with a distribution of 37.1%
A, 20.1% T, 20.6% G and 22.1% C. The expected ATP-
or GTP-binding Walker A loop motif (GxxxxGKT/S;
GPSNTGKS) and Walker B motif (EE) were found in
NS1(31).

The partial nonstructural protein (NS1) and the
complete capsid proteins (VP1) proteins had closest
aa identity of 49% and 69%, to the corresponding
proteins of Macaca fascicularis
(MN3122221) (Figure 1).

chapparvovirus

Figure 1. Phylogenetic trees (A; NS1 and B; VP1) were constructed using the Maximum likelihood method with two
substitution models: Le_Gascule_2008 model (LG) with Freqs and gamma distributed, invariant sites (G + |) model MEGA

software version X.
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Protein based phylogenetic trees of this new
chaphamaparvovirus and of the pestivirus D strain
were constructed using Maximum likelihood method
(see materials and methods). The novel ovine
chaphamaparvovirus proteins both fell within the

Chaphamaparvovirus genus.

The complete pestivirus D polyprotein coding
region also detected in this sheep tissue pool
was assembled (MT108680) showing best amino
acid identity of 94% to Border disease virus strain:
BD31 from the USA (U70263), FNK2012-1 from
Japan (AB897785), and strain Coos Bay 5 from USA
(KJ463422) (Figure 2).

Figure 2. PThe complete pestivirus D polyprotein phylogenetic tree.
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DISCUSSION and CONCLUSION

the first
chaphamaparvovirus. The viral genome encoded

We describe here ovine

typical genome organization and ORFs. Based
on ICTV criteria (1) the low level of sequence
identity (<85% identity in NS1) between the ovine
chaphamaparvovirus genome and those of the other
known chaphamaparvoviruses indicates membership
in a distinct viral species. We propose the name
ungulate chaphamaparvovirus 2 as the species name
following ungulate chaphamaparvovirus 1 containing
porcine parvovirus 7 (KU5637330), the only member

of that species to date (15).

Pestivirus D (Border disease virus) first discovered
in 1959 and has been reported world wide in both
sheep and goats. Acute infections of Border disease
generally are associated with a mild leukopenia and
slight-fever. The main significant, but less common,
clinical sequelae is abortion (32, 33). The disease
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Gida calisanlarindan izole edilen Enterobacterales suslarinda
antimikrobiyal diren¢ ve GSBL/Karbapenemaz varliginin
arastirilmasi

Nesrin CAKICI'
Alper AKCALI®

, Yasemin NUMANOGLU CEViK?

, Serap SUZUK YILDIZ2 (D),

, Niikhet Niliifer DEMIREL ZORBA*

OZET

Amac: Bu calisma gida endiistrisi calisanlarindan
elde edilen toplum kaynakli Enterobacterales iiyelerinde
antimikrobiyal direnc ve Genislemis Spektrumlu Beta
Laktamaz (GSBL), karbapenemaz iretme durumunun

belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.

Yontem: Canakkale il merkezi ve ilgelerindeki
hastaneler (n: 9) ile gida isletmelerinde (n: 17) gorevli
gida calisanlarinin (n: 300) el siiriintii 6rnekleri Brain Heart
Infusion Broth (BHI) besiyerine alindi. Inokuliimler 37°C
de 24 saatlik inkiibasyondan sonra Eosine Methylen Blue
agar (EMB) besiyerine ekildi. Bakterilerin tanimlanmasinda

klasik identifikasyon ve Matriks aracili lazer desorpsiyon

iyonizasyon ucus siresi kutle spektrometrisi (MALDI-
TOF MS) yontemi kullamldi. Sefotaksim, seftazidim,
meropenem ve ertapenem antibiyotiklerine  karsi

direnci olcmek icin disk difizyon ve minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) yontemleri uygulandi ve EUCAST
2020’ye gore degerlendirildi. Tarama testi sonuclarina
gore GSBL ve karbapenemaz fenotipik dogrulama testleri
uygulandi. GSBL pozitif bulunan izolatlarda polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) yontemine gore CTX-M geni arastirild.

ABSTRACT

Objective: This study was carried out to determine
the antimicrobial resistance and the production status
of ESBL,

Enterobacterales members obtained from food industry

carbapenemase in community-acquired

workers.

Methods: Hand swab samples of food workers (n:
300) working in hospitals (n: 9) and food businesses
(n: 17) in Canakkale city center and districts were
taken into Brain Heart Infusion Broth (BHI) medium.
Inoculum was inoculated into EMB medium after 24
hours of incubation at 37°C. Classical identification and
MALDI-TOF MS method were used to identify bacteria.
Disk diffusion and minimal inhibitory concentration
(MIC) methods were applied to measure resistance
against cefotaxime, ceftazidime, meropenem and
ertapenem antibiotics and were evaluated according
to EUCAST 2020. ESBL and carbapenemase phenotypic
confirmation tests were performed according to
the screening test results. The CTX-M gene was
investigated in ESBL positive isolates using the PCR

method.

* Bu ¢alisma, Ulusal Tek Saglik Sempozyumunda sozlii sunum olarak sunulmustur (21-22 Kasim 2019, Ankara).
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Bulgular: Elde edilen 222 adet gram negatif
dagiimi; 129  (%58.1)

(%14.4) Enterobacter

bakterinin  tir bazinda
Klebsiella

cloacae, 31

pneumoniae, 32
(%13.9) Acinetobacter
11 (%4.9) Escherichia coli, 8 (%3.6) Enterobacter

asburiae, 4 (%1.8) Escherichia hermanni, 3 (%1.4)

baumannii,

Enterobacter aerogenes 2 (%0.9) Klebsiella oxytoca,
2 (%0.9) Enterobacter cancerogenus olarak belirlendi.
191) 7 (%3.7)’sinin
klinik simir degerlere gore sefotaksime direncli (<17

Enterobacterales lyelerinden (n:

mm) oldugu tespit edildi. Sefotaksim inhibisyon capi
GSBL tarama simir degeri altinda (<21 mm) tespit
edilen 13 izolatin kombine disk ve cift disk sinerji testi
sonuclarina gore 2 adet bakterinin (K. pneumoniae, E.
cloacae) GSBL pozitif oldugu belirlendi. PZR yontemine
gore K. pneumoniae izolatinin CTX-M geni tasidigi
ve hastanede gorevli olan bir gida calisanindan izole
edildigi tespit edildi. Enterobacterales suslarinin ve
A. baumannii izolatlarimin higbirinde karbapenem
direncine rastlanmadi. Meropenem inhibisyon zon capi
28 mm’den kiiciik olan 46 adet Enterobacterales tiiriiniin
meropenem MIK degeri 8 mg/l ile 0.125 mg/| arasinda
bulunmustur. Meropenem zon cap1 karbapenemaz
tarama sinir degerinin (<25 mm) altinda tespit edilen
2 adet izolata kombinasyon disk testi uygulandi buna

gore karbapenemaz negatif oldugu tespit edildi.

Sonug: Toplumda direncli bakteri el tasiyiciiginin
(%3.7),
GSBL pozitifliginin oldukca dusik (%1.04) bulunmasi,

karbapenemaz pozitifligine rastlanmamasi antibiyotik

disik olmasi toplum kaynakli izolatlarin

direncli izolatlarin gida calisanlarinda diisiik oldugunu
dusundurmektedir. Gida calisanlarinda bu sayida gram
negatif bakterilerin tespit edilmesi hijyen egitimlerine
onem verilmesi gerektigini distindiirmiistir.

Anahtar Kelimeler: Sefalosporin, karbapenem,

enterobacterales, gida calisanlari, MALDI-TOF MS
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Distribution of 222
bacteria on the basis of species; 129 (%58.1) Klebsiella

Results: gram-negative
pneumoniae, 32 (14.4%) Enterobacter
(13.9%) Acinetobacter baumannii, 11 (4.9%) Escherichia
coli, 8 (3.6%) Enterobacter asburiae, 4 (1.8%) Escherichia

hermanni, 3 (1.4%) Enterobacter aerogenes 2 (0.9%)

cloacae, 31

Klebsiella oxytoca, 2 (0.9%) Enterobacter cancerogenus.
It was determined that 7 (3.7%) of the Enterobacterales
members (n: 191) were resistant to cefotaxime (<17
mm) according to clinical limit values. According to
the combined disc and double disc synergy test results
of 13 isolates whose cefotaxime inhibition diameter
was detected below the ESBL screening limit value, 2
bacteria (K. pneumoniae, E. cloacae) were found to
be ESBL positive. According to the PCR method, it was
determined that the K. pneumoniae isolate carried the
CTX-M gene and was isolated from a food worker in the
hospital. No carbapenem resistance was found in any of
the Enterobacterales strains and A. baumannii isolates.
Meropenem MIC values of 46 Enterobacterales species
with a meropenem inhibition zone diameter smaller
than 28 mm were found between 8 mg/l and 0.125 mg/L.
Combination disc test was applied to 2 isolates whose
diameter was below the carbapenemase screening limit
(< 25mm) and accordingly it was found that they were

carbapenemase negative.

Conclusion: The low rate of resistant bacteria hand
carriers in the community (3.7%), the very low ESBL
positivity of the community-acquired isolates (1.04%),
and the absence of carbapenemase positivity suggest
that antibiotic resistant isolates are low in food workers.
The detection of gram-negative bacteria in this number
of food workers made us think that hygiene training

should be given importance.

Key Words:
enterobacterales, food workers, MALDI-TOF MS

Cephalosporin,  carbapenem,



GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) diinyamin dort bir
yanindan gelen verileri analiz ederek 2014 yilinda
derledigi raporunda antibiyotik direncinin kiiresel bir
tehdit olusturdugunu, ciddive etkin 6nlemler alinmaz
ise yillardir kolayca tedavi edilebilen enfeksiyonlarin
zamanla oliimlere yol agmasinin kacinilmaz olacagini
belirtmektedir. Antimikrobiyal ilac direncinin en acil
alanlarindan biri son yillarda diinyaya yayilmis olan
Enterobacterales tiirlerinde rastlanan florokinolon,
sefalosporin ve karbapenem direncinin hizli artisidir.
Genisletilmis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL)
enzimleri sebebiyle penisilinler ve sefalosporinlerin
cogunu hidrolize edebilen suslarin tiim diinyada
yayildigi, GSBL iiretiminin en sik Escherichia coli
ve Klebsiella pneumoniae tirlerinde saptandig
goriilmektedir (1). GSBL pozitif suslar, nozokomiyal
(hastane kaynakli) enfeksiyonlarin yanmi sira
toplum kaynakli enfeksiyonlardan da artan siklikla
edilmektedir  (2).

artis karbapenemlerin

izole GSBL prevalansindaki

(imipenem, meropenem,

ertapenem,  doripenem) kullanilmasinda da

artisa neden olmustur. Karbapenem direncine
neden olan en onemli mekanizma karbapenemaz
enzimleridir. Enterobacterales iiyelerinde Ambler
siniflandirmasina gore A, B ve D sinifina ait enzimler
karbapenem direncinden sorumludurlar (3). Basta
K. pneumoniae olmak uzere Enterobacterales
Uyelerinde karbapenemaz iireten suslarin Tirkiye
dahil kuresel anlamda yayildiklar bilinmektedir (4).
Karbapenemazlar tum beta-laktam antibiyotiklere
kars1 dirence yol agmalan ve kolayca yayilabilmeleri
nedeniyle bir endise kaynagl olusturmaktadir.
Karbapenemaz iireten Enterobacterales tiirleri
sebep oldugu enfeksiyonlarin vyiiksek mortalite
hizlar1 nedeniyle onemli bir sorun teskil etmektedir
(5-6).
Gunumizde Ulkeler antimikrobiyal direng
verilerini yayinlamaya baslamistir. ECDC (Avrupa
Hastaliklari Onleme Merkezi) ve EFSA (Avrupa

Gida Gilivenligi Otoritesi) ortakliginda hazirlanan

raporda gida kaynakli enfeksiyon etkeni olan E.
coli gibi baz1 bakterilerin gida, hayvan ve insan
kaynakli izolatlarinin antibiyotik direnc verilerine
yer verilmistir (7). Enterobacterales tiirleri bagirsak

mikrobiyotasinin zamanda en

yaygin
Ates, septisemi, pnomoni, peritonit, menenjit ve

lyeleridir aym

insan patojenlerini barindirabilmektedir.
vilcuda takilan aracla (kateter, sonda vb.) iliskili
birlikte
gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir Toplum ve

enfeksiyonlarla sistit ve piyelonefrit

hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olabilen

Enterobacterales grubu bakteriler kontamine
eller, kontamine gida ve su araciligiyla kolaylikla
yayilabilmektedir (8). Suudi Arabistan’da

gerceklestirilen bir calismada gida calisanlarinin
el ve nazal surintu ornekleri incelenmis, izole
edilen E. coli suslarimn %19’u, K. pneumonia
suslarimin %12’sinin GSBL oldugu belirlenmistir (9).
Katar’da gerceklestirilen baska bir calismada gida
calisanlarinin diski orneklerinden elde edilen 78 E.
coli izolatindan yedi tanesinin (%9) GSBL ureticisi ve
bunlarin besinin MDR oldugu belirlenmistir (10).

Bu calismanin  amaci, gida  endistrisi

calisanlarindan elde edilen toplum kaynakl

Enterobacterales turlerinde antimikrobiyal direng
ve GSBL,
belirlenmesi, enfeksiyon kontrolii ve halk sagligina

karbapenemaz Uretme durumunun

katki saglayabilecek verilerin elde edilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Ornekleme

Arastirma, Canakkale il merkezi ve ilcelerindeki
hastaneler (n=9) ile baz1 yemek fabrikasi, restoran,
lokanta vb. gida isletmelerinde (n=17) gidalarin
islenmesinde ve servisinde gorevli gida calisanlarinin
(n=300) sag ve sol el sirlinti orneklerinden izole
edilen toplam 222 adet Enterobacterales turu
olan bakteriler Uzerinde gerceklestirilmistir. Steril
ekiivyonlarla el iclerinden, parmak aralarindan ve el
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ustunden alinan suruntu ornekleri 10 ml steril Brain
110493)
inokule edilerek soguk zincir altinda laboratuvara

Heart Infusion Broth besiyerine (Merck,

getirilmistir. Elde edilen inokulumler 37°C de 24
saatlik inkiibasyondan sonra Eosin Metilen Blue agar
(Merck 1.01347) besiyerine ekilmistir. 37°C de 24-48
saatlik inkiibasyon sonrasi goriilen tipik kolonilerden
elde edilen Gram negatif basiller %20 lik gliserollu
buyyon (Merck, 110493) besiyeri icerisinde -20°C
saklanmistir.

Bakteriyel Tanimlama

Tanimlama amaciyla izolatlar oksidaz testi, gaz
ve H,S olusumu, glikoz, laktoz ve siikroz kullanimi,
ureaz uretimi ve IMVIC testlerinden olusan klasik
identifikasyon testlerine tabi tutulmustur (11).
izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi amaciyla
Matriks aracili lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus
suresi kitle spektrometrisi (MALDI TOF MS) yontemi
ile mikrobiyal biyokiitle analizi icin MALDI-TOF
MS cihaz1 (Bruker Microflex LT, Almanya) ve Flex
Control 3.0 yazilim1 kullamlmistir. Her bir izolattan
tek birkoloni alinarak ozel celik 96 Micro Score
Plate MALDI plakasindaki kuyucuklara dogrudan
transfer yontemi ile ince film halinde sturumdustur.
Kuruduktan sonra tizerine 1 yl HCCA matris ¢ozeltisi
ilave edilmis ve oda sicakliginda tmamen kurumaya
birakilarak kristal olusumu saglanmistir Ornek
yukli plaka MALDI- TOF MS cihazinda isleme alindi
ve sistem lineer pozitif iyon moduyla ve 2.000-
20.000 Da kiitle araliginda mikroorganizmalarin
tanimlanmasi icin optimize edilmis yontemle
calistinlmistir.

Spektrumlan elde etmek icin, her numunenin
olcimiinde 40 paket 240’dan olusan lazer darbeleri
gerceklestirilerek her ornek icin U¢ calisma yapildi
ve en yuksek puana sahip okuma dikkate alinmistir.
Spektrumlar, MALDI Biotyper otomasyon kontrollu
yazilimi ve kutuphanesi kullanilarak analiz edilmistir.
Kullanilan tanmimlama puan (skor) olcutleri imalatci
firma (Bruker) tarafindan tavsiye edilen prosedire
gore uygulanmistir.
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Enterobacterales tiirlerinde GSBL varhiginin
belirlenmesi

GSBL Tarama Testleri: izolatlarin  “Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi” (EUCAST,
2020) onerileri  dogrultusunda disk difiizyon

yontemi ile sefotaksim (5 pg) ve seftazidim (10 pg)
antibiyotiklerine kars1 duyarliliklar analiz edilmistir
inhibisyon zon cap1 sefotaksim icin 21 mm, ve/
veya seftazidim icin 22 mm’den kiicik olmasi
durumunda tiire bagli GSBL fenotipik dogrulama testi
uygulanmistir (12). Kalite kontrol suslan olarak E.
coli ATCC 25922 (Negatif kontrol) ve K. pneumoniae

ATCC 700603 (Pozitif kontrol) kullamlmstir.

Fenotipik Dogrulama Testleri: E. coli ve Klebsiella
spp. izolatlarimin GSBL aktivitesinin in vitro sartlarda
klavulanik asit ile inhibisyonu temeline dayanan
fenotipik yontemlerden Kombinasyon Disk Testi (KDT)
kullamlmistir. Sefotaksim (<21 mm) ve seftazidim
(<22 mm) disklerinden birine veya her ikisine birden
direncli olan bakterilerin sefotaksim/klavulanik asit
(30/10 pg) ve seftazidim/klavulanik asit (30/10 pg)
disklerine karsi

duyarliiklarina  bakilmistir.  Eger

kombinasyon diski cevresindeki zon, tek basina
sefalosporin iceren diskin inhibisyon zonuna kiyasla

>5 mm daha genisse, GSBL pozitif kabul edilmistir.

Sefotaksim ve seftazidim disklerinden birine veya
her ikisine birden direncli olan Enterobacter spp.
izolatlarinin GSBL fenotipik dogrulamasi icin, cift
disk sinerji yontemi uygulanmistir (CDS). Sefepim (30
pg) ve klavulanik asit (10 pg) birlikte konuldugu petri
kabinda Sefepim diskinin zon capinin klavulanik asit
diskine bakan yuziinde genisleme olmas1 GSBL pozitif
kabul edilmistir (12).

Genotipik Dogrulama Testleri: GSBL pozitif bulunan
izolatlarin beta-laktamaz kodlayan ctx, shv, tem
genleri Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile
arastinlmistir. DNAizolasyonuicin 8-10 koloni steril saf
su icerisinde 10 dakika kaynatilmistir. 2 dakika 13000
xg devirde santriifij edildikten sonra siipernatan DNA
kaynag1 olarak kullanmilmistir. Onceden tamimlanmis
primerler kullamlarak PZR reaksiyon karisimi ve PZR



dongileri olusturulmustur. Amplifiye edilmis DNA
urunleri 1x TBE tamponu icerisinde, etidyum bromur
eklenmis % 1.5’k agaroz icerisinde jel elektroforezi
yontemine gore analiz edilmistir. 100 Volt akimda, 40
dakika yurutulmustir (13).

Tiirlerinde

Enterobacterales Karbapenemaz

Varhiginin Saptanmasi

Tarama Testleri: Karbapenemaz taramasi icin
meropenem zon cap1 25-27 mm olan izolatlarda
temosilin’e kars1 diren¢ bakildi. Temosilin’e

direncli olmayan ve meropenem inhibisyon zon
cap1 karbapenemaz tarama sinir degerinin (<25mm)
altinda tespit edilen bakterilere karbapenemaz
kombinasyon disk testi uygulanmistir. Tarama
diski icin 28
mm’den kiiciik olan izolatlara Minimal Inhibitér

esik degerleri meropenem (10ug)

Konsantrasyon (MiK) testi uygulanmistir (Tablo 1).

Minimum inhibitor Konsantrasyon (MiK): EUCAST

standartlarnn  dogrultusunda sivi  mikrodiliisyon
yontemi ile 0.125-128 mg/l konsantrasyon araliginda
calisilmistir. Bakteri {iremesinin gozlenmedigi son
kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri
olarak tespit edilmistir. Meropenem icin direng sinir

degeri >2mg/l olarak degerlendirilmistir. (12).

Fenotipik Dogrulama Testleri: EUCAST onerileri

dogrultusunda steril petri kaplarinin icerisinde
meropenem diskleri lizerine 100 mg/l dipikolinik asit
(DPA), 0.2 M EDTA, 60 mg/ml aminofenil boronik asit
(APBA), 75 mg/l kloksasilin soliisyonundan 10’ar pl
damlatilarak 30 dak. bekletilmistir. 0.5 McFarland
standardina gore hazirlanan inokulum Mueller Hinton

agar plaklarina yayilip Uzerine, inhibitor iceren

Tablo 1. Karbapenemaz tarama testleri

ve icermeyen meropenem disklerinden birer adet
konuldu. Karbapenemaz kombinasyon disk testine
gore inhibitorlu disklerde sinerji olup olmadig1 test
edilmistir(12).

Calisma icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
15.03.2017
tarihinde verdigi 2017/05-03 sayili izin alinmistir.

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun

BULGULAR

Canakkale ilinde calismaya dahil edilen gida
calisanlarim (n:300) farkli gida isletmelerinde (lokanta,
restoran, yemek fabrikas1 vb.) calisanlar (n:128) ve
hastanelerin yemek pisirme ve dagitim islerinde gorevli
kisiler (n:72) olusturmustur. Gida isletmelerinde
calisan kisilerin 164 (%71.9)’U erkek, 64 (%28.1)'u
kadin iken, hastanede calisanlarin 29 (%40.2)’u erkek,
43 (%59.8)’Uniin kadin oldugu tespit edilmistir. Gida
isletmelerinde calisanlarin 124 (%54.4)’linde, hastane
calisanlann 34 (%47.2)’linde Gram negatif bakteri el
tastyiciigr tespit edilmistir (Tablo 2).

Gida calisanlarimin el suruntu  orneklerinden
222 adet Gam negatif bakteri izole edildi. MALDI-
TOF MS’ye gore 129  (%58.1)’unun
K. pneumoniae, 32 (%14.4)’sinin E. cloacae, 31

izolatlarin

(%13.9)’inin Acinetobacter baumannii, 11 (%4.9)’inin
E. coli oldugu tespit edildi. Ayrica izolatlar arasinda
Enterobacter asburiae (n:8), Escherichia hermannii
(n:4), (n:3), Klebsiella
oxytoca (n:2), cancerogenus (n:2)

Enterobacter  aerogenes
Enterobacter
turlerine rastland1 (Sekil 1). En cok tespit edilen

bakterilere ait spektrumlar Sekil 2’de verildi.

MIK (mg/L) Disk difiizyon zonlar1 (mm)
Karbapenem
S/l sinir degeri Tarama esik degeri S/l sinir degeri Tarama esik degeri
Meropenem (10pg) <2 >0.12 222 <28
Ertapenem (10pg) <0.5 >0.12 225 <25
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Sekil 1. MALDI-TOF MS ydntemine gore tespit edilen bakteri tirleri ve dagiimlan

Sekil 2. MALDI-TOF MS yontemi ile en cok tespit edilen bakterilere ait kiitle spektrumlan
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Antibiyotik duyarlilik testi sonuclarina gore; 191
adet Enterobacterales iyesinden yed’sinin (%3.7)
klinik simr degerlere gore (EUCAST) sefotaksime
direncli (<17mm) oldugu tespit edildi. Bu izolatlarin
E. cloacae (n:4), K. pneumoniae (n:2), E. coli
(n:1) olduklan belirlendi. Direncli suslarin 6’s1 gida
isletmelerinde calisanlan, bir tanesi hastane gida
calisani el siiriintli orneginden izole edilmistir (Tablo
2).

On g izolatin (%6.8) sefotaksim inhibisyon zon
capinin GSBL tarama sinir degeri altinda (<21mm)
oldugu tespit edilmistir. Tarama sinir degeri altinda
kalan K. pneumoniae (n:6), E. cloacae (n:6) ve E.
coli (n:1) bakterilerine uygulanan kombine disk ve
cift disk sinerji fenotipik dogrulama testi sonuclarina
gore iki adet bakterinin (K. pneumoniae, E. cloacae)

GSBL pozitif oldugu belirlendi. PZR yontemine gére
K. pneumoniae izolatinin CTX-M enzimi geni tasidigi
ve hastanede gorevli olan bir gida calisanindan izole
edildigi belirlenmistir.

Enterobacterales suslarinin ve A.  baumannii
izolatlarinin hicbirinde disk difiizyon yonteminde
klinik sinir degerlere gore karbapenem direncine
rastlanmamistir. Meropenem MIK testi icin meropenem
zon cap1 28 mm’den kiicik olan 46 adet izolat
calismaya dahil edilmistir. Bu izolatlarin meropenem
MIK degeri klinik simr deger olan 8 mg/l ile 0.125
mg/| arasinda tespit edildi. Karbapenemaz taramasi
sonuclarina gore iki adet bakteriye karbapenemaz
kombinasyon disk testi uygulandi. inhibitérlii disklerde
sinerjiye rastlanmadi. Bu izolatlarda karbapenemaz
negatif olarak belirlendi.

Tablo 2. Gida calisanlarinin isyeri, cinsiyet, tasiyicilik durumlar ve direncli bakterilerin dagitimi.

. Gram negatif bakteri Enterobacterales tiirleri
Isyerleri Cinsiyet n (%) 8 5 (n:191) Sefalosporin
el taswyicisi, n (%) direnci n (%)
Kadin
64 (28.1) ¥ e
Gida isletmeleri Erkek 3(1.6)
(lokanta, restoran, yemek fabrikasi vb.) 164 (71.9) :
124 (54.4)
Toplam
228 (100) a1
Kadin 0
43 (59.8)
Hastane Erkek 1(0.5)
(mutfak, yemek servisi) 29 (40.2) 34 (47.2) :
Toplam
72 (100) e
Genel Toplam
Toplam 300 (100) 158 (52.7) 7 (3.7)
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TARTISMA ve SONUC

Calismamizda gida calisanlarinda izole ettigimiz
222 Gram negatif bakterinin 2 adedinde GSBL
varligi, bunlarin icerinde bir tanesinin CTX-M tiri
oldugu tespit edilmistir. Bakterilerin higbirisinde
karbapenemaz varlig1 gésterilmemistir.

Gida calisanlarn farkli yollarla patojen veya
direncli bakterilerin yayilimina sebep olabilirler.
bakteri el
hazirladiklari/sunduklan

olan Kkisiler
kullandiklan
ortamin hatta calisma

Patojen tasiyiciigr
gidalarin,
ekipmanlarin, calistiklan
arkadaslarimin. kontaminasyonuna sebep olabilirler.
Bir Universite kampusunin alti farkli kantinindeki
gidalar, hazirlama vyiizeyleri ve calisan ellerinin

mikroorganizmalar ile kontamine oldugu, bu
mikroorganizmalarin birbirleriyle ayn1 veya benzer
yapida olduklar saptanmistir. Ayrica, izolat sayilan
dikkate alindiginda, en yiiksek kontaminasyonun gida
calisan ellerine ait oldugu tespit edilmistir (14). Gliney
Afrika’da sarkiiteri bolimiinde calisan gida iscilerinin
ellerinde ve onluklerindeki Enterobacterales turleri
tastyicilik oraninin sirasiyla 1 %44, %16 oldugu tespit
edilmistir (15).
pastirma satis noktalarindaki

Kayseri’de yapilan calismada da
gida calisanlarinin
ellerindeki E. coli el tasiyicaligi orami %10,6,
Enterobacterales tirleri tasiyiciigr %44,6 oraninda
bulunmustur (16). Hastanelerde yemek hizmeti ile
gorevli kisiler hastane ortaminda direnc kazanmis
bakterilerle kontamine olduklarinda hastanede ve
toplumda yayma potansiyeline sahip olmaktadirlar.
Boylece direncli bakterilerin toplumda yayilarak halk
sagligi sorunu olusturmasi kacinilmaz olmaktadir.
Antibiyotik direnci goriilen bakterilere genellikle
klinik
calismalarda hastanelerin yam sira artik toplumda da

izolatlarda rastlanmakla beraber yapilan

direncli bakterilere rastlandig1 gosterilmistir (17).

Fas’taki
isletmedeki gida iscilerinin E. coli el tasiyicilik oram

bir hastaneye yemek hizmeti veren
%45 bulunmustur. Gida, yuzey ve iscilerden izole

edilen izolatlarin sefotaksim’e kars1 %55.6 oraninda
direncli olduklarn gosterilmistir (18). Bu calismada
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lokanta, restoran gibi gida isletmelerinde calisan
kisilerin Enterobacterales turleri tasiyicibk oram
%54.4, hastane yemek hizmetinde calisanlarin ise
%47 .2 saptanmistir. Genel olarak tasiyicilik oran1 %52.7
olarak oldukca yuksek bulunmustur. Toplum kaynakli
Enterobacterales tiirlerinin 7 (%3.7)’sinin sefotaksime
direncli oldugu, direncli suslarin 6 (%3.1)’simn gida
isletmelerinde calisanlardan, bir tanesinin (%0.5)
hastane gida calisanindan izole edildigi goriilmiistiir.

GSBL
turlerinin sefalosporinlere karsi en yaygin direnc
GSBL Ureten
enfeksiyonlarinin

Uretimi Enterobacteriaceae ailesi

nedenidir. 2000 yilindan bu vyana,
Enterobacteriaceae insidansi
hem hastanelerde hem de toplumda kiiresel olarak
artrmistir. Son yillarda, GSBL/AmpC ureten E. coli
hayvanlardan, yiyeceklerden, cevresel kaynaklardan
ve insanlardan artan siklikta izole edilmistir (19).
Antibiyotik direncli suslar toplumda kontamine eller,
kontamine gidalar vasitasiyla yayilabilirler. Kiimes
hayvanlarinin hazirlanmasindan sonra GSBL Ureten
E. coli, kesme tahtalarinin %12’sinde ve eldivenlerin
%50’sinde tespit edilmis ve bu sonuglar bulasma icin
onemli bir kaynaga isaret etmistir (20).

Yapilan calismalarda toplumda saglikli bireylerin
diskilarinda degisen oranlarda GSBL tasiyiciigi rapor
edilmistir. Dogu Akdeniz bolgesinden 2005 yilinda
yayinlanan ilk verilere gore geng saglikli 68rencilerde
GSBL tasiyiciigt %2.4 olarak saptanmistir. Tunus’ta
2010’da  %7.3, 2011’de Misir’'da %63.3 olarak
belirlenmistir.  Afrika’dan  bildirilen  oranlara
gore Senegal’de %10, Nijerya’da %30.9 olarak
saptanmistir. GSBL tasiyicilik oran1 Avrupa’da %5’in
altinda bulunmustur (21). 2003-2007 yillar1 arasinda
Avrupada Saglikli kislerde fekal GSBL tasiyicilik oran
%1-%8 iken Asya ve Afrika ulkelerinde bu oranin %50-
%60 oldugu bildirilmistir. Giiney Etiyopya’da ogrenci
kafeteryasinda calisan gida iscilerinin diskilarindan
izole edilen E. coli ve K. pneumonia izolatlarinin
%25.3’U GSBL pozitif oldugu belirlenmistir (22).
Japonya’da yapilan baska bir calismada saglikli gida
calisanlarinin diskis1 sadece bir defa ve ikiden fazla



GSBL pozitif bakteri agisindan taranmistir. Sirasiyla
GSBL pozitifligi %3.1 ve %15.6 oraninda oldugu
saptanmis, U¢ aydan iki yila kadar tasiyiciliklarinin
devam ettigi belirlenmistir (23). Bu konuda iilkemizde
yapilmis bir calismada hastaneye ayaktan basvuran
kisilerin diskilarinda %30 oraninda GSBL tastyiciligina
rastlandi (24). insan bagirsak florasinin iiyeleri olan
Enterobacterales tiirleri

eller, su ve yiyecekler

vasitasiyla kolayca yayilabilirler.

Diinyada toplum kokenli idrar yolu
enfeksiyonlarindan en sik E. coli, ardindan Klebsiella
ve Proteus turleri izole edilmektedir. Toplum kaynakli
GSBL reten

sosyokiiltiirel ozelliklere ve cografi bolgelere goére

Enterobacterales izolasyon sikligi,

farklilik gostermektedir. (25). Tirkiye’de vyapilan
bir meta-analizde hastaneye ayaktan basvuran
hastalarin idrar kiiltiir sonuglarinin degerlendirildigi
67 calismanin sonuglarina gore GSBL oranlarn %20’nin

altinda tespit edilmistir (26).

2000 yitindan beri CTX-M tip enzimleri, tim
bakteri
coli’de sik gosterilmistir (27). CTX-M enzimi pozitif

kitalardan cesitli turlerinde ozellikle E.
E. coli’nin diinya capinda (saglik hizmetleri, toplum,
ciftlik hayvanlari, evcil hayvanlar, cevre) yayginligi
s0z konusudur (28). CTX-M ureten E. coli, coklu ilaca
direnclibakteriler arasinda onemlidir ve antimikrobiyal
ilac direnci alaninda gozetim, enfeksiyon kontroli,
temel arastirmalar icin ana hedef olarak kabul
edilmelidir (29). Enterobacterales ailesine ait ESBL
Ureten bakterilerin, ozellikle CTX-M-15 Ureten E. coli
ST131 klonunun bagirsakta tasinmasinin yayginlig,
son zamanlarda biiyliyen bir halk sagligi olarak
kabul edilmektedir ve diinya capinda endise verici
bir durumdur (30). Kiiresel olarak, son yirmi yilda
toplumda GSBL pozitif E. coli’nin bagirsakta tasima
oraninda 8 kat artis meydana gelmistir. Yayilmasinin
onlenmesi, yeni tedavi ve halk sagligi stratejileri
uluslararasi isbirligini gerektirmektedir (31).

CTX-M
arasinda sefalosporin direncindeki hizli artisa 6nemli

pandemisi  Enterobacterales suslan

olcide katkida bulunmustur. Bu artis coklu ilaca
direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde karbapenemlerin kullaniminin artmasina
(27).
halk sagligi acisindan 6nem arz eden karbapenem

neden olmustur Epidemiyolojik acidan ve

direnc mekanizmasi, karbapenemleri hidrolize
eden beta-laktamazlarin (karbapenemazlarin)
uretimidir. Karbapenemaz uretimi plazmidlerle

aktanlabildiginden, coklu veya tam dirence neden
olabildiginden 6nemli bir diren¢ mekanizmasi olarak
kabul edilmektedir (31, 32). Karbapenem direncli
Enterobacteriaceae, halk saglig icin bilyiik bir tehdit
olusturmaktadir ve hizla kiiresel olarak yayilmaktadir
(33). Avrupa Hastalik Kontrol Merkezinin (ECDC)
Avrupa kitasindaki EURGen-Net sirveyans sistemi
kapsaminda Tirkiye’de 26 farkli hastanede toplanan
izolatlarin karbapenemaz epidemiyolojik verileri
(34).
sirveyansinin izlenmesinde toplum kokenli direncli

elde edilmistir Ulkemizde karbapenemaz
suslara ait verilere de yer verilmesi epidemiyolojik
izleme katki saglayabilir.

Ulkemizde ve Avrupa’da toplum kaynakli suslar
arasinda karbapenem direnci yok denecek kadar
azdir. Bizim calismarmizda da toplum kaynakli 222
adet gram negatif bakterinin hicbirinde karbapenem
direncine rastlanmamistir. Tarama sonuclarina gore
karbapenemaz tasiyan bakteriye de ulasilamamistir.

Sonuc olarak; calismamizda toplum kaynakli

Enterobacterales tiirlerinde sefalosporin direncli
suslarin ¢ok yaygin olmadigi, karbapenem direnci
tasimadiklar tespit edilmistir. Son yillarda toplumda
kazanilmis enfeksiyonlarda direncli suslarin ortaya
cikist 6nem kazanan bir halk sagligi sorunudur. “Tek
Saglik” yaklasimi altinda saglikli bireyler, cevre, su,
gida, toprak, tarimsal drinler hatta hayvanlardan
elde edilen izolatlarda direnc verilerinin belirlenmesi
enfeksiyon kontrolii ve halk sagligi acisindan katki
saglayacaktir. Bunun yaninda gida calisanlarinda hijyen
egitimine 6nem verilmesi gerektigi diisiinlilmistdr.
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Investigation of biofilm formation of Enterococcus species
isolated from blood by phenotypic and genotypic methods

Zeynep OZKOK! , Kemal BILGIN?

, Yeliz TANRIVERDI GAYCI?

, Asuman BiRINCi?

ABSTRACT

Objective: Enterococcus spp. are widely found
in enviroment and can cause diseases. Although the
factors that explain its virulence have not yet been
fully clarified, enterococcal surface protein (esp) has
been associated with the ability of biofilm formation
in both Enterococcus faecalis and the Enterococcus
faecium. In our study, it was aimed to determine the
vancomycin resistance status of E. faecalis and E.
faecium species and to investigate the presence of esp
gene which is thought to be related of with polymerase
chain reaction and biofilm formation capacity by

phenotypic methods.

Methods:
faecalis n = 85, E. faecium n =

A total of 170 Enterococcus spp. (E.
85) isolates that
were isolated from blood culture were included in
the study. Species identification was performed using
conventional and automated methods. Vancomycin
susceptibilities of isolates were determined by
Kirby-Bauer disk diffusion method. Biofilm formation
was evaluated phenotypically by using Tube and
Microtitration plate methods. In all isolates, the
presence of esp gene which is associated biofilms
was investigated by polymerase chain reaction (PCR)

method.

OZET
Amac: Dogada yaygin olarak  bulunabilen
enterokoklar, cesitli enfeksiyonlara neden

olabilmektedir. Viriilansini aciklayan faktorler heniiz tam
olarak netlik kazanmamis olmakla birlikte enterokokal

(esp),
hem de Enterococcus faecium’un biyofilm olusturma

yluzey proteini hem Enterococcus faecalis

yetenegiyle iliskilendirilmektedir. Calismamizda E.
faecalis ve E. faecium turlerinin vankomisine direng
durumlarinin belirlenmesi ve biyofilm olusumu ile iliskili
oldugu diisiiniilen esp gen varliginin polimeraz zincir
reaksiyonu ile, biyofilm olusturma kapasitelerinin de

fenotipik yontemlerle arastirilmasi amaclanmistir.

Yontem: Calismaya kan kiltiriinden izole edilen
85’i E. faecalis, 85’i E. faecium olacak sekilde toplam
170 adet Enterococcus izolat1 dahil edilmistir. Turlerin
tamimlanmas1 konvansiyonel ve otomatize yontemler

kullamlarak  yapilmistir.  izolatlarin  vankomisine

duyarliiklar1  Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle
belirlenmistir. Tim izolatlar tiip ve mikrotitrasyon plak
yontemleri kullamlarak biyofilm olusumu yo6nunden
fenotipik olarak degerlendirilmistir. Ayrica izolatlarda,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi kullanilarak
enterokoklarda biyofilm olusumu ile iliskili oldugu

diistinlilen esp geninin varligi arastirilmistir.
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Results: When the vancomycin susceptibilities of the
strains included in the study were examined, it was found
that 14 of the E. faecalis isolates (16.5%) were moderately
susceptible and 1 of them was (1.2%) resistant. And 29
(34.1%) of E. faecium isolates were found to be resistant.
It was determined that 5 strains (5.9%) were formed
biofilm by tube method. By microtiter plate method,
27 (31.8%) tested strains were determined positive for
biofilm formation. The 5 isolates which were positive
by tube method also found positive by microtiter plate
method. All strains that were positive in both phenotypic
methods were found to be E. faecalis. And 49 (57.6%) E.
faecalis and 20 (23.5%) E. faecium strains were found
positive esp. When the genotypic method was compared
with phenotypic methods, 24 isolates which were found
positive by microtiter plate method and 5 isolates which
were found positive by tube method, were found positive

for esp gene.

Conclusion: According to these results, E. faecalis
isolates are thought to have higher biofilm formation
capacity than E. faecium. Furthermore, it is thought
that the esp gene may be related to biofilm formation
but the presence of esp alone is not sufficient for
biofilm formation. New and comprehensive studies
on the subject will be able to provide new and useful
data on the role of biofilm formation in the virulence of

enterococci.

Key Words: Enterococcus spp., biofilm, virulence

Bulgular: Calismaya dahil edilen suslarin
vankomisine duyarliliklan incelendiginde, E. faecalis
izolatlarinin 14 tanesi(%16,5)ortaduyarli, 1 tanesi(%1,2)
direncli; E. faecium izolatlarinin ise 29 tanesi (%34,1)
direncli olarak bulunmustur. Tup yontemi ile 5 susun
(%5,9) biyofilm olusturdugu goriilmustiir. Mikrotitrasyon
plak yontemi ile ise 27 sus (%31,8) pozitif olarak tespit
edilmistir. Tup yonteminde pozitif cikan bes izolatin
hepsinin ayn1 zamanda mikrotitrasyon yonteminde de
pozitif oldugu goriilmistiir. Her iki fenotipik yontemde
de pozitif olan suslarin tamaminin E. faecalis oldugu
gorilmistir. PZR isleminin sonucunda 49 (%57,6) E.
faecalis, 20 (%23,5) E. faecium susunda esp varligi
saptanmistir. Fenotipik yontemler ile genotipik yontem
karsilastinldiginda mikrotitrasyon plak yonteminde
pozitif olan izolatlardan 24 tanesi, tip yonteminde
pozitif olan izolatlardan ise 5 tanesinde esp geninin
varligr tespit edilmistir.

Sonug: Bu bulgulara gore E. faecalis izolatlarinin
biyofilm olusumu kapasiteleri E. faecium’a gore
daha fazla bulunmustur. Ayrica esp geninin biyofilm
olusumu ile ilgisi olabilecegi ancak tek basina esp
varliginin  biyofilm olusumu icin yeterli olamayacagi
dusunulmektedir.  Konu ile ilgili yapilacak yeni
ve kapsamli calismalar enterokoklarda biyofilm
olusumunun virulansdaki rolu ile ilgili yeni ve faydali

veriler saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus spp., biyofilm,

factors virulans faktori
INTRODUCTION
Although there are 18 different strains in the genus Enterococci cause a variety of infections,

Enterococcus, the most common infection in humans including meningitis, respiratory system infections,
Enterococcus faecalis (responsible for 80-90% of all endocarditis, intra-abdominal and pelvic infections,
enterococcal infections) and Enterococcus faecium urinary tract infections, bacteremia, wound, and
(tends to be more resistant to antibiotics) (1). tissue infections and neonatal sepsis (2).
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Virulence factor of enterococci has not yet been
fully clarified (3,4). However, they are considered
to be pathogenicity factors such as enterococcal
surface protein (esp), aggregation factor, lipoteichoic
acid, bacteriocin,

gelatinase, serine protease

and hyaluronidase (5). In these factors, there are
publications that esp associated with the ability
of both E. faecalis as well as E. faecium to form
biofilm (6). Biofilm can be defined as the placement
of the microorganism within a matrix of extracellular
polymeric material that irreversibly binds to a
surface, interface or to each other (7).

Virulence factors situated in the strains of E.
faecalis and E. faecium may play a role in colonizing
and initiating infection by forming biofilm (6). Biofilm
formation has been investigated in strains isolated
from different samples in various studies, but not all
of the studies have blood isolates (7,8). Knowledge of
their own patient profile, microorganisms that make
up the hospital flora, and their resistance patterns
will enable health institutions to develop the right
strategies (9).

In this study, it was aimed to determine the
vancomycin resistance status of E. faecalis and E.
faecium species and to investigate the presence
of esp gene which is thought to be related of with
polymerase chain reaction and biofilm formation
capacity by phenotypic methods.

MATERIAL and METHOD

Isolates

A total of 170 E. faecium and E. faecalis clinical
isolates, recovered from blood culture samples, sent
from various services between June 2016 - June
2017, were included. Only one sample of for patient
included in the study. Non-biofilm former Escherichia
coli ATCC 25922, and biofilm former Acinetobacter

baumanii ATCC 19606 was used as control strains.

Identification of the isolates included in the study
was performed using conventional methods and Vitek-

MS (bioMérieux, France) system.
Determination of antimicrobial resistance

The vancomycin resistance of the isolates used in
the study was first determined by the Vitek 2 Compact
(bioMérieux, France) system and then the Kirby-Bauer
disk diffusion method was performed according to
CLSI recommendations and interpreted (10).

Investigation of biofilm presence

In order to investigate the presence of biofilm
in enterococci phenotypically tube method and
microtitration plate management were performed.

Tube method

Tryptic Soy Broth (TSB) (BD, France) containing
0.25% glucose was prepared sterile for tube biofilm
research. The prepared medium was dispensed into
5 ml of pre-sterilized glass tubes. A few colonies
were then taken from freshly produced isolates in
blood agar (Himedia, India) and inoculated into tubes
containing 5 ml of TSB.

The tubes were incubated at 35 °C for 48 hours. At
the end of the period, the whole surface of the glass
tubes was aspirated without contacting the pipette.
1 ml of 25% safranine (Merck, Germany) was added
into the evacuated tube and the tube was capped to
stain the inner surface and gently turned. After the
entire surface had come into contact with the paint,
it was checked whether a film had formed on the
inner surface of the tube and evaluated as follows:
it was scored negative if there was no staining on the
wall; it was scored + 1 if there is very slight staining
on the side of the tube; it was scored + 2 if there is
slight staining on the side of the tube; it was scored
+ 3 if there was intense staining along the walls of
the tube. As a result of this grading, negative and
+ 1 results were evaluated as negative, + 2 and + 3
results were evaluated as positive for tube method.
In addition, the formation of an annular strip only
on the air contacting part of the medium was also
considered a negative result (11).
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Microtitration plate method

Enterococcus isolates were passaged into the
blood agar medium in a pure manner. Passaged
enterococci were seeded on TSB medium containing
0.25% glucose and incubated for 24 hours at 36°C.
After incubation, cultures were diluted 1:20; 200
pl of each well was placed in a 96-well flat-bottom
polystyrene microtitration plate. Thus, the plate
was allowed to incubate at 36°C for 24 hours. After
incubation, the medium in the wells was aspirated.
After, it was gently washed three times with sterile
distilled water and inverted and dried. 100 pl of a
1% crystal violet (Merck, China) solution prepared
into the wells were dispersed and incubated at room
temperature for 15 minutes. After staining, the plate
was washed 3 times with sterile distilled water and
inverted and dried. 200 pl of the ethanol/acetone
(80:20) solution, prepared to dissolve the stain, was
dispensed and the stain was allowed to dissolve for 10
minutes. Plates were then read in ELISA (ChroMate,
USA) reader at 492 nm wavelength (12,13).

Each isolate was studied 3 times by microtitration
plate method. The results were evaluated according
to the optical density values of the positive and
negative control strains (13,14).

DNA extraction from isolates

DNA extraction of Enterococcus isolates was
performed by boiling (15). The resulting DNAs were
stored at -20 °C until use.

Analysis of esp gene with PCR analysis

The presence of esp gene was investigated by PCR.

Table 1. Sequences of esp11 and esp12 primers

For this purpose, primers esp11 and esp12, which
multiply the region of 954 bp were used (16). The base
sequences of the primers are given in Table 1.

PCR reaction content was prepared according
to the amounts defined by Shankar et al (16). The
amplification program, identified by Shankar et al
(16), was modified and used. Amplification was carried
out with the following thermal cycling profile: 2 min
at 95°C and 30 cycles of amplification consisting of 45
sec at 94°C, 45 sec at 54°C and 4 min at 72°C and 5
min at 72°C for the final extension.

The amplificated products were subjected to
electrophoresis for 1 hour at 120 V on 1.5% agarose
gel (Biomax). At the end of the procedure, the gels
were kept in distilled water containing 0.5 pg/
ml ethidium bromide for 20 minutes. At the end of
the period, gels were examined for the presence of
bands under UV light (Biorad, Italy) and the image
was recorded and stored.

In order to confirm the duplicated region, the
product selected as an example from amplicon shown
to be positive in electrophoresis, sequence process
applied (Sentebiolab, Turkey).

Statistical analysis

The data were analyzed using IBM SPSS V23.
Pearson chi-square test was used to compare the
method results according to the species. Significance
level was considered as p < 0.05.

This study was carried out with the permission
of 2017/321 granted by Ondokuz Mayis University
Clinical Research Ethics Committee on 14.09.2017.

Primary Primary Sequences (5’ - 3’) Size (bp)
espi1 TTGCTAATGCTAGTCCACGACC
954
esp12 GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA
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RESULTS

Resistance to vancomycin

When the susceptibility of 85 isolates of E. faecalis
to vancomycin was evaluated; 70 (82.3%) were
susceptible, 14 (16.5%) were moderately susceptible
and one (1.2%) resistant. It was seen that 56 (65.9%)
of 85 isolates were susceptible and 29 (34.1%) were
resistant in E. faecium.

Four (80%) of the five isolates that were positive
by tube method were found to be susceptible to
vancomycin and one (20%) was found to be moderately
susceptible. Twenty-one (77.8%) of the 27 isolates,
that were positive by microtitration plate method,
were susceptible to vancomycin and six (22.2%) were
found to be moderately susceptible.

Biofilm results of phenotypic tests

Only five (5.9%) of the 85 E. faecalis isolates
produce biofilm by performing tube method. In one
of the five strains, it was + 3 positive; the remaining
4 isolates were found to be + 2 positive. Biofilm
production by tube method was not detected in any

of the E. faecium isolate.

By performing the microtitration plate method
27 (31.8%) of the 85 E. faecalis isolates produce
biofilm. Biofilm production by microtitration plate
method was not detected in any of the E. faecium
isolates.

Determination of the presence of esp gene
region by PCR

As a result of the PCR process; esp gene was found
in 49 of 85 E. faecalis isolates (57.6%) and 20 of 85
E. faecium isolates (23.5%). When phenotypic and
genotypic methods were compared, the presence
of esp gene was detected in 24 isolates which were
positive in microtitration plate method and in five
isolates which were positive in tube method. When
vancomycin susceptibility and PCR results were
compared; 43 of the 49 E. faecalis isolates which
are esp positive, were susceptible, five of them were
moderately susceptible, one of them was resistant;
nine of in 20 E. faecium isolates were susceptible and
11 of them were resistant. Example gel images for E.
faecalis are shown in Figure 1.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of E. faecalis
M: Marker (Bioron, Germany); 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. samples were negative; 8 ve 9.

samples were positive for esp.
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The results of the analysis of disc diffusion for
E. faecalis and E. faecium, tube biofilm formation,

microtitration plate method and the presence of esp
gene are presented in Table 2.

Table 2. Statistical analysis of E. faecalis and E. faecium species for phenotypic and genotypic methods

E. faecalis (n = 85) E. faecium (n = 85) P
Resistance to vancomycin n (%) 1(1,2) 29 (34,1) <0,001
Tube method n (%) 5(5,9) 0 0,023*
Microtitration plate method n (%) 27 (31,8) 0 <0,001
Presence of esp by PCR n (%) 49 (57,6) 20 (23,5) <0,001

*Fisher’s excat test was used to compare.

DISCUSSION and CONCLUSION

In order to understand the ability of enterococci to
cause disease, virulence characteristics and increased
antibiotic resistance need to be investigated better
(17). Biofilm can make microorganisms resistant to
antibacterial agents and antibacterial molecules
produced by the host (7).

Oli et al (18), investigated the formation of biofilm
in multidrug-resistant of E. faecalis’s obtained from
clinical specimens. For this purpose, they used the
plate method and tube method. In that study, it has
been demonstrated from 40 isolates, 11 (27.5%) of
them were strong biofilm producer, 22 (55%) of them
were medium biofilm producer and seven (17.5%) of
them were weak biofilm or no biofilm producer. The
researchers concluded that biofilm formation plays
an important role in nosocomial infections.

Fallah et al (8), compared biofilm formation and
antimicrobial resistance in enterococcus isolates
isolated from urine samples. In the study 57 clinical
isolates were included. Biofilm formation properties of
isolates were investigated by phenotypically modified
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congo red agar method and microtitration plate
method. Also with the PCR method, the presence of
esp was examined. At the end of phenotypic methods,
It was accepted that 26.5% of the E. faecalis and
75% of the E. faecium form biofilm. In addition,
researchers found the presence of esp in 48 of the 57
enterococcal isolates. In the study, the presence of
asal and of ebp was also investigated. As a result of
the study, it was considered that biofilm formation in
vitro is very complex in enterococci and the presence
of esp, asal and of ebp genes was insufficient for
biofilm formation

Dupre et al (4), have studied on virulence factors
with 15 E. faecalis and 32 E. faecium isolates, totally
47 enterococcal isolates. In 9 of the E. faecalis
isolate of 15, 23 of the E. faecium isolate of 32, esp
gene were detected.

In the study of Kafil et al (19), they investigated
the presence of esp in E. faecium and E. faecalis
isolates, which are effective in urinary tract infection
and the relationship between antibiotic resistance.
166 enterococcus strains were included in the study.
It is determined that 43.3% of them are E. faecium,



56.7% of them are E. faecalis. In 76.1% of the E.
faecium isolates and 77.9% of the E. faecalis isolates
esp gene were found positive. In addition, it has been
stated that there is a significant relationship between
esp positive E. faecium isolates and vancomycin
resistance. It has been considered that the incidence
of esp in enterococci isolates, which are effective in
urinary tract infection, is important in these types of
infection.

Udo et al (20), have included a total number of
466 E. faecalis isolates to their studies. These isolates
were obtained from 313 urine specimens, 68 wound
specimens, 36 blood specimens, 25 rectal swabs, 12
vaginal swabs and 12 other sources. It has been found
that in 147 (31.5%) of these samples esp gene was
positive.

Baylan et al (15), have investigated enterococcal
surface protein (esp) of a total of 91 isolates (59
E. faecalis, 31 E. faecium, and one E. gallinarum)
isolated from urine cultures by molecular methods.
The esp gene region was the second most common
virulence factors in the study with a positivity rate
of 25.6%. At the end of the study, the researchers
concluded that the identification of virulence factors
of enterococci and the relationship of these virulence
factors with antibiotics is an important research
topic.

Saba Copur et al (21), included 116 strains
including 93 vancomycin-resistant enterococci (VRE)
and 23 vancomycin susceptible enterococci (VSE) in
their study. They have stated that 95.6% of VRE was
E. faecium (n = 89), 4.3% of the VRE was E. faecalis
(n =4), and 17.4% of VSE was E. faecium (n = 4) and
82.6% of VSE E. faecalis (n = 19). PCR study revealed
the presence of esp in 75 (80.6%) of 93 VRE isolates
and 16 (69.9%) of 23 VSE isolates. At the end of the
study, it was concluded that not only VRE but also
VSE may cause important infections due to virulence
factors and new studies would be useful for clarifying
this issue.

Mete et al. (22) aimed to evaluate virulence factors

and antibiotic susceptibility patterns of enterococcal
isolates in their study. 229 enterococcal isolates were
included in their study. They revealed the presence
of esp in 46 (33.3%) of the 138 E. faecalis isolates,
and in 28 (30.8%) of the 91 E. faecium isolates. When
comparing virulence factors of vancomycin-resistant
and susceptible isolates; esp gene level in vancomycin
resistant E. faecium isolates was present as 24.1%,
while the esp gene was absent in vancomycin-
resistant E. faecalis isolates. In VSE isolates, the
presence of esp gene was found to be 35.1% for E.
faecalis and 29.4% for E. faecium. At the end of the
study, the researchers emphasized that VRE can cause
difficult infections to treat, especially in hospitalized
patients, and that VSE can cause serious infections
due to its important virulence factors.

We have studied a totally 85 E. faecalis isolates
in terms of susceptibility of to vancomycin and
(82.3%) of
them were susceptible, 14 (16.5%) of them were

obtained the results as follows; 70

moderately susceptible and one (1.2%) of them was
resistant. It was found that 56 (65.9%) of the 85 E.
faecium isolates were susceptible and 29 (34.1%)
of them were resistant. In the isolates the biofilm-
producing strains were included in the study, four of
the five isolates, positive in the tube method, were
found to be vancomycin susceptible and 1 of them
was medium susceptible. It has been reported that
21 of the 27 isolates that were detected to produce
biofilm by microtitration method, were found to
be vancomycin-susceptible and six of them were
moderately sensitive.

It has been reported that in esp positive E.
faecalis strains, 43 of them were susceptible, five of
them were intermediate susceptible, one of them was
resistant; and in E. faecium isolates, nine of them
were susceptible and 11 of them were resistant when
compared vancomycin resistance with PCR process.

When the phenotypic methods used to detect
biofilm production were compared; it has been seen
that all of the five isolates, which are positive in
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tube method, were positive in the microtitration
method as well. Both phenotypic methods used, it
was observed that all strains with positive biofilm
production were the strains of E. faecalis.

As a result of statistical evaluation, There is
a significant difference between the resistance
to vancomycin in E. faecalis and E. faecium,
the presence of biofilm detected by tube and
microtitration plate method, and the presence of esp
detected by PCR.

As a result of PCR process; 49 (57.6%) of the 85
E. faecalis isolates; 20 (23.5%) of 85 E. faecium
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Influenza and SARS-CoV-2 coinfection during the COVID-19 pandemic

Mehmet Sami iISLAMOGLU!

, Betiil BORKU UYSAL'

ABSTRACT

Objective:  Because severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which produces
pandemic pneumonia and has a more fatal course than
seasonal flu, has no effective treatment, protection
against secondary infections is essential in preventing
disease-related mortality. The study’s goal is to prove a
link between seasonal Influenza A-B and SARS-CoV-2 co-
infections in the winter, when respiratory tract illnesses

are widespread.

Methods:

After ethic commitee approval; 515 patients with cold

This study was designed retrospective.

symptoms between November 2, 2020 and February
17, 2021 were included in study. Influenza Antigen Card
Plus was used for the detection of influenza. In the PCR
test for SARS-CoV-2, swab samples taken from both the
mouth and nose were studied in the CFX96 Real time
PCR device. Patients were divided into groups according
to whether the Influenza A-B and COVID-19 PCR tests
were positive or negative. The relationship between
influenza A-B positivity and SARS-CoV-2 positivity was
investigated.

Results: The female / male ratio in the 515 patients
included in the research was 60.7% / 39.2%. Influenza
positivity was found 55.2% in women and 44.5% in men.
Influenza-A was revealed to be the most prevalent
influenza subtype. Influenza and COVID-19 coinfection

was detected in 33.1% of the cases. Influenza-A was

OZET

Amag: Pandemik pnomoniye neden olarak tiim
diinyada hizla yayilan ve mevsimsel gribe gore daha
mortal seyreden Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS-CoV-2)’nin bir
hastaliga bagli dlimlerde

Coronavirus-2 etkin tedavisi

olmadigindan sekonder

enfeksiyonlardan  korunma o6nemlidir.  Calismanin
amaci1, solunum yolu enfeksiyonlarimin sik goriildiigii kis
sezonunda mevsimsel influenza A-B ve SARS-CoV-2’nin

birlikte oldugu ko-infeksiyonun gosterilmesidir.

Yontem: Calisma retrospektif olarak planlandi.
Etik kurul onayinin alinmasinin ardindan 2 Kasim 2020
ile 17 Subat 2021 arasinda soguk alginligi semptomlari
ile basvurmus olan 515 hasta calismaya alindi. influenza
tespiti icin influenza Antijen Card Plus yontemi
kullanildi. SARS-CoV-2’nin PCR yontemi ile tespiti icin
agiz boslugu ve burundan alinan siiriintii 6rnekleri CFX96
Real time PCR cihazinda calisildi. Hastalar influenza
A-B ve Reverse transcription polymerase chain reaction
COVID-19 RT-PCR pozitif veya negatif olmasina gore
gruplara ayrildi. Hastalarda influenza A-B pozitifligi ile
SARS-CoV-2 pozitif vakalarin birlikteligine bakild1.

Bulgular: Calismaya alinan 515 hastada kadin
/ erkek oram %60.7 / %39.2 saptandi.
pozitifligi kadinlarda %55.2, erkeklerde %44.5 saptand
ve COVID-19 ko-infeksiyonu %33,1 vakada saptandi.
COVID-19 RT-PCR testi pozitif olan 177 hastanin %29,9

(53)’unda influenza-A, %10.1 (18)’inde

influenza

influenza-B
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positive in 29.9% and Influenza B was positive in %10.1 of
the patients with positive COVID-19 RT-PCR test.

Conclusion: We have determined that it can be
seen as a coinfection with SARS-CoV-2, as well as the
occurrence of Influenza alone during the flu season.
Although the pandemic appears to be speeding up
at times owing to changes in isolation measures, the
impact of influenza, other respiratory tract diseases,
and coinfection on the disease’s progression is unknown,

and further study is needed.

pozitif saptandi.

Sonuc: Grip sezonunda tek basina influenza

SARS-CoV-2 ile koinfeksiyon

ortaya konuldu.

gorilmesinin yaninda,

olarak da gorilebildigi izolasyon
onlemlerindeki degisimlere bagli olarak pandeminin
aralikli olarak hizlandigi goriilmekle birlikte influenzanin,
diger solunum yolu infeksiyonlarinin ve koinfeksiyonun
hastalik seyrine etkisi net olmayip bu konuda ileri

arastirmalara gereksinim vardir.

influenza,

Key Words: SARS-CoV-2, Influenza, coinfection, flu Anahtar Kelimeler:  SARS-CoV-2,
season koinfeksiyon, grip sezonu
INTRODUCTION

Coronavirus disease-2019 (COVID-19)

rapidly after being identified as cases of pneumonia

spread

of unknown etiology in Wuhan, China on December
19t 2019, and was recognized as a pandemic by the
World Health Organization in March 2020. In many
countries, the health-care system was overburdened
(1). It was predicted that SARS-CoV-2, which spread
all over the world in March 2020, towards the end
of the flu season, would increase the burden on the
health system in the autumn-winter period of 2021
due to its longer-term association with influenza. (2).
The coexistence of influenza and COVID-19 during
as expected, made COVID-19
diagnosis and treatment complicated (2).

Influenza is most common in the winter, and
the severity of the disease varies depending on the

influenza season,

vaccine’s efficacy, the nature of the circulating virus,
and the length of the season (3). Symptoms described
in COVID-19, such as headache, fever, malaise, and a
runny nose, are also present in influenza and other
severe respiratory infections (3-4). Atypical symptoms
associated with COVID-19, such as nausea, vomiting,
and diarrhea, can also be observed with influenza (5).
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The World Health Organization reported the
annual incidence of death due to seasonal influenza
as 650 thousand (6). Between October 2019 and April
2020, the United States of America Disease Control
and Prevention Center estimated that influenza
caused 30-56 million patients, 410-740 thousand
hospitalizations, and 24-62 thousand deaths (7).
Human-to-human transmission of SARS-CoV-2 is 3.6
times more than that of influenza, the population
is more vulnerable to SARS-CoV-2, and the mortality
rate of SARS-CoV-2 is higher (8-9). The epidemiology
and course of coinfection is poorly known (2). The
frequency of coinfection ranges between 0.5% and
50% in studies. Seasonal, vaccination coverage, and
geographical variables might all play a role in the
variability (2).

The goal of our investigation was to discover
influenza and COVID-19 coinfection throughout the
flu season.

MATERIAL and METHOD
The study consists of 605 patients in 4-month
period from November 2%, 2020 to February 17%,



2021 who had applied to internal medicine outpatient
clinics with cold symptoms (sore throat, weakness,
fever, runny nose, joint pain, headache). Data of
90 patients could not be accessed. In 515 patients
whose data were available, co-existence of positivity
in influenza A or B and SARS-CoV-2 were investigated.
The patients were divided into groups according to
whether the Influenza A-B and COVID-19 PCR tests
were positive or negative. Influenza Antigen Card Plus
was used for the detection of influenza. Influenza
Antigen Card Plus is an in vitro descriptive test based
on the immunochromatographic method. This test,
which results in eight minutes using nasopharyngeal
swab samples of
developed to qualitatively detect influenza type
A and type B. Influenza Antigen Card Plus uses

monoclonal antibodies specific for influenza type

symptomatic patients, was

A and type B antigen for accurate determination
of influenza. In the PCR test for coronavirus, swab
samples taken from both the mouth and nose were
studied in the CFX96 Real time PCR device. In the
device, 200 RFU values in each channel were taken
as thershold values. HEX channel was studied as an
internal control and sigmoidal curves with Ct value <=
32 in this channel were accepted. Sigmoidal curves
with a Ct value of <= 38 in the FAM channel were
considered positive.
Both authors

declare that the study was

conducted in accordance with the World Medical
Association Helsinki “Ethical Principles for Medical
Research Containing Human Subjects”. This study was
approved by an Ethics Committee of Biruni University
and numbered as 2015KAEK-50-21-07.

The compliance of all data to normal distribution
was analyzed using the Kolmogorov - Smirnov test.
Categorical variables are presented as percentages,
while continuous variables are presented as mean
+ standard deviation. Categorical variables were
analyzed with the chi-square test, while continuous
variables were analyzed in two-way groups with the
t test. All data were tested using SPSS 20.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA) software and p <0.05 values were
considered statistically significant.

RESULTS

The female / male ratio in the 515 patients
included in the research was 313/202. Influenza
positivity was found 55.2 % in women and 44.5 % in
men. In influenza negative patients, the mean age
was 33.1 + 15.7. The mean age of influenza positive
patients was 31.14 = 13.40 and similar. Dyspnea,
taste and smell abnormalities, and diarrhea were
significantly more common in influenza positive
patients. Influenza and COVID-19 coinfection was

detected in 33.1% (n=87) of the cases (Table-1).

Table 1. Demographic and clinical characteristics of Influenza positive and negative patients

Influenza Positive (n=263) Influenza Negative (n=252) p
Age 31.142£13.40 33.10+15.10 0.827
Gender (Female) 173 (55.2) 140 (44.7) 0,971
Fever 133 (50.6) 148 (59) 0.224
Cough 161 (61.5) 148 (59) 0.823
Fatigue 228 (87.9) 195 (77.7) 0.080
Dyspnea 163 (62.3) 42 (16.7) <0.001
Taste/smell abnormalities 52 (19.7) 21 (8.3) 0.011
Diarrhea 16 (6.3) 16 (6.6) 0.562
Chest pain 129 (49.2) 69 (27.3) 0.001
Coronavirus PCR positivity 87 (33.1) 90 (35.7) 0.578

Turk Hij Den Biyol Derg

375



According to influenza subtypes, the most common
types are Influenza-A 62.7%; Influenza B 17.1%;
Influenza A-B was found to be 20.1%. In 87 coronavirus
PCR positive patients, the most common types of
influenza in the form of coinfection were Influenza A
53; Influenza B 18; Influenza A-B was determined as
16 (Table 2). When the distribution of influenza and

SARS-CoV-2 co-infection was examined by months and
weeks throughout the flu season between November
and February, November was the month with the
highest prevalence of SARS-CoV-2 and influenza co-
infection. Despite the fact that coinfection reduced
in December and January, it increased in the first 15
days of February (Table3).

Table 2. Coronavirus positivity and Influenza subtype positivity

SARS-CoV-2 PCR

PCR Positive (n=87) PCR Negative (n=176) P
Influenza Type A 53 (20.1) 112 (42.5)
Influenza Type B 18 (6.8) 27 (10.2) 0.537
Influenza Type A-B 16 (6.0) 37 (14.0)

376

Table 3. Evaluation of infectivity by months and weeks during the flu season

Totallsampleinumber "SARS-COV-Z PCR SARS-‘C.oV-Z Inﬂt{epza
Month (n=515) n POSltlve‘ 'and In_ﬂuenza po;ﬂtwe POfltlve
Positive (n=87) (n=177) (n=263)
2-8 November 66 15 28 35
9-15 November 59 14 29 29
November 16-22 November 49 6 19 22
23-30 November 55 13 23 26
1-7 December 25 3 10 6
8-14 December 23 6 8 11
December 15-22 December 23 3 10 10
23-31 December 30 5 9 17
1-8 January 24 3 6 18
9-16 January 23 4 5 13
January 17-24 January 18 0 1 12
25-31 January 24 4 9 13
1-7 February 34 6 7 23
February 8-17 February 62 5 13 28
p 0.271 0.009 0.058

DISCUSSION and CONCLUSION

In our study, influenza and SARS-CoV-2 positivity
in the form of coinfection was 33.1%, and the most
common coinfection associated with coinfection was

Turk Hij Den Biyol Derg

influenza-A. COVID-19 is thought to have originated
in a food market where wild animals are sold, and
an intermediate host has not yet been identified by
genomic sequencing (10-11). It can be transmitted via
contaminated hands, surfaces and aerosol droplets



from human to human (12). The average incubation
period is 5 days and may extend up to 2 weeks (13).
If COVID-19 is in the form of an influenza or any other
agent coinfection, it can be difficult to distinguish
symptoms. Influenza differs from COVID-19 because
it takes 5-10 days to spread, patients are generally in
mild to moderate clinical condition, mortality is less
than 1%, acute respiratory distress syndrome is rare,
and antiviral therapy is available (3). The frequency
of coinfection in patients with COVID-19 is up to
50% in studies, and the most common pathogens are
Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumonia, Legionella pneumophila
and Acinetobacter baumannii; Candida species and
Aspergillus flavus; Influenza, coronavirus, rhinovirus
/ enterovirus, parainfluenza, metapneumovirus,
influenza B virus, and human immunodeficiency virus
are the leading ones (14). In the study conducted by Lai
and friends., the most common viral pathogens in the
metanalysis of 8 studies were rhinovirus / enterovirus
and influenza A, as well as coronavirus, respiratory
syncytial virus, parainfluenza, metapneumovirus, and
influenza B virus coinfection (14). In this study, in
influenza-A cases, COVID-19 caused false negativity
in the RT-PCR test and the patients were later found
to be positive for the COVID-19 RT-PCR test. Zhu et
al. showed the most frequent bacterial coinfections
in their study on 257 COVID-19 patients and they were
mostly detected in the first 4 days of the disease (15).
In their study conducted in Northern California, Kim
and friends found 9.5% SARS-CoV-2 positivity and 26.7%
non-SARS-CoV-2 pathogens in 1217 samples. They
reported the most common coinfection as rhinovirus
/ enterovirus (6.9%), respiratory syncytial virus (5.2%),
and non-SARS-CoV-2 coronaviridae (4.3%) in those who
were positive for SARS-CoV-2(16).

Influenza and COVID-19 coinfection was detected
in 33.1% of the cases (87 cases). The detection of
29.9% influenza-A and 49.1% influenza in patients with
positive COVID-19 PCR test suggests possible false
positivity between tests. Cheng et al.detected SARS-
CoV-2 and influenza together in 97 patients and SARS-
CoV-2 alone in 116 patients among 213 patients they
retrospectively screened in Wuhan between January

2020 and March 2020. They found no difference in
disease severity between the group with coinfection
and the group with only SARS-CoV-2. They found
higher cytokine levels in patients with SARS-CoV-2, and
observed that cytokine storm decreased in patients
with coinfection (2). They did not determine the
relationship between coinfection with age and gender.
In the study conducted by Hernandez and friends,
vaccination rate against influenza over 65 years of age
in every region in Italy and deaths related to COVID-19
in the region were compared. They found low mortality
rates due to COVID-19 in regions with strong negative
correlation and high vaccination rate (17). This may be
related to the vaccine’s rapid local immune response
when another pathogen such as SARS-CoV-2 enters by
providing sufficient immune memory (17). When the
distribution of coinfection cases was investigated by
months and weeks in our study, it was discovered
that influenza increased in conjunction with the
acceleration of the pandemic and the dissemination
of SARS-CoV-2. During the pandemic, it was observed
that influenza also decreased during the period when
the number of cases decreased due to measures such
as masks and distance. The precautions taken against
SARS-CoV-2 can also be considered as protective
against other upper respiratory tract infections.

The most important limitation in the study was
that only the influenza panel was examined, but not
a large panel covering other viral infections. Secondly,
the study cannot be generalized to the whole society,
since symptomatic patients who applied to the hospital
were included and asymptomatic patients were not in
the study. The third limitation was that patients cannot
be compared according to their clinics. Finally, since
the average age of the study was low and it did not
include the elderly and groups with comorbid diseases,
further studies are needed in this group.

In conclusion, due to the similarity of symptoms and
the margin of errorin diagnostic testing, coinfection should
not be overlooked in patients diagnosed with influenza
and COVID-19 during the influenza season. For a sufficient
immunological response, community vaccination for
influenza and COVID-19 should be expanded, and when
coinfection is confirmed, appropriate antimicrobial
therapy should be administered.
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Diisiik doz fraksiyone olmayan heparin ve disiik molekiiler
agirlikli heparinin farelerde subaraknoid kanama sonrasi erken
beyin hasan lzerindeki etkileri

Orhan ALTAY'

OZET

Amacg: Kapsamli arastirma cabalarina ragmen,

subaraknoid kanama sonrasi erken beyin hasarini
(EBI) onlemek icin kamtlanmis etkili bir tedavi yoktur.
Heparin, bircok patofizyolojik mekanizmay1 antagonize
eden pleiotropik bir ilactir. Bu calismada, heparinin
subaraknoid kanama (SAK) sonrasi erken beyin hasarini
(EBH) onleyip onlemedigini degerlendirdik.

Yontem: SAK, farelerde endovaskiiler perforasyonla
indiklendi ve hayvanlar Kontrol (n = 8), SAK (n=12),
SAK + 10U UFH (n=11), SAK + 40U UFH (n=13), SAK + 4U
dalteparin (n=11) ve SAK + 16U dalteparin (n=14) olarak
gruplara ayrildi. SAK’dan 24 saat sonra subaraknoid
kanama ciddiyeti, mortalite, norolojik skor ve beyin su
icerigi degerlendirildi.

Bulgular: Dusik doz fraksiyone olmayan heparin
(UFH) ile dusiik doz diisiik molekiiler agirlikli heparin
(LMWH)’in beyinde subaraknoid kanama miktarinda
bir degisiklik olmadig1 ve norolojik muayenede, beyin
su iceriginde erken donemde iyilestirme yaptigi,
mortaliteyi sayisal olarak azalttigi belirlenmis ancak
istatistiksel olarak birbirine Ustlinliigii goriilmemistir.
Yiksek doz fraksiyone olmayan heparin (UFH) veya
diisiik molekdiler agirlikli heparin (LMWH) néroprotektif

ABSTRACT

Objective: Despite extensive research efforts,
there is no proven effective treatment to prevent early
brain damage (EBI) after subarachnoid hemorrhage.
Heparin is a pleiotropic drug that antagonizes many
pathophysiological mechanisms. In this study, we
evaluated whether heparin prevents early brain damage

(EBI) after subarachnoid hemorrhage (SAH).
Methods: SAH was

perforation in mice and animals devided into 6 groups;
Control (n = 8), SAH (n = 12), SAH + 10U UFH (n = 11),
SAH + 40U UFH (n = 13), SAH + 4U dalteparin (n = 11) and
SAK + 16U dalteparin (n = 14). Subarachnoid hemorrhage

induced by endovascular

severity, mortality, neurological score and brain water
content were evaluated at 24 hours after SAH.

Results: It was found that low-dose unfractionated
heparin (UFH) and low-dose low molecular weight
(LMWH)

improved neurological score and did not increase

heparin decreased brain water content,
subarachnoid hemorrhage amount in the early period
of SAH. It was observed that it decreased mortality
numerically, however it was not observed statistically
superioriority to each other. It has been shown that

high-dose unfractionated heparin (UFH) or high-dose
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etkilerini engelleyen subaraknoid kanama artisina meyil
yarattigi ve baska mekanizmalan aktive ederek beyin

hasarim artirdiginm gostermistir.

Sonug: SAK sonrasi erken donemde dusik doz
fraksiyone olmayan heparin (UFH) ve dusiuk doz disuk
molekiler agirikli heparin (LMWH) tedavisi erken beyin
yaralanmasini azaltabilir. Klinik olarak akut anevrizma

rupturinden sonraki sekonder beyin hasarinin erken

donemde onlenmesinde etkin olabilecegine isaret
etmektedir.
Anahtar Kelimeler: Fraksiyone olmayan heparin

(UFH), disiik molekiiler agirlikli heparin (LMWH), erken
beyin hasari, subaraknoid kanama

low molecular weight heparin (LMWH) inhibits the
neuroprotective effects, creating a tendency to increase
subarachnoid hemorrhage and increase brain damage by

activating other mechanisms.

Conclusion: Low-dose unfractionated heparin (UFH)
and low-dose low molecular weight heparin (LMWH)
treatment in the early period after SAH may reduce
early brain injury and clinically imply that it may be
effective for the early prevention of secondary brain

injury after acute aneurysm rupture.

Key Words: Unfractionated heparin (UFH), low
molecular weight heparin (LMWH), early brain injury,

subarachnoid hemorrhage

GIRIS

Subaraknoid kanama (SAK), ani olim riski ile
hayat1 tehdit eden bir hastaliktir. SAK, inmelerin
%5’ini olusturur, yaklasik %85 hastada intrakraniyal
anevrizmanin ripturinden kaynaklanir, olimculliik
%50°dir.  Serebral
48-72 saat icinde ortaya
cikan erken beyin hasar1 (EBI, early brain injury),

oran1  yaklasik anevrizma

ripturiinden sonraki

subaraknoid kanamadan sonra kotii sonuclarin
ciddiyetini ifade eden bir faktor olarak belirlenmis
sekonder beyin hasandir (1). Subaraknoid kan
pihtisi, kafa ici basincinin yiikselmesine ve serebral
perfuzyon azalmasina, SAK sonrasi olumsuz sonuclarin
onemli nedenlerinden biri olan mikrovaskiiler dolasim
bozukluguna neden olur ve inflamatuar reaksiyon gibi

akut bir yaralanma kaskadini baslatir (2).

Trombin, pihtilasma kaskadinda aktif olan tripsin
benzeri bir allosterik serin proteazdir. Kimotripsin
ailesine aittir ve aktif olmayan prekursor protrombinin
protrombinaz  kompleksi tarafindan proteolitik
bolinmesi ile iiretilir. Bu aktivasyon kompleksi, aktive
edilmis faktor V (FVa), FX (Stuart-Prower faktoru),
Ca* ve fosfolipidlerden olusur (3,4). Trombin cok

fonksiyonlu bir serin proteaz pihtilasma proteinidir ve
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endotel, epitel, noronal ve glial hiicreler dahil olmak
lzere cesitli hiicre tiplerinin ylizeyinde eksprese
edilen proteazla aktive edilmis reseptorler (PAR)
yoluyla etki eder. Trombin, kan pithtisinin ana bileseni
olan fibrinojenin fibrin’e donisumine aracilik eder.
Ayrica trombin, kan pihtilasma faktorleri V, VIII, X1, X1l
ve antikoagtilan protein C’yi aktive eder (5). Trombin
kan-beyin bariyerinde (BBB, blood-brain barrier)
bozulma, beyin odemi, inflamasyon ve apoptoz ile
iliskilendirilmistir (6). Bununla birlikte, esas trombin
reseptoru olan PAR1’in aktivasyonunun, insan endotel
hiicrelerinde trombin dozajina bagli olarak apoptozu
indiikledigi veya inhibe ettigi bildirilmistir (7).
1916’da kesfedilen heparin, 1935’ten beri klinik
olarak antikoagiilan olarak kullamlmaktadir. Standart
heparin olarak da bilinen fraksiyone olmayan heparin
(UFH) ve dusiik molekiiler agirlikli heparin (LMWH)
turiinde klinikte kullanilan iki cesit heparin molekiilu
vardir. Diisiik molekiiler agirtikli heparinin ise (LMWH)
bir kag degisik molekil tipi (6rnegin, enoksaparin,
dalteparin, nadroparin,
bulunmaktadir (8).
ozellikleri, hem trombin’e baglanmasina hem de

tinzaparin, sertoparin)

Heparinin antikoagiilan



antitrombin [II’Gn allosterik aktivasyonunu saglamak
icin negatif yiikiine baglidir ancak negatif yikli
sulfat parcalarindan heparin molekiillerini ¢ikarmak
heparinin antikoagiilan islevini azaltir (9, 10). Dusuk
(LMWH),
olmayan heparine kiyasla alt1 kat daha az thrombin
(anti-lla) aktivitesine ve yan anti-Xa (protrombinaz
kompleksinin anahtar bileseni) aktivitesine sahiptir

molekiiler agirikli  heparin fraksiyone

(11). Literatiirde fraksiyone olmayan heparin (UFH)
veya diisiik molekiiler agirlikli heparin (LMWH) gibi
antikoagilanlarin farelerde fokal serebral iskemide
noroprotektif oldugu gosterilmistir (12, 13).

Yayim lanmis makaleler ve verilere gore standart
heparinin terapdtik dozu cogunlukla siirekli olarak
inflizyon seklinde uygulanmasi nedeniyle yarilanma
omri metabolizmasinin tam olarak bilinmemesine
sebep olup, gelisebilecek kanamanin kontrol altinda
tutamama korkusu olusturmustur. Bu yiizden heparinin
koruyucu veya antienflamatuar bir ajan olarak
klinik kullamimindan kacinilmasina sebep olmustur.
Bu calismada disuk veya yiksek doz fraksiyone
olmayan heparin (UFH) ile dusuk veya yuksek doz
diisiik molekiiler agirlikli heparin (LMWH)’in beyinde
subaraknoid kanama miktarinda bir degisiklik yapip
yapmadigi ve bu farkli dozlar kullamlarak nérolojik
muayenede, beyin su iceriginde erken donemde
azaltip
azaltmadigl konusunda arastirma yapilmamis ve bu

iyilestirme yapip yapmadigi mortaliteyi
ylizden bizim bu calismamizda birbirine Ustiinligi
karsilastirma yapilmak istenmistir.

GEREC ve YONTEM

Deney Tasarimi ve Hayvan Gruplan

Loma Linda Universitesi Kaliforniya hayvan ve etik
inceleme komitesi tum protokolleri onayladi. Altmis
dokuz 8 haftalik erkek CD-1 fareleri (30-38g; Charles
River, Wilmington, MA) kullanildi.

SAK sonras1 erken donemde gelisen erken beyin
yaralanmasina kanamadan 2 saat sonra uygulanan
yilksek veya diisiik doz fraksiyone olmayan heparin
(UFH) veya diisiik molekiiler agirlikli heparinin (LMWH/

Dalteparin) etkisinin olup olmadigin1 incelemek
icin rastgele 6 farkli hayvan grubu olusturuldu ve
ameliyattan 24 saat sonra fareler degerlendirildiler.
Gruplar su sekilde adlandinldi: Kontrol (sham) (n =
8), SAK (n=12), SAK + 10U UFH (n=11), SAK + 40U
UFH (n=13) SAK + 4U dalteparin (n=11) ve SAK + 16U
dalteparin (n=14).

Fare Subaraknoid Kanama (SAK) Modeli

SAK, endovaskiiler monofilament perforasyonmodeli
farelerde daha once tarif edildigi gibi gerceklestirildi
(1,16). Kisaca, hayvanlara intraperitoneal bir ketamin
/ ksilazin enjeksiyonu (100/10 mg/kg) ile anestezi
uygulandi. Anterior serebral arteri delmek icin
internal karotid arterden (ICA) keskinlestirilmis bir 5-0
monofilament naylon siitlir ortalama 17 mm ilerletildi.
Kontrol (sham) grupta ise filaman, arter delinmeden
ICA yoluyla 5 mm ilerletildi. islem sirasinda viicut

sicakligr sabit tutuldu (37.5 + 0.5 °C).
ilac Yonetimi

insanda kullanilan fraksiyone olmayan domuz
heparini (UFH) icin subkutan olarak verilen guvenli
tedavi dozu 600U/kg/giin olarak rapor edilmistir.
(14) Bu
domuz heparini fare basina tedavi dozu 20U SC

doz kullanmlarak fraksiyone olmayan

(subcutan=ciltalt1) (ortalama fare vicut agirligi,
33mg) olarak hesaplanmistir. Ayrica insanda kullanilan
diisik molekiiler agirliki heparin (LMWH) icin SC
(subcutan=ciltalt1) olarak verilen giivenli tedavi
dozu 200U/kg/gun olarak rapor edilmistir. (15) Bu
doz kullanilarak diisiik molekiiler agirtikli heparin
fare basina tedavi dozu 8U SC (ortalama fare viicut
agirligi, 33mg) olarak hesaplanmistir. Bu referanslara
dayanarak, bu calismada SAK indiiksiyonundan 2 saat
sonra, 10U, 40U fraksiyone olmayan heparin (UFH)
(McGuff sirketi Inc., Santa Ana, CA, ABD) ve 4U, 16U
dalteparin (Anti-Xa) (dalteparin sodyum; Eisai Inc.,

Woodcliff Lake, NJ, ABD) cilt altindan (SC) uyguland.
Subaraknoid Kanama Ciddiyeti

Subaraknoid kanamanin  ciddiyeti, Otonazi
yapildiktan sonra cok hizli bir sekilde beyin fare kafa

kemiginden ¢ikanlip, yiiksek ¢oziniirliikli fotograflar
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cekilip her fare hangi gruba ait oldugu bilinmeden
(blindly=kor) rastgele sekilde SAK derecelendirme
(16). Kisaca SAK
derecelendirme sistemi asagidaki gibidir: bazal kaide,

skalas1 kullamlarak hesaplandi
alt1 segmente ayrildi ve her segmentteki subaraknoid
kan ve kan pihtisinin miktarina bagh olarak 0 ila 3
arasinda bir puan verildi; derece 0, subaraknoid
kanama yok; derece 1, minimal subaraknoid
kan; derece 2, fotograflara bakildiginda arterler
taninabilir, orta derecede kan pihtisi; ve derece
3, segment icindeki tum arterlerin gorunemiyecek
sekilde biriken kan pihtisi. Her hayvan ayr ayr alti
segmentide degerlendirilip verilen puanlar birbirine
eklendikten sonra 0 ila 18 arasinda bir toplam puan

elde edilip kaydedildi.
Norolojik Skor ve Mortalite

Norolojik skor, SAK’dan 24 saat sonra Garcia
(17)
sistemine dayanarak her fare hangi gruba ait oldugu

ve arkadaslarinin modifikasyonlu skorlama
bilinmeden (blindly) rastgele daha 6nce tarif edildigi
gibi degerlendirildi. Degerlendirme, 0 ila 3 veya 1
ila 3 arasinda puanlanabilen alt1 testten olusur. Bu
alt1 test sunlan icerir: spontan aktivite; dort uzvun
hepsinin hareketinde simetri; on ayaklarini esit
gerdirme; tirmanma; yana devrilme (felc); ve burun
biyik uyarimina cevap. Hayvanlara 1 puanlik skorlama
yapilarak 3 ila 18 arasinda bir puan verildi (ylksek

puanlar daha iyi norolojik fonksiyonu gosterir).
Mortalite, SAK’dan 24 saat sonra hesapland.
Beyin Suyu icerigi
Fare beyni kafatas1 kemiginden hizla ¢ikarildi ve
sol ve sag serebral hemisferlere ayrildi ve ameliyattan
sonra 24. saatte (grup basina n = 8) tartildi (1slak
agirlik). Daha sonra beyin ornekleri 105 °C’de bir
finnda 72 saat kurutuldu ve tekrar tartildi (kuru
agirlik). Beyin su icerigi yiizdesi ([1slak agirlik-kuru
agirlik] / 1slak agirlik)% X100 olarak hesaplandi (16).
istatistik
istatistiksel ~ farkliliklar
hoc testleri ile tek yonliu varyans analizi (ANOVA)

Tukey-Kramer  post

kullamlarak analiz edilmistir. Mortalite farklitiklar
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Fisher’in  kesin testleri (Fisher’'s exact test)
kullanmlarak uygun sekilde test edildi ve p <0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
BULGULAR

Mortalite ve Subaraknoid Kanama Ciddiyeti

SAK sonras1 tedavi amacli kullamlan 10U veya
40U fraksiyone olmayan heparin (UFH) grubu ve 4U
veya 16U dalteparin grubu birbiriyle ve SAK grubu
ile karsilastinldiginda gruplar arasinda fare olim
oranlarinda anlamli bir farklilik olmadigi goriildi.
Kontrol (sham) grubundaki hicbir hayvan olmedi.
(SAK, 33.3%, 12 farenin 4’U oldiu; SAK + 10U UFH
27.3%, 11 farenin 3’i oldu; SAK + 40U UFH 38.5%,
13 farenin 5’i oldii; SAK + 4U dalteparin 27.3%, 11
farenin 3’U oldiu; ve SAK + 16U dalteparin 42.8%, 14
farenin 6’s1 oldu, sirasiyla). Ayrica sadece SAK grubu
ve tedavi edilen her grup birbiriyle subaraknoid
kanama miktar derecesi agisindan karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark gorilmedi
(p=0.077; Sekil 1), bu durum ise bize yaklasik ayn
derecede kanamis hayvan gruplarin1 onyargi (bias)
olmadan norolojik skor ve beyin su icerigi agisindan

karsilastirabilmemize imkan sagladi.
Norolojik skor ve Beyin su icerigi

Farelerde SAK sonrasi norolojik skor anlamli
olarak daha fazla kotiilesti ancak norolojik skor
24 saat sonra SAK grubuna kiyasla SAK sonras1 10U
fraksiyone olmayan heparin ile tedavi edilmis grupda
ve SAK sonras1 4U dalteparin ile tedavi edilmis grupda
anlamli bir iyilesme gozlendi (p=0.015, p=0.023; Sekil
2) ancak SAK sonrasi 40U fraksiyone olmayan heparin
ve 16U dalteparin tedavisi sonrasi koruyucu etki
gorulmedi (p=0.997, p=1.000; Sekil 2). Ayrica 24 saat
sonra SAK grubuna kiyasla SAK sonrasi 10U fraksiyone
olmayan heparin ile tedavi grubunda ve SAK sonrasi
4U dalteparin tedavi grubunda sol hemisferde beyin su
icerigi onemli dlciide azaldi (p<0.001, p<0.001; Sekil
3) ancak SAK sonrasi 40U fraksiyone olmayan heparin
ve 16U dalteparin tedavisi sonrasi beyin su icerigi
uzerine anlamli fark gorilmedi (p=0.349, p=0.897;



Sekil 1. Otonazi yapildiktan sonra cok hizli bir sekilde beyin fare kafa kemiginden cikanlip, cekilen yiiksek ¢oziiniirliiklii
fotograflardan her bir gruba ait bir drnek sirayla yerlestirilmistir. Fotograflarda subaraknoid kanama, fare beyinlerinin
kaidesinde goriilmektedir. Kontrol (sham) grubunda kanama goriilmemektedir.

SAK seviye skoru SAK sonrasi 24. saatte. Degerler, medyan + 25th ila 75th persentiller,

*p<0.05, Kruskal-Wallis test.

Sekil 2. Norolojik skor SAK sonrasi 24. saatte. Degerler, ortalama  SD, *p<0.05, ANOVA.
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Sekil 3). SAK sonras1 10U fraksiyone olmayan heparin
tedavi grubuyla, SAK sonrasi 4U dalteparin tedavi
grubu norolojik skor (p=1.000; Sekil 2) ve beyin su

icerigi (p=0.992; Sekil 3) acisindan karsilastirildiginda
aralarinda herhangi bir anlamli fark goriilmedi.

Sekil 3. Beyin su icerigi SAK sonrasi 24. saatte. Degerler, ortalama + SD, *P<0.05, ANOVA.

TARTISMA ve SONUC

Anevrizmalarin  erken tedavisi ve tedavi
protokollerinin gelistirilmesi anevrizmal subaraknoid
kanama hastalar icin genel morbidite ve mortalitede
biliylik azalmaya yol actig1 goriilmiistiir. Subaraknoid
kanama, cok sayida sitokin, kemokin, kompleman,
lokosit ve mikroglia iceren onemli bir inflamatuar
yanita neden olur ve sistemik inflamatuar yanitin,
serebral vazospazm ile iliskili oldugu gosterilmistir
(18-21). Ek olarak SAK

ve vasospasm, oOzellikle

mikrotrombiis
P-Selektin
ekspresyonunun artmasi ve nitrik oksit (NO) azalmasi
(22). Serebral
ruptirinden sonraki en erken 48 saat icinde ortaya

sonrasi
membran
ile iliskilendirilmistir anevrizma

cikan erken beyin hasar, subaraknoid kanamadan
sonra gelisen kotu sonuclarin ciddiyetini ifade eder
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(23). Bu yiuzden SAK’tan sonraki en erken donemde
kotu sonuclarin ciddiyetini azaltabilecek aday ilaclar
hastalar icin cok onemli olacaktir. Bu calismada,
SAK’dan iki saat sonra erken donemde diisiik doz
fraksiyone olmayan heparin (UFH) (10U Heparin)
ve disiik molekiiler agirlikli heparin (LMWH) (4U
Dalteparin) tedavisi hayvanlarda norolojik muayeneyi
diizeltip, beyin ddemini azalttig1 yani 24 saat sonra
incelenen hayvanlarda erken beyin yaralanmasini
azalttig1 ve koruyucu etki sagladigi gosterilmistir.

Butin dinyada muhtemelen antikoagiilan
bir dozun hemorajik komplikasyonlara yatkinlik
yaratabilecegi endisesi heparin kullanimina beyin
cerrahlarn arasinda destek kazandirmamistir (24)
.Ancak,
kosullar altinda heparin fibrinolitik aktiviteye sahip

degildir (25), bizim sonuglar bize diisik doz UFH

literatiirde bildirildigine goére fizyolojik



(10U Heparin) ve LMWH’in (4U Dalteparin) stabil
bir fibrin pihtisina zarar veremeyecegi, kanama
riskini arttiramayacagini ve ayrica diisikk doz UFH ve
LMWH’in sagladig1 iyilik halinin baska bir fizyolojik
mekanizmanin aktive edilerek gerceklestirildigini
disundiirmistir.

Heparin bilinen herhangi bir biyolojik molekiil
grubu icerisinde en yiiksek negatif yiik yogunluguna
sahiptir ve sonuc olarak pozitif yiikli molekiillere ve
ylizeylere baglanma egilimi yiiksektir. Literatiirde,
cok sayida plazma proteini, trombositlerden,
sitokinlerden, kemokinlerden ve diger kiiciik biyolojik
olarak aktif molekillerden ve endotelyal hiicrelerin
kendilerinden salinan proteinleri iceren listede,
100’den fazla heparin baglayici protein tanimlanmistir
(8, 26-29).

antikoagiilan ozellikleri icin kullamlmasina ragmen,

Klinik olarak heparin neredeyse sadece

heparin baglandiginda diger bircok biyolojik yollar ve
mekanizmalari bloke edebilir (30). Fraksiyone olmayan
heparin (UFH) ve disiik molekiiler agirlikli heparin
lokositin damar duvarlarindan iltihap alanlarina
gecisini (leukocyte rolling) aracilik eden yapisma
molekulleri P- ve L-selektinin guiclu inhibitorleridir (31,
33). Heparinin antienflamatuar rolii, travmatik beyin
hasar1 ve kronik norodejenerasyon arastirmalarindan
elde edilen kanitlarla da desteklenmektedir. Nagata
ve arkadaslar (34) heparinin erken uygulanmasinin
travmatik beyin hasarn sonrasi inflamasyonda azalma
ve bilissel sonuglarin korunmasi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Bu sonuclar ayrica disuk molekiler
agirlikli fraksiyone heparin, enoksaparinin roliini
arastiran onceki calismalarla da desteklenmistir (33-

35). Bir calismada subaraknoid kanama sonrasi dusik

TESEKKUR

molekiiler agirlikli heparin (LMWH-enoksaparin) ile
antikoagiilasyonun {imit verici oldugu bildirilmistir
(36),
tarafindan tekrar

ancak bu bulgu ikinci bir grup arastirmac
(37,38).
Bu durum bize anevrizmal SAK’li insan c¢alismalan

tespit edilememistir

enoksaparinin  rolu konusunda kansik sonuclar
varligim ve diisiik molekiiler agirlikli heparinin faydali
olup olmadig1 degerlendirmesi gerekliligini ortaya

koymustur.

Sonuc olarak, anevrizmal subaraknoid kanamasi
olan hastalarda gelisen sekonder beyin hasan yiiksek
morbidite ve mortalite oranlarina yol acar. Bununla
birlikte, kamta dayali tedavi stratejileri cok azdir.

Heparinin noroinflamasyon, mikrotromboembolizm

ve vazomotor fonksiyon Uuzerinde cesitli etkileri
oldugundan (39) amacimiz heparinin  SAK’da
mortaliteyi artinp artirmadigi ve morbiditeyi

iyilestirmek icin profilaktik ajan olarak kullamlip
kullanilamayacagini belirlemekti. Ayrica antikoagiilan
kullanmlan kanserli elektif cerrahi hastalarinda kanama
oranlarinda artma egilimi yaratmadigi rapor edilmistir
(40). Bizim bu calismamizda, subaraknoid kanama
sonrast UFH (10U Heparin) ve LMWH (4U Dalteparin)
kullanimi, olusan kanama oraninda anlamli bir artisa
neden olmadig tespit edilmis ve nérolojik muayenede
iyilesme gorulmesi mikrokoagulasyon profilaksisinin
SAK’l1
diisiindiirmektedir. Bu

hasta tedavisinde 6nemli olabilecegini

deneysel calismamiz ile
heparinin SAK’da etkinliginin faydasi karsilastirmali
olarak dogrulanmis olup ancak heparinin hangi
mekanizmalarla bu etkiyi olusturdugunu gosteren
gelecek deneysel calismalarin gerekliligini ve 6nemini

bize ifade etmektedir.

Bu calismanin gerceklestirilmesinde, ¢alisma boyunca degerli bilgilerini benimle paylasan, kullandigi her kelimenin
hayatima kattig1 6nemini asla unutmayacag@im saygideger hocam; Prof Dr John H Zhang ve calismam boyunca benden bir an
olsun yardimlarin esirgemeyen arkadasim Dr Basak Caner’e sonsuz tesekkirlerimi sunarim.
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Birinci Diinya Savasi’nda Kafkas Cephesi’nde saglik hizmetleri
ve Erzurum’da ilk tiflis asis1 uygulamalan

Figen KAYSERILI ORHAN'

OZET

Dogu Cephesi olarak adlandirlan Kafkas Cephesi,
Osmanli tarihinin en biyiik yenilgilerinden birinin
alindigiyer olup 3. Ordu’daki askerlerimizin bir cogunu
henliz Rus ordusuyla catismadan kaybettigimiz,
sogugun ve salgin hastaligin bas diismanlarimiz
oldugu bir cephedir. Savas ddonemlerinin korkung
afeti olarak tanimlanan tifuis hastaligi, Birinci Diinya
Savasi sirasinda toplamda 18 guin siiren (22 Aralik
1914 - 9 Ocak 1915) Sankamis Harekatinda, Kafkas
Cephesi’ndeki 3. Ordu’yu istila ederek dismanin
basaramadig genel kirimi1 yapmis, savastan cok daha
fazla asker ve sivil kayiplarina sebep olmus ve harp
tarihinin bir facias1 olarak tarihteki yerini almistir.
Kafkas Cephesi’nde ordu savasa surilurken hazirliklar
son derece yetersiz kalmistir. Sthhi hizmet ve teskilat
uzerinde durulacak en 6nemli nokta iken, siddetli kis
ortasinda son derece miuskil sartlar altinda girilen
bu 6nemli miicadelede sihhi tertibat tamamen ihmal
edilmistir. Aralik 1914’de Enver Pasa’nin emriyle
baslatilan taarruz harekati basarisizlikla sona ermis,
sert kis kosullar altinda harekete gecen askerlerin
biyiik bir kismi acliga ve soguga yenik diismis, geri
kalanlarini ise ordu icerisinde salgin halinde seyreden

tifus hastaligi kinp gecirmistir. Bitiin bu talihsiz

ABSTRACT

The Caucasian Front, which is called the Eastern
Front, is one of the biggest defeats in Ottoman history,
and it is a front where we lost most of our soldiers in the
34 Army before fighting with the Russian army and where
the cold and epidemic disease are our main enemies.
Typhus disease is defined as the terrible disaster of war
periods, invaded the 3 Army in the Caucasian Front
during the Sarkams Operation, which lasted 18 days
during the World War | (22 December 1914 - 9 January
1915), and made the general massacre that the enemy
could not succeed, caused much more soldier and civilian
casualties than the war, and took its place in history as a
disaster in the history of war. While being driven to war
on the Caucasian Front, preparations were extremely
inadequate. While the sanitary service and organization
was the most important point to focus on, in this
important struggle, which was entered under extremely
difficult conditions in the middle of the severe winter,
the sanitary equipment was completely neglected. The
offensive operation launched in December 1914 by the
order of Enver Pasha ended unsuccessfully, most of the
soldiers who took action under the harsh winter conditions
succumbed to hunger and cold, and the rest of them were

destroyed by the typhus disease, which was an epidemic
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sartlar bir araya gelerek 3. Ordu’da, daha harbin
baslangicinda cok fazla askerin kaybina yol acmistir.
Sarikamis felaketinin sonuclari, memleket, ordu ve
cephede uzun zaman sarsinti ile hissedilmistir. 32
yasinda iken 3. Ordu’da Sihhiye Reisi olarak goreve
atanan ve lic bucuk sene bu gorevde kalan Dr. Tevfik
Saglam, saglik hizmetlerinde cok onemli basarilara
imza atmistir. Daha once Yemen’de karsilastiklarinda
tam koyamadiklari hastaligin ‘Tifiis’ oldugu sonucuna
vararak ilk tifus asis1 uygulamalarini Erzurum’da
(Hasankale) baslatmis ve ‘Tifiis salgini’ ile olusabilecek
daha bilyiik felaketlerin oniine gecmistir. Glniimiiz
olanaklarinda COVID-19 pandemisi ile micadelemiz
surerken bir asir oncesinde; savas, yoksulluk ve
soguga ragmen tifiis salginim yenmeyi basaran Tirk

hekimlerimizi bir kez daha takdirle aniyoruz.

in the army. All these unfortunate circumstances came
together and resulted in the loss of too many soldiers
in the 3¢ Army, even at the beginning of the war. The
consequences of the Sarkamis disaster were felt by the
country, the army and in the front for a long time. Dr.
Tevfik Saglam, appointed as the head of the aid in the
34 Army at the age of 32 and worked at this position
for 3 years and a half, started the first typhus vaccine
applications in Erzurum (Hasankale) by creating miracles
in health services and concluding that the disease they
could not diagnose when they encountered in Yemen
before was ‘Typhus’ and prevented even greater disasters
that may occur with the ‘Typhus epidemic’. While our
fight against the COVID-19 pandemic continued in today’s
possibilities are continuing, we once again commemorate
our Turkish physicians who managed to defeat the typhus

epidemic a century ago despite war, poverty and cold.
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GIRIS

Osmanl’mn Dogu Cephesi olarak adlandirilan
Kafkas
yenilgilerinden birinin alindig1 yer olup, 3. Ordu’daki

Cephesi, Osmanli tarihinin en biylk

askerlerimizin  bircogunu heniiz Rus ordusuyla

catismadan kaybettigimiz, sogugun ve salgin
hastaligin bas diismanlarirmz oldugu bir cephedir
(1). Ulkemizin yakin tarihinde yasanmis gercek bir
felaket olan Sarkamis Muharebesi’nde cok fazla
sehit verilmistir ve muharebenin hemen basinda tifus
hastalig1 orduyu istila ederek ordudaki asker sayisini
yar yariya azaltmis ve sihhiye hizmetlerini olumsuz
etkilemistir (2,3).

Bu savasta Turk askerinin en buyuk dusmani;
soguk-aclik ve giyim kusam eksikliginden sonra, tifiis
hastaligi olmustur. Ozellikle savas dénemlerinde

ordulan istila etmesi sebebi ile “Harp Hummasi -
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Ordu Hummas1 - Ordu Kiran’ gibi isimler alan tifiis,
Birinci Diinya Savasi sirasinda, ‘Lekeli Tifo’ adiyla
da amlmistir. Roma imparatorlugu’ndan beri mevcut
olan bu hastalik, tarihte ilk defa Tirk Ordusu’na,
1854 Kirnm Harbi’nde, yabanci askerlerden bulasmis
ve bundan sonra da savas ve yoksulluk donemlerinde
insan oOlumlerinin en bliyiik amillerinden birisi
olmustur (4,5). Hastalik, 3.0rdu’da son derece vahim
bir sekilde seyretmis ve hastaliga yakalananlarin
%70’i hayatin1 kaybetmistir (1).

Balkan Savasi sirasinda bu hastaligi gecirmis
olanlarin disinda, hekimlerin hemen hemen hepsi
hastalanmis ya da nekahat donemine girmislerdir.
Onceden lekeli humma gecirmis olanlar istisna
edilirse hekimlerin tamamina yakininin hasta veya
iyilesme doneminde oldugu ifade edilmistir (6-8).



Savas sirasinda ulasim imkanlarimin kisitli olmasi
sebebiyle tibbi malzemeler cogu kez depolarda
bekletilmis ve vyerine ulastinlamamistir. Ameliyat
yapmanin imkansiz olmas sebebi ile de agir yaralilar
kaderlerine terk edilmek zorunda kalinmistir (1).

Aziz Samih, Hasankale Sehitligi’ni tarif ederken;
“Ordu
genisleten

kumandanina  kadar sirayet dairesini

tiftis ve atesli humma c¢ok adam
oldiiriiyor. Hasankale’nin kuzeyinde uzun ve derin
hendekler acilmis. Her giin arabalar bunlara
miitemadiyen o6li tasiyor.” ifadelerini kullanmistir
(9). Bahsedilen giinlerde onemli catismalar olmadig
halde verilen sehitler, salgin hastaliklarin yol actig
zayiatin ne kadar blyiik oldugunu goézler oniine

sermektedir.

3. Ordu’da sihhi haberlesme diizensiz olup,
ozellikle Sartkamis Harekati sirasinda neredeyse hic
islememistir. Bu nedenle harekat’ta verilen yarali,
hasta ve donarak olenlerin sayisi hakkinda dogru
saylya ulasmak da ne yazik ki mimkin olmamistir (6).
Kafkas Cephesi’nde askerlerin yani sira cok sayida
hekim ve subayin da tifus etkeni ile enfekte olarak
hayatin1 kaybettigi bilinmektedir. Enver Pasa’dan
sonra bu cephenin ikinci biylik pasasi ve ayni
zamanda Padisah damadi olan Hafiz Hakki Pasa’da
hasta olan erlerle yakin temasi sonucu Hasankale’de
bu hastaliga yakalanmistir. 23 Ocak 1915’te yazdig
son giinliigiinde atesinin 37,5 °C’ye yiikseldigini ve
hasta oldugunu belirtmis, 12 Subat 1915’te ise heniiz
36 yasindayken hayata gozlerini yummus ve Karskapi
Sehitligi’nin ilk misafiri olmustur (10,11).

O donem 3. Ordu sihhiye reisi olan Tevfik Salim
Saglam, tifiis hastaligi gecirip iyilesmis olan hekim
ve subaylarn Sileyman Numan’in vaat ettiginin
aksine istanbul’a gonderilmeyip gérevlerine devam
etmeleri emrini istemeyerek de olsa vermistir. Cunku
bu hastalig1 gecirip iyilesen hekim ve subaylarin
yerlerine yenilerinin getirtilmesi demek, yeni gelen
hekim ve subaylarin tifiise yakalanmasi ve en azindan
tcte birinin 6lmesi demek olacagindan, tifiis hastaligi

gecirmis ve bu hastaliga karsi bagisiklik kazanmis olan

subay ve ozellikle sthhiye subaylarinin gorev yerlerini
degistirmeme karar1 almistir. Bu karar hastalig
gecirmis olanlara agir bir mahrumiyet yiiklemekle
beraber, yeniden bircok insan1 hastalanmaktan ve

olmekten kurtarmistir (6, 12).

SAVASA HAZIRLIK DONEMI

Savasa hazirlik doneminde saglik personeli ve
tibbi malzemenin yetersizligi bakimindan oldukca
fazla sikint1 yasanmistir. Cephede, salgin hastaliklarla
miicadele ve diger hizmetlerin yiiritiilebilmesi igin
ihtiyac duyulan doktor ve saglik personeli aciginm
kapatmak amaciyla, 1 Agustos 1914 tarihli ve 1097
sayii Kanun’la 20-45 yas arasindaki sivil doktor,
eczac1 ve dis hekimleri ve ardindan 15 hizmet yilim
doldurmadan istifa eden ya da bu siireyi doldurup
gorevden aynlmis olan cerrahlarla eczacilar da ordu
emrine alinmistir (13,14).

Gerek muvazzaf ve gerekse kanunla orduya alinan
sivil tabiplerin, askeri saglik hizmetleri konusunda
bilgileri yeterli seviyede degildi. 2 Agustos 1914’de
genel seferberlik ilanindan sonra 29 Ekim 1914’de
Osmanli Devleti aniden savasa girmis ve bu donem,
biitiin ordu icin oldugu gibi, sihhiye hizmetleri
acisindan da buyik ve hizli bir hazirbk donemi
olmustur (3).

14 Mart 1915 tarihinde ibrahim Tali Bey’den
gorevi devralarak Kafkas Cephesi’nde sihhiye reisi
olarak goreve atanan Binbasi Dr. Tevfik Saglam’a
gore, 3. Ordu mntikasinin ¢ok daginik olmasi ve
zamana ihtiyac1 olmasi sebebi ile savasa yeterince
hazirlikli girilememistir. Seferberlik ilanindan, harbin
baslangicina kadar gecen uc aylik surede goze carpan
en biyuk eksiklik 3. Ordu’da cephe gerisi sihhiye
hizmetlerinin tertip edilememis ve ozellikle geri
sithhiye teskilatinin  kurulamamis olmasidir. Gerek
yiginakta ve gerek ilerdeki hareketlerde en biiyiik
yiik Erzurum’a yiiklenmis ve ordunun digiim noktasi
olmustur. Tevfik Saglam’a gore binalarin ve iase
imkanlarinin musait olmasi sebebi ile cephe gerisinde
biylik bir hastane sehri olabilecek durumda olan
Erzurum’da, 10.000-12.000 yatagin hazir bulunmasi

Turk Hij Den Biyol Derg

391



392

gerekirken savas basladigi giin sadece 900 yatak
bulunmaktaydi ve ayrica dezenfeksiyon cihazlarn da
hemen hemen yok gibiydi (6).

Sterilizasyonu saglamak amaci ile 3. Ordu’nun
tamam icin; iki sabit (Erzurum ve Trabzon’da) ve
iki mobil (Trabzon’da) olmak iizere toplamda sadece
Cephede
harp paketi eksik olup istanbul’dan goénderilen
miktar (36.700 piyade, 1.794 topcu harp paketi) kafi
olmadig1 gibi, bunlarin biiyiik bir kisrm da yollarda

dort adet etiiv makinasi bulunuyordu.

kalmisti. Cephenin eksiklerini tamamlamakla mesgul
olan sihhi makamlar ise bu sorunlarla mesgul olacak
halde degillerdi (8,15).

TiFUS SALGINININ BASLANGICI

Kafkas Cephesi’ndeki blyuk salgin Sarikamis
Harekati sonrasinda baslamistir ve tifiis 3. Ordu’nun
savas ortaminda bas etmek zorunda kaldigi en
bilyilk belalardan birisi olmustur. Ozellikle savasin
ilk yillarinda artan tehlike dogrultusunda salginin
durdurulmasi icin cok caba sarf edilmistir. Savas
baslamadan evvel 1914 yili bahar aylarinda dogu
vilayetlerinde gorulmeye baslayan tifus, kisa zaman

icinde memleketin her tarafin1 sarmistir (5,16).
Seferberligin birlikte

Bolgesi’nden sonra en kalabalik kuvvet 3. Ordu’nun
biinyesinde toplanmistir. O yillarda demiryollarinin

ilanmiyla Bogazlar

Ankara ve Ulukisla’da sona ermesi sebebi ile 3.
Kafkas
Erzurum’a

ordu

yaya
Bu askerler

Ordu’nun  bulundugu Cephesi’nin

karargaht olan bircok asker
olarak gelmek zorunda kalmistir.
Erzurum’a gelirken gilizergah (zerindeki koylerde
konaklayarak, halk ile siki bir temas saglamislardir.
Bu yuzden halk icerisinde gorulmekte olan bit,
temizlik olanaklarindan yoksun askerlerle temasin
da etkisiyle hizla yayilmistir. Kitalanina ulasan
askerlerin bitten temizlenme imkanlarinin olmadig
ve dezenfeksiyon malzemelerinin yok denecek kadar
az oldugu bilinmektedir. Bu sebeple ordu bitle gecen
hastaliklarin buyuk bir salgin yaratmasi icin gereken
sartlara fazlasiyla sahipti. Erzurum bolgesinde 1s1

teminine yarayacak malzeme saglanamadigindan ve
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iklimin soguk gidisatindan dolayi tifiisle miicadele
hayli zor sartlarda yuritiilmiistiir. Hatta bu donemde
muhakkak
tutulacagr dusiinildiigiinden onlar igin “kurbanlik

cepheye giden askerlerin hastaliga

koyun” tabirinin kullanildig1 da bilinmektedir (5,8).

Kafkas tifus
Sarikamis Harekati sirasinda baslamis ve harekatin

Cephesi’'ndeki  buyik salgim
basarisizlikla sonuclanmasin1 takip eden giinlerde
Erzurum, cepheden donen hasta, yarali ve bitkin
askerlerden gecilmez olmus; sokaklar, ahirlar, hanlar
tifusten hayatim kaybeden askerlerle dolmustur.
Pasinler Ovasi’nda bulunan biitliin koyler hasta
ve bitkin askerlerle dolup tasmistir. Erzurum’da
hastanelerin kapasiteleri hastalara cevap verecek
durumda olmadigindan, salgin, sivil halk arasinda da
ciddi sekilde etkisini gostermeye baslamistir. Hava
degisimine gonderilen ve firari durumda olan askerler

ise gittikleri her yere hastalig bulastirmislardir (15).

O tarihlerde Mektebi
Hastanesi’nde gorev yapan ve kendisi de tifiise

Erzurum  Amerikan

yakalanan Dr. Nazim Sakir Bey; “Harbin baslamasindan
bir hafta sonra hastanenin 300 yatagi da doldu.
Berbat bir bakim ve tedavi érnegi verdik. Otoklav
olmadigindan derhal ve bolca bitlendik. Sehirde
lekeli
birdenbire alevlendi, biitiin evlere ve hastanelere
yayildi. ‘Tifiis’ bir afet halini aldi.
yetisemiyorduk. O esnada mektepten yeni cikan

harpten evvel de mevcut olan humma

Hastalara
1914’lii genc doktorlar Erzurum’a geldi. Bunlar
cok genc ve tecriibesiz olduklarindan bizden evvel
tiflise yakalandilar. Hastalik gayet vahim seyrediyor

ve %70 oldiiriiyordu.
pek kuvvetli olanlar kurtulabiliyordu” demektedir

lyi bakilanlar ve biinyesi

(12). Rus isgaline ugrayan yerlerdeki Miislimanlarin
Erzurum’a dogru goc etmesi salgin yayilmasinda
onemli rol oynamistir (16).

SALGININ ONUNE GEGCMEK
CARELER ARANMASI

iCIN ODENEK VE

Erzak ve cephane kollarinda hizmet goriirken
telef olan binlerce hayvanin gelisi guizel etrafa atilmis
ve sehit olan askerlerin defin islemlerinin rastgele



yapilmasi sebebi
ilkbahar

sulaniyla daha fazla yayilarak basta kolera olmak

ile bolgede bulunan doktorlar,
geldiginde sehirde hastaliklarin yeralti

Uzere bir takim salgin ortaya c¢ikmasindan endise
duymuslar ve Belediye’den odenek istemislerdir.
Ancak Erzurum belediyesi’nin bunlan saglayacak
imkanm ne yazik ki olmamistir (16). Erzurum’da
sokaklar, parklar, bahceler mezarlar ile dolmustur ve
daha sonraki yillar sehir planlamasi ile daginik haldeki
bu mezarlar kaldirilmstir.

Erzurum’da siddetli kis sartlarn hikium sirerken
(Ocak-Subat 1915)
300 ila 400 asker cesitli sikayetlerle hastanelere

askeri birliklerden ginlik
basvurmustur. Erzurum’da 5.000 hastaya bakmak icin
29 hekim vardi. Bunlarin bir kisminin da idari gorevi
oldugundan yaklasik 250 hastaya bir hekim diistiyordu.
Hastanelerde hijyen kurallarindan ise maalesef soz
etmek miimkiin degildir (6, 13). Hafiz Hakki Pasa,
kime ait olursa olsun hastane olarak kullanilmaya
miisait biliylik binalara el konulmasini, hastanelerdeki
aciga bir an once son verilmesini, 45 yasindan bilyiik
herkesin hizmetli olarak calistinlmasinm, gorevden
kacmak isteyenlerin idam edilmesini emretmistir.
Bu emir, Erzurum halkini
Erzurum’un ileri gelenleri kasabalarda ve koylerde
Saglik Seferberligi’ne katilmislardir (11).

harekete gecirmis ve

Erzurum’da uzeri kapali olan her bina hastahane
haline getirilmis; Maarif Midurd Saip Bey ve Sihhiye
Muduru Dr. Serif (Soylu) Bey sayesinde Erzurum
Muallim Mektebi ve idadi 6grencilerinin hasta bakici
olarak calismalar1 saglanmistir. Hekimlerin bircogu
tiflise yakalanmis, Rizeli Dr. Bahaeddin, Dr. Muhiddin,
Eczaci ingiliz Kemal beylerin yaninda; hasta bakicilik
yapan gerekli egitimi almams Erzurum idadi Okulu
ogrencilerinin bircogu koruyucu tedbirlerin eksikligi
nedeniyle tifuse yakalanarak cocuk yasta hayatlarin
kaybetmislerdir (1,13).

TIFUS

UCUNCU  ORDU’DA GOSTEREN

SALGINININ SEBEPLERI

Uciincii Ordu’da gériilen bu biiyiik tifiis salgiminin

BAS

nedenlerinden biri olarak, saglik plam1 ve hazirligi

olmadan bu savasa girilmesi, ciddi saglik onlemleri
alinmadan bolgeye biiyiik bir insan yiginagi yapilmasi
ve seferberlik hazirliklan siiresinde ortaya ¢ikabilecek
tifus salginlarina karsi da hemen hemen hi¢ 6nlem
alinmamasi soylenebilir (13).

Uciincii Ordu, Sarikamis Taarruzu’na basladiginda;
bir yandan eksi 40°C’yi bulan kis ve mahrumiyetler,
giysi ve gida eksikligi, uzun yiriyusler, askeri kitalan
siddetle yipratirken, diger yandan tifiis ve geri gelen
‘Ates salginlarn (Humma-y1 Racia)’ ordumuzu arkadan
kusatmistir. Lekeli tifo ve Humma-y1 racia, Birinci
Dinya Savasi sirasinda en c¢cok Dogu Cephe’sinde
gorulmustur (3, 6).

TiFUS ETKENI

Tiflis ylzyillar boyunca insanlig1 etkileyen ve
kitleler halinde olumlere yol acan 20. yizyilin
baslarinda mikrobiyolojinin en onemli
hastaliktir.
Cumbhuriyet’in ilk yillarina kadar etkisini surdliren bu

arastirma

konularindan olan bir Ulkemizde
hastalik, ozellikle kirsal kesimde varligim1 daha uzun
sure devam ettirmistir (8, 17).

Birinci Diinya Savasi’nda Dogu Cephesi’nde
carpismalarin baslamasindan hemen sonra Erzurum ve
cevresinde tifiis bir epidemi halini almis olup savasin

sonuna kadar varligini siirdiirmistiir (8).

Daha cok fakirlik ve yoksulluk sartlarinda ortaya
cikan ve insana bitler araciligiyla bulasan bu hastalik,
ozellikle kis aylarinda yayginlik gostermektedir.
Hastaligin yayilmasinda; pislik, sefalet ve Kkoti
‘Epidemik Tifus (Bit Tifiisu/
Lekeli Humma)’ etkeni olan Rickettsia prowazekii,

beslenme etkilidir.

insandan insana viicut biti (Pediculus humanus
corporis) ile bulasir (5, 18). Viicut bitleri, 28 °C’den
asagl, 32 °C’den yukan sicakliklardan hoslanmazlar.
Atesli hastalan ve oliileri hemen terk ederler. Bitler
soguga oldukca dayanikli olup - 12 °C’de donar, fakat

olmezler. Isininca tekrar canlanirlar (7, 19).

Riketsiyalar, Rickettsiaceae ailesinden, Gram
negatif, zorunlu hiicre ici patojenler olup kiicik

pleomorfik 0.3-0.5 x 0.8-2 pm boyutlarinda
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kokobasillerdir. Olduk¢ca kalabalik ve
bir grup olan riketsiya cinsinde 24 tiur tanimlanmis

heterojen

olup, benekli ates ve tifiis grubu olmak uzere iki
serolojik gruba aynirlar. Tifus grubu riketsiyalar;
insan vicut biti ile bulasan ve epidemik tifus etkeni
olan Rickettsia prowazekii ve pirelerle bulasan
typhi ile
iliskilidirler. Hijyen sartlarinin kotii olmasi enfeksiyon

endemik tifus etkeni olan Rickettsia

icin en onemli predispozan faktordir. Optimal
buyime 1s1s1 35°C’dir ve sadece konak hicrenin
sitoplazmasinda bulunurlar. R. prowazekii vicut
bitinin diskisindan bulasir ve tiim riketsiyalar icinde
en virulan tip olup cok sayida endotel hucresini
enfekte ederler. Tedaviye ragmen mortalite oran
yuksektir. Mortalite, endemik tifiiste yaklasik %5,
epidemik tifliste %40’larin Uzerindedir (18). Ancak
bu hastaligi gecirenlerde tam bagisiklik saglanir ve
tekrar aym hastaliga yakalanmazlar. Riketsiyalar
bitin bagirsak epiteli hiicrelerinde ¢ogalarak bes giin
sonra Uredikleri hiicreleri patlatmak suretiyle bitlerin
sindirim borusuna oradan da diskiyla disariya atitirlar.
Bitlerin kan emerken doktukleri tukurik salgisi
insanda kasint1 yapar ve bu kasinma sirasinda bitin
diskiyla cikardigr tifiis etkeni kan emerken acilan
yaradan viicuda girer. Bununla beraber kurumus toz
halindeki bit diskisinin goze veya solunum yoluna
kacmasiyla da hastaligin bulasmas1 miimkiindiir (19).
Riketsiya tiirlerinin yol actigi hastaliklar Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Cesitli riketsiyal hastaliklar ve etkenleri (18,22)

Atesli donemdeki hastanin kanin tasiyan bitlerin
1sirdig1 yerden viicuda giren etken, kapillerlerin ve
kiicuk arterlerin endoteline yerlesir. Epidemik tifusuin
kulucka devri 10 ila 13 guindur. Hastalik; siddetli bas
agrist ve icilinci giinde 40-41 °C’ye ulasan ates ile
birlikte; 4 ila 7. giinlerde govdenin ust kismindan
baslayan ve giderek viicuda yayilan makulo-paptler
dokiintuler (ylz, avug ici ve ayak tabanlan harig) ve
biling bulamkligi, dalginlik, hezeyan, ajitasyon gibi
norolojik bulgulann eslik ettigi genel toksemi ile
karakterize bir hastalik olarak tammlanir. Nekahat
donemi genellikle birkac ay surer (8, 19,20).

Eski
oldugundan bu hastalik, tifo ve bazen de veba ile

donemlerde, sinir bozukluklarina neden
kanstinlmisti. Hatta Balkan Harbi’nde hastaligin
adimn “Tifiis mi? Tifo mu?” oldugu lizerine tartismalar
dahi yapilmistir. Giilhane profesorlerinden Tevfik
Salim, Abdulkadir Litfi (Noyan) ve Nazim Sakir bu
hususta yaptiklan calismalar neticesinde o giinlerde
‘Tifo (Karahumma)’ olarak bilinen salginin gercekte
tifiis salgim oldugunu ortaya ¢ikarmislardir (5).

bitler
karisindaki caresizliklerini soyle anlatmaktadir: “Her

Yedek Subay Faik Tonguc anilarinda,

tarafimizi saran hasarat ayiklamakla bitmiyordu.
Dolaklarimin icinde tasidigim kasigin sapini ateste
kizdirarak, elbisenin dikis yerlerine sivasmis olan
yumurtalar1 yok etmeye calisiyordum. Uc aydir
camasir dedistirmemistim. Birka¢ defa camasirimi
suda 1slatarak kar tstiinde birakmistim. Maksadim,

Etk
Grup . en. Hastalik Vektor Memeli Rezervuar
Mikroorganizma

R. rickettsii Kayalik daglar lekeli atesi Kene Kemirgen, kopek

Lekeli ates erubu R. akari Riketsiya cicegi Akar Fare
°8 R. conori Akdeniz lekeli atesi Kene Kemirgen, kopek
Diger tiirler Cesitli cografik isimler Kene Kemirgen, kopek

Tifiis arubu R. prowazekii Epidemik (bit) tifiis Viicut biti insan

g R. typhi Endemik (fare) tifis Pire Kene

Calitik tifust O. tsutsugamushi Calilik tifiisu Akar Kemirgen
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elbiselerimdeki hasaratin donmasin1  saglamak,

Fakat
bitler donup oliyor, yumurtalar canli kaliyordu.

gecici de olsa bunlardan kurtulmakti.

Yumurtalar  viicut  sicakligi  ile  canlanmaya
baslayinca, bliyiikleri aratacak derecede siddetle
kiicticiik hortumlar faaliyete geciyor ve canimizi
yakiyorlardi. Bit belasindan yiiksek riitbeli subaylar

bile kurtulamiyorlardi” (21).

iLK TiFUS ASISI UYGULAMALARI

Epidemik tiflis’iin vektoriiniin bit oldugunu Fransiz
hekim Charles Nicolle 1909 Tunus salgim1 sirasinda
yaptig1 deneylerle kamtlamis ve bu calismasiyla
1928 yilinda Nobel Tip Odiili’nii kazanmistir. Esasen
Birinci Dunya Savasi sirasinda tip doktorlar, daha
once Yemen’de karsilastiklarinda tam koyamadiklan
hastaligin tifiis oldugu ve bitlerle gectigi sonucuna
varmislar ve tifiis asis1 uygulamasi ilk kez heniiz tifis
etkeni tespit edilmeden Tirk hekimleri tarafindan
yapilmistir (19,23).

Dr. Tevfik Saglam’in 3. Ordu’daki miicadelesine
151k tutan asinin deneysel arastirmalar1 Dr. Resat
Riza ve Dr. Mustafa Hilmi beyler tarafindan 1915’te
istanbul’da gerceklestirilmistir. 3. Ordu Sihhiye Reisi
Binbas1 Dr. Tevfik Salim Bey, Dr. Resat Riza usulu ile
hazirladig1 asiy1 insanlar (izerinde ilk olarak uygulayan
kisi olmustur (25).

As1 hazirlanirken tifusun enfektif ajam heniz
bilinmemesine ragmen kanda mevcut oldugu
varsayimi yapilip zamanin tim bilimsel bilgileri goz
onune alinarak hazirlanmistir. Asiy1 hazirlayanlar
amprik bir yontem olan ve insanlarda denenmeden
once hayvanlarda uzun siire denendikten sonra

uygulanmasi  gereken bir yontem oldugunun
farkindaydilar. Ancak bunu uygulamaya ne imkan ne
de vakit bulunmaktaydi. Hastalik etkenini kultirde
tretmek mimkiin olmadigindan as1 hazirlamak icin
tifusun yiksek atesli devresindeki hastalarin kaninin
Etkenin 55 °C’de 15

dakika tutulmakla hastalik yapma 6zelligini kaybettigi

kullanilmas1 dustintlmiistir.

bilinmekteydi. Buna gore asi, diger asilarda oldugu
gibi hastalik etkeninin oldurulmiis veya zayiflatilmis

bir sekilde viicuda verilerek bagisiklik kazandirilmasi
esasina dayaniyordu (6,8).

Hastaligin en faal devresindeki tifiislii hastalardan
alinan 10-20 mlU’lik kan ornekleri, cam boncuklar
iceren bir cam siseye alinarak defibrine etmek icin
15 dakika calkalanmistir. Daha sonra, tamamen suya
batinlmis olan sisedeki kan ornegi, 58-60 °C’de
benmari usulu ile bir saat 1sitilarak inaktive edilmis
ve 5 ml alinip subkutan olarak enjekte edilmistir.
Asiy1 hazirlayanlar tifus asisimn teorik ve pratik
noksanliklarinin farkindaydilar. Bu sekilde hazirlanan
ilk tifiis asilamasinin iki ana eksigi vardi. ilki, enjekte
edilen kan miktarimin ampirik olarak belirlenmis
olmas1 ve icinde bulunan antijen miktarinin belli
olmamasi, ikincisi ise kan ornekleri tifis ile enfekte
hastalardan alinirken

olmus buyuk miktarlarda

alinmamas1 ve bir ornek alindiktan sonra bir
seferde sadece 2-4 kisinin asilanabilmesidir. Bu gibi
sinirlamalar nedeniyle as1 sadece, hastanelerde en
cok tehdit altinda bulunan hekimler ve hasta bakicilar
gibi sinirli sayida saglik personelinin korunmasi icin
uygulanabilirdi (8,23).

Dr. Tevfik Salim (Saglam) istanbul’dan ayrilmadan
Resat Riza Bey’den as1 hazirlamasini  6grenmis
ve Hasankale’ye varir varmaz mevcut imkanlarla
hazirladig1 asiy1, 28 Mart 1915’te kendi arzulan ile
bes hekim ve karargah subaylarindan dort kisi olmak

uzere toplam dokuz subaya uygulamistir (8).

ilk kez as1 uygulamast yapilan bu dokuz kisiden
bir hekim ve dort subayda hicbir sorun olmazken dort
hekim as1 sonras: tifise yakalanmis ve iyilesmislerdir.
Dort hekimin son derece bulasik olan Hasankale
hastanesinde calisiyor olmasi ve bitlenmis olmalan
sebebi ile asilandiklarnn esnada kulucka devrinde
olduklar sonucuna varilmistir (6,8).

As1 uygulamalan 3. Ordu ile simrli kalmamstir.
Bagdat’taki 6. Orduda gorevli Dr Abdiilkadir (Noyan)
Ordu Kurmay Baskan1 Kazim Karabekir’in de aralarinda
bulundugu 76 subay, 20 doktor ve 20 hemsire de
asilanmistir. Asilar yapilirken bazi yabanci kaynaklarda
iddia edilenin aksine hicbir sekilde din, dil, meslek ve
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riitbe aynmcilig gézlenmemistir (6, 8, 23).

Altinct Ordu
Goltz Pasa ve ozel hekimi Oberndorfer, heniiz tip

Kumandan1 Maresal Von der
literatiirine gecmemis olan bu asiya glivenmedikleri
icin, VI. Ordu Karargahi’nda gorevli ve tifiis asisi
konusunda uzman olan Dr. Abdulkadir (Noyan)’in
asilama teklifini reddetmislerdir. Asilananlardan hi¢
biri hastalanmazken kumandan (Goltz Pasa) ve ozel
hekimi Bagdat’ta tifiisten hayatlarin1 kaybetmislerdir
(14,23).
Salgim sondurmek icin yeterli as1 elde
edilemediginden, o©ncelikle risk grubu olan hekim
ve hasta bakicilar asiyla korunmaya calisilmistir. Asi
uygulamasindan once Erzurum’da 50 hekimin tifiisten
oldigli dikkate alindiginda ilk &nce hekimlerin

korunmasinin 6nemi anlasilmaktadir (8).

Dr. Tevfik Saglam’in diinyada ilk tifiis asisin1 28
Mart 1915’te Hasankale’de uygulamasinin ardindan,
Dr. Hamdi Suat Aknar’da farkli bir yontemle tifis
asisint uygulamistir. Gulhane’deki gorevi sirasinda,
once 1912’de Balkan Savasi’nda, daha sonra 1915’te l.
Diinya Savasi’nda Kafkas Cephesi’nde gorevlendirilen
Dr. Hamdi Suat, bu cephede hem askeri hekim olarak
calismis, hem de Kizilay adina salgin hastaliklarla,
ozellikle tifus ile savasmistir (23, 25).

Dr. Hamdi Aknar’da 25 Nisan 1915’te, asi
hazirlanmasinda bazi degisiklikler yaparak sogukta
antijenlerin bitiinliglinin  korumus olacagini ve
daha iyi bagisikik kazandiracagim diisiinerek, kan
fibrinden ayirdiktan sonra 60 °C’de 1sitma yerine,
kar ve buz icerisinde -16°C de 24-48 saat bekletip
inaktive ederek asiy1 gelistirmis ve oOncelikle
kendisine ve birlikte calistigi doktor arkadaslarina
‘Hamdi Metodu’

yontem, o zaman Alman hekimler tarafindan ornek

uygulamistir. adiyla amilan bu

alinarak uygulanmistir (25).

SAVAS SONRASI GELISMELER

Tutulan raporlara gore harekat bittikten iki ay
sonra, mart ayinda bile neredeyse iki askerden biri,
(askerin yaklasik %43’0) tifisten yatmaktaydi (1).

Turk Hij Den Biyol Derg

Hava degisimi icin memleketlerine gonderilen

erler, hastaligi her tarafa yayarak felaketin
biiylimesine neden olmuslardir. Sag kurtulanlar da,
tiflis hastaligim, enfeksiyonlarla hi¢ tanismamis dag
koylerine kadar gotiirmuslerdir. Gaziler bu hastaligin
postacilan evlerden tifis

olmuslar, girdikleri

olulerinin cikmasina neden olmuslardir (1, 14).

Savas sonrasi geri cekilme esnasinda Kopriikoy’de
60, Hasankale’de 162, 100,
kabil hasta ve yarali Erzurum’a
gotirilemeyerek, zorunlu olarak yanlarina bir miktar

Korucuk’da nakli

olmayan agir

yiyecek ve ilac birakilarak terk edilmistir. Bu cekilme
sirasinda Erzurum’a nakledilemeyip dismana terk
edilen hasta ve yarali sayis1 toplam 322’dir (15).

Subat-Aralik 1915 tarih araligi Kafkas Cephesi’nde
Tirk ordusu icin salgin hastaliklardan en fazla
kayiplarin yasandigi donem olmustur. Savasin bu
tarihten sonraki seyrinde yine salgin hastaliklardan
kayiplar gorulmekle birlikte hicbir doneminde bu
denli etkili olmamistir. 1918 yilina kadar tifuslu hasta
sayis1 ve olum oraninda belirgin bir azalis gorulmustir
(5,16).

1917 yiinda doktorlar tarafindan gelistirilen,
kullanim1 ve tasinmasi kolay, ‘Bugu Sandigi, Bugu
Figisi, Bugu Kazani’ gibi dezenfeksiyon cihazlarinin
kullanima girmesinden sonra orduyu bitten kurtarmak
ancak mimkun olmustur (6).

SONUC

Caresiz savas kosullann goz oniine alindiginda;
askerlerin terk edilmis evlerde, ahirlarda cok yakin
temas ile toplu olarak konakladiklari, -30 °C’deki
acik karargahlarda giinlerce yikanamadiklari, camasir
degistiremedikleri disiniiliirse, salgin hastaliklarin
orduda neden bu kadar tahribat yaptig1 anlasilir bir
sonuctur (1).

3. Ordu’nun askeri acidan dramatik sekilde

neticelenen Sarikamis Harekati sonrasi asil facia
baslams, Pasinler Ovasi’nda bulunan koyler ile
Erzurum ve cevresi, hasta ve bitkin askerlerle

dolmustur. Hastanelerin kapasiteleri hastalara cevap



verecek miktarda olmadigr icin tifiis salginindan
sadece ordu degil, aym1 zamanda sivil halk da
etkilemistir (26).

Erzurum’da giinde 20-30 kisi lekeli tifodan
(tifisten) hayatlarin1 kaybetmistir. Hava degisimine
gonderilen ve firari durumda olan askerler ise
memleketlerine ulasarak gittikleri yerlere hastaliklan
tasimislardir. Daha sonra hastaliga yakalanan askerler
araciigi ile hastaligin {ilkemizin baska vyerlerine
tasinmasina engel olmak icin askerlerin hava
degisimine gonderilmesi yasaklanmistir (12, 15, 26).

Birinci Diinya Savasi yillarindaki kayitlarda 3. Ordu
biinyesindeki hastalarda tifus mortalite oram %46
olarak kayit altina alinmistir. Savas boyunca Kafkas
Cephesinde tifiisten 164 saglik subay1 (125’i hekim,
25 eczaci, 6 cerrah, 1 dis hekimi, 7 tip 0grencisi)
hayatim kaybetmistir (14, 27).

Kafkas Cephesi’nde cok sayida cana mal olan tifis
salgin1 1915 yilimin yaz ayi itibari ile bastirilabilmistir.
Daha hi¢bir

evresinde 1915 kisinda oldugu kadar etkili olmamistir.

sonra cephede yasanan salginlar
Tirk ordusunda gorev alan Alman subaylardan 3.
Ordu Kurmay Baskani ‘Felix Guze’ amlarinda, 1917
yiinda genel sihhi durumu ve hasta sevkiyatina
iliskin gozlemlerini dile getirmis ve Ordunun sihhi
durumunun genel itibariyle memnuniyet verici
oldugundan bahsetmistir (3, 16).

TESEKKUR

Sonuc olarak; Ordu, Kafkas Cephesi’nde savasa
suriliirken hazirtiklar son derece yetersiz kalmistir.
Sarikamis Muharebesi’nde sihhi hizmet ve teskilat,
uzerinde durulacak en onemli nokta iken siddetli kis
ortasinda son derece muskil sartlar altinda girilen
bu 6nemli miicadelede sihhi tertibat tamamen ihmal
edilmistir (15, 16).

Cetin doga kosullan, askerlerin vyeterli gida
alamamasi, eksi 30-40°C’ye varan soguga uygun
giydirilememesi, saglik durumunu bozan en Gnemli
(14).
diismana degil cetin doga kosullarina ve salgin

etkenler olmustur Askerimiz, karsisindaki

hastaliklara maglup olmustur.

Tifls hastaligi, insandan insana bulasmayip bitler
araciligiyla gectigi icin, tifiis ile miicadele hastaligi
tasimada aracilik eden vektor bitlerle miicadeleyi
gerekli kilmistir. Kimyasal ilac sanayisinde meydana
gelen
1930’lu yillardan itibaren bit ve zararli bocekleri

gelismeler, tifusin sonunu getirmistir.
oldirmek icin DDT (Dikloro Difenil Trikloroetan)’nin
etkin

birlikte tifustin olimcil etkisini ortadan kaldirmayi

kullaniminin  yayginlasmast  Cumhuriyet’le

basarmistir (17).

Tifts hastaligi’nin insanlan kirip gecirdigi giinlerde
bu acilara sahitlik edenler, olime karst yasami
savunmanin bir yolu olmali diye caba harcamis ve

Turk hekimleri bunu basarmislardir.

“Ayagimza sicak bir ayakkabi, sirtimiza kalin bir palto, soframza sicak bir corba aldiginiz zaman liitfen bu insanlar hatirlayimz ”.
Prof. Dr. Bingur Sonmez’e calismama katkilarindan dolay: tesekkir ederim.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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