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TURK HIiJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISi YAZIM KURALLARI

Dergide yayinlanmak lizere gonderilen makaleler, Tiirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi yazim kurallarina gore hazirlanmalidir. Basvurular www.
turkhijyen.org adresinden “Cevrimigi Makale Gonder, Takip Et, Degerlendir
Program” araciligiyla online olarak yapilabilir.

Gonderilen yazilarda asagidaki kurallar aranir:

1- “Telif hakki devir formu” (Copyright Release Form) tim vyazarlarca
imzalanarak onaylandiktan sonra Dergimize iletilmelidir. Bu forma
www.turkhijyen.org adresinden ulasilabilinir.

2- Baslik sayfasinda makale basligi, ingilizce baslik, kisa baslik, yazar adlar,
calisilan kurumlara ait birimler, yazisma isini Ustlenen yazarin agik adresi,
telefon numaralan (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir:

a) Yazinin basligi kisa olmali ve biyiik harfle yazilmalidir.

b) Sayfa baslarina konan kisa baslik 40 karakteri gecmemelidir.

c) Akademik unvan kullanilmadan meslek unvan belirtilebilir.

d) Makale birden fazla yazar tarafindan yazilmis ise, aym Uunitede calisan
yazarlarin kurumlarinin siralamasi g6z oniinde bulundurularak soyadlari sonuna
numara verilmelidir (Ornek; Duman 1, Yilmaz 2, Cetin 1, .....).

e) Calisma bilimsel bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot veya
tesekkir boliminde mutlaka belirtilmelidir.

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

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

4- Metin icinde gecen Latince mikroorganizma isimleri ilk kullanildiginda
tam ve acik yazilmali, daha sonraki kullanimda 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
gibi yazilmalidir. Antibiyotik isimleri uluslararasi standartlara uygun olarak
kisaltilmalidir.

5- Metin icerisinde bahsedilen
International” (SI)’e gore verilmelidir.
6- Yazilar bir zorunluluk olmadikca "mis'li gecmis” zaman edilgen kip ile
yazilmalidir.

7- A4 kagitlarin yalmz bir ylzi kullanmilmali, her bir kenarlarindan 2,5ar cm
bosluk birakilmalidir. 12 punto, “Times New Roman” yazi karakteri ve iki satir
araligi (double space) kullanilmalidir.

8- Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, yazarlardan arastirma ve yayin
etigine uyumlu olunmasim istemektedir. insan arastirmalarinda, calismaya
katilanlardan bilgilendirilmis olurun (yazii veya sozlii) alindigimin gerec
ve yontem bolumiinde belirtilmesi gerekmektedir. Gondlli ya da hastalara
uygulanacak prosediirlerin 6zelligi timiyle anlatildiktan sonra, kendilerinin
bilgilendirilip onaylarimin alindigin1 gosterir bir ctimle bulunmalidir. Yerel etik
kurullarina sahip olmayan yazarlar, Helsinki Bildirgesinde (www.wma.net/e/
policy/pdf/17c.pdf) ana hatlarini cizilen ilkeleri izlemelidirler. Yazarlar, bu tir
bir calisma s6z konusu oldugunda, uluslararasi alanda kabul edilen kilavuzlara
ve "ilac Arastirmalan Hakkinda Yénetmelik" ve daha sonra yayinlanan diger
yonetmelik ve vyazilarda belirtilen hiikimlere uyuldugunu belirtmeli ve
kurumdan aldiklar “Etik Kurul Onay1”m gondermelidirler.

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

10- Hasta kimligini tamtacak fotograf kullamldiginda, hastamin yazili onayi
gonderilmelidir.

11- Makale yaziminda dikkat edilecek hususlar sunlardir:

a) Arastirma yazilan; Tiirkce Ozet, ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve Yontem,
Bulgular, Tartisma ve Kaynaklar bolimlerinden olusmalidir. Bu boliimler, sola
yaslanacak sekilde biiyiik harflerle kalin yazilmalidir. ingilizce makalelerde
Tiirkce Baslik ve Ozet bulunmalidir.

Tiirkge Ozet: Amac, Yontem, Bulgular ve Sonuc alt basliklarindan olusmalidir
(yapilandinlmis o6zet) ve en az 250, en fazla 400 sozciik icermelidir. Kisa
raporlarda sozciik sayisi en az 100, en fazla 200 olmalidir.

ingilizce Ozet (Abstract): Baslig1 ingilizce olmalidir. Tiirkce Ozet béliimiinde
belirtilenleri birebir karsilayacak sekilde “Objective, Method, Results,
Conclusion” olarak yapilandirilmalidir.

Anahtar Sozciikler: Tiirkce ve ingilizce 6zetlerin altinda verilmelidir. Anahtar
kelime sayis1 3-8 arasinda olmali ve Tip Konular1 Basliklar1 (Index Medicus
Medical Subject Headings-MeSH)’nda yer alan sozciikler kullamlmalidir. MeSH
icin su internet adresine basvurulabilir: www.nlm.nih.gov/mesh MBrowser.html
Giris: Arastirmanmin amaci, benzer calismalarla ilgili literatiir bilgisi kisaca
sunulmali ve iki sayfayr asmamalidir.

birimlerin  sembolleri “The Systeme

Gereg ve Yontem: Arastirmanin gerceklestirildigi kurulus ve tarih belirtilmeli,
arastirmada kullanilan arag, gereg ve yontem acik¢a sunulmalidir. istatistiksel
yontemler agik¢a belirtilmelidir.

Bulgular: Sadece elde edilen bulgular acik bir sekilde belirtilmelidir.
Tartisma: Bu boliimde, arastirmanmin sonunda elde edilen bulgular, diger
arastincilarin bulgulanyla karsilastinnlimalidir. Arastirici, kendi yorumlarini bu
boliimde aktarmalidir.

Tesekkiir Boliimii: Tesekkir bolimi, ana metnin sonunda kaynaklardan hemen
once yer almali ve bir paragrafi gecmemelidir.

Kaynaklar: Yazarlar kaynaklarin eksiksiz ve dogru yazilmasindan sorumludur.
Kaynaklar, metnin icinde gecis sirasina gore numaralandiriimalidir. Numaralar,
parantez iginde ciimle sonlarinda verilmelidir. Kaynaklarin yaziimi ile ilgili
asagida ornekler verilmistir. Daha detayli bilgi i¢in "Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997; 277: 927-
934) (http://www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm) bakilmalidir.
Siireli yayin: Yazar(lar)in Soyadi Adinin bas harf(ler)i (alt1 veya daha az yazar
varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayis1 yedi veya daha ¢oksa yalmz ilk altisin
yazip “et al.” veya "ve ark.” eklenmelidir). Makalenin basligi, Derginin Index
Medicus'a uygun kisaltilmis ismi, Yil; Cilt (Say1): ilk ve son sayfa numarast.

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

« Yazar verilmemis makale icin 6rnek: Anonymous. Coffee drinking and
cancer of the panceras (Editorial). Br Med J, 1981; 283:628.

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

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

« Ornek: Eisen HN. Immunology: an Introduction to Molecular and Cellular
Principles of the Immun Response. 5th ed. New York: Harper and Row, 1974.
Kitap bolimi: Bolim yazar(lar)in soyadi adinin basharf(ler)i. Bolim baslig.
In: Editor(ler)in soyad1 adinin basharf(ler)i ed/eds. Kitabin adi. Kaginci baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili: Boliimun ilk ve son sayfa numarasi.

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

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

Kongre bildirisi: Entrala E, Mascaro C. New stuructural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International Congress of Parasitology
(ICOPA 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 numaralari ve DNA dizileri makale icinde
kaynak olarak gosterilmelidir. Konuyla ilgili ayrintili bilgi i¢in “National Library
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)”
boliimiine bakimz.

Sekil ve Tablolar: Her tablo veya sekil ayn bir sayfaya basilmali, alt ve st
cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri icermelidir. Tablolar, "Tablo 1."
seklinde numaralandirilmali ve tablo basligi tablo Ust cizgisinin Ustiine
yazilmalidir. Aciklayic1 bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullanilmalidir. Fotograflar "jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artirilmas icin gerekli oldugu durumlarda
fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.

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

c) Olgu sunumlarinda; metin yedi sayfayi, kaynak sayis1 20'yi asmamalidir.
Tiirkce ve ingilizce olarak baslik, 6zet (en az 100, en fazla 200 sézciik) ve
anahtar sozclikler ayrica giris, olgu ve tartisma bolimleri bulunmalidir.

d) Daha once yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida bulunmak ya
da bilim haberi niteligi tasiyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla yazilan yazlar,
Yayin Kurulunun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan "Editére Mektup”
boliimiinde yayinlanir. Bu yazilarin bir sayfayr asmamasi ve en fazla bes
kaynakla desteklenmesi gerekmektedir.

12- Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.
13- Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Turkiye Halk Sagligi Kurumu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 54 55

e-posta : turkhijyen®@thsk.gov.tr



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

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

Manuscripts are sought according to the following rules:

1- The “Copyright transfer form” (Copyright Release Form) should be sent
to the Journal and signed by all authors. This form can be downloaded from
www.turkhijyen.org

2- The title page should consist of the article title, English title, short title,
author name(s), names of the institutions and the departments of the authors,
full address, telephone numbers (fixed and mobile) and mail address of the
correspondence author:

a) The title should be short and in capital.

b) The short title should not exceed 40 characters.

c) Occupational titles can be stated without the use of academic titles.

d) If the article is written by multiple authors and the authors working in the
same Department, than according to their institutional orders, numbers should
be given after their surname (e.g., Dumant, Yilmaz2, Cetinf, .....).

e) Studies supported by a fund or organisation must be mentioned in a
footnote or in the acknowledgements.

f) Articles presented in a conference / symposia must be mentioned with the
type of presentation in footnotes or in the acknowledgements.

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

4- Latin names of microorganisms used for the first time in the text have to
be written in full. If these names are used later, they should be abbreviated in
accordance to international rules. The original Latin names of microorganisms
should be written in Italic: for example, Pseudomonas aeruginosa,
P. aeruginosa. Genus names like staphylococcus and streptococcus that had
settled into our language can be written in Turkish. Names of antibiotics should
be written as they are read in terms of language integrity. 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- Only one side of A4 paper should be used and should have a 2.5 cm margin on
each side. 12 pt, Times New Roman font and double line space should be used.
8- The Turkish Journal of Hygiene and Experimental Biology expects the authors
to comply with the ethics of research and publication. In human research, a
statement of the informed consent of those who participated in the study is
needed in the section of the “Materials and method. In case of procedures that
will apply to volunteers or patients, it should be stated that the study objects
have been informed and given their approval before the study started. In case
the authors do not have a local ethics committee, the principles outlined in the
Declaration of Helsinki should have been followed. Authors, who do not have a
local ethics committee, should declare that they have followed

the internationally accepted guidelines, the “Pharmaceutical Research and
Regulation” legislation and other related regulations.

9- In case animal studies, approval also is needed; it should be stated clearly
that the subjects will be prevented as much as possible from pain, suffering
and inconvenience.

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

11- When writing an article the following items should be considered:

a) Research papers should consist of Turkish abstract, English abstract,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion and References
section. These sections should be written in bold capital letters and aligned
left. English articles should have a Turkish abstract and title in Turkish.
Turkish abstracts should be structured and consist of subheadings (Objective,
Methods, Results and Conclusion) and at least have 300 words, and should
contain no more than 500 words.

English abstract: The title should be in English, and structured like the Turkish
abstract (Objective, Methods, Results, and Conclusion).

Key words should be given under Turkish and English.

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. These MeSH terms can be found at the following Internet
address: http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html

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

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

Results: The findings should be stated clearly.

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

Acknowledgements should be placed at the end of the main text and before the
references, and should not exceed more than one paragraph.

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
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Metisiline direncli stafilokok suslarinda
tigesiklin etkinliginin arastirilmasi

Aysegiil OPUS', Recep KE$Li‘, Muhammet Giizel KURTOGLU!, Asuman GUZELANT', Elif Bilge UYSAL?

OZET

Amag: Amac Metisiline direncli Staphylococcus
(MRSA) ve koagiilaz
negatif stafilokoklar ~(MRKNS) diinya genelinde
onemli enfeksiyon etkenleridir. Vankomisin ve
diger glikopeptit antibiyotikler MRSA ve MRKNS ile
olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan belli

aureus metisiline direncli

basli antibiyotiklerdir. Metisiline direncli stafilokok
suslarinin yuksek prevelansi, vankomisin kullaniminda
artisa yol agmistir. Bu durum ise metisiline direncli
stafiloklarda glikopeptitlere duyarliligin azalmasina
neden olmustur. Vankomisine duyarliigi azalmis olan
MRSA suslarinin  yol actigi enfeksiyonlarin tedavi
secenekleri sinirlidir. Tigesiklin MRSA ve/veya MRKNS’
nin yol actig1 enfeksiyonlarin antimikrobiyal tedavileri
icin alternatif olarak goz oniinde tutulmalidir. Bu
calismanin amaci tigesiklinin cesitli kliniklerden izole
edilen metisiline direncli stafilokok suslarina karsi
in vitro antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesidir.

Yontem: Stafilokok suslari Ocak ve Aralik 2010
tarihleri arasinda Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji ~ Laboratuvarinda izole
izole edilen suslar konvansiyonel metodlar ve tam
otomatik bakteri identifikasyon ve duyarlilik sisteminin
(Phoenix 100, BD, Sparks, USA) her ikisi kullanilarak

tanimlanmistir. Metisilin direnci disk difiizyon yontemi

edilmistir.

ABSTRACT

Objective:
aureus (MRSA)
negative staphylococci (MRCNS) are important cause

Methicillin-resistant ~ Staphylococcus
and Methicillin-resistant coagulase
of infections worldwide. Vancomycin and other
glycopeptide antibiotics are mainstay of therapy for
infections caused by MRSA and MRCNS. High prevalence
of methicillin resistant staphylococci strains led to
increased use of vancomycin. This situation caused to
reduction of glycopeptide susceptibility in methicillin-
resistant staphylococci. Treatment options of infections
due to MRSA with reduced susceptibility to vancomycin
are limited. Tigecycline should be take into consideration
as an antimicobial therapeutic alternative for
infecitons caused by MRSA and/or MRCNS. The aim
of this study was to determine in vitro antimicrobial
activity of tigecycline against methicillin-resistant
staphylococci strains isolated from various clinical

specimens.

Method: Staphylococcus strains isolated at the
Microbiology Laboratory of Konya Education and
Research Hospital in between January and December in
2010. The isolated strains were identified by using both
conventional methods and fully automated bacteria
identification and susceptibility system (Phoenix 100,
BD, Sparks, USA). Methicillin resistance was determined
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(oksasilin 1 pg ve sefoksitin 30 pg diskleri) Klinik ve
Laboratuvar Standartlarn Enstitiisi’niin (Clinical and
Laboratory Standards Institute-CLSI) talimatlarina gore
uygulanmis ve degerlendirilmistir. izole edilen suslar
icin tigesiklinin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri E-test metodu (bio-Merieux Marcy U’Etoile,
France) ile belirlenmistir.

Bulgular: Seksen bes direncli stafilokok susunda 35
(%41)’1 Staphylococcus aureus ve 50 (%59)’si koagilaz
negatif stafilokok olarak tanimlanmistir. Otuz bes
MRSA izolati icin tigesiklinin MiK degerleri su sekilde
bulunmustur: MiK,,: 0,094 pg/ml, MiK,: 0,5 pg/ml, 50
MRKNS izolat1 icin ise MIK ,: 0,047 pg/ml, MIK,: 0,25.
Butun izolatlarin tamam tigesikline duyarli (%100)
bulunmustur.

Sonu¢: Bu calismanin  sonuclart tigesiklinin
MRSA ve MRKNS izolatlarinin her ikisine kars1 etkili
in vitro antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Tigesiklin, direncli MRSA ve MRKNS
etkenlerinin yol actig1 enfeksiyonlarin tedavisinde
alternatif antibiyotiklerin tamaminin direncli oldugu
durumlarda son secenek olarak tercih edilebilir.
Anahtar Sozciikler: Tigesiklin,
Staphylococcus aureus, Metisiline direncli koagilaz-negatif
stafilokok, E-test.

Metisiline  direncli

GIRiS

Staphylococcus cok sayida tir iceren, deri ve
mukozalarda kolonize olabilen, degisik tiirleri ile
farkli hastaliklar yapan onemli bir bakteri cinsidir;
Staphylococcus aureus ise cok sayidaki patojenik
faktori ile cesitli doku ve organlarda ciddi
enfeksiyonlara neden olabilen bu cinse ait en onemli
turdur. Staphylococcus aureus disinda kalan koagulaz
negatif stafilokok (KNS) turleri ise, gecmiste sadece
flora elemant olarak kabul edilmisken; glinimiizde
ozellikle hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri
arasinda yer almis ve onemleri giderek artrmistir.
Penisilinin yaygin olarak kullamminin ardindan kisa
sire icinde penisilin direnci, metisilin kullanimindan

bir yil sonra da metisilin direnci tamimlanmistir

Turk Hij Den Biyol Derg

TIGESIKLIN, METISILINE DIRENCLI STAFILOKOKLAR

and evaluated according to Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) instrucions by using disc
diffusion method (oxacillin 1 pg and cefoxitin 30 pg
discs) Minimum inhibitory concentration (MIC) values
of tigecycline for isolated strains were detected with
E-test method (bio-Merieux Marcy U’Etoile, France).

Results: Of all the eighty five methicillin-resistant
staphylococci strains 35 (41%) were identified as
Staphylococcus and 50 (59%) coagulase
negative staphylococci. MIC values of tigecycline
for the 35 MRSA isolates were MIC,: 0.094 pg/ml,
MIC,: 0.5 pg/ml) and for the 50 MRCNS isolates
were MIC,: 0.047 pg/ml, MIC,: 0.25 pg/ml

All isolates (100%) were found to be sensitive to

aureus

tigecycline.
Conclusion: Results of this study showed that

tigecycline was effective in vitro antimicrobial

activity against both MRSA and MRCNS

Tigecycline may be preferred as a last choice in

isolates.

the treatment of resistant infections due to the
MRSA and MRCNS that alternative antibiotics were
all resistant.

Key Words: Tigecycline, Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant coagulase
negative staphylococci, E-test.

(1). MRSA suslarn tum beta-laktam antibiyotiklere
direnclidir. Ayrica beta-laktam dis1 antibiyotiklerin
coguna da direng gelistirmis olmalarn nedeniyle
bu etkenle olusan agir enfeksiyonlarin tedavisinde
glikopeptid antibiyotikler ilk secenek olmustur (2).

Son yillarda Vancomycin Intermediate S.
(VISA)  ve

oranlarinda artis olmas1 sonucu glikopeptid ilaclara

aureus’lar hetero-rezistan suslarin
alternatif olabilecek baska anti-biyotiklere ihtiyac
(GAR-936), klasik

tetrasiklinlerin semi-sentetik analogu olan glisilsiklin

duyulmustur  (3). Tigesiklin

grubunun ilk Uyesidir (4). Tetrasiklinlerin temel
cekirdegindeki dokuz pozisyonunda yapilan N-alkyl-
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glycylamido modifikasyonu bu yeni molekile cok
genis bir antibakteriyel spektrum ve tetrasiklin
direnc mekanizmalarina karsi dayaniklilik saglamistir.
Bakterilerde tetrasiklin direncinden sorumlu iki
farkl

ve efluks mekanizmalar) karsi direncli olmasi en

genetik mekanizmaya (ribozomal korunma
onemli ozelligidir (5). Gram pozitif ve gram negatif
bakteriler, atipik bakteriler ve anaeroplar dahil olmak
uzere genis bir etki alanina sahiptir. Metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA), penisiline direncli
(PRSP),
direncli enterokoklar (VRE), genisletilmis spektrumlu
betalaktamaz (GSBL)

Klebsiella pneumoniae gibi cogul direncli bakteriler

Streptococcus pneumoniae vankomisine

Ureten Escherichia coli ve

de etki alanina girmektedir (6).

Bu calismada, klinik orneklerden soyutlanan
35 S. (MRSA) ve 50

metisiline direncli koaglilaz negatif Staphylococcus

metisiline direncli aureus
(MRKNS) susu olmak uzere toplam 85 metisilin direncli
stafilokok susunun tigesikline direnci, E-test yontemi
ile arastinlmistir.

GEREC VE YONTEM

Her hastaya ait sadece bir sus olmak Uzere,
Ocak ve Aralik 2010 tarihleri arasinda Konya Egitim
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
cesitli klinik orneklerden soyutlanan 85 MRSA ve
MRKNS susu calismaya alinmistir. Bakteriler koloni
morfolojisi, ireme ve Gram boyanma 6zelligi, katalaz
ve koagilaz testleri gibi konvansiyonel yontemler
ve tam otomatik bakteri tanimlama ve duyarliik
100,
Co., Sparks, MD, USA) ait Gram pozitif tanimlama

sistemine (Phoenix Becton Dickinson and

panelleri kullanmlarak tanimlanmistir. Bakterilerin
metisilin duyarlilik testleri, disk diflizyon yontemi ile
Klinik ve Laboratuvar Standartlan Enstitiisi (Clinical
and Laboratory Standards Institute-CLSI) kirterlerine
gore uygulanmis ve degerlendirilmistir (7). Bu amagla

Mieller-Hington agarda (Mueller Hington Agar, Becton
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Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) oksasilin
diski (1 pg) ile calisilmis, inhibisyon zon cap1 <10 mm
olanlar MRSA olarak tanimlanmadan once bir kez de
sefoksitin (30 pg) diski ile test edilmistir. Tigesiklin
aktivitesini degerlendirmek icin E-test yontemi
kullamlmistir. Calismaya alinan suslar %5 koyun kanli
agara (Columbia Agar with 5% Sheep Blood, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) pasajlanmis,
ureyen bakteri buyyon icinde suspanse edilerek
McFarland 0,5 bulaniklilik standardina ayarlanmistir.
Bakteri stispansiyonundan Mueller Hington besiyerine
suruntl ekim yapilarak E- test stripleri (bioMerieux,
Marcy UEtoile, France) yerlestirilmis, 37 °C’de bir
gecelik inkubasyonun sonunda inhibisyon zonunun
E-test serit kenarini kestigi noktadaki antimikrobiyal
yogunlugu MIK olarak belirlenmistir. Calismada
kalite kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29.213
Food

onerileri

kullamlmistir (7). Sonuclar and
(FDA)

degerlendirilmistir (Bu kurulus tigesiklin icin <2 pg/

Drug
Administration dogrultusunda
ml degerlerini duyarli, >8 pg/ml degerlerini direncli
olarak kabul etmektedir) (8).

BULGULAR

Calismada hem MRSA, hem de MRKNS suslan
arasinda tigesikline direncli susa rastlanamamistir.
Tigesiklinin 35 MRSA susu icin MIK, ve MiK,, degerleri
sirastyla 0,094 pg/ml ve 0,5 pg/ml, 50 MRKNS susu
icin MiK,: 0,047 pg/ml, MiK,: 0.25 pg/ml olarak
bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. MRSA ve MRKNS suslarinda E-test yontemi ile
tigesiklinin MIK degerleri (ug/ml).

Tigesiklin MRSA MRKNS
MIK,, 0,094 0,047
MIK 0,5 0,25

90
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TARTISMA
Metisilin direncine sahip ve beta-laktamaz
enzimi lreten S. aureus suslarinin olusturdugu

enfeksiyonlarin tedavisi son yillarda giderek artan
bir sekilde onemli sorunlar ortaya cikarmaktadir
(9). MRSA ve MRKNS suslarinda direncin artmas,
kadar
glikopeptid direncinin goriilmesi (6nce Japonya ve

yakin  zamana gelismesi  beklenmeyen
ABD’de) ve vankomisine azalmis duyarlilik gosteren
suslarin bildirilmesi yeni antibiyotiklere gereksinim
(10-12).

ilac direnci gosteren mikroorganizmalarin neden

oldugunun gostermistir Tigesiklin  cogul

oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde onemli yeni
antimikrobiyal ilaclardandir. Turkiye’de 2008 yilinda
klinik kullanima girmistir (8-9). Diinyada ve iilkemizde
bu ilaclarin Gram pozitif mikroorganizmalara
etkinligini belirleyen cok sayida in vitro duyarlilik
testi yapilmistir. ispanya’da Betriu ve ark., linezolid
ve tigesikline direncli MRSA susu saptamamislar ve
MIK90 degerlerini sirasiyla 1 ve 0,5 pg/ml olarak
bulmuslardir (13). Hope ve ark. bakteriyemilerden
izole edilen MRSA ve MRKNS suslarinda tigesiklinin
miikemmel etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir
(14). Hoban ve ark., TEST (Tigecycline Evaluation and
Surveillance Trial) programi biinyesinde 11 iilkeden,
6.792 Gram pozitif ve Gram negatif bakteri lizerinde
degisik antibiyotiklerin in-vitro aktivitesini 348 MRSA
susunda linezolid ve tigesiklinin MiK,, degerlerini
sirastyla 2 ve 0,25 pg/ml olarak tespit etmislerdir
(15). The Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial
(TEST) calismast 2004 yiinda ABD’de farkli cografi
bolgelerden izole edilen 3.989 Gram negatif ve Gram
pozitif klinik kokenin incelendigi ve tigesiklinin 13
farkli antibiyotikle in vitro etkinliginin karsilastirildig
yeni bir calismadir. MRSA icin MiKSO ve MiK90 degerleri
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4 pg/ml ve 0.5 pg/ml olarak bulmuslardir. Bu
calismanin sonuclarina gore tigesiklinin metisilin
ve vankomisin duyarliigina bakilmaksizin S. aureus
kokenlerine etkinliginin cok iyi oldugu sonucuna
varilmistir. (16). Tunckanat ve ark.’min yaptig1 bir
calismada, tigesiklin MIK deger araliklari, calismaya
alinan 127 MRSA susu icin 0,032-1 pg/ml (MIK,: 0,25
pg/ml, MiK90: 0,75 pg/ml), MRKNS izolatlar icin
ise 0,047-1 pg/ml olarak (MiK: 0,25 pg/ml, MIK,:
0,5 pg/ml) (17).
calismasinda vankomisin MIK degeri 2’nin iizerinde
olan 470 MRSA susunda %100 oraninda tigesiklin
duyarliigr saptanmistir (18). Kaya ve ark. 60 MRSA

saptanmistir Kao ve ark.’nin

susundan sadece birinin tigesiklin MIK degerinin
duyarlilik sinin Uzerinde oldugunu bildirmislerdir
(19). Oksiiz ve ark., 2009’da gerceklestirdigi 49
MRSA susunda %2, 59 MRKNS susunda %3 oraninda
direng saptanmis ve suslarin izole edildigi hastalarin
tedavisinde tigesiklin kullamlmadigindan, antibiyotik
kullamimina bagli olmayan bir mekanizma ile 6rnegin
MATE efluks pompasi ailesi yoluyla direnc gelismis
2009’da
Rodriguez JAve ark’mn Ispanyada yaptigi cok merkezli
bir calismada MRSA icin MK, ve MK, degerleri 0,125-
0,25 pg/ml olarak bulunmustur (21). Calismamizin

olabilecegini distinmiisler (20). Garcia-

sonuclan yapilan diger calismalarin sonuglan ile
paralellik gostermistir.

Sonuc olarak, tigesiklinin hastanemizde klinik
orneklerden soyutlanan MRSA ve MRKNS suslarina karsi
etkin ve antimikrobiyal tedavide kullanilabilecek yeni
bir alternatif antibiyotik oldugu distniilmektedir.
Ancak bu antibiyotige kars1 da direnc gelisebilecegi
akildan cikartilmamali  kullanmimi sirasinda azami
dikkat gosterilmeli ve sadece uygun endikasyonlarda

tercih edilmelidir.
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Squamarina lentigera tiirlerinde usnik asit
konsantrasyonunun antimikrobiyal aktivitesi

Demet CANSARAN-DUMAN',

Mehmet Gokhan HALICI?

OZET

Amac: Squamarina lentigera liken tirlerinden
ekstre edilen usnik asitin Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis (RSKK 508), Escherichia
coli (ATCC 35218), Proteus mirabilis (Pasteur Ens. 235),
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus
olmak Uzere yedi bakteri tiiriine kars1 antimikrobiyal
aktivitesi test edilmis ve bu bakteriler Uzerinde
inhibisyon etkisi olan iki likenin usnik asit miktarlar

belirlenmistir.

Yontem: S. lentigera’ya ait 0,05 g tallusa
10 mL aseton eklenip bir saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Her iki liken turinde bulunan usnik
asidin antimikrobiyal aktivitesinin tespiti icin agar
difizyon yontemi Buna ek olarak,
HPLC yontemi kullanilarak bu liken tirinin usnik asit

liken ekstraktinin

uygulanmistir.
miktarlar1 belirlenmistir. Ayrica,
kromotogramlarinda alikonma surelerine gore olusan
pikler, standart usnik asidin alikonma sireleri ile
karsilastirilmistir.

Bulgular: Bu calismada, S. lentigera turinun usnik
asit ekstraktinin aktif oldugu ayrica B. megaterium
ile B. daha ylksek
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Squamarina

subtilis bakterilerine kars

lentigera’dan elde edilen inhibisyon zon cap1 standart

ABSTRACT

Objective: Usnic acid extracted from Squamarina
lentigera was
against seven bacteria including Bacillus megaterium,
B. subtilis, faecalis (RSKK 508),
Escherichia coli (ATCC 35218), Proteus mirabilis
(Pasteur  Ens.  235),
Staphylococcus aureus, and usnic acid concentrations
of this lichen species was determined.

tested for antimicrobial activities

Enterococcus

Pseudomonas  aeruginosa,

Method: 0.05 g of thalli of S. lentigera was added
into 10 mL acetone and left for exraction at room
temparature for 1 h. We used agar diffision method
for screeening antimicrobial activity of usnic acid
in this lichen species. In addition, the quantitative
analysis of usnic acid in this lichen species was
achieved by using HPLC. Identification of peaks in
chromatograms of is achieved by
comparison of retention times with that of standart
usnic acid.

lichen extract

Results: The usnic acid extracts of S. lentigera
were effectively active lichen extracts, and showed
the highest inhibition effect on B. megaterium and
B. subtilis. When the
from S. lentigera was compared with that of standard
antibiotic, E. coli seems to be more susceptible

inhibition zones obtained
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antibiyotik ile karsilastirildiginda; liken ekstraktina en
duyarli bakterinin E. coli oldugu belirlenmistir. Calisilan
liken turinin aseton ekstrakti, S. aureus haric test
edilen tim Gram pozitif bakterilerin gelismesini inhibe
etmistir. B.
duyarli oldugu g6zlenmistir. Kontrol olarak kullanilan
aseton calismada kullanilan hicbir bakteriye karsi etki
gostermemistir. S. lentigera’min aseton ekstraktinin
usnik asit miktarlan %2,47 olarak bulunmustur.

subtilis’in calisilan liken tirine karsi

Sonug: Calismamizin  sonucunda; S. lentigera
turlerinin onemli antimikrobiyal etki gosterdikleri

belirlenmistir. Bu da bize usnik asit miktar ile

antimikrobiyal aktivite arasinda bir korelasyon

oldugunu ve usnik asit konsantrasyonun artmasiyla
antimikrobiyal aktivitenin de arttigin1 gostermistir.

Bu calisma, medikal ve farmakolojik Urin olarak

kullanilabilecek S. lentigera turuniin antimikrobiyal
aktivitesinin ve usnik asit derisimlerinin belirlendigi
literatirdeki ilk makaledir.

Anahtar Sozciikler: Antimikrobiyal aktivite, HPLC,
liken, usnik asit.

INTRODUCTION

Lichens are products of symbiotic associations
between a mycobiont (fungus) and photobiont(s)
(algae and/or cyanobacteria) that comprise about
17,000 species. The organism consists of thalli-shaped
fungal tissue in which the algal cells are located and,
therefore, it can grow photosynthetically. There
is specificity and selectivity in the association,
and the thallus shape, physiology and nutritional
dependencies are defined and stable (1). Lichens
produces a diverse range of secondary metabolites
such as depsides, depsidones, dibenzofurans and
pulvinic acids. Lichens and their metabolites exert
a wide variety of biological functions and have been
used in perfumery, cosmetics, ecological applications,
and pharmaceuticals. compounds
attracted much attention in investigations because

These have

of their antimicrobial, antimycotic, antiprotozoal,
antiproliferative, anti-inflammatory, analgesic and
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SQUAMARINA LENTIGERA’NIN ANTiMIKROBIYAL AKTIVITESI

to the lichen extract. Acetone extract of examined
lichen species inhibited the growth of all tested Gram
positive bacteria, with the exception of S. aureus.
B. subtilis seems to be sensitive to the acetone extracts
of examined lichen species. The solvent controls did not
show any activities against the bacteria. The amounts
of usnic acid in the acetone extracts of S. lentigera
were determined as 2.47%.

Conclusion: Our results demonstrating significant
antimicrobial effects of S. lentigera, which are a
contribution to the literature. This might explain the
correlation between usnic acid concentration and
antimicrobial activity. Results show an increase of
antimicrobial acitivities by the increase of the amount
of usnic acid concentration. The present study is
the first paper on usnic acid concentration and
antimicrobial activity of S. lentigera, which could
be attracting for medicinal or

products.

pharmacological

Key Words: Antimicrobial activity, HPLC, lichen,
usnic acid.

antipyretic, antiviral, antibiotic, antioxidant,
antitumor, allergenic and plant growth inhibitory

activities (2, 3).

Usnic acid was isolated as a prominent secondary
lichen metabolite by the German scientist Knop in
1844 (4).
yellow and crystalline in appearance. Usnic acid
[2,6 - diacetyl - 7,9 - dihydroxy - 8, 9b - dimethyl-
dibenzofuran - 1,3 (2H, 9bH) - dione] exists in two
enantiomers; (+) D-usnic acid and (-) L-usnic acid,

When extracted from the lichen, it is

indicating an R or S projection of the angular-CH3
group at position 9b. The enantiomers have been
identified as showing different biological activities
(5). In addition, two other natural isomers-(+) and (-)
isousnic acids [2,8 - diacetyl - 7,9 - dihydroxy - 6,9b
- dimethyldibenzofuran - 1,3 (2H, 9bH) - dione] are
also found in lichens (5).
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Usnic acid has been identified in several species of
such genera as Alectoria, Cladonia, Dermatocarpon,
Evernia, Flavoparmelia, Hypogymnia, Lecanora,
Letharia, Parmelia, Platismatia, Protoparmeliopsis,
Punctelia, Ramalina,

Rhizoplaca, Squamarina,

Xanthoparmelia, Umbilicaria and Usnea. Usnic
acid is a prominent secondary lichen metabolite
that has been used for various purposes worldwide.
Crude extracts of usnic acid or pure usnic acid
have been marketed in the United States as dietary
supplements to aid in weight loss. However, the USA
Food and Drug Administration (FDA) received 21
reports of liver toxicity related to the ingestion of
dietary supplements that contain usnic acid; this was
prompted by the FDA to issue a warning about one

such supplement, LipoKinetix, in 2001 (6).

The in vitro antimicrobial activities of usnic
in combination with five
using
checkerboard microdilution assay against methicillin-
resistant clinical isolates strains of S. aureus. MIC90,
MIC50, as well as MBC90 and MBC50. A synergistic
action was observed in combination with gentamicin,
while antagonism was observed with levofloxacin. The

acid were evaluated

therapeutically  available  antibiotics,

combination with erythromycin showed indifference,
while variability was observed for clindamycin and
oxacillin. Data from checkerboard assay were analysed
and
concentration index (FICI) and the response surface
approach using the E-model. Discrepancies were

interpreted using the fractional inhibitory

found between both methods for some combinations.
These could mainly be explained by the failure of FIC
approach, being too much subjective and sensitive to
experimental errors. These findings, beside confirm
the well known antimicrobial activity of usnic acid,
suggest, however, that this substance might be a good
candidate for the individuation of novel templates
for the development of new antimicrobial agents or
combinations of drugs for chemotherapy (7).

Usnic acid has several interesting biological
traits. It is an antibiotic and it also seems to exert

Cilt 69 ®m Say1 3 m 2012

an antimitotic action. It has even been postulated
that usnic acid can play a role as an environmental
indicator, since its concentration varies according to
the presence of toxic agents. A series of tests have
been run on different biological systems such as fungi,
yeasts, plant cells and neoplastic human cell cultures
in order to make a general evaluation of the properties
of usnic acid and to highlight any analogy between
its effects on phylogenetically distant organisms. The
obtained results confirm some of known properties
of usnic acid and identify concentration ranges that
are active against cells from different organisms.
Furthermore, at low concentrations, the acid displays
a capacity to stimulate cell metabolism in some of
the biological systems tested (6).

In order to make a general evaluation of the
biological activity of usnic acid, Cardarelli et al.
investigated its effects on a number of widely different
biological systems (8).
interesting results concerning usnic acid’s capacity
to act as 1) an activator of the respiratory capacity

These study concludes to

of immobilized Saccharomyces cerevisiae Meyen
yeasts, 2) a cytotoxic and anti-mitotic agent against
mesophyll leaf protoplasts and cultured plant cells of
Nicotiana tabacum L. (tobacco), and 3) a cytotoxic
and antimitotic agent against human tumour cells. The
inhibition of growth of the parasitic fungi Fusarium
moniliforme J. Sheld. and of the germination of
Nicotiana tabacum plantules has also been confirmed
(8).

Usnic acid has also recently been discovered to
have antiviral properties. In a cancer chemoprevention
assay, (+)-usnic acid isolated from Usnea longissima
Ach. was found to be significantly effective against
tumor-promoter-induced Epstein-Barr virus with an
ED50 of 1.0 pyg/mL (9). (+)-Usnic acid also inhibited
the cytopathologic effects of herpes simplex type |
and polio type1 viruses in the infected kidney cells
of the African green monkey (10). In a clinical trial,
the effect of an intravaginal formulation containing
usnic acid and zinc sulfate as an adjuvant therapy to
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radio surgical treatment was evaluated in 100 women
with genital infections of human papilloma virus.
The treatment significantly improved the time of re-
epithelization one month after the radio surgery (10).

The study of lichens and lichen substances, in point
of antibiotic view started in 1944, when Burkholder
and Evans (11) published the first qualitative study
of the antibiotic properties of lichens (12). Although
several detailed studies on the lichen from Turkey
concerning with its antimicrobial activities have
recently been published (13-22), knowledge on the
antimicrobial activities of several lichens are still
necessary.

The aim of this study is to evaluate in vitro
antimicrobial activities of the acetone extracts
obtained from lichen Squamarina lentigera (Weber)
Poelt against seven test bacteria and determine usnic
acid concentration of them. To our knowledge there
are no published reports on antimicrobial activity of
the usnic acid content from S. lentigera against these
seven test bacteria.

MATERIAL AND METHODS
Lichen material

Squamarina lentigera was collected Mersin,
Camliyayla, east of Sebil village, 1200 m, 37° 08’ 40”
N, 34° 34’36” E, 08/ 08/ 2009. Collected samples
(each one 0.05 g) were dried at room temperature
and foreign matter was removed prior to grinding.

Determination of antimicrobial activity

Test Bacillus
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis (RSKK 508),
Escherichia coli (ATCC 35218), Proteus mirabilis

(Pasteur Ens. 235), Pseudomonas aeruginosa and

microorganisms: megaterium,

Staphylococcus aureus) were obtained from the
Refik Saydam National Type Culture Collection (RSSK)
and Department of Biology at the Ankara University,
Faculty of Science.

Preparation of lichen extracts for antimicrobial
activity: Lichen extracts for antimicrobial activity
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was isolated from lichen material according to
protocol given by (22). Briefly, 0.05 g of dried
thalli were putted into screw capped glass tubes.
Extraction was performed by adding 10 ml of
acetone and incubating for 1 h at room temperature.
Chemicals used for extraction were obtained from
Sigma and were of the highest purity. At the end of
incubation period, tubes were centrifuged to remove
lichen from supernatants. This extract was used in
the experiments. To prevent evaporation of solvents,
screw-capped glass tubes were kept in refrigerator
and all discs were prepared from each lichen extract
at one time to prove consistency of concentrations.

Antimicrobial activity assays: The agar disc
diffusion method was used to screen antimicrobial
activity of usnic acid in lichen species. The extracts
(50 pl) were dried on 6 mm filter paper discs. In
addition, control discs were prepared with solvents
free of lichen extract in order to determine the
activity of the solvent acetone.
Tetracycline (30 pg/disc) was used as reference. For

antimicrobial

antimicrobial assays, all bacterial strains were grown
in Nutrient Broth medium (Oxoid) for 24 h at 37°C.
Then 0.1 ml of each culture of bacteria was spread
on nutrient agar plate surfaces. After that, discs
were placed onto agar petri plates and incubated.
The inhibitory activity was indicated by clear zones
around the discs and inhibition zone diameters were
measured in mm after incubation for 24 h at 37°C
(4). All tests were performed in triplicate.

Determination of HPLC analysis of the lichen
samples

Sample preparation for HPLC analysis: HPLC
analysis was performed according to the protocol
defined by Cansaran-Duman (22). In particular, air-
dried lichen was ground and 0.05 g sample was
extracted in 10 ml acetone at room temperature.
The extract was taken to darkness and stored at
4 °C until HPLC analysis. Before analysis, extract was
passed through 0.45 pm filters and then injected into
the HPLC system in amounts of 20 pl.
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Standard and solvents: All of the chemicals used
in experiments were of HPLC grade from Sigma of
highest purity. A stock solution of 1 mg/ml usnic acid
was prepared in acetone. An appropriate dilution
of this stock solution was made with acetone. All of
the standards were placed in an autosampler and
analyzed. Calibration curves for usnic acid were
obtained with seven samples of various concentrations
using linear regression analysis (Figure 1).

Analytical conditions and apparatus: A Thermo
Finnigan HPLC System equipped with a Surveyor LC
pump, Surveyor photodiode array detector, Surveyor
autosampler and data processor (ChromQuest 4.01)
were used. Reverse phase Shim-pack CLC-ODS (M), 5
pum particle size, in a 250 mm x 4.6 mm ID stainless
steel column was used. Flow-rate was adjusted to
0.8 ml/min. For usnic acid detection at 245 nm, a
mixture of methanol and phosphate buffer (pH 7.4)
(70:30 v/v) was used as the mobile phase. Aliquots
of the extracts (20 pl) were injected into the HPLC
system. Each analysis was carried out in triplicate.
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1200
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Figure 1. Standard calibration for the quantification of usnic
acid by HPLC.

RESULTS

In this study, S. lentigera was analysed by HPLC
analysis and for its antimicrobial activities. For this
purpose, usnic acid concentration of S. lentigera was
screened for their antimicrobial effects on seven test
bacteria. Table 1 summarizes the inhibition results
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obtained with S. lentigera extract against the tested
bacteria. The solvent controls did not show any
activities against the bacteria.

The usnic acid extracts of S. lentigera were
effectively active lichen extracts, and showed
the highest inhibition effect on B. subtilis and B.
megaterium. Extracts of S. lentigera were more
susceptible to E. coli when compared to standard
Acetone extract of examined lichen
species inhibited the growth of all tested Gram

positive bacteria, with the exception of S. aureus.

antibiotic.

B. subtilis seems to be sensitive to the acetone
extracts of both lichen species.

Quantitative analysis of usnic acid in species S.
lentigera was performed by using HPLC. Identification
of peaks in chromatograms of lichen extracts was
achieved by comparison of retention times with that
of standart usnic acid. S. lentigera of representative
chromatograms in shown in Figure 2. The amounts of
usnic acid and retention times in the acetone extracts
of examined lichen species is given in Table 2. The
amount of usnic acid was found as 2.47% of the dry
lichen weight in S. lentigera.

Table 1. Inhibition diameter zones (mm) on the tested
bacteria of acetone extract of Squamarina lentigera

Tested Inhibition Control
Bacteria Diameter Zone (Tetracycline)
E. coli 14:0.01 12:0.00
E. faecalis 7+0.01 30+0.00
P. mirabilis 13:0.01 8+0.00
S. aureus 40+0.00
B. subtilis 25+0.01 26+0.00
B. megaterium 23+0.01 20+0.00
P. aeruginosa 20+0.00

-: no inhibition
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Tablo 2. Usnic acid content and retention time of acetone
extracts of Squamarina lentigera

Acetone extracts of Squamarina lentigera

Retention time (min.) 7.48

% of Usnic Acid in Dry Weight 2.47+0.01

DISCUSSION

During the 1980s, interest in usnic acid as an
antimicrobialagent was renewed because of increasing
experience of multidrug resistance caused by overuse
of synthetic antibiotics (23). It has been shown that
both the optical enantiomers of usnic acid are active
against Gram-positive bacteria and mycobacteria
(24), and several research studies and clinical trials
have confirmed the antibacterial properties of usnic
acid (24). Usnic acid has been shown to suppress the
growth of Gram-positive organisms that are mainly
responsible for body odor. Ethoxydiglycol extracts
of lichens containing 10% usnic acid on a wet weight
basis have been demonstrated to have preservative
potential in moisturizing cream (24). Other recent
studies have shown that usnic acid is active against
methicillin-resistant S. aureus (25, 26), and its
potential use in the sterilization of surgical implants
is being investigated (6, 27).
several studies

In our laboratory,

accomplished on the antimicrobial activity of lichens
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Figure 2. Analysis of usnic acid from Squamarina lentigera
by HPLC. (A), solvent (t, = 3.5 min.); (B), usnic acid
(t; = 7.48 min.)
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collected from Turkey (16-22). According to these
results, the highest usnic acid concentration was
recorded in Usnea subfloridana Stirt. (6.49%) (19),
Rhizoplaca chrysoleuca (Sm.) Zopf (4.00%) (21),
Ramalina fastigiata (Pers.) Ach. (3.23%) (17), Letharia
vulpina (L.) Hue (2.89%) (18), Hypogymnia tubulosa
(Schaer.) Hav. (2.40%) (16), Flavoparmelia caperata
(L.) Hale (2.38%) (22) and Usnea hirta (L.) Weber ex
F.H. Wigg. (0.68%) (20) (Figure 3). Comparing with
the the present study, the usnic acid amounts of
S. lentigera is found as 2.47% (Figure 3).

Compared with the antimicrobial activity of
R. chrysoleuca (21), which shows the highest inhibition
effects on B. megatarium, the inhibition zones of
S. lentigera was less, those of B. megatarium was
found to be more sensitive to R. chrysoleuca extracts.

Usnic acid and three other secondary lichen
metabolite were isolated from Punctelia subrudecta
(Nyl.) Krog collected on Palma of the Canary Islands
in Spain. Compounds were purified by solvent
extraction, silica gel column chromatography, and
preparative high-performance liquid chromatography
(HPLC)
four compounds were elucidated by one and two-
(NMR)
experiments and mass spectrometric investigations.

consecutively. The structures of these

dimensional nuclear magnetic resonance

As a result, these compounds showed activity

against important Gram-positive and Gram-negative
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Figure 3. Usnic acid concentration (%) of some lichen

species.
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pathogens
staphylococci.

like mycobacteria and multiresistant
This activity was combined with
antiproliferative activity and cytotoxicity (28).

Several records are available on the studies of the
antimicrobial activity of lichens in some provinces
of Turkey. For example, according to Giilliice et al.
(29) methanol extracts of Parmelia saxatilis (L.)
Ach., Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. & C.F. Culb.,
Ramalina polymorpha (Lilj.) Ach. and Umbilicaria
nylanderiana (Zahlbr.) H. Magn. were shown to have
antimicrobial and antioxidant activities on some
test bacteria, fungi and yeast. As a result, all of the
extracts from five different lichens species have an
antimicrobial activity against at least some of these
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bacteria species, and the extract of R. pollinaria
was shown to have the highest antimicrobial activity,
while P. saxatilis has the highest inhibition effect on
B. megaterium and B subtilis.

As conclusion, the present study might explain
a correlation between usnic acid concentration
and antimicrobial activity. The higher the usnic
acid concentration, the increased the antimicrobial
activities. According to the best of our knowledge, this
is the first report showing that usnic acid concentration
and antimicrobial activity determination of both
lichen species for medicinal or pharmacological
products.
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Et orneklerinden izole edilen Staphylococcus aureus ve
koagiilaz negatif stafilokok’larin biyofilm tiretimi ve
DNaz aktivitelerinin belirlenmesi

Neslihan GUNDOGAN!, Ozlem ATAOL'
OzZET ABSTRACT
Amac¢: Bu calismada Ankara ilindeki, cesitli Objective: In this study, it was aimed to evaluate calf

siipermarketlerden temin edilen dana kiyma ve tavuk
but orneklerinde Staphylococcus aureus ve koagiilaz
negatif stafilokok (KNS)’larin bulunma sikligi ile bu
izolatlarin biyofilm Ulretimi ve DNaz aktivitelerinin
saptanmasi amaclanmistir.

Yontem: incelenen 15 kiyma ve 15 tavuk 6rneginden
izole edilen S. aureus ve KNS’lerin cins ve tir
diizeyindeki identifikasyonlar1 standart biyokimyasal
yontemler ve API ID 32 Staph (Bio Merieux SA, Marcy-
I’Etoile, France) bakteri tanimlama kiti kullanilarak
yapilmistir. Stafilokok tirlerinin biyofilm olusumlan
Congo Red Agar’da, DNaz aktiviteleri DNaz Agar’ da
belirlenmistir.

Bulgular: incelenen kiyma érneklerinden 6 (%10,7)’s1
S. aureus, 50 (%89,3)’si KNS olmak Ulzere toplam 56
stafilokok izolat1 elde edilmistir. Tavuk orneklerinde
toplam 41 KNS izolat1 saptanmis fakat bu orneklerden
S. aureus izole edilememistir. DNaz aktivitesi kiymadan
izole edilen S. aureus izolatlarinin tamaminda (%100),

minced meat and chiken drumsticks samples purchased
from different supermarkets in Ankara, Turkey for the
presence of coagulase positive staphylococci (CPS)
and coagulase negative staphylococci (CNS) and to
determine their biofilm production and DNase activity.

Method: S. aureus and CNS, isolated from 15 minced
meat and 15 chicken drumstick samples, were analyzed
by conventional biochemical tests and APl ID 32 Staph
(Bio Merieux SA, Marcy-I’Etoile, France) identification
kits to identify for genus and species of these isolates.
Biofilm formation of isolates that was investigated by
using Congo Red agar method. DNase activity of these
isolates were evaluated on DNase agar.

Results: Total of 56 isolates of Staphylococcus spp.
which consist of 6 (10.7%) S. aureus and 50 (89.3%) CNS
were found from minced meat samples. A total of 41
CNS isolates isolated from chicken samples whereas,
S. aureus were not isolated from these samples. All of
S. aureus (100%) and 58% of CNS isolates from minced
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KNS’lerin %58 ’inde pozitif bulunmustur. Tavuktan izole
edilen KNS’lerin %70,7 ’sinin DNaz pozitif bulunmustur.
Biofilm Uretimi kiymadan izole edilen S. aureus
izolatlarinin %50 ’sinde, KNS’ lerin % 18’sinde tespit
edilmistir. Tavuktan izole edilen KNS’lerin %41.5 ’inde

biyofilm liretimi saptanmistir.

Sonug: Stafilokok tirlerinin etlere kontaminasyonun
bu gidalarin hazirlanmasi sirasindaki zayif sanitasyon
ve capraz kontaminasyonun gostergesi olabilecegi
dusunilmektedir. Bu calismada izolatlarin biyik bir
oranda biyofilm olusturduklari ve DNaz aktivitesine
DNaz aktivitesi olan
stafilokok

kontaminasyon ile gida zincirine girebileceginin gida

sahip olduklar1 gozlenmistir.

ve biyofilm  olusturabilen tirlerinin

treticileri tarafindan dikkate alinmasi gerektigi, bu
nedenle de hijyenik ve koruyucu onlemlerin alinmasi
gerektigi disiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Stafilokok, et, tavuk, biyofilm,
DNaz

GIRIS

Micrococcaceae familyasindan olan stafilokok
tiirleri dogada cok yaygin bir sekilde toprakta,
bitkilerde ve bunlarin disinda

suda, havada,

insan ve hayvanlarin derileri lizerinde ve

mukoz membranlarinda dogal floray1 olusturan
mikroorganizmalardir. Patojen stafilokok tiirleri hem
insan hem de hayvan sagligin1 onemli olclide tehdit
etmektedir (1). Meme ici iltihab1 olarak bilinen
mastitis etkeni olan stafilokoklar Staphylococcaceae
familyasinda yer alip, cesitli iltihapli enfeksiyoz
hastaliklara yol acmakla beraber insanlarda menenjit,
septisemi, artrit, dermatit, endokardit ve eklem
romatizmalarinanedenolmaktadir (1). Staphylococcus
genusu icerisinde yer alan Staphylococcus aureus

tirt yuksek toksisiteli ve bagirsaklarda etkili olan
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meat and 70.7% of CNS isolates from chicken samples
were positive for DNase activity, respectively. In this
study, 50% of S. aureus and 18% of CNS from minced and
41.5% of CNS isolates from chicken samples produced
biofilm, respectively.

Conclusion: These results suggests the contamination
of meat and chicken samples by Staphylococcus
spp.
contamination during the production process. In this

indicates poor personnel hygiene and cross
study, we showed that a large proportion of isolates
had biofilm production and DNase activity. We suggest
that contamination of staphylococci in different levels
of the food chain should always be considered carefully.
The food producers should be aware that controlling
biofilm formation and DNase activity by staphylococci.
Therefore, strict hygienic and preventative measures
should be taken.

Key words: Staphylococcus spp., meat, chicken,
biofilm, DNase

enterotoksinleri nedeni ile insanlar icin potansiyel
patojen bir mikroorganizmadir (2). S. aureus’un
gidalarda bulunmasinin diger bir énemi de indikator
Gidalarda
bu bakterinin varligi genellikle gida uretiminde

mikroorganizma olarak fonksiyonudur.

calisan personelin deri, agiz ve solunum yollarindan
kaynaklanan kontaminasyonun gostergesi olarak
dikkate  alinmaktadir  (3).
stafilokoklar (KNS)

kontaminant bakteriler olarak degerlendirilmelerine

Koagiilaz  negatif

uzun siredir kommensal ve

karsin, son yillarda yapilan calismalar bazi KNS

tirlerinin  enterotoksin  iretebildigini  ayrica

insanlarda patojenik etkilerinin oldugunu

Cesitli
in vivo ve

gostermistir  (4). kaynaklardan izole

edilen stafilokoklarin in vitro olarak
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uretildikleri ortama konak¢i Uzerine etkili olan
peptidoglikan, kapsuler susbstantlar, clumping faktor
ve protein-A gibi selliiler; a toksin, B hemolizin,
y-hemolizin, epidermolitik toksin, pirojenik toksin,
leukosidinler, stafilokoagiilaz, enterotoksinler,
bakteriyosin, lizozim, nukleazlar (DNaz ve RNaz),
hyaluronidaz ve slime faktor gibi ekstraselliler

maddeler salgiladiklar gosterilmistir (5).

Bu maddelerden biyofilm ve DNaz gibi

ekstraselliler maddelerin stafilokoklarin patojenitesi
ile yakindan

iliskisi  oldugu

stafilokoklarin tanimlanmalarinda virulans faktorleri

disiinilmekte ve
olarak yararlanilmaktadir (5). Biyofilm, canli veya
cansiz bir ylizeye yapisarak kendi urettikleri organik
bir ekzopolisakkarid matriks icine gomdili ve
hareketsiz olarak birbirine, bir kat1 yiizeye veya bir
ara yuzeye geri doniisimsiiz olarak tutunmus halde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur
(6). Biyofilm iretildigi bakteriye antibiyotiklerden,
korunma

dezenfektanlardan, kimyasallardan

gibi bircok avantaj saglar (7). Baz1 arastirmalar
biyofilm Ureten bakterilerin Uretmeyenlere gore
antibiyotiklere daha direncli oldugunu gostermistir
(8). Stafilokoklarin biyofilm olusturma ozellikleri
sayesinde tibbi

ekipmanlara,

aletlere, gida

tezgah yuzeylerine tutunabildikleri

isletmelerindeki

ve capraz kontaminasyonla gidalara bulasabildikleri
gosterilmistir (6, 7, 9). Tiim bu onemli 6zelliklerinden
dolay1 arastirmamizda Ankara’da satisa sunulan kiyma
ve tavuk orneklerinden stafilokoklarin izolasyon ve
tanimlanmalar yapilarak biyofilm iiretimleri ve DNaz
aktiviteleri arastinlmistir.

GEREC VE YONTEM
Ornek Alma ve Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Bu calisma kapsaminda Ankara ilindeki cesitli
marketlerden temin edilen 15 dana kiyma ve
25 g et

ornegi steril kosullarda tartilarak, 225 ml steril

15 tavuk but ornegi ile calisilmistir.

tamponlanmis peptonlu su ile homojenizatorde

Cilt 69 ®m Say1 3 m 2012

(Stomacher 400) 10 dakika sure ile homojenize
edildikten sonra 107 kadar dilusyonlar1 hazirlanmistir.

Stafilokok izolasyonu ve Tanimlanmasi

Homojenize  edilerek  ekime  hazirlanmis
dilisyonlardan steril pipetlerle alinan 0,1 mU’lik
ornekler %5 egg yolk tellurite emulsiyon (Oxoid SR
0054) ilave edilmis Baird Parker Agar (BPA; Oxoid
CM 0275) besiyerine dragalsky ozesi ile yayilarak
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonucunda gri ve siyah renkli koloniler supheli
stafilokok kolonileri olarak degerlendirilmistir. Bu
suheli koloniler yeniden taze BPA’ya pasajlanarak,
37 °C’de 24-48 saat inkube edilmis ve saf kulturleri
elde edilmistir. Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, oksidasyon fermentasyon (O/F glukoz) pozitif
olan koloniler stafilokok cinsi olarak tanimlanmistir.
Stafilokok suslarina tupte koagulaz testi yapildiktan
sonra suslar koagulaz pozitif (KPS) ve koagilaz
negatif (KNS) stafilokok olarak gruplandintmistir.
Stafilokok tirlerinin identifikasyonlar1 API ID 32 Staph
(Bio Merieux SA, Marcy-I’Etoile, France) bakteri
tanimlama kitleri ile yapilmistir. Calismamiza referans

sus olarak S. aureus ATCC 297.213 susu kullamlmistir.

Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Tanimlamasi yapilan stafilokok turlerinin biyofilm
olusumlar Kongo red agarda (sucrose 50 g [SIGMA],
brain heart infusion broth [OXOID], 37 g, agar
10 g, Kongo red [SIGMA] 0.8 g, distile su 1000ml)
belirlenmistir. 37 °C de 24 saat inkubasyon sonunda
siyah renkli koloniler biyofilm pozitif, pembe-kirmizi
renkli koloniler biyofilm negatif kabul edilmistir (8).
Biyofilm pozitif kontrol susu olarak Staphylococcus
epidermidis ATCC 35.984 ve biyofilm negatif kontrol
olarak Staphylococcus aureus ATCC 25.923 susu
kullamlmstir.

DNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stafilokoklarin DNaz aktiviteleri DNaz Agar (Oxoid
CM32)’da test edilmistir. izolatlar DNaz agara cizgi
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tarzinda ekilerek 37 °C’de 24 saat inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyondan sonra iireyen koloniler
uzerine 1 NHCI délulerek etrafinda acilan zon olusumu
DNaz aktivitesi

(8).

pozitif olarak degerlendirilmistir

BULGULAR

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan et
orneklerinden (kiyma ve tavuk but) izole edilen
stafilokok tirleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Kiyma orneklerinden toplam 56 izolat elde
Elde edilen (%10,7)
Staphylococcus aureus, 50 (%89,3)’si koagiilaz negatif
stafilokok (KNS) olarak belirlenmistir. KNS turlerinin
36 (%64,3)’s1 S. xylosus, yedisi (%12,5) S. hominis,
ucu (%5,3) S. capitis, ikisi (%3,6) S. epidermidis ve

edilmistir. izolatlarin altis1

ikisi (%3,6) S. cohnii olarak belirlenmistir. Tavuk
orneklerinden toplam 41 izolat elde edilmis olup bu
izolatlarin hepsi KNS tirlerine aittir. Bu tirlerin 13
(%31,7)’u S. simulans, 10 (%24,4)’u S. cohnii, dokuzu
(%22,0) S. capitis, altis1 (%14,6) S. hominis, ikisi
(%4,9) S. auricularis, biri (%2,4) S. haemolyticus dur.
Tavuk orneklerinden S. aureus ve KNS turlerinden S.
xylosus ve S. epidermidis izole edilememistir. Kiyma
orneklerinden de S. simulans, S. auricularis ve S.
haemolyticus izole edilememistir.

Kiyma ve tavuk orneklerinden izole edilen
stafilokok turlerinin DNaz aktiviteleri Tablo 2’de
gosterilmistir. Kiyma orneklerinden DNaz pozitif
toplam 35 (%62,5) stafilokok izolat1 elde edilmis
olup, bunlarin altis1 (%100) S. aureus, ikisi (%100)
altis1 (%86) S. hominis, ikisi (%67)
(%50) S. (%50)’i

S. epidermidis,
biri
S. xylosus’dur.

S. capitis, cohnii ve 18

Tavuk orneklerinden toplam 29 (%70,7) DNaz
pozitif stafilokok izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin
Ucti (%50) S. hominis, yedisi (% 78) S. capitis,
sekizi (%80) S. cohnii, dokuzu (%69,2) S. simulans, biri
(%50) S. auricularis ve biri (%50) S. haemolyticus’dur.
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Tablo 1. Et orneklerinden izole edilen Stafilokok turlerinin
dagilimlan

Stafilokok tiirleri Kiyma Tavuk but

n %* n %
S.aureus 6 10,7
S. xylosus 36 64,3
S. hominis 7 12,5 6 14,6
S. capitis 3 5,3 9 22,0
S.epidermidis 2 3,6
S.cohnii 2 3,6 10 24,4
S. simulans - - 13 31,7
S. auricularis - - 2 4,9
S. haemolyticus - - 1 2,4
TOPLAM 56 100 41 100

n: izolat sayisi
*: ylizde degerleri toplam izolat sayisina gére alinmistir

Tablo 2. Et orneklerinden izole edilen DNaz pozitif Stafilokok
turlerinin dagilimlan

Stafilokok tiirleri Kiyma Tavuk but

n % n %
S.aureus 6 17,2
S.epidermidis 2 5,7
S.hominis 6 17,2 3 10,3
S.capitis 2 5,7 7 24,1
S.cohnii 1 2,9 8 27,6
S.xylosus 18 51,4
S. simulans - - 9 31,0
S. auricularis - - 1 3,5
S. haemolyticus - - 1 3,5
TOPLAM 35 100 29 100

n: izolat sayis1
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Kiyma orneklerinden toplam 12  (%21,4),

tavuk orneklerinden toplam 17 (%41,5) biyofilm
pozitif izolat elde edilmistir. Stafilokok tirlerinin
biyofilm olusumlar Tablo 3’de gosterilmistir. Kiyma
orneklerinde 3 S. aureus (%50), bir S. epidermidis
(%50), bir S. hominis (%14) ve yedi S. xylosus (%19)
izolatinda biyofilm Uretimi saptanmistir. Tavuk
orneklerinde de u¢ S. hominis (%50), bir S. capitis
(%11,1), dort S. cohnii (%40) ve dokuz S. simulans

(%69,3) izolatinda biyofilm Uretimi gozlenmistir.

Tablo 3. Et orneklerinden izole edilen biyofilm pozitif
Stafilokok tiirlerinin dagilimlan

Kiyma Tavuk but

Bakteri Adi

n % n %
S. aureus 3 25
S. epidermidis 1 8,3
S. hominis 1 8,3 3 17,7
S. capitis - - 1 5,9
S. cohnii - - 4 23,5
S. xylosus 7 58,4
S. simulans - - 9 52,9
S. auricularis
S. haemolyticus
TOPLAM 12 100 17 100

n: izolat sayis

TARTISMA

insan ve sicak kanli hayvanlarin deri ve mukozal

membranlarinda, toz ve toprak gibi cevresel

ortamlarda bulunan S. aureus ve KNS’ler; etlerin
kesimi, parcalanmasi, depolanmasi sirasinda uygun
olmayan hijyenik kosullarda hazirlanan bir cok
gidaya bulasabilirler (10). Arastirmamizda kiyma

orneklerinden %10,7 oraninda S. aureusizole edilirken,
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tavuk orneklerinden S. aureus izole edilememistir.
Schlegelova ve ark, calistiklari et 6rneklerinden %52,2
oraninda S. aureusizole ettiklerini bildirmislerdir (11).
Citak ve Duman Ankara’da yaptiklarn bir calismada
toplam 105 tavuk orneginden 195 stafilokok izolati
elde etmis olup, 92 (%47,2)’sini S. aureus olarak
tanimlamislardir (12). Guven ve ark., Eskisehir ve
Kutahya bolgesinde S. aureus’u et urtnlerinden %48,7
oraninda izole etmislerdir (13)

Giindogan ve ark., calistiklar1 150 et ve tavuk
(%53,3)’ninden S.
ettiklerini belirtmislerdir (14). Bu calismalardan elde

orneklerinin 80 aureus izole
edilen sonuglar calismamizin sonuclarindan oldukca

yuksektir.

Onceleri derinin normal florasinda bulunan
KNS’lerin zararsiz etkenler oldugu disiniilse de
glinimiizde bu bakterilerin insan ve hayvanlarda
onemli baz1 hastaliklarin etkeni firsatci patojenler
bilinmektedir (1).

S. warneri, S.

olduklan taraftan, S.
KNS

turlerinin fermente etlerdeki lipoliz, proteoliz ve

Diger
xylosus, carnosus gibi bazi
lezzet gelisiminde rol aldiklan bilinmekte ve giivenli
kabul (15).
yapilan arastirmalar bazi KNS tiirlerinin stafilokok
(16).
Arastirmamizda kiyma orneklerinden 36 (%64,3) S.

edilmektedirler Ancak son yillarda

enterotoksinleri iretebildigini  gostermistir
xylosus, yedi (%12,5) S. hominis, uc (%5,3) S. capitis,
iki (%3,6) S. epidermidis ve 2 (%3,6) S. cohnii olmak
lizere toplam 56 KNS, tavuk but orneklerinden de
13 (%31,7) S. simulans, 10 (%24,4) S. cohnii, dokuz
(%22) S. capitis, alt1 (%14,6) S. hominis, iki (%4,9) S.
auricularis ve bir (%2,4) S. haemolyticus olmak lizere
toplam 41 KNS izole edilmistir. Citak ve Duman tavuk
orneklerinden 103 (%52,8) KNS izolat1 tanimladiklarini
bildirmislerdir (12). Addis ve ark., ise 200 peynir
orneginden 19 (%9,5) KNS izole etmislerdir (17).
Marino ve ark., tilketime hazir hayvansal gidalar ile
yaptiklan bir arastirmada S. saprophyticus’ u (%23,7)
dominant tiir olarak izole ederlerken, S. epidermidis,
S. pasteuri, S. sciuri, S. xylosus ve S. warneri turlerini
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daha az siklikla izole etmislerdir (15). Sawant ve
ark., cig sit orneklerinden izole ettikleri 168 KNS
izolatinin %36 S. chromogenes, %22 S. epidermidis,
%22 S. hyicus, %10 S. simulans, %4 S. warneri, %2 S.
hominis ve %1 S. intermedius, S. sciuri, S. xylosus
olarak tammlamislardir (18).

izolasyon oranlarive izole edilen tiirler bakimindan
bizim sonuclarimiz ile yukarndaki bazi arastirmacilarin
sonuclar1 arasindaki farkliigin calisilan ornek sayisi,
cesidi, isletmelerin hijyenik kosullar1 ve gidalarin
depolama siirelerinin farkliigindan kaynaklandig
distinilmektedir.

DNaz aktivitesinin belirlenmesinin patojenik
stafilokoklarin normal flora iyelerinden ayrilmasi
(19).

Devriese ve Oeding, S. aureus’larin koagilaz ve

bakimindan o6nem tasidigi belirtilmektedir
DNaz olusturmalart arasinda siki bir iliski oldugunu
(19).
orneklerinden izole edilen S. aureus’larin tamaminda
(%100), KNS’lerin %58’inde, tavuk orneklerinden izole
edilen KNS’lerin %70,7’sinde DNaz akivitesi tespit
edilmistir. Sonuclanimiza benzer sekilde Mastunga ve

ileri  surmuslerdir Arastirmamizda kiyma

ark., sitlerden izole ettikleri 58 S. aureus izolatinin
tamaminda DNaz aktivitesi tespit etmislerdir (20).
Giindogan ve ark., ¢ig siit, pastorize siit ve dondurma
orneklerinden izole ettikleri 110 S. aureus izolatinin
%94,5’inde DNaz aktivitesi tespit etmislerdir (21).
Citak ve ark; cig siitlerden izole ettikleri 704 S.
aureus izolatinin %93,6’ sinda, 147 koagiilaz negatif
stafilokok izolatinin %10,2’sinde DNaz aktivitesinin
bulundugunu géstermislerdir (22).

Biyofilm,  bakterileri  konakcinin  savunma

hiicrelerinden, antibiyotiklerden, cesitli kimyasal ve
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dezenfektanlardan koruyan ekzopolisakkarit yapida
bir bariyerdir (6). Gida endustrisi bakimindan bakteri
biyofilmleri buyuk onem tasimaktadir. Bakterilerin
gida Uretiminin yapildig1 ylizeylere yapismasi ve
biyofilm olusturmalan bircok gida patojeninin veya
gidalarda bozulmalara neden olan bakterilerin
gidalara

(6, 7).

kontaminasyonuna yol acabilmektedir

Arastirmamizda kiyma orneklerinden izole edilen
S. aureus’lann %50’sinde, KNS’lerin %18’inde biyofilm
Uretimi tespit edilirken, tavuk orneklerinden izole
edilen KNS’lerin ise %41,5’inde biyofilm Uretimi tespit
edilmistir. Sonuclarimiza benzer sekilde Vasudevan
ve ark., mastitisli ineklerden izole ettikleri 35 S.
aureus izolatinin, 24 (%68,6)’linde biyofilm liretimi
tespit etmislerdir (23). Gilindogan ve ark; cig siit,
pastorize siit ve dondurma orneklerinden izole
edilen S. aureus’larin %52,7’sinin slime Urettiklerini
bildirmislerdir (21).
olarak Citak ve ark., cig siitlerden izole ettikleri
S. aureus’ larin %5,1’inde, KNS’lerin %42,2’sinde

biyofilm Uretimi oldugunu belirtmislerdir (22).

Calisma sonuclarimizdan farkli

Sonuc olarak, tiketime sunulan et ve tavuk

orneklerinden stafilokok tirlerinin izolasyonlarn

bu bakterilerin gida Uretiminin herhangi bir
asamasinda gidalara kolaylikla kontamine olabildigini
gostermektedir. Bu izolatlarin DNaz ve biyofilm
Uretebilme kapasiteleri, halk saglig1 acisindan risk
olusturabilir veya gidalarda bozulmalara neden
olarak ekonomik kayiplara neden olabilir. Bu nedenle
gidalarin  Uretiminden tiketiciye ulasana kadar
gecen bitun asamalarda gerekli hijyen ve sanitasyon

kurallarina uyulmasi gerekmektedir.



N. GUNDOGAN ve 0. ATAOL

KAYNAKLAR

10.

Kloos WE, Bannerman TL. Update on clinical
significance of coagulase negative Staphylococcus.
Clin Microb Rev, 2005; 7:117-40.

Normanno G, Salandra L, Dambrosio A, Quagila
N, Corrente M. Occurence, characterization
and antimicrobial resistant of enterotoxigenic
Staphylococcus aureus isolated from meat and
dairy products. Int J Food Microbiol, 2007; 115:
290-96.

Acco M, Ferreira FS, Henriques JAP, Tondo EC.
Identification of multiple-resistant strains of
Staphyloccus aureus colonizing nasal mucosa of
food handlers. Food Microbiol, 2003; 20: 489-93.

Cunha MLRS, Peresi E, Calsolari RAO, Junior JPA.
Detection of enterotoxins genes in coagulase-
negative staphylococci isolated from foods. Braz J
Microbiol, 2006; 37: 70-4.

Sneath PHA, Mair NS, Sharpe ME, Holt JG (Ed):
Bergey’s Manual of Sytematic Bacteriology.
Williams and Wilkins Co., Baltimore U S A, 1986;
1000-80.

Schlegelova J, Babak V, Holasova M, Dendis M.
The biofilm-positive Staphylococcus epidermidis
isolates in raw materials, foodstuffs and on contact
surfaces in processing plants. Folia Microbiol,
2008; 53(6): 500-4.

Cucarella C, Tormo MA, Ubeda C, Trotonda
MP, Monzon M, Peris C, et al. Role of biofilm-
associated protein Bap in the pathogenesis of
bovine Staphylococcus aureus. Infect Immun,
2004; 72: 2177-85.

Giindogan N, Citak S, Turan E. Slime production,
Dnase activity and antibiotic resistance of
Staphylococcus aureus isolated from raw milk,
pasteurized milk and ice cream samples. Food
Cont, 2006; 17: 389-92.

Christensen GD, Simpson WA, Younger JJ, Baddour
LM, Barrett FF, Melton DM, et al. Adherence of
coagulase-negative staphylococci to plastic tissue
culture plates: A quantitative model for the
adherence of staphylococci to medical devices. J
Clin Microbiol, 1985; 22: 996-1006.

Abulreesh HH. Multidrug-resistant staphylococci in
the environment. Int Con Biotechnol Environ Man,
2011; 18: 1-6.

11.

12.

14.

15.

16.

17.

18.

20.

Cilt 69 ®m Say1 3 m 2012

Schlegelova J, Napravnikova E, Dendis M, Horvath
R, Benedik J, Babak V, et al. Beef carcass
contamination in slaughterhouse and prevalence
of resistance to antimicrobial drugs in isolates of
selected microbial species. Meat Sci, 2004; 66:
557-65.

Citak S, Duman T. Staphylococcus aureus and
coagulase-negative  Staphylococcus from raw
chicken samples in Turkey: Prevalence and
antimicrobial resistance. J Food Agri Environ,
2011; 9(1): 156-58.

Guven K, Mutlu, MB, Gulbandilar A, Cakir P.
Occurence and characterization of Staphylococcus
aureus isolated from meat and dairy products
consumed in Turkey. J Food Safety, 2010; 30:
196-212.

Giindogan N, Yiicel N, Citak S, Devren A. A note
on the incidence and antibiotic resistance of
Staphylococcus aureus isolated from meat and
chicken samples. Meat Sci, 2005; 69: 807-10.

Marino M, Frigo F, Bartolomeoli I, Maifreni M.
Safety-related properties of staphylococci isolated
from food and food environments. J Appl Microbiol,
2010; 110: 550-61.

Zell C, Resch M, Rosenstein R, Albrecht T, Hertel
C, Gotz F. Characterization of toxin production of
coagulase-negative staphylococci isolated from
food and starter cultures. Int J Food Microbiol,
2008; 127: 246-51.

Addis M, Pal M, Kyule MN. Isolation and Identification
of Staphylococcus species from Ethiopian Cottage
Cheese (Ayib) in Debre Zeit, Ethiopia. Vet Res,
2011; 4(1): 13-7.

Sawant AA, Gillepse BE, Oliver SP. Antimicrobial
susceptibility of coagulase-negative Staphylococcus
species isolated from bovine milk. Vet Microbiol,
2009; 134: 73-81.

Devriese L A, Oeding P. Coagulase and heat-
resistant nuclease producing Staphylococcus
epidermidis strains from animals. J Appl Bacteriol,
1975; 39: 197-207.

Mastunga J, Kamata S, Kakuchi N, Uchida K.
Characteristics of Staphylococcus aureus peracute,
acute and chronic bovine mastitis. J Vet Med Sci,
1993; 297-300.

Turk Hij Den Biyol Derg

141



Cilt 69 ® Say1 3 m 2012

21.

22.

142

Giindogan N, Citak S, Turan E. Slime production,
Dnase activity and antibiotic resistance of
Staphylococcus aureus isolated from raw milk,
pasteurized milk and ice cream samples. Food
Cont, 2006; 17: 389-92.

Citak S, Varlik O, Giindogan N. Slime production
and DNase activity of staphylococci isolated from
raw milk. J Food Safety, 2003; 23: 281-8.

Turk Hij Den Biyol Derg

23.

STAFILOKOK’LARDA BiYOFiLM VE DNaz

Vasudevan P, Nair MKM, Annamali T,
Venkitanarayanan KS. Phenotypic and genotypic
characterization of bovine mastitis isolates of
Staphylococcus aureus for biofilm formation. Vet
Microbiol, 2003; 92: 179-85.



Arastirma Makalesi/Original Article

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Enteral beslenme iiriinlerindeki toplam vitamin
C miktarinin HPLC yontemi ile belirlenmesi*
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OzET
Amag: Belli bir beslenme gereksinimi bulunan
hastalarin diyetlerini dizenlemek amaciyla tibbi

gozetim altinda kullanilan ozel olarak uretilmis veya

formile edilmis enteral beslenme urlnleri; suda
cozlinen vitaminler ile yagda c¢O6ziinen vitaminleri
icermektedirler. Suda c¢oziinen vitamin grubu icinde
yer alan vitamin C bir baska adiyla askorbik asit, pek
cok viicut fonksiyonu icin onemli bir vitamindir. Bu
calismada, soz konusu driinlerdeki toplam vitamin C
miktarinin tayinine yonelik olarak UV dedektori (280
nm) ile kolay, spesifik, duyarli yiksek basincli sivi
kromatografi (HPLC) yonteminin uygulanabilirligini

tespit etmek amaglanmistir.

Toplam 28 adet enteral beslenme
urunindeki toplam vitamin C miktarinin belirlenmesi
icin HPLC yontemi kullanilmistir. Kromatografik sistem;
C-18 kolon (250x4,60 mm-5u) ve 280 nm’ye ayarli UV
dedektor kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz

olarak 1 ml/dak akis hizinda hekzansiilfonik asit sodyum

Yontem:

tuzu iceren tampon ve metanol (98:2) kullanilmistir.

Enteral beslenme irlinlerinde belirlenen toplam
vitamin C miktan ile Urlin etiketlerinde beyan edilen
miktarlar arasindaki iliski bagimsiz gruplarda T-testi

kullanilarak, istatistiksel yonden degerlendirilmistir.

ABSTRACT

Objective: Enteral nutritional products intended for
the dietary management of patients and require to be
used under medical supervision are specially processed
or formulated. These products contain water soluble
and fat soluble vitamins. The vitamin C (ascorbic acid)
which is one of the water soluble vitamins is a important
vitamin for many body functions. The aim of this study
is to determine the applicability of UV detection (280
nm) method by the simply, specific and sensitive high
pressure liquid chromatography (HPLC) for quantitative
estimation of total vitamin C levels in enteral nutritional
products.

Method: HPLC method was used for quantitative
determination of total vitamin C in total 28 enteral
nutritional products. The chromatographic system
was done on a C18 column (250x4.60 mm-5 p) with UV
detection at 280 nm. Buffer containing hexanesulphonic
acid sodium salt and methanol (98:2) was used as the
mobile phase at a flow rate of 1 mL/min. In statistical
evaluation; the
determined for enteral nutrition products and the
values declared on the labels of the products was made

relationship between the values

according to independent samples T-Test.

* Bu calisma, Hacettepe Beslenme ve Diyetetik Giinleri-lll. Mezuniyet Sonrasi Egitim Kursu’nda (22-25 Haziran 2011, Ankara-TURKIYE) poster
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Bulgular: Enteral beslenme durunlerindeki toplam
vitamin C miktar1 HPLC yontemi
ve toplam vitamin C miktar1 3,9-52,20 mg/100 ml

ile belirlenmis

arasinda bulunmustur. istatistiksel degerlendirme ile
bulunan degerlerin iriin etiketlerinde beyan edilen
degerlere uygunluk gosterdigi belirlenmistir (p>0,05).
Toplam vitamin C’nin alikonma siiresi yaklasik bes
dakika olarak tespit edilmistir. Dedeksiyon limiti (LOD)
ise 0,005 mg/100 ml olarak saptanmistir.

Sonug: Enteral beslenme driinlerindeki toplam
HPLC-UV
yonteminin kullanilabilecegi goriilmiis ve yontemin

vitamin C miktarinin  belirlenmesinde
duyarli olmasi, uygulama siiresi ile kolaylig1 acisindan
avantajli oldugu dusiinilmistiir. Ayrica, bu driinler
icin beyan edilen vitamin C miktarinin dogrulugu
onaylanmistir.

Anahtar  Sozciikler: Enteral beslenme,
formiilasyon, vitamin C (askorbik asit), HPLC

diyet

GIRIS

Enteral beslenme urlnleri; bireyin istahsizlik,
cesitli hastalik ve/veya ameliyat gibi nedenlerle
agiz yolu ile yeterli besin alamadigi durumlarda,
besin alinimim takviye etmek ve/veya tum besin
ogeleri gereksinimini karsilamak icin kullanilan

1).

beslenme iriinlerinin iceriginde viicut metabolizmasi

uriinler olarak ifade edilmektedir Enteral

icin gerekli olan suda ¢oziinen vitaminler ve yagda

cozunen vitaminler bulunmaktadir. C vitamini
(askorbik asit)

olup, vicudun kendisi tarafindan uretilemeyen bir

suda c¢ozunebilen vitaminlerden

vitamindir (2). Vitamin C tayinine yonelik titrimetrik,
kolorimetrik, kinetik, enzimatik, spektrofotometrik
ve kromatografik gibi bircok yontem kullanilmaktadir
(3-8). Spesifik,
kolaylig1 acisindan bircok avantajlara sahip olan

duyarlilik, uygulama siiresi ve
yuksek basincli sivi kromatografi (HPLC) yonteminin
kullamminin giinimiizde arttig1 goriilmektedir. HPLC
yontemi ile yapilan calismalarda; UV, floresans,
diod dizi, elektrokimyasal, refraktif indeks, kiitle
ve amperometrik gibi cesitli dedeksiyon sistemleri

kullanilmaktadir (9-12).
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Results: HPLC method was used for quantitative
determination of total vitamin C in enteral nutritional
products. The values of total vitamin C of the products
ranged from 3.9 to 52.20 mg/100 ml. In the statistical
evaluation, it was observed that the values determined
for enteral nutrition products were similar to the values
declared on the labels of the products (p>0.05). The
retention time of vitamin C was determined as ca. five
min. It was also found that the detection of limit (LOD)
is 0.005 mg/100 ml.

Conclusion: It was showed that HPLC-UV can be
applied for the quantitative determination of total
vitamin C levels in enteral nutritional products. This
had the advantages of improved simplicity, sensitivity
and shorter application times. Also, it is approved that
the values of total vitamin C declared on the labels of
these products are accurate.

Key Words: Enteral nutrition, diet formulation,
vitamin C (ascorbic acid), HPLC

Bu calismada; enteral beslenme Urinlerindeki
toplam vitamin C miktarinin tayininde UV dedektor
kullamlan

HPLC yonteminin uygulanabilirliginin

belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Yontemin uygulanabilirligini test etmek amaciyla
2009 yiinda, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Baskanligi - Tilketici Glivenligi ve Saglik Etkileri
Arastirma Mudrliigi’ne bagli laboratuvarlarda 28
adet enteral beslenme urinu calisilmstir. Enteral
beslenme iriinlerinin analizinde asagidaki cihaz-
ekipman, standart ve kimyasaldan yararlanitmistir.

Cihaz ve Kimyasallar

(@) HPLC: SpectraSystem P1000 model yiiksek

basinc pompasi, SpectraSystem AS3000 model
enjeksiyon blogu ve SpectraSystem UV 1000
kullamlmistir.

(b) Analitik Kolon: 250 x 4,60 mm-5p boyutlarinda
ters faz C18 kolon (Phenomenex) kullamlmistir.
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(c) Mobil Faz: Akis hizi 1 ml/dak olan ve
hekzansiilfonik asit sodyum tuzu iceren tampon ile
metanol (98:2) mobil faz olarak kullanilmistir. Mobil
faz gunluk hazirlanmis ve kullanilmadan once 0,45 p
filtreden gecirilmistir.

(d) Vitamin C Standart Cozeltisi: Vitamin C stok
cozeltisi glnlik olarak 0,25 mg/ml konsantrasyonda
%3 metafosforik asit (Merck) icerisinde hazirlanmistir.
Stok cozeltiden asetonitril (Merck) iceren coziici ile
seyreltmek suretiyle 0,005, 0,010, 0,015, 0,020 ve
0,025 mg/ml konsantrasyonlarda standart cozeltiler
hazirlanmistir.  Kalibrasyon egrisi, konsantrasyona
karsiik pik yiksekligi baz alinarak hazirlanmistir

(Sekil 1).
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Sekil 1. Vitamin C standart cozeltilerine ait kalibrasyon
egrisi

Ornek Hazirlanmasi

Toplam 28 adet enteral beslenme (riin 6rneginden
0,005-0,025
yapilmis ve son hacimlere %3 metafosforik asit ile

uygun
miktarlarda alinarak asetonitril iceren c¢ozicu ilave

mg/ml  olacak sekilde tartimlar

tamamlanmisti.  Tamamlanmis cozeltiden
edilmistir. Daha sonra ornek 0,45 p por capindaki
filtreden gecirilmis ve filtratin 50 pl’si kolona
enjekte edilmistir. Ayrica, dedeksiyon limiti (LOD)
tayini icin az olan konsantrasyonda ornek hazirlanarak
kolona enjekte edilmistir. Elde edilen sonuclarin
standart sapmasimin lic kati olarak LOD degeri

hesaplanmistir.
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istatistiksel Analiz

Calismamizda; enteral beslenme urunlerinin
etiketlerinde beyan edilen vitamin C miktan ile
belirlenen vitamin C miktarimin normal dagilima
uygunlugu kontrol edilmis ve bagimsiz gruplarda
T-test)
etiket degeri ile saptanan miktar arasindaki fark
arastinlmistir. Bu fark, p<0,05 oldugunda anlamli

kabul edilmistir.

T-testine  (indepentent samples gore

BULGULAR
Bu calismada; 28 adet enteral beslenme
ornegindeki toplam vitamin C miktann HPLC

kullanilarak belirlenmistir. Yontemin dogrusal cevap
0,005-0,025 mg/ml
Vitamin C vyaklasik bes

aralig olarak bulunmustur.
dakikalik bir
suresinde analiz edilmis ve dedeksiyon limiti (LOD)
0,005 mg/100 ml olarak saptanmistir. Tablo 1’de

28 adet enteral beslenme iiriin 6rneginde saptanan

elusyon

toplam vitamin C miktan ile beyan edilen etiket
degerleri verilmistir. Sekil 2 (a)’da vitamin C standart
¢cozeltisi kromatogrami ve (b)’de enteral beslenme
Urin ornegine (E19) ait vitamin C kromatogrami
gosterilmistir. Enteral beslenme drinlerinin etiket
degeri ile saptanan miktar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkin bulunmadigi tespit edilmistir
(p>0,05).

0,005-0,025 mg/ml standart konsantrasyon araligi
icin pik vyiksekligi ile konsantrasyon arasindaki
korelasyon katsayis1 r=0,999 olarak saptanmistir
(n=5) (Sekil 1). Enteral beslenme iiriin orneklerindeki
toplam vitamin C miktannin 3,9-52,20 mg/100
ml arasinda oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen
degerlerin, uriin etiketlerindeki degerlere uygunluk
gosterdikleri belirlenmistir (Tablo 1). Calismamizda,
bagimsiz gruplarda T-testine (indepentent samples
T-test) gore enteral beslenme dUrinlerindeki etiket
degeri ile saptanan miktar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkin bulunmadigi tespit edilmistir
(p>0,05).
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Sekil 2 (a). Vitamin C standart ¢ozeltisi kromatogrami

Tablo 1. Enteral beslenme urinlerinde saptanan toplam
vitamin C miktan ile etiket degerleri (mg/100 ml).

Enteral Beslenme Saptanan Etiket
Uriiniin Kodu Deger Degeri
E1 30,22 30,00
E2 18,01 18,00
E3 16,44 17,00
E4 7,38 7,00
E5 3,90 3,80
E6 18,80 18,00
E7 7,75 7,00
E8 8,12 8,00
E9 15,45 15,00
E10 6,89 6,70
E11 15,22 15,00
E12 12,00 12,00
E13 12,87 12,00
E14 5,14 5,00
E15 43,82 43,00
E16 5,39 5,00
E17 10,02 10,00
E18 12,80 11,00
E19 9,34 9,10
E20 4,98 5,00
E21 52,00 50,00
E22 5,59 5,00
E23 13,40 12,00
E24 16,12 15,00
E25 14,06 13,00
E26 19,11 18,80
E27 15,25 15,00
E28 4,00 4,60
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Sekil 2 (b). Enteral beslenme uriinine ait (E19) vitamin
C kromatogrami

TARTISMA

Enteral beslenme Urinlerindeki toplam vitamin
C miktan yuksek basincli sivi kromatografi (HPLC)
kullanlarak tespit edilmistir. Bu Urunlerdeki toplam
vitamin C miktann 3,9-52,20 mg/100 ml arasinda
bulunmus ve bulunan degerlerin iriin etiketlerinde
beyan edilen degerlere uygunluk gosterdikleri
(13)
urinlerdeki vitamin B2 miktarinin belirlenmesi icin
HPLC kullanmislardir. Friel ve ark. (14) ise enteral

ve parenteral beslenme alan prematire bebeklerde

belirlenmistir. Kaynar ve ark. soz konusu

vitamin C, riboflavin, tiyamin ve piridoksin
vitaminlerin durumlannm belirlemek icin yaptiklan
calismada; kolorimetrik olciim yaninda yuksek basinch
sivi kromatografisinden yararlanmislardir. Yapilan
baska bir calismada da meyve sulari, meyve-sebze
pureleri ve bebek mamalarindaki toplam vitamin C
miktarinin belirlenmesi icin HPLC-UV kullamlmistir. Bu
calisma sonucunda, elde edilen vitamin C miktarinin
beyan edilen degerlere oldukca vyakin oldugu
saptanmistir (15). Bebek mamalarindaki askorbik asit
ve dehidroaskorbik asitin belirlenmesi icin yapilan
bir calismada da yuksek basincli sivi kromatografi
yontemi kullamlmistir. incelenen bu iiriinlerdeki
toplam vitamin C miktarinin etiketleri Gizerinde beyan
edilen degerlerden daha yiiksek oldugu bulunmustur
(16). (17)
gida Urinleri, premiks ve duomikslerdeki toplam

askorbik asit (AA) miktar1 icin HPLC-UV yontemini

Fontannaz ve ark. zenginlestirilmis
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gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemin bu tipteki farkl
gida Urilinlerindeki askorbik asit (vitamin C) miktarini
belirlemek icin uygulanabilecegini ve zenginlestirilmis
gida Uriinlerindeki iso askorbik asit varliginin kontrolii
icin tavsiye edilebilecegini belirtmislerdir. Cesitli
meyvelerdeki askorbik asidin belirlenmesi icin de
HPLC-UV yontemi kullanilmis ve bu yontemin kolay ve
ucuz olmasindan dolayi secilebilecegi ifade edilmistir
(18). Sanchez ve ark. (19) ise yesil bezelyelerdeki
(Phaseolus vulgaris L.) vitamin C’nin belirlenmesi icin
spektrofluorimetri yontemi ile HPLC-UV kromatografik
yontemi karsilastirmislar ve HPLC-UV’nin daha uygun
bir yontem oldugunu belirlemislerdir. Vinci ve ark.
(20)’da farkli egzotik meyvelerdeki askorbik asit
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seviyelerini HPLC metot ile belirlemisler ve 20-90
mg/100g arasinda yiiksek seviyede askorbik asit
icerdiklerini tespit etmislerdir.

Calismamizin  sonucunda; enteral beslenme

urunlerindeki toplam vitamin C miktarinin belirlenmesi
amaciyla HPLC-UV kullanmlabilecegi tespit edilmistir.
Bu metodun; duyarliligi, uygulama siiresi ve kolayligi
acisindan avantajli bir yontem oldugu goriilmistdir.
Ayrica, enteral beslenme Urunlerinin Uzerinde beyan
edilen vitamin C miktarinin dogrulugu onaylanmis ve
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Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi 2009-2011 yih Tiiberkiiloz
Laboratuvar verilerinin degerlendirilmesi*

Nilgun OZBEY",

Alper AKCALI',
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OZET

Amac: Canakkale kultur
calismalarina 2009 yilinda ilk olarak Canakkale Onsekiz
Mart Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda baslanmistir.

ilinde tiiberkiiloz

Universitesi

Bu calisma ile laboratuvarimizda elde edilen verilerin

sunulmast ve mikobakteri tanisinda kullanilan

yontemlerin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Mikobakteri kiiltlirii i¢in laboratuvarimiza
klinik Ehrlich-Ziehl-Neelsen
yontemi ile boyanarak, mikroskobik olarak

gonderilen ornekler
(EZN)
degerlendirilmis; Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri ve
BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator
Tube, Becton Dickinson, ABD) sivi bazli kiltiir sistemi

tiiplerine ekilmistir. Ureme gériilen kiiltiir tiiplerinde

Mycobacterium  tuberculosis  kompleks  (MTBK)
tanimlamasi ve istem yapildiginda streptomisin (STR),
izoniazid (INH), rifampisin (RF), etambutol (ETM)

duyarliliklar calisitmistir. Aseptik kosullarda toplandig
disunilen vicut sivilart dekontamine edilmeden direkt
olarak, diger orneklere ise nce dekontaminasyon ve
sonra konsantrasyondan ekim yapilmistir.

Bulgular: Laboratuvarimiza 667 hastadan toplam
1.048 ornek gonderilmistir. 54 hastaya ait 71’i MTBK,
yedisi tuberkiloz dis1 mikobakteri olmak lizere toplamda

ABSTRACT

Objective: Tuberculosis microbiological laboratory
diagnosis was firstly started in year 2009, in Microbiology
Laboratory of Onsekiz Mart University Research and
Education Hospital in Canakkale. We aimed at this
study to present our laboratory data and to evaluate
the methods which were used for the diagnosis of
micobacteria.

Method:
tuberculosis culture were stained by Ehrlich-Ziehl-

Samples sent to our laboratory for
Neelsen (EZN) method and evaluated microscopically.
After processing of samples, each sample was inoculated
to Lowenstein-Jensen medium (LJ) and BACTEC MGIT
960 (Mycobacteria Growth Indicator Tube, Becton
Dickinson, USA) liquid based medium. If suspected
growth was detected, Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC) typing was made and if requested
antituberculosis drug susceptibility for streptomycin
(STR), isoniazid (INH), rifampicin (RF) and ethambutol
(ETM) tested. Samples from normally sterile body sites
cultured directly, others were firstly decontaminated
and concentrated.

Results: During the study period 1.048 samples
from 667 patient has been processed. Seventy eight

samples (7.44%) from 54 patients were found positive

* Bu calisma; 12-16 Kasim 2011 tarihlerinde Antalya’da diizenlenen |. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresinde poster bildirisi olarak

sunulmustur.
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78 ornekte (%7,44) BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson,
ABD) sistemi ile Ureme saptanmistir. LJ besiyerinde 64’u
MTBK, dordu tuberkiiloz dist mikobakteri olmak uzere
toplamda 68 ornekte Ureme saptanmistir. BACTEC MGIT
960 sisteminde iUremenin saptanabildigi siire ortalama
11,8 gin (¢ 7,45 SS) olarak tespit edilmistir. EZN
boyamasinda 49 ornekte asidorezistan basil goriilmustir.
Bu orneklerin 42 (%86)’sinde lreme saptanabilmistir.
54 hastanin 25’inin izolatinda ila¢ duyarliligi calisilmistir.
Alt1 izolatta en az bir ilaca direnc saptanirken en yiiksek
oranda STR direnci goriilmustir. Bes ornekte STR direnci,
uc ornekte INH direnci, bir ornekte de ETM direnci
saptanmistir. Uc érnekte aym anda STR ve INH direnci
saptanmistir. RF direncli MTBK saptanmamuistir.

Sonug: Bu calisma ile Canakkale ilindeki tiiberkiloz
sunulmustur. BACTEC
MGIT 960 otomatize sivi bazli tiiberkiiloz kiltur sistemi

kat1
olarak
kaltur

laboratuvarina ait ilk bulgular

ile yapilan kiltiur ve
besiyerinden daha

gerceklestirilmektedir.

duyarliiginin  mikroskopiden oldugu, ancak
erken tam konulabilmesi nedeni ile duyarliigi disik
olmasina ragmen mikroskobik incelemenin rutin olarak
kiiltur ile birlikte degerlendirilmesi gerektigi kanaatine

ilag  duyarlilik testleri
kolay ve hizli
Tuberkiiloz  tamisinda
fazla

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis,
kiiltlr, antitliberkiiloz duyarlilik

GIRIS

Tlberkiloz hastaligi tan1ve tedaviyontemlerindeki
gelismelere ragmen gerek diinyada gerekse
lilkemizde hala ciddi bir halk sagligi sorunu olmaya
devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin
2011 yiinda cikardig Kiiresel Tiiberkiiloz Kontrolii
Raporuna gore diinyada 2010 yiinda 8,8 milyon yeni
vaka ortaya cikmistir. 2010 yilinda tuberkilozdan
hayatin1 kaybeden toplam 1,45 milyon hastadan 350
bini HIV pozitif, 1,1 milyonu HIV negatiftir. Raporda
verem savasi dispanseri kayitlarina gore Turkiye’nin
vaka 15.183 olarak

2010 yiinda yeni sayisi

Turk Hij Den Biyol Derg

GCANAKKALE TUBERKULOZ LABORATUVAR VERILERI

by BACTEC MGIT system: 71 of them MTBC and seven
of them were mycobacteria other than tuberculosis
(MOTT). By LJ medium 64 MTBC and 4 MOTT strain,
totally 68 mycobacterium were isolated. Mean time
for detecting positive culture by MGIT 960 was 11.8 days
(+ 7.45 SD). With EZN stain, 49 samples were detected
as acido resistant bacilli and only 42 (86%) of them were
positive by culture. Antituberculosis drug susceptibilty was
evaluated at isolates of 25 from 54 patients. A resistance
to at least one of the drugs were detected in six isolates.
It is found that five isolates were resistant to STR, three
were resistant to INH and one was resistant to ETM. Three
isolates were resistant to both STR and INH. Rifampicin
resistance was not detected in MTBC.

Conclusion: With this study we presented first
tuberculosis laboratory findings from our province,
Canakkale. Tuberculosis microbiological culture and
antituberculosis susceptibility tests can be made using
Bactec MGIT 960 system which is easier and faster than
solid media culture. In tuberculosis diagnosis sensitivity
of culture is higher than microscopical evaluation. It
was concluded that although microscopic examination
has low sensitivity, for early detection of tuberculosis
both culture and staining should be used together for
routine detection of tuberculosis.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, culture,
antituberculosis susceptibility

bildirilmistir. DSO tiiberkiiloz insidans hesabinda yeni
ve niks vaka sayilarinin toplamini kullanmakta olup
2010 yiinda Tirkiye’de insidans 15.879’dur (1).

Tuberkiiloz etkeni Mycobacterium tuberculosis
kompleksin klasik metodlar ile tanimlamasi ve
antitliberkiiloz ilaclara duyarliiginin belirlenmesi
uzun zaman gerektirdigi icin hizi ve giivenilir
yontemler gelistirilmektedir. Ulkemizde kullanim
alanm bulmus olan kultur sistemleri;

Radyometrik Esash Sistemler: BACTEC 460 TB

(Becton Dickinson, ABD) sistemi,
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Floresan Esash Sistemler: BACTEC Mycobacteria
Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (Becton Dickinson,
ABD) sistemi ve BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson,
ABD) sistemi, Kolorimetrik Esasli Sistem: BacT/ALERT
MB (MB/BacT) (BioMerieux, Fransa) sistemi,

Kat1 Ozellikte Kolorimetrik Esasli Sistem:
MYCOLOR TK kiiltiir (Salubris A.S., istanbul) sistemidir
(2-4).

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COMU)
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 Canakkale ilinde mikobakteri Kkiiltiird,
tiplendirilmesi

ve antimikrobiyal duyarlilk testi

laboratuvardir. ilimiz tiiberkiiloz
daha

bulunmamaktadir.

yapilabilen tek

verilerini iceren onceden yapilmis  bir

Calismamizda cesitli
izole edilen mikobakterilerin

calisma
klinik materyalden
tanimlanmasi, antitliberkiloz duyarlilik oranlarinin
belirlenmesi ve mikobakteri laboratuvar tanisinda
kullanilan yontemlerin degerlendirilmesi amaclanmstir.

GEREC VE YONTEM

COMU Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Ocak 2009-30
Haziran 2011 tarihleri arasinda tiuberkiiloz on tanisi

Mikrobiyoloji  Laboratuvar’’na 1
ile gonderilen ornekler ve sonuclan retrospektif

olarak incelenmistir. Gonderilen klinik ornekler
Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi ile boyanmus,
Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri ve BACTEC MGIT
960 (Becton Dickinson, ABD) sivi bazli kiultur sistemi
tiiplerine ekimi yapilarak takip edilmistir. Ureme
olanlarda ureticinin onerilerine gore Mycobacterium

tuberculosis kompleks (MTBK) tanimlamasi ve istem

yapildiginda streptomisin, izoniazid, rifampisin,
etambutol duyarliiklarn calisiltmistir.  Mikobakteri
yoniinden incelemek amaci ile laboratuvara

gonderilen balgam, brons lavaj sivis1 (BAL), akciger
dis1 abse aspirat sivisi, trakeal aspirat, idrar gibi
klinik ornekler dekontaminasyon ve konsantrasyondan
(BOS),
plevra sivisi, perikard sivisi, doku biyopsi 6rnegi, asit

sonra; beyin-omurilik sivisi eklem sivisi,

gibi aseptik kosullarda toplandigi diisiiniilen viicut
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sivilart ise dekontamine edilmeden direkt olarak

ekimleri yapilmis ve preparatlarn hazirlanmistir.
dekontaminasyon ve konsantrasyon
islemleri Mycoprosafe (Salubrius A.S., Istanbul)
veya TDC (RTA Laboratuvarlar, Istanbul) hazir

ticari kitleri kullanmlarak yapilmistir. Ekim sonrasi

Orneklerin

inkiibe edilen LJ tupleri gunluk olarak ureme olup
olmadig1 kontrol edilerek treyen kolonilerden EZN
boyama yapilmistir. Ekim yapilan MGIT tipleri de
42 gine kadar inkiibe edilerek, pozitif sinyal veren
MGIT tiplerinden EZN boyama yapilmistir. Yapilan
boyamalarda ARB saptandiginda, LJ’deki kolonilerden
veya MGIT tiplerinden alinan ornek ile pNBA (para-
nitro-benzoik asit) kullanilarak BACTEC MGIT 960
sistemi ile MTBK tanimlanmasi yapilmistir. MTBK
olarak degerlendirilen suslarin antitiiberkiiloz ilaclara
kars1 duyarlilik testleri BACTEC MGIT 960 sistemi ile
streptomisin (STR; 1,0 pl/ml), isoniazid (INH; 0,1 ul/
ml), rifampisin (RF; 1,0 pl/ml), etambutol (ETM; 5,0
pl/ml)’e kars1 duyarliliklan Uretici firma onerileri
dogrultusunda gerceklestirilmistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen ornekler toplam 667
hastadan gonderilmistir. Hastalarin 479’u erkek, 188’i
kadin, en kiicligii alt1 yasinda, en biiyligli 92 yasinda
olan hastalarin yas ortalamasi 57,9 + 16,08 SS olarak
tespit edilmistir. 667 hastadan toplam 1048 ornek
calismaya alinmistir. Orneklerin 631’i balgam, 240"
BAL, 87’si plevra sivisi, 20’si idrar, 16’s1 perikard
sivisi, 14’(i akciger dis1 abse aspirat sivisi, 111 trakeal
aspirat, 10’u BOS, 10’u doku biyopsi 6rnegi, sekizi
eklem sivisi, biri asittir (Tablo 1). EZN boyamada 49
ornekte asidorezistan basil (ARB) gorulmustur. Bu
orneklerin 42 (%86)’sinde Ureme saptanabilmistir.
Kultir ile Greme saptanan 78 6rnegin 36 (%46)’sinda
EZN ile ARB tespit edilememistir (Tablo 2). 71 MTBK,
yedisi tuberkiloz dis1 mikobakteri olmak lzere
toplamda 78 ornekte (%7,44) BACTEC MGIT 960
sistemi ile Ureme saptanmistir. LJ besiyerinde 64’l
MTBK, dordu tuberkiloz disi1 mikobakteri olmak
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uzere toplamda 68 ornekte uUreme gozlenmistir.
Uremelerden yedisi (%9) akciger disi 6rneklerdendir.
BACTEC MGIT 960 sisteminde liremenin saptanabildigi
siire degerlendirildiginde, minimum iki, maksimum 37
giin (ortalama 11,8 giin+7,45 SS) oldugu belirlenmistir.
54 hastaya ait materyalde Ureme saptanabilmis
ve antitiiberkiiloz ila¢ duyarliligi istemi yapilan 25
hastanmin izolatinda calisilmistir. Hastalann anti-
tliberkiloz ila¢ duyarliik sonuclan incelendiginde
%24’uinde en az bir ilaca direnc saptanirken en
yiuksek oranda direnc STR’de gorulmustir. Bes
ornekte STR direnci, Uc¢ ornekte INH direnci, bir
ornekte de ETM direnci tespit edilmistir. RF direncli
MTBK saptanmamistir. iki ilaca direncli iic MTBK
tespit edilmis, bunlar streptomisin ve izoniazide
direncli olarak bulunmustur. Uc ilaca direncli MTBK

saptanmamistir (Tablo 3).

TARTISMA

Tiberkiiloz hastaligi; ilagla tedavisi miimkiin
olan bir hastalik olmasina karsin, halen tim
diinyada onemli bir saglik sorunu olarak varligini
korumaktadir. Tuberkiilozdan korunmanin en etkin
yolu hastaligin erken teshisi ve uygun tedavi yontemi
uygulanmasidir. Tuberkilozun on tams1 klinik ve
radyolojik verilere dayanmakla birlikte, kesin tani
laboratuvar yontemleri ile olmaktadir. Laboratuvar
tanisi, etkenin hasta orneklerinde gosterilmesi ve
izolasyonu ile saglanir (5).

Laboratuvarimizda tuberkiloz tanisinda;
EZN boyama ile ARB aranmasi ve kiltur testleri
kullamlmaktadir.  Kultir islemleri LJ besiyeri
ve BACTEC MGIT 960 sistemi ile calisilmaktadir.
Mikroskobik
basit,
nedeniyle hastaligin endemik oldugu lkelerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroskobik inceleme
EZN

Kinyoun boyama yontemi ve

inceleme tuberkiloz tanisinda

hizli, ucuz ve ozgul bir yontem olmasi

oncesinde uygulanan boyama yontemleri:
boyama yontemi,
auramin-rodamin floresan boyama yontemidir (6).

Calismamizdaki verilere bakildiginda, tireme saptanan
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Tablo 1. Tbc suphesiyle gelen orneklerin materyal turune
gore dagilim

Materyal Say1 %

Balgam 631 60.2
BAL 240 22.9
Plevra sivisi 87 8.4
idrar 20 1.9
Perikard sivis1 16 1.5
Akciger dis1 abse aspirat sivisi 14 1.4
Trakeal aspirat 11 1.1
BOS 10 0.9
Doku biyopsi 6rnegi 10 0.9
Eklem sivisi 8 0.7
Asit 1 0.1
Toplam 1.048 100

Tablo 2. EZN boyama ile kiiltiir sonuglarimin karsilastirilmasi

Kijlt_ii_r Kijlt'u'r. Toplam
Pozitif Negatif
EZN Boyama ARB Pozitif 42 7 49
EZN Boyama ARB Negatif 36 963 999
Toplam 78 970 1.048

Tablo 3. Antibiyogram yapilan Mycobacterium tuberculosis
kompleksi suslarinin antituberkiiloz ilaclara diren¢ durumu
(n=25)

Antitiiberkiiloz ilag Direncli sus %
Streptomisin 2 8
Etambutol 1 4
Streptomisin+izoniazid 3 12
Toplam direncli sus 6 24

orneklerin %54’Unde EZN ile ARB saptanabilmistir.
Perincek ve ark. (7) Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde 2005-2007 tarihleri arasinda yaptiklan
calismada EZN ile ARB saptama oranini %58,2, Kurtoglu
ve ark. (8) Konya Egitim ve Arastirma Hastanesinde
Eylul 2008-Mayis 2010 tarihleri arasinda yaptiklan
calismada bu oran1 %46,8 olarak bulmuslardir. 2009
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Turkiye geneli tuberkiloz verilerine gore EZN ile
ARB saptama oram %70 olarak bildirilmistir (9).
Mikroskobik incelemede ARB goriilebilmesi
hasta Orneginde en az 5.000/ml kadar bakteri

icin

bulunmas1 gerekmektedir. Mikroskobik incelemenin
duyarlilik oranlarindaki farkliliklar, kullanilan boyama
yontemi, inceleme yapilan mikroskobun kalitesi,
ornegin tiirli, yaymanin kalinligi, boyama sirasinda
dekolorizasyon suresi ve incelemeyi yapan kisinin
bu konudaki

Mikroskobik inceleme duyarliliginin artmasi1 coklu

tecribesinden kaynaklanmaktadir.
ornek alimiyla miimkiin olmaktadir. Kiltir duyarliig
direkt boyama duyarliigindan vyiiksek oldugu icin
tanida mikroskobik inceleme ile kilturiin birlikte
degerlendirilmesi gerekmektedir. Ancak kiiltiirden
sonu¢ almak wuzun bir siire gerektirdiginden
mikroskobik inceleme duyarliigi diisiik oldugu halde
en sik kullanilan yontemdir (2,10).

Tuberkiloz tanmsinda  kiltir yontemleri altin
standart olma o&zelligini korumaktadir. Bu amagla
yumurta bazli veya agar icerikli kat1 besiyerleri ve sivi
besiyerleri kullanilmaktadir. Hizli tanm saglayabilmek
amaciyla sivi  besiyerlerinin otomatize ve yan
otomatize cihazlarda kullamldig1 cesitli sistemler
gelistirilmistir (6). Kiltiir yonteminde iireme pozitifligi
icin ornegin ml’sinde en az 10 canli basilin bulunmasi
yeterlidir. Kiltlr yonteminin diger onemli avantajlar,
mikroskobi ile ayrimi1 yapilamayan MTBK- tiiberkiiloz
dist mikobakteri ayrimin1 yapabilme, ila¢ duyarliig:
belirleme ve genotiplendirme gibi ek testler
yapilabilmesine imkan saglamalaridir. Kiiltiir amaciyla
glinumizde en yaygin olarak kullanilan kat1 besiyeri
LJ besiyeri, siv1 kiiltiir sistemleri BACTEC 460 TB
(Becton Dickinson, ABD), MGIT 960 (Becton Dickinson,
ABD), MB\Bact ALERT (BioMerieux, Fransa)’ dir. Bu
sistemlerde kiiltur 1-3 hafta kadar siirmektedir (2,10).

Calismamizi kapsayan yaklasik iki bucuk yillik stre
icerisinde tuberkilloz on tamsiyla gonderilen 1.048
ornekten 78 (%7,44)’inde BACTEC MGIT 960 sistemi ile
68 (%6,49)’inde LJ besiyeri ile Ureme saptanmstir.

Bu farklilk sivi bazli sistemlerin az sayida basil
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iceren oOrneklerde izolasyon sansim artirabildigini
dustindirmektedir. Calismamizda BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) sistemi ile pozitiflik saptanma
siresi literatiirdeki diger calismalara benzer sekilde
ortalama 11,8 (+ 7,45 SS) guin olarak belirlenmistir (2,10).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tuplerin
dibinde silikona gomilu oksijen ile bilesik halde
bulunan fenatrolin rutenyum klorid pentahidrat
adinda floresans veren bir indikator bulunmaktadir
(11, 12).
fluoresansi engeller. Mikobakteriler Uredikce tipteki

Tip icinde bulunan oksijenin varlig

oksijenin kullanmilmasina bagli olarak indikator serbest
kalmakta ve floresan aciga cikmaktadir. Saptanan
floresan cihaz tarafindan otomatik olarak olcilmekte
ve sonuclar verilmektedir. BACTEC MGIT 960 sisteminin
kisa surede sonu¢c vermesinin yaninda en onemli
avantajlan, radyoaktif madde kullanilmamasi ve igne
veya benzeri riskli gereclere ihtiyac duyulmamasidir
(13). MYCOLOR TK (Salubris A.S., istanbul) kiiltiir
sisteminin 2011 y1l1 icinde siv1 bazli besiyeri kullanan
modeli de piyasaya suriilmistur. Bu sistemin BACTEC
MGIT 960’a alternatif olarak degerlendirilmesi igin
hizla karsilastirmali calismalara ihtiyac vardir.
Mikobakterilerin antituberkiiloz ilaclara kars1 artan
direnci, tedavinin etkili bir sekilde yapilabilmesini
engellemekte ve dolayisiyla duyarlik testlerinin
yapilmasini gerekli hale getirmektedir. Diinya genelinde
yapilmis pek cok calismada en sik direncin INH’ye karsi
oldugu bildirilmektedir. Ancak bazi iilkelerde RF, STR
ve ETM de ilk siray1 alabilmektedir. Turkiye’de yapilan
calismalarda INH (14) ve STR (15) ilk sirada olarak
bildirilmistir. Bu durumun INH ve STR’nin tedavi ve
profilakside en fazla kullanlan ilaclar olmalarina bagli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiirkiye Verem Savasi1 2011
Raporu’nda, 2009 yili tiim hastalar degerlendirmesinde
INH direnci %13,1, RF direnci %6,5, ETM direnci %4,7,
STR direnci %8,5 bildirilmistir (9). Bizim calismamizda;
Ureme olan 6rneklerde antibiyogram istemi yapilmadigi
icin sadece 25 Uremede anti tiiberkiiloz duyarlilik testi
calisitmistir. Test edilen ilaclardan en yiiksek direnc
bes susta saptanan STR direnci olarak bulunmustur. ilac
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direnci farklibklanimin nedeni hastalarin demografik
ozellikleri, ilac kullanim ozellikleri ya da ilac duyarliik
testlerinde kullanilan yontemler ile ilgili olabilir.

ilimizdeki ilk

tuberkuloz kultur ve antituberkiloz ilac duyarlilik

Sonuc olarak bu calisma ile

verileri elde edilmistir. Tuberkiloz tamsinda boyali
preparatlarin mikroskobik incelemesi kolay ve hizli
bir yontem olmasina ragmen disik duyarliiga

sahiptir. Kiltir ise boyali preparatin mikroskobik

TESEKKUR

GANAKKALE TUBERKULOZ LABORATUVAR VERILERI

incelemesine gore oldukca duyarlidir. BACTEC MGIT
960 otomatize sivi bazli tuiberkiiloz kultir sistemi ile
kultur calismalan ve ilac duyarliiklarn kolay ve hizli
bir sekilde calisilabilmektedir. Tiberkiloz tanisinda
kiltir duyarliigimin mikroskobiden fazla oldugu, ancak
kultur islemleri sonuclanana kadar hastalann erken
tam ve takibinde duyarliigi disiik olmasina ragmen
mikroskobik incelemenin rutin olarak kultir ile birlikte
degerlendirilmesi gerektigi kanaatine varilmistir.

Testlerin calisiimasinda ve takibindeki emeklerinden dolay1 Bio. Umit KARADELI ve tiim laboratuvar

calisanlarina tesekkur ederiz.
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Kiitahya il Saglhik Miidiirliigii biinyesinde calisanlarda nazal
Staphylococcus aureus tasiyiciligi ve metisilin
direncinin arastirilmasi

Aysel GULBANDILAR!,

Emine Didem BEYHAN',

Halil ibrahim KISA'

OZET

Amag: Bu calismada, Kiitahya il Saglik Miidiirligi
biinyesinde calisanlarin nazal Staphylococcus aureus
direncin  arastirilmasi

tasiyiciign - ve  metisiline

amaglanmistir.

Yontem: izole edilen izolatlarin identifikasyonu
icin geleneksel biyokimyasal testler ve antibiyotik

duyarlilik testleri kullanilmistir.

Bulgular: Calisma kapsamina alinan toplam 597
kisiden 51 (%8,54)’inde
Taswyicilarin oranlan soyle dagiim gostermektedir:

tasiyicilik  belirlenmistir.

(%7,55) hemsire, ebe, saglik memuru; (%9,42)
saglik calisanlarn ve (%11,2) doktorlar. Test edilen

diger

izolatlarda  metisilin  direnci  saptanamamistir.
Vankomisine kars1 direnc belirlenememistir. izolatlarin
sirasiyla %100’U basitrasin’e, %90,19’u seftazidime,
%88,23 ile penisilin G’ye ve %82,35’i de oflaksaksin
ile %82,35’i nalidiksik asite kars1 direncli olduklar

belirlenmistir.

Sonug: Yapilan bu calisma, saglik calisanlarindaki
S. aureus tasiyiciik oranlarinin  belirlenmesinde,
stafilokok

gereken

nozokomiyal enfeksiyonlarina karsi

alinmasi onlemler ve uygulanabilecek

tedavi yontemleri hakkinda degerli bilgiler vererek,

ABSTRACT

Objective: In this study, it is aimed to investigate
the nasal carriage of Staphylococcus aureus and
meticilin resistance amongst the workers of the Kutahya
Province Directorate.

Method: For the identification of isolated strains
were used conventional biochemical tests and for
phenotyping antibiotic susceptibility tests.

Results: A total of 597 people included in the study,
of which 51 (8.54%) were determined as carriers. The
distribution of carrier were found as (7.55%) are nurses,
(9.42%) are health staff
(11.2%) are identified as doctors,

midwives and health officers;
and the remaining
respectively. Methicillin resistance has not been
determined in the isolates tested. A resistance against
the vancomycin has not been detected. As a result
of the tests, it is observed that 100% of isolates are
resistant to bacitracin, 90.19% to ceftazidime, 88.23%
to penicillin G and 82.35% to ofloxacine and 82.35%

nalidixic acid.

Conclusion: With this study, in determining the
rate of carriage of S. aureus, amongst the employees
in health sector the measures have to be taken against
the noso-comial staphylococcus infections and by giving
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bu mikroorganizmaya karsi ortak korunma ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, nazal

tastyiciik,  antibiyotik direnci, fenotiplendirme,

metisilin.

GIRIS

Staphylococcus  aureus  insanlarda  bircok
enfeksiyona neden olan bir bakteridir. Cevre
sartlarina  dayanikli olduklarindan dogada cok
yaygindirlar. insanlarda enfeksiyon yapan patojen
stafilokoklarin kaynagi yine insanlardir (1). Dogal

olarak en fazla burun ve bogaz boslugunda, insan
ve hayvan diskilarinda, ciltte abseli yaralarda ve
sivilcelerde yogun olarak; ayrica gidalarda ve gida
isletmelerinde, elle gida hazirlayanlarda, hastane
personeli ve hastane ortamlarinda da yaygin olarak
bulunurlar. Burunda nazal yerlesimli stafilokoklar,
tasiyicilarla cevreye yayilarak tehlike olusturabilirler
(1- 4).

Guniimiizde S. aureus’un bir cok antibiyotige
direng gosteren izolatlarinin ortaya cikmasi cogu
hastane icin onemli bir sorun haline gelmistir.
(MRSA)
ve tedavisi

izolatlan
giig
olabilmektedir. Bu nedenle, hem cografik bolgeler

Metisilin  direncli S. aureus

ile olusan enfeksiyonlar ciddi

arasinda hem de ayni bolgede degiskenlik gosteren
MRSA izolatlarinin arastirilmasi onem arz etmektedir.
MRSA tasiyicilari, bulundugu hastane ortami ve
yogun bakim birimlerinde bu bakterilerin yayilimin
kolaylastirmaktadirlar. Bu nedenle 6zellikle saglik
calisanlarinda MRSA tastyiciliginin takibinin yapilmasi
hastane enfeksiyonlarinin kontroli programlarinin
onemli bir parcasidir (5-12).

Baslangicta penisiline duyarli olan S. aureus’un
1950°li
birlikte
artis

yillarda vyaygin antibiyotik kullanimiyla
beta
saptanmistir.

laktamaz ireten kokenlerinde

Beta laktamaza direncli
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valuable information about the treatment methods
a contribution will be made to the development of
common protection and treatment methods against this
microorganism.

Key Words: Staphylococcus aureus, nasal carriage,
antibiotic resistance, phenotyping, methicillin.

penisilinlerin kullamma girmesi direnc problemini

bir sure icin cozmusse de, 1960’ yillardan
itibaren  MRSA,  ozellikle hastane patojeni
olarak ortaya cikmistir (13, 14). Metisilin
direncinin  klinikteki ©nemi metisilin  direncli

izolatlarin ayn1 zamanda eritromisin, sefalosporinler,

karbapenemler, tetrasiklin, klindamisin,
aminoglikozid, kinolonlar gibi bir cok antibiyotige
de direnc gostermesidir (13, 15).

Ozellikle nazal S. aureus tastyiciiginin riskli hasta
grubunda enfeksiyon gelisimine ve epidemilere yol
actig1 bilinmektedir. Hastane personeli el temasi ile
bulundugu ortamda bu mikroorganizmalarin tasinmasi
ve yayilmasinda biyik rol oynar. Cerrahi birimlerde
yatan hastalar, hemodiyaliz hastalarn ve toplum

kaynakli pnomoni hastalarn tasiyiciik esnasinda
gelisebilecek S. aureus enfeksiyonlar acisindan riskli
grubu olustururlar (5-10).

Bu calismada Kiitahya il Saglik Miidiirliigii’niin
biinyesinde calisan farkli meslek gruplarinda gorev
yapan kisilerin nazal tasiyicaigi arastinlmistir. izole
edilen Staphylococcus aureus bakterileri tanimlama
testlerinden sonra fenotiplendirme icin antibiyotik
duyarlilik testlerine alinarak, metisilin direnci

arastiritmistir.

GEREC VE YONTEM
Bu calisma 1-27 Mayis 2009 tarihleri arasinda
Kiitahya il Saglik Midirliigii biinyesinde calisanlar
basta olmak Ulzere merkeze bagli saglik ocaklar,
Halk Sagligi Gediz,

Laboratuvar1 ile Simav,
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Tavsanli, Pazarlar, Saphane Saglik
Grup Baskanliklari’na ve Saglik Ocaklar’’na baglh
calisanlarda gerceklestirilmistir.

Bu amacla

ilcelerindeki

toplam 597 saglik calisanindan
burun kiltlirii ornegi alinarak, nazal tasiyiciligin
belirlenmesi amaclanmistir.  Bu kisilerin  meslek
gruplarina gore sirasiyla dagiimi; ebe 148, hemsire
120, saglik memuru 76, doktor 62, hizmetli 49, memur
34, cevre saghig1 teknisyeni 23, laborant 20, veri
hazirlama memuru 16, tibbi sekreter 12, sofor sekiz,
acil tip teknikeri yedi, biyolog alti, kimya mihendisi
dort, teknisyen yardimcisi dort, ayniyat saymani dort,
kimyager iki, ve sitma iscisi ikidir.
Calismaya dahil saglik
kendileri ve aile bireylerinde ozellikle son alt1 ay

icerinde hastanede yatma Oykisii ve stafilakok

edilen calisanlarinin

enfeksiyonlu bir kisiyle temas Oykiisii olup olmadig
sorgulanmistir. Nazal S.aureus tasiyiciligl ve metisiline
direncin arastinlmasi amaciyla yapilan calismalar
il Halk Sagligi Laboratuvar’nda yiiriitiilmiistiir. Bu
amacla calisanlarin bir kismindan direkt laboratuvara
gelerek, diger calisanlarin ise is yerlerine bizzat
gidilerek steril pamuklu ekivyonlu cubuklarla
burun kultiri ornekleri alinmis ve alinan ornekler
laboratuvara getirilerek islemlere devam edilmistir.
S. aureus olarak idendifiye edilen kokenlerin metisilin
ve diger antibiyotiklere duyarliligi
Laboratory Standards Institute (CLSI) onerilerine gore,
KIRBY-BAUER disk diffuzyon yontemi ile arastinlmistir
(16).

Calismamizda referans olarak S. aureus NRRL B
767 izolat1 kullamlmistir (17).

Saglik calisanlarinin burun kiiltirii 6rnekleri daha

Clinical and

once yapilan calismalarda onerildigi gibi alinmistir
(18 - 20). Kisilerin burun mukozasi ornekleri steril
pamuklu ekiivyonlarla alinarak %5’lik koyun kanli agar
besiyerine ekim yapilmis ve petriler laboratuvara
getirilerek ve 37 °C’de 24 saat inkibe edilmistir.
inkiibasyon sonrast beta hemoliz yapan kolonilerden
Baird-Parker agara ekim yapilmis, 37 °C’de 24 saat

inklibe edilerek, gri siyah renkli ve etrafinda 2-5
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mm berrak bir zon olusmus (Lesitinaz pozitif) parlak
renkteki koloniler secilerek identifikasyon testlerine
gecilmistir (2, 19-21). identifikasyon
icin Gram boyama, koagiilaz,

izolatlara
katalaz, pigment,
lesitinaz, hemoliz ve Uireaz testi uygulanmistir. Koloni
yapilarinin seciminde, Gram boyama sonucunda
mor renkli, salkim gorinumiinde koklardan olusan
koloniler pozitif kabul edilmistir (4, 22, 23).
izolatlarin antibiyotiklere duyarliiklan Mueller
hinton agar (MHA) (Merck) besiyerinde disk difflizyon
yontemiyle incelenmistir (7, 8, 10, 12). Calismamizda;
fusidik asid (10 mg, Oxoid), sefaklor (30 mg, Oxoid),
seftazidim (30 mcg,
(15 mcg, Bioanalyse), gentamisin (10 mcg, Bioanalyse),
nalidiksik asit (30 mg, Oxoid), netilmisin (30 mcg,
Bioanalyse), oflaksaksin (5 mg, Oxoid), penisilin
G (10 U, Oxoid), trimethoprim, (25 mg, Oxoid)
(30 mg, Oxoid), (0,04 U,
Bioanalyse) ve klindamisin (2 mg, Oxoid) antibiyotikleri

Bioanalyse), eritromisin

vankomisin basitrasin
kullamlmistir.

Bu amacla once tiim izolatlar 6ze ile %5’lik koyun
kanli agar besiyerine ekim yapilip 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi taze
kiiltlirden steril eklivyonla 1,8 ml izotonik %0,9 NaCl
solusyonu doldurulmus, tup icerisine aktarilarak
dilue edilmistir. Mc Farland No: 0,5 (108 cfu/ml)
bulanmkligina ayarlanmistir. MHA besiyeri yiizeyine
ekivyon ile inokiilasyon yapilmistir. Yiizey kuruduktan
sonra degisik antibiyotik diskleri yerlestirilerek bir
gece inkubasyona birakild1 bir sonraki giin diskler
etrafinda olusan zon caplan olculmustur. Elde edilen
zon caplan CLSI tarafindan oOnerilen zon tablosu
ile karsilastinlarak duyarli, orta derece duyarli ve
direncli olarak degerlendirilmistir (16).

BULGULAR

Calismada toplam 597 kisiden 51 (%8,54)’inde
tasiyiciik  belirlenmistir.  Tasiyicilarin  oranlar  su
sekilde dagilim gostermektedir: %7,55 hemsire, ebe,
saglik memuru; %9,42 diger saglik calisanlar ve %11,2

doktorlar.
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izolatlanin Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemi
ileCLSIstandartlarinagore toplam 13 antibiyotigekarsi
duyarlilik testleri yapilmistir. Test edilen izolatlarda
metisilin  direnci saptanmamistir.  Vankomisin’e
kars1 direnc belirlenmemistir. izolatlarin sirasiyla
%100’nin %90,19’unun
%88,23’Uiniin penisilin G’ye ve %82,35’inin oflaksaksin
ile %82,35’

olduklan

basitrasin’e seftazidime,

de nalidiksik asite kars1 direncli

belirlenmistir.  izolatlarin  antibiyotik

duyarlilik sonuclar1 Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. S.aureus izolatlarinin antibiyotik duyarliik

sonuclan

Antibiyotik kodu D*(%) ODD (%) R (%)
Fusidic Asit 45 (88.23) 4 (7,84) 2 (3,92)
Cefaklor 40 (78,43) 6 (11,76) 5 (9,80)
Eritromisin 35 (68,62) 12 (23,53) 4(7,84)
Gentamisin 32 (62,75) 16 (31,37) 3 (5,88)
Nalidiksik Asit 2 (3,92) 7 (13,72) 42 (82,35)
Netilmisin 37(72,54) 4 (7,84) 10 (19,60)
Oflaksaksin 6 (11,76) 3 (5,88) 42 (82,35)
Penisilin G 5(9,86) 1(1,96) 45 (88,23)
zgl’}‘ae;]':;gss“;ml 8(80,39)  5(11,76)  38(7,84)
Vankomisin 51 (100) - (0) - (0)
Basitrasin - (0) - (0) 51(100)
Seftazidim -(0) 5 (9,80) 46 (90,19)
Klindamisin 35 (68,62) 8 (15,68) 8 (15,68)

D : Hassas, ODD : Orta Derecede Duyarli, R: Direncli, % : ylizde oran

Yapilan biyokimyasal testler sonucunda NRRL B
767 referans izolat1 dahil incelenen toplam izolatin
tamaminda gram boyama, hemoliz, katalaz, koagtlaz,
pozitif olarak bulunmustur.
izolatlarin 22’sinin altin sarisi, 16’simn krem rengi,

lesitinaz  aktivitesi,

13’Uinlin beyaz pigment olusturdugu belirlenmistir.
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TARTISMA
S. aureus, yumusak doku enfeksiyonlari, toksik
sistemi

solunum enfeksiyonlar,

septik artrit,

sok sendromu,

endokardit, besin zehirlenmesi,

osteomyelit, menenjit, sepsis ve bakteriyemi gibi
bir cok enfeksiyonun birincil etkenidir (13, 24).
Ayrica hastane enfeksiyonlarinda da ilk siralarda
yer alan firsatci bir patojendir. Tum yas gruplarinda
enfeksiyonlara neden olabilir ve her ortamda
bulunabilir. Enfekte kisiler ve saglikli tasiyicilar bu
mikroorganizmay1 yayabildikleri icin belli servisler,
ameliyathaneler ve gida isletmeleri icin ozel bir
tehlike arz ederler. S. aureus, son yillarda cerrahi
yara enfeksiyonlarinin en sik goriilen etkeni olarak
tanimlanmistir (5, 8).

Hayat1 tehdit eden nozokomiyal enfeksiyonlardan
en sik soyutlanan etkenlerin gelen
stafilokoklar,

direncleri sebebiyle gerek hastanelerde ve gerekse

basinda
antibiyotiklere kars1 gittikce artan
toplum kokenli enfeksiyonlarda biiyiik bir saglik sorunu
haline gelmistir (5, 8, 13, 24). Ozellikle kisisel temas
ile yayilmakta, daha seyrek olarak da hava yolu ve
kontamine esyalar ile temas sonucu bulasmaktadirlar.
Hastane ortaminda bakterinin enfekte kisiden saglik
personelinin elleri ve giysileri ile aktarilmasi onemli
bir bulasma yoludur (13, 24).

Yetiskinlerde burun, S. aureus’un en yogun
bulundugu bolgelerden biridir. Nazal tasiyicilik oran
genel populasyonda %10-40 arasinda degismektedir.
Bu gibi kisiler kendileri ve baskalar icin de enfeksiyon
riski acisindan tehlike kaynagidirlar (1).

Gerek enfeksiyonlara yol acmadaki patojenitesi
ve gerekse gidalarda meydana getirdigi zehirlenmeler
sebebiyle Uzerinde cok sayida arastirma yapilmis ve
yapilmaya devam etmektedir.

Calismamizda toplam 51 S. aureus izolat1 biyokimyasal
testlere tabii tutularak identifiye edilmistir. Tasiyicilarin
%7,55 hemsire,

%11,2 doktor ve %9,42 diger saglik calisanlar olarak

oranlar; ebe, saglk memuruy,
belirlenmistir. Bu sonuc doktorlar arasinda S. aureus

tastyiciiginin en yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sacibk (25),
izolatlarin tiimiiniin vankomisine duyarli oldugunu,
MSSA izolatlarinin  %91,70’inin penisilin G’ye direncli
olduklarini bildirmistir.

degisik hastanelerden topladig

Bozkurt ve ark. (26) Yiiziincii Yil Universitesi

Tip Fakultesi Arastirma Hastanesi personelinde
nazal S. aureus tasiyiciigi ile metisiline direnc
oranlanm  arastirdiklarn  calismada S. aureus
tasiyiciik oranini doktorlarda %19.7, hemsirelerde
%15.7, %25.3,
teknisyenlerinde %26.9 ve mutfak calisanlarinda
%22.7 olarak belirlemislerdir. MRSA oram ise %5.9
olarak bulunmustur. MSSA’larin ise %100’ teikoplanine,
vankomisine, %95’ klindamisine,

%92’si siprofiloksasine, %87’si gentamisine, %86’s1

hastabakicilarda yardimcr  saglik

mupirosine,

eritromisine duyarli bulunmustur.

Marim ve ark. (27), Denizli’de nazal S. aureus
tasyicilig ile ilgili yaptiklar arastirmada personelde
tasiyiciik oranint %6.7 olarak bulmuslar ve izole
ettiklerisuslardametisilin direncine rastlamarmslardir.
Tasyicilik orani acisindan klinik olarak ameliyathane
personelinde meslek grubu olarak saglik memurlarinda
ve cinsiyet olarakda erkekerde daha yuksek olarak
gozlenmistir.

Hizel ve ark. (28), Kinkkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesinde gorevli 219 saglik personelinin
34 (%15)’Unde nazal S. aureus tasiyiciigi belirlerken
bunlarin 29’unun MSSA, 5’inin MRSA oldugunu ve 100
hasta yakinin ise %10’unun 5 MSSA, 5 MRSA nazal
S. aureus tasiyicisi oldugunu belirlemislerdir.

Gllbandilar (29),
firinci, pastaci vb.) ve halkla direkt temas eden esnaf

gida elleyicilerinden (asci,
gruplarnindan (berber, kuafor gibi) burun kiltirleri
alarak S. aureus tastyiciigini arastirmis ve toplam 217
kiside burun tasiyicilig1 belirlemistir. Tlim izolatlarda
vankomisin, teikoplanin, ve mupirosine kars1 direnc
bulunamazken, izolatlarin penisilin G’ye karsi ise
%91.74 oraninda direncli olduklar saptanmistir.
Kardas ve ark. (30), Kars Yoresi hastanelerinde
izolatlarda vankomisin ve

yaptiklann calismada

mupirosine  kars1 direnc belirleyemediklerini, tum
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izolatlarimin  penisilin G’ye karst %100 direncli

olduklarini beyan etmislerdir. Ayrica eritromisin,
klindamisin ve tetrasikline kars1 hem orta derecede
duyarliik hem de direnc belirlerken, siprofloksaksin,
fusidik asit, rifampisin, gentamisin, trimethoprim-
sulfametaksazol ve oflaksaksin antibiyotiklerine kars
direnc durumu belirlememislerdir.

Yaptigimiz bu calismada izolatlarin sirasiyla
%90,19’u seftazidime, %88,23’ ile penisilin G’ye ve
%82,35’i de oflaksaksin ile %82,35’i nalidiksik asite
kars1 direncli olduklar1 belirlenmistir. Ad1 gecen
calismalarda belirtilen vankomisine kars1 bulunan
duyarlibik oranlan ile penisilin G’ye kars1 bulunan
direnclilik oranlarn bizim calisma sonuclarimizla
benzer bulunmustur.

Gorildugu gibi  farkl
gruplarda yapilan calismalarda birbirinden farkl

merkezlerde ve farkli

oranlar bildirilmistir. Yurtdisinda yapilan benzer
calismalarda ise yine gruplar arasinda farkliliklar
belirtilmistir.

Zanelli ve ark. (31), italya da yaptiklari calismada
nazal tasiyiciik oramimi %30,5 olarak belirlerken;
Kluytmans ve ark. (32), tarafindan yapilan calismada
bu oran1 normal popiilasyonda %19-%55,1, hemodiyaliz
hastalarinda ise %30,1-%84,4 olarak belirlemislerdir.

Prassana ve Thomas (33); farkli yillarda yaptiklarn
calismalarda antibiyotik kullaniminin

birlikte antibiyotiklere karsi duyarliligin azaldigim

artmasiyla

bulmuslardir. Yine aym calismada arastirmacilar
vankomisin ile yaptiklar1 calismalarda 1995 yilinda
%1,4 oraninda orta derecede duyarlilik belirlerlerken,
1996’da bu oranmin %1,1’e distiigiini bildirmislerdir.
Calismalaninda elde ettikleri bulgularla gelecekte
S. aureus izolatlan arasinda vankomisine direncin
gelisecebilecegi yoniinde tahminde bulunmuslar ve
bu direncin genetik ve mikrobiyolojik calismalarla
dogrulanacagini belirtmislerdir.

Sonuc olarak, Kiitahya ili Saglik Mudiirliigi’ne
bagh personelin

S. aureus tasiyiciik oranlarinin  yiksek oranda

olarak calisan burunlarinda

bulunmayis1 sevindiricidir. Elde edilen sonuclara
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gore bazi antibiyotiklere kars1 yuksek oranda direnc
belirlenmistir. Penisilin-G’ye kars1 yiiksek direnc
olmasi bu antibiyotigin hayvan ve insanlarda tedavi
amaciyla cok yaygin kullanildiginin gostergesidir.
Saglik calisanlarinin daha titiz davranmalar gerektigi
ve ayrica gelisigizel antibiyotik kullanimim onleyici

politikalarin gelistirilmesi gerekliligi asikardir.

Nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinin zamanla
antibiyotiklere  direnc  gosterebilmesi, gittikce
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Olgu Sunumu/Case Report
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Pediatrik bir hastada Salmonella paratyphi A’nin
neden oldugu bir akut hemorajik sistit olgusu*
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OZET

Salmonella tiirlerinin neden oldugu Uriner sistem
enfeksiyonu (USE) oldukca nadir goriilen bir Klinik
durumdur. Yedi yasinda erkek bir hasta; alt karin agrsi,
idrar yaparken yanma ve agri, bulanti ve ates yiikselmesi
sikayeti ile hastanemize basvurmustur. Fizik muayenesinde
hastanin vital bulgularimin normal oldugu saptanmis ancak
abdominal muayene ile bilateral suprapubik hassasiyet
tetkiklerinde;
hemoglobin miktar 12,9 g/dL, eritrosit sayis1 4,8 milyon/

bulundugu belirlenmistir.  Laboratuvar
mm?3, [okosit sayist 11.800/mm?, trombosit sayis1 275.000/
mm?3, C-reaktif protein diizeyi 30,2 mg/L, serolojik olarak
paratyphi A “O” antikoru (1/160) ve paratyphi A “H”
antikoru (1/320) pozitifliginin bulundugu belirlenmistir.
idrar mikroskobisinde ise hematiiri goriilmiis ve |Gkosit
esteraz pozitif bulunmustur. idrar kiiltiri cabisilms ve
kiltiirden elde edilen izolat konvansiyonel yontemlerle
tammlanmistir. idrar kiiltiirii sonucu Salmonella spp. olarak
bildirilmis ve antiserumlarla yapilan ileri tanimlamalarda
izolatin Salmonella paratyphi A oldugu tespit edilmistir.
Radyolojik goriintiileme sonuclari normal bulunmustur.

ABSTRACT

It is a very rare medical condition that Urinary tract
infection (UTI) caused by Salmonella species. Seven-
year-old boy admitted to our hospital with complaint of
lower abdominal pain, burning and pain during urination
(dysuria), nausea and increased fever. The patient had
normal vital signs but abdominal examination revealed
bilateral suprapubic tenderness. In the laboratory, it was
found the amount of hemoglobin 12.9 g/dL, red blood cell
count 4.8 million/mm?, white blood cell count 11.800/
mm?, platelet count 275.000/mm?, level of C-reactive
protein 30.2 mg/L, serologically S. paratyphi A “0O”
antibody (1/160) and S. paratyphi A “H” antibody (1/320)
positivity. Urine examination showed gross hematuria
and leukocyte esterase was positive. Urine culture
was performed and isolate obtained urine culture was
identified with conventional methods. Result of urine
culture was reported as Salmonella species and isolate was
determined as Salmonella paratyphi A by using anti-sera
during the advanced identification. Results of radiological
imaging were found normal. The patient was diagnosed

* Bu olgu sunumu; “4t* Eurasia Congress of Infectious Diseases, June 01-05 2011, Sarajevo-Bosnia&Herzegovina” kongresinde poster bildiri olarak

sunulmustur.
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Hastaya S. paratyphi Anin neden oldugu hemorajik sistit
tamst konulmus ve hasta yedi giin boyunca seftriakson
tedavisi alarak tam iyilesme gostermistir. Sonuc olarak;
Salmonella tirlerinin endemik oldugu bolgelerde S.
paratyphi A'nmin akut hemorajik sistit vakalarinda etken
olabilecegi disiiniilmelidir.

Anahtar Sozciikler: Uriner sistem enfeksiyonu,

Salmonella paratyphi A, Hemorajik sistit.

GIRIiS

Salmonella tirleri cogunlukla kendi kendini

sinirlayan ve klinik olarak siklikla gastroenterit

tablosu ile seyreden enfeksiyonlara yol acan
Enterobacteriaceae ailesi Uyesi Gram negatif
basillerdir. Bu  mikroorganizmalar,  bagisiklik

sistemi tam olarak olgunlasmamis sut cocuklarinda
veya baskilanmis kisilerde bakteriyemi ve cesitli
ekstraintestinal organ tutulumlan gibi daha agir
klinik tablolarla karsimiza cikabilmektedir. Ulkemizde
yapilan cok merkezli bir calismada; en sik izole edilen
suslar Salmonella serovar enteritidis ve Salmonella
paratyphi B olarak bildirilmistir (1). Tum dunyada
enfeksiyonlara neden olan Salmonella turlerinin
idrar yolu enfeksiyonlarina yol acmasi oldukca nadir
goriilen bir klinik tablodur. Salmonella tiirlerine bagli
uriner sistem enfeksiyonlarinin cogu Ust iiriner sistem
(lireter ve bobrek) kokenli oldugu belirtilmektedir.
Hastalarin ¢ogunun malignensi veya solid organ
transplantasyonu gibi altta yatan bir bagisiklik
yetmezligi veya oOnceden var olan bobrek tasi,
hidronefroz, anatomik anomali gibi patolojilere sahip
olduklan da soylenmistir (2-5). S. typhimurium’un
renal transplantli hastalarda en cok izole edilen
Salmonella tiirii oldugu da tespit edilmistir (2).
Salmonella tiirlerinin neden oldugu akut hemorajik
sistit ise oldukca nadir gorulen ve genellikle dizuri,
hematduri ve suprapubik bolgede hassasiyet ile kendini
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as acute hemorrhagic cystitis caused by S. paratyphi A
and received ceftriaxone treatment for seven days and
had a full recovery. We conclude that in case of acute
hemorrhagic cystitis, S. paratyphi A should be considered
as causative agent in endemic areas.

Key Words: Urinary tract infection, Salmonella
paratyphi A, Hemorrhagic cystitis.

gosteren, prognozu iyi olan bir hastaliktir. Sistit
olgularinda daha cok idrarda Salmonella’larin M form
izolatlarinin bulundugu ve bu izolatlarin cogunlukla
S. paratyphi B oldugu bildirilmistir (6). Akut hemorajik
sistit, pediatrik yas grubunda nadir goriulen bir
hastaliktir ve daha cok adenovirus, Escherichia coli
ve kemoterapotik ilaclarla ortaya cikan ve daha cok

kiz cocuklarini etkileyen bir tablodur.

Bu calismamizda, Gilineydogu Anadolu Bolgesinde
S. paratyphi Amn akut hemorajik sistit tablosunda
etken olarak bildirildigi ilk vakayr ortaya koymak
amaclanmistir.

OLGU

Kiziltepe Devlet 2011

basvuran yedi yasindaki erkek hastanin yaklasik bir

Hastanesine, yilinda
haftadir devam eden karin agrisi, idrar yaparken
agn ve yanma, koyu renkli idrar ¢cikarma, halsizlik,
bulant1 ve ates ylikselmesi sikayetleri olmus ve bir dig
merkezde ampirik olarak alt1 giin boyunca sefoksitin
kullanmasina ragmen sikayetlerinde herhangi bir
dizelme olmamistir. Gegirilmis parazit enfeksiyonu
(Giardia intestinalis) disinda 6zgecmisinde dikkate
deger bir oOzellik bulunmayan hastanin ailesinde
benzer sikayetlerin

(gastrointestinal enfeksiyon

semptomlar, ishal, kabizlik, bulanti-kusma oykusu)
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olmadigi, kalabalik bir aile ortami ve disiik sosyo-
ekonomik diizeye sahip oldugu 6grenilmistir. Yapilan
fizik muayenesinde ise genel durumu iyi, bilinci
acik, vicut 1s1s1 38,1 °C, nabiz sayis1 100 atim/dak,
solunum sayis1 26/dak, arteriyel kan basinc1 110/70
mm Hg olarak ol¢ilmustir. Hastanin bulanti disinda
herhangi bir gastrointestinal semptomu olmay1p, tibbi
oykusunde daha oOnce gecirilmis bir salmonellozis
hikayesi de bulunmamaktadir. Hastanin boy ve viicut
agiriginin normal sinirlarda oldugu belirlenmistir.
Yapilan sistemik muayenesinde suprapubik bolgede
derin palpasyonla artan hassasiyet tespit edilmistir.
Diger sistemlerin muayenesinde herhangi bir 6zellik
gozlenmemistir.

Laboratuvar incelemesinde; tam kan sayim

(hemogram), eritrosit sedimentasyon hizi, C-reaktif

protein, rutin biyokimyasal parametreler, pelvik
radyografi, periferik yayma, Gruber-Widal tip
agliitinasyon testi, IgG, IgA, IgM, IgE, C3, C4

duzeylerine bakilmis ve tam idrar tetkiki yapilmistir.
Tetkik 12,9
g/dL, 6kosit
sayist 11.800/mm?3, trombosit sayist 275.000/mm?,
MCV 77,6 fL, RDW-CV %15,3, periferik yaymada %71
polimorfonukleer 0kosit, %4 comak, %4 monosit,

sonuclarinda; hemoglobin miktan

eritrosit sayist 4,8 milyon/mm?3,

%21 lenfosit mevcut olusu atipik hiicre ve toksik

granulasyon gorulmemis; trombositler kumeler

halinde ve normal morfolojiye sahiptir. Eritrosit
sedimentasyon hizi 27 mm/sa, C-reaktif protein
dizeyi 30,2 mg/L, biyokimyasal parametrelerden
elektrolitler, karaciger fonksiyon testleri (ALT,
AST, GGT, LDH), bilirubin, kan ure azotu (BUN),
kreatinin, urik asit, protein, albumin ve tokluk glukoz
degerleri normal sinirlarda tespit edilmistir. Tam
idrar tetkikinde; pH 5,0, dansite 1.026, hemoglobin
(+++++), protein (+++), bol eritrosit ve lokosit mevcut;
C3, C4, 1gG, IgA, IgM ve IgE degerleri normal sinirlarda
goriilmistiir. immiin yetmezlikle ilgili bir bulguya
rastlanilmamis ve ELISA yontemi ile HIV negatif olarak
tespit edilmistir.

Hematduri nedeniyle

yapilan radyolojik

Cilt 69 ®m Say1 3 m 2012

goruntileme tetkiklerinde (direkt
ultrasonografi) mesane duvar kalinliginda goriilen
artis disinda baska bir anomali ve patoloji rapor

edilmemistir.

radyografi ve

miktarda eritrosit
(hematiiri) goriilen ve idrar sedimentinin biyokimyasal

idrar mikroskobisinde bol

incelemesinde lokosit esterazi pozitif bulunan
hastadan uygun sartlarda alinan orta akim idrar
orneginden idrar kiiltiirii calisilmistir. idrar 6rnegi %5
koyun kanli agar ve Eosin-Methylene Blue (EMB) agar
(Oxoid) besiyerlerinin yiizeyine 4 mm capinda 0.01 mL
idrar tasiyabilen standart oze kullanilarak kantitatif
olarak inokile edilmistir. Besiyerleri 35+2 °C’de 18-24
saat siiresince inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
EMB agarda ureyen Gram negatif ve laktoz negatif
koloniler konvansiyonel
tanimlanmistir.

EMB agar, Hektoen Enteric Agar, Triple Sugar Iron

yontemler ile fenotipik

olarak Sus  tammlanmasinda;
Agar test besiyeri ile IMVIC testleri, Ure hidrolizi,

lizin  dekarboksilasyon  testleri  kullamlmistir.
Fenotipik tanimlama sonucu Salmonella spp. olarak
bildirilmistir. Polivalan Salmonella antiserumlar
(RSHM  Antiserumlari, Ankara)

serolojik agliitinasyon sonucu izolat S. paratyphi A

ile yapilan ileri
olarak tanimlanmistir. Ayrica, hastadan alinan serum
orneginde calisilan Gruber-Widal tip agliitinasyon
testinde de paratyphi A “O” antikoru (PAO, RSHM
Febril Antijenleri, Ankara) ve paratyphi A “H” antikoru
(PAH, RSHM Febril Antijenleri, Ankara) sirayla 1/160 ve
1/320 titrede pozitif olarak bulunmustur. Es zamanl
olarak alinan diski ve kan kiilturlerinden bakteri izole
edilmemistir.

Susun antibiyotik duyarliik testi Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemi ile Clinical and Laboratory
Standarts (CLSI)

calisitmistir edilen

Institute kriterlerine  gore
(7). Elde gore

amikasin, sefazolin, sefoksitin ve gentamisin direncli

sonuclara

iken ampisilin-stlbaktam, sefepim, seftriakson,

sefotaksim, seftazidim, ertapenem, levofloksasin,
meropenem, piperasilin-tazobaktam, trimetoprim-

sulfametoksazol duyarli olarak tespit edilmistir.
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Yapilan incelemeler neticesinde ayinc tam goz
onunde bulundurularak hastaya S. paratyphi A'ya
bagli akut hemorajik sistit tanist konulmus ve yedi giin
sireyle parenteral seftriakson tedavisi uygulanmistir.
Tedavi sonras1 alinan kontrol idrar kilturunde ureme
olmamasi, tam idrar tetkikinde parametrelerin
normale donmesi, kontrol ultrasonografisinde mesane
duvarinin normal kalinlikta izlenmesi ve hastamin
klinik bulgularinin diizelmesi lzerine hasta tam sifa

ile taburcu edilmistir.

TARTISMA

S. paratyphi A, Gram negatif basillerden enterik
ates (tifo) etkeni olan u¢ patojen turiinden biridir.
Etken, kontamine su ve gidalar ile bulasmaktadir.
Mideyi gecerek ince bagirsaklara ulasan bakteri
epitelyal hucrelere penetre olmakta, makrofajlar
tarafindan fagosite edilerek retikiiloendotelyal
dokularayayilmakta ve cesitli klinik manifestasyonlara
yol acmaktadir. S. paratyphi A'nin tamisinda altin
standart kan, diski, idrar ve/veya kemik iliginden
elde edilen pozitif kilturlerdir.
enfektif

osteomiyelit,

Mikroorganizma

endokardit, perikardit, trombozis,

menenjit, hepatit ve pankreatit
olgularindan nadiren izole edilmistir. Literaturde
cok nadir olarak renal abse, sistit ve nefrolitiyazis
olgularinda da etken olarak bildirilmistir (3-5). Akut
hemorajik sistit, cocuklarda genellikle kendi kendini
sinirlayan, iyi prognozlu bir hastaliktir ve siklikla
karin agnsi, diziiri, makroskobik hematiiri, sik ve
agnli idrar yapma sikayetlerine neden olmaktadir.
Hastalarin ancak %46-53’unde etken mikroorganizma
tespit edilebilmektedir (8). Akut hemorajik sistitin
en sik bakteriyel etkeni E. coli’dir. Staphylococcus
saprophyticus, Proteus mirabilis ve Klebsiella spp.
tirleri de izole edilmistir. Kiltiir negatif olgularda
en sk etkenlerin adenovirus tip 11 ve 21 oldugu
bildirilmistir (8, 9). Salmonella enfeksiyonlarinda
uriner sistem tutulumu oldukca nadirdir ve hastalarin
yaklasik %0,6-1,7’sinde idrarda Salmonella turleri
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izole edilmistir (6). Salmonella turleri arasinda akut
hemorajik sistit nedeni olarak siklikla S. typhi ve S.
paratyphi B etken olarak bildirilmektedir (6, 10).

Aydemir ve ark. (11), ulkemizde S. paratyphi
B’nin etken oldugu akut hemorajik sistit olgusunu
bildirmislerdir. Bu vakada da cocuk hastada immin
yetmezlikle ilgili bir bulgu bulunamamis ve etken
diskidan izole edilmemistir. D’Cruz ve ark. (4) ise
herhangi bir predispozan faktore sahip olmayan
17 yasinda bir erkek hastada renal abseden, baska
bir calismada da 37 yasinda nefrolitiyazisli ancak
tifo Oykusli olmayan bir hastada S. paratyphi A
bulunmustur (12). Salmonella’larin etken oldugu
tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu bulunan ve bobrek
tas1 ile gecirilmis tifo oykistine sahip 72 yasindaki
kadin hastada diger koliform bakterilerle birlikte
S. paratyphi B de belirlenmistir (13). Leung ve ark.
(14) herhangi bir predispozan faktore sahip olmayan
ve immunolojik parametreleri normal 4 yasindaki bir
erkek hastada S. stanleyville’nin etken oldugu uriner
sistem enfeksiyonu (USE) olgusu bildirmislerdir.
(15)  1990-2005 yillann arasi non-
tifoid salmonellalarin etken oldugu bakterilirisi

Tena ve ark.

olan 19 olgu bildirmislerdir. Yas ortalamalan
62,5 olan hastalarin 12’si sistit, 6’s1 piyelonefrit
tamis1 almisken bir hastanin asemptomatik oldugu
belirlenmistir. Bildirdikleri olgu serisinde ise 14
hastada (%73,6) cesitli kronik hastaliklar, sekizinde
diabetes mellitus, yedi hastada immiinsiipresif tedavi

tespit edilmistir. Ek olarak sekiz hastada (%42,1)

trolojik anomalilerin  oldugunu saptamislar ve
19 vakanin 16 (%84,2)’sinda etken olarak
S. enteritidis izole edilmistir. Sunduklar olgu

serisi ile non-tifoid Salmonella’larin etken oldugu
USE’lerin cogunlukla yasli, diabetes mellitus gibi

kronik hastaligt bulunan, altta yatan (Urolojik

anomalileri ve immiinsipresyonu olan hastalarda
meydana geldigini vurgulamislardir. Calismamizda

herhangi bir urolojik anomali ve immiunolojik

problemi olmayan, tamamen saglikli bir erkek
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cocukta gelisen sistit  tablosunda,

kulturinden

hemorajik
idrar izole edilen ve tammlanan
S. paratyphi A etken olarak kabul edilmistir.
ragmen

Gruber-Widal tup agliitinasyon testi ve Salmonella

Anemnezde tifo oOykusu bulunmamasina

turlerine  ozgul antiserumlarla yapilan lam

aglutinasyon testi olumlu sonu¢ vermistir.

Sonug olarak, Salmonella tiirlerinin neden oldugu
uriner sistem enfeksiyonu mikroorganizmanin endemik
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Derleme/Review

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Mikrosistin biyosentez yolaklarinin diizenlenmesi
ve genetik mekanizmalar

Serap YALCIN'

OZET

Oksijenik fotosentetik bakteriler grubunda yer
alan, sucul ve karasal cevrede cok yaygin bir yasam
alan1 bulunan siyanobakteriler (Mavi-yesil alg) farkl
morfolojik yapiya sahiptirler. Siyanobakteriler, bir kismi
oldukca etkili toksin olan ribozomal olmayan peptidler,
poliketidler ve alkoloidleri iceren biyoaktif sekonder
metabolit Uretebilmektedirler. Toksik siyanobakterilerin
yaygin bir sekilde bulunmasi insan ve hayvan sagligi
icin risk olusturmaktadir. Siyanobakterial toksinler veya
siyanotoksinler insanlarda karaciger kanseri, dermal
kontakt irritasyonlar, gastroenterit gibi hastaliklara sebep
olmaktadir. Siyanotoksinler norotoksinler,hepatotoksinler,
sitotoksinler ve dermatotoksinler olmak Uzere dort
ana sinifa aynlirlar. Fakat yapisal olarak birbirlerinden
oldukca farklidirlar. Gegtigimiz on yil icerisinde dort
temel siyanotoksinin: mikrosistin, nodularin, saksitoksin
ve silindrospermopsin biyosentez yolaklar1 biyokimyasal
ve genetik olarak tanimlanmistir. Mikrosistinlerin, insan
ve hayvan intoksikasyonlarin1 iceren bircok vakadan
sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu derleme ile mikrosistinin
biyosentez yolaklarini, kimyasal, genetik ve toksikolojik
ozelliklerin aciklanmaya calisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Siyanobakteri, mikrosistin, toksin

ABSTRACT

The cyanobacteria (blue-green algae), as they are
commonly named, comprise a diverse group of oxygenic
photosynthetic bacteria that inhabit a wide range
of aquatic and terrestrial environments, and display
incredible  morphological

diversity. Cyanobacteria

produce bioactive secondary metabolites, including
alkaloids, polyketides and non-ribosomal peptides, some
of which are potent toxins. The common occurrence
of toxic cyanobacteria causes problems for health of
animals and human. Cyanobacterial toxins or cyanotoxins
are responsible diseases such as liver cancer, dermal
contact irritations and gastroenteritis in humans. The
cyanotoxins divide four major classes: the neurotoxins,
hepatotoxins, cytotoxins, and dermatoxins. However,
this toxins are quite variety. The biosynthesis pathways
of the four major cyanotoxins: microcystin, saxitoxin,
nodularin and cylindrospermopsin, have been interpreted
as biochemical and genetical in the past decade.
Microcystins have been implicated in several cases of
animal and human intoxications. This review summarizes
biosynthesis pathways of microcystin, chemistry, genetic
and toxicology.

Key Words: Cyanobacteria, microcystin, toxin
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GIRIS

Siyanobakteriler fotosentetik bakterilerin buiylk

cogunlugunu olustururlar.  Siyanobakterilerin ilk
olarak yaklasik 3.5 milyon yil 6ncesinde varolduklan
Morfolojik olarak siyanobakterilerin

bulunabilmektedir.

bilinmektedir.
farklh
ekoloji, insan sagligi ve endiistri alanlarinda 6nemli
mikroorganizmalardir (1). Siyanobakterilerin tahminen
toksin lretebilme ozelligine

turleri Siyanobakteriler

150 cinsi, zararli

sahiptir. Siyanobakteriler tarafindan dUretilen bu
dort katogoride

1. norotoksinler, 2. hepatotoksinler, 3. sitotoksinler

toksinler siniflandinlmaktadir:
ve 4. dermatotoksinler (irritan toksinler) (2, 3). Bu
derleme kapsaminda, insan sagligi izerinde son
derece onemli bir hepatotoksin olan mikrosistin
Uzerine odaklanilmis olup ve son on yil icinde
mikrosistinin tanimlanan biyosentez yolaklar1 ayrintili
bir sekilde aciklanmaya calisilmistir.

MIKROSISTIN

Siyanobakterilerden  Microcystis,

Oscillatoria, Planktothrix, Chroococcus ve Nostoc

Anabaena,

cinsleri heptapeptit yapisinda bir hepatotoksin olan
mikrosistin icermektedir. Microcystis aeruginosa gibi
mikrosistin Ureten tirler yaygin dagilima sahiptir ve
insan sagligi icin 6nemli tehdit olusturmaktadir (4).

MIKROSISTIN VE BiYOSENTEZ YOLAKLARI

MIKROSISTININ KiIMYASAL YAPISI

Mikrosistinler, siyanobakterilerde bulunan
toksinlerin yapisal olarak farkli ve en biyiik grubunu
olustururlar.  Yaklasik 90 mikrosistin izoformunun,
metilasyon, hidroksilasyon, epimerizasyon derecesi,
peptid sekanst ve toksisitesi tamimlanmistir
(5, 6). Siklik peptid olan mikrosistinler tip 1 ve tip2A
okaryotik protein fosfatazlarinen etkiliinhibitorleridir.
Mikrosistinler siklo yapisina sahiptir (-Adda-D-Glu-Mdha-
D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z) (5, 7). Genel yapida X ve Z cesitli
L formunda bulunan aminoasitleridir. Adda, 3-amino-
9-metoksi-2,6,8,-trimetil-10-fenil-4,6,-dekadienoik
asit, D-MeAsp, 3-metilaspartik asit ve Mdha ise
(5,7).

genel yapisi Sekil 1’ de gosterilmektedir.

N-metil-dehidroalanin’dir Mikrosistinlerin

MIKROSISTININ TOKSIKOLOJIK ETKiSi

insanlarda mikrosistin zehirlenmesi sonucu goriilen
en onemli isaret karaciger hasaridir. 1996 yilinda
Brezilya’da 131 hastanin 116’sinda kusma, kaslarda
zay1flik gibi rutin zehirlenme belirtileri fark edilmis, bu
hastalarin 100’iinde akut karaciger hasari gelisirken,
52’sinde
semptomlar belirlenmistir. Bun semptomun sebebi

“Caruaru Sendromu” olarak tanimlanan

klorlama ve filtreleme islemi uygulanmamis sulara

Siklo-(D-Ala'-X*-D-MeAsp®-Z2*- Adda’-D-Glu®-Mdha’)

Sekil 1. Mikrosistin yapisi. Mikrosistin siklik heptapeptitdir. Mikrosistinde iki degisken amino asit X ve Z olarak
gosterilmektedir. En yaygin izoformu mikrosistin-LR (MA: 995. 17) dir.
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karisan siyanotoksinlerin tiketilmesi sonucu meydana
gelmistir. Yapilan analizler sonucunda sularda tespit
edilen mikrosistinler, ayn1 zamanda hastalarin kaninda
ve karacigerinde de bulunmustur (8 - 10).

Gurbuz ve ark. (11), Turkiye’de Kovada goliinde
yaptiklan calismada mikrosistin seviyesinin aylara
gore degisiklik gostermesinden dolay1, insan sagligi
acisindan surekli bu sularin kontrol altinda tutulmas:
gerektigini rapor etmislerdir. Uluslararasi Kanser
Arastirma Merkezi (IARC) ve Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) verilerine gore farelerde kilogram basina
(ug/kg/d) 0,04 ug karaciger toksisitesi meydana
tolere edilebilir

1,5 pg/L dir
sularina

getirmektedir. icme sularinda
gunlik doz mikrosistin-LR

Siyanotoksin

icin
zehirlenmeleri icme

karisan toksinler nedeniyle evcil hayvanlarda da

rapor edilmistir. Amerikanmin farkli eyaletlerinde
[(California (12), Colorado (13), Georgia (14),
Michigan (15), Mississippi (16), Oklahoma (17),
Wisconsin  (18), Saskatchewan] ve Kanada (19,

20)’da mikrosistinler nedeniyle evcil hayvanlarda
zehirlenmeler belirlenmistir. Mikrosistinler litrede
(ug/L) birkac mikrogram gibi kucik dozlarda dahi
baliklar Uizerinde toksik etki meydana getirmektedir.
Tablo 1’de cesitli  balik uygulanan
mikrosisitinin farkli dozlarimin karaciger ve bobrekler
uzerine subletal etkisi gorilmektedir (21-25).

turlerine

Mikrosistin besinlerle alindiginda organik anyon
transport proteinleri ile karacigere tasinir ve protein

Tablo 1. Baliklarda subletal oral mikrosistin dozlarinin etkisi

Cilt 69 ®m Say1 3 m 2012

fosfataz 1 ve 2A'min inhibisyonu ile toksisitesini
gostermektedir (26 - 28). Protein fosfatazin inhibisyonu
yapisal filamentlerin asin fosforilasyonuna, hiicre
degradasyonuna

bozulmasina yol acmaktadir (29 - 32). Hepatositlerde

iskeleti ve hepatik yapinin
meydana gelen biizilme ve kiicilmeler karaciger
dokularinda hasara neden olmaktadir. Bu bolgesel
doku hasari, organ yikimi ve hemorajik sok ile

sonuclanmaktadir (30).

Mikrosistinin  biitiin isoformlan toksisite
tespit edilmistir.
form olan mikrosistin-LR’nin,
degeri 50 pg iken,
RR icin olduricu doz 600 pg’dan daha fazladir
(33, 34). Aym1 zamanda bu toksinlerin olduriicl
olmayan bile
olusumuna neden oldugu gozlemlenmistir (33, 34).

Cesitli calismalarda mikrosistinin kronik maruziyeti

icin,
Ornegin en yaygin
farelerde LD 50
nadir gorulen mikrosistin-

dereceleri

dozlarina maruziyetin  kanser

sonucu farelerde ve ratlarda deri
kanseri olusumu gozlenmistir (35, 36). Epidemiyolojik

veriler

ve akciger

insanlarda hepatoselliler karsinom gibi
uzun donemli etkilerin varligin1 desteklemektedirler

(37, 38).

MIKROSISTIN BiYOSENTEZi VE GENETIK YAPISI

Mikrosistin, ribozomal olmayan peptid sentetaz
(NRPS) ve poliketid sentaz (PKS)
enzim kompleksi

iceren cok islevli
tarafindan sentezlenmektedir.

McyS gen bolgesi tarafindan kodlanan biyosentez

Balik . B\‘Zkg) s:;:; i a”‘nf;:lz‘(‘gztn) T(:;';"g /ﬁ;’)z Subletal Etki Ref.

Sazan (Yetiskin) 2.5 16 16 40 Yaygin karaciger hasari (21)

Sazan (Yetiskin) 50 28 28 1,400 Agir karaciger hasari (22)

Sazan (Geng) 400 1 1 400 Agir karaciger ve bobrek hasar (23)

Alabalik 550 8 4 4,400 Agir karaciger hasan (24)

Levrek 1,150 8 4 9,200 Agir karaciger hasari (25)
Turk Hij Den Biyol Derg
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enzimleri Microcystis, Anabaena, ve Planktothrix gibi
cesitli siyanobakteri tirlerinde karakterizedir (39-41)
(Sekil 2). Microcystis aeruginosa PCC7806’ da, mcyS
gen kiimesi 55kb’dir ve mcyA-C and mcyD-J olmak
Uzere sentezlenen iki operonda 10 gen icermektedir.
Bu iki operondan en genis olan gen bolgesi mcyD-J,
PKS enzimi (McyD), NRPS ve PKS enzimleri (hibrit
enzim) (McyE and McyG), toksinlerin tasinmasinda
rol alan enzimleri (McyH), daha kicuk bir operon
olan mcyA-C ise NRPS enzimlerini kodlanmaktadir
(McyA-C) (39) (Sekil 3).

Homolog enzimler ve biyoinformatik analizlere
bagli Adda’min olusumu,
tarafindan  kodlanan enzimler ile meydana
gelmektedir. Hibrit NRPS/PKS enzimi (McyG) Adda
biyosentezinin ilk basamaginda rol almaktadir. NRPS

mcyD-G ve J genleri

enziminin, fenilasetat1 aktive etmesi baslangic
hipotezi olarak belirlenmesine ragmen, A-PCP’nin
biyokimyasal karakterizasyonu, simflandintmis
fenilpropanoidlerin aktive edilmesi ve PCP yliklenmesi
ile meydana gelmektedir (42). Aktivasyonun ardindan
fenilpropanoidlerin baslatici Unitesi cesitli malonil-
CoA uzama basamaklari ve C-metilasyon, rediiksiyon,
dehidrasyon ile devam eder ve McyD, E ve G’ nin PKS

modilleri ile katalizlenir. Aminotransferaz enzimi,

A

MIKROSISTIN VE BiYOSENTEZ YOLAKLARI

Adda biyosentezinin son asamasinda poliketid’i
B-amino aside donustiiriir. ikinci hibrit PKS/NRPS
NRPS
ve Adda ile D-Glu kondensasyonunda rol aldigi

enziminin ise modulinin  aktivasyonda
disunidlmektedir (4).

Mcy F ORF geninin, mikrosistin L-Glu kalintilarinin
epimerizasyonundan sorumlu glutamat
enzimini kodladigi tahmin edilmektedir (39, 43).

Yapilan calismalar McyF’nin  Asp

rasemaz

rasemaz olarak
Planktothrix
agardhii’ deki mutagenez calismalar, Adda uretimin

rol oynadigim ileri siirmektedir (44).

monofonksiyonal enzim (McyJ) tarafindan O-metilasyon
basamaginin katalizlendigi bildirmektedir (40).

Mikrosistin biyosentez yolaginda kalan diger

biyosentetik  enzimler  spesifik  aktivasyonda,
modifikasyonda ve lineer peptid zincirinde aminoasit
substratlarinin kondensasyonunda gorev almaktadir.
ilk olarak McyA, D-ala’min eklenmesinin ardindan
zincire L-Ser’ni eklemektedir. Bu basamak L-Leu ve
D-MeAsp kalintilarinin (McyB), L-Arg (McyC) eklenmesi
ile son peptid dUriiniin salinimim takip etmektedir.
Kalan tek enzim 2-hidroksi-asit dehidrojenaz (Mcyl),
3-metilmalat’in

3-metiloksalasetat’a  donusimu

ile mikrosistin siklik yapis1 icinde, D-metilaspartat

uretimini gerceklestirmektedir (45).

. Cmr oy )

Sekil 2. Cesitli siyanobakterilerde hepatotoksin gen kiimeleri. (A) N. spumigena, (B) M. aeruginosa, (C) P. agardhii, ve
(D) Anabaena sp. 90’da mikrosistin ve nodularin gen kiimeleri poliketid sentaz (beyaz), non-ribosomal peptit sentetaz
(kirmiz1), 6zel enzimler (gri) ve ABC tasiyicilarim (siyah) kodlamaktadir (4).
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Fenilasetat \‘—’
+ATP

+Malonyl-CoA
+NADPH + H* +Malonyl-CoA
+2%SAM e
LSAM + Malonyl-CoA \\_.
HO + NADPH +H* >
Ho + Malonyl-CoA \’
+ Clutamate?
+5AM +1-Glu
+ ATP
Meyi

Mo MeyA N MoB MeyC

Sekil 3. Mikrosistinin model formasyonu (McyA-E,G). Beyaz dikdortgen PKS veya NRPS’yi gostermektedir. Aminotransferaz
kare seklinde gosterilmektedir. ORF, McyJ, F ve |, aktivitesi U¢gen ile belirtilmektedir. Kisaltmalar: A, aminoacil adenilasyon;
ACP, acil tasiyic1 protein; AMT, aminotransferaz; AT, aciltransferaz; C, kondenzasyon; CM, C-metiltransferaz; DH, dehidrataz;
Ep, epimerizasyon; KR, ketoacil rediiktaz; KS, B-ketoacil sentaz; NM, N-metiltransferaz; OM, O-metiltransferaz; RC, rasemaz;
TE, tiyoesteraz. NRPS tiyolasyon motifi siyah ile gosterilmektedir (4, 22).
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ABC tasiyict genin ise (mcyH), mikrosistinlerin
tasinmasinda gorev aldigr bilinmektedir (46). Bu
(47, 48) vya
da yiiksek ve kirmizi 1s18a maruziyet ile blyilime

toksinler tilakoid lokalizasyonundan

durumunda toksinin disarnn atilmasindan sorumlu
olabilmektedir (49).

M. aeruginosa, P. agardhii (40) ve Anabaena sp.
(41)’min mcyS gen kimeleri Uzerine yapilan calismalar
toksin biyosentez prosesinin benzer oldugunu ancak,
siyanobakterilerin farkli tirleri arasindaki
genlerinin diziliminde degisiklikleri gostermisledir

(39). M. aeruginosa ve Anabaena sp. mcyS kuimeleri iki

mcyS

operon arasinda dizilmistir ancak bu iki tiir arasinda
bu operonlar icinde genlerin dizilis siras1 farklilik
gostermektedir. P agardhii’de mcyS kimeleri mcyF
ve mcyl icermeyen kendine 6zgu diizene sahiptir. Ayn
zamanda P. agardhii’de mcyS gen kiimeleri mcyT adi
verilen gen icermektedir. Bu gen promotor bolgede
yer almakta ve tip Il tioesteraz enzimini kodladig
aeruginosa, P. agardhii ve
Anabaena sp.’de mcyS’ in 6zelligi siyanobakterilerde

dusunulmektedir. M.

hepatotoksin biyosentezini ve orijinini anlamak icin
onemlidir. Transpozaz enzimlerinin tanimlanmasi
ile iliskili, mcyS ve ndaS (nodularin) gen kiimeleri
ve yapilan filogenetik analizler cesitli mikrosistin
izoformlarinin ve mcyS gen kumelerinin sporadik
dagilimindan sorumlu rekombinasyon olaylari ve gen
transferi teorisine izin vermektedir (39, 50, 51).
Nitrojen, fosfor, iz elementler, bliyiime sicakligi,
15tk ve pH gibi cevresel ve fiziksel faktorlerin
siyanobakterilerde hepatotoksin liretimini etkiledigi
dusunulmektedir (52 - 58). Ancak baz1 calismalarda
bu konu tam olarak standardize edilmemistir.
Toksin diizenleme calismalarinin cogu direk olarak
hiicresel toksin 6lcumu uzerine odaklanirken, Tillett
ve ark. molekiler seviyede mcy gen kiimelerinin
tanimlanmasinin daha yakindan incelenmesine imkan
vermektedir (49). Kaebernick ve ark., farkli 151k
dereceleri altinda mcyB ve mcyD’nin transkripsiyonu
olcmek icin “RNase protection assay” kullanmislardir.
Yiiksek 151k yogunlugunda ve kirmizi 1s1k yogunlugunda
birbiri

artan transkripsiyon seviyesini ile iliskili
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bulurken, mavi 1sikta ise transkripsiyon seviyesi
azalmaktadir. ilginc olarak, koyu- hafif 1sikta (0 ve
16 pmol foton m-2 s-1), ve orta-yuksek 151k (31 ve
68 pmol foton m-2 s-1) araliginda meydana gelen
(59).

Alternatif transkripsiyon baslama bolgeleri farkl

transkripsiyonun  arttigini  gostermislerdir
151k yogunluklart altinda kiiltlirlenmis hucrelerde
her iki operon icin tammlanmisti. Ornegin diisiik
151k yogunlugu altinda poliketid ve mcyD-J,
merkez promotor (mcyD)’den polisistronik mesaj
(mcyDEFGHIJ)’1n  bir

edilirken,

parcast olarak transkribe
yliksek 1s1k yogunlugu altinda genler
alternatif promotor bolgesinden sentezlenmektedir.
Yiiksek 151k yogunlugu altinda alternatif promotor
transkripsiyonun artmasina izin vermektedir (mcyB
ve mcyD). Diger 6zel enzimlerin (mcyF, G, H, | ve J)
cogu ise kendine 6zgli promotorlere sahiptir.
Beslenme icerigi ve sicaklik gibi diger faktorler
mcyS ekspresyonunu ve toksin  biyosentezini
etkiledigi gosterilmistir. Ornegin, Sevilla ve ark.,
(58) M. aeruginosa PCC7806’de mcyS ekspresyonu
ve toksin biyosentezi uzerine demir (Fe) nin etkisini
arastirmislardir (58). Real time PCR restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi (RFLP), southern ve
dot blot hibridizasyon, sekans ve yuksek basincli
(HPLC)
biyosentez genlerinin tanimlanmasi,
LR’nin
(60-64).
beslenmenin, mcyD transkripsiyonda artisa neden

sivi  kromotografi analizleri, mikrosistin
mikrosistin-
kullanilmaktadir

sentezinin Olcimiu igin

Bu calismanin sonucu demirden eksik

oldugunu desteklemektedir (58).

Xu ve ark. (65), insan WRL-68 hiicre hatlarina
uyguladiklart Mikrosistin-LR’nin (10ug/L)
miRNA ekspresyonunda degisikliklere neden oldugunu

karaciger

rapor etmislerdir.

Mikrosistin-LR etkisinin karaciger metalloproteinase
-2/-9 gen ifadesini degistirdigi ve kanser hiicre gociinii
de uyardig1 yine son zamanlarda yapilan calismalar
arasindadir (66).

Proteomiks Zebrafish’lerde
(0,5 LD,)
sonra 24 protein

calismalarinda
intraperitonal olarak  Mikrosistinin

(2.000 pg/kg) verilmesinden
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Uzerine yapilan analizleri sonucu iskelet vyapisi,
oksidatif stres, glikolizis metabolizmasi, kalsiyum
iyon baglanams1 ve diger biyolojik fonksiyonlarda
degisiklikler
testislerde hasar ve disi

gozlemlenmistir. ~ Aym zamanda
zebrafish’lerin  lireme
sisteminde oksidatif stresten dolayr hasar meydana

gelmistir (67).

SONUC

Mikrosistinler, biyosentezi aciklanan ilk
siyanobakteri toksinleridir. Mikrosistinin yaklasik

KAYNAKLAR

1. Bull AT, Ward AC, Goodfellow M. Search and
discovery strategies for biotechnology: the
paradigm shift. Microbiol Mol Biol Rev, 2000; 64(3):
573-606.

2. Pilotto L, Hobson P, Burch MD, Ranmuthugala G,
Attewell R, Weightman W. Acute skin irritant
effects of cyanobacteria (blue-green algae) in
healthy volunteers. Aust N Z J Public Health, 2004;
28(3): 220-4.

3. Botes D, Wessels P, Kruger H, Runnegar M, Santikarn
S, Smith R, Barna J, Williams D. Structural studies
on cyanoginosins-LR, -YR, -YA, and -YM, peptide
toxins from Microcystis aeruginosa. J Chem Soc,
1985; 1: 2747-2748.

4, Pearson L, Mihali T, Moffitt M, Kellmann R, Neilan
B. On the chemistry, toxicology and genetics of
the cyanobacterial toxins, microcystin, nodularin,
saxitoxin and cylindrospermopsin. Mar Drugs, 2010;
8(5):1650-80.

5. Moore RE, Chen JL, Moore BS, Patterson GML,
Carmichael WW. Biosynthesis of microcystin-LR.
Origin of carbons in the Adda and Masp units. J Am
Chem Soc, 1991; 113: 5083-4.

6. Welker M, Von Dohren H. Cyanobacterial peptides
nature’'s own combinatorial biosynthesis. FEMS
Microbiol Rev, 2006; 30: 530-63.

Cilt 69 ®m Say1 3 m 2012

90 izoformunun toksisite seviyeleri literatirlerde
aciklanmistir (52, 68, 69).
karaciger kanseri basta olmak lizere bircok kanser

Giiniimiizde ozellikle

tlirlinde mikrosistinlerin rolii oldugu distinilmektedir.
Hiicre kiltiri ve deney hayvanlarindaki calismalar
sonucunda mikrosisitinlerin genetik mekanizmalarinin-

yolaklarinin  belirlenmesi ve sistemik etkilerinin

arastirilmasina devam edilmektedir. Bu tir calismalar
sonucunda elde edilen veriler zehirlenmelerin, cesitli
organ ve doku hasarlarinin ve kanser tedavilerinin
basarili bir sekilde ilerlemesinde 6nem tasimaktadir.

7. Ziegler K, Diener A, Herpin C, Richter R, Deutzmann
R, Lockau W. Molecular characterization of
cyanophycin synthetase, the enzyme catalyzing the
biosynthesis of the cyanobacterial reserve material
multi-L-arginyl-poly-L-aspartate (cyanophycin). Eur
J Biochem, 1998; 254: 154-9.

8. Jochimsen EM, Carmichael WW, An JS, Cardo DM,
Cookson ST, Holmes CE, Antunes MB, de Melo
Filho DA, Lyra TM, Barreto VS, Azevedo SM, Jarvis
WR. Liver failure and death after exposure to
microcystins at a hemodialysis center in Brazil. N
Engl J Med, 1998; 338: 873-8.

9. GrosseY, Baan R, Straif K, Secretan B, El Ghissassi
F, Cogliano V. Carcinogenicity of nitrate, nitrite,
and cyanobacterial peptide toxins. Lancet Oncol,
2006 ; 7(8): 628-9.

10. Azevedo SM, Carmichael WW, Jochimsen EM,
Rinehart KL, Lau S, Shaw GR, EagleshamGK.Human
intoxication by microcystins during renal dialysis
treatment in Caruaru-Brazil, Toxicol, 2002; 27:181-
182: 441-6.

11. GurbizF, Metcalf JS, Karahan AG, Codd GA. Analysis
of dissolved microcystins in surface water samples
from Kovada Lake, Turkey. Sci Total Environ, 2009;
15: 407(13): 4038-46.

12. DeVries SE, Galey FD, Namikoshi M, Woo JC.
Clinical and pathologic findings of blue-green algae
(Microcystis aeruginosa) intoxication in a dog. J
Vet Diagn Invest, 1993; 5(3): 403-8.

Turk Hij Den Biyol Derg

175



Cilt 69 ® Say13 m 2012

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

176

Puschner B, Galey FD, Johnson B, Dickie CW,
Vondy M, Francis T, Holstege DM. Blue-green algae
toxicosis in cattle. J Am Vet Med Assoc, 1998;
1;213(11): 1605-7.

14. Frazier K, Colvin B, Styer E, Hullinger G, Garcia
R. Microcystin toxicosis in cattle due to overgrowth
of blue-green algae. Vet Hum Toxicol, 1998; 40(1):
23-4.

Fitzgerald SD, Poppenga RH. Toxicosis dueto
microcystin hepatotoxins in three Holstein heifers.
J Vet Diagn Invest, 1993; 5(4): 651-3.

Kerr LA, McCoy CP, Eaves D. Blue-green algae
toxicosis in five dairy cows. J Am Vet Med Assoc,
1987; 1:191(7): 829-30.

Short SB, Edwards WC. Blue-green algae toxicoses
in Oklahoma. Vet Hum Toxicol, 1990; 32(6):
558-60.

Galey FD, Beasley VR, Carmichael WW, Kleppe
G, Hooser SB, Haschek WM. Blue-green algae
(Microcystis aeruginosa) hepatotoxicosis in dairy
cows. Am J Vet Res, 1987; 48(9): 1415-20.

Dillenberg HO, Dehnel MK. Toxic waterbloom
in Saskatchewan, 1959. Can Med Assoc J, 1960;
83(22): 1151-4.

Senior VE. Algal poisoning in Saskatchewan. Can J
Comp Med Vet Sci, 1960; 24(1): 26-31.

Carbis CR, Mitchell GF, Anderson JW, McCauley
I. The effects of microcystins on the serum
biochemistry of carp, Cyprinus carpio L., when the
toxins are administered by gavage, immersion and
intraperitoneal routes. J Fish Diseas, 1996; 19(2):
151-9.

Li XY, Chung IK, Kim JI, Lee JA. Subchronic oral
toxicity of microcystin in common carp (Cyprinus
carpio L.) exposed to Microcystis under laboratory
conditions. Toxicon, 2004; 15: 44(8): 821-7.

Fischer WJ, Dietrich DR. Pathological and
biochemical characterization of microcystin-
induced hepatopancreas and kidney damage in
carp (Cyprinus carpio). Toxicol Appl Pharmacol,
2000; 164(1): 73-81.

Tencalla FG, Dietrich DR, Schlatter C, Toxicity of
Microcystis aeruginosa peptide toxin to yearling
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquat
Toxicol, 1994; 30(3): 215-24.

Ibelings BW, Bruning K, de Jonge J, Wolfstein
K, Pires LM, Postma J, Burger T. Distribution of
microcystins in a lake foodweb: No evidence for
biomagnification. Microb Ecol, 2005; 49(4): 487-500.

Turk Hij Den Biyol Derg

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

MIiKROSISTIN VE BiYOSENTEZ YOLAKLARI

Runnegar MT, Gerdes RG, Falconer IR. The uptake
of the cyanobacterial hepatotoxin microcystin by
isolated rat hepatocytes. Toxicon, 1991; 29: 43-51.

Runnegar M, Berndt N, Kaplowitz N. Microcystin
uptake and inhibition of protein phosphatases:
effects of chemoprotectants and self-inhibition
in relation to known hepatic transporters. Toxicol
Appl Pharmacol, 1995; 134: 264-72.

Dawson RM. The toxicology of microcystins.
Toxicon, 1998; 36: 953-62.

Eriksson JE, Toivola D, Meriluoto JA, Karaki H,
Han YG, Hartshorne D. Hepatocyte deformation
induced by cyanobacterial toxins reflects inhibition
of protein phosphatases. Biochem Biophys Res
Commun, 1990; 173: 1347-53.

Sahin A, Tencalla FG, Dietrich DR, Mez K, Naegeli H.
Enzymatic analysis of liver samples from rainbow
trout for diagnosis of blue-green algae-induced
toxicosis. Am J Vet Res, 1995; 56: 1110-5.

Krishnamurthy T, Carmichael WW, Sarver EW.
Toxic peptides from freshwater cyanobacteria
(blue-green algae). I. Isolation, purification and
characterization of peptides from Microcystis
aeruginosa and Anabaena flos-aquae. Toxicon,
1986; 24: 865-73.

Dittmann E, Borner T.Genetic contributions to the
risk assessment of microcystin in the environment.
Toxicol Appl Pharmacol, 2005; 203(3):192-200.

Yoshizawa S, Matsushima R, Watanabe MF, Harada
K, Ichihara A, Carmichael WW, Fujiki H. Inhibition
of protein phosphatases by microcystins and
nodularin associated with hepatotoxicity. J Cancer
Res Clin Oncol, 1990; 116: 609-14.

Nishiwaki S, Fujiki H, Suganuma M, Nishiwaki-
Matsushima R, Sugimura T. Rapid purification
of protein phosphatase 2A from mouse brain by
microcystin-affinity chromatography. FEBS Lett,
1991; 279: 115-8.

Falconer IR. Tumor promotion and liver injury
caused by oral consumption of cyanobacteria.
Environ Toxicol Water Qual, 1991; 6: 177-84.

Nishiwaki-Matsushima R, Ohta T, Nishiwaki S,
Suganuma M, Kohyama K, Ishikawa T, Carmichael
WW, Fujiki H. Liver tumor promotion by the
cyanobacterial cyclic peptide toxin microcystin-
LR. J Cancer Res Clin Oncol, 1992; 118: 420-4.



S. YALCIN

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Yu S. Primary prevention of hepatocellular
carcinoma. J Gastroenterol Hepatol, 1995; 10:
674-82.

Tanabe Y, Sano T, Kasai F, Watanabe MM.
Recombination, cryptic clades and neutral
molecular divergence of the microcystin synthetase
(mcy) genes of toxic cyanobacterium Microcystis
aeruginosa. BMC Evol Biol, 2009; 9:115.

Tillett D, Dittmann E, Erhard M, von Dohren H,
Borner T, Neilan BA. Structural organization of
microcystin biosynthesis in Microcystis aeruginosa
PCC7806: an integrated peptide-polyketide
synthetase system. Chem Biol, 2000; 7: 753-64.

Christiansen G, Fastner J, Erhard M, Borner
T, Dittmann E. Microcystin biosynthesis in
planktothrix: genes, evolution, and manipulation.
J Bacteriol, 2003; 185: 564-72.

Rouhiainen L, Vakkilainen T, Siemer BL, Buikema
W, Haselkorn R, Sivonen K. Genes coding for
hepatotoxic heptapeptides (microcystins) in the
cyanobacterium Anabaena strain 90. Appl Environ
Microbiol, 2004; 70: 686-92.

Hicks LM, Moffitt MC, Beer LL, Moore B, Kelleher
NL. Structural characterisation of in vitro and
in vivo intermediates on the loading module of
microcystin synthetase. ACS Chem Biol, 2006; 1:
93-102.

Nishizawa T, Asayama M, Shirai M. Cyclic
heptapeptide microcystin biosynthesis requires
the glutamate racemase gene. Microbiology, 2001;
147: 1235-41.

Sielaff H, Dittmann E, Tandeau De Marsac N,
Bouchier C, Von Dohren H, Borner T, Schwecke T.
The mcyF gene of the microcystin biosynthetic
gene cluster from Microcystis aeruginosa encodes
an aspartate racemase. Biochem J, 2003; 373:
909-16.

Pearson LA. Barrow KD, Neilan BA. Characterization
of the 2-hydroxy-acid dehydrogenase Mcyl,
encoded within the microcystin biosynthesis gene
cluster of Microcystis aeruginosa PCC7806. J Biol
Chem, 2007; 282: 4681-92.

Pearson LA, Hisbergues M, Borner T, Dittmann E,
Neilan BA. Inactivation of an ABC transporter gene,
mcyH, results in loss of microcystin production in
the cyanobacterium Microcystis aeruginosa PCC
7806. Appl Environ Microbiol, 2004; 70: 6370-8.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Cilt 69 ®m Say13 m 2012

Shi L, Carmichael WW, Miller I. Immuno-gold
localization of hepatotoxins in cyanobacterial
cells. Arch Microbiol, 1995; 16: 7-15.

Young FM, Thomson C, Metcalf JS, Lucocq JM,
Codd GA. Immunogold localisation of microcystins
in cryosectioned cells of Microcystis. J Struct Biol,
2005; 151: 208-14.

Kaebernick M, Neilan BA, Borner T, Dittmann
E. Light and the transcriptional response of the
microcystin biosynthesis gene cluster. Appl Environ
Microbiol, 2000; 66: 3387-92.

Mikalsen B, Boison G, Skulberg OM, Fastner J,
Davies W, Gabrielsen TM, Rudi K, Jakobsen KS.
Natural variation in the microcystin synthetase
operon mcyABC and impact on microcystin
production in Microcystis strains. J Bacteriol,
2003; 185: 2774-85.

Tooming-Klunderud A, Mikalsen B, Kristensen T,
Jakobsen KS. The mosaic structure of the mcyABC
operon in Microcystis. Microbiology, 2008; 154:
1886-99.

Sivonen K. Effects of light, temperature, nitrate,
orthophosphate, and bacteria on growth of and
hepatotoxin production by Oscillatoria agardhii
strains. Appl Environ Microbiol, 1990; 56: 2658-66.

Lukac M, Aegerter R. Influence of trace metals
on growth and toxin production of Microcystis
aeruginosa. Toxicon, 1993; 31: 293-305.

Van der Westhuizen AJ, Eloff JN. Effect of
temperature and light on the toxicity and growth
of the blue-green alga Microcystis aeruginosa (UV-
006). Planta, 1985; 163: 55-9.

Song L, Sano T, Li R, Watanabe M, Liu Y, Kaya
K. Microcystin production of Microcystis viridis
(cyanobacteria) under different culture conditions.
Phycol Res, 1998; 42: 19.

Davis TW, Berry DL, Boyer GL, Gobler CJ. The
effects of temperature and nutrients on the growth
and dynamics of toxic and non-toxic strains of
Microcystis during cyanobacteria blooms. Harmful
Algae, 2009; 8 : 715-25.

Tonk L, Visser PM, Christiansen G, Dittmann E,
Snelder EO, Wiedner C, Mur LR, Huisman J. The
microcystin composition of the cyanobacterium
Planktothrix agardhii changes toward a more toxic
variant with increasing light intensity. Appl Environ
Microbiol, 2005; 71: 5177-81.

Turk Hij Den Biyol Derg

177



Cilt 69 ® Say13 m 2012

58.

59.

60.

61.

62.

63.

178

Sevilla E, Martin-Luna B, Vela L, Bes MT, Fillat
MF, Peleato ML. Iron availability affects mcyD
expression and microcystin-LR  synthesis in
Microcystis aeruginosa PCC7806. Environ Microbiol,
2008; 10: 2476-83.

Kaebernick M, Dittmann E, Borner T, Neilan
BA. Multiple alternate transcripts direct the
biosynthesis of microcystin, a cyanobacterial
nonribosomal peptide. Appl Environ Microbiol,
2002; 68: 449-55.

Meissner K, Dittmann E, Borner T. Toxic and non-
toxic strains of the cyanobacterium Microcystis
aeruginosa contain sequences homologous to
peptide synthetase genes. FEMS Microbiol Lett,
1996;135: 295-303.

Dittmann E, Meissner K, Borner T. Conserved
sequences of peptide synthetase genes in
the cyanobacterium  Microcystis aeruginosa.
Phycologia, 1996; 35: 62-7.

Neilan BA, Dittmann E, Rouhiainen L, Bass RA,
Schaub'V, Sivonen K, Borner T. Nonribosomal peptide
synthesis and toxigenicity of cyanobacteria. J
Bacteriol, 1999; 181: 4089-97.

Kurmayer R, Kutzenberger T. Application of real-
time PCR for quantification of microcystin genotypes
in a population of the toxic cyanobacterium
Microcystis sp. Appl Environ Microbiol, 2003; 69:
6723-30.

Turk Hij Den Biyol Derg

64.

65.

66.

67.

68.

69.

MIiKROSISTIN VE BiYOSENTEZ YOLAKLARI

Kurmayer R, Dittmann E, Fastner J, Chorus I.
Diversity of microcystin genes within a population
of the toxic cyanobacterium Microcystis spp. in
Lake Wannsee (Berlin, Germany). Microb Ecol,
2002; 43: 107-8.

Zhang Z, Zhang XX, Qin W, Xu L, Wang T, Cheng
S, Yang L. Effects of microcystin-LR exposure on
matrix ~ metalloproteinase-2/-9  expressionand
cancer cell migration. Ecotoxicol Environ Saf,
2012; 77: 88-93.

Xu L, Qin W, Zhang H, Wang Y, Dou H, Yu D, Ding Y,
Yang L, Wang Y. Alterations in microRNA expression
linked to microcystin-LR-induced tumorigenicity
in human WRL-68 Cells. Mutat Res, 2012; 18:
743(1-2): 75-82.

Zhao S, Xie P, Li G, Jun C, Cai Y, Xiong Q, Zhao
Y.The proteomic study on cellular responses of
the testes of zebrafish (Danio rerio) exposed to
microcystin-RR. Proteomics, 2012; 12(2): 300-12.

Srivastava A, Choi GG, Ahn CY, Oh HM, Ravi AK,
Asthana RK. Dynamics of microcystin production
and quantification of potentially toxigenic
Microcystis sp. using real-time PCR. Water Res,
2012; 1: 46(3): 817-27.

Cantor GH, Beckonert O, Bollard ME, Keun HC,
Ebbels TM, Antti H, Wijsman JA, Bible RH, Breau
AP, Cockerell GL, Holmes E, Lindon JC, Nicholson
JK. Integrated histopathological and urinary
metabonomic investigation of the pathogenesis of
Microcystin-LR toxicosis. Vet Pathol, 2012; in press.



TELIF HAKKI DEVRI / COPYRIGHT RELEASE

....... /...../20...

Makale Tiirii/Article Type:
(...)Arastirma/Research (...)Derleme/Review (...)Olgu Sunumu/Case Report (...)Editdre Mektup/Letter to Editor
Makale Baghgy/Article ENtitled t. ..o

Sayin Editdr,
Yayinlanmast dilegiyle Tiirk Hij

akalenin yazarlar olarak;

ve Deneysel Blyolo;Srkglsl gonde\d!glmlz

1. Derginizde yayimlanmak iizere yollamis oldugumuz Idugunu; bilimsel ve etik
sorumlulugunun bize ait oldugunu,
2. Makalenin; derginizdeki degerlendirme siirecind a bir yaym anin aylmlan nak tizere
gonderilmedi ni ve g il gini
an

5 eri
; kisilik ve te arina-a
Q& Y,

Yazisma Adresi/Correspontiag ANIESS oorerocrrrorossmmmeeeeereeeree e M e
Tel/Phone :..cocvveoiieiiiiiiec S PR PTT RO PRRON cmail s

(o)) e e ' ignd e
Yazigma Adresi/Corresponding AdAress ... i e oottt et ettt ettt ettt ettt

Tel/Phone teeeeeieeeeeeeeeeee, Faks/Fax :.. o e———— e-posta/e-mail to..oioiieieieee e
(o)D) e IMZa/SIGNAULE T
Yazigma Adresi/Corresponding AArESs ©. i oottt
Tel/Phone ..o Faks/Fax oo e-posta/e-mail tooouiiiiieiiiieeeeee e

Not / Note : 1. ileti§im kurulacak yazarin yanma (X) isareti koyunuz / Please indicate the corresponding author with (X)
2. Formu asagidaki adrese faks/posta yolu ile gdnderiniz veya elden teslim ediniz / Please send this form to the
address below by faks or mail or deliver personally.

TURKIYE HALK SAGLIGI KURUMU / PUBLIC HEALTH INSTITUTION OF TURKEY
Ttirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi / Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology
Saglik Mah. Adnan Saygun Cad. No: 55 Refik Saydam Yerleskesi 06100  Sihhiye ANKARA-TURKEY










