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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAZIM KURALLARI

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

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

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

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

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

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

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

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

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

yazilmali; uluslararasi standardlara uygun olarak kisaltilmalidir.

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

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

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

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

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

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

11. Arastirma yazilari;

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

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

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

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

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

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

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

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

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Tirkiye Halk Sagligr Kurumu

Tel : (0312) 565 55 79

Faks : (0312) 565 55 91

e-posta : turkhijyen@thsk.gov.tr



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

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

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

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

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

b. The short title should not exceed 40 characters.

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

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

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

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

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

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

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

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

11. Research Articles;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Book chapters: The author(s) surname of the chapter initial(s) letter of the
name. Section title. In: Surname of editor(s) initial (s) letter of first name(s) ed /
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Human brucellosis in Thailand: Reported cases summary

Joob BEUY',

Viroj WIWANITKIT?

INTRODUCTION

Brucellosis is an important zoonosis from cattle,
swine, goats, sheep and dogs. It can be seen in many
countries around the world (1). The patient can have
wide spectrum of clinical feature and it is usually
seen as a case of fever of unknown (FUO) origin (2).
However, in Southeast Asia, this disease is extremely
rare. In Thailand, a tropical country in Southeast
Asia, brucellosis was firstly reported in 1970 and
there were sporadic case reports after that (3, 4).
Here, the authors have summarized on the clinical
features of all available case reports of brucellosis
in Thailand until now (October 2015). According
to the searching in standard databases (PubMED,
Scopus, Index Copernicus and Thai Index Medicus),
there are at least 14 cases of human brucellosis
reported from Thailand (4-10). All cases are also
recorded due to the national disease notification
system. All cases were adult patients except one.
Prolonged FUO was the main clinical presentation
seen in all cases. All adult cases also presented the
complaint of weight loss. Lung complications (lobar
pneumonia) could be seen in two cases. There was
no problem of dermatological or gastrointestinal
problem. The common laboratory finding in all
cases was pancytopenia. Immunological test (serum

agglutination test, cut off point 1:160) and blood
culture helped to confirm diagnosis in all cases
(no PCR test was available for diagnosis in studied
reported cases). Standard antibiotic (doxycycline)
treatment was used in all cases and it was proved
to be effective for management of all Thai cases;
complete recovery could be observed. Although
there are few case reports on human brucellosis in
Thailand. The high seropositivity (45.35%) among
general health people was recently reported (11)
from a city where the outbreak took place in the
previous year. In that recent study (11), “contact
with labored or aborted goats” and “consumption
of raw goat products” were approved as risk factors
for human brucellosis in Thailand. In Thailand,
brucellosis can be seen and the clinical pattern is
concordant with the standard medical textbooks and
pulished literatures. In Thailand, fever is the main
clinical presentation and the respiratory problem is
predominate. Goat is the major source of infection
and B. melitensis the principal cause of human
brucellosis. Although the cases are rare in Thailand,
it is also similar to the previous report from other
countries such as Turkey (12).
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Clinical characteristics and incidence of bacterial and viral pathogens
in patients hospitalized with community acquired pneumonia
in childhood in Konya between October 2008 and February 2010

Sadiye SERT',  Melike EMIROGLU2,  Ugur ARSLAN:,  Osman KOC4,  Rahmi ORS®
ABSTRACT OZET
Objective: It was aimed to investigate clinical Amac: Bu calismada; toplum kokenli pnomoni
characteristics and incidence of bacterial and viral tamist (TKP) ile hastaneye yatirilan hastalarda

pathogens in patients who were hospitalized with the
clinical diagnosis of community acquired pneumonia
(CAP).

bakteriyel ve viral etkenlerin insidansi ve klinik
ozellikleri arastirilmas1 amaglanmistir.

Yontem: 1 Ekim 2008-28 Subat 2010 tarihleri
arasinda Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Cocuk Poliklinikleri ve Cocuk Acil Servisine basvuran
ve yatirilarak tedavi edilmesi gereken, basvurudan
48 saat Oncesine kadar antibiyotik kullanmayan,
klinik olarak TKP tanisi olan, yaslarn 1 ay ile 16
yas arasindaki toplam 91 hasta calisma kapsamina
alindi. Bu hastalarin demografik ve klinik ozellikleri
kaydedildi. Hastane basvurusu esnasinda tam kan
sayimi, eritrosit sedimantasyon hizi, C-reaktif protein,
prokalsitonin, kan kiiltliru icin kan numuneleri ve viral
etiyolojiyi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) ile saptamak amaciyla nazofaringeal
aspirat numuneleri alindi. Tim hastalarin PA akciger

Method: In this study 91 patients at the ages between
one month and six years who required hospitalization
and were admitted to pediatrics clinics and pediatric
emergency services of the Selcuk University Meram
Medical Faculty, and also who did not use antibiotics for
48 hours before hospital admission and had the clinical
diagnosis of CAP were investigated from October 2008 to
February 2010. Demographic and clinic characteristics
of the patients were recorded. Blood samples for
complete blood count, erytrocyte sedimentation rate,
C-reactive protein, procalcitonin, blood culture and
nasopharyngeal aspirate samples for detection of the
viral etiologies by real time polymerase chain reaction

(RT-PCR) were taken at the time of hospital admission.
Initial posteroanterior (PA) chest X-rays of all patients
were checked.

Results: The agents of pneumonia were detected
in 24.2% (22/91) but not in 75.8% (69/91) of our
patients. Of 91 patients, 11 (12.1%) were positive for
viral infections, 9 (9.9%) were positive for only bacterial
infections, 3 (3.3%) had viral coenfection, 2 (2.2%) were
positive for both viral and bacterial infections. Out of

radyografileri kontrol edildi.

Bulgular:  Hastalarin  %24,2  (22/91)’sinde
pnomoni etkeni saptanirken, %75,8 (69/91)’inde
herhangi bir pnomoni etkeni saptanamadi. 91
hastanin 11 (%12,1)’inde viral enfeksiyon, dokuzunda
(%9,9) sadece bakteriyel enfeksiyon, lciinde
(%3.3) koenfeksiyon, ikisinde (%2,2)
virus hem de bakteri vardi. Virus tespit edilen 11

hastanin yedisinde Parainfluenza (PIV) 2, ikisinde

viral hem

11 viral positive patients, 7, 2, 1, 2, and 1 patients

PIV 3, birinde adenovirus, ikisinde hem PIV3 hem
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were detected to have parainfluenza virus (PIV) 2,
PIV 3, adenovirus, both PIV 3 and adenovirus, both
PIV 2 and PIV 3, respectively. RSV, PIV 1 and human
metapneumovirus (hMPV) were not detected in any of
cases. Out of 11 bacteria positive patients, 5, 2, 1, 1, 1,
and 1 patients were detected to have Staphylococcus
epidermidis, S. saprophyticus, S. hominis, S. capitis,
S. sobrinus and S. mitis. Also mixed viral-bacterial
agent presence were detected in 2 (2.2%) of our patients.
Out of ninety one pneumonia patients those having their
diagnosis clinically, 59 (64.7%) had radiological signs.

Conclusion: Our study demonstrated the etiological
influence of viral agents in CAP. Parainfluenza virus 2
was the most common viral agent among detected
viruses in all age groups. Improving the etiological
diagnosis of viral infections may avoid unnecessary
the use of antibiotic. Further comprehensive and
randomized controlled studies are needed to confirm
our results.

Key  Words: Childhood, etiology,
acquired pneumonia, real time-PCR

community

adenovirus, birinde hem PIV2 hem de PIV3 tespit
edildi. Hastalarin hicbirinde RSV, PIV1, hMPV
saptanmadi. Bakteri tespit edilen 11 hastanin besinde
Stafilokokus epidermidis, ikisinde S. saprophyticus,
birinde S. shominis, birinde S. capitis, birinde S.
sobrinus ve birinde S. mitis tespit edildi. Hastalarin
ikisinde de viral-bakteriyel karma etken oldugu
saptandi. Klinik olarak pnomoni tamisi alan 91
hastanin 59 (%64,7)’unda radyolojik olarak pnomoni

varligi belirlendi.
Sonug: etkenlerin

etiyolojik etkisini gosterdi. Parainfluenza virus 2

Calismamiz TKP’de viral

tim yas gruplarinda en sik tespit edilen viral
etkendi. Viral enfeksiyonlarin etiyolojik tanilarinin
iyilestirilmesi ile gereksiz antibiyotik kullanimindan
kacinilabilir.
kapsamli ve randomize
gereksinim vardir.

Sonuclarimizi dogrulamak icin daha
kontrollii calismalara

Anahtar
toplum kokenli pnomoni, gercek zamanli PZR

Kelimeler: Cocukluk cagi, etiyoloji,

INTRODUCTION

Childhood community-acquired pneumonia (CAP)
remains a leading cause of morbidity and mortality
worldwide. The aetiological agents, patient age,
clinical manifestations and seasonal occurrence
of childhood CAP vary between countries. Rational
antibiotic treatment requires knowledge of the most
likely pathogens in each geographical region (1).
Recent estimates from the World Health Organization
(WHO) suggest that pneumonia is responsible for
20% of deaths in <5 years of age group, leading to 3
million deaths per year. Of these deaths, two thirds
occur during infancy and more than 90% occur in the
developing countries (2). There have been relatively
few comprehensive studies of the viral and bacterial
etiology of CAP in children. Identifying the cause
of CAP in children is difficult for several reasons.
The procedures used to confirm the pathogen, such

as bronchoalveolar lavage and lung puncture for
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bacterial culture, are too invasive. The positive rate
for blood cultures in pneumonia is only 0 to 5% in
cases in developed countries (3-6).

Viral pathogens are gradually recognized as playing
a major role in the etiology of lower respiratory tract
infections (LRTIs), and are considered the predominant
pathogens in CAP in preschool children (7). As these
respiratory viral pathogens cause very similar clinical
symptoms, differential diagnosis of the pathogens is
required in appropriate sample. Monospecific PCR
assays require separate amplification of each target
and are therefore expensive and resource intensive.
For clinical diagnosis, multiplex PCR has a significant
advantage, as it permits simultaneous amplification
of several viruses in a single reaction mixture,
facilitating cost-effective diagnosis (8). Real-time
PCR method was found to be more sensitive than cell
culture on a range of different respiratory samples.



The specificity of the real-time PCR was reported
to be as high as 93% and the sensitivity as 100% (9).
Thus, in our study we used multiplex real-time PCR
method for diagnosis and differentiation of different
viral agents.

Comprehensive information on the etiology of
CAP is required for the formulation of treatment
recommendations and the introduction of preventive
measures. Evaluation of mixed infections and the
relative importance of each potential pathogen may
also contribute to improved understanding of the
etiopathogenesis of CAP (10).

We aimed to investigate clinical characteristics
and incidence of bacterial and viral pathogens in
children aged one month to 16 years who were
hospitalized for CAP.

MATERIAL AND METHODS

Study design

The study was a 17-months study. We evaluated
to investigate clinical characteristics and incidence
of bacterial and viral pathogens among children who
were diagnosed and hospitalized for CAP. Patients
aged one month to 16 years old diagnosed as CAP by
inclusion criteria were recruited into the study. The
study was approved by the local ethics committee, and
written informed consent was obtained from parents
of all patients. A patient was enrolled in the study
if she/he met the following criteria (11). Fever with
body temperature >37.8 °C, respiratory rate more than
average per age by WHO criteria, abnormal chest x-ray
together with signs of respiratory distress. Children
were excluded if they were currently on antibiotic
therapy or were admitted to hospital for more than 48
hours. Upon enrolment, demographic characteristics
and baseline clinical data were recorded. Pulmonary
auscultation findings of each patient were recorded
with detailed physical examination.

Study population
From October 2008 to February 2010, 91 children
aged one month to 16 years (44 girls and 47 boys,

median age: 11 months) who were diagnosed as CAP
and were hospitalized at department of pediatrics,
Selcuk University Hospital,

Konya, Turkey were

included in the study.

Radiology

A senior radiologist, unaware of clinical and
laboratory findings, reviewed all chest radiographs.
Chest
radiological findings such as normal chest radiography,

x-rays were interpreted and recorded
consolidation, interstitial infiltration, peribronchitis,
hiler/mediastinal lymphadenopathy, atelectasis, air
broncogram, pleural effusion, and hyperinflation by

the radiologist.

Microbiology

A nasopharyngeal sample was aspirated through a
nostril and kept under -80°C until virologic tests (n
=91) were done. Existence and genotyping of viruses
(PIV type 1, 2 and 3, respiratory syncytial virus (RSV),
adenovirus and human metapneumovirus) causing
viral CAP were investigated with RT-PCR. Viral DNA
isolation of a nasopharyngeal sample was made by
using High Pure PCR Template Preparation (Cat.No.
11 796 828 001, Roche Diagnostic, Germany). RT-PCR
device (LightCycler®, Roche Diagnostic, Germany) was
used for detection of pathogens. The virologic studies
were carried out at the Department of Microbiology,
Selcuk University Hospital, Konya.

Serum procalcitonin (PCT) levels were measured
with BRAHMS PCT reactive (BRAHMS- Diagnostica,
Berlin/ Germany). Assays were performed with Lumat
LB 9501 immiinoassay device (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) by using immiinoluminometric
method.

Serum C-reactive protein (CRP) levels were
measured using Nephelometer 100 Device (Dade

Behring Marburg, Germany).

Erythrocyte sedimentation rate (ESR)
measurements were performed by using fully
automated ESR assay device (Diesse Ves Cube 200,

Diesse Diagnostica Senese SpA, Italy).
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Complete blood count (CBC) assays were
performed with fully automated CBC device (Cell-
Dyne 3700, Abbott Diagnostics Division, Abbott

Laboratories, Abbott Park IL, USA).

Blood cultures were obtained via BD Bactec
Peds Plus/F vials before initiation of parenteral
antibiotic therapy among all patients and incubated
in automated blood culture system (Bactec 9240
BD, Becton Dickinson and Company, Sparks MD,
USA). Isolated strains were also identified by using
automated bacteria identification system (VITEK 2,
Biomerieux, Marcy U’Etoile, France).

Statistical analysis

Data were reported as mean + SD, minimum-
maximum (range) or percent. After testing for
normality with a one sample Kolmogorov-Smirnov
test, differences in the means of variables were
evaluated using both parametric (Student’s t-test)
(Mann-Whitney U-test)
depending on the distribution of the variables.

and nonparametric tests

Categorical data were analysed with the chi-square
test or Fischer’s exact test. Results were considered
p<0.05. Statistical
performed with the Statistical Package for Social

significant  if analyses were
Science program (SPSS version 15.0 for Windows;
Chicago, IL).

RESULTS

The demographic and clinical features of the
patients with CAP were shown in Table 1. The study
included 47 (51.6%) boys and 44 (48.4%) girls. The
median age of the patients was 11 months, ranging
from 1 to 192 months. Nasal congestion and rhonchi
were significantly frequent than in patients with viral
infection when compared to those with bacterial
(p=0.049, p=0.028).
pneumonia were detected in 24.2 % (22/91) with
nasopharyngeal aspirate and blood culture but not
in 75.8 % (69/91) of our patients. Of 91 patients, 11
(12.1%) were positive for viral infections, 9 (9.9%)

pneumonia The agents of
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were positive for only bacterial infections, 3 (3.3%)
had viral coinfection, 2 (2.2%) were positive for both
viral and bacterial infections. Out of 11 viral positive
patients, 7, 2, 1, 2, and 1 patients were detected to
have parainfluenza virus (PIV) 2, PIV 3, adenovirus,
both PIV 3 and adenovirus, both PIV 2 and PIV 3,
respectively. RSV, PIV 1 and human metapneumovirus
virus were not detected in any of cases. Out of 11
bacteria positive patients, 5, 2, 1, 1, 1, and 1 patients
were detected to have Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus

saprophyticus, Staphylococcus

hominis, Staphylococcus capitis, Streptococcus
sobrinus and Streptococcus mitis. Also mixed viral-
bacterial agent presence were detected in 2 (2.2%) of
our patients. Table 2 shows viral and bacterial agents

causing CAP in hospitalized children.

The mean body temperature on admission was
37.9 £1.05 °C. Considering the pulmonary auscultation
findings of the patients, crackles, rhonchi and
wheezing were found in 85 (93.4%), 54(59.3%) and 38
(41.8%) children, respectively. The median leukocyte
count, CRP, PCT and ESR values were 9000/mm?3, 10.7
mg/L, 0.13 ng/mL, 13 mm/h, respectively.

The distributions of etiologic agents of community-
acquired pneumonia according to different age groups
were shown in Table 3. PIV-2 had the highest rate
among detected viruses in all age groups. Adenovirus
was detected only in one patient in 2-11 months of
age group. Parainfluenza 3 were found in <2 and 2-11
months of age group. PIV-2 was the most common
viral agent among <2 and 2-11 months of age group.
Positive blood culture was detected the higher in <2
months of age group than those in other groups.

There was no statistically significant difference
between viral and bacterial
with

there

pneumonia groups
(p=0.669). Also,
was no statistically significant difference

regard to ESR values

between viral and bacterial pneumonia groups
with PCT (p=0.993).
The radiological findings of patients with CAP were

regard to values

shown in Table 4. Chest x ray showed notable alveolar



Table 1. The demographic and clinical features of the patients with CAP

Demographic features

Gender
Boy 47 (51.6) T
Girl 44 (48.4)
Age (Month)
Median (Range) 11 (1-192)
Residential area
Urban 70 (76.9)
Rural 21 (23.1)
Underlying diseases 14 (15.4)
Vaccination
Appropriate according to age 91 (100)
At least one time hospitalising for lower respiratory tract infection 18 (19.8)
Antibiotic therapy in the last month 51 (56)
Age of mother (Year)
Mean 28.4 +5.6
Median (Range) 28 (18-47)
Age of father (Year)
Mean 31.5+ 5.6
Median (Range) 31 (22-49)
Family history of atopy 11 (12.1)
Upper respiratory tract infection in family during the last month 61 (67)
Environment related to smoking 39 (42.9)
Clinical presentation
Fever 90 (98.9)
Cough 90 (98.9)
Wheezing 71 (78)
irritability 65 (71.4)
Poor feeding 61 (67)
Dyspnea 58 (63.7)
Vomiting 44 (48.4)
Cyanosis 34 (37.4)
Rhinorrhoea 30 (33)
Nasal congestion 24 (26.4)
Productive cough 23 (25.3)
Headache 13 (14.3)
Sore throat 13 (14.3)
Chest pain 11 (12.1)
Abdominal pain 11 (12.1)

Findings of physical examination

Body temperature (°C)

Median (Range) 38 (36.2-40)

Mean 37.9 +1.05
Crackles 85 (93.4)
Tachypnea 62 (68.1)
Rhonchi 54 (59.3)
Cyanosis 40 (44)
Tachycardia 39 (42.9)
Nasal flaring 39 (42.9)
Wheezing 38 (41.8)
Chest retraction 36 (39.6)
Underweight (<% 3) 13 (14.3)
Short stature (<% 3) 7 (7.7)

1: n (%), Data are shown as mean tstandard deviation, median (range) or percent
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Table 2. The laboratory and microbiological features of
the patients with CAP

Leukocyte count (/mm?)
Median (Range)

CRP (mg/L)
Median (Range)

9000 (2100-37600)

10.7 (1.3-106.7)

Procalcitonin (ng/ml)

Median (Range) 0.13 (0.02-75.3)

ESR (mm/h)

Median (Range) 13 (2-80)
RSV
PIV 1
PIV 2 7((7.7)t
PIV 3 2(12.2)t
Adenovirus 1(1.1) 1
hMPV

Viral coinfection

PIV3+adenovirus 2(2.2)t
PIV2+PIV3 1(1.1) 1
Positive blood culture 11 (12.1)F
Staphylococcus hominis 1(1.1) 1
Staphylococcus epidermidis 5(5.4) 1
Staphylococcus saprophyticus 2(2.2) 7t
Staphylococcus capitis 1(1.1) 1
Streptococcus sobrinus 1(1.1) 1
Streptococcus mitis 1(1.1) 1

1: n (%), Data are shown as median (range) or percent

Table 3. The distributions of etiologic agents of
community-acquired pneumonia according to age groups

Age .
(Month) Number of patients (%)

Positive  Unknown Total
Etiology Virus blood etiologic

culture agen
<2 2 (12.5) 4(25.1) 10 (62.5) 16 (17.6)
2-11 6 (19.4) 4(12.9) 21 (67.7) 31 (34.1)
12-23 1(6.7) 1(6.7) 13 (86.7) 15 (16.5)
24-59 0 (0) 2 (12.5) 14 (87.5) 16 (17.6)
>59 2 (15.4) 0 (0) 11 (84.6) 13 (14.3)
Total 11 (12.1) 11 (12.4) 69 (75.8) 91 (100)
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infiltration in 24 (26.3%) of the 91 patients and
interstitial infiltration in 35 (38.4%). There was no
statistically significant difference between viral and
bacterial pneumonia groups with regard to length
of hospitalization (p=0.252). None of the children
required mechanical ventilation or died.

DISCUSSION
Table 4. Chest x-ray findings of the patients with CAP

Radiological findings n (%)
Normal 28 (30.8)
Intercystitial infiltration 23 (25.3)
Consolidation 19 (20.9)
Peribronchitis 12 (13.2)
Air bronchogram 5 (5.5)
Pleural effusion 2 (2.2)

Hiler/ mediastinal lymphadenopathy 1(1.1)

Atelectasis 1(1.1)

Hyperinflation

The present study showed causative infective
agents and characteristics of hospitalized children
time-PCR as
diagnostic technique was used in our study to

with pneumonia. Real molecular
comprehensively study the viral etiology of CAP in
hospitalized children who were 1 month to 16 years
old. Using this method, infection with 6 viruses was
investigated, and the presence of viral infection was
identified in 12.1% of the patients. Bacterial infection
was detected in 9 (9.9%) of 91 patients. These results
were less than previously reported etiological rates;
in previous studies, the rate has been reported as
43% to 85% (6, 12, 13). Epidemiologic data related
to pneumococcal diseases are very limited in Turkey,
despite the fact that pneumococcus is the most
important organism causing childhood bacterial
diseases. The emergence and spread of resistant



pneumococcal strains have led to an emphasis on the
prevention of pneumococcal disease by vaccination.
Routine vaccination with 7-valent pneumococcal
conjugated vaccine (PCV-7) for children <1 year of
age was agreed upon in Turkey at the end of 2008 and
was included in the National Immunization Schedule
in 2009. PCV-7 was used for 2 years in Turkey before
being replaced by PCV-13 in November 2011. In 2010
and 2011, 96% and 97% of the target population,
respectively, were vaccinated with PCV-7 (14). In our
study, Streptococcus pneumoniae was not detected
in any of the blood cultures. It can depend on the
Vaccine Schedule.

In clinical practice, it is important to distinguish
between contamination and bloodstream infections
to prevent unnecessary prescription of antimicrobial
agents leading to a selection of antimicrobial-
(15, 16).
usually presumed if only one of at least two sets

resistant organisms Contamination is
of blood cultures is positive for Coagulase-negative
staphylococci, whereas true bloodstream infection is
assumed if at least two blood cultures yield Coagulase-
negative staphylococci (17, 18). Thus, we made
the discrimination of yielding and contamination
according to these data.

Iwane et al (19) showed that younger age
(particularly <1 year), male gender, and presence
of chronic underlying illness were associated with
higher hospitalization rates for viral acute respiratory
illness. In our study, the ratio of male to female was
closed to 1 and 51.7% of patients were younger than
1 year of age. Our results were in accordance with
previous studies’ findings (20).

In a previous study by Juven et al (21), the most
common symptoms were fever in 96%, cough in
76%, rhinorrhea in 48% and dyspnea in 37% of the
patients with pneumonia. In this study, twenty-four
percent of the patients had typical pneumonic rales/
crackles on auscultation. Decreased breathing sounds
were found in 15% of patients, wheezing in 20% and
rhonchi in 33% of the patients. Auscultation was
normal in 28% of the patients. In our study, the most

common symptoms were fever in 98.9% and cough
in 98.9% of the patients. Auscultation findings of the
patients, crackles, rhonchi and wheezing were found
in 85 (93.4%), 54(59.3%) and 38 (41.8%) children,
respectively.

Viruses have been most commonly associated
with CAP diagnosed in infants and younger children
(22). However, recent evidence suggests that, when
sensitive detection methods are used, the prevalence
of viral infections in older children with CAP is higher
than previously thought (6). In our study, 12.1% of
the patients were found to be infected with viruses.
Cilla et al. had investigated 14 respiratory viruses in
children aged less than 3 years old with CAP using
molecular or imminochromatographic techniques
and/or viral culture. In their study, at least one virus
had been detected in 66.9% of the episodes (23).

Juvén et al. (6) reported a very high rate (62%)
of viral etiology in pediatric CAP. In their study,
rhinovirus, detected by PCR, accounted for a large
proportion of viral pneumonia. In our study, rhinovirus
was not investigated.

RSV is accounted for an estimated 13, 3, and 0.4
RSV-associated hospitalizations per 1000 children
who were younger than 1 year, 1 year of age, and in
children 2 to 5 years of age, respectively (23). In our
study, RSV was not detected. The cause for this is
clearly unknown.

A recent study showed that the positive detection
rate of adenovirus by RT-PCR was 0.63% in children
(24). study,
adenovirus was detected only in one patient in 2-11

with pneumonia Similarly, in our
months of age group. However, this ratio is lower than
in that reported in a study by Samransamruajkit et
al. (25) in which adenovirus was detected in 6.6 % of

pneumonia patients.

Predictable parainfluenza-related hospitalization
rates in the New Vaccine Surveillance Network study
were 3.2, 1.5, and 0.4 per 1000 children younger than
1 year, 1 year, and 2 to <5 years of age, respectively
(19). In our study, PIV-2 had the highest rate among
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detected viruses in all age groups. Parainfluenza 3
were found in <2 and 2-11 months of age group. PIV-2
was the most common viral agent among <2 and 2-11
months of age group.

Human metapneumovirus, a respiratory virus
first isolated in the Netherlands in 2001, has been
increasingly recognized as a common cause of
acute respiratory tract infection in young children
worldwide. Human metapneumovirus infection
has been associated with a spectrum of clinical
manifestations, ranging from influenza-like illness
to bronchiolitis and pneumonia. Among children
hospitalized for acute LRI in southern Israel during
a 1-year period, human metapneumovirus was
detected in 13% of the patients and was the third
most common viral pathogen (26). In our study,

human metapneumovirus was not detected.

In a previous study, in 27% of the episodes
of childhood CAP multiple viral infections were
detected. Infection severity was more in multiple
viral infections than single viral infection due to
the greater frequency of hospitalization (23). We
also detected viral co-infection in 3 patients. In our
study population, mixed infections were uncommon
(3.1 %), although in previous studies mixed infections
were reported as high as 23 % of pneumonia cases in
children (27).

The usefulness of PCT for distinguishing between
bacterial and viral pneumonia has been analyzed in
children but the data are also conflicting. Moulin et
al. found that a PCT value of 1 ng/ml or greater had
better specificity and sensitivity and higher positive
and negative predictive values than CRP, IL-6 or
white blood cell count for discriminating between
CAP
admitted to hospital (28). In a similar study Toikka

bacterial and viral in untreated children
et al. also reported high values of PCT in children
with bacterial pneumonia, but with a large overlap
between bacterial and viral pneumonia (29). In their
study, Don et al. (30) concluded that the four non-

specific inflammatory markers, CRP, PCT, ESR, WBC
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count and their combinations have a limited role
in the separation of bacterial from viral pneumonia
in children. In particular, low levels considered as
typical for viral infections were not able to rule out
bacterial infection. In our study, we also found no
statistically significant difference between viral and
bacterial pneumonia groups with regard to ESR and
PCT values.

In clinical practice, alveolar infiltrations on chest
radiograph are often considered to indicate bacterial
etiology of pneumonia, but clinical studies have failed
to confirm this concept (31, 32). Virkki et al.(33)
recently found that most children with alveolar
infiltrates and, in particular, with lobar infiltrates,
had bacterial pneumonia, whereas interstitial
infiltrates were present in both viral and bacterial
cases. In our study, there were alveolar infiltration in
24 (26.3%) and interstitial infiltration in 35 (38.4%) of

the 91 patients.

This study, like others that investigated viral and
bacterial pneumonia, has three major limitations:
First of all, documentation of infection in the upper
respiratory tract does not necessarily prove the
etiological agent of pneumonia. However, in 69 of 91
cases no etiological agent was detected. The RT-PCR
method is an extremely powerful and useful tool;
however, if we had been included other viral agents
including rhinovirus and human bocavirus detected by
RT-PCR, numbers of diagnosed cases might be higher.
We also did not investigate Mycoplasma pneumoniae
serologically. Second, month-to-month variations in
the prevalence of different pathogens may affect
their association with CAP. Third, the other important
limitation is that we only studied hospitalised
patients, and the results cannot be generalised to
outpatients with pneumonia.

In conclusion, our study demonstrated the
in CAP.

Parainfluenza virus 2 was the most common viral

etiological influence of viral agents
agent among detected viruses in all age groups.

Improving the etiological diagnosis of viral infections



may avoid unnecessary antibiotics and allow for to confirm our results.

preventive isolation of infected patients. Further
larger and randomized controlled studies are needed
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ABSTRACT

Objective: Formic acid is an ubiquitous chemical
constituent in the environment, being produced by
sources as diverse as vegetation, ants, soil, vehicles,
biomass burning, and photochemical reactions. The
present work is focused on in vitro analysis of cytotoxic
and genotoxic effects of formic acid, using cytogenetic
tests such as the cytokinesis-block micronucleus assay
(CBMN) and chromosomal aberration analysis, in human
lymphocytes.

Method: This study was carried out using blood
samples from healthy, non-smoking adults aged 18-22
years, of whom 10 were male and 6 were famale.
Different concentrations (0.07, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,
0.8 mM) of formic acid was added to the lymphocyte
culture test for chromosomal aberration (CA) analysis.
Mitomycin-C (0.3 mg/ml) was used as the positive
control. Human peripheral blood lymphocyte cells
were treated with 20, 40, 60, 80 mM concentrations of
formic acid for 48 h. for the CBMN test. Mitomycin-C
(0.5 mg/ml) was added to the Lymphocyte culture as a
positive control. The present research was carried out
to assess the cytotoxic and genotoxic effects of formic
acid on human peripheral lymphocytes in vitro using the
cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN), as well as
chromosomal aberration (CA) analysis.

OZET

Amac: Formik asit, bitkiler, arilar, toprak, araclar,
gilbre yanmasi1 ve fotokimyasal reaksiyonlar gibi
cesitli kaynaklarca uretilen ve cevrede yaygin olarak
bulunan kimyasal bir bilesimdir. Mevcut calisma, insan
lenfositlerinde sitokinez-blok mikronukleus tayini ve
kromozomal aberasyon analizi gibi sitogenetik testler
kullanarak formik asidin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin in vitro analizine odaklanmistir.

Yontem: Bu calisma 18-22 yas aras1 10’u erkek,
6’s1 kadin saglikli, sigara kullanmayan yetiskinlerinden
kan ornekleri  kullanilarak gerceklestirilmistir.
Lenfosit kiltiiriine kromozomal aberasyon (CA) testi
icin formik asidin farkli konsantrasyonlar1 (0,07,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 0,8 mM) eklendi. Pozitif
kontrol olarak mitomycin-C (0,3 pg/ml) kullanildi.
Sitokinez-blok mikronukleus tayini (CBMN) icin, insan
periferik kan lenfositleri 20, 40, 60, 80 mM derisimde
formik asitle 48 saat isleme tabi tutuldu. Lenfosit
kiulturine, pozitif kontrol olarak mitomycin-C
(0,50 pg/ml) eklendi. Bu arastirma, sitokinez-
blok mikroniikleus tayinini (CBMN) ve kromozomal
aberasyon (CA) analizini kullanarak in vitro
insan  periferal
sitotoksik ve genotoksik etkilerini degerlendirmek
icin yapilmistir.

lenfositlerinde formik asidin
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Results: A significant increase was observed for
induction of micronucleus frequency in all treatments
of formic acid concentrations for 48 h. comparing with
the negative control and mitomycin C (MMC, 0.5 pg/
ml) which was used as positive control. When compared
with negative control and with mitomycin C (MMC, 0.3
pg/ml) which is used as positive control, it is observed
that formic acid is rising the frequency of chromosomal
aberration significantly at all appliance concantrations
in 24 h. The frequency of micronuclei and chromosomal
aberrations increased in a dose dependent manner. The
results showed that there were significant correlations
between formic acid concentration and micronuclei
frequency (r= 0.92), numbers of necrotic cells (r= 0.95),
and apoptotic cells (r= 0.91).

Conclusion: Our data provided evidence that there
is a significant correlation between the concentration of
formic acid and the following chromosomal aberrations:
frequency of micronuclei, apoptotic cells, and necrotic
cells in vitro.

Key Words: Formic acid, human lymphocyte
culture, chromosomal aberration, micronucleus,
cytotoxicity

Bulgular: Pozitif kontrol olarak kullanilan
mitomisin C (MMC, 0,5 pg/ml) ile negatif kontrol
karsilastirildiginda  formik asitin  tiim  dozlan
mikroniikleus frekansini belirgin bir diizeyde arttirdig:
gozlenmistir.  Pozitif kontrol olarak kullanilan
mitomisin C (MMC, 0,3 pg/ml)’nin negatif kontolle
karsilastirildiginda formik asidin 24 saatte tim
uygulama derisimlerinde, kromozomal aberasyonlarin
sikligin1 belirgin bir sekilde arttirdigi gozlenmistir.
Mikroniikleus sikligi ve kromozomal aberasyonlar,
doza bagimli olarak artmistir. Sonuclar formik asit
konsantrasyonu, mikronukleus frekans1 (r=0,92),
nekrotik hicrelerin sayis1 (r=0,95) ve apoptotik
hucreler (r=0,91) arasinda anlamli korelasyonlarin var
oldugunu gostermektedir.

Sonug:
konsantrasyonu ve mikroniikleus frekansi, apoptotik
hiicreler ile nekrotik hiicreler gibi kromozomal
aberasyonlar arasinda anlamli bir korelasyon oldugu
kanitin1 saglamistir.

Verilerimiz, in vitro olarak formik asit

Anahtar Kelimeler: Formik asit, insan lenfosit

kilturli, kromozomal aberasyon, mikroniikleus,

sitotoksisite

INTRODUCTION

Formic acid is the smallest member of the family
of saturated monocarboxylic acids; it is a colorless
liquid with a tangy odor and a density of 1.22 gram/
cms3.
all proportions. It burns when it comes in contact
with skin. If it is heated to 160 °C, it decomposes

It dissolves in water, alcohol, and ether at

into carbon dioxide and hydrogen. It exists freely
in nature in wood tar, nettles, ants, perspiration,
urine and bouillon. Formic acid pollutes water
and can spread through the air. Methyl alcohol is
transformed into formaldehyde and formic acid by
the body’s metabolism; its toxicity is due to the
acidosis resulting from the formic acid. As a result
of this acidosis, nerve damage to the retina and,
depending upon the degree of severity, blindness and

eventually death may occur (1, 2). Most of the formic

112

Turk Hij Den Biyol Derg

acid in tissues is oxidized via a tetrahydrofolic acid-
dependent pathway to CO, and H,0, such as in the
liver, erythrocytes and kidneys (2). Literature on the
carcinogenic and mutagenic effects of formic acid
is quite limited. Tests of sister-chromatid exchange
(SCE) performed on the typhimurium strains TA100,
TA1535, TA97 and TA98 of Salmonella did not find
it to be mutagenic. However, mutagenicity was
reported in a test conducted on induction of sex-
linked recessive lethal mutations as well as another
study conducted on chromosomal aberrations (3, 4).

The present work is focused on in vitro analysis
of cytotoxic and genotoxic effects of formic acid,
using cytogenetic tests such as the cytokinesis-block
micronucleus assay and chromosomal aberration
analysis in human lymphocytes.



MATERIALS and METHODS

This study was carried out using blood samples
from healthy, non-smoking adults aged 18-22 years,
of whom 10 were male and 6 were famale. Donors
provided written, informed consent at the time
of donation for the use of their blood samples.
Heparinized whole blood (0.4 ml) was added to 5
ml chromosome medium (Biochrome). Cultures were
incubated at 37 °C for 72 h. Human lymphocytes
were then exposed to different concentrations
(0.07, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.8 mM) of formic
acid for 24 h. A positive control (mitomycin-C), 0.3
pg/ml) was included in every experiment (5, 6).
Lymphocytes were cultured in the dark for 72 h,
and metaphases were blocked during the last 2 h
with colchicine at final a concentration of 0.06 pg/
ml. Cells were collected by centrifuging (377 g, 10
min) and resuspended in a hypotonic KCl solution
(0.075 M) for 30 min at 37 °“C. At the end of this
procedure, cells were centrifuged again and fixed in
a cold methanol:acetic acid (3:1) mixture for 35 min
at +4 °C. Following this process, cells were treated
two times with fixative. Slides were then prepared
by dropping concentrated cell suspensions onto the
glass, followed by air drying. The air-dried slides
were stained for 15-20 minutes with 5% Giemsa
stain (pH 6.8) prepared in a Sorensen buffer. One
hundred metaphases per culture were analysed
for the presence of chromosomal aberrations (CA).
The number of CAs was obtained by calculating the
percentage of metaphases at each concentration
and treatment period that showed structural or
numerical chromosome aberrations. Chromatid and
chromosome breaks, chromosome exchange and
chromatid unions, and polyploid cells were screened
at all treatment concentrations (5, 7)

For the micronucleus test in cultured human
lymphocytes (CBMN), blood samples were added to 5
ml of chromosome medium (Biochrome). Cell cultures
were incubated at 37 °C for 72 h. Cytocalasin-B (6
pg/ml) was added to arrest cytokinesis at 44 h after
culture initiation. Human lymphocytes were treated

with different concentrations (20, 40, 60 and 80 mM)
of formic acid for the CBMN test. Cells were exposed
to the chemical for 48 h and harvested by centrifuging
(167 g, 10 min), and then the pellets were resuspended
in a hypotonic solution of 0.075 M KCl for 5 min at
+4 °C. The cells were centrifuged again and fixed in
a cold methanol:acetic acid (3:1) mixture for 15 min.
The fixation procedure was administered three times.
Formaldehyde (1%) was added to the last fixative to
preserve the cytoplasm. Slides were prepared by
dropping concentrated cell suspensions onto the
glass, followed by air drying. For CBMN analysis,
staining was performed using 5% Giemsa (pH = 6.8)
prepared in a Sorensen buffer solution for 20-25 min.
Slides were then washed in distilled water and dried
at room temperature. Positive control (mitomycin-C
(MMC), 0.50 pg/ml) was also maintained in the CBMN
experiment (8).

in 2000 binucleate
lymphocytes for each subject (9). The nuclear division

Micronuclei were scored
index (NDI) was evaluated using the following formula:
NDI = (M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4))/N, where M1-M4
indicates the number of cells with 1 to 4 nuclei, and
N indicate the total number of cells scored. The NDI
of each cytochalasin B-treated culture was determined
by screening 2000 interphase cells for the number of
nuclei they contained (10).

Apoptotic and necrotic cells were identified
with light microscopy according to morphological
characteristics of the nucleus. In order to differentiate
apoptotic cells from necrotic cells, we checked for
the properties of necrotic cells, which exhibit a pale
cytoplasm or loss of cytoplasm, numerous vacuoles,
and a damaged/irregular nuclear membrane with
a partially intact nuclear structure (9). 2000 cells
were counted from each sample. The nuclear division
cytotoxicity index (NDCI) = (Ap+Nec + M1 + 2(M2) +
3(M3) + 4(M4))/N was evaluated according to Fenech
(9), where Ap = the number of apoptotic cells, Nec =
the number of necrotic cells, M1-M4 = the number of
viable cells with 1-4 nuclei and N = the total number
of cells scored.
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Statistical analyses of data were done using
GraphPad InStat version 3.05 for Windows 95
(GraphPad Software, San Diego California USA).
Chromosomal aberration frequencies in the cell
cultures were analysed using Fisher’s exact test.
CBMN data were statistically analysed using the F-test
for analysis of variance (ANOVA). The significance
of differences between the negative control and
the series of treatment groups were compared with
Dunnett’s t-test.

RESULTS

Compared to the other groups, an insignificant
number of chromosomal aberrations was found in the
metaphases obtained from the blood samples taken
from the negative control group where no formic acid
was added to the culture (Fig. 1A). Formic acid was
administered to parallel cultures at doses of 0.8 mM

GENOTOXICITY FORMIC ACID IN HUMAN LYMPHOCYTES

and lower (0.07, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.8 mM). It
was observed that division stopped fully in the culture
where the number of metaphases was very low, and as
a result the mitotic index was significantly decreased.
After a trial was performed, it was determined that
an activation period of 24 hours was suitable and
that a longer period would prevent mitotic division.
It was determined that the chromosomes condensed
in the metaphases appeared filose and had a banded
appearance (Fig. 1B). It was further observed that
inhibition of cell division continued, but chromosomal
anomalies in the metaphases were better visualized
at an administered dose of 0.5 mM formic acid
(Fig. 1C). Banding in chromosomes and chromosome
combinations were then observed more clearly. After
treatment with 0.4 mM formic acid, it was observed
that mitosis was inhibited and that there were
breaks in the chromatids and chromosomes in the
metaphases (Fig. 1D).

Figure 1. A. Metaphase plaque obtained from a normal individual. B. Metaphase plaque obtained from the culture that was
administered 0.8 mM of formic acid. C. Metaphase plaque obtained from the culture that was administered 0.5 mM of formic
acid: a. Chromosome combination, b. Chromosome break D. Metaphase plaque obtained from the culture that was administered
0.4 mM of formic acid: a. Chromosome combination, c. Chromatide break, d. Chromatide combination. (x1000, Bar: 10 pm).

1 l 4 Turk Hij Den Biyol Derg




A significant increase in the frequency of

chromosomal aberrations was observed in some
treatments with formic acid after 24 h, compared
to the negative control or treatment with mitomycin
C, which was used as a positive control. The results
obtained after treatment with 0.07 mM formic acid
were in line with the results obtained with the
negative control. Polyploidy was observed at some
formic acid treatment doses (0.3, 0.4 mM) and after

treatment in the positive control (Table1).

Cytokinesis events were prevented by
cytochalasin-B, and the frequencies of micronuclei
death

examined. Formic acid significantly increased the

and cell (apoptosis and necrosis) were

frequency of micronuclei in a dose dependent
manner (r = 0.92). The nuclear division index (NDI)
was calculated according to the number of nuclei
present in the cells. Table 2 demonstrates that
the NDI and nuclear division cytotoxicity index
(NDCI) were significantly influenced by formic acid.

Table 1. Chromosome anomalies in human peripheral lymphocytes exposed formic acid for 24 hours

Numerical

Test Treatment Structural aberrations aberrations Frequency Mitotic index
of aberrant o
substance U£SEM (% +SEM (%)
Period (h) Doses ctb csb cse cu P ESlIE (%)
NC 24 1 1 1 0.5:0.2 4.3:0.3
MMC (pg/ml) 24 0.3 19 19 3 7 1 14.5+3.8* 1.7+1.2*
0.07 2 2 2 1.5£0.5 4.3+1.2
0.1 3 3 1 4 2.7+0.6 4.1:0.8
Formic acid 0.2 4 4 2 7 - 4.2+1.0 4.0+1.0
(mM) 24
0.3 7 7 2 13 1 9.7:4.5 3.8+0.9%
0.4 11 11 1 15 1 9.5+2.9 3.5+0.5*
0.5 12 12 3 18 - 11.3+3.0* 2.8+0.8*

ctb: chromatid break, csb: chromosome break, cu: chromatid union, cse: chromosome exchange, nc: negative control (%1 distilled water),

MMC: (0.3 pg/ml mitomycine-C (24 hours), p:polyploidy.
* p<0.05 as compared to control. Fisher’s Exact Test.

Table 2. The effects of formic acid on micronucleus frequency, nuclear division index, and nuclear cytotoxic division

index in human lymphocytes cultures

Distribution of MN number

el Uy into Binuclear cells MN/cell
of Cells NDI NCDI
(%)+SEM
Time (s) Dose  Counted 4 2 3
MEEEITE 2000 1 0 0 0  0.002:0.25 1.981:0.34  1.981:0.25
Control
PC (MMC) 48 0.5ug/ml 2000 150 16 1 0 0.40+36.2  1.332:0.83  1.359+1.10
48 20 mM 2000 7 1 1 1 0.02¢1.50  1.713:0.38*  1.731:0.48
Formic 48 40 mM 2000 7 1 1 2 0.02¢41.40  1.678+0.55*  1.697:0.76
acid 48 60 mM 2000 9 3 2 2 0.04+1.63  1.626+0.68*  1.667+0.47
48 80 mM 2000 17 2 1 1 0.05:3.95  1.592:0.78*  1.625:0.55

*Significantly different from the negative control P < 0.05 (Dunnett’s t-test). NDI: Nuclear division index, NCDI: Nuclear cytotoxic division

index, SEM: Standard error of the mean.
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NDI and NDCI values were lower than in controls.
The lowest NDI values were observed in cultures
treated with 80 mM formic acid. All doses of formic
acid administered increased micronuclei frequency
and cell death to a statistically significant degree
(p<0.05) compared with the negative control
group (Fig. 2A-G). There was a positive correlation
between MN frequency, the number of apoptotic
cells (r=0.91), and the number of necrotic cells (r=
0.95) (Fig. 3A-C).

DISCUSSION

One of the most sensitive methods used to
determine the genotoxic risks of mutagens and
carcinogensisassessingthe frequencyofchromosome
aberration (CA) in peripheral blood lymphocytes
(11, 12). Chromosome aberrations occur due to
damage at the DNA level. For instance, chromosome
breaks may be caused by unrepaired double
chain breaks in the DNA, and the emergence of

A

GENOTOXICITY FORMIC ACID IN HUMAN LYMPHOCYTES

chromosomes with a new structure may be caused
by the false repair of chain breaks in the DNA (13).
Due to the fact that the mechanisms by which
chromosomal anomalies emergence resemble each
another in different tissues, the level of anomalies
in lymphocytes is considered to be an indication of
the level of anomalies in other tissues that tend to
be cancerous; thus it is also an indicator of cancer
risk (14, 15). A high frequency of chromosomal
aberrations may give an advance indication that
there is a high risk of cancer, regardless of the
reason that the increase in chromosome anomalies
was triggered. Anomalies of both the chromatid
type and chromosome type are indicators of cancer
risk. However, there is evidence that chromosome
anomalies are better determinants than chromatid
anomalies (15, 16).

Another type of cytogenetic method used to
determine genotoxicity and carcinogenicity is
the micronucleus (MN) test (17, 18). According
to Bonassi et al. (19), a high MN frequency in

Figure 2. Micronucleus creations lymphocyte culture which was administered different doses of formic acid A. Double nucleus
cell in which the normal cytokinesis was inhibited. B. Double nucleus cell containing one micronucleus the cytokinesis of which
was inhibited (20 mM formic acid, process of 48 hours). C. Single nucleus cell containing two micronuclei in which the cytokinesis
was inhibited (40 mM formic acid, process of 48 hours). D. Double nucleus cell containing two micronuclei in which the cytokinesis
was inhibited (60 mM formic acid, process of 48 hours). E. A cell with multi micronuclei in which the cytokinesis was inhibited
and which is entering apoptosis (80 mM formic acid, process of 48 hours). F. An apoptotic cell (80 mM formic acid, process of 48
hours). G. Necrotic cell with a pale cytoplasm, many small vacuoles and a cytoplasmic and nuclear membrane with corrupted
structure (80 mM formic acid, process of 48 hours). (x1000, Bar: 10 ym).
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peripheral blood lymphocytes indicates a risk of
cancer in humans. When the cytokinesis blockage
micronucleus method was developed by Fenech
and Morley (20), researchers began to examine the
MN in cells which have completed nuclear division.
MN are the small nuclei found apart from their
sister nucleus, created during telophase due to the
breaks in non-centric chromosomes or chromatid,
and to the backwardness of all chromosomes or
chromatides (slow chromosomes) (21). In a study
that investigated the cytogenetic effect using the
micronucleus, chromosomal aberration and sister

[

chromatid exchange method, mercuric chloride has
been shown to be a clastogenic chemical because
of the variety of chromosomal abnormalities and
the increase in the number of micronucleated cells
(22).

Formic acid is used in carbonated drinks, fruit,
vegetables and canned food as a preservative
substance.

Furthermore, it is commonly

employed by honey producers to combat
parasitic Varroa destructor mites in bee colonies
(23). In one of their studies, Morita et al. tested

the relationship between the clastogenic activities

DIII IO 05 00T E0 X EINEILAN IO TN IS BT LS MY AN IE SE (D 1 E

COVCHE R T OB O DD RACOGECAGE | T M4 A IS T3 PGB 0N 07216 0 I 0 9

C.

]

Figure 3. A. Formic acid dose-micronucleus regression charts. B. MN frequency-apoptotic cell regression charts (r=0.91, p<0.05).
C. Micronucleus frequency-necrotic cell regression charts (r=0.95, p<0.05).
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of formic acid and the pH of the medium using
That study
reported that acids stimulated chromosomal

Chinese hamster ovary K1 cells.

aberrations in the media with an original pH of
12-16 mM
concentrations of this acid exhibited toxicity in

6. It was also determined that

the media at pH 5.7 or lower (3). In a study of
the inhibitory effect of a mixture of propionic
acid and formic acid on Salmonella pullorum, it
was reported that the mixture of propionic acid-
formic acid caused a significant decrease in the
number of colonies in the culture compared
to the control (24). DNA adductions formed by
various chemicals play an important role in
(25)
that formic acid caused DNA adducts as well as

cancer initiation. Wang et al. reported

hemoglobin (Hb) adducts in mice.
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Sinop ilindeki hamsi ve zargana baliklarindan
Vibrio spp. izolasyonu ve karakterizasyonu

Cumhur AVSAR!,

ismet BERBER',

Ahmet Kenan YILDIRIM'

OZET

Amag: Bu calismada, Sinop ilindeki balikcilardan
temin edilen hamsi ve zargana balik orneklerinden
izole edilen Vibrio tiirlerinin karekterizasyonu ile bu
izolatlarin antibiyotik direnclilikleri,
ve SDS-PAGE (sodyum dodesil silfat poliakrilamid
jel elektroforezis) toplam hucre protein profillerinin
belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Balik ornekleri taze olarak alinmis, buz

uzerinde korunarak laboratuvara getirilmis ve hemen
analize alinmisti.  Balik ornekleri

zenginlestirme amaciyla %3 NaCl iceren steril alkali

peptonlu su (225 mL) besiyerine ilave edilmis ve 37 °C’de

18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras

Tiyosiilfat Sitrat Safra Siikroz (TCBS) agar besiyerinde
gelisen sar1, yesil veya mavi-yesil koloniler Tripton Soya

Agar (TSA) besiyerine ekilmis ve izolatlarin daha sonraki
tanmimlamasi icin bir gece siireyle inkiibe edilmistir.

izolatlar morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere

gore tammlanmisti. Bunlara ek olarak izolatlarin
yedi farkli antibiyotige karsi direncliligi disk-diflizyon
izolatlarin  SDS-

yontemiyle belirlenmistir. Ayrica,

PAGE hiicresel protein ve plazmid DNA profilleri de

cikartilmistir.

Bulgular: Toplam 44 adet balik 6rnegi
turlerinin belirlenmesine yonelik calisilmis ve morfolojik,

plazmid DNA

25 g tartilarak

Vibrio

ABSTRACT

Objective: In this study
characterize the Vibrio species isolated from anchovy
and garfish samples obtained from fishermen and to
determine the antibiotic resistances, plasmide DNA and
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis) whole cell protein profiles of these

it was aimed to

isolates.

Method: The fish samples were taken as fresh,
kept in ice during transport to the laboratory and
immediately taken for analysis. The fish samples
weighed as 25 grams were added into 225 mL of sterile
alkaline peptone water supplemented with 3% NaCl
broth for enrichment purpose and incubated at 37 °C
for 18 to 24 hours. After incubation, yellow, green or
blue-green colonies growing on Thiosulphate Citrate
Bile Salt Sucrose (TCBS) agar were subcultured on
Triptone Soya Agar (TSA) and incubated overnight for
further identification of the isolates. The isolates were
identified according to morphological, physiological
and biochemical tests. Moreover, the resistances
against seven different antibiotics of isolates were
determined by disk-diffusion method. In addition,
the SDS-PAGE cell protein and plazmid DNA profiles of
isolates were determined.

Results: Totallly 44 fish samples were tested

biyokimyasal  ozellikleri ~ yoninden incelenmistir. for determining Vibrio species and were analyzed
inceleme sonucunda; 12 adet Vibrio spp. belirlenmistir. according to their morphological, biochemical
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izolatlarin, seftazidime %66,6, gentamisine %25,
tetrasikline %16,6, seftriazona %91,6, amikasine %16,6,
ofloksine %25 ve penisilin G’ye %58, 3 oraninda antibiyotik
direnclikleri saptanmistir. Ayrica, test edilen izolatlarin
MARI (Coklu Antibiyotik Direnclilik indeks) degeri 0,41
oraninda bulunmustur. Vibrio spp. izolatlarinin SDS-
PAGE toplam hucre protein profillerine gore olusturulan
numerik analiz %80 ve Uzerinde benzerlik seviyesinde
iki temel kime olusturmustur. Vibrio spp. izolatlarin
timiinde 1-4 plazmid DNA (1590 - 27000 bp araliginda)
tespit edilmistir.

Sonug: Sonuc olarak, baliklar yakalandiktan sonra
yeterince dondurularak, pisirilerek ve uygun sartlarda
depolanarak; ayrica paketleme esnasinda
bulaslara engel olunarak mikrobiyal enfeksiyonlarin
Ayrica,

capraz
onlenebilecegini  soylemek  mimkiindiir.
bakterilerden dolay
bulaslar, deniz suyu kaynaklarinin kalitesinde dususlere

kiy1 sularinda meydana gelen

ve bu yolla da insan sagliginda riske ve ekonomik

kayiplara yol acmaktadir. Calismamz, saglik icin
potansiyel risk olabilen ve baliklardan izole edilebilen,
antibiyotiklere direncli Vibrio spp. suslarinin varligim

gostermektir.

Anahtar Kelimeler: Vibrio, balik, SDS-PAGE, plazmid,
antibiyogram

properties. At the end of the analysis; 12 Vibrio species
were determined. The isolates were resistant against
to ceftazidime 66.6%, gentamisine 25%, tetracycline
16.6%, ceftriaxone 91.6%, amikacine 16.6%, ofloxacine
25% and penicillin G 58.3%. In addition, The MARI
(Multiple Antibiotic Resistance Index) values of tested
strains were found at the rate of 0.41. The numerical
analysis of SDS-PAGE whole-cell protein profiles of
Vibrio spp. isolates revealed two major clusters at
similarity levels of 80% and above. The 1-4 plasmide
(range 1590 - 27000 bp) in all of the isolates were
determined.

Conclusion: As a result, it is possible to say that
microbial infections can be prevented by adequate
freezing and cooking, proper storage and processing
after harvesting and avoidance of cross-contamination
during fish handling. In addition, the coastal
contamination due to bacteria leads to decline in the
quality of seawater resources and so leads to risks
to human health and economic losses. Furthermore,
our study indicated that the presence of antibiotic
resistant Vibrio spp. strains isolated from fishes might

be potential risk for health.
Key Words: Vibrio, fish, SDS-PAGE, plasmide,

antibiogram

GIRIS

Bakteriler; toprak, hava, su, hayvan ve
bitki yuzeylerinde bulunurlar. Bazilar1 hastalik
etkeni olmakla beraber ¢ogu zararsiz ve organik
atiklarin

etkileri

geri donusumu sirasindaki yararl

ve bircok faydali Urini uretmeleri

nedeniyle biyoteknolojide onemli
Vibrio

kivrik sekilli, Gram negatif, kamcili, endospor

oldukca
bir yere sahiptirler. cinsi; virgul veya
olusturmayan, kapsilsiz, aerob veya fakultatif
anaerob bakterilerden olusur. Vejetatif formlar,
tek basina veya koloni seklinde gorulurler (1).
Bu cinsin hiicre biiyiikliigl yaklasik 1-4 p boyunda
ve 0,3-0,6 p enindedir. Genellikle 22 °C ile
40 °C aras1 ideal buyume sicakliklaridir. Bu cinsin
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tyeleri, karbon ve azot kaynagi olarak mineral
tuzlan ve asparajin iceren besi-yerlerinde gelisme
gosterirler (2). Vibrio tirlerinin spor ve kapsulu
olmadigindan yeryiiziinde farkli cevrelerde dagilis
gostermemektedirler. Vibrio cinsinin asil habitati

tath su, asidik su, tuzlu su ve bu sularda yasayan

organizmalardir (3). Vibrio tirleri neredeyse
tum  antimikrobiyal ilaclara karsi  yuksek
duyarliliga sahip olarak nitelendirilmislerdir.

Son on yildir; insan, tarim alani ve su urinleri
yetistiriciligi araciligiyla antimikrobiyallerin asirn
kullanilmasindan dolay1 cogu bakteri cinsinde
antibiyotik direncliligi ortaya ¢ikmis ve zamanla
degisim gostermistir (4).



Bu bakteri turleri, insanlarda ve hayvanlarda
zorunlupatojenveyafirsatcienfeksiyonetkenidirler
(5). Bulas olmus icme suyu ve gidalarla bulasan ve
siddetli diyarenin etkeni olan Vibrio cholerae’da
bu gurubun Ulyesidir. Ayrica V. parahaemolyticus
ve V. fluvialis, akut gastroenteritin sebepleridir.
Bunlarin disinda, V. alginolyticus, V. vulnificus,
ve V. damsela; yara enfeksyionlari, septisemi,
gibi
iliskilendirilmistir.

menenjit ekstraintestinal enfeksiyonlarla
Vibrio

spp. ile meydana gelen yara enfeksiyonlarinin

Yapilan arastirmalar,

sebebinin, hastalarin tuzlu ve hafif tuzlu su ile
temas ettiginde olustugunu gostermistir (6).
insanlarda genellikle barsak hastaligi bulas;
su, kabuklu deniz hayvanlar1 veya diger deniz
urtinlerinin tiketimi ile iliskilendirilmistir (7).
Sinop ilinde yil boyunca balik; turizme acik
bir yer olmasi nedeniyle yazin ayrica midye
Sehir

ada seklinde denize kiyisinin olmasi nedeniyle

cok tuketilmektedir. merkezinin yarim
atiklarin direkt denize ulastig1 ve su riinlerinin
mikrobiyal kirlilige maruz kaldigi bilinmektedir.
Tum bu durumlar g6z onune alinarak bu calismada,
Sinop ili’nde satisa sunulan hamsi ve zargana
balik orneklerinden;

Vibrio spp. biyokimyasal

testlerle karakterize edilmesi, toplam hiicre
protein profillerinin SDS-PAGE ile karsilastirilmasi,
antibiyotik  direncliliklerinin  tespit edilmesi
ve ayrica plazmid DNA profillerinin cikarilmasi

amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Sinop ilinde gun icinde avlanan hamsi ve
zargana baliklar Eyliil 2014 - Ocak 2015 tarihleri
arasinda saticilardan alinmis ve buz icerisinde
laboratuvara getirilmistir.

Bu calisma, Sinop Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakultesi, Molekller-Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Laboratuvara getirilen toplam
44 balik orneginin ic organlar atilarak geriye kalan
kisimlar1 25 gram olacak sekilde ayarlanmistir.

Bakterilerin izolasyonu

Balik orneklerini zenginlestirme amaciyla %3
NaCl iceren alkali peptonlu sivi (225 mL) besiyerine
ilave edilmis ve stomacherde homojenize edilerek
37 °C’de 18-24 saat inkubasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonras1 zenginlestirme besiyerinden
TCBS Agar besiyerine c¢izme ekim yapilmis
ve 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda TCBS agar besiyerinde gelisen 2-3 mm
capinda, yuvarlak, sari, yesil veya mavi-yesil renkli
koloniler siipheli koloni olarak degerlendirilmistir
(2). Gram boyama sonrasinda Gram negatif, diiz veya
kivrik comak seklinde gorulen kolonilere oksidaz
testi yapilmis ve oksidaz pozitif sonuc veren supheli
kolonilerden TSA besiyerine ekim yapilarak 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrast bu koloniler indol, Voges-Proskauer (VP),
jelatinaz aktivite, sitrat, nitrat, Ure, karbonhidrat
fermentasyon testi ve %6 NaCl’de gelisebilmeleri
incelenmistir. TSA’dan alinan koloniden uc sekerli
demir (Triple Sugar Iron-TSI) agar besiyerine ekim
yapilarak 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonunda biyokimyasal test sonuclari,
laktoz, siikroz ve glikoz fermentasyonu, gaz ve
hidrojen silfir (H,S) olusumu degerlendirilmistir

(8).

Antibiyogram testi
izolatlarin antibiyotik direnclilik testleri disk
9).

kultirlerden 5 mL Mueller-Hinton Broth

Taze
(MHB)
besiyerinde 35 + 2 °C’de 18 saat gelistirilmistir.

difiizyon teknigine gdre yapilmistir

Gelisen kulturlerden 0,5 McFarland skalas1 esas
alinarak yaklasik olarak 1-2 x 108 kob/mL bakteri
stok soliusyonlar1 hazirlanmis ve Mueller-Hinton
Agar (MHA) besiyerine 100 pL ekimleri yapilmistir.
Ekim 10pg),
(Gen- 10 pg), seftazidim (Caz- 30 pg), tetrasiklin
(Te- 30 pg), seftriazone (Cro- 30 pg), amikasin
(Ak- 30 pg) ve ofloksasin (Ofx- 5 pg) antibiyotik

sonras1 penisilin  (P- gentamisin

Turk Hij Den Biyol Derg
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diskleri besiyerlerine yerlestirilmis ve 18 saat 35
+ 2 °C’de gelistirildikten sonra olusan inhibisyon
zonlar1  milimetrik olarak olculmustur. Zon
caplar1 degerlendirmesinde Klinik ve Laboratuvar
Standartlarn Enstitusu (Clinical and Laboratory
Standards CLSI) (10)

Enterobacteriaceae grubu icin

Institute- tarafindan
belirtilen
standartlar kullamlmistir. Ayrica izolatlarin test
edilen antibiyotiklere karsi c¢oklu antibiyotik
direnclilik indeksleri (MARI) asagida gosterilmis
olan ve Sarter ve ark. (11) tarafindan belirtilen
formule gore hesaplanmistir:

MARI= A/(BxC)

A= Antibiyotige direncli olanlarin toplam sayisi;

B= Calismada kullanilan antibiyotiklerin toplam
sayisi;

C= Test edilen izolatlarin toplam sayisi.

Toplam hiicre proteinlerinin belirlenmesi

Toplam hicre proteinlerin  ekstraksiyonu
(12)’nin  SDS-PAGE yonteminde

baz1 degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir.

icin  Laemmli
Aktiflestirilen Vibrio spp. izolatlarindan beser
mL TSB besiyerine ekilerek 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
gelisen kulturler 12 000 rpm’de 5 dk santrifij
(Hanil HM-150 1V, Japan)

edilmis ve ust sivi kismi atilarak pelet Uzerine

Science Industrial,
100 pL serum fizyolojik ilave edilerek uc¢ kez
yikanmistir. Yikama islemi sonrasi kalan pelet
uzerine 20 pL ornek tamponu ilave edilmis ve
80 °C’de 5 dk kaynatilarak coziinur proteinler
ekstrakte edilmistir.  Ornekler elektroforez
yapilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir. Bakteri
kiiltirlerinden ekstrakte edilen toplam hiicre
proteinleri, 1 mm kalinliginda dikey elektroforez
tankinda (Hoefer SE400, USA) %4’lik toplayic
jel boyunca 20 mA ile %10’luk ayiric1 jelde 30
mA’lik sabit akim uygulanmis ve comassie brillant
mavi (R-250) boyasi ile boyanarak belirlenmistir.

Yurutme islemi toplayici ve ayirici jel proteinlerin
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molekiil  agirliklar, marker (PageRulerT™M

Unstained Protein Ladder, Fermantas, SM0661)

kullanilarak hesaplanmistir.

Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu Sambrook ve ark.
(13)’min yonteminde baz1 degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir. Aktif Vibrio spp. kultirleri 10
000 rpm’de ve 1 dk santrifuj edilmistir. Santrifuj
isleminden sonra ust sivi kismi atilarak pelet
icerisinde 100 pL soguk c¢ozelti | (50 mM glikoz,
25 mM Tris-HCL - pH 8,0, 10 mM EDTA - pH 8,0) ile
sulandinlip karistirilmistir. Karistirma isleminden
sonra uzerine 200 pL cozelti Il (%1 SDS, 0,2 N NaOH)
ilave edilerek tiip birkac defa alt ust edilerek ve
iyice karismasi saglandiktan sonra 15 dk buzda
bekletilmistir. Stre bitiminde 10 000 rpm’de, 7 dk
santrifij islemi yapilmis ve ust sivi kismi alinarak
fenol: kloroform (1:1) eklenerek karistirma islemi
yapilmistir. Bu islem, plazmid DNA’nin protein
kalintilarindan arinmasi icin iki kez yapilmistir. 10
000 rpm’de, 5 dk sanrifij islemi sonrasi ust sivi
kisim izerine iki kat1 kadar soguk saf etil alkol
ekleyerek buz icerisinde 15 dk bekletilmistir. Sure
bitiminden sonra 10 000 rpm’de, 10 dk santrifiij
islemi yapilmis ve pelet lizerindeki alkol tamamen
ucurulduktan sonra %70’lik soguk etil alkol ile
yikanmistir.  Yikama isleminden sonra alkoliin
tamamen uzaklasmasi saglanmis ve 50 pL Tris-
EDTA (TE) tamponu icerisinde ¢ozulmis ve analize
kadar - 20 °C’de saklanmistir.

izole edilen plazmid orneklerin agaroz jel
elektroforezi icin %0,7’lik agaroz jeli (1X TBE (Tris
Borat EDTA) tamponunda 5 pL etidyum bromid
hazirlanmistir.

kuyucuklarina konulduktan

eklenerek Plazmid ornekleri

agaroz jel sonra
jel elektroforez cihazinda (Thermo Scientific-
MS1509112955, UK) yurutme tamponu ile 80 voltluk
sabit akimda ve yaklasik 2,5-3 saat siire ile yuritme
islemi yapilmistir. Yuritme isleminin bitiminde,
jellerin  fotograflari UV  transilliminatorde
(Cleaver-MicroDOC, UK) cekilmistir.



Veri Analizi

Protein profillerinin istatistiksel analizinde;

jeller, yuksek cozlnurlukle bir tarayict (HP
Scanjet, G2410) kullanilarak bilgisayar
ortamina aktarilmistir. Ayrica, plazmid DNA

orneklerinin yiritildigi jellerin fotograflari UV
transilliminator (Cleaver-MicroDOC, UK) altinda
cekilip diger islemler icin bilgisayar ortamina
aktarilmistir. Her bir bandin molekiil agirligr Total
Lab 1D Manual R11.1, UK programi kullanilarak
hesaplanmis ve jel
yiklendikten sonra bantlar piksel pozisyonlarina
gore belirlenmistir.

gorintiuleri  programa

1D-Pro
kullanarak Jaccard’in

Kime analizi Phoretix
(Totallab, UK)
benzerlik katsayis1 temeline dayanan unweighted
pair-group metod
(UPGMA)

olusturulmustur.

icin veriler
programi
aricmetic

using averages

metoduyla hesaplanarak dendrogram

BULGULAR

Calismamizda, ilindeki balik

saticilarindan bir kg olacak sekilde alinan toplam

Sinop

44 adet hamsi ve zargana balik orneklerinden
Vibrio spp. taramasi yapilmis ve toplam 12 ornekte
izolasyon gerceklestirilmistir. Bakteri izole edilen
balik ornekleri, toplandiklari zaman ve bakteri
izolatlarina ait numara ve sembolleri Tablo 1’de
gosterilmistir.

izolasyonu yapilan ve olast Vibrio spp.
izolatlarinin dogrulamalarinin yapilabilmesi igin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler
uygulanmistir  (Tablo 2). izolatlarin tiimiiniin
katalaz, oksidaz, nitrat kullanimi, jelatinaz
aktivite, sitrat ve %6 NaCl’de gelisebilme

testlerinin pozitif oldugu saptanmistir. izolatlarin
%58,3’U icin indol pozitif, timi icin ise Ureaz, H,S
ve Voges-Proskauer testlerinin negatif olduklan
tespit edilmistir. Ayrica tum izolatlar, glikozu

fermente ederken, sakkarozu %66,6’sinin, laktozu

%75’inin, mannozu %33,3’Unun ve arabinozu ise
%25’inin kullanabildigi goriilmustiir (Tablo 2).

Tablo 1. Vibrio spp. izolatlaninin numaralan/sembolleri izole
edildikleri balik isimleri ve baliklarin temin edildikleri tarihler

Vibrio spp. izolat Vibrio spp. o sl erin
Zlee llgn Alinma Tarihi

Numarasi Sembolii ~ Babik Ismi
1 Z1 Zargana 14 Eylul 2014
2 72 Zargana 17 Eylul 2014
3 73 Zargana 4 Ekim 2014
4 74 Zargana 16 Ekim 2014
5 75 Zargana 26 Ekim 2014
6 76 Zargana 28 Ekim 2014
7 H1 Hamsi 21 Kasim 2014
8 H2 Hamsi 27 Kasim 2014
9 H3 Hamsi 6 Aralik 2014
10 H4 Hamsi 11 Aralik 2014
11 H5 Hamsi 28 Aralik 2014
12 Hé6 Hamsi 4 Ocak 2015

Yapilan antibiyogram test sonuclarina gore
%66,6,
seftriazona

izolatlarin; seftazidime gentamisine
%25, %16,6, %91,6,
amikasine %16,6, ofloksine %25 ve penisilin G’ye
%58,3 oraninda direnc gosterdikleri saptanmistir
(Tablo 3). Ayrica belirtilen kriterlere gore MARI

tetrasikline

degeri 0,2’den yiiksek ise; asir1 antibiyotik vb.
ilaclarin  kullanildig:
koken alan bakteriyel suslari, degerin 0,2’ye esit
veya daha disik olmasi ila¢ kullamiminin nadir

(yuksek risk) cevrelerden

oldugu (dusiik risk) cevresel 6rneklerden koken alan
suslar1 gostermektedir. Calismamizda, MARI degeri
0,41 olarak yuksek risk sinifinda bulunmustur.
Plazmid profiline gore tiim izolatlarda 1-4 plazmid
(1.590-27.000 bp araliginda) gériilmiistiir. izolatlarin
timinde 19.400 bp’lik plazmid bulunmakta olup bu
durum plazmid profillerine gore izolatlar arasinda
yiiksek benzerlik oldugunu gostermistir (Sekil 1).
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Tablo 2. Vibrio spp. izolatlarinin numaralari/sembolleri, izole edildikleri balik isimleri ve baliklarin temin edildigi tarihler

Q
£ g

o E g 2

£ c = <

c s g <

g = on

2 S N N 2 =] S g ) N )
e Y ® = _ N e g 5 £ L N 5 ¥ e £
© £ [ © = ] © © = z = © IS < = £ a
o o 5 G 2 ° g £ 2 a © T b=} = = = g o
SN (G} T x o = =) =z o > ES =) n (U] n =] = <
Z1 - + + + + + + + + + + +
72 - + + + + + + + + + + + +
Z3 - + + + + + + + + + +
74 - + + + + + + + + +
5 - + + + + + + + + + + +
76 - + + + + + + + + + +
H1 - + + + + + + + + + + + +
H2 - + + + + + + + + + + +
H3 - + + + + + + + + + +
H4 - + + + + + + + + + +
H5 - + + + + + + + + + + +
Hé6 - + + + + + + + + + + +

Tablo 3. Vibrio spp. izolatlarimin antibiyogram sonuclan Ayrica, izolatlara ait toplam hiicre protein

profillerine dayali olusturulan dendrograma
gore %80 ve lizerinde iki gruba (A ve B) aynldig,

Antibiyotik Diskler ve Zon Caplarina

(mm) gore Direng Profilleri
izolat A grubunda 5 ve 6 numarali zargana balik

P Cro Ak Oft Te Gen Caz -- : : . o
10 30 30 5 30 10 30 orneklerinden izole edilen suslarin oldugu, B
grubunun ise kendi icerisinde %91 ve uzerinde
1 1 R R S S S S S . .. N ..
benzerlik gosterdigi gorilmis ve bu gruba gore
2 2 5 R 5 ! | 5 R zargana ve hamsi balik oOrneklerinden izole
3 13 R R S R S ] R edilen suslarin birbirlerine yiksek oranda benzer
4 74 S R S S R S | olduklari tespit edilmistir (Sekil 2).
5 75 S R R S S R R
6 76 R R | S S R | SR LB
7 H1 S S R R | s R el A A4 A4 Ao
8 H2 R R S R R S R
9 W R R S S I s R - w' .“. -
10 H4 R R S S S S R
11 H5 S R | | | S R
12 Hé R R S S S S S

Sekil 1. Vibrio spp. izolatlarina ait plazmit DNA goriinimu

R: Direncli; S: Duyarli; I: Orta derecede direncli
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Sekil 2. Vibrio spp. izolatlarina ait SDS-PAGE toplam

hticre protein profil dendrogrami

TARTISMA

Deniz ve nehir agz1 ortamlarinda yasayan Vibrio
turleri (ozellikle V. vulnificus, V. parahaemolyticus
ve V.
baz1 durumlarda septisemi nedenidirler. Sebep

cholerae) gastrointestinal hastaliklar ve

olduklari enfeksiyonlar ise onemli seviyelerde
bakteri iceren kabuklu deniz uriinleri veya diger
deniz mahsullerinin uygunsuz islenmesi, yetersiz
pisirilmesi veya cig tiiketilmesi ile artmaktadir
(14).

Amos (15); Vibrio cinsi bakterilerde spor ve
kapsiil bulunmadigindan dolay1 farkli cevrelere
yayilis gosteremedigini, bunun icin habitatlarinin
sucul ortam oldugundan deniz Uriinlerinde sikca
bulundugunu belirtmistir. Hastein ve ark. (16)
yapmis olduklari calismalarindaise Vibrio tirlerinin
sucul cevrelerde yaygin olarak bulundugunu rapor
etmislerdir. Morris (17); epidemik V. cholerae
kaynaklardan

deniz driinlerine bulastigini, V. vulnificus ve V.

suslarinin  cevresel insanlara ve
parahaemolyticus dahil diger Vibrio tirleri ile V.
cholerae’nin epidemik olmayan suslarinin deniz
Uriinlerinin ¢ig ya da az pismis olarak tiiketilmesi
ile insanlarda enfeksiyonlara neden oldugunu

belirtmistir. Ayrica, Japonya’da gida vyolu ile
bulasan hastaliklarin en az %25’inin bu bakteriden
kaynaklandigi, Hindistan’da ise ishalli hastalarin

%3,5 ile %23,9’undan bu etkenin izole edildigi

bildirilmistir. Tirkiye Halk Saglig1 Kurumu (18),
Vibrio tiirlerinin cogunun gida kaynakli oldugunu,
sucul ortamlarda yasayip ancak kirlenmis su
bu

bakterilerin cogunun hayatta kalabilmek icin sicak

kaynaklar1 araciligiyla yayilabildigini ve
iklimlerde yayilis gosterdigini bildirmistir. Korun
(19); llkemizde kiiltiir balig1 yetistiriciligi yapan
isletmelerde ozellikle levrek ve son zamanlarda
gokkusagi alabalig1 isletmelerinde ciddi ekonomik
kayiplarin oldugunu ve bu kayiplarin bakteriyel
hastaliklara (Vibriozis, yersiniozis, furunkulozis
ve bakteriyel hemorajik septisemi) benzer
semptomlar meydana getirdigini vurgulamistir.
Aydin ve Soyutemiz (20) yaptiklarn calismada;
ilindeki balik

orneklerinde V. taramasi

Bursa saticilardan topladiklan
parahaemolyticus
yapmislarvehicbirornektebususarastlamadiklarini
(21); 299 deniz

baliginda V. parahaemolyticus taramasi yapmislar

bildirmislerdir. inal ve ark.
ve sadece bir érnekte tespit etmislerdir. inal ve
ark. (22)’min yaptiklar1 baska bir calismada ise
Samsun-Sinop arasindaki kiyida avlanan 53 balik
orneginde V. parahaemolyticus icin 37 pozitif
sonuc elde ettiklerini rapor etmislerdir.

Manjusta ve ark. (23); farkli ortamlardan
izole ettikleri Vibrio spp. izolatlarinin 22 farkl
antibiyotik
calismislar ve 119 Vibrio izolatinin %16,8’inin tim

antibiyotiklere duyarli oldugunu, %30,3’linlin Uc

ile coklu antibiyotik direncliligini

antibiyotige, %55,5’inin dort ile on antibiyotige,
%14,14’Unln on antibiyotikten fazlasina direncli
%54’untn  coklu
antibiyotikdirencigosterdiginisaptamislardir. Rojas

oldugunu tiim izolatlardan
ve ark. (24); istiridye ve midye orneklerinden izole
ettikleri 19 V. parahaemolyticus susunun icerisinde
alt1 susun en az iki antibiyotige direncli oldugunu,
ayrica tum suslarin imipenem, nalidiksik asit ve
seftazidime duyarli olduklarin1 bildirmislerdir.
Marhual ve ark. (25); deniz urilnlerinden izole
ettikleri alti Vibrio spp. susunun (li¢ adet V.

alginolyticus ve lc adet V. parahaemolyticus),
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birden fazla antibiyotige direncli olduklarin1 ve
bir ile Uic arasinda plazmid DNA icerdiklerini rapor
etmislerdir. Bu calismalara paralel olarak elde
ettigimiz calismamizin sonuclarinda da izole edilen
12 Vibrio spp. susunun iki veya bes antibiyotige
kars1 coklu direnc gosterdikleri ve bir ile dort
plazmid DNA’ya sahip olduklar goriilmustur. Vibrio
spp.
coguna kars1 direncli oldugu tespit edilmis ve

izolatlarinin test edilen antibiyotiklerin

bu durumunda antibiyotik ve baz1 diger ilac
kalintilar1 ile bulasi su kaynaklarindan dolay1
olabilecegini dusundirmistir. Bu calismamizda
elde edilen 0,41 MARI degeri,

desteklemektedir.

bu durumu
Yoon ve ark. (26); 13 adet Vibrio tirlnln
toplam hicre protein profiline gore tanimlanmasi
calismada, kendi
aralarinda ayrimlarinda %56 ve lizerinde benzerlik

uzerine yaptiklan turlerin
sagladigim boylece bu teknigin Vibrio tirlerini
ayirmada tur alti diuzeyde de hizli, basit ve
giivenilir oldugunu bildirmislerdir. Benediktsdottir
ve ark. (27);
ettikleri 25 V. viscosus ve 23 V. wodanis suslarinin
toplam hiicre proteinlerinin benzerliklerine SDS-

PAGE yontemi ile incelemisler ve sirasiyla %92,8

hastalikli balik orneklerinden izole

ile %88,3 ve Uzerinde benzerlik gosterdiklerini
rapor etmislerdir. Calismamizdan elde ettigimiz
sonuclara gore 12 Vibrio spp. izolatinin kendi
aralarinda %80 ve lzerinde benzerlige sahip
oldugu ve bu calismalarla paralellik gosterdigi
gorulmustur.

CIKAR CATISMASI

Calismamizda; Vibrio tiirlerinin diger patojenik
mikroorganizmalara nazaran tuzlu sularda ve bu
sularda yetisen organizmalarda bulunmasi, bu
ortamlara uyumlu olmasi ve ayrica Sinop ilinde
hem deniz suyunun rekreasyonel amaclarla
kullanilmasi hem de su mahsullerinin cok fazla
tiiketilmesi bu bakterinin olusturabilecegi olasi
enfeksiyonlarn arttirmasi sonucunu cikarabiliriz.
deniz durinlerini

Ayrica, tiketmeden once iyi

derecede pisirilmesi gerektigini soyleyebiliriz.

Balik orneklerinde Vibrio turlerinin tespitinde
kullanilan SDS-PAGE yontemi ile toplam hiicre
protein profillerinin tiur dizeyinde ayriminda
hizli, glivenilir ve basit bir teknik oldugunu, buna
ragmen tir alt1 ayrimda yetersiz kaldigi ve bunun
icin molekiiler tekniklerin kullanilmas1 gerektigini

onerebiliriz.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclara gore
plazmid DNA profilleri ve c¢oklu antibiyotik
direncliligi arasinda bir korelasyon bulunmamaistir.
Tek bir plazmid DNA’ya sahip izolatlarda (3 ve
10 numarali izolatlar) ikiden fazla antibiyotige
direnclilik saptanmistir. Ayrica antibiyotiklerin
bilin¢sizce kullanimi sonucu, denize atik olarak
sagligina etkilerini

onlinde bulundurarak bakterilerin antibiyotiklere

birakilmasinin insan g0z
kars1 direncliliklerinin arttigim ve bu durumla
micadele amacli sadece uygun antibiyotiklerin
kullanilmasi ile cevreye bilin¢sizce birakilan ilag
tirevi maddelerin oniline gecilmesi gerektigini

disinmekteyiz.

Yazarlar herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemektedir.
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2013 yilinda Mugla ili Marmaris ilcesinde goriilen Staphylococcus
aureus enterotoksin kaynakh gida zehirlenmesinin degerlendirilmesi

Celal TUTUS', Demet BOREKCi', Giircan PARCIKLI', Fehminaz TEMEL', Mustafa Bahadir SUCAKLI'

OZET

Amag: Ayni yemek firmasi tarafindan verilen 6gle
yemegi ve aksam yemegi sonrasi iki okuldaki 6grenciler ile
17 isyerindeki iscilerden olusan toplam 116 kisi; bulanti,
kusma, karin agrisi ve ishal sikayetleri ile 23 Aralik
2013 tarihinde, Mugla ili Marmaris Devlet Hastanesi’ne
basvurmustur. Bu calisma; zehirlenmenin bulas yollarim
ve olasi kaynak ya da kaynaklar belirlemek ve kontrol
onlemlerini uygulamak icin yapilmistir.

Yontemler: Supheli vaka olarak “23 Aralik 2013
tarihinde soz konusu 17 isyeri ile iki okulda bulunan ve
bulanti, kusma, karin agrisi, ishal, ates semptomlarindan
en az biri gorilen kisi” olarak tammlanmistir. Olas
vaka ise sipheli vakalardan “kusma veya ishal sikayeti
olan kisiler” olarak kabul edilmistir. Kontroller, aym
okul/isyerinde bulunan belirtilen semptomlari olmayan
kisiler arasindan secilmistir. Calismada, isyerlerinde ve
okullarda toplam 213 (100 vaka, 113 kontrol) kisi ile yiiz
ylize gorusuliip anket uygulanmistir. Analizler 77 olasi
vaka, 100 supheli vaka ve 113 kontrol grubu uzerinden
yapilmistir. Gaita ornekleri, yemek uretim firmasinin
mutfak arac ve gereclerinden surinti, gida ve su
ornekleri alinmistir. Ayrica gida elleyicilerinden alinan
ornekler Staphylococcus aureus acisindan incelenmistir.

ABSTRACT

2013,
patients including students of two schools,

116
and

Objective: On 23rd of December,

workers of 17 work places who consumed lunch and
dinner from the same catering company, applied to
Marmaris State Hospital, Mugla province suffering from
nausea, vomiting, abdominal pain, and diarrhea. This
study was conducted to identify the cause, and mode
of transmission, and to implement control measures.

Methods: The suspected case was defined as
“individuals working in 17 work places and two schools
and having at least one of the following symptoms onset
on 23 December 2013: nausea, vomiting, stomach ache,
diarrhea, and fever”. Probable case was accepted as
“suspected case having vomiting or diarrhea”. Controls
were selected from the same school/workplace among
persons who didn’t have these symptoms. In the study,
face to face interviews were conducted for 213 (100
cases, 113 controls) people. Seventy seven probable
cases, 100 suspected cases and 113 controls were
included in the analysis. Samples from stool, swabs
of the kitchenwares and untensils, samples from food
and water were taken. Moreover, samples from food
handlers were tested for S. aureus.
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132

23 Aralik 2013 Pazartesi
giinli 6gle yemegi yenmesinden sonra ortaya ciktigi

Bulgular: Vakalarin,
saptanmistir. Ayni giin verilen yemek menusiinde; tavuk
doner, pilav, mantar corbasi, salata ve ayran oldugu
belirlenmistir. ilk vaka; Mugla ili Marmaris ilcesi Merkez
Devlet Hastanesi’ne aym giin icinde saat 12:30’da
bulanti, kusma sikayetleri ile basvurmustur. Vakalarda
en sik goriilen semptomlar sirasiyla; bulanti, karin
agnsi, kusma, ishal ve yiiksek atestir. Atak hizi %16
olarak belirlenmistir. Zehirlenme egrisi tek kaynakli
oldugunu gostermistir. Vaka ve kontroller yas ve cinsiyet
acisindan benzer bulunmustur. Vakalarin %96 (74/77)’s1
ve kontrollerin %32’sinin (37/113) yemekte tavuk doner
yedigi saptanmistir (TRR - tahmini rélatif risk): 50 %95;
Giiven Araligi: 14-171). Mantar corbas ve salata kontrol
TRR - tahmini rolatif risk): 50 %95; GA-giiven araligi: 14-
171 edildiginde (37/113) ise vakalarda kontrollere gore
tavuk doner yeme TRR 34 kat (TRR ayar - Ayarli tahmini
rolatif risk = 34, %95 GA= 8,8-129,7) bulunmustur.
il Gida Kontrol Laboratuvarinda degerlendirmesi
yapilan tavuk donerinde stafilokok enterotoksini tespit
edilmistir.

Sonug: Marmaris ilcesi’nde goriilen zehirlenmeye
tavuk donerde saptana S.
sebep oldugu gorilmiistiir. Arastirmada bulas kaynagi
gosterilememistir. Yemek firmas1 tarafindan kontrol

aureus enterotoksininin

ve koruma onlemlerin alinmasi ve firma calisanlarina
iyi hijyen uygulamalar konusunda egitim verilmesi
onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, gida
kaynakli zehirlenme, vaka-kontrol calismasi

Results: Cases started to increase after lunch
on Monday at 23 December 2013. The menu of the
company included chicken doner, rice, mushroom
soup, salad and buttermilk. The first case attended
Mugla, Marmaris District Public Hospital during the
same day with nausea and vomiting complaints at
12:30. Most common symptoms seen in the cases,
were nausea, abdominal pain, vomiting, diarrhea
and high fever. The attack rate was determined
as 16%. The epidemic curve revealed a point
source outbreak. Cases and controls had similar
characteristics for age and sex. It was determined
that 96% (74/77) of cases and 32% (37/113) of
controls ate chicken doner (OR - odds ratio: 50 95%
Cl: 14-171). After controlling for mushroom soup and
salad, odds of being ill was 34 (ORadj - adjusted odds
ratio = 34, 95% Cl-confidence interval= 8.8-129.7).
In the analysis done by the Provincial Agriculture
- Food Laboratory on the food samples S. aureus
enterotoxin was identified in chicken doner sample.

Conclusion: It was found that the poisoning seen
in the Marmaris district was caused by S. aureus
enterotoxin in the chicken doner. In the research
the source of contamination was not shown.
Recommendations were given to the food company
to implement control and protection measures; and
to provide training on good hygiene practices for
company workers.

Key Words: Staphylococcus aureus, food-borne
poisoning, case-control study

GIRIS
Gida
kesiminden ve her yastaki bireyi etkileyen onemli bir

kaynakli  hastaliklar, toplumun her
toplum sagligi sorunudur. Gida kaynakli enfeksiyonlar,
sporadik vaka olarak goriilebilecegi gibi bulasi gida
kaynakli, birden fazla kisiyi etkileyen zehirlenmeler
seklinde de gortlebilir (1). Yapilan arastirmalarda
gida kaynakli enfeksiyonlarin yaklasik ucte birinin

bakteriyel etkenli oldugu saptanmistir. Gida kaynakli
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hastaliklarin cogu bakterilerin Urettigi toksinlerden
veya bakteri miktarindan kaynaklanir. Baz1 bakteriler;
gerekli su, besin, sicaklik ve zaman kosullan
Ne kadar

cok bakteri varsa, enfeksiyon ve hastalik riski de o

olustugunda milyonlarca (Ureyebilirler.

kadar yuksektir. Gelisen hastaliklarin siddeti, hafif
karin agrisindan gida kaynakli zehirlenmeye kadar
degisen genis bir spektrum seklinde goriilmektedir.



Hastaliklarin olusumunda en onemli etken, gidalarin
hijyenik olmayan kosullarda muhafaza edilmesi ve
hazirlamasinda yapilan hatalardir (2).

Endustrilesme ile beraber hazir yemek ile
beslenmeye kars1 egilimin son yillarda artis gosterdigi
goriilmektedir. ABD, Ingiltere ve Hollanda’da elde
edilen istatistiksel verilere gore gida kaynakli
hastaliklarin %70’inden fazlas1 yemek veya servis

hizmeti veren sektorlerle iliskilendirilmektedir (3).

Hastalik  Kontrol
raporuda 205 gida

Amerika Birlesik Devletleri
(CDC)’nin 2005 w1l
kaynakli hastalik salgim1 rapor edilmistir. ABD’de her

Merkezi

yil 325.000’i hastanede yatmay1 gerektiren ve 5.000’i
olim ile sonuclanan yaklastk 76 milyon vakanin
oldugu tahmin edilmektedir (4). Bu durum her yil dért
Amerikalidan birinin bu enfeksiyonlar ile karsilastigim
gostermektedir. ingiltere’de sadece 2000 yilinda 1.3
milyondan fazla gida kaynakli intestinal enfeksiyon
bildirilmistir (5).

Son zamanlarda gida kaynakli salginlarda
en cok Staphylococcus aureus ve Clostridium
perfringens etken olarak gozlenmektedir.

Glinuimuzde, gida kaynakli enfeksiyonlarda 27 temel
patojen mevcuttur. En onemlileri Campylobacter,

Salmonella spp., Clostridium turleri, S. aureus,
Escherichia coli 0157:H7, Bacillus cereus ve Listeria
monocytogenes’tir. Bununla birlikte bu patojenler
gida kaynakli enfeksiyonlarin toplam tahmini sayisinin

sadece %19’unu olusturmaktadirlar (6, 7).

Stafilokokkal gida zehirlenmeleri ABD’de en sik
gorilen ikinci
nedenidir ve gida kaynakli salginlarin %14-20’sini
olusturmaktadir (8).

siradaki gida kaynakli zehirlenme

Marmara
1070 gida
orneginde inceleme yapilmistir. Patojen
saptanan 147 o6rnegin 92 (%62,6)’sinin stafilokokal
toksinler ile enfekte oldugu tespit edilmistir (9).

Ulkemizde vyapilan bir calismada,
bolgesinde perakende olarak satilan

etken

Bu da tim dinyada oldugu gibi iilkemizde de
stafilokokal gida zehirlenme riskinin yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Bu calisma, Marmaris ilcesinde 23 Aralik 2013
tarihinde baslayan bulanti, kusma ve ishal sikayetleri
ile seyreden zehirlenmenin bulas yollarin1 ve olasi
kaynak ya da kaynaklarin1 belirlemek ve kontrol
onlemlerini uygulamak icin yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, etkilenen kisi sayisimin fazlaligi
ve olayin toplum sagligim etkileme riski tasimasi
nedeniyle Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (THSK), Erken
Uyan Cevap ve Saha Epidemiyolojsi Daire Baskanligi
(EUCSE DB)’nca konuyu inceleme karari alinmistir.
EUCSE Daire Baskanligi’ndan gorevlendirilen personel
ile Mugla Halk Saglig1 Miidiirligu personeli tarafindan
05 Ocak 2014 ile 11 Ocak 2014 tarihleri arasinda
Mugla ili Marmaris ilcesinde vakalarin gorildigi
17 isyerinde ve iki okulda, is yeri calisanlarinin ve
ogrencilerin timiine ulasma giicliigii nedeni ile vaka-
kontrol calismas1 yapilmistir. Suipheli ve olasi olmak
uzere iki vaka tanmimi olusturulmustur.

Suipheli vaka; yemek firmasinin dagitim yaptigi
17 isyeri ve iki okulda; bulanti, kusma, karin agnsi,
ishal veya ates sikayetlerinden en az birine sahip
olan kisiler, olas1 vaka ise supheli vakalar arsindan
kusma veya ishal sikdyetleri olan kisiler alinmistir.
Kontroller, ayn1 tarihte is yerleri ve okullarda bulunan
ve herhangi bir rahatsiziigi bulunmayan kisilerden
secilmistir.

Anket uygulamasinin basinda en fazla vakanin
goriildiigli okul basta olmak iizere, dgrenci/calisan
sayist yeterli olan okul/isyerlerinde kisi listeleri
alinmis, hastaneye basvuranlar cikarilarak, kalan
ogrenci/calisanlar arasindan rastgele yontemle kisiler
secilmistir. Her isletmede vaka sayis1 kadar kontrol
bulunamadigindan ve vakalar bazi isletmelerde kontrol
sayisindan daha fazla oldugundan kontroller isletme
bazinda alinmamis, butin isletmelerden rastgele
sayillar tablosu kullanilarak secilmistir. Calismada,
isyerlerinde ve okullarda 213 (100 vaka, 113 kontrol)
kisi ile yuz ylize gorusilup anket yapilmistir. 77 olasi
vaka ve 113 kontrol ile ileri analizler yapilmistir. Veri
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analizlerinde Excel ve Epilnfo paket programlan

kullamlmistir. Verilerin degerlendirilmesinde;
ylizde dagiimlan, atak hizi, olasi risk faktorlerini
degerlendirmek icin %95 GA, TRR ve ayarlanmis
TRR (lojistik regresyon) kullamlmistir. istatistiksel

anlamlitik sinir1 %5 kabul edilmistir.

Vakalardan alinan gaita ornekleri incelenmek
lizere Marmaris ilce Devlet Hastanesi Laboratuvarina,

gida ve su numuneleri Mugla il Gida Kontrol

Laboratuvari ve Halk Saghigi Laboratuvarina
gonderilmistir.

BULGULAR

Mugla Halk Saghigi Midirlugli tarafindan

24.12.2013 tarihinde, Tirkiye Halk Sagligi Kurumu
(THSK) Erken Uyan-Cevap ve Saha Epidemiyolojisi
Daire Baskanligina Marmaris ilcesi’nde 23.12.2013
tarihinde 0gle ve aksam yemegi sonrasi Devlet
Hastanesi Acil Servisine (116 kisi), diger hastane
ve poliklinikler ile toplam 136 kisinin karin agrisi,
bulanti, kusma ve ishal sikayetlerinden biri veya
birkaciyla basvuran kisilerin  besinin  yatisinin
yapildig1, biiyiik bir cogunlugunun da birkac saatlik

gozlem ile taburcu edildigi uyaris1 bildirilmistir.

w w
o wn

- Ogle yemegi

Vaka Sayisi
S &

=Y
w

Aksam Yemegi

isyeri ve okullarda, 23.12.2013 Pazartesi giinii
0gle yemeginden sonra vakalar ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Olas1 vaka tanimina gore 77 vakanin
%66’s1 erkek, %34’U kadindir. Vakalarin yas ortalamasi
29,3 + 9,37 olarak bulunmustur.

Bu calismada; yemek dagitimi yapilan s
yerleri ve okullarda acile basvuran kisi sayisina
gore hesaplanan kaba atak hizi %16 bulunmustur.
Basvuranlarda en fazla goriilen sikayetlerin
bulanti ve karin agnist oldugu tespit edilmistir.
Aynica kusma, ishal ve yuksek ates de gorulmustur

(Sekil 1).

100 93,5

%0 844 g5

80

70 64,9

60 57.1

50

40
0,
% 30
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10 3.8

0 —
Bulanti  Karn Kusma ishal Ates  Kanh Ishal
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Sikayetler

Sekil 1. Gida zehirlenmesi ile basvuranlarda en fazla
goriilen sikayetlerin yiizde dagilimlan

m Suipheli Vaka
m Olasi Vaka

DA (L A

Sikayet Baglama Saati

Sekil 2. Sikayetlerin baslama saatlerine gore dagilimi
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Sikayetlerin baslama zamamina gore cizilen
zehirlenme egrisinde siipheli ve olasi vakalara ait
sikayetlerin 0gle ve aksam yemeklerinden sonra
baslamis oldugu ve tepe noktalarinin ayn1 zaman
diliminde oldugu saptanmistir. Zehirlenmenin tek
gosterdigi

kaynakli etken ozelligi

(Sekil 2).

belirlenmistir

Zehirlenmenin inkiibasyon siresinin 4.04 + 2.15
saat (Ortanca= 3.30 - En kisa = 0.5 - En uzun = 11.20)
oldugu bulunmustur. Bu siire, zehirlenmeye neden
oldugu disiiniilen Staphylococcus aureus ile uyumlu
gorulmustur.

Tablo 1. Vaka ve kontrollerde gidalara gore olasi risk faktorleri

Zehirlenmeye yol acan yemekleri tespit etmek
icin olas1 vakalarin yemek menusuinde yer alan sebzeli
tavuk doner, pilav, mantar corbasi, salata ve ayran
yeme-icme durumlar da degerlendirilmistir (Tablo 1).

ilk analizlerde tavuk doéner, mantar corbasi ve
salatanin zehirlenme ile iliskili oldugu saptanmistir.
Ancak mantar corbasi ve salata kontrol edildiginde
vakalarda kontrollere gore zehirlenme tahmini rolatif
riski 34 kat (8,8-129,7) bulunmustur (Tablo 1).

Gaita kulturlerinde Salmonella spp. ve Shigella
spp. acisindan yapilan inceleme sonuclar negatif
bulunmustur (Tablo 2).

o Vaka Kontrol TRR Ayarh TRR
Sayi % Say1 % (%95 GA) (%95 GA)
Tavuk doner 74 96,0 37 32,1 50 (14-171) 33,9 (8,8-129,7)
Mantar corbasi 58 75,0 32 28,5 7,6 (3,9-15) 2,3 (1,05-5,4)
Salata 59 76,6 44 38,9 5,09 (2,6 -9,9) 0,9 (0,3-2,4)
Ayran 15 19,5 12 10,6 2,02 (0,8-4,7)
Tablo 2. Klinik ve klinik dis1 orneklerde yapilan analizlerin sonuclan
s A IEND Kullanilan
Ornek Ornek Y6 Yapilan Mikrobiyolojik Analizler Sonug¢
ontem
Sayisi
Klinik Ornekler
Gaita 13 Kiltur Salmonella spp., Shigella spp., parazit yumurtasi, kist  Negatif
ve trofozoid
Kusmuk 2 Kaltur Salmonella spp. (VIDAS), Shigella spp. Negatif
Gida Ornekleri
Tavuk doner 2 VIDAS Stafilokokal enterotoksin, Bacillus cereus, Salmonella spp.  Pozitif
Mantar corbasi 2 VIDAS Stafilokokal enterotoksin, B. cereus, Salmonella spp.) Negatif
Salata 1 VIDAS E.coli Stafilokokalenterotoksin, Salmonella spp. Negatif
Ayran 1 VIDAS Listeria monocytogenes E. coli Negatif
Mutfak Arac Ornekleri 19 Kultir E. coli, maya hiicreleri, alfa hemolitik streptokoklar  Negatif
(Kepce, Tezgah, Buzdolabi
Raflar, Kiyma Makinesi vb.)
Su Ornekleri 1500  Membran Mikrobiyolojik Kontrol izlemesi Uygun
Sebeke suyu filtrasyon
Turk Hij Den Biyol Derg
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ilcenin su ihtiyacini saglayan sebeke suyu ile
ilgili yapilan mikrobiyolojik kontrol izleme analizleri
olarak Clostridium perfringes (sporlar dahil), E.
coli, koliform bakteri ile agir metal (amonyum,
demir) ve iletkenlik, pH, koku, renk ve tat incelemesi
sonucunda, su ornekleri ilgili yonetmelige uygun
bulunmustur.

Gida Hayvanciik  Bakanlig
Laboratuvarinda yapilan tavuk doner oOrneginde

Tarim ve
stafilokok enterotoksini tespit edilmistir.

TARTISMA

Gida kaynakli hastaliklar (GKH) genel anlamda
patojenik mikroorganizmalar, mikrobiyal toksinler
ile bulas1 olmus gidalarin yenmesi ile olusan ve daha
cok gastrointestinal semptomlarla seyreden klinik
tablolardir (7,10). GKH’ler sporadik olabilecegi gibi
salginlar halinde de gorulebilmektedir. Bazen kiicuk
cocuklar ve yaslilarda olumler (genel halk icin % 0,03)
nadir olmakla birlikte gortilmektedir (6).

Glinumuzde, gida kaynaklarinin belli merkezlerden
saglanmasi ve bu gidalanin farkli bolgelere dagitilmasi
salgin yaygintigim1 arttirmaktadir (11). Bu calismada,
zehirlenmeye neden olan ana gida maddesi olan tavuk
donerin uretim yeriile islenip servis edilme merkezinin
farkli illerde olmasi, gerekli incelemeler icin izinlerin
alinamamasi nedeni ile isletmeler arasinda geriye
donuk gida kontrol calismasi yapilamamistir.

Stafilokokal
siddetli ve bol kusma, ishalli veya ishalsiz abdominal

gida zehirlenmesi hizla gelisen,
kramp ile karakterize edilmektedir (7). Calismamizda;
vakalarin bulanti, kusma, karin agrisi, ishal ve ates
gibi sikayetlerinin olmasi S. aureus enfeksiyonunun
klinik ozellikleri ile uyumludur. inkiibasyon siiresi
2-6 saat arasinda degismektedir. Bu siire stafilokokal
gida zehirlenmelerinde goriilen inkiibasyon suresi (30
dakika-8 saat) ile uyum gostermektedir (6).

Gida analizinde de tavuk doner orneginde S.
aureus enterotoksininin tespit edilmesi tavuk doner
kaynakli bir S. aureus gida zehirlenmesi oldugunu
gostermistir. Mantar corbasinda da riskin yiksek
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bulunmasi yemekler arasinda bir capraz bulasin
olabilecegini diistindirmiistiir.

Stafilokokal
sinirlandiran  bir

kendi
olsa da

gida zehirlenmesi kendini
hastalik
yaklastk %10’u sikayetlerinden dolay1 acil servise
(12).

zehirlenmesi sikayetleriyle kisiler (%74) hastaneye

hastalarin

basvurmaktadir Calismamizda da gida

basvurmustur. Bunun nedeni bu intoksikasyonun
isyerlerinde goriilmesini dusiindiirmiistiir. isyeri, okul
gibi toplu yemek yenen yerlerde bu tur gida kaynakli
zehirlenmelerde genellikle kisilerde semptomlar

gorildiikce hastane basvurulan da artmaktadir.

Bircok gida maddesi, S.
uygun ortam olusturmaktadir. Siklikla sut, krema,

aureus uremesi icin

kremali pastalar, tereyagi, jambon, sosis, konserve
et, salatalar, pismis yemekler, sandvic dolgulan
bu zehirlenmelerde rol oynamaktadir. ingiltere’de
yapilan bir calismada; 1969 - 1990 arasinda goriilen
salginlarin %53’U basta jambon olmak uzere etli
%22’si ilgili
yemeklere, %8’si siit Uriinlerine, %7’si balik ve kabuklu
deniz hayvanlarina ve %3,5’i yumurtaya bagli oldugu
gorilmistiir (13). Calismamizda da beklendigi gibi

yemeklere, kiimes hayvanlan ile

tavuk doneri kaynakli bir enfeksiyon oldugu ortaya
cikmistir.

Gida zehirlenmelerinde, gidanin hazirlanmasinda

gorev alan personel bulasta onemli bir rol

oynamaktadir. Stafilokokal gida zehirlenmelerinin
%25’inde elle isleme asamasinda bulas olmaktadir.
Saglikli kisilerin %20-50’sinin cildinde, burnunda,
bogazinda veya enfekte cilt lezyonlarinda S. aureus
tasidig1 bilinmektedir. Organizma gozenekler ve kil
folikiillerinde gizlendiginden ciltten uzaklastirilmasi
oldukca zordur. Nemli ellerle yuzeylere ve yiyeceklere
bulasmast mumkundir. S. aureus tasiyicilarinin dizenli
olarak test yapilarak tespit edilmesine calismak
siirekli uygulanabilir bir durum degildir. Bu nedenle,
genel olarak yiyeceklere ciplak elle dokunmaktan
(13).
zehirlenme ile ilgili gozlemlerde; gida elleyicilerinin

kacimlmas1 gerekmektedir Calismamizdaki

eldivenle calistigi gorilmistiir. Ayrica laboratuvar



incelemelerinde gerek gida elleyicilerinden alinan
orneklerde, gerekse mutfak arac ve gereclerinden
alinan surunti  orneklerinde herhangi bir bulas
etkeniyle karsilasilmamistir. Yemeklerin hazirlandig
ve servis edildigi ortamin hijyeni de bulasta 6nemli bir
faktor olarak rol oynamaktadir. Bu ortamin gecmiste
yapilan diizenli kontrollerini inceledigimizde ise
hijyen konusunda herhangi bir problem yasamadig
kayitlardan saptanmistir. Bu nedenle, bulasin personel
ve ortamdan kaynaklanmadigi, baska bir asamada

gerceklestigi diistinlilmistdr.

SONUC

Laboratuvar sonuclari ve epidemiyolojik analizler,
yasanan gida zehirlenmesine S. aureus enterotoksini
bulasmis tavuk donerin neden oldugunu gostermistir.
Tavuk donerin geriye donuk incelemesi yapilmis ve
bu gidanin bir firma tarafindan satildigi 6grenilmistir.
Ancak yemek firmas1 tarafindan kullanilan tavuk
donerin imalat yeri ile iletisim saglanamamis ve
incelenmesi icin izin alinmamistir. Bu nedenle, S.
aureus bulas yolunun ne sekilde oldugu tam olarak
belirlenememistir.

TESEKKUR

Gida kokenli hastalik risklerini onemli olclude
azaltmak ve toplum sagligint korumak agisindan Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan “giivenli tiiketim icin islenmis
gidalarin secilmesi, pisirilecek gidalarda pisirme
isleminin tam ve kusursuz uygulanmasi, pisirme
sonrasi gidalarin bekletilmeden tiiketilmesi, pisirilmis
gidalarin korunmasina 6zen gosterilmesi, gidalarin
yeniden 1sitilmasinin tam ve kusursuz uygulanmasi, ¢ig
ve pismis gidalarin birbiriyle temasindan sakinilmasi, el
temizliginin ihmal edilmemesi, mutfaktaki ylizeylerin
temiz tutulmasi, gidalarin kemirgen ve haserelerden
“Altin

Kurallar” tanimlamistir. Bu onlemlerin toplu yemek

korunmas1 ve temiz su kullanilmas1 olarak

Uretim firmalan ve tiketiciler tarafindan uygulanmasi
icin Gida Tanm ve Hayvancilik Bakanligi ile Saglik
Bakanlig1 tarafindan onerilerde bulunulmalidir (14).

Gida kaynakli hastaliklarda
belirlenmesi ve bulas zincirinin tespiti amaciyla

kaynagin

Gida Tarim ve Hayvanciik Bakanligi
Bakanligi’nin zamaninda ve ortak hareket etmesi
gerekmektedir. Bu nedenle, yururlikte bulunan yasal

ile Saglik

diizenlenmenin uygulanabilirliginin de artirilmasi
gerekmektedir.

Bu calisma, Bulasici Hastaliklarin Siirveyansinin Giiclendirilmesi Avrupa Birligi Projesi (TR0802.16-AB Fonu)

ve T.C. Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (THSK)’nun maddi destegi ile yapilmistir.

Calismadaki katkilarindan dolayr, THSK Bulasic1 Hastaliklar Kontrol Programlar Baskan Yardimciligina,
THSK Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari calisanlarina, Mugla Halk Saghigi Miidiirliigii, Mugla il Gida Kontrol

Laboratuvari ve Mugla Halk Sagligi Laboratuvari calisanlarina tesekkir ederiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemektedir.
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Izmir’de saghk kurumlarina yemek iiretim ve dagitim hizmeti veren
bir firmada calisanlarin gida hijyeni ile ilgili bilgi ve davramslan

Sadan KOKSAL',

Ahmet SOYSAL?,

Giil ERGOR?,  Giilsah KANER®

OZET

Amag: Bu calismanmin amaci izmir’de bir yemek
firmasinda calisanlarin gida hijyeni ve kisisel hijyen
ile ilgili bilgi ve davramslarim arastirmak, bilgi ve
davranislarina etki eden etmenleri belirlemektir.

Yontemler: Kesitsel tipte planlanan calisma, 1SO
22000 Gida Glivenligi Yonetim Sistemine sahip bir
yemek firmasinin merkez mutfaginda ve hizmet verdigi
hastane mutfaklarinda yiritilmus, yemek firmasindaki
tim calisanlarin (n:73) calismaya alinmasi planlanmis,
ancak calisma 59 kisi ile tamamlanmistir. Calisma
verilerinin toplanmas1 anket ve gozlem yapilarak
arastirmac1 tarafindan gerceklestirilmistir. Gozlem
yalnizca mutfak calisanlarinda yapilmistir. Gida hijyeni
ile ilgili bilgileri puanlandirilarak yeterli ve yetersiz
olarak, gida hijyenine yonelik gozlenen davranislan ise
uygun ve uygun degil olarak degerlendirilmistir. Veriler,
SPSS 15.0 paket programi ile analiz edilmis, sosyo-
demografik ozellikler ve calisma siiresinin hijyen bilgi
diizeyi ve davramis durumu ile karsilastinlmasinda ki-
kare testi kullanilmistir. Elde edilen p degeri 0,05’ten
kiiciikse fark anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Calisanlarin yas ortalamasinin
35,4+7,6 oldugu ve %86,4’Uniin mutfak calisani,
%13,6’sinin  her zaman mutfakta bulunmayan gida
mihendisi, gida teknisyeni, sekreter ve sofor oldugu
belirlenmistir. Calismaya katilanlarin tamaminin ise
girdikten sonra diizenli saglik kontroliinden gectigi,
cogunun calistiklan firmada ya da daha once hijyen

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to determine
the knowledge and practice of workers of a catering
company in Izmir on food and personal hygiene, and
to investigate factors which influence their knowledge
and behaviour.

Methods: The cross-sectionally planned study was
implemented in the central kitchen of a catering firm
having the I1SO 22000 Food Safety Management System
and in the hospital kitchens served by the firm. It was
planned to include all workers (n: 73) of the catering
firm to the study however the study was completed with
59 people. The data were collected through the method
of the questionnaire and observation by the researcher.
Observation was done only with the kitchen workers.
The food hygiene knowledge of the workers were scored
as sufficient and insufficient while their behaviours
were evaluated as appropriate or inappropriate. Data
were analyzed with the SPSS 15.0 package program
and in comparing the socio-demographic properties and
working period with the hygiene knowledge level and
behaviour condition chi-square test was used. p value
<0.05 was noted statistically significant.

Results: The mean age of the workers were 35.4+7.6
and 86.4% of them were working in the kitchen while
13.6% were food engineer, food technician, secretary,
and driver who were not often in the kitchen. It was
determined that all workers participating in the study
underwent regular medical check-upsafter entering the

* Bu calisma; Tiirkiye Gida ve icecek Sanayi Dernekleri Federasyonun (TGDF) Gida Kongresinde (12-14 Kasim 2013 Side, Antalya)
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egitimi aldiklan ve yansindan fazlasinin gida is
yerinde yedi yil ve daha az siredir calistiklan
belirlenmistir. Bu calismada, calisanlarin yarisindan
fazlasimin  (%52,5) hijyen bilgi puaninin yetersiz
oldugu ve gida hijyenine yonelik davranislarinin
(%58,8) uygun olmadigi  gosterilmistir.  Egitim
durumu gida hijyeni bilgi puanina anlamli olarak etki
etmektedir (p=0,029). Sosyo-demografik ozelliklerin
gida hijyenine yonelik davranislara anlamli etkisi
olmadig1 saptanmistir.

Sonug: Bu calismada, calisanlarin ¢ogu hijyen
egitimi almalarina karsin, gida hijyeni ve gida
glivenligine yonelik bilgilerinin  yetersiz  oldugu
belirlenmis ve bu bilgilerin davramisa donismedigi
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gida calisanlar, gida hijyeni,
bilgi, davranis

work and majority of them have had hygiene training
courses at their current workplace or before, and more
than half of the workers have been working in the food
business for 7 years or less. In this study, it was shown
that more than half of workers (52.5%) had insufficient
the level of knowledge of hygiene and inappropriate
behaviour (58.8%) regarding food hygiene. Educational
status is a factor which significantly affects the level of
food hygiene knowledge (p=0,029) . It was determined
that socio-demographic characteristics do not have a
significant effect on behaviour concerning food hygiene.

Conclusion: In this study, despite the majority of
employees having received hygiene training, it was
determined that their knowledge on food hygiene and
safety was inadequate and it was observed that these
knowledge was not transformed to their behaviours.

Key  Words: Food handlers,
knowledge, behaviour

food hygiene,

GIRIS

Gunumuzde teknolojik gelismelere, kentlesmeye
ve calisanlarin sayisindaki artisa paralel olarak toplu
beslenme hizmetlerinin onemi giderek artmaktadir.
Bugln ileri sanayi Ulkelerinde niifusun %70’i en az
bir 6giin yemegi ev disinda yemektedir. Tirkiye’de
de son yillarda ozellikle ayakustu yemek (fast-food)
restoranlarindaki artisa paralel olarak disarida yemek
yeme orani oldukca artmistir (1).

Kaliteli bir toplu beslenme hizmeti, besin degeri
korunmus (uygun hazirlama ve pisirme teknikleri
kullanilarak), ekonomik, hijyenik, yeterli miktarda
ve cesitlilikteki yemeklerin tiketicilerin hosuna
gidecek uygun fiziki kosullarda zarif ve dogru bir
bicimde sunum/servis edilmesini gerektirir. Toplu
beslenme hizmetlerinde, hijyenik ve kaliteli bir
yemek saglanamadigi durumlar, gida
kaynakli hastaliklar ve gida zehirlenmelerine yol
acarak halk sagligini ve iilke ekonomisini olumsuz
yonde etkiler (1).

Gida kaynakli hastaliklar, glinimiizde gelismis
ve gelismekte olan tim Ulkelerde onemli bir
halk sagligi

servisinin

sorununu olusturmakta ve toplum

Turk Hij Den Biyol Derg

sagligimn  korunmasinda giderek daha biyik bir
onem kazanmaktadirlar (2). Tirkiye Halk Sagligi
Kurumu’nun 2014 faaliyet raporuna gore, su ve gida
ile bulasan hastaliklarin degerlendirilmesinin yapildigi
Haziran - Ekim aylan arasinda vaka sayilarinda
artis oldugu, laboratuvara gonderilen orneklerde
ise en fazla belirlenen etkenin rotaviriis oldugu
tespit edilmistir (3). Yapilan bir calismada gida
zehirlenmelerinin onemli bir kisminin gida maddesi
Uretimi ve satisimin yapildig1 isyerlerinde calisanlarin
temizlik aliskanltiklarinin yetersizliginden ve
cevresel etmenlerin olumsuzlugundan kaynaklandig
belirtilmistir (4). Bu konu ile ilgili Mersin ilinde
yurutilen bir calismada,
tastyiciigr ile hepatit A virlis antikoru arastirilmis;
bagirsak parazitleri %4,6 oraninda pozitif bulunurken;
diski patojen  bakteri  Uremedigi
gorulmustur. Anti-HAV toplam %84 oraninda pozitif
olarak bulunmustur. Bu calismada, gida yolu ile
gecebilecek hastaliklarin onlenmesi icin gida isinde
calisanlara egitim verilmesinin  6nemli  oldugu
vurgulanmistir  (5).

Salmonella ve Shigella

kulturiinde



Gida Urunleri ile bulasabilecek hastaliklar,
Genetigi  Degistirilmis  Organizma (GDO), vyeni
uretim teknikleri, kullamlan tarim ilaclarn ve

benzeri saglik riskleri, gida giivenligi ve hijyeni
hususunda temel ilkelerin belirlenmesi ihtiyacini
dogurmustur. Bu amacla, llkemizde yiirirlikte
olan 5996 Sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Saglig,
Gida ve Yem Kanunu ile gida giivenligi ve hijyenine
iliskin hiikimler, Avrupa Birligi normlarina uyumlu
hale getirilmeye calisilmis, uyulmasi gereken asgari
standartlar dizenlenmistir (6). Ayrica, gida hijyeni
konusunda calisanlarin alacaklarn egitimle ilgili
hiukumler ise yururlukte olan 1593 sayii Umumi
Hifzissshha Kanunu’nun  126.-127. maddelerinde
duzenlenmistir.  Bu  hikumlerin  uygulanmasina
yonelik 05.07.2013 tarihli Hijyen Egitimi Yonetmeligi
yayimlanmistir (7). Bu Yonetmelikte, calisanlara
yonelik hijyen egitimi programlarinin planlanmasina,
egitimlerin verilmesine, is yeri sahibinin, isletenlerin
ve calisanlarin bu konudaki sorumluluklarina, bu is
yerlerinde calismaya engel bulasici hastaliklarin ve
cilt hastaliklarinin belirlenmesine ve bu hastaliklarin
iyilesme halinin tespitine iliskin usul ve esaslar
belirlenmistir (7).

Sagligin korunmas1 ve gelistirilmesi amaciyla
yapilan sanitasyon ve hijyen egitimleri halk sagliginin
en 6nemli konulari arasindadir (8). italya’da gida isi
ile ugrasanlarda yapilan bir calismada; gida ile gecen
hastaliklarin kontrolu ve onlenmesi icin gida isi ile
ugrasanlarin egitilmesinin gerekli oldugu bildirilmistir
(9). Gida calisanlarinin  ¢oguna hijyen egitimi
verilmesine karsin kisiler, gida ve kisisel hijyen ile ilgili
bilgilerini her zaman davranisa geciremeyebilirler.
Bu nedenle bu calismada, izmir'deki bir yemek
firmasinda calisanlarin gida ve kisisel hijyen ile ilgili
bilgi ve davranislarini belirlenmesi, calisanlarin bilgi
ve davranislarina etki eden etmenlerin saptanmasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Kesitsel tipte planlanan bu calisma, ISO 22000
Gida Giivenligi Yonetim Sistemine sahip bir yemek
firmasimin  merkez mutfaginda ve hizmet verdigi

hastane mutfaklarn ve yemekhanelerinde yurutulmus,
yemek firmasindaki tum calisanlarin (n:73) calismaya
planlanmis, ancak calisma 59 kisi ile
tamamlanmistir.

alinmasi

Calisma verileri gozlem yapilarak ve anket
uygulanarak toplanmis, daha once bu konuda yapilan
benzer calismalarda (10, 11) kullanilan formlar temel
alinarak gelistirilmistir. Anket formu; genel bilgiler,
gida hijyenine yonelik bilgiler ve kisisel hijyen
ile ilgili genel bilgiler olmak lizere ii¢c bolimden
olusmustur. Yas, cinsiyet, meslek grubu, 6grenim ve
medeni durum, is yerinde calisma siresi, diizenli
saglik kontroliinden gecme ve hijyen egitimi alma
durumu bagimsiz degiskenler; gida hijyeni ile ilgili
bilgi ve davranislar ise bagimli degiskenler olarak
belirlenmistir.

Calisanlanin gida hijyenine yonelik davranmslan
arastirmacinin  gelistirdigi formu ile
saptanmistir.  Gozlem, yemek firmasinin merkez
mutfaginda ve hizmet verdigi hastanelerin mutfak
ve yemekhane bolimlerinde yapilmistir. Gozlem, her
bir birey icin yemeklerin hazirlamp, pisirilip servis
edilmesi zaman dilimde yapilmistir.

gozlem

Calismamizda, ilk once gozlem ile davranisa
yonelik veriler toplanmis daha sonra calisanlardan
anket formu ile veri elde edilmistir. Gozlem ile anket
uygulama arasinda en az ii¢ giin beklenmistir.

Gozlem formunun olusturulmasi

Gida Glivenligi ve Kalitesinin Denetimi ve
Kontroliine Dair Yonetmelik’'te EK-2 ve EK-3 olarak
verilen “Gida ve Gida ile Temasta Bulunan Madde
ve Malzemeleri Ureten isyerlerine Ait Denetim ve
Kontrol Formu”nun Personel Hijyeni
(12) ve Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Beslenme
ve Diyet Bolimiin hazirladigi calisan hijyeni gozlem

formundan yararlanilarak gelistirilmistir.

Bolimiinden

Gida
degerlendirilmesi

Gida hijyeni ve giivenligine yonelik belirlenen 12
davranis, gozlem formu ile arastirmaci tarafindan
yemegin kadar

hijyeni ile ilgili davranmislarin

hazirlanmasindan servisine

Turk Hij Den Biyol Derg

141



142

gecen sirelerde gozlenerek evet ve hayir olarak
isaretlenmistir. Erkek personel icin sac ve sakal tras
olma, kadinlar icin saglarinin toplu olup olmadig
gozlenmistir. Bone ya da kep kullanma, tirnaklarin
kisa ve temiz olmasi, yemeklerin tat kontroliiniin
uygun sekilde yapilip yapilmadigi, kiyafetlerin temiz
ve utllu olmasi, calisirken eldiven kullanilmasi, ise
baslamadan once ellerin hijyenik sekilde yikanmasi,
maske takilmasi, mutfakta ve yemek servisinde sigara
icilmesi, cig ve pismis gidanin birlikte bekletilmesi,
gozle gorulur bir hastalik belirtisi, elde gorinur bir
yara ve/veya lezyon olup olmadig1 gozlenmistir.

Analizlerde davrams durumu  ‘uygun’ ve
‘uygun degil’ olarak iki grupta degerlendirilmistir.
Uygun olan davranisa 1 (bir) puan, uygun olmayan
davranisa da 1 (bir) puan verilerek her bir katiimac
icin davramis puam hesaplanmis ve puanlarin
ortalamas1t alinmistir. 12 davramstan en az bir
davramis1 uygun olmayanlarin davranisi uygun degil,
tim davramislan uygun olanlarin davranislar uygun
kabul edilmistir. Mutfak calisan1 olmayan, gida
muhendisi, gida teknikeri, sekreter ve soforden
olusan meslek gruplarindan kisilerin davranislan
gozlenmemistir.

Gida hijyeni ile
degerlendirilmesi

ilgili ~ bilgi diizeyinin

Katiimcilara, gida hijyeni ve giivenligi ile ilgili
21 bilgi ve soru yoneltilerek “evet”, “hayir” ve
“bilmiyorum” seceneklerini kullanarak yanit vermeleri
istenmistir. Yanitlar dogru, yanlis ve bilmiyor olarak
degerlendirilmistir. Coziimlemede dogru yanit 1 (bir),
yanlis yanit 1 (bir) ve bilmiyorum 0 (sifir) puan olarak
degerlendirilerek calismaya katilan her calisanin bilgi
puanm elde edilmistir. Bilgi puanlarinin ortalamasi
alinarak, ortalama puanda ve altinda kalanlar yetersiz,
ortalamanin Ustiinde puana sahip olanlar yeterli bilgi
diizeyine sahip kabul edilmistir.

Hijyen egitimi alma

Calismaya katilan calisanlarin tamamina yakinina
(%93,2) Hijyen Egitimi Yonetmeligine uygun olarak
firmada calisan gida mihendisi tarafindan on saatlik

Turk Hij Den Biyol Derg

hijyen egitimi verilmistir. Egitim, ayn1 yonetmeligin
sekizinci maddesine uygun olarak (7);

. Hijyen ilkelerine uyulmamasi sebebiyle halk
sagligr acisindan risk olusturdugu bilinen virislerin,
bakterilerin, parazitlerin, mantarlarin ve diger
enfeksiyon etkenlerinin genel ozellikleri,

. Bulasma vyollari, hangi is kolunda nasil
bulagmalar olabilecegi veya halk sagligimin nasil
tehdit gorecegi,

. Hastalik belirtileri ve korunma yollarnn gibi
konulardan olusmustur.

istatistiksel analiz

Analizlerde, SPSS 15.0 paket
kullamlmistir. Sosyo-demografik ozellikler ve ¢alisma

programi

suresinin hijyen bilgi duzeyi ve davrams durumu ile
karsilastirilmasinda ki-kare testi kullanilmistir. p<0,05
anlamli kabul edilmistir (13). Bu calisma icin, Dokuz
Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan
25-05-2009 nolu onay alinmistir. Bireylere calisma
icerigi ve amaci ile ilgili genel bir bilgi verilmis,
calismaya katilmay1 kabul eden her katiimci onam
formunu okuyup imzalamistir.

BULGULAR

Calisanlarin =~ %55,9’u kadin, %44,1’i erkek olup
yas ortalamas1 35,4+7,6’dir. Bununla birlikte %86,4’u
mutfak calisani, %13,6’s1
bulunmayan, gida mihendisi, gida teknikeri,
sekreter ve soférden olusmaktadir. Ogrenim durumu
%62,7’sinde ilkokul ve alt1 iken %47,3’linde ortaokul
ve Uuzeridir. Calisanlarin tamaminin duzenli olarak
saglik kontroliinden gectigi, %93,2’sinin hijyen egitimi
aldigi belirlenmistir. Ayrica calisanlarin %67,8’si toplu
beslenme sektdriinde yedi yil ve daha az calistigim
belirtmistir. Gida hijyeni ve giivenligine yonelik
bilgilerin degerlendirilmesi Tablo 1’de gosterilmistir.
Calisanlarin %13,6’s1 cig ve pismis gidalar birlikte
bekletilebilir cimlesine “evet” diyerek yanlis cevap
vermistir. Yemeye hazir sicak gidalari korumak icin
dogru sicaklik araligim katiimcilarin yarisindan fazlas
(%54,2) yanlis bilmektedir. Katilimcilarin yansindan

her zaman mutfakta



fazlast (%59,3) dondurulmus gidalar oda sicakliginda
bekletilerek c¢ozdurilir diyerek; bliylik cogunlugu
(%76,3) ise dondurulmus gidalar -5 °C’de saklanabilir
diyerek yanlis cevap vermislerdir (Tablo 1).

%98,0’inin  tirnaklarinin
gozlenmistir. Ayrica,

kiyafetle calistigi ve calisirken eldiven kullandigi,

temiz ve kisa oldugu
%88,2’sinin temiz ve utulu

%80,4’Uniin ise baslamadan ©nce ellerini yikadig,
%60,8’inin calisirken maske kullandigi ve %5,9’unun

Calisanlarin  hiyene yonelik gozlenen baz
davranislarimin dagilimi Tablo 2’de gdsterilmistir. mutfak ya da yemek servisinde sigara ictigi
Calisanlarin tamaminin bone ya da kep taktigi, gozlenmistir (Tablo 2).
Tablo 1. Gida hijyeni ve giivenligine yonelik baz1 bilgilerin degerlendirmesi
Dogru Dogru Yanit Yanhs Yamt  Bilmiyor

Yanitlar Say1 % Say1 % Say1 %
Bone, maske, eldiven giymek yiyeceklere mikrop bulasma riskini azaltir. Evet 59 100,0 O 0,0 0 0,0
Yiyeceklere dokunmadan once ellerin yikanmasi bulasma riskini azaltir. Evet 57 96,6 2 3,4 0 0,0
Mutfakta calisan kadinlarin tirnaklar ojeli olabilir. Hayir 57 96,6 1 1,7 1 1,7
insanlar, gidalara zararl bakterilerin bulasmasinda aracidirlar. Evet 51 86,4 8 13,6 0 0,0
Cig gidalar ile pismis gidalar birlikte bekletilebilir. Hayir 50 84,7 8 13,6 1 1,7
Buzdolab icin dogru sicaklik aralig1 (°C) 0-5°C 45 76,3 14 23,7 0 0,0
Coziinmiis gidalar yalnizca 1 (bir) kez daha dondurulabilir. Hayir 31 52,5 28 47,5 0 0,0
Yenmeye hazir sicak gidalan korumak icin dogru sicaklik araligi (°C)  61-70°C 27 45,8 32 54,2 0 0,0
Dondurulmus gidalar oda sicakliginda bekletilerek ¢ozdiirilir. Hayir 23 39,0 35 59,3 1 1,7
Dondurulmus gidalar -5 °C’de saklanabilir. Hayir 11 18,6 45 76,3 3 5,1
Tablo 2. Calisanlarin hijyene yonelik gozlenen bazi davranislarinin dagiimi*
Gozlenen davranislar (n=51) Evet Hayir

Say1 % Say1 %

Bone ya da kep takmis m1? 51 100,0 0 0,0
Tirnaklar kisa ve temiz mi? 50 98,0 1 2,0
Yemeklerin tat kontroliini uygun sekilde yapiyor mu? 49 96,1 2 3,9
Kiyafetleri temiz ve utilu mi? 45 88,2 6 11,8
Calisirken eldiven kullantyor mu? 45 88,2 6 11,8
ise baslamadan &nce ellerini hijyenik sekilde yikiyor mu? 41 80,4 10 19,6
Maske takiyor mu? 31 60,8 20 39,2
Mutfakta ve yemek servisinde sigara iciyor mu? 3 5,9 48 94,1
Cig ve pismis besini birlikte bekletiyor mu? 2 3,9 49 96,1
Gozle gorilir bir hastalik belirtisi var mi? 1 2,0 50 98,0
Elinde goriinir yara lezyon var mi? 1 2,0 50 98,0

* Mutfak calisan1 olmayanlar (sekiz kisi) gozleme alinmamistir.
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Tablo 3. Calisanlarin sosyo-demografik 6zeliklerinin gida hijyeni bilgi diizeylerine ve gida hijyenine yonelik davramslarina etkisi

Hijyen Bilgi Diizeyi

Davranis Durumu

Yeterli Yetersiz degeri Uygun Uygun degil degeri
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
Cinsiyet
Kadin 19 53,8 14 46,2 0,542 14 48,3 15 51,7 0,371
Erkek 12 42,4 14 57,6 7 31,8 15 68,2
Yas
<35 17 51,5 16 48,5 0,660 10 37,0 17 63,0 0,725
>36 11 42,3 15 57,3 11 45,8 13 54,2
Osrenim durumu
itkokul ve alt1 13 35,1 24 64,9 14 38,9 22 61,1
0,029* 0,840
Ortaokul ve lizeri 15 68,2 7 31,8 7 46,7 8 53,3
Calisma_siiresi
<7 yul 17 42,5 23 57,5 0,408 13 37,1 22 62,9 0,576
>8 yil 11 57,9 8 42,1 8 50,0 8 50,0
Medeni durum
Evli 18 46,2 21 53,8 0,996 16 45,7 19 54,3 0,505
Evli degil 10 50,0 10 50,0 5 31,3 11 68,7

* Pearson ki-kare

Calismamizda; calisanlarin gida hijyeni bilgi
puanlarinin  ortalamasimin  12,04+4,4;  davranis
puanlarinin  ortalamasinin 10,02+#2,2  oldugu

saptanmistir. Bununla birlikte, calisanlarin yarisindan
fazlasinin (%52,5) hijyen bilgi puan yetersiz olup
gida hijyenine yonelik davramslar (%58,8) uygun
degildir.

Tablo 3’te  calisanlarin  sosyo-demografik
ozeliklerinin gida hijyeni bilgi diizeylerine ve gida
hijyenine yonelik davranislarina etkisi gosterilmistir.
Erkeklerin %42,4’u, kadinlarin %53,8’i; 35 yas ve
altinda olanlarin yaklasik yansi (%51,5) yeterli hijyen
bilgi puanina sahiptir. Ayrica, 6grenim diizeyi ortaokul
ve Uzerinde olanlarin %68,2’si, calisma suresi sekiz
yil ve Ustunde olanlarin %57,9’u yeterli hijyen bilgi
puanina sahiptir (Tablo 3).

Kadinlarin yaklasik yarisinin (%48,3), erkeklerin
(%31,8) ve 35 yas altinda (%37,0) olanlarin Ucte
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birinin gida hijyenine yonelik davranislari uygundur.
Ayrica, 6grenim durumu ortaokul ve Uzeri (%46,7),
calisma suresi sekiz yil ve daha fazla (%50,0),
medeni durumu evli olanlann vyaklasik yarisinin
(%45,7) gida hijyenine yonelik davramslan uygundur
(Tablo 3).

TARTISMA

Calismamizda, yemek
firmasimin merkez mutfaginda ve hizmet verdigi
hastane mutfaklarn ve yemekhanelerinde calisan
personelin, gida hijyeni ve kisisel temizlik ile ilgili bilgi
ve davranislan arastirilmis ve bilgi ve davranislarina
etki eden etmenler belirlenmistir.

izmir’de bulunan bir

Calisanlann  yandan fazlasinin = (%67,8) s
yerinde calisma suresi yedi yil ya da daha azdi.
Bu konu ile ilgili, Ankara’da kamu kurumlarinin

yemekhanelerinde calisan mutfak personelinin el



hijyen bilgisi ve uygulamalarinin incelendigi benzer
bir calismada, calisanlarin yariya yakininin (%42,0) is
yerinde calisma siiresinin bir ile on yil arasinda oldugu
saptanmistir (14). Toplu beslenme hizmeti veren
isyerlerinde calisanlarin cogunun orta yas altinda
olmas1 nedeniyle, isyerlerinde istihdamin surekli
olmadigi, kamu kurumlarnnmin bir cogunun yemek
hizmeti satin aldig1 icin belirli dénemlerde hizmet
veren firmalarin degismesine bagli calisanlarin siklikla
degistigi sdylenebilir.

Gida giivenligi ve hijyenine iliskin hususlarinin
diizenlendigi 5996  Sayili 11.06.2010
tarihinde kabul edilmistir. Ozellikle Avrupa Birligi
milktesebatina uyum saglanmasinin amaclandig
bu kanun gida Urinlerinin Uretiminden baslayarak
tiketiciye ulasana kadar gecen
kapsamaktadir (6). Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan, 5996 Sayili Kanunun uygulanmasi
amaciyla Gida ve Yemin Resmi Kontrollerine Dair
Yonetmelik, Gida Hijyeni Yonetmeligi, Hayvansal
Gidalar icin Ozel Hijyen Kurallar Yénetmeligi ve Tiirk
Gida Kodeksi Yonetmeligi cikarilmistir. Ayrica gida
hijyeni konusunda calisanlarin alacaklar egitimle
ilgili hukumler yirirlikte olan 1593 sayii Umumi
Hifzissthha Kanunu’nun 126 ve 127. maddelerinde

Kanun

her safhasini

diuzenlenmektedir. Bu hikimlerin uygulanmasina
yonelik 05.07.2013 tarihli Hijyen Egitimi Yonetmeligi
cikarilmistir (7). Umumi Hifzissihha Kanunun 126.
maddesinde, gida Uretim ve satis yerleri ve toplu
tiketim yerlerinde is yeri sahipleri, calisanlarina
hijyen konusunda gerekli egitimi vermeye veya
calisanlarin bu egitimi almalarini saglamakla yiikimli
olduklarimi  belirtmektedir (7). Bu calismada,
calismaya katilanlarin hepsi ise girdikten sonra diizenli
saglik kontroliinden gectiklerini, biyik cogunlugu
(%93,2) calistiklan firmada ya da daha once hijyen
egitimi aldiklanm belirtmislerdir. Calismamiz, ISO
(International Standarts Organizations, Uluslar Aras
Standartlar Organizasyonu) 22000 Gida Giivenligi
Yonetim Sistemine sahip bir firmada yurutulmustur.
Bu yonetim sistemi; uluslararasi diizeyde saglik,
cevre ve cesitli Uretim alanlarina gore degisebilen,
hijyen ve kalitenin korunmasina yonelik uygulamalar

icermektedir. Ayrica riskli davranislarin onlenmesi,
hijyen egitimleri ve uygulamalarina ek olarak toplum
temelli programlarin hazirlanmasi ve yiritilmesi
de bu yonetim sisteminde olduk¢a onemlidir (8).
Ancak, ulkemizde bu yonetim sistemlerinin kullanimi
ile ilgili yasal bir zorunluluk olmadigi icin simrl
sayida yapilmaktadir. Bu calismamizda, calisanlarin
tamamina yakininin (%93,2) hijyen egitimi almasi;
firmanin 1SO 22000 Gida Giivenligi Yonetim Sistemine
sahip olmasindan kaynaklandigin1 distindiirmiistdir.
ISO Gida Giivenligi Yonetim Sistemini kullanmayan
gida is yerlerinde yapilan bir calismada; calisanlarin
%58,3’niin ise girerken saglik kontroliinden gecmedigi,
%75,8’nin periyodik saglik kontroliinden gecmedigi,
%75,6’s1n1n hijyen egitimi almadig1 belirlenmistir (8).

Portekiz’de huzurevi ve anaokullarinda yapilan
calismada; calisanlarin 12 ay 6ncesinde hijyen egitimi
almalan ile gida hijyeni bilgi dizeyleri arasinda
pozitif anlamli bir iliski bulunmustur (15). Clayton
ve ark. (16); Ingiltere’de yaptiklann calismada,
calisanlarin %95,0’inin gida hijyeni egitimi aldiklan
halde %63,0’Unln bazen bildiklerini uygulamadiklar
bulunmustur. Cigli’deki yemek firmasinda yiiritilen
bu calismada da hijyen egitim alma oram yiiksek
olmasina karsin, calisanlarin %58,8’inin gida hijyenine
yonelik davramslarinin uygun olmadigi belirlenmistir.
Aym zamanda, calisanlarin gida givenligi ile ilgili
bilgilerinin (dondurulmus gidalan ve yenmeye hazir
sicak gidalar1 uygun saklama dereceleri) eksik oldugu
gorulmustur. Calismamizda elde edilen
benzer calismalarin sonuclariyla benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir (17-21).

Yemek uretim ve dagitim hizmeti veren bir firmada

sonucun

gidalara kirleticilerin bulasmamasi icin koruyucu
giysilerin kullanimi cok 6nemlidir. isletmede calisan
herkes potansiyel bir mikroorganizma tasiyicisi ve bu
alanlarda olusan kirlenmenin ve capraz bulasmanin en
onemli kaynagidir. Hastalik, yara, yanik ve kesiklerin,
vicut dokinti ve salgilan ile giysilerin, ayn1 zamanda
ellerin dikkat edilmesi gereken noktalarin basinda
geldigi gorlilmistiir (22). Calismamizda; calisanlara is
uniformasi disinda neler giydikleri sorulmus, tamaminin
bone ya da kep kullandigi, tamamina yakininin da
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onluk, maske ve kolluk kullandiklar1 belirlenmistir.
Edirne il merkezindeki hastane mutfaklarinda yapilan
bir calisma sonucunda, tum calisanlarin ozel is
elbisesi, 6zel mutfak ayakkabisi, bone-kep kullandig
saptanmistir (22). Samsun il merkezindeki hastane
mutfaklarinin  hijyen durumunun degerlendirildigi
bir calismada ise mutfak personelinin %50’sinin kep
kullanmadigi, %62,5’inin is dis1 giysilerini is Oncesi
degistirmeye gerek duymadigi saptanmistir (23).
Gida isyerinde calisanlarin maske kullanim
hastalik gidalara bulasmasin
onlemede etkili bir yontemdir. Calismamiza katilan

etkenlerinin

calisanlardan yaklasik %40’1nin calisirken maske,
%12’sinin ise eldiven kullanmadig tespit edilmistir.
Yapilan benzer bir calismanin sonucunda; hastane
mutfaklarinda  calisanlarin ~ %40’1inin  eldiven,
%80’inin  maske kullanmadigr saptanmistir (22).
Bu calismamizda; calisanlarin yaklasik %40’1nin,
calisirken maske kullanmiyor olmasi, calismanin
yurituldagu firmamn, HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Points-Tehlike Analizi ve Kritik
Kontrol Noktalar1) sistemini temel alan ISO 22000
gida gilivenligi yonetim sistemine sahip olmasi
acisindan HACCP
olusturulmasi ve etkin bir sekilde uygulanmasi icin

dusundurucudir. sisteminin
belirli bir siirece ihtiyac olmasina ragmen, hazir
yemek lreten firmalarin cogu bu kalite ve yonetim
sistemlerine kolayca sahip olmaktadirlar.

El yikamak, gida giivenliginin saglanmasinda,
besin kaynakli hastaliklarin onlenmesinde ve gida
sektoriinde hizmet kalitesinin arttinlmasinda en ucuz
ve en guvenilir yontemdir (24). Calismamizda, firma
calisanlarinin yaklasik %20’sinin ise baslamadan once
ellerini hijyenik bir sekilde yikamadig1 gozlenmistir.
Clayton ve Griffith’in (25) yaptig1 calismada;
calisanlarin sadece %10’unun is aktiviteleri esnasinda
kirli yuzey, ekipman ve gereclere temas ettikten
sonra ellerini yikadig1 belirlenmistir. Brezilya’da
yapilan farkli bir calismada; calisanlarin siirekli hijyen
egitimi almalarina karsin, %53,3’lnlin ellerinden
alinan orneklerde stafilokok belirlenmistir (26).

Bu calismamizda,
fazlasinin gida hijyeni bilgi dizeylerinin yetersiz,

calisanlarin  yarisindan
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davranislarinin uygun olmadig1 goriilmustiir. Gida
glivenligi yonetim sistemini uygulayan bir firmada, bu
sonucun elde edilmesi disiindiiriiciidiir. italya’da iki
ayr hastanede yurutulen bir calismanin sonucunda;
gida dagitiminda calisanlarin gida giivenligi ile
ilgili bilgilerinin yetersiz oldugu ve hastanelerde
guvenli bir gida yonetim sisteminin uygulanmasi
gerektigi belirtilmistir (27). Ankara’daki dort ve
bes yildizli otellerde calisan yiyecek ve icecek
personelinin hijyen bilgileri ve uygulamalarinin
incelendigi farkli bir calismada; 102 calisandan 25
kisinin yeterli bilgiye sahip oldugu belirlenmistir
(28). Yapilan benzer calismalarda da hijyen bilgisi
eksikliginin, kritik kontrol noktalarin1 belirleme ve
gida giivenligini saglamada engel oldugu belirtilmis
ve hijyen egitiminin onemi vurgulanmistir (29-32).
Calismamizda, oOgrenim durumunun gida hijyeni
bilgi diizeyine anlamli etkisi oldugu saptanmis,
ogrenim durumu ilkokul ve alt1 olan 37 kisiden
24’(inlin hijyen bilgi puanlarinin yetersiz oldugu
belirlenmistir (p=0,029). Sivas il merkezinde 494
kiside yapilan farkli bir calismada; bireylerin ancak
yarisinin genel goriinim, sac, sakal, tirnak, yiz, el,
giysi gibi kisisel hijyen ozelliklerinin iyi oldugu, lise
ve lizeri egitim alanlarda bu oranlarin anlamli olarak
daha vyiiksek oldugu saptanmistir (33). Universiteli
gencler arasinda yapilan bir calismada da gida
hijyeni bilgi diizeyi ile uUniversite son sinif olma ve
egitim alan1 arasinda iliski oldugu belirlenmistir (34).
Canakkale’de yapilan farkli bir calismada da genel
olarak calisma ortami ve kisisel hijyen sorularina
dogru cevaplar verilmis, 6zellikle liniversite egitimi
alanlarda tam puan alanlarin orani anlamli olarak
daha yiiksek belirlenmistir (35). Italya’da yapilan
farkli bir calismada, hastanelerde gida hijyeni
ile ilgili bilgi, tutum ve uygulamalar incelenmis ve
290 calisandan %78,8’inin gida kaynakli patojenlere
yol acan bes etkeni bilmedigi ve bilgi diizeyinin
egitim diizeyinin artmasiyla arttigi saptanmistir
(36).

Bu calismamizda, davrams durumuna 0Ogrenim
durumunun anlamli etkisi olmadig1 ancak Ggrenim
durumu ilkokul ve alt1 olanlarda davranis durumu uygun



olmayanlarin yiiksek oranda oldugu belirlenmistir.
Aradaki farkin anlamli bulunmamasinin nedeni gida
miihendisi ve gida teknikeri gibi egitim seviyesi yiiksek
kisilerin arastirmaci tarafindan gozlemden cikarilmasi
olabilecegini distindirmiistiir.

Calismanin kisithiliklar

Bu calismamizda, kurumlardan izin alma
sorunu nedeniyle tek bir yemek firmasinin merkez
mutfagl ve hizmet verdigi hastane mutfaklarinda
yapilmasi ve calismaya katilan kisi sayisinin az olmasi
calisma sonucunun yemek liretim ve dagitim hizmeti
veren tum firmalar icin genellemesini engelleyebilir.
Ancak calismada elde edilen sonuclar, calisma alani
kisitl olsa da yemek liretim ve dagitim hizmeti sunulan

TESEKKUR

toplum kesitinin biyiikligl nedeniyle énemli olacagini
distindiirmektedir.

SONUC

Bu calisma, ISO 22000 Gida Giivenligi Yonetim
Sistemine sahip bir firmada yuritilmis olmasina ve
calisanlarin tamamina yakinina hijyen egitimi verilmis
olmasina ragmen gida hijyeni ve gida giivenligine
yonelik bilgilerinin yetersiz oldugu belirlenmis ve bu
bilgilerin davranisa donismedigi gozlenmistir. Gida
isyerinde calisanlarin oncelikle hijyen konusunda
egitilmis olmalari, isletmede saglikli bir Uretim icin
onemlidir. Bu nedenle gida calisanlarina yonelik olarak
verilen hijyen egitimlerinin davranisa doniisebilmesini
saglayacak yontemler gelistirilmelidir.

Calismamizda; veri toplama asamasinda katilan ve destek olan tim firma calisanlarina tesekkr ederiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar herhangi bir cikar catismasi bildirmemektedir.
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Istanbul’un sivrisinek faunas1 ve Culex pipiens larvalarinin
Bacillus cinsi bakterilere karsi duyarliligi

Erdal POLAT', Serdar Mehmet ALTINKUM,
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Sema TURAN-UZUNTAS', Yasar BAGDATLI

OZET

Amag: Calismada istanbul’un sivrisinek faunasim
olusturan Culex pipiens larvalarina kars1 kullanilan
Bacillus cinsi bakterilerin etkisine bakilmistir.

Yontemler: Calismada 15 Nisan 30 Haziran
2013 tarihleri arasinda ilaclama yapilmadan oOnce
istanbul’un 39 ilcesinde sivrisinek larvalarimin gelistigi
kaynaklardan 501 ornek alinmistir. Alinan ornekler
laboratuvara getirilmis, 24 °C’de tutularak larvalarin Ill.
ve IV evreye gelmesi bir kismindan da eriskin sivrisinek
olusmasi saglanmistir. C. pipiens tiriine ait Ill. ve IV.
evre larvalara karsi Istanbul Bilyiiksehir Belediyesi’nin
larvasit olarak kullandigi; Bacillus sphaericus (200 g/
ha, 300 g/ha ve 400 g/ha); Bacillus thuringiensis H-14
(200 g/ha, 300 g/ha ve 400 g/ha); Bacillus sphaericus
(H5a5b, Strain 2362) - Bacillus thuringiensis israelensis
(H-14, Strain AM65-52) (5000 g/ha) tiirlerine ait liyofilize
preparatlar kullamilmistir. Bu liyofilize preparatlardan
Unat’in balikli buyyon besiyerinde hazirladigimiz
(6,1x108 CFU/ml ve 12,6x10®8 CFU/ml) Kkultirler
kullanmilmistir.  Kalan sivrisinek larvalarnn ve eriskin
hale gelen sivrisinekler sterio ve 151k mikroskobunda
incelenerek sivrisineklerin tirleri belirlenmistir.

Bulgular: Istanbul’un 39 ilcesinden alinan

orneklerin timiinde C. pipiens tirline ait larvalara
rastlanmistir.  Biylikcekmece, Silivri ve Umraniye

ABSTRACT

Objective: In the study the impact of the Bacillus
species bacteria used in the fight against larvae of
Culex pipiens which constitute mosquito fauna of
Istanbul was evaluated.

Methods: In the study, 501
taken from the sources of mosquito larvae before

samples were

disinfection, in 39 towns of Istanbul, from 15 April
to the end of June, in 2013. Samples were brought
to the laboratory, by maintaining at 24 °C to ensure
larvae come to stages lll and IV, and some of them
to adult mosquitoes. Lyophilized preparations of
Bacillus sphaericus (200 g/ha, 300 g/ha and 400 g/
ha); Bacillus thuringiensis H-14 (200 g/ha, 300 g/ha
and 400 g/ha); Bacillus sphaericus (H5a5b, Strain
2362) Bacillus thuringiensis israelensis (H-14,
Strain AM65-52) (5000 g/ha) species which are used
as larvacide by Istanbul Metropolitan Municipality
agaist C. pipiens Ill and IV stage larvae, were used.
The cultures (6,1x108 CFU/ml and 12,6x10® CFU/ml)
which prepared from these lyophilized preparations
in the medium Unat’s fish broth were used. Remaining
mosquito larvae and adult mosquitoes were examined
under sterio and light microscope to identify the
species of mosquitoes.

Results: The larvae of C. pipiens species were
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ilcelerinden alinan 6rneklerde yogun olarak goriilen
C. pipiens larvalarinin yani sira az sayida Anophel ve
Aedes cinsi sivrisineklerin larvalarina da rastlanmistir.
Liyofilize preparatlarin ve Unat’in balikli buyyonun da
liyofilize preparatlardan hazirladigimiz kiiltiirlerinin
(12,6x1028  CFU/ml  yogunlugunun)
deneylerde ilk larva olumu 50. dakikada baslamistir.
Kiilturlerin 6,1x10® CFU/ml yogunlugunun kullanildigi
dakikada

kullamldigr

deneylerde ise ilk larva olumi 60.

izlenmistir.

Sonug: Tum deneylerde larvalarin tamaminin 6.
saatte oldugii gorilmistiir. Unat’in balikli buyyonunda
hazirlanan Kkiiltirlerin liyofilize preparatlara gore
daha etkili oldugu belirlenmistir. Kiltiirdeki bakteri
yogunlugu azaldiginda 6limin daha gec¢ basladig,
ancak larvalarin tuminin o6lmesi icin gecen siirede
bir degisikligin olmadig: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Culex pipiens, Bacillus
sphaericus, Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus
- Bacillus thuringiensis israelensis, Unat’in balikli

buyyonu

observed in all samples taken from 39 towns of
Istanbul. In samples from Buyukcekmece, Silivri
and Umraniye districts, beside densely presented
C. pipiens larvae, a small amount of Anopheline
and Aedes species larvae were also observed.
The first larval mortality began in 50th minutes in
the experiment with lyophilized preparations and
cultures prepared in Unat’s fish broth (12,6x108
CFU/ml density). In the experiments used culture
concentration of 6.1x10®8 CFU/ml, the first larvae

mortality was observed in 60th minute.

Conclusion: In all experiments, it was observed
that all of the larvae died in 6% hours. Cultures
prepared in Unat’s fish broth were determined to
be more effective than lyophilized preparations. It
was determined that the reduced density of cultures
caused a delay in starting time of mortality but

overall time for all larvae deaths was unchanged.

Key Words: Culex pipiens, Bacillus sphaericus,
Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus - Bacillus
thuringiensis israelensis, Unat’s fish broth

GiRiS

Sivrisinekler tropikal ve subtropikal bolgelerde;
gollerin, akarsularin ve batakliklarin cevresinde
rizgarsiz, kuytu yerlerde vyasarlar. Disileri gecici
donem ektoparazit olup, genellikle aksamlan ve
sabahlar erken saatlerde sicakkanli hayvanlardan ve
insanlardan kan emerler. Emdikleri kanin proteinini
yumurta olusturmak icin kullanirlar. Sivrisineklerin
yumurtlama ve gelisme ortamlann acik denizler
hari¢ her tirlu su birikintileridir. Anofeller sadece
temiz ve berrak sularda gelistigi halde, kuleksler
temiz ve kirli her turlu suda gelisebilmektedirler
(1-3).

Besin kan olan

kaynagi disi

insandan kan emerken kasintih

sivrisinekler;
deri lezyonlan
olusturmaktadirlar. Ayrica sivrisinekler kan emerken

insanlara Plasmodium, filarya ve arbovirls gibi
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enfeksiyon etkenlerini de bulastirmaktadirlar. Bu
nedenle sivrisineklerin kontrolii saglik acisindan 6nem
tasimaktadir. Sivrisineklerin kontroliinde; kimyasal,
cevre dizenlemesi, mekaniksel-fiziksel, biyolojik vb.
cesitli yontemler kullanmilmaktadir (1-4).

Kimyasal  yontemler: pestisitler (bocekler,
kemirgenler, mantarlar ve yabani ot gibi her turlu
zararliya kars1t kullamlan maddeler), repellentler
(bocek kaciranlar), atraktanlar (bocek cezbedenler,
trikosenez), kemosterilizanlar (bocekleri
kisirlastiranlar)’dir. Bocekleri oldurmek icin kullanilan
insektisitlere karsi boceklerin gelistirdigi direnc ve
bu insektisitlerin insanlar ve cevre lzerindeki zararli
etkileri onemli bir sorundur. Genclik hormonlan
ve kisirlastirma gibi genetik yontemler de vektor

kontrolliinde kullanilmaktadir.



Mekanik ve fiziki yontemler: yakalama, vurma
aletleri, vantilatorler, tuzaklar, yapiskan maddeler,
perde, tel orgi ve cibinliktir. Cevre diizenlemesinde
sanitasyon ve durgun su kaynaklarinin drenaji

onemlidir.

Biyolojik  yontemler: mantarlar (Lagenidum
giganteum), protozoonlar (Schistosoma microsporidia),
nematodlar (Romanomermis  culicivorax), yirtici
sinekler (Toxorhynchites cinsi), baliklar (Gambusia
affinis, Rivulus) ve bakteriler (Bacillus thuringiensis,

Bacillus sphaericus) kullanmilmaktadir (1-5).

Sivrisineklerin  larvalanina  karst  kullanilan
insektisitlerin ve biyolojik ajanlarin etkisinin bilinmesi
sivrisineklerin kontroliinde biliylk oneme sahiptir.
Cunku sivrisinek larvalarinin insektistlere karsi direnc
gelistirdigi uzun yillardan beri bilinmektedir (1-2,
6). Hatta yapilan calismalarla sivrisinek larvalarinin
B. thuringiensis, B. sphaericus’a kars1 da direnc

gelistirdigi belirlenmistir (7-9).
istanbul, Avrupa ile Asya kitalan arasinda képrii

gorevi goren, 5.712 km?’lik alana kurulmus bir

Culex pipiens

sehirdir. istanbul’un 14’i Anadolu Yakasinda, 25%i
Avrupa Yakasinda olmak lizere toplam 39 ilcesi vardir.
Nifusunun yaklasik %64,71 (9.162.919)’i Avrupa;
%35,29 (4.997.548)’u da Anadolu yakasinda yasamakta
olup niifusu son 20 yilda iki katina cikmistir. issizlik
sebebi ile istanbul’a géc eden insanlar sehir etrafinda
gecekondu mahalleleri olusturmustur. istanbul’un
bitki ortusu genellikle maki olup, ormanlik alam
kentin 20 km.

istanbul’un en biiyiik akarsuyu, Riva Cayidir. Bogaza

kuzeyindeki Belgrad Ormani’dir.
dokiilen Kiicuksu ve Goksu Dereleri; Halic’e dokiilen
Kagithane ve Alibey dereleri, Kiiclikcekmece Goliine
dokulen Sazlidere, Buyukcekmece Golune dokilen
Karasu Deresi, Terkos Goliine dokulen Tranca
deresi, istanbul’un belli bashi akarsulardir. Marmara
Denizi kiyisinda bulunan Kicikcekmece (11 km?2)
ve Buylkcekmece (16 km?2) gollerinin sular denizle
temast oldugu icin tuzludur. istanbul’un yaz aylan
genellikle sicak, kis aylar fazla soguk gecmez. Yaz-
kis, gece-guinduz arasinda buyiik 1s1 farklar goriilmez.
istanbul ve 39 ilcesini gdsteren harita Resim 1’de

verilmistir.

KARADENZ

TUZLA

Resim 1. Istanbul’un 39 ilcesinde sivrisinek tireme alanlarindan toplanan 501 6rnegin ilcelere gore dagilimi, Nisan 2013
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Calismada Istanbul’un sivrisinek  faunasim
olusturan Culex pipiens larvalan ile micadelede
kullanmlan Bacillus cinsi bakterilerin etkisinin

arastirnilmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

istanbul’un ilcelerinden, 2013 yilli Nisan ayinin
ortasinda sivrisinek aktivesinin baslamasi ile Haziran
ayinin sonuna kadar ilaglama yapilmadan once
sivrisinek larvalan toplanmistir. Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve istanbul
Bliyuiksehir Belediyesi Saglik ve Sosyal Hizmetler
Daire Baskanligi calisanlarinca icinde Uredikleri su
ile birlikte toplanan larvalar 500 ml, 1,5 ve 5 (t’lik
pet siselere konarak
istanbul’un 39
gelistigi kaynaklardan 501 6rnek alinmistir. Sivrisinek

laboratuvara getirilmistir.
ilcesinde sivrisinek larvalarinin
larvalarinmin alindigi ilceler ve ornek sayisi Resim 1’de
gosterilmistir.

Laboratuvara getirilen sivrisinek yumurtalar,
larvalar ve pupalar 24 °C’de tutularak larvalarin Il
ve [V. evre, pupalarin eriskin sivrisineklere donusmesi
saglanmistir. Larvalar ve eriskin sivrisinekler stereo-
mikroskop (Olympus SZX10) ve 151k mikroskop (Zeiss
AX10) ile incelenerek tiplendirilmistir (1, 3, 4).

B. sphaericus [(H5a5b, Strain 2362) (VectoLex
WDG, US)], B. thuringiensis [(H-14) (VectoBac
WDG,US)] ve B. sphaericus (H5a5b, Strain 2362)
- B. thuringiensis israelensis [(H-14, Strain AM65-
52) (VectoMax G, US)]
kullamlmistir. Liyofilize Bacillus preparatlarindan,
(10)
bulunan 250 ml beherlere ekimler yapilmis ve 37

suslar larvasit olarak

icerisinde 100 ml Unat’in balikli buyyonu
°C’lik etiivde 48 saat tutulmustur. Etivden ¢ikarilan
kulturlerin konsantrasyonu BD Phoenix cihaz1 ile
nefelometrik yontemle olclilerek 2 McFarland (MF)
(6,1x108 CFU/mLl) ve 4 MF (12,6x10® CFU/ml) bakteri
bulunacak sekilde ayarlanmistir.

C. pipiens turine ait Ill. ve IV. evre larvalar,
icerisinde 250 cc su bulunan (pH= 7+02 olan 48 saat
dinlendirilmis musluk suyu) kaplara siizgec ile 100
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adet olarak aktanlmistir. B. sphaericus‘un 200 g/
ha, 300 g/ha ve 400 g/ha; B. thuringiensis H-14
200 g/ha, 300 g/ha ve 400 g/ha; B.
(H5a5b, Strain 2362) - B. thuringiensis israelensis
(H-14, Strain AM65-52) karisiminin 5.000 g/ha’lik,
kilturlerin ise 6,1x108 CFU/ml ve 12,6x10® CFU/
ml konsantrasyonlart kullanilmistir. Ayn1 zamanda

sphaericus

her deney icin bir kapta 100 adet larva kontrol icin
bulundurulmustur. 24 saat etki siresinde larvalarin
olu ve canli olanlan sayilmistir. Deneyler oda 1si1sinda
(24 °C) yapilmistir (11, 12).

BULGULAR

istanbul’un 39 ilcesinden sivrisinek larvalarinin
gelistigi 501 kaynaktan alinan orneklerden sadece
Biiylikcekmece, Silivii ve Umraniye ilcelerinde

Anophel ve Aedes cinsi sivrisineklerin larvalan

goriilmistiir. istanbul’un tiim ilcelerinde ise C.
larvalarina

pipiens tlurd sivrisinek

(Resim 2).

rastlanmistir

Bacillus liyofilize preparatlann ve kiltirlerinin
12,6x102 CFU/ml konsantrasyonlarda kullanildig
deneylerde larvalar 50. dakikada, 6,1x10®8 CFU/
mU’lik konsantrasyonunda kullanildig1 deneylerde ise
60. dakikada olmeye baslamistir.

50. dakikada B. sphaericus’un 4 MF oldirme
orani, 400 g/ha’dan daha yiksektir (%20 - %14). B.
thuringiensis’in ki ise 300 g/ha ve 400 g/ha’dan daha
disuk ancak 200 g/ha ile aymdir (%20). B. sphaericus
- B. thuringiensis karisim 4 MF 6ldirme orani, 5.000
g/ha konsantrasyonundan daha fazladir (%42 - %40).

dakikada
sphaericus - B.

Liyofilize praparatlardan 50.
oldiirme orani en yiiksek olan1 B.
thuringiensis israelensis 5.000 g/ha karisimidir. Bu
karisim kullanildiginda larvalarin toplu halde oldugii
bitis
siiresinde degisiklik olmadig tespit edilmistir. Degisik

gorulmustur. Larvalarda olumin baslangic -

yogunlukta kullanilan biyolojik ajanlarin larvalarin
tamamint 6. saatte oldiirdigli tespit edilmistir.
Calismamizda elde ettigimiz bulgular Tablo 1’ de

ozetlenmistir.



Resim 2. istanbul’un 39 ilcesinde sivrisinek tireme alanlarindan toplanan Anophel (a), Aedes (b), Culex (c) larvalan
gorunumleri, Nisan 2013

Tablo 1. istanbul’un 39 ilcesinden toplanan Culex larvalarina karsi larvasit olarak kullamlan farkli Bacillus tiirlerinin
etkileri, Nisan 2013

Olii Larva Sayisi

Larvasitler Kglrlaa::;?n CanllB ;.alrva Sayis1
slangic 50. dak 60. dak 6. saat

200 g/ha 100 8 8 100

300 g/ha 100 10 10 100

B. sphaericus 400 g/ha 100 14 14 100
2 MF CFU/ml 100 0 20 100

4 MF CFU/ml 100 20 20 100

200 g/ha 100 20 20 100

300 g/ha 100 30 30 100

B. thuringiensis 400 g/ha 100 40 40 100
2 MF CFU/ml 100 0 20 100

4 MF CFU/ml 100 20 20 100

5000 g/ha 100 40 40 100

B. sphaericus + B. thuringiensis 2 MF CFU/ml 100 0 10 100
4 MF CFU/ml 100 42 42 100

TARTISMA Ulkelerde ihtiyactan fazla (retilen pestisitlerin

Gelismekte olan lilkelerde pestisitlerin en az stoklari, Uretiminden daha zor ve pahaliya mal
%90’1 tarim alaninda, %10’u kadar1 da vektorlerin olmaktadir. Bunun dogal sonucu olarak da nehirler,
kontrolliinde kullamlmaktadir. Bu da insan sagligi korfezler, toprak ve su kaynaklari uzun sireli
ve cevre acisindan tehlike olusturmaktadir. Cesitli kirlenmekte; suda yasayan canlilar ve karada yasayan
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bocekleri, kuslar ve topragin mikrofilorasinm etkileyerek
ekolojik dengeyi bozmaktadir. Bu canlilar nesillerini
sirdurebilmek icin pestisitlere karsi direnc gelistirirler.
Gunumuzde insektisitlere karsi direng her tir vektorde
az cok goriilmektedir. Direncin yayginlasmasinda tarimda
biliyik oranda kullamlan pestisitlerin etkisi vardir.
Sivrisineklerin insektisitlere karsi direnci larva, eriskin
veya her iki evrede de olabilir. Larva evresinde direnc
genellikle tarimda kullanilan pestisitlerden, eriskin
evresindeki direnc ise eriskin sivrisinek mucadelesinde
kullamlan aerosollerden kaynaklanmaktadir.
Sivrisinekler; dichlorodiphenyl trichloroethane (DDT),
dieldrin,  benzen hekzaklorur (BCH) gibi organik
klorlu insektisitlere, organik fosforlu ve karbamatli
insektisitlere coklu direnc olusturabilmektedirler.
Diinya Saglik Orgiiti’niin 1980 yilinda yayimladigi
raporda halk sagliginda ve veterinerlikte Gneme sahip
51 anofel, 42 kuleks cinsinin bir veya daha fazla
insektisite kars1 direncli oldugunu belirtmistir (13).
Bunlardan dolayr bir insektisit alinmadan o©nce
kullanlacag1 bolgedeki sineklere karst etkili olup
olmadigina bakilmalidir.

Sivrisinek mucadelesinde insektisitler yanm sira
biyolojik yontemler de yaygin olarak kullamlmaktadr.
istanbul’da

biyolojik olarak; Gambusia affinis turtibaliklar ve Bacillus

sivrisinek  larvalannin  miicadelesinde
cinsi bakteriler yaygin bir sekilde kullamlmaktadir.

Sivrisinek larvalarimin  kontrolinde kullanilan  B.
thuringiensis ve B. sphaericus sporlu bakteriler olup
glicli toksin olusturan turlerdir. Mide zehri olan toksinler
sadece larvalar tarafindan yutulduklarinda etkili olup;
pupa, eriskin ve yumurtalara etkisizdirler (1, 2, 5-9).
Unat ve ark. 1994 yiinda istanbul’un Altinsehir,
Halkali ve Yedikule bolgelerinden topladiklan sivrisinek
larvalarinin C. pipiens molestus (Farks) tlriine ait
oldugunu belirtmislerdir. Bu calismada &zelikle anofel
turd sivrisineklerin larvalan ve eriskinleri arastinlmis
ancak Beykoz ve Catalca

yakin Karaca Koy, Kiy1 Koy ve Riva bolgesinde tespit

ilcelerinde Karadenize
etmislerdir. Bu calismada da Anophel ve Aedes cinsi

sivrisineklere; Bliyiikcekmece, Silivri ve Umraniye
ilcelerinde rastlanmistir (11).
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istanbul’'un cografik yapist ve iklim kosullar
sivrisineklerin tiremesi icin uygundur. Ancak Istanbul’un
39ilcesindensivrisinek larvalarimin gelistigi kaynaklardan
alinan 501 ornekten sadece Biyukcekmece, Silivri ve
Umraniye ilcelerine ait 6rneklerde Anophel ve Aedes
Anofel
cinsi sivrisinegin larvalan genellikle organik madde

cinsi sivrisineklerin larvalan  gorilmustir.
bulunmayan temiz, berrak ve durgun sularda gelisir.
istanbul’da bulunan temiz durgun sular asin, diizensiz
yapilasma ve artan nufus yuzunden hizla kirlenmekte
ve yok olmaktadir. Istanbul’un tiim ilcelerinde ise her
turld durgun suda lreyen C. pipiens tiru sivrisinek
larvalarina baskin olarak rastlanmistir (Resim 2).
Calismamizda, C. pipiens turune ait lll. ve IV. evre
larvalarina kars1 B. sphaericus (H5a5b, Strain 2362),
B. thuringiensis israelensis (H-14, Strain AM65-52)
ile B.
preparatlannmin ve bu preparatlann 4 MF (12,6x108
CFU/ml) etkili

oldugu bulunmustur. Bacillus 4 MF konsantrasyondaki

sphaericus - B. thuringiensis kombinasyonu

konsantrasyondaki  kiiltuirlerinin

kulturlerinin  liyofilize preparatlardan daha etkili
oldugu gorilmistii. Bunun nedeninin; liyofilizasyon
islemi esnasinda bakterilerin bir kisminin cantiligini
kaybetmesinden kaynaklandigimi diistinmekteyiz. Oysa
bakteriler 48-72 saatlik kiiltiirlerde canliigini pek
kaybetmezler. B. sphaericus ve B. thuringiensis H-14
iceren kiiltiirde Ureyen bakteri yogunlugu azaldiginda
olimiin daha ge¢ basladigi, ancak larvalarin tiimiiniin
olmesi icin gecen siirede bir degisikligin olmadigi
tespit edilmistir. Unat ve ark. 1994 yilinda istanbul’un
Altinsehir, Halkali ve Yedikule Bolgelerinden, Edirne’nin
Enez ilcesi’nden toplanan C. pipiens molestus
(Farks) larvalan ile yaptiklan iki farkli calismada;
ABATE (Temephos), ACTELLIC (Primiphos methyl) ve
malathion’un C. pipiens molestus (Farks) larvalarina
karst %100 etkili oldugunu bulmuslardir (11, 12).
Yaptigimiz literatiir taramalarina gore Unat ve
istanbul’da

insektisitlerle ilgili yapilan herhangi bir calismaya

ark.’min  bu  calismalarindan  sonra

rastlanmamistir.

Aldemir ve ark. 2005 yilinda yaptiklan calismalarda
Tambro® 500 EC (518 g/l temephos) ve Ekolarv® 500 EC



(500 g/l temephos) laboratuvarda ve Ankara’nin Golbas
ilcesi, Mogan Golii dogal habitatinda A. sachoravi ve
Culex pipiens larvalarina karsi etkili bulmuslardir (14).

Akiner ve ark. yaptiklan calismalarda 2007 yiinda
malathion and propoxur icin tim A. maculipennis
popiilasyonlart  olim  oranlarinin

supheli  direnc

kategorisinde yer aldigini ortaya koymuslardir.
2008 yilinda Trakya Bolgesi popiilasyonlar (Avanoz,
Tatarkoy, Derekoy) supheli direnc kategorisinde yer
alirken Birecik, Beysehir ve Cankirn populasyonlarinin
direncgsiz kategoride oldugunu belirtmislerdir (6).
Bursali ve ark. (2013), Aydin, Burdur, Mugla, Isparta
ve izmir’den toplanan A. maculipennis kompleksi
populasyonlarinda DDT (%4)’yi %64,6, deltametrin
(%0,025)’i %90,4 ve permetrin (%0,75)’i %74,8 etkili
olarak bulmuslardir. Kdr
mutasyonla 97 6rnegin Aydin ve Burdur’da sadece birer

adet A. sacharovi’de kdr direnci saptamislardir (15).

(knock-down resistance)

Ulasabildigimiz ~ kaynaklara gore llkemizde
sivrisineklerdeki direnc ile ilgili calismalar (6, 11, 12,
14, 15) genellikle insektisitler kullamlarak yapilmistir.
Bu calismalarin bazilarinda sivrisineklerin insektisitlere
kars1 direnc gelistirdigi ortaya konmustur. Ancak
istanbul’da biyolojik ajanlar ile de yapilan herhangi
bir calismaya rastlanmamistir. Oysa glinimiizde
istanbul’da sivrisineklerin larvalan ile miicadelede
genellikle Gambusia affinis turi baliklar ve B.
thuringiensis ve B. sphaericus tiri sporlu bakteriler
gibi biyolojik yontemler kullamlmaktadir. Ancak bu
bakterilere karsi sivrisinek larvalarinin bir direnc
olusturup olusturmadigi bilinmemektedir. Yaptigimiz
calismada B.

sphaericus, B. thuringiensis, B.

sphaericus - B. thuringiensis israelensis bakterileri
kombinasyonu C. pipiens turine ait Ill. ve IV. evre

larvalarina karsi etkili bulunmustur.

TESEKKUR

Leroux ve ark. (1997) B.
C. pipiens larvalarimin degisik direnc mekanizmalarin
7). (2001)

B. sphaericus Strain 2362 kars1 C. pipiens larvalarinin

sphaericus’a kars
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direnc gelistirdiklerini Bundan
dolayr

bakteriler kullanilsa bile, bu bakteriler alinmadan ve

sivrisinek ile micadelede sporlu
kullamlmadan once mutlaka sivrisinek larvalarinin bu
ajanlara kars1 direncinin olup olmadigi test edilmistir.

Biyolojikkontrol, vektor miicadelesinde tamamlayici
ve ekonomik bir bolimu olusturmaktadir. Sivrisinek
larvalan ile mucadelede kullanilan B. sphaericus ve B.
thuringiensis bakterilerini disaridan satin almak yerine
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kontrol temel olarak bu tabii diizenleyici sistemin
insanin lehine manipilasyonundan ibarettir.
larvalarnin
ilgili
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Oysa yurt
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kontroliinde kullanilan biyolojik ajanlar ile
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ile mucadelede kullanilan

sivrisineklerin larvalan
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gerektigini dislinmekteyiz.

istanbul Biiyiiksehir Belediyesi Saglik ve Sosyal Hizmetler Daire Baskanligi calisanlarina verdikleri destek ve

isbirligi icin tesekkiir ederiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemektedir.
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Fascioliasis tanisinda hekimlerde ERCP yerine serolojik test
farkindaligi yaratmak: Olgu sunumu
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OZET

Fascioliasis, insanda nadir rastlanan karaciger

ve safra yolu hastaligidir. Fasciola  hepatica
metaserkarya iceren su bitkilerinin yenmesi veya
kontamine sularin icilmesi ile bulasmaktadir.
Fascioliasis tanisinda, diskida parazit yumurtasinin
saptanmasi esas iken serolojik ve radyolojik testler
de onemli yer tutmaktadir. Yetmis bes yasinda bir
hasta, bir aydir karin agris1 bulanti kusma istahsizlik
sikayetiyle klinigimize basvurdu. Bir yil Oncesinde
kolesistektomi hikayesi olan hastanin %8 eoziofilisi
disinda rutin biyokimyasal parametreleri normaldi.
Koledokta tas olup olmadigini gérmek ve karin
agris1 etiyolojisini ortaya koymak icin endoskopik
ultrasonografi planlandi. Hastanin koledok kanalinda
parazitle uyumlu goriintii olmasi Gizerine tani ve tedavi
amacli endoskopik retrograt kolanjiopankreatografi
(ERCP) yapildi. ERCP ile koledok kanalindan iki adet
F. hepatica’yla uyumlu parazit ¢ikartildi. Postoperatif,
iki doz 10 mg/kg triklabendazol kullanan hastanin,
iki hafta

sikayetlerinin tamamen gectigi gozlendi.

sonra yapilan kontrol muayenesinde
Girisimsel
yolla tami ve tedavisini uyguladigimiz fascioliasise
bagli bir akut kolanjit vakasi ve bununla ilgili

literaturiin gozden gecirilmesini sunuyoruz.

ABSTRACT

Fascioliasis is a liver and biliary tract disease, which
is rare in human. It is transmitted by consuming water
plants containing Fasciola hepatica metacercariae or
drinking contaminated water.
eggs in stool and serological/radiological tests are
significant in fascioliasis diagnosis. A female patient

Detection of parasite

who is 75-years-old applied to our clinic with one month
duration of abdominal pain, nausea, vomit and anorexia.
Routine biochemistry parameters of the patients with
cholecystectomy were normal except her 8% eosinophilia.
Endoscopic ultrasonography was planned in order to
determine abdominal pain etiology and if there was a
stone in ductus choledochus. Endoscopic retrograde
cholangiopancreatography (ERCP) applied for
diagnosis and treatment purpose after the view of parasite-

was

compatible view in ductus choledochus of the patient.
Two parasites compatible with £ hepatica were taken
out of ductus choledochus by ERCP. It was observed that
the complaints of the patient, who was postoperatively
treated with two doses of 10 mg/kg triclabendazole,
was completely passed in control examination after two
weeks. We present an acute cholangitis case depends on
fascioliasis that we interventional diagnosed and treated,
and the review of literatures on this case.

Anahtar  Kelimeler: Fascioliasis, endoskopik Key Words: Fascioliasis, endoscopic retrograde
retrograt kolanjiopankreotografi (ERCP) cholangiopancreatography (ERCP)
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GiRIiS

Fascioliasis insanda nadir rastlanan karaciger ve safra
yolu hastaligidir. Fasciola hepatica metaserkarya iceren
su bitkilerinin yenmesi veya kontamine sularin icilmesi
ile bulasmaktadir (1). Bagirsaklardan periton yoluyla
karacigere goc¢ eden jlivenil parazitler safra yollarinda
eriskin hale gecer. Akut enfeksiyonda (karaciger donemi)
ates, hepatomegali, karin agrisi, kilo kaybi, anemi ve
eozinofili gorulir. Kronik olgularda (safra kanali donemi)
tikanma sanligi ve kolanjit hatta siroza kadar giden
tablolara rastlanabilir. Kliniginin nonspesifik olmasi,
ayrica nadir gorilen hastalik olmasindan dolay1 tanida
akla gelmemesiyle sik atlanan hastaliklar grubundadir
ve bu nedenle de tan zorlasir (2). Fascioliasis tanisinda,
diskida parazit yumurtasinin saptanmasi ve serolojik
testler onemli yer tutmaktadir. Radyolojik testler
arasinda girisimsel olmayan ultrasonografi (USG),
bilgisayarli tomografi (BT) tamda yol gostericidir.
Bununla birlikte hem tam hem de tedavi olanag
saglayabilen manyetik rezonans kolanjiopankreatografi
(MRCP), endoskopik ultrasonografi (EUS), endoskopik
retrograt kolanjiopankreatografi (ERCP) gibi
yontemler de tamda kullamlabilir (3). Ozellikle
serolojik testlerin kullamlmadigi olgularda, ERCP ile
eriskinlerin gosterilmesi lilkemizde hala en yaygin tam
yontemlerinden birisidir (1-4). Bu olgu sunumunda; karin
agrisi, ates ve eozinofilisi olan olgularda F. hepatica’nin
akilda tutulmasina; bu hastalarda invaziv bir islem
olan ERCP yerine serolojik yontemler (IHA veya ELISA)
ile fascioliasis tanisi konulabilecegine ve pozitifligi
durumunda triklabendazol ile tedavi saglanabilecegine
dikkat cekmek amaclanmistir.

9
du.‘__ .

Sekil 1. Koledok sivisinda Fasciola hepatica yumurtasi X 200
biylitmede
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OLGU SUNUMU

Yetmis bes yasinda Van’da ikamet eden kadin
hasta bir aydir karin agrsi, bulanti, kusma,
istahsizlik sikayetiyle izmir Katip Celebi Universitesi
Atatiirk Egitim Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji
Poliklinigine basvurdu. Hastanin 0Gzgecmisinde bir
yil once dis merkezde kolesistektomi operasyonu
disinda herhangi bir 6zellik yoktu. Hemograminda %8
eozinofilisi olan hastanin rutin biyokimyasi normaldi.
Hastanin epikrizinde kolesistektomi oldugu fakat
intrahepatik ve koledok kanallarinin  birakildig
belirtiliyordu. Bir ay once karin agrisi nedeniyle
dis merkeze giden hastanin yapilan USG’sinde
intrahepatik ve koledok kanalimin genisledigi ve tas
sliphesi oldugu soylenmis. Bunun lizerine hastanemiz
Gastroenteroloji ~ Poliklinigine  basvuran  hastaya
koledokta tas olup olmadigin1 gormek ve karin agrisi
etiyolojisini belirlemek icin EUS planlandi. Hastanin
koledok kanalinda parazitle uyumlu goriinti olmasi
Uzerine tan1 ve tedavi amacli ERCP yapildi. ERCP ile
sfinkterotomi ve balonla koledok kanalindan iki adet
F. hepatica’yla uyumlu parazit cikartildi. Parazitoloji
laboratuvarina gonderilen koledok sivisi ve eriskin
parazit F. hepatica eriskini ve yumurtasi olarak rapor
edildi (Sekil 1, 2). Triklabendazol tedavisi 10 mg/kg
glin tek doz verildi ve ilacin iki giin sonra tekrarlanmasi
soylenerek hasta taburcu edildi.

Sekil 2. ERCP ile cikanlan Fasciola hepatica eriskin formu



iki hafta sonra yapilan kontrol muayenesinde
hastanin sikayetlerinin tamamen diizeldigi gorildi.

TARTISMA

Fascioliasis diinyada 2,4 milyon insam etkileyen
ve 180 milyon insanin risk altinda oldugu zoonotik
bir hastaliktir (3).
Latin Amerika’da sik gozlenirken ilkemizde Dogu

Diinyada Afrika, Bati Avrupa ve

ve Giineydogu Anadolu Bdlgesi, Akdeniz ve Goller
Bolgesinde oldugu bildirilmistir (2, 3). Ulkemizdeki
sikigt  %1’in altinda bildirilmesine karsin, Dogu
Anadolu’da yapilan bir seroprevalans calismasinda
%2,78 olarak bulunmustur (3, 4).

ark.’larimin (5) Isparta bolgesinde yaptig1 calismada

Demirci ve

F.  hepatica seroprevalans1 eozinofilik grupta %6,1
iken non-eozinofilik kontrol grubunda %0,9 olarak
bulunmustur.

Fascioliasis kliniginin 0zgiil olmayan bulgular
icermesi tanidaki zorluklardan birisidir. Klasik hastalik
triadi olarak bilinen karin agrisi, ates ve eozinofili
hastalarda degiskenlik gosterebilmektedir. Hastaligin
uc klinik faz1 bulunmaktadir. Hepatik faz, latent faz
ve safra yollarina yerleserek kolestaz ve kolanjit
bulgularinin gelistigi kronik fazdir (6). Bu nedenle
karin agrisi, ates ve eozinofilisi olan hastalarda
ozellikle de endemik bolgede yasiyorsa fascioliasis
akla getirilmeli, akut fazda hastalik teshis edilip
kolanjit ve kolestaz gibi komplikasyonlarin oniine
gecilmelidir (2).

Karin agris1 ve eozinofili sikayeti ile hastanemize
basvuran bu hastaya tam ve tedavi amacli EUS’ta
parazitten siiphelenilmesi lizerine bilier obstriiksiyon
olmadig1 halde, ileri bir merkez olmamiz, rutinde
siklikla ERCP uygulamamiz nedeniyle daha maliyetli,
invaziv islem olan ERCP yapilmistir. Ozellikle akut
fazda atlanan hastalarin bilier obstriiksiyonla geldigi
ve bu hastalar icin invaziv bir islem olan ERCP yapilmak
zorunda kalindigi olgular bildirilmistir (Tablo 1).

Ulkemizde literatiirde saptayabildig@imiz kadariyla
2012 yiindan bu yana 50’den fazla fascioliasis olgusu
bildirilmistir. Fakat bunlarin 13’tne ERCP yapilirken

digerlerine seroloji ve ERCP disi

yontemleri ile tan1 konulmustur. On Uc olgunun ikisine

goruntuleme

safra yollan malignite siiphesiyle ERCP yapilirken
11’ine bilier obstriksiyon tanisiyla ERCP uygulanmistir
(Tablo 1) (1, 2, 7-13). S0z konusu olgularin tanisinda
serolojik yontemlerin (ayirici tanida distiniilmemesi,
serolojik yontemlere ulasilamamasi, uygulanmamasi
gibi nedenlerle) kullanilmadigr goriilmektedir.

fizik diski
serolojik yontemler ve gorintileme
kullamlmaktadir (2, 6, 8).
diskida ya da duodenal aspiratta parazit

Fascioliasis  tamisinda muayene,
mikroskobisi,
yontemleri Kesin
tanisi,
yumurtalarinin saptanmasi ile konsa da parazitin az
sayida yumurta uretmesinden dolay1 konvansiyonel
laboratuvar yontemleri ile tam sansi dusuktur (6,
12). Fizik muayene ve klinik olarak suphe edilen
hastalardan ilk olarak diski mikroskobisi, seroloji ve
USG istenmelidir (2). Serolojik olarak IHA, IFA, ELISA,
lateks aglutinasyon yontemleri kullanmlmaktadir (5).
Kaya ve ark. (14), fascioliasis tanisinda ELISA testinin
tanisal degerini saptamak icin yaptiklan bir calismada
testin duyarliigin1 % 100, ozgilliiglini ise %95 olarak
saptamislardir.  Fakat seroloji hakkinda hekimlerin
yeterli derecede bilgilendirilmemis olmalarn ve her

merkezde bu imkanin olmamasi nedeniyle seroloji ayagi

Tablo 1. Ulkemizde 2012 yilindan bu yana ERCP ile tam
konarak literatiire gecmis fasiyoliyazis vakalari

Yazar Yih  Kaynak il s(;:ﬁlsjl
Unal ve ark. 2015 7 Giresun 1
Senates ve ark. 2014 8 Diyarbakir 1
Bektas ve ark. 2014 1 Diyarbakir 1
Ulger ve ark. 2014 9 Diyarbakir 1
Yilmaz ve ark. 2014 10 Afyon 1
Odabasi ve ark. 2014 3 istanbul 1
Emir ve ark. 2013 11 Elazig 1
Uyanikoglu veark. 2013 2 Sanliurfa 1
Boga ve ark. 2012 12 istanbul 1
Sayilir ve ark. 2012 13 istanbul 4
Toplam 13
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genelde atlanmaktadir. Konu hakkinda klinisyen ve
parazitologun isbirligi icinde olmamasi, ilgili serolojik
testi calisan laboratuvara ulasilamamasi, fascioliasis
ile ilgili tam1 metodunun rehberlerde tam olarak yer
almamas aksakliklarin diger nedenleri arasindadir.
Serolojik yontemlerin invaziv olmamasi, risk
icermemesi ve gorintileme yontemlerine gore
ekonomik olmasi nedeniyle klinik olarak siiphe edilen
hastalardan tamda kullamlmasi hem hasta hem de
hekim yararina olabilir. Ozellikle ES-ELISA hizli duyarli
ve 0zgul bir yontem olarak bildirilmistir (14). Bununla
birlikte serolojik testlerinde baz1 dezavantajlan
vardir. Akut ve kronik enfeksiyon ayrimi yapilamadigi
gibi, diger trematodlar yaninda, E. granulosus ve

CIKAR CATISMASI

E. multilocularis gibi sestodlarla da capraz reaksiyon
verebilmektedir (14).

Fascioliasisli hastalarda eger bilier obstriiksiyon
varsa goruntiileme yontemlerinden ERCP altin
standarttir (11). ERCP, tamidaki yararimn yaninda
koledok icerigini temizleyerek ve sfinkterotomi
yaparak tedavi olanagi da saglamaktadir (11). Fakat
invaziv islem olmasi, deneyimli kisi ve ekipmana
ihtiyac duymasi, safra yollarimin perforasyonu gibi
komplikasyonlarinin olmasi dezavantajidir.

Bu nedenle ozellikle eozinofilisi olan hastalarda
klasik triad sorgulanmali ve bilier obstriiksiyon ve
kolanjit yoksa gliniimiizde fascioliasis tanisinin serolojik
olarak konabildigi de akilda bulundurulmalidir.

Yazarlar herhangi bir cikar catismasi bildirmemektedir.
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

As1 epidemiyolojisi: As1 etkililigi icin epidemiyolojik calisma tasanmlan

Can Hiiseyin HEKIMOGLU'

OZET

Yeterli etkinligi gosterilmis ve lisans almis bir
asinin bir toplumda uygulanmasiyla ilgili hastaliktan
korunma diizeyi ideal olmayan saha kosullarinda,
gozlemsel epidemiyolojik calismalarla belirlenen
‘as1 etkililigi’ ile olculir. Toplumda ilgili hastalik
insidandaki azalmanin uygulanan asilamadan mi,
asilama disindaki nedenlerden mi kaynaklandiginin
belirlenmesi icin, asi etkililigi siirveyansin bir parcasi
olarak rutin izlenmelidir. Bu nedenle as1 etkililigi
calismalan halk sagligi eylemleri icin onemli bir
role sahiptir. Kohort ve olgu kontrol calismalari gibi
klasik gozlemsel epidemiyolojik calismalara alternatif
olarak gelistirilen cesitli calisma tasarimlarnn da as1
etkililigini belirlemek icin kullanilabilir. ilgili ags
ve hastaliga ve mevcut olanaklara gore kohort ve
olgu kontrol calismalarinin yanm sira indirekt kohort
yontemi, test negatif olgu kontrol tasarimi, olgu olgu
calismasi, tarama yontemi, hane halki temas calismasi
gibi alternatif tasarimlardan uygun olan kullanilarak
as1 etkililigi belirlenebilir. Bu tasarimlardan baska
olgu kohort calismasi, yuvalandirilmis olgu-kontrol
calismasi, insidans yogunlugu olgu kontrol tasarimi
gibi farkli alanlarda kullanilmakta olan tasarimlar da
as1 etkililigini belirlemek icin secilebilecek tasarimlar
arasindadir.  Ancak bu tasarimlarnin hi¢ birinin
mikemmel olmadig1 ve cesitli genel varsayimlarin
yan1 sira tasarima gore farkli varsayimlar altinda
yuritilmeleri  gerektigi Gerekli
varsayimlarin yerine getirilmedigi dlciide asi etkililigi
tahmini gercek degerinden uzaklasir. Asili veya asisiz

unutulmamalidir.

ABSTRACT

Protection level against a disease of interest by
application of a licenced vaccine whose effectiveness
has been proved in a population is measured by “vaccine
effectiveness” which is determined with observational
epidemiological studies conducted under non-ideal field
For determination of whether decrease in
incidence of related disease in a population is due to

conditions.

vaccination or other reasons rather than vaccination,
vaccine effectiveness should be monitored as a routine part
of the surveillance. Therefore, vaccine effectiveness studies
play an important role in public health actions. Various
other study designs that are developed as an alternative
to classical observational epidemiological studies such
as cohort and case-control studies can also be used in
determination of vaccine effectiveness. In accordance with
related vaccine and disease and current facilities, vaccine
effectiveness can be determined by using appropriate one
of the alternative designs such as indirect cohort method,
test-negative case-control design, case-case study, the
screening method, household contact study, as well as
cohort and case-control studies. Additionally, study designs
which are used in other fields such as case-cohort study,
nested case-control study, incidence density case-control
design are among the designs that can be chosen for
determination of vaccine effectiveness. However, it should
be remembered that none of them is perfect and they
should be performed under different assumptions related
with each design, as well as various general assumptions.
How necessary assumptions are not fulfilled, estimation of
vaccine effectiveness will go far from its actual value. Any
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gruptaki atak hizin1 oldugundan daha az veya daha fazla
gosteren herhangi bir faktor as1 etkililigi tahmininde
taraf tutmaya yol acar. Bu faktorlerin tasarim
asamasinda veya analiz sirasinda mimkiin oldugunca
kontrol edilmesi gerekir. Asi etkililigi tahminlerinin
yaniltic1 olmamasi ig¢in uygun tasarimin secilmesi ve
secilen tasarima gore gereken varsayimlar, olasi taraf
tutma kaynaklari ve karistiricilar calismanin planlama
asamasinda ve calisma sonuglan

mutlaka goz ontinde bulundurulmalidir.

yorumlanirken

Anahtar Kelimeler: As1 etkililigi, as1 epidemiyolojisi,
calisma tasarimlar

factor that shows attack rate in vaccinated or unvaccinated
groups less or more than its actual value leads to bias in
estimating vaccine effectiveness. These factors should be
controlled as much as possible in phase of design or during
analysis. For vaccine effectiveness estimation not to be
misleading; an appropriate study design should be selected
and necessary assumptions in accordance with the selected
design, potential bias sources and confounders should be
taken into account in planning phase of the study and while
study results are being interpreted.

Key  Words: Vaccine effectiveness,
epidemiology, study designs

vaccine

GIRiS
Gunumuzde hastaliklarin ~ dnlenmesinde en
basarili  girisimlerden biri asilamadir. As1 ile

hedeflenen hastaliktan korunma diizeyini ifade eden
‘as1 etkisi’, girisimsel ve gozlemsel epidemiyolojik
calismalarla belirlenir (1-3). As1 etkisi asilananlarda
asilanmayanlara gore ilgili hastalik insidansindaki
azalma yuzdesi ile hesaplanir. Bu yuzde girisimsel
bir calismayla belirlendiyse ‘as1 etkinligi’, gozlemsel

i

bir calismayla belirlendiyse ‘as1 etkililigi’ elde
edilir. Girisimsel calismalar genellikle kisitli ornek
bliylikligu ile yiritilen faz 3 calismalart olduklan
icin, as1 etkinligi ile yalmzca asili bireylerdeki
‘direkt etki’ Eskiden

etkinligi’ olarak bilinen as1 etkililigi ise zaten

gosterilebilmektedir. ‘saha

yeterli etkinligi gosterilmis olan asinin, aslinda
kendisinin degil, bir toplumda uygulanmasinin ilgili
hastaliktan ne kadar korudugunu gostermektedir.
As1 etkililigi asimn asililardaki direkt etkisine ek
olarak asilamanin toplumda uygulandiginda hastalik
bulasin azaltmasindan kaynaklanan ‘indirekt etki’yi
de gostermektedir. Yiksek bir asi etkililigi, asi
etkinligi ve as1 kapsayiciiginin yiiksek olmasinin yani
sira uygun kosullarda ve dogru bir as1 uygulamasi ile
iliskilidir (4-6).

Bir toplumda uygulamaya giren asinin artan
birlikte hastalik

kapsayiciligi ile insidansinda
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gozlenen azalmanin as1 uygulanmasindan mi, asi

dis1 nedenlerden mi kaynaklandiginin ayiriminin
yapilabilmesi icin, as1 etkililigi hastalik siirveyansinin
bir parcasi olarak izlenmelidir. Bu nedenle girisimsel
calismalara gore daha ucuz ve basit olan gozlemsel
as1 etkililigi calismalan halk sagligi eylemlerini
planlamada cok onemli bir yer tutar (2, 5). Asi
etkililiginin  belirlenmesi icin  klasik gozlemsel
calismalara alternatif olarak gelistirilen cesitli
epidemiyolojik calisma tasarimlari da bulunmaktadir

(7-14). Bu yazida as1 etkililiginin belirlenmesinde

kullanilan epidemiyolojik calisma tasarimlarina
deginilmistir.

1. ASl  ETKILILIGI  CALISMALARINDA
VARSAYIMLAR

As1 etkililigini belirlemek amaciyla tasarlanan
calismalar cesitli varsayimlar altinda yurutulur. Bu
varsayimlarin ihlali durumunda as1 etkililigi tahmini
karistiriciik (confounding) ve taraf tutmadan (bias)
etkilenir (4-6). Greenwood ve Yules as1 calismalarinda
yapilan ¢ikarimlarin gecerli olabilmesi icin tc¢ temel
kosul belirlemislerdir.

1) ik
asisiz bireylerin asilanma durumu disinda sonuca

varsayim, calismalardaki asii  ve

etkisi olan diger tiim ozelliklerinin benzer oldugu



varsayimidir (15). Karsilastinlan gruplarda ozellikle
hastaliga duyarliigin esit oldugu varsayilir. Ornegin
asililar ve asisizlar arasinda hastaliga karsi dogal
bagisikik seviyeleri farkli oldugunda, bu varsayim
yerine getirilmemis olur. Boyle bir durum bir asi
serolojik testlerle ilgili hastaliga duyarli oldugu tespit
edilen bireylere uygulaniyor, bagisik olan bireyler
asilanmiyorsa gorulebilir.

2) ikinci varsayim, asii ve asisiz gruplarda
enfeksiyona maruziyet olasiliklarinin ayni oldugudur.
Ornegin asilanan grubun temas siklig1 asilanmayan
gruba gore daha fazla oldugunda, bu varsayim yerine
getirilemez ve asi etkililigi gercek degerinden daha
dusuk tahmin edilir. Boyle bir durum bir as1 yalmzca
ilgili hastalik etkeniyle karsilasma acisindan yiiksek
risk grubunda olanlara uygulaniyorsa goriilebilir. Bu
varsayim karsilanmadiginda enfeksiyona maruziyet
diizeyini de dikkate alan bulas olasiligi ve sekonder
atak hiz1 gibi kosullu olclitlerle as1 etkililigi daha az
taraf tutma ile tahmin edilebilir.

3) Son varsayim olma
ilgili

bagimsiz oldugudur. Asilama icin hedef gruptaki

ise bireylerin asih

olasiliklarinin hastaligin gelisme riskinden
bireyler hastalik gelisimi icin daha yiiksek olasiliga
sahip olduklarinda bu varsayim ihlal edilmis olur.
Ornegin influenza ve pnémokok asilar icin hedef grup
altta yatan hastaligi olanlardir ve bu bireyler daha
ciddi hastalik gelisimi icin yliksek risk altindadirlar.
Bu durumda ciddi hastalik gelisme riski yiksek olan
bu grubun asilanma olasiliklar ciddi hastalik gelisme
risklerinden bagimsiz olmadig1 icin, asinin ciddi
hastalik gelisimini onlemedeki etkililiginin tahmininde
‘endikasyona gore karistiriciik’ (confounding by

indication) so6z konusudur (6, 15).

As1 etkileri hesaplanirken kullanilan formiiller,

bireylerin toplumda ‘random’ olarak karsilastigi

ve asinin toplumdaki bireylere ‘random’ olarak
uygulandig1 varsayimiyla uygulanmir. Ancak gozlemsel
calismalarda asilananlar ve asilanmayanlar girisimsel
calismalarda oldugu gibi randomizasyonla arastirmaci

tarafindan degil, arastirmacidan bagimsiz olarak

rutin uygulamayla belirlendikleri icin; bu varsayimlar

genellikle karsilanamaz. Gercekte asililar ve
asisizlar pek cok ozellikleri acisindan genellikle
birbirlerinden farklidirlar. Bu nedenle asi etkililigi
tahmini; yas, kreste olma, saglik hizmeti arama
davranisi, fonksiyonel durum, ekonomik dizey, altta
yatan hastaliklar gibi karistiricilardan etkilenebilir.
Asilanma durumu, hastalik durumu ve muhtemel
kanstincilarin yakalanmasinin asii ve asisiz grupta
benzer olmamas1 halinde ortaya ¢ikacak taraf tutma
as1 etkililigi tahminlerinin gecerliligini azaltacaktir.
Bu nedenle bu calismalarda yapilan tahminler asili
ve asisiz grupta asilanma durumu, hastalik durumu
ve ilgili kanstincilarin yakalanmasinin benzer oldugu
varsayim saglandiginda gecerli kabul edilmelidir.
Bu formdiller asililarin toplumda homojen olarak
dagildiginin yanm sira asinin asililarda ‘ya hep ya hi¢’
etkiye sahip oldugu varsayimina dayanmaktadir. Ya
hep ya hi¢c varsayimina gore; bir asi etkililigi %95
ise asilama ile tam asililarin %95’inde ilgili hastalik
tamamen oOnlenebilir ve kalan %5’inde herhangi bir
koruma saglanmaz. Aslinda tam korunma olmayan
asililarda ‘hi¢ korunma’ degil, ‘bir miktar’ korunma
olacaktir. Bu ‘sizdiran asi etkisi’ (leaky vaccine effect)
gozlemsel calismalarda goz ardi edilir. As1 etkililigi
calismalarindaki

bu genel varsayimlarin yaninda

calisma tasarimina gore farkli varsayimlarin da
yerine getirilmesi gerekir. As1 etkililigi calismalarinin
tasarlanmasinda ve sonuclarinin yorumlanmasinda bu
varsayimlar mutlaka goz oniinde bulundurulmalidir.
Aksi takdirde as1 etkililigi tahminlerinin yaniltici

olabilecegi unutulmamalidir (4, 16-18).

2. OLASI TARAF TUTMA KAYNAKLARI

As1 etkililigi calismalarinda yukarida bahsedilen
varsayimlar yerine getirilmedigi Olclide tahminler
gercek degerinden uzaklasir. Asili veya asisiz gruptaki
atak hizim oldugundan daha az veya daha fazla
gosteren herhangi bir etmen asi etkililigi tahmininde
taraf tutmaya yol acar. Yani asinin etkililigi gercekte
gibi
bulunabilecegi gibi, aslinda koruyucu etkisi olan

oldugundan daha fazla veya daha azmis
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bir as1 etkili degilmis veya koruyucu etkisi olmayan
bir as1 etkisizmis gibi de bulunabilir. Gozlemsel asi
etkililigi calismalarinin  tasarim asamasinda veya
analizi sirasinda etkisi en aza indirilmesi gereken pek
cok taraf tutma kaynagi ve kanstirici faktor vardir
(5, 19).

2.1. Olgu Tanim

Diger epidemiyolojik calismalarda oldugu gibi
etkililigi
taniminin duyarliigi ve ozgilligiiniin %100 olmasi

gozlemsel asi calismalarinda da olgu
istenir. Olgu tamminin duyarliigr arttikca as1 etkililigi
tahmininin de keskinligi artar. Ancak asi etkililiginin
nokta tahmini olgu taniminin duyarliliginin disiik
olmasindan, asii ve asisiz gruplarda duyarlibik
esit oldugu siirece, cok fazla etkilenmez. Ornegin
bogmaca asisi olanlar, genellikle asisiz olanlara
gore daha hafif bir hastalik gecirecekleri icin olgu
tanimim1  karsilamayacaklardir. Bu durumda asili
grupta bogmaca olanlar gercekte oldugundan daha az
bulunur ve dolayisiyla as1 etkililigi oldugundan fazla
tahmin edilir. Bu tahmin aslinda bogmacay1 6nlemede
as1 etkililigi degil, klinik olarak siddetli bogmacay1
onlemede asi etkililigidir (5).

Olgu

tahmininde

taniminin etkililigi

onemlidir.

ozgilligli ise asi
daha

olanlarin olgu olarak yanlis

duyarliiga gore
Baska hastaliklar
siniflandinlmasi, asii grupta atak hizin asisiz gruba
gore daha fazla arttinr. Ciinku asili grupta daha az
gercek olgu olmasi beklenir. Bu durum asi etkililiginin
gercek degerinden daha diisiik tahmin edilmesine
neden olur. Hastalik ne kadar nadir goruliiyorsa ve
olgu olarak yanlis siniflandirilan hastaligin insidansi ne
kadar yiiksekse, asi etkililigi de o kadar disiik tahmin
edilecektir. Boyle bir taraf tutma olgu tanmiminin
duyarliligr azaldikca da artacaktir (5, 19-21).

Sekil 1’de asii ve asis1iz 100’er kisilik iki gruptaki
olgu sayilan gorulmektedir. Asili grupta 10 ve asisiz
grupta 40 olgu vardir. Bu ornekte olgu taniminin
duyarliiginin ve o6zgilliginin %100 oldugunu kabul
edelim. Asil gruptaki insidans 10 / 100 = 0,1 ve asisiz
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gruptaki insidans ise 40 / 100 = 0,4’tur. Rolatif risk
0,1 / 0,4 = 0,25 ve a1 etkililigi ise 1 - 0,25 = 0,75
(%75) bulunur. Duyarlilik ve ozgulliik %100’den dusiik
oldugunda tespit edilecek olgu sayilari asagidaki
formiille hesaplanabilir (22).

Tespit edilecek olgu sayisi = (gercek olgu sayis1 x
duyarlilik) + [(gercek saglam sayisi x (1 - 6zgiilliik)]

Aym ornekte, iki grupta da olgu tammi icin
duyarliblk %80 ve ozgillik %90 olsaydi; o zaman
asili grupta (10 x 0,8) + (90 x 0,1) = 8 + 9 = 17 olgu
ve asisiz grupta (40 x 0,8) + (60 x 0,1) = 32 + 6 =
38 olgu tespit edilecekti. Asili grupta insidans 17 /
100 = 0,17 ve asisiz grupta insidans 38 / 100 = 0,38
olacakti. Bu durumda rolatif risk 0,17 / 0,38 = 0,44
ve as1 etkililigi 1 - 0,44 = 0,56 (%56) bulunurdu.
Duyarliigin %80 ve ozgiilliigiin %90’a geriledigi bu
durumda, as1 etkililigi gercek degerinden daha diisiik
bulunmustur. Bir de 6zgilligiin daha fazla azaldig
baska bir durum dusiinelim. Eger olgu tamm icin
duyarliik %90 ve ozgiillik %80 olsaydi; bu sefer asili
grupta (10 x 0,9) + (90 x 0,2) = 9 + 18 = 27 ve asisiz
grupta (40 x 0,9) + (60 x 0,2) = 36 + 12 = 48 olgu
saptanacakti. Bu durumda asili grupta insidans 27 /
100= 0,27 ve asisiz grupta insidans 48 / 100 = 0,48
bulunurdu. Rélatif risk 0,27 / 0,48 = 0,56 ve asi
etkililigi 1 - 0,56 = 0,44 (%44) olurdu. Orneklerde
goriilduigli gibi duyarlilik ve ozgiillik azaldiginda asi
etkililigi tahmini oldugundan daha disiik bulunmus

10 olgu
’ Asili 100 birey
90 saglam
40 olgu
‘ Asisiz 100 birey
60 saglam

Sekil 1. Asili ve asisiz iki gruptaki olgu sayilan



ve ozgiilliigiin duyarliiga gore daha fazla azalmasi as
etkililigi tahmininde daha fazla taraf tutmaya neden
olmustur. Bu nedenle, calismalarda bulunan farkl
asi etkililigi tahminlerini yorumlarken calismalardaki
olgu tanimlarinin duyarliik ve ozgilluklerinin goz
oniinde bulundurulmasi onemlidir.

2.2. Olgu Yakalama

Randomize kontrolli calismalarda ozellikle
hastalik durumunu belirleyen gozlemcinin bireylerin
asilanma durumu acisindan kor tutulmasi ile olgular
asilanma durumundan bagimsiz olarak degerlendirilir
ve boylece olgu yakalamada taraf tutma azaltilabilir.
Gozlemsel calismalarda ise asili ve asisiz bireyler
kendi kendilerine secilmis gruplardir ve bu gruplarin
saglik hizmetlerine erisiminin esit olmamasi halinde
asii ve asisiz gruplarda olgu yakalama da farkl
oranlarda olur. Ornegin asililar saglik hizmetlerine
daha fazla erisebildikleri icin asilanmis, asisizlar
ise zaten saglik hizmetlerine erisemedikleri icin
asilanmamis olabilirler. Bu durumda asililar arasinda
daha fazla olgu yakalanmis olabilir ve as1 etkililigi
ise gercekte oldugundan daha az bulunabilir. Ayrica
daha agir klinik belirtileri olan olgular daha fazla
yakalaniyor ve daha hafif klinik belirtileri olanlarin
tamis1 atlanmyor olabilir. Bu durumda asililarda biyiik
olasiikla daha hafif bir klinik gozleneceginden,
atak hizi oldugundan az ve asi etkililigi oldugundan
fazla bulunur. Asililar arasinda olgularin daha az
yakalanmasi, ornegin hekimin asilarinin tam oldugunu
bildigi cocuklarda bogmaca, kizamik gibi hastaliklar

atlamasi durumunda meydana gelir (20, 21, 23).

Krallik’taki  bir
incelemesinde olas1 olgu kriterlerini karsilayan 90

Birlesik bogmaca  salgim
cocugun yalmzca 31’inin bildirildigi ve yalmzca
bildirilen olgular calismaya alindiginda asi etkililiginin
%88 oldugu bulunmustur. Olas1 olgular da calismaya
dahil edilginde ise as1 etkililigi %75 bulunmustur.
Olasi olgu kriterlerini karsilamayan, en az iki hafta
oksuruk nobetleri olan tum cocuklar calismaya dahil

edildiginde ise as1 etkililigi tahmininin %68’ e geriledigi

gorilmiistiir. Yazar asilanmis oldugu bilinen cocuklarin
daha az tan1 alip daha az bildirildigine dikkat cekmistir
(24). Bu nedenle asi etkililigi calismalarinda en dogru
asi etkililigi tahminini yapabilmek icin olgu yakalama
hiz1 asili ve asis1z gruplarda esit olmalidir.

2.3. Asilanma Durumunun Tespiti

Asiliolgulaninasisizolarakyanlissimiflandirilmasiyla
asisizlardaki atak hizi artarken, asililardaki atak
hiz1 azalacaktir. Bu durumda as1 etkililigi gercekte
oldugundan vyiiksek bulunur. Tersine asisiz olgular
asili olarak yanlis siniflandirildiginda, asililarda atak
hizi artarken, asisizlarda atak hizi azalacaktir. Bu
durumda ise as1 etkililigi tahmini oldugundan diisiik
bulunur. Ailelerin cocuklarinin asilanma durumlarim
hatirlamalarinin as1 kapsayiciiginin oldugundan fazla
tahmin edilmesi yoniinde oldugu goriilmistiir. Yazili
kayitlardan asilanma durumu tespit edildiginde ise
as1 kapsayiciligi oldugundan daha az tahmin edilebilir.
Tam koruyuculuk icin birden fazla doz asilanma
gereken durumlarda uygulanan as1 dozlarn da
bilinmelidir. Tam doz asilanmayanlarda da bir miktar
koruyuculuk oldugu 6n goériiliiyorsa, bu durum analizde
ayrica ele alinmali ve eksik asililardaki as1 etkililigi
ayrica belirlenmelidir. Eger eksik asililar asisiz olarak
degerlendirilirse, asisizlardaki atak hizi diser ve asi
etkililigi oldugundan daha az tahmin edilir. Eksik asililar
tam asili olarak degerlendirildiginde ise asililardaki
atak hizi artar ve as1 etkililigi yine oldugundan daha
az tahmin edilir. Bu nedenle tam asilamanin etkililigi
degerlendirilecekse eksik asililar dislanmali ve tam
asililar ile asisizlar karsilastinlmalidir. Benzer sekilde
asilanma durumu bilinmeyenler, asili veya asisiz olarak
kabul edilmemeli ve analizde yer almamalidirlar (5,
19, 20, 25).

2.4. Gruplann Karsilastirilabilirligi

Gozlemsel calisma tasarimlarinda genellikle
asililar asisizlardan asilanma ile iliskili kisisel tercih,
as1 kontrendikasyonuna sahip olma gibi ozellikler

acisindan farklidir. Eger bu farkliiklar hem asilanma
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hem de ilgili hastaligin gelisimi ile iliskili ise 0 zaman
etkililigi
taraf tutulmus olur. Ornegin asisizlar daha diisiik

karistiriciik  nedeniyle asi tahmininde
sosyo ekonomik diizeye sahip ve bu nedenle daha
kotli beslenen ve hastaliga daha duyarli bir gécmen
grup olabilir. Gruplar arasindaki farkli ozelliklerin
bir kism1 arastirmaci tarafindan fark edilebilir ve
tasarim veya analiz asamasinda bu farkliliklarin
etkisi kontrol edilebilir. Ancak yine de fark edilmeyen
veya olciilmemis farkliliklarin sonuglarin gecerliligini
azaltabilecegi unutulmamalidir.

As1 etkililigi calismalarindaki en 6nemli karistiric
hastaliga maruziyettir. Hastaliga maruziyet diizeyi
gruplarin, 6rnegin yas ve yerlesim yeri dagilimlan
gibi, cesitli ozellikleri iliskili olabilir. Asilamanin
indirekt etkileri hem asii hem de asisiz gruplarda
maruziyet olasiigin etkileyebilir ve bu etki gruplarda
farkli biyiikliikkte olabilir. Bu nedenle asi etkililigini
toplum diizeyinde tahmin eden calismalarda asimin
‘random’ olarak uygulanip uygulanmadigi 6nemlidir.
Eger vyiiksek asi kapsayiciligina sahip gruplarin
enfeksiyona maruziyet riski dusiik ise, as1 etkililigi
ilgili hastaliga maruz kalan bireylerdeki koruyuculuk
diizeyini gosterir. Bu durumda toplumda asilanma
durumunun kimelenmesi yanlis olarak yiiksek asi
etkililigi tahminiyle sonuclanir. Benzer sekilde diisiik
as1 kapsayiciigi olan gruplar hastaliga daha fazla
maruz kalabilirler ve bu durumda as1 etkililigi yanlis
olarak dusuk bulunabilir. Yas ise hem onceden ilgili
hastaliga maruz olma olasiligi hem de asilanma
olasiligi ile iliskili olabilir. Hastalig1 gecirmekle veya
asilama ile erken yasta gelisen bagisiklik zamanla
azaldiginda, yas asilamadan sonra gecen zaman
icin bir gosterge olabilir. Bu nedenle veriler dar yas
gruplarinda ayr1 ayn analiz edilmeli veya yasa gore
standardize edilmelidir (5, 19, 20, 26).

Bir bireyin asilanma icin bir saglik kurumuna
basvuruda bulunmasi genel olarak o kisinin kendi
daha
bulundugunun bir gostergesi olabilir. Bu bireyler

sagligi  acgisindan olumlu davranislarda

kendi sagliklar1 icin yapilan oneriler dogrultusunda
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hareket eden, daha yiiksek 6grenim diizeyindeki
bireyler olabilirler ve ayn1 zamanda herhangi bir
nedenle hastaneye yatma ve 6lme olasiliklar da daha
diisiik olabilir. Benzer sekilde, genel olarak sagliklar
acisindan olumlu davranislarda bulunmayan bireylerin
asilanma icin basvuruda bulunma olasiliklar daha
diusuk ancak hastaneye yatis veya olme olasiliklan
daha yiiksek olabilir. Bu durum ‘saglikli asili etkisi’
(healthy vaccine effect) olarak bilinir. Saglikli asili
etkisi nedeniyle asilananlarda daha az hastalik
gelisimi gozlenirken, asisizlarda daha fazla hastalik
gelisir ve asinin etkililigi bu durumda oldugundan
daha fazla bulunur (6, 27). Bu nedenle gozlemsel
as1 etkililigi calismalarinda asii ve asisiz gruplarin
miimkiin oldugunca karsilastirilabilirliginin saglanmasi
ve kanstirnc faktorlerin g6z onunde bulundurulmasi
onemlidir.

3. ASI ETKILILIGI iCIN EPIDEMIOYOLOJIK
CALISMA TASARIMLARI

Asi etkililigi kohort ve olgu kontrol calismalan gibi
klasik gozlemsel epidemiyolojik calisma tasarimlarinin
yani sira, bu klasik tasarimlardan turetilmis alternatif
asi etkililigi calisma tasarimlanyla da belirlenebilir.
Ayrica olgu kohort calismasi (case-cohort study),
yuvalandinlmis olgu kontrol calismasi (nested case-
control study), insidans yogunlugu olgu kontrol
tasarimi (incidence density case-control design) gibi
farkli alanlarda kullanilmakta olan tasarimlar da as
etkililigini belirlemek icin kullamlabilir (7-14, 28-32).

3.1. Kohort Calismasi

Kohort calismalar, ilgili hastalik icin risk altindaki
toplum ayr olarak tanimlanabildiginde asi etkililigini
belirlemek icin en uygun calisma tasarimidir. Kohort
calismalarinda aym toplumdaki (kohort) asili ve
asisiz gruplarin hastalik gelisme riskleri (insidans)
karsilastinlir. Kohort genellikle bir okul, kres, kurum
vb. tabanli olarak veya cografi olarak belirlenmis
bir alanda tamimlanir. Kohorttaki tim bireylerin

asilanma durumlar ve sonra asili ve asisiz gruplardaki



atak hizlarn belirlenerek rolatif risk hesaplanir. Asi
etkililigini hesaplamada bu rolatif risk kullanmlir.
As1 etkililigini belirlemek icin tasarlanan kohort
calismalan genellikle retrospektif olarak yurutulur.
Ornegin kurum, okul salginlarinda retrospektif kohort
tasarimi sik kullanmlir (4-6). Salgin incelemelerinin bir
parcasi olarak yurutulen kohort calismalarinda taraf
tutmay1 azaltmak icin 5 kriter tanimlanmistir:

1) Calisilan yas gruplarinda onemli 6lciide onceden
hastalik aktivitesinin olmamasi,

2) Hem asih hem de asisiz bireylerin calisma
grubuna dahil edilmesi,

3) Toplumda calisilacak yas grubunda yeterli
sayida kisi olmasi,

4) Yuksek atak hiz1 olmasi,

5) Mevcut as1 kayitlarinin iyi olmas (33).

Salgin uzun sureli ise veya asilanma durumu salgin
kontrol onlemlerine bagli olarak salgin sirasinda
onemli olclide degisiyorsa o zaman kisi-zaman analizi
gerekir (4).

Sekil 2’de hepatit B
etkililiginin belirlenmesi icin Brezilya’da yuritilen bir

rekombinan asisinin
retrospektif kohort calisma tasanmi gorulmektedir.
Calismada 1998-2002 doneminde diizenli kan donoru
olan 15-65 yas arasi bireyler kohortu olusturmaktadir.
Birinci kohortta 698 asili ve ikinci kohortta 713
asis1z birey bulunmaktadir. Asili kohort toplam 2.715
kisi-yil, asisiz kohort ise 1.717 kisi-y1l izlenmistir.
izlem siiresince asili kohortta hic hepatit B gelisimi

gozlemlenmezken, asisiz kohortta 4 hepatit B olgusu
gelismistir. Asili kohorttaki insidans hiz1 0,00 / 1.000
kisi-y1l, asisiz kohortta ise 2,33 / 1.000 kisi-yil olarak
bulunmustur. Rolatif risk 0,00 / 2,33 = 0,00 ve
as1 etkililigi 1 - 0,00 = 1,00 (%100,0 %95GA: %30,0-
%100,0) olarak hesaplanmistir. Bu calismaya gore,
rekombinant hepatit B asisinin hepatit B gelisimini
onlemede etkililigi %$100’dur (13).

3.2. Olgu Kontrol Calismasi

As1 etkililigini belirlemek icin yiritiilen olgu
kontrol calismalarinda, hastalananlar veya enfekte
olanlar (olgular) arasindaki asilanma odds’u (asili
/ asisiz orani) uygun kontrollerin asilanma odds’u
ile karsilastinlarak, asilanmanin odds ratio (OR)’su
belirlenir ve bu OR kullanilarak asi etkililigi hesaplanir.
Calismaya alinan kontrollerin olgularin icinden geldigi
toplumun as1 kapsayiciigini temsil ettigi varsayilir
(4-6). Difteri, polio, tuberkuloz gibi ‘olgu/enfeksiyon
orant’ disiik hastaliklar icin asi etkililigini belirlemede
olgu kontrol calismalarn daha verimli ve pratik
tasarimlar olabilirler. Atak hizi yiiksek oldugunda,
kiimulatif insidans olgu kontrol calismasi icin nadir
hastalik varsayimi gecerli olmaz. Bu durumda olgu
kohort veya insidans yogunlugu olgu kontrol calismast,
nadir hastalik varsayimi gerektirmedigi icin, iyi bir
alternatif olabilir (4).

Olgu kontrol calismalarindaki olgular toplumdaki
olgularin bir kist$idir ve kontroller hasta olmayan

0 Hepatit B
( ) ( ) olgusu
1. kohort: 698 Toplam 2715
asil1 birey kisi-y1l izlem
1998-2002 : g - g 2715 sasl
doneminde 15-65 R
yas arasindaki —
diizer}_h k?“ 4 Hepatit B
dondrleri » \ ( ) olgusu
- 2. kohort: 713 Toplam 1717
as1s1z birey kisi-y1l izlem
\ ” \ : 709 saglam

Sekil 2. Rekombinan hepatit B asisinin etkililiginin belirlenmesi icin yiiriitlilen bir retrospektif kohort calisma tasarimi (23)
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toplumun timiinii degil bir 6rnegini yansitir. Olgu
kontrol calismalarinda ornekleme kesri (sampling
fraction) bilinmediginden, asili ve asisiz toplam
nufus hesaplanamaz ve bu nedenle atak hizlarina
ulasilamaz. Ancak nadir hastaliklar icin OR yaklasik
olarak rolatif riske esit oldugu icin asi etkililigi tahmini
icin kullamlabilir. Atak hiz1 > %10 oldugu durumlarda
ise OR kullanilarak hesaplanan asi etkililigi tahmini
yanlis olarak daha yliksek bulunur (4-6, 33).

Sekil 3’te maternal asilamasinin
yenidoganlardaki  etkililiginin edildigi
ingiltere ve Galler’de yiiriitiilmiis bir olgu kontrol

bogmaca
tahmin
calisma tasarimi goriulmektedir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile dogrulanmis bogmaca tanisi
olan < 8 haftalik bebekler olgu grubu, olgularn aile
hekimlerine kayitli olup olgudan sonra dogan ilk
bebek ise kontrol grubu olarak alinmis ve gruplarda
annenin gebelikte bogmaca asist olma odds’lar
karsilastinlmistir.  Calismadaki toplam 58 olgunun
10’unun ve 55 kontroliin 39’unun annesi gebeliginde
bogmaca asist olmustur. Odds ratio (10 x 16) / (48 x
39) = 0,085 ve as1 etkililigi 1 - 0,085 = 0,915 (%91,5)
bulunmustur. Bu calismaya gore, maternal bogmaca
asisinin < 8 haftalik bebeklerde PCR ile dogrulanmis
bogmacay1 onlemede etkililigi %91,5’tir (14).

As1 etkililiginin belirlenmesi icin olgu kontrol
calismalarindan koken alan ve birbirlerinden ozellikle

kontrollerin secimi ile ayrilan cesitli alternatif
, X 10 asili birey
’ Olgu = 58 i
" ) 48 asisi1z birey
. 39 asih birey
} Kontrol = 55 )
‘ 16 asisi1z birey

Sekil 3. Maternal bogmaca asilamasimin yenidoganlardaki
etkililiginin tahmini icin yiiriitilen bir olgu kontrol calisma
tasanm (14)
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tasanmlar gelistirilmistir: indirekt kohort tasarimi,
test negatif olgu kontrol tasarimi, olgu olgu calismasi
ve tarama yontemi. Bu tasarimlar asi etkililigi
calismalarinin genel varsayimlarina ek olarak tasarima
ozel varsayimlarin da yerine getirildigi durumlarda

uygulanmalidir (4-14).

3.3. indirekt Kohort

Yontemi)

Tasarimi  (Broome

indirekt kohort tasarim yalmzca serotip veya
serogruplan olan etkenlerin asilarinin etkililiginin
belirlenmesi icin gelistirilmistir. Etkenin asi iceriginde
yer alan bir serotipiyle hastalik gelisenler olgu olarak
calismaya alinirken, kontroller etkenin as1 iceriginde
yer almayan serotipleriyle hastalik gelisenlerdir.
Boylece olgu ve kontroller arasindaki yakalamaya
bagli taraf tutma kontrol edilmis olur. Yontem asili
kisilerin etkenin asi iceriginde yer alan tipleri disindaki
enfeksiyonlar icin asisizlarla ayni riske sahip oldugunu
varsayar. Bu nedenle yontemin uygulanabilmesi icin
etkenin as1 icerigi disinda kalan tiplerine karsi asinin
capraz koruyuculugunun olmamasi gerekir. Ayrica
asilama ile etkenin as1 icerigi disinda kalan tipleri
ile hastalik gelisme riski de artmamis olmalidir (4, 6,
34). Ornegin influenza asilarinin degerlendirilmesinde
bu yontem uygun degildir. Cilinkii influenza asisi
iceriginde yer almayan influenza tiplerine Kkarsi
da asinin bir miktar koruyuculugu olabilir (35). Bu
yontemde 6rnegin tim invaziv pnomokokal hastalik
(IPH) olgulan bir kohort gibi dusinilerek, asili ve
asisizlar olarak iki kola ayrilmazlar. Klasik olgu kontrol
tasariminda oldugu gibi etkenin as1 iceriginde yer
alan ve asi icerigi disinda kalan serotipleri ile hastalik
gelisenler arasindaki asilanma durumlari (odds’lar)
karsilastinlarak elde edilen OR kullanlarak asi
etkililigi hesaplanir (4, 6, 34).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 7 valanli konjuge
pnomokok asisinin  (KPA-7) 2-59 aylik cocuklarda
etkililiginin degerlendirildigi bir calismada yaklasik
3,5 wyilbk
Calismada KPA-7’nin iceriginde yer alan serotipler
(4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) ile IPH gelisen cocuklar

IPH surveyanst verileri kullanmilmistir.



olgu grubunu olustururken, bu serotipler disindaki
serotiplerle IPH gelisen cocuklar ise kontrol grubunu
olusturmustur. En az bir doz KPA-7 ile asilanmis olan
cocuklar asii kabul edilerek, toplam 153 olgunun
74’Unin ve 919 kontroliin 825’inin asili oldugu tespit
edilmistir. Odds ratio (74 x 94) / (79 x 825) = 0,106 ve
asi etkililigi 1 - 0,106 = 0,894 (%89,4) bulunmustur. Bu
calismaya gore, KPA-7’nin 2-59 aylik cocuklarda KPA-
7’nin iceriginde yer alan serotiplerle IPH gelisimini
onlemede etkililigi %89,4’tur (8).

3.4. Test Negatif Olgu Kontrol Tasarimi

Test negatif olgu kontrol tasariminda ilgili
hastaligin tanisi icin laboratuvar test sonucu negatif
olan klinik olgular kontrol, pozitif olanlar ise olgu
olarak alini. Boylece saglik hizmetlerine erisim
farkliigindan kaynaklanan olgu yakalamadaki taraf
tutma engellenmis olur. Yontem kontrollerdeki
hastaliklarin ilgili asidan etkilenmedigini varsayar.
Ayrica bu yontem soz konusu laboratuvar testinin
duyarliiginin yiiksek oldugunu kabul eder ve yalanc
negatiflikleri de yok sayar (misclassification bias) (6,
36). Son yillarda ozellikle sentinel siirveyans verileri
kullanilarak influenza asi etkililigi izleminde test
negatif olgu kontrol tasarimi sik kullanilmaktadir.
Sentinel influenza sirveyansi kapsaminda influenza
benzeri semptomu olanlardan influenza icin test
edilmek Uzere alinan orneklerinde influenza testi
pozitif saptananlar olgu iken, negatif saptananlar

kontrol olarak alinir (37-40).

ispanya’da rotavirus asisinin 3-59 aylik cocuklarda
etkililigini belirlemek icin yapilan bir calismada
akut gastroenterit tablosu olan ve diskida rotavirus
antijeni bakilan cocuklar test sonucuna gore olgu
ve kontrol gruplarina aynilmistir. Diskida rotavirus
antijeni pozitif tespit edilen (olgu) 756 bireyin
45’inin asii, 711’inin as1s1z; negatif tespit edilen
(kontrol) 6.036 bireyin 1.094’uUnun asili, 4.942’sinin
asisiz oldugu saptanmistir. Odds ratio (45 x 4.942) /
(711 x 1.094) = 0,285 ve asi etkililigi 1 - 0,285 = 0,715
(%71,5) bulunmustur. Bu calismaya gore, rotavirus
asisinin 3-59 aylik cocuklarda rotavirusa bagli akut

gastroenterit gelisimini dnlemede etkililigi %71,5’tir
(10).

3.5. Olgu Olgu Calismasi

Test negatif olgu kontrol tasariminda oldugu gibi
secime dayali taraf tutmayr onlemek icin olgu olgu
calismalarinda kontrol olarak baska bir etiyolojiye
sahip olanlar alinir. Aslinda kontrol grubundaki bireyler
de baska bir hastaliga sahip olgulardir. Ancak etkililigi
degerlendirilen asinin kontrol olarak secilenlerdeki
hastaliklara etkisinin olmamasi gerekir (6, 9, 41,
42). Ornegin pnomokok asisinin etkililigini Broome
yontemiyle belirlemek istedigimizde; pnomokok icin
test edilen bireyler calismaya alinir ve asi icerigindeki
serotiplerle hastalik gelisenler ile asi iceriginde
olmayan serotiplerle hastalik gelisenler asilanma
durumlan acisindan karsilastinlir. Test negatif olgu
kontrol tasariminda ise ornegin pnomokok kiiltiiri
yapilanlar calismaya alinarak, pnomokok ureyenler
ve Uremeyenler karsilastinlir. Klasik bir olgu kontrol
calismasinda 6rnegin pnémoni olanlar ve olmayanlar
karsilastinlabilir. Bir olgu olgu calismasinda ise
pnomokok ureyenler ile pnomokok disinda bir etken
uremesi olanlar karsilastinlmaktadir.

ispanya’da 2010-2011
laboratuvar konfirme influenza nedeniyle hastaneye

sezonunda eriskinlerde

yatislarn onlemede asi etkililigi bir olgu olgu tasarimi
Calismaya
hastalik nedeniyle hastaneye yatirilan ve influenza

ile  belirlenmistir. influenza benzeri
ve diger solunum yolu viruslarn icin test edilen 826
birey alinmistir. Test sonuclarina gore 606 kiside
testler negatif saptanirken, influenza konfirme edilen
102 kisi ile diger solunum yolu viruslar acisindan
pozitif saptanan 116 kisi asilanma durumu acisindan
karsilastirlmistir. influenza olgulan arasinda 37 asili
ve 65 asisiz ve diger solunum yolu virusu olgulan
arasinda 77 asiti ve 39 asisiz vardir. Odds ratio (37 x
39) / (77 x 65) = 0,288 ve as1 etkililigi 1 - 0,288 = 0,712
(%71,2) bulunmustur. Bu calismaya gore, 2010-2011
sezonunda eriskinlerde laboratuvar konfirme influenza
nedeniyle hastaneye yatislart onlemede asi1 etkililigi
%71,2°dir (9).
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3.6. Tarama Yontemi

Olgu kapsayicilik tasarimi (case-coverage design)
olarak da bilinen tarama yonteminde (the screening
method) olgularin icinde asililarin orani ile toplumdaki
asililarin oram karsilastirilarak as1 etkililigi belirlenir.
Diger bir ifade ile kontrol olarak toplumdaki asi
kapsayiciligi alinmaktadir. Toplumdaki as1 kapsayiciligi
bilindiginde veya tahmin edilebildiginde bu yontem
hizli bir as1 etkililigi taramasi icin uygun bir aractir,
ancak bu yontemin kesin bir a1 etkililigi tahmini
saglamadigl unutulmamalidir. Beklenenden diisiik bir
as1 etkililigi tahmini elde edilirse diger tasarimlar
ile bunun dogrulanmasi gerekir. Diger tasarimlardan
farkli olarak tarama yénteminde as1 etkililigi asagidaki
formiille hesaplanir (4-6, 43).

As1 etkililigi = 1 - (asil1 olgularin oram / agisiz olgularin
orani) x (asisiz toplum oran / asili toplum orani)

Bu yaklasim aslinda tum toplumun kontrol olarak
alindig1 bir olgu kontrol calismasindaki odds ratio
hesabiyla elde edilen as1 etkililigi tahminiyle aym
sonucu verir. Asili toplumun veya asili olgularin oran
cok diisiik veya cok yiiksek oldugu durumlarda yontem
hatalara kars1 daha duyarlidir ve asili olgu / asili
toplum oranindaki kiiciik degisikliklerle as1 etkililigi
tahmininde buyiik farklitiklar gorilir (4-6, 43).

Sekil 4’te tarama yontemi  kullamlarak
ABD’de 19-35 aylik cocuklarda KPA-7’nin IPH’yi
onlemede etkililiginin izlendigi bir calisma tasarimi
gorilmektedir. Calismada 2002 ve 2007 yillan icin
IPH surveyans siteminden olgular elde edilmis ve
ulusal bagisiklama arastirmasindan asi kapsayiciligi
(VC) tahmin edilmistir. ikibin iki yiinda 10’u asili 27
olgu varken, 2007 yilinda ise saptanan iki olgunun
biri asiidir. As1 kapsayiciligi ise 2002 yilinda %74
iken, 2007 yiinda %98’dir. As1 etkililigi 2002 yili icin
1-(10 /17 x 26 / 74) = 0,794 (%79,4) bulunurken,
2007 yitigin 1 - (1 / 1 x 2 / 98) = 0,979 (%97,9)
bulunmustur. Bu calismaya gore, KPA-7’nin 19-35 aylik
cocuklarda IPH’yi onlemede etkililigi 2002 yilinda
%79,4 ve 2007 yiinda %97,9’dur. Bu calismada da
goriildiigl gibi as1 kapsayiciigi arttikca asi etkililigi
de artmaktadir. Artan as1 kapsayiciigi ile olgularin
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sayisi azalms, ancak olgularin icindeki asililarin oran
artmistir (11). Toplam olgu sayisi ve as1 kapsayiciligini
dikkate almadan yalmizca asili olgularin oranina
bakilarak asinin etkililigini degerlendirmenin yanltici
olabilecegi unutulmamalidir (4).

3.7. Hanehalki Temas Calismasi

‘Hanehalki temas calismasi’ (household contact
study) asii ve asisiz gruplar arasindaki enfeksiyona
maruziyet dizeyindeki farkliliklar1 ve dolayisiyla bu
farklibklardan kaynaklanan taraf tutmayi azaltmak
icin tercih edilir. Calismada primer olgularin bulundugu
hanelerdeki primer olgu haric toplam niifus bir araya
getirilerek olusturulan kohortta asii ve asisiz gruplar
belirlenir. Asii ve asisiz gruplardaki sekonder atak
hizlan hesaplanir ve bu hizlarin orani kullamlarak asi
etkililigi hesaplanir. Bu yontem kizamik icin randomize
kontrollii calismalarla aymi sonucu vermistir. Diger
taraftan bogmaca icin bu yontem tani kriterlerinden
bagimsiz olarak maruziyetin hanehalki arasinda daha
yogun olmasina, asi basarisiziigi olasiigi yiiksek olan
hanelerin calismaya dahil edilmis olmasina bagli olarak
asi etkililigini daha az tahmin edebilir (4-6, 19, 33).

Bu tasarimda primer olgu asili oldugunda, asililarda
hastaligin siddeti ve bulastiriciligi daha az olacagi icin,
temaslilarina bulas olasilig1 asisiz primer bir olguya
gore daha dusuk olur ve asili primer olgularin oram

27 olgu: 10 asili,

17 asis1z
‘ 2002 —_—
-« As1 kapsayicihign
=%74

2 olgu: 1 asily, 1

asisiz

‘ 2007 —

- As1 kapsayicihigi
= %98

Sekil 4. Tarama yontemi kullamlarak 19-35 aylik cocuklarda
7 valanli konjuge pnomokok asisinin invaziv pnomokokal
hastaligi onlemede etkililiginin izlendigi bir olgu kapsayicilik
calisma tasarim (11)



arttikca asi1 etkililigi tahmini de oldugundan yiiksek
bulunur. Ayrica as1 basarisiziigl icin risk faktorleri
hanehalk: Uyeleri arasinda ortak olabilir, bu nedenle
asimin aleyhine bir taraf tutma soz konusu olabilir.
Olgu saptanmayan hanelerin calismaya alinmamasi
nedeniyle de asinin daha iyi calistig1 haneler dislanmis
olur. Bu durumda as1 etkililigi daha disik tahmin
edilebilir (4-6).

Kalifornia’da 1997-2001 yillar arasinda bildirilen
sucicegi
temaslilar ile yurutulen calismanin tasarimi Sekil 5’te
gorulmektedir. Calismada dokuntu baslangic tarihine

olgularimin  1-14 yas arast hanehalki

gore hanedeki ilk olgu primer olgu ve primer olgunun
10-21. gunleri icinde dokuntu gorulen olgular ise
sekonder olgu olarak tanimlanmistir. Hanedeki primer
olgunun 0-9. glini icinde dokintu gorilen olgular da
primer olgu kabul edilerek analizden dislanmistir.
Toplam 6.316 olgu saptanan calismada, 1-14 yas
grubundaki asisiz primer bir olguyla temasli 1.665
bireyden 166’s1 asii, 1.499°’u asisizdir. Asili primer
olgular ve temaslilan taraf tutmaya neden olmamasi
icin calismaya dahil edilmemislerdir. Asii 166 temasl
arasinda 25 olgu ve asisiz 1.499 temasl arasinda 1.071
olgu saptanmistir. Sekonder atak hizi asiilarda 25 /
166 = 0,15 ve asisizlarda 1.071 / 1.499 = 0,714’tiir.

as1 etkililigi 1 - 0,21 = 0,79 (%79) bulunmustur. Bu
calismaya gore, sucicegi asisinin 1-14 yas grubunda
sucicegi gelisimini 6nlemede etkililigi %79’dur (12).

Yukarida bahsedilen gozlemsel calisma
tasarimlarinin  yanm sira lisans sonrasi donemde
ast  etkililigini  belirlemek icin  matematiksel

modellemelerden de vyararlanilabilir. Ozellikle son
yillarda kullanimlar1 artan bu modellemeler asi
programlarinin  etkilerinin  degerlendirilmesinde
ve maliyet etkililik analizlerinde one cikmaktadir.
Bu modellemeler ayrica lisans oncesi donemde asi

etkinligi belirlemek icin de kullamlmaktadir (44-52).

SONUC
As1  etkililigini
kullanmlan klasik gozlemsel calisma tasarimlarinmin

belirlemek icin yaygin olarak
yani sira alternatif tasanimlar da mevcuttur. Ancak bu
tasarimlarin hicbiri milkemmel degildir. ilgili as1 ve
hastaliga, mevcut olanaklara gore uygun olan calisma
tasariminin  secilmesiyle daha dogru, verimli bir
sekilde as1 etkililigi tahminleri yapilabilir. As1 etkililigi
calismalarinda, yaniltici as1 etkililigi tahminlerinden
kacinmak icin; gerekli varsayimlar, kanstiricilik,
olas1 taraf tutma kaynaklan, tasarim asamasinda ve

sonuclarin yorumlanmasinda mutlaka goz oniinde

Sekonder atak hizlann oram 0,15 / 0,714 = 0,21 ve  pylundurulmalidrr.
1997-2001 arasi toplam:
6316 olgu — 1602 hane -
5912 temash birey
166 asili birey 25 olgu
1-14 yas temashlar: N y < y
1665 birey (
; . 1499 asisiz birey 1071 olgu

<

\

Sekil 5. California’da 1997-2001 yillan arasinda bildirilen sucicegi olgulanimin 0-14 yas arasi hanehalki temaslilan ile yiiriittlen bir

hanehalki temas calismasi tasanim (12)

CIKAR CATISMASI

Yazarlar herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemektedir.
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Mantar enfeksiyonlarinin serolojik tanisi

Asuman BIRINCi®,

Yeliz TANRIVERDI-CAYCI'

OZET

invaziv mantar hastaliklarimin tamsinda, giiniimiizde
kullanmlan yontemlerin duyarlilik ve ozgilligiindeki
yetersizlikler veya klinik olarak yararli olabilecek bir
sonucun elde edilmesinin ¢cok zaman almasi nedeniyle
zorluklar yasanmaktadir. Hasta sonuclarinda, hizli tam
anahtar noktadir. Kiltur testleri disinda, konaktaki
ozgul antikor yanmitinin olciilmesine dayali serolojik
testlerin, hizli uygulanabilmesi ve invaziv ornek
alim yontemleri gerektirmemesi bu testleri cekici
kilmaktadir. Ancak ozellikle immunsupresif durumlar
nedeniyle, 06zgil antikor yaniti olusturamayan
hastalarda bu testler her zaman invaziv hastalik
belirteci  olmamaktadir.  Mikrobiyal antijenlerin
tespitinin ise genellikle daha fazla miktarda mikrobiyal
ylik gerektirmesi duyarliigin1 kisitlamaktadir. Yine de
cok sayida basariyla calisan antijen tespit sistemleri
gelistirilmistir ve bunlarin bazilarnn halen yaygin
olarak  kullamlmaktadir.  Dolasimdaki  Aspergillus
galaktomannanlarini tespit icin sican monoklonal EB-
A2’leri kullanan emzim imminoassay yontemi (Platelia)
ticari olarak kullanimdadir. Bu test 0,5-1,0 ng/ml
duzeyindeki galaktomannanm tespit edebilmektedir.
Ayrica, galaktomannan klinik belirti ve semptomlar
olusmadan invaziv aspergillozun erken safhalarinda
serumda tespit edilebilmektedir. Ancak, bu testin
yanlis pozitif veya negatif sonuclar gibi dezavantajlan
bulunmaktadir. (1,3)-B-D-glukan Zygomycetes’ler haric
mantar hiicre duvarinin karakteristik bir birlesenidir.
invaziv enfeksiyonlar sirasinda Aspergillus, Candida,
Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces, Acremonium
iceren bircok mantar
kana  salinmaktadir.

ve Pneumocyctis  jirovecii
tarafindan  (1,3)-B-D-glukan

ABSTRACT

Difficulties are being faced in the diagnosis of
invasive fungal diseases due to the lack of sensitivity
and specificity of the current diagnostic methods or
taking too long time to get a result having clinical
importance. Rapid diagnosis is the key point in
patient outcomes. Excluding the culture tests,
because of its rapid application and no need for
invasive sampling, was making the serological tests
based on the measurement of response of specific
host antibody became attractive. However especially
due to immunosuppressive conditions, these tests
are not always the indicator of invasive disease in
the patients who have no ability to produce specific
antibody response. Detection of microbial antigens
generally requiring a relatively large microbial
burden, limits the assay sensitivity. Nonetheless,
several examples of successful antigen detection
systems have been developed, and some of these
are widely used. To detect circulating Aspergillus
galactomannans enyzme immiinoassay (Platelia)
method utilizing the rat monoclonal antibody EB-A2
is commercially in use. This test is able to detect
galactomannan in the level of 0.5-1.0 ng/ml.
Furthermore, galactomannan could be detected in
the serum at a early stage of invasive aspergillosis
before clinical signs and symptoms occured. However,
this test has some disavantages like false positive or
negative results. (1.3)-8-D-glucan is a characteristic
cell-wall component of fungi except for Zygomycetes.
A broad range of fungi including Aspergillus, During
invasive infections (1.3)-B-D-glucan is released to
the blood by some fungi containing Aspergillus,
Candida, Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces,
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(1,3)-B-D-glukan konsantrasyonunun belirlenmesinde
kullanmilan yontem, atnali (horsecrab shoe) yengecinin
koagilasyon faktorii olan faktor G’nin glukan
aktiflestirmesine dayanmaktadir. Hem Avrupa’da hem
de ABD’de (1,3)-B-D-glukan icin cesitli ticari kitler
kullanimdadir. Mannan invaziv kandidiyazisi bulunan
hastalarda dolasimdaki ana antijendir. Mannana karsi
olusan antikorlarin tespiti icin bircok serolojik test
bulunmaktadir. Ancak bu testler,
invaziv enfeksiyon ayrniminda basarnsiz olmaktadir.
Mannan antijeniyle kombine edilip calisildiginda,
duyarlilik %80 ve ozgulluk %93 olmaktadir. Kriptokokkal
enfeksiyonlarin tespitinde serebrospinal sividan veya
serumdan kapsiler antijen tespiti kullamilmaktadir.
Kapstler antijen tespiti icin hem lateks agliitinasyon
hem de enzimimminoassay testleri bulunmaktadir.
Mantar enfeksiyonlarimin tamisi icin son yillarda hizla
ilerleme kaydedilerek, mantar enfeksiyonlarinin erken
tespitini saglayan bircok yeni yontem gelistirilmistir.
Ancak en iyi yaklasimin kiltur veya mikroskopi gibi
konvansiyonel yontemlerle serolojik yontemlerin
kombine edilmesi oldugu dustiniilmektedir.

kolonizasyon ve

Anahtar Kelimeler: Mantar enfeksiyonlar,

galaktomannan, (1-3)- B -D-glukan, mannan

Acremonium and Pneumocyctis  jirovecii. The
method used for determination of (1.3)-8-D-glucan
concentration depends on activation of glucan
by factor G, a horsecrab shoe coagulation factor.
There are some commercial test kits available for
(1.3)-B-D-glucan both in Europe and USA.Mannan is
the major circulating antigen in patients who have
invasive candidiasis. There are several serological
tests for the detection of antibodies formed against
mannan. However, these tests are usually failed in
discriminating between colonization and invasive
infection. When combination with mannan antigen
test was performed, it gave sensivity of 80% and
specifity of 93%. In the diagnosis of cryptococcal
infections detection of capsular antigen in the both
cerebro-spinal fluid or serum, is used. Both latex
aglutination and enzymeimmiinoassay tests are found
to detection of capsular antigen. The diagnosis of
fungal infections has moved forward in the past few
years and there are many newly developed methods
that are likely to provide early detection of fungal
infections. However, it seems that best approach is
combining both traditional methods like culture or
microscopy with serological methods.

Key Words: Fungal infections, galactomannan,
(1-3)- B -D-glucan, mannan

GIRiS

Son yillarda mantar enfeksiyonlarinin sikliginda
ciddi bir artis mevcuttur. Bu enfeksiyonlarin erken
ve dogru tanist hem antifungal tedaviye zamaninda
baslanmasi acisindan hem de gerekli degilse
baslanmis olan antifungal ajanlarin kesilerek toksik
etkilerinin en aza indirilmesi acisindan onemlidir.
Fungal etkenlerin tanisinda standart olarak kullanilan
yontemler; direk mikroskopi, histopatolojik inceleme
ve kiltir yontemleridir. Ancak bu yontemler kimi
zaman yeterli duyarliliga ve/veya ozgillige sahip
olmadiklarindan kimi zaman da ornekler icin invaziv
islemler gerektirdiklerinden tam acisindan yeterli
olamamaktadirlar. Bu nedenle invaziv mantar
enfeksiyonlarimin tanisinda bu yontemler disinda farkl

tam yontemlerinede ihtiyac duyulmaktadir (1, 2).
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Mantar enfeksiyonlarinin tanisinda kiiltiir bazli
olmayan serolojik testler gecen yuzyilin ortalarindan
beri kullanilmaktadir. Seroloji endemik mikozlarin
tamisinda oldukca onemli bir parametredir. Mantar

enfeksiyonlarimn  tamsinda  kullanmilan  serolojik
(ID), lateks
fiksasyon (KF),

radyoimmiinoassay

yontemler arasinda immiinodifiizyon
(LA), kompleman
enzimimmunoassay (EIA) ve
(RAI) yer almaktadir (1, 3).
kullanimi invaziv mantar enfeksiyonlarinin tanisinda

aglutinasyon

Serolojik testlerin

bircok avantaj saglamaktadir. Bu avantajlardan biri
kiltur icin ornek alinamadig1 veya kiiltiirde lireme
gozlenmedigi durumlarda pozitif serolojik testlerin
yardimci olmasidir. Diger bir avantaji da Coccidiodes
turleri gibi calisilmas dikkat gerektiren mantarlar icin



kiltur gereksinimini azaltmalandir. Ayrica serolojik
testlerin minimal invaziv testler olmalarn hastalar
acisindan kolaylik saglamaktadir. Ancak serolojik
da bulunmaktadir.

testlerin baz1 dezavantajlan

Bu dezavantajlardan bazilarn; dusik duyarlibk
ve ozglllik, bazi testlerin zaman alic1 olmas,
deneyimli personel tarafindan calisilma zorunlulugu,
immin sistemi baskilanmis olan hastalarda antikor
testlerinden yeterli verim alinamamasi ve fungal
etkenler arasindaki capraz reaksiyonlardir. Ayrica bir
serolojik testin negatif olmasi mantar enfeksiyonu

varligin1 ekarte ettirememektedir (3).

Bu derlemede ozellikle mantar enfeksiyonlarinin
serolojik  tansinda  yaygin  olarak
galaktomannan, (1-3)- B-D-glukan,
glukuronoksilomannan saptanmasina yonelik testler

kullanilan
mannan ve

uzerinde durulmustur.

Mantar Enfeksiyonlarinin Serolojik Tanisinda
Kullanilan Antijenler
Galaktomannan

Galaktomannan (GM) bircok Aspergillus tirunin
hiicre duvarinda bulunan bir polisakkarittir. invaziv
aspergilloz enfeksiyonlarinin tanisinda uzun yillar LA,
EIA ve RAI olmak uzere farkli serolojik yontemlerle,
insan vicut swvilarinda galaktomannan antijeni
arastirnlmistir (4). Ancak bu testlerin rutin kullanimi,
tespit sinirlarinin  yilksek degerler (5-15 ng/ml)
olmasindan dolay1 kisitli kalmistir. Ciinkii bu olcim
degerleri ancak hastaligin ilerlemis donemlerinde
olusmakta ve bu donemde antifungal tedavinin etkinligi
de sinirli kalmaktadir (1). Sytenen ve ark. (5) sican
monoklonal EB-A2 antikorlarinin kullanarak serum
orneginde, dolasimdaki galaktomannan antijenlerini
saptayan sandvic ELISA yontemini gelistirmislerdir.
Bu testte tespit sinin eski yontemlerden yaklasik
10-15 kat dusuk olacak sekilde 0,5-1ng/ml’dir. Bu
yontemde pozitiflik galaktomannan LA testinden daha
erken saptanmakta ve LA testi negatiflesse bile hala
pozitif kalmaktadir. Test, 1997 yilinda ticari olarak
Platelia Aspergillus ®(BioRad Laboratories, ingiltere)

adiyla piyasa surulmis ve 2003 yiinda da Amerika
ilac Dairesi (FDA)’nden onay almistir (5). ilk piyasaya
siirlildliglinde testin esik degeri 1,5 ng/ml iken, daha
sonra 0.5 ng/ml olarak degistirilmistir. Test sonuclan
galaktomannan indeksi (GMi) ya da optik dansite
indeksi (ODI) olarak rapor edilmektedir. Haftada iki
serum oOrneginin calisilmasi onerilmekte, Ust Uste
gelen iki ornekte pozitiflik olmas1 durumunda invaziv
aspergilloz acisindan anlamli kabul edilmektedir (6).

Deney hayvanlanyla yapilan baz1 calismalarda
GM antijenemisinin derecesi ile dokudaki fungal yuk
arasinda dogru orant1 oldugu bildirilmistir (2, 4).
Allojenik kok hiicre nakli yapilmis 100 hastada GM
saptanmasinin invaziv aspergillozun erken tanisindaki
etkisi arastinlmis ve hastalarin %83’lnde antifungal
tedavinin erken baslamasini saglamistir (2). Ancak
farkli esik degerlerin kullanilmas1 bu testle ilgili
olarak kafa karistirici sonuclara neden olmustur.
Kanser hastalarinda yapilan, esik degeri >1,5 GMI
olarak kabul eden ve tek bir ornek sonucunu pozitif
olarak degerlendiren bir calismada duyarliik %26,1
olarak bulunmustur. Esik degeri >0,7 GMi’ye indirmek
duyarliigr %50’ye cikarmistir (7). Esik degerin 1,5’ten
0,5 GMi’ye cekilmesi erken tani acindan da 6nemlidir.
Esik deger, 0,5 GMi’ye cekilince 6 giin daha erken tam
konuldugu saptanmistir (8).

Yapilan calismalarda yanlis negatif sonuclarin
nedeni olarak anti-Aspergillus antikorlarin varlig,
enfeksiyonun lokalizasyonu ve sinirli bir alanda
olmasi, Aspergillus tirleri arasinda GM sentez ve
saliverilmesindeki farklibklar ve GM dolasiminin
sirekli olmamasi Uzerinde durulmustur. Serumlarin
saklanma kosullar1 da yanlis negatiflik etkenidir.
Aynica ampirik veya profilaktik olarak antifungal
tedavi uygulanmasi yanlis negatif sonuclara neden
olabilmektedir (2).

GM testi icin yanlis negatiflik yaninda bir diger
sorun da yanlis pozitif sonuclara neden olabilmesidir.
GM sitte ve tahillarda da bulunmaktadir ve
ozellikle kemoterapiye bagli mukozit nedeniyle

intestinal mukozasi zarar gormus kisilerde, tahillarla
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beslenme sonrasinda yanlis pozitif sonuclara neden
olabilmektedir. Ayrica siit agirlikli olarak beslenen
pediatrik yas grubundaki hastalarda da yanlis pozitif
sonuclar gorulebilmektedir. Piperasilin-tazobaktam,
ampisilin-sulbaktam, amoksisilin-klavulonik asit gibi
mantar kokenli antibiyotiklerin kullanildigi hastalarda
10).
Ayrica diger fungal etkenlerle (Penicillium spp.,

da yanlis pozitiflikler gorulebilmektedir (9,

Acremonium spp., Rhodotorula rubra, Geotrichum
Cladosporium spp.,
Fusarium oxisporum, Paecilomyces variotii, Wallemia)

capitatum, Botritistulupae,
enfeksiyon ve immiinoglobulinler ile siklofosfamit gibi
immun sistem, baskilayici ajanlarin kullammi da yanlis
pozitifliklere neden olmaktadir (2).

invaziv aspergilloz tamsinda bronkoalveolar lavaj
(BAL) sivisinda da GM arastinlabilmektedir. Agca ve
ark. calismalarinda, GMI degerleriyle, bronkoalveolar
kultur
karsilastinlmis ve GM testinin erken taniya katki
sagladig1 ve eger GMi =1 ise kiiltiirde fungal iiremenin
beklenebilecegini belirtmislerdir (11). Solid organ

lavaj ve bronsial lavaj pozitiflikleri

transplantasyonu yapilmis 81 hastanin, BAL 6rneginde
GM arastinlmis ve bu calismada GM esik degeri >1
oldugu zaman duyarlilk %100 ve ozgillik %90,8
olarak saptanmistir ve BAL GM testinin,
GM ve BAL sitoloji ve kulturinden daha iyi sonuc
verdigi bildirilmistir. Ancak akciger transplantasyonu

serum

yapilmis olan 12 hastanin besinde yanlis pozitif
sonu¢ elde edilmis, bunun nedeni olarak da bu
hasta grubunun transplantasyondan once solunum
yollarinin Aspergillus spp. turleri ile kontamine olmus
olabilecegi belirtilmistir. Akciger transplantasyonu
yapilan hastalar ¢ikartildiginda ozgiilliigiin %92,9’a
(12).
calismasinda invaziv pulmoner aspergillozda serum

ylikseldigi gorulmustir Fisher ve ark.’nmn
ve BALl’'da galaktomannan arastirilmasinin erken
tany1 artirdig1 ve BAL'daki galaktomannan degerinin
antifungal tedaviden etkilenmedigini belirtilmistir
(13). BOS’da GM ile ilgili fazla calisma bulunmamakla
beraber BOS’da indeks deger olarak >0,5 GMI kabul
edilmesinin santral sinir sistemi (SSS) aspergillozu

lehine degerlendirilebilecegi bildirilmistir (14).

178

Turk Hij Den Biyol Derg

(1-3)- B -D-glukan
(1-3)- B-D-glukan
bircok mantar

(BG),
tirtndn

Zygomycetes’ler haric
hiicre duvar yapisinda
bulunan
polisakkarittir.

Trichosporon,

non-allerjenik, suda cozilebilir  bir
Aspergillus, Candida,
Saccharomyces,

Fusarium,
Acremonium  ve
Pneumocyctis
fungal enfeksiyonlarda kana salinmaktadir. Notrofil,
makrofaj ve kompleman aktivasyonu yapmaktadir.

jirovecii’nin neden oldugu invaziv

BG, Cryptococcus tirleri ve Mucorales ile enfekte
hastalarin kaninda saptanmamaktadir (2, 3). Kanda
BG tespiti, atnali (horseshoe) yengeclerinden elde
edilen faktor G’yi, BG’nin aktive etmesiyle birlikte bir
koagtuilasyon kaskatin1 baslamasi ve bu reaksiyonlarin
turbidometrik veya kolorimetrik bir yontemle
tespitine dayanmaktadir (3, 15). BG tespitine yonelik
cesitli ticari kitler de kullamma sunulmustur: B-D-
glucan Test (Wako Pure Chemical Industries, Tokyo,
Japonya), Fungi Tec (Seikagaku Kogyo Corporation,
Tokyo, Japonya), BG-Star (Maruha Corporation, Tokyo,
Japonya), Glucatell (Fungitell, Associates of Cape
Cod, Falmouth, ABD). Bunlardan, Fungitell testinin
FDA onay1 bulunmakta ve serum, BAL ve plazma
orneklerinden calisilabilmektedir. Bu test icin uretici
tarafindan belirtilmis esik degerler, >80 pg/ml: pozitif,
60-79 pg/ml: ara deger ve <60 pg/ml: negatif’tir
(16). Bu testin en buyilk avantaji 1 saat gibi kisa bir
stirede sonuc verilebilmesidir. Bu testin immiin sistemi
baskilanmis hastalarda haftada en az iki kez calisilmasi
onerilmis ve Ust Ustte iki 6rnegin pozitif olmasinin
invaziv mantar enfeksiyonu lehine anlamli oldugu
belirtilmistir (17). Ancak bu testte diger bircok testte
oldugu gibi kisitlayic1 yonler bulunmaktadir. Testin
calisilmas1 sirasinda endoktoksin ve glukan iceren
gerekmektedir.

Ayrica hemodiyaliz hastalarinda kullanilan selliiloz

cam malzemelerin kullanilmamasi

membranlar, cerrahide kullamlan gazli bezler, i.v.
albumin veya gama globulin kullanimi, bakteriyemi
yanlis pozitif sonuclara neden olabilmektedir (18).
Ayrica BG testinin pahali bir test olmasi ve panfungal
bir test oldugu icin etkeni tam olarak belirleyememesi,
testin kisitlayic1 yonleri arasindadir.



Kamtlamis invaziv fungal enfeksiyonu olanlarda
BG icin esik deger >60 pg/ml olarak kabul edildiginde
kandidoz, aspergilloz ve fusaryoz enfeksiyonu
olanlarda duyarlibik swrasiyla %81,3, %80 ve % 100
olarak saptanmis ve BG’nin profilaktik antifungal
tedaviden etkilenmedigi gériilmiistir (2). invaziv
(kandidoz,

fusaryoz, trikosporonoz) akut myeloblastik losemi

mantar enfeksiyonu olan aspergilloz,
hastalarinda BG, klinik tanidan ortalama 10 giin once
pozitif olarak saptanmis ve negatif prediktif deger
%100, ozgullik %90 olarak saptanmistir (19). Ancak
Metan ve ark.’nin calismasinda otolog hematopoetik
kok hiicre nakli yapilan 79 hastanmin serum ornegi
BG acisindan taranmis ve duyarlilk %27,2, ozgullik
%94,4, pozitif prediktif deger %6,2 ve negatif prediktif
deger %93,7 olarak saptanmistir ve bu hasta grubunda
BG taramasimin klinige katkisimin sinirli oldugunu
belirtilmistir (20).

P. jirovecii enfeksiyonu olan 9 hastanin hepsinde
BG pozitif olarak saptanmis ve BG dizeyinin
tedavi ile azaldigr gorilmistir (21). Beta glukan
testinin kan disindaki viicut sivilarinda durumunu
degerlendiren fazla calisma olmamakla birlikte
mevcut verilerle test umit vaat etmektedir. Daha
genis capli ileriye yonelik arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Mannan

Mannan, Candida tirlerinin hilicre duvarinda
bulunan polisakkarit yapida, yiksek imminojenik
ozellikte bir antijendir ve
daha aktiftir.

proteinaz etkisine ve asidik pH’a direnclidir. Kan

immunolojik olarak

B-glukandan Istya, kaynatmaya,
kilturlerinin pozitiflesmesinden 2-15 giin oncesinde
pozitif sonuc alinabilmektedir. Mannan antijeni
invaziv kandidozu olan hastalarda kana salinmaktadir.
Ticari olarak mannan tespitine yonelik ELISA ve
LA temelli testler mevcuttur. ELISA testlerinde
duyarliligin 10 kat fazla oldugu bildirilmistir. ELISA
testi olarak Platelia Candida Antibody Test (BioRad,
Redman, ABD) kullanimda olan bir testtir. Bu testte

sinir deger 10 AU/ml’dir. Ancak notropenik olmayan

hastalarda duyarliligr
(22). Serum disinda diger klinik 6rneklerle yapilan

dusuk olarak bulunmustur

calismalar sinirlidir. Testin duyarliligi tiirlere gore
degismektedir. Duyarlibik; C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis tirlerinde %58-70 olarak bildirilirken,
C. parapsilosis, C. krusei C. kefyr tirlerinde ise
%25-30 olarak bulunmustur. Kandidemisi olan 56
hastanin dahil oldugu bir calismada C. parapsilosis ve
C. guilliermondii tirlerinde testin basarisiz oldugu
saptanmistir (22). Duyarliliklar arasindaki farkin testte
kullanilan monoklonal antikorlarin (Mab) Candida
tlrlerinin  mannoz epitoplarina baglanmasindaki
farktan (23).
Mannan dolasimdan ¢ok hizli temizlendigi icin serum

kaynaklandigr  dustiniilmektedir
konsantrasyonlar dusuktir. Bu nedenle birden fazla
serum orneginde calisilmast 6nerilmektedir. Tek
serum Ornegi ile degerlendirme yapilan calismalarda
duyarlilik %11’e kadar disebilmektedir. Enfeksiyonu
olmayan ancak kandida ile kolonize olmus olan
hastalarin serumlarinda da anti-mannan antikorlan
tespit edilebilmektedir. Bu nedenle, kolonizasyon
ve invaziv hastalik ayiriminda yararli olamamaktadir
(24). Ancak ardisik testlerde antikor titrelerinin
artmasinin enfeksiyon/kolonizasyon ayriminda yararli
olabilecegi bildirilmistir. Ayrica, antikor ve antijen
testlerinin birlikte kullaniminin daha yararli olacag
belirtilmistir (25). invaziv kandidoz tanmisinda mannan
antikor ve antijenlerinin ELISA yontemiyle calisildig
14 calisma incelendiginde duyarlilk ve ozgiilliik
sirasiyla; sadece mannan antijeni kullanildiginda %58
ve %93, mannan antikoru kullanildiginda %59 ve %83,
kombine mannan antikoru/antijeni kullanildiginda
%83 ve %86 oldugu gorilmistiir (26).

Glukuronoksilomannan

Kriptokokkal
yillardir antijen testleri kullanilmaktadir.
agliitinasyon testinde kapsiiler bir
olan glukuronoksilomannan (GXM) antijenini tespit
edilmektedir. Kriptokokkal menenjit sirasinda GXM

tanisinda uzun
Lateks

polisakkarit

menenjitin

yogun miktarda hem kan hem de beyin omurilik
sivisinda (BOS) bulunmaktadir (3).
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Kriptokokkal lateks

aglutinasyon ile antijen tespitinin,

menenjit tamsinda,
mikroskobi ve
kiltur yontemleri ile karsilastinlmasinda duyarliik
sirasiyla %91,1, %73,2 ve %69,9; ozgulluk ise %96,0,
%100 ve %100 olarak tespit edilmis ve antijen tespitinin
konvansiyonel yontemlere gore erken ve hizli tam
sagladigi (27).
antijenine kars1 poliklonal 1gG antikorlar kullanan

belirtilmistir Kriptokok kapsiiler
lateks agliitinasyon testlerinde yalanci pozitif sonuclar
olusabilmektedir. Aynica romatoid faktor, sistemik
trikosporonoz, Capnocytophaga canimorsus septisemisi
ve malignensilere bagl olarak da yanlis pozitif sonuclar
bildirilmistir. Ancak bu yanlis pozitiflikler siklikla prozon
benzeri etki sonucu olusmakta ve ornegin dillisyonu ile
onlenebilmektedir (19). Fare kokenli monoklonal IgM
kullanan Murex Cryptococcus testi (Murex Diagnostic,
Galler) romatoid faktdre baglh olarak olusan yanlis
pozitiflik sorununu ortadan kaldirmistir ancak bu testin
duyarliig1 tavsan kokenli poliklonal IgG kullanmilan
testlere gore daha dusuk olarak bulunmustur (28).
Baska bir testte ise EIA yontemi kullamlmistir. Bu
testtin (PREMIER Crytococcal antijen testi, Meridian
Diagnostic) serum ve BOS icin duyarliigi ve ozgiilligi
lateks agliitinasyon testlerine benzerdir. Bu testin lateks
aglutinasyonlarina gore en onemli avantaji romatoid
faktorle reaksiyona girmemesi, yanlis pozitif sonuclarin
daha az olmas1 ve cok sayida ornegin calisilabilmesine
imkan saglamasidir (29).

C. neoformans antijen tespitinde son yillarda
kullamima giren bir dipstick testi olan Cr Ag lateral flow
immiunoassay (LFA) ozellikle kisitli imkanlara sahip
kurumlarda kullanim kolaylig1 getirmistir (3).

Diger testler

invaziv kandidozun tanisinda kullanilmak
Uzere gelistirilen bir test de 230-250 kDa’luk germ
indirekt

immunofloressan bir test olan CAGTA (Candida albicans

tlp mannoproteininin tespitine yonelik

germ tube antibody) testidir. Bu testin degisik hasta
gruplarindaki (intravenoz uyusturucu kullananlar,
kemik iligi alicilari, hematolojik malignensisi olan

hastalar ve yogun bakim hastalan) ozgilligi %91-
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100 olarak bulunmustur. C.
kandidalara (C.
glabrata, C. dubliniensis, C. guillermondii ve C.

albicans disinda diger
tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei) bagli olarak olusan invaziv kandidozda da
CAGTA sonuclan daha dusiik titre de olmakla birlikte
pozitif olarak bulunmustur. Ayrica CAGTA titrelerindeki
azalmanin, invaziv kandidozu olan ve antifungal
tedavi alan hastalarda tedaviye yanitin izlenmesinde
de yardimci olacagi bildirilmistir. CAGTA tespitine
yonelik IFA 1gG (Vircell Laboratorie, ispanya) adli ticari
kit gelistirilmistir. Testler siklikla anti-Candida IgG’nin
tespitine yonelik olsa da IgM, IgA ve IgE tespitine
yonelik testler de kullamlmistir. Bunlardan ozellikle
IgA‘min invaziv kandidoz tamsinda yararli bir belirtec
oldugu bildirilmistir (30).

Kandidalarda hiicre duvarinda degil de sitoplazmada
yer alan ve enzimatik aktiviteye sahip enolaz, aspartil
proteinaz ve metallo peptidaz gibi antijenlere karsi
olusan antikorlar1 saptamaya yonelik testler de
kullanilmistir. Bu antijenleri saptamaya yonelik ticari
kitler henliz bulunmamaktadir. Enolaza kars1 olusan
antikorlann arastinldig1 bir calismada duyarlilik ve
ozgiilliik immiin sistemi saglam bireylerde sirasiyla %50-
92 ve %86-95; immin sistemi baskilanmis bireylerde
ise %53 ve %78 olarak tespit edilmistir (30). C. albicans
icin onemli bir virulans faktoru olan salgisal aspartil
proteinaza (SAP) karsi olusan antikorlarin arastinldig
bir calismada invaziv kandidozlu hastalarda duyarlilik
%69,7 ve ozgulluk %76 olarak bulunmustur (30, 31).

Cand-Tec lateks
Laboratories, Houston, ABD) 1siya duyarli antijen
tespitine yonelik kullanima giren ilk ticari testtir.
Ancak testin duyarliigi ve o&zgiilliigli calismalar

agliitinasyon testi (Ramco

arasinda farkliik gostermektedir ve ayrica romatoid
faktor pozitifligine bagli olarak yalanci pozitiflikler
de bildirilmistir (1, 32). Bir baska hedef antijen olan
enolazin kandidemili hastalarda serumda bulunurken
yiizeyel kolonizasyonu olan hastalarda bulunmadig
tespit edilmistir. Ancak kandidemi tanisinda umut
vaat eden bu test, (reticisi Becton
Dickenson, ABD) tarafindan piyasadan cekilmistir

(1).

(Directigen,



Sonug¢
invaziv mantar enfeksiyonlarimin sikig1 her gecen
yil giderek artmaktadir. Bu nedenle erken ve dogru

taninin  konmasi1 ve tedaviye baslanmasi hayati

onem tasimaktadir. Ancak laboratuvarlarda yaygin
olarak kullanilmakta olan konvansiyonel yontemler
bazen yetersiz kalmaktadir. Yillar icinde mantar
patojenlerinin virulans faktorlerinin ve antijenik

determinantlarinin  tanimlanmasi invaziv mantar

enfeksiyonlarinin  tams1 i¢in yeni yaklasimlarin

gelismesini  saglamisti.  Son  yillarda mantar

CIKAR CATISMASI

enfeksiyonlarinin tamsinda serolojik testler konusunda
ilerlemeler kaydedilmistir. Bu testler kimi zaman
taniya cok yardimci olsa da, duyarliik ve ozgiillik
sonuclar kimi zaman yetersiz kalabilmektedir. Ayrica
bu derlemede de belirtildigi lizere cesitli faktorlerin
de serolojik testleri etkileyebilmesi goz oniinde
bulundurulmalidir. Ancak klinik, kultur ve mikroskobik
yontemlerle birlikte serolojik testlerin uygun hasta
popiilasyonunda ve uygun siklikta calisilmasinin
invaziv mantar enfeksiyonlarinin tanisina katkisinin

biiyiik olacagi goriinmektedir.

Yazarlar herhangi bir cikar catismasi bildirmemektedir.
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Dijital PZR ve kullanim alanlan

Elif ERCAN',

Ahmet CARHAN',

Tugba YALCINKAYA'

OZET

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA kompleks
havuzundan spesifik bir DNA parcasin1 cogaltmaya
olanak saglayan basit, etkin ve Ozellikle molekiiler
biyoloji alaninda yaygin olarak kullanilan enzimatik
bir tekniktir. PZR tekniginin kesfinden giiniimiize kadar
gelisen teknolojiyle birlikte pek cok PZR teknigi ortaya
cikmistir. Bu tekniklerden bazilari Gercek Zamanl
PZR, Kantitatif PZR, Ters Transkriptaz PZR, Nested PZR
ve Multipleks PZR dir. Glinumuze kadar gelistirilmis
PZR tekniklerinin cesitli zorluklann yuzinden PZR
tekniklerinin kullanim alanin1 genisletmek ve daha
ileri seviye PZR teknikleri bulmak arastirmacilarin
birinci onceligi haline gelmistir. Nadir mutasyonlarin,
kopya sayis1 varyasyonlarindaki ufak degisikliklerin,
gen ifadesi degisiklikleri arasindaki farkliliklarin veya
metilasyon durumunun degerlendirilmesine izin veren
yeni bir yontem olarak dijital PZR (dPZR) teknolojisi
gelistirilmistir. Dijital PZR, DNA kopya sayisinin hassas
olcumi icin PZR bazli yeni bir tekniktir ve ornekleri
az sayida seyrelterek cok sayida PZR gerceklestirmeye
olanak saglar ve her birinde ayr1 ayr1 PZR gerceklesen
cok sayida kugik bolimlere sahiptir. Ayn1 zamanda
dPZR; su an cok az miktardaki genetik materyalin
miktarin1 dakikalar icinde tespit etme performansiyla
bircok nicel yontemleri geride birakmistir. Tek molekulu
sayma stratejisi sayesinde bu yontem yuksek hassasiyet
gosterebilmektedir. Guvenilirlik ve tekrarlanabilirlik

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR), is a simple,
effective and widely used enzymatic technic especially
in the field of molecular biology which provides the
opportunity to amplify a specific DNA fragment from
DNA complex pool. Several PCR techniques such as real-
time PCR, quantitative and qualitative PCR, Reverse
Transcriptase PCR, Nested PCR and multiplex PCR have
been developed since the first invention of PCR. Due to
the various difficulties of the PCR techniques developed
so far, widening the application fields and finding out
more advanced level of PCR techniques have become
the first priority of the researchers. Digital PCR (dPCR)
technology has been developed as a new method to
permit the evaluation of the small changes in the copy
number variations of the rare mutations, differences
between the gene expression changes or state of
methylation. Digital PCR is a PCR based new technique
for the sensitive measurement of number of DNA copies,
it provides opportunity to do large number of PCR with
a few number of sample dilution and it has so many
small compartments where seperate PCRs are executed
in each. At the same time, dPCR leaves some of the
quantitative methods behind with the performance of
determining the quantity of small amount of genetic
material within seconds. This method shows high
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duzeyi oldukca yuksek bir yontem olmasiyla da dikkat
cekmektedir. Bu derleme, digital PZR yonteminin
glinumuze kadar olan siirecteki gelisimine ve ilerleyen
gunlerde ¢ozim bulunmasi gereken eksik yonlerine
dikkat cekmeyi amaclamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Dijital PZR, Nadir Mutasyon,
dMIQE Kurallan

sensitivity with the strategy of counting single molecule.
It also attracks the attention as a method having quite a
high reliability and repeatability level. This review aims
to give insight for dPCR development history and the
possible difficulties came across in its application.

Key Words: Digital PCR, Rare Mutation, dMIQE
rules

GIRIS

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kesfedildiginden
bu yana biyoloji bilimi kokten degismistir (1). Bu teknik
adini, DNA Polimeraz enzimi kullanilarak DNA’nin
bir parcasint in vitro yontemle cogaltilmasindan
almaktadir. PZR sayesinde birkac farkli diizenlemeyle
uretilen DNA parcasinin  milyonlarca kopyasi
arasindan, istenilen bir DNA parcasinin bir tek veya

birkac kopyasini laboratuvar ortaminda ¢ogaltabilmek

miimkundir.
PZR genetik islemlerin genis bir yelpazede
degistirebilmesine olanak saglar (2). Yaygin kullanimi

nedeniyle PZR’nin temel prensiplerini, genomun
ve genlerin gelismis sekilde analizini nasil modifiye
ettigini anlamak onemlidir (3).

PZR, ozellikle molekiiler biyoloji alaninda yaygin
kullanilan bir tekniktir (2). PZR hedefli

stratejiler ile insan Genom Projesi gibi kapsamli

olarak

arastirmalar yurutilmus, tibbi alanda da klinisyenler
ve arastirmacilar tarafindan gen dizileri, hastaliklarin
teshisi gibi nitel-nicel ve genomik calismalarda
kullamlmistir. Yontemin hassas ve hizli olmasi buyuk
avantaj saglamaktadir. Klasik PZR, mikrobiyolojide
tespiti ve adli tipta
tanimlanmasi gibi alanlarda da kullanilmaktadir (3).

PZR ile ilgili bilgiler ilk olarak 1985’de rapor
bildirilmistir (4). 1993 yilinda, Mullis PZR Uzerine

patojenlerin suclularin
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calismalarindan dolay1 Nobel Kimya Odiili’'ne layik
gorulmustur. DNA'nmin belirli bir parcasini izole etmek
icin kullanmlan tekniklerin zaman alici olmasi nedeniyle
PZR yontemine ihtiyac duyulmustur. Diger bilim
adamlar da sinirsiz ve kusursuz bir sekilde genetik
materyali elde etmek icin gliclu bir teknik arayisina
girmislerdir. Bu amac dogrultusunda Polimeraz Zincir

Reaksiyonunu gelistirerek basarli olmuslardir (5).

PZR’nin Genel Mekanizmasi

PZR, DNA kompleks
DNA parcasin1 ¢cogaltmaya olanak saglayan basit ve
PZR
islemini kavramsallastiran Kary Mullis PZR yontemini
“DNA’nin
istediginiz kadar almamza olanak sagliyor” seklinde

havuzundan spesifik bir

neredeyse kusursuz, enzimatik bir islemdir.

yalnizca ilgilendiginiz  bir parcasim
aciklamistir. PZR yonteminde periferik kan, deri, sac,
tukurik ve mikroorganizma olmak lzere farkli tipte
hayvansal ve bitkisel kokenli materyal DNA kaynagi
olarak kullanilmaktadir. PZR icin gerekli olan DNA
miktarinin elde edilmesi ve yalnizca yeterli miktarda
kopyanin analiz edilmesi geleneksel laboratuvar
yontemleri ile saglanir. Bu nedenle PZR hassas bir
yontemdir (3).

termal cihazi

PZR  yontemlerinde dongii

kullanilmaktadir. Termal dongu belirli bir diziye



sahip PZR 0Orneginin 1sitilmast ve sogutulmasidir.
PZR’nin termal dongiisii; DNA erime sicakligi ve
DNA replikasyon enzimleri icin 1sitma ve sogutma
reaksiyonlarinin tekrar tekrar uygulanmasiyla 1siya
dayanikli DNA Polimeraz, primer dizi (tamamlayici
hedef bolge) ve dNTP karisimi kullanilmasina dayanir.
Boylelikle, milyonlarca kopya DNA’nin cogaltilmasi
gerceklestirilmis olur. Denatiirasyon, baglanma ve
uzatma islemleriyle hem orjinal DNA sablonuna ve
hem de tamamlayici bolgeye baglanabilen primer ile
yeni iplikler sentezlenmesine devam edilir ve DNA
yeni kopyalar uretmek icin uzatilir. Sonuc olarak
PZR primer dizileri iceren DNA parcalan ustel olarak
artmis olur (6-8).

PZR Cesitleri

PZR tekniginin bulunmasindan giinimiize kadar
gelisen teknolojiyle birlikte pek cok PZR teknigi
ortaya cikmistir. Bunlardan en sik kullanilanlar Gercek
Zamanli PZR, Kantitatif PZR, Ters Transkriptaz PZR,
Nested PZR ve Multipleks PZR’dir.

Gercek Zamanli PZR tekniginin kullanmimison derece
yaygin olup, DNA ya da mRNA gibi makromolekuillerin
cogaltilmasina ve riinlerin tek bir tiipte tespit
edilmesine olanak saglar (9). Bu metot sayesinde
cok az miktardaki biyolojik bir oOrnegin hedef

bolgesinin  varligina/yokluguna veya miktarina
hizli, guivenilir ve hassas bir sekilde ulasilabilmektedir

(10).

Gercek Zamanli PZR (gPZR)’nin normal PZR’den
farki, baslangic DNA miktarinin hesaplanabilmesidir.
Bu metot ile DNA amplifikasyonu, artan floresan
olcumleri ile iliskilendirip kantitatif sonuclar elde
edilir (11).

Ters Transkriptaz PZR ise RNA molekillerinden
komplementer DNA (cDNA) sentezini, retroviruslerden
izole edilen Revers Transkriptaz enzimi ile
gerceklestirilmesidir. Hassas ve hizli bir yontemdir.
cDNA sentezlendikten sonra DNA-RNA sarmali ayrilir,
ayrilan DNA dizisi kalip olarak kullanilarak cift zincirli

DNA dizisi ¢cogaltilir (12).

Nested PZR metodu PZR’nin
arttirmak icin gelistirilmis olup, birbirini takip eden

spesifikligini

iki polimeraz zincir reaksiyonu ile karakterizedir. ilk
amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin dis bolgesine
ozgu iki dis primer kullamlir ve uzun bir bolgenin
cogaltilmas1 gerceklestirilir. ikinci amplifikasyonda
ise ilk amplifikasyondan gelen bdlgenin i¢c kismina
baglanan iki i¢ primer kullamlarak kisa bolgenin de
cogaltilmasi gerceklestirilir (11).

Multiplex PZR (mPZR) metodunda ise kalip DNA
uzerinde birden fazla bolge icin coklu primer cifti
tasarim1 gerceklestirilir. Sonuc itibariyle ayn1 ornek
tizerinde coklu bolgenin cogaltilmasina imkan saglar.
Net, hizli ve glivenilir bir metottur (13).

Dijital PZR
PZR tirlerindeki
zorluklar ve kullanim alanlarinin daha da genisletilmek

Simdiye kadar gelistirilmis

istenilmesi ile ileri teknoloji PZR gelistirilmesi

arastirmacilarin oncelikli hedefi haline gelmistir.

Son yillarda dijital PZR olarak bilinen yeni
versiyon PZR, yaygin olarak nikleik asit miktarinin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Orneklerin
mikrolitrenin altinda porsiyonlanip niikleik asit
Olciimlerinde kesinligin, giivenilirligin, dogrulugun
ve tekrarlanabilir dl¢iimlerin arttirildigr bir sistemdir.
Bu yontem analog qPZR’nin aksine, cogaltma
isleminin nerede yapildigina dair logaritmik sinyali,
dis kalibrasyona dayali miktar tayinini, dogrusal ve
dijital miktar tayininin say1 olarak pozitif ve negatif
reaksiyonlarinin sayisini, Poisson dagilimlarin dikkate

alarak, hesaplamaya olanak saglar (48).

gPZR ile kiyaslandiginda sonuglar daha diisiik
analitik hassasiyette olabilmesi gibi dPZR metodunda
reaksiyon hacmine bagli olarak bazi kisitlamalar
olmasina ragmen, diisik DNA konsantrasyonlarini
olcmeye ve tekrarlanabilir olciimler yapmaya
olanak saglar. dPZR’nin bu avantajlar goz oniinde
bulunduruldugunda, kendisine bir¢ok kullamim alam
bulmustur ve biiyiik potansiyale sahiptir. Ornegin; bitki

patojenleri, genetigi degistirilmis organizma testleri,
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direncli bakterilerin tespiti, viral teshisler, nadir
mutasyonlarin tespiti ve kopya sayisi varyasyonlari
alanlarinda kullanilmaktadir (48).

Ornegin; qPZR teknigindeki standartlar araciligiyla
kalibrasyonunda teknik sinirlamalar
mevcuttur. Bu tekrarli is akisi arastirmaciya vakit
kaybettirmektedir (14). Standart analog Olciimlerde
ayni analiz belirteclerini kullanacak bir yontem

analizlerin

gelistirmek amaciyla yola ¢ikan arastirmacilar, kisitl
orneklerde bile calisan ve dijital formatta bilgi veren
dPZR’yi gelistirmislerdir (23).

Klasik genetikte, germ hatti mutasyonlarn sadece
kabul
gerceklesmesi

hastaligi anlamak icin onemli edilmistir.

Somatik  mutasyonlarin kanserin
birincil nedenidir ve ayn1 zamanda yaslanmada rol
oynayabilecegi yeni genetik prensipler olarak ortaya
cikmistir. Bu kesifler hastaligin yonetilmesine fayda
saglarken aym zamanda neoplazi patojezinin temel
arastirmalarina da olanak saglar. Bununla birlikte bu
firsatlar cok fazla miktardaki normal hiicre arasindan

bir miktar mutant hiicrenin tespitine baglidir (23).

DNA
saptanmasi

dizilemesi, germ-line  mutasyonlarin
icin altin standart ama mutasyona
ugramis aleller yaklasik %20 daha biyiik oldugu
zaman kullamshdir.  Mutantlara spesifik olan
oligoniikleotitler bazen kiicik miktardaki hiicrelerde
tespit

fakat mutant ve vahsi tip (WT) sablonlarin ses

mutasyonlar etmek icin  kullanilabilir

sinyali oran1 degiskendir. Mutantlara spesifik

primerlerin kullanilmas1 ve spesifik restriksiyon
endoniikleazlar ile PZR urlnlerinin parcalanmasi
gibi yontemler mutasyonlarin saptanmasi icin cok
hassas yontemlerdir ama bu tekniklerle baslangic
populasyonlarinda mutant molekullerin bolumlerini
nicelendirmek zordur. = Somatik  mutasyonlarin
saptanmasi icin diger yaklasimlar gozden gecirilmistir.
Bu yontemler ile ilgili genel sorun bagimsiz bir sekilde
herhangi bir mutasyonun varliginin teyit edilmesinin
zor veya imkansiz olmasidir. Bu nedenle belirtilen
gucliklerin ustesinden gelmek icin bazi yaklasimlar

gelistirilmistir. Elde edilen PZR Urinleri tamamen
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mutant ya da tamamen WT’dir. Boylece bu makalede

anlatilan strateji ayn aymn sablon molekillerin
amplifikasyonunu icerir. PZR Griinlerinin homojenligi
mevcut olan tekniklerin ayirt edilmesini kolaylastirir.
Bu gibi ayr1 amplifikasyonlar pratik anlamda yararlidir.
Bununla birlikte cok sayida basit ve giivenilir tespit
elde edilebilir. Bu tiir degerlendirmeler icin kullanilan
tekniklerde analizi yapilan popiilasyonlarda mutant
allel formlarimin ¢ikt1 veren dijital okumasi saglanarak
gelistirilmistir. Bu uygulama teknolojileri icin cesitli
ongortler bulunmaktadir (23).

Dijital PZR, kendi giiciiniin baska bir &rnegini
temsil etmektedir, son zamanlarda gelistirilen tespit
teknolojileri ile birlikte genetik analizler icin firsatlar

saglamaktadir (23).

Nadir
varyasyonlarindaki ufak degisikliklerin, gen ifadesi

mutasyonlarin, kopya say1sl
degisiklikleri arasindaki farkliliklarin veya metilasyon
durumunun degerlendirilmesinin tespitine izin veren
yeni bir yontem olarak dPZR teknolojisi gelistirilmistir
(15).

Tek bir molekuliin sayimiyla nikleik asitlerin
mutlak olcumiu simirlayici dilisyon (seyreltme) ve
Poisson istatistiksel analizine olanak saglamasi
1992 yilinda Sykes ve arkadaslan tarafindan rapor
edilmistir (16).

Dijital PZR, DNA kopya sayisimin hassas olcumu
icin PZR bazli yeni bir tekniktir ve ornekleri az
sayida PZR

gerceklestirmeye olanak saglar (17). Bu teknikte,

sayida seyrelterek cok reaksiyonu
her biri ayr1 ayr1 PZR reaksiyonu geciren cok sayida
kiicuk bolimler bulunmaktadir (18). Yontem, bircok
ayn PZR reaksiyonunun sinirli seyreltilmesi temeline
dayanir (19). Aym zamanda dPZR; su an cok az
miktardaki genetik materyalin dakikadaki miktarin
tespit etme performansiyla bircok nicel yontemleri
geride birakan guclu ve uygun tek molekulu sayma
stratejisidir (15).

Droplet dijital PZR (ddPZR) standart bir egriye
ihtiyac duymadan nukleik asitlerin mutlak kantitatif
olclimiine olanak saglar. Bu teknik 20.000 ve hatta



cok daha kucuk droplet adi verilen reaksiyon kaplan
icinde nukleik asitlerin porsiyonlanmasi temeline
dayanir. Standart bir PZR reaksiyonu daha sonra her
bir droplet hedefini cogaltmak icin kullanilabilir,
boylelikle ayrn ayn pozitif ve negatif sekilde hedef
bagimli floresan sinyali odlcilebilecektir. “1” olan
sinyal pozitif, “0” olan sinyal negatif olmak uzere
ikili kod teknigin dijital kismin1 temsil eder ve veriler
Poisson dagilimina uygun olarak hesaplanabilmektedir.
Bu da standart egriye gerek kalmadan herhangi bir
ornekten DNA kopya sayilarinin dogrudan ve basit bir
sekilde hesaplanmasina olanak saglar (21).
Seyreltilmis ornek tek tek PZR reaksiyonlarina
dagitilir ve orjinal 6rnek miktar analiz bélimlerinin
toplam sayis1 acisindan olumlu bir buyitme ile
bolimlerin sayisina gore olculur. Bolimlerin icindeki
molekiillerin dagilimi bagimsiz ve rastgele bir islemdir
(22). Dijital PZR bir numunedeki niikleik asitlerin,
kesin olarak miktarinin saptanmasinm saglar. Dijital
PZR uygulamas1 icin pratik ve oOlceklendirilebilen
teknolojilerin eksikligi bu giicli teknigin yaygin
olarak benimsenmesini engelliyordu. Burada yuksek
verimli damlacik dijital PZR sistemi 96 kuyulu bir
plaka ile geleneksel TagMan problan kullanilarak
~ 2 milyon PZR reaksiyonu islenmesini saglar (20)
(Sekil 1). Ayrica 6rnegin uygun bir sekilde seyreltilmesi
genellikle reaksiyon bolumi basina sadece bir hedef
molekulun incelenmesini garanti eder. Daha yuksek

konsantrasyonda kalip kullanilirken, molekiillerin

DENEY

Sekil 1. Dijital PZR’a genel bakis (20)

DONGU REAKSIYONU

gercek sayis1 gozden kacabilir cinku bazi bolumler
birden fazla kalip molekil icerir. Kullanilan Poisson
istatistigi bu bozulmay: bir dereceye kadar onleyebilir
(23).
driniin varligim veya yoklugunu algilamak (izere
gPZR’da da oldugu gibi dPZR’da da kullamlmaktadir.
Sonucta

Floresan kimyas1 teknolojisi o6zgul bir PZR

verilerin yorumlanmasi karmasik
biyoinformatik analizlere siki sikiya bagl degildir.
Baz1 uygulamalarda, ardisik olasilik oran testi allel
dagiimi normalden farkli oldugu icin kanitlarin

glicuni olcmekte kullanmilabilir (24).

Ornegin Sekil 2’de;

(A) Master mix iceren 20 pL numune, primerler,
TagMan problari ve hedef DNA, sekiz kanalli damlacik
jenerator kartusunun orta kuyularina yiklenir.
Emdulsiyon stabilize edici ylzey aktif madde iceren
damlacik olusturma yagi (8 x 60 uL) daha sonra damla
reteci kartusunun solundaki kuyunun icine yiiklenir.
Bir vakum bir basin¢c farki olusturmak icin cikis
kuyusuna (sagdaki kuyu) otomatik olarak uygulanir,
bu arada mikroakiskan dongii geometrisi sulu 6rnegin
icinde istikrarli hale donisiir. Tek dagilimli olarak su
icindeki yag emiilsiyon damlaciklar ve yag fazindaki
farkliliklan

kartusun damlacik toplama kuyusunda toplanir. Her

yogunluk nedeniyle  yogunlasarak
bir kuyudaki damlaciklar daha sonra 96 oyuklu, folyo
ile kapatilmis plakaya aktarilir ve son olarak termal

dongliye girer (25).

SONUC OKUMA
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(B) Amplikasyon sonrasinda plaka damla okuyucuya
yuklenir ve burada otomatik olarak damlaciklar
mikroakiskan singulator kullanilarak aspire edilir.
Ornekler 100 kHz mzinda tek sira halinde FAM/VIC iki
renkli floresan dedektorinden gecirilir.

(C) Damlaciklar
farkliiklar amplifikasyon varsa veya hic olusmadig
tipik Fam/Vic dubleks calismalar
icin tum damlacik populasyonunu dort ayrn kime

icin floresan genliklerindeki
durumlarda

halinde boler. Bu dort popiilasyonlar hicbir hedefin
bulunmadig1 (F -/ V -), hedeflerin birinin (F -V+/ F
+V-) veya hedeflerin her ikisini de (F +/ V +) iceren
damlaciklar vardir. Damlaciklar siniflandiran dijital
yontemde her algilama kanali icin bir floresan esigi
ayarlanmistir ve damlacik basina dusen ortalama
kopya sayisinin hesaplanmasi pozitif damlaciklarin
fraksiyonu ve Poisson modelleme ile bulunabilir (25)
(Sekil 2).

dPZR’nin yukanda belirtilen ozellikleri diger
yontemlerin tespit yeteneklerinden farklidir, bu da
cesitli arastirma uygulamalar icin dPZR yaklasimin
Son zamanlarda dPZR’nin DNA
mutlak olcumu kapasitesi, yeni nesil DNA dizileme

essiz kilar (15).

[A] 8]

Dropletler iginde Boligtiirme

ve Omejin Handanmas: ve Dropletierin Okunmasi

ONA
primerleri/ _/O
MasterMix

'L
problan ‘

2 kuyucuklu tek kullanimisk
damiacik jenerator kartugu

l
&

- —
y*d
\_aP
et }z@
yad

iginde 40-50

kuyucuklu plaka l

weoee

iki renkli FAM VIC detektorinun 100

kHI'da numune almass

Sekil 2. ddPZR’nin genel calisma prensibi (25)
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ddngu olan 36 Igeren
damlaceklar
Roresanda

singulate damlaciklar tespit edilmeden

@ance otomatik olarak okunmas

kutuphanesinin hazirlanmasinda

(26).

kullamlmistir

Dijital PZR’nin diger PZR teknolojilerine gore
tistlinliikleri

Dijital PZR, gPZR’a kiyasla daha yiiksek hassasiyet
gosteren PZR bazli mutlak ol¢iim teknigidir. Bugiine
kadar yapilan kanser ve viral enfeksiyonlar tzerindeki
cesitli calismalar dPZR’nin gPZR’a gore duyarliiginin
ve hassasiyetinin daha yiiksek oldugunu gostermistir
(17). Bu avantajin asil nedeni, reaksiyonlarin tek tek
boliimlendirilebilmesidir (20). Geleneksel gPZR ile
karsilastirirsak ddPZR daha disiik saptama limitlerine
ve daha biiylik dinamik araliga sahiptir (21).

Dijital PZR teknik olarak Gercek Zamanli PZR’den
cok daha basittir ve esik (threshold) verilerini
yorumlayabilmek icin standart diliisyon egrilerine
gerek duyulmamaktadir (19). Boylelikle gPZR ile tespit
edilemeyen biyolojik ve translasyonel potansiyele
sahip cok diisiik diizeyde aciklanan genlerin varligi
ddPZR ile tespit edilebilmektedir. Buna ek olarak,
dPZR’nin bir Ustiinliigi de mutlak lciim saglamasidir.
qPZR kullanilarak tespit edilemeyen dusiik veya limitli
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miktardaki hedefleri tespit etmek icin kullanilmasi
calismalara avantaj saglar (27).

dPZR’nin daha kesin sonu¢ vermesindeki en
onemli 6zellik metot saglamligindan (robustness) ileri
gelmektedir. gqRT-PZR daha yiiksek bir dinamik araliga
sahip olmasina ragmen dijital PZR 6rnekler arasindaki
en ufak degisiklikleri bile saptamaya olanak saglar.
gRT-PZR’nin aksine dijital PZR, azaltilmis PZR
verimliligi karsisinda daha direnclidir. qRT-PZR ile

o Orneklerin ve yagin jeneratdr kartusunda
tek kullanimhk dropletlere yliklenmesi

A B cC O E F G H
ye8 — .

omelder —

damiacikder

o Dropletierin olugturulmas:

yei ar
yeg

° Dropletierin 96'Iik PCR wellplate'lere aktanimas

Grnek —* —

o Son noktaya kadar termal ddngi

o Floresan okuma

PCR sonras: damiacidar floresan tespit

|y u—

Spacer O

o EZim genigliginin uygulanmasi ve
konsantrasyonun hesaplanmasi

- o -

FAM yosuniuk (a.u)

~N

VIC yoguniuk (a.u)
FAM-VIC FAM-V

Sekil 3. dDroplet dijital PZR’ 1n calisma prensibi (20)

karsilastinldiginda dezavantaj olarak daha diisiik bir
dinamik araligi vardir (18).

dPZR Avantaj ve Dezavantajlar

Dijital PZR’da daha disik maliyetlerde yiiksek
verimlilik mumkundir (17). Yeterli seyreltmeler ile,
bircok reaksiyon standart bir egriye ihtiyac duymadan
Poisson istatistikleri kullanilarak sablon bir DNA
icermeden olcum gerceklestirilir (19). Bu yeni metot
analizin daha uygulanabilir ve tekrarlanabilir olmasina
olanak saglar (28).

Droplet dijital PZR (ddPZR), teorik olarak tek
saptanabilmesine olanak
sagladigindan dolay1 hassasiyeti yiiksek olan bir
metottur (18). ddPZR son derece dusiik frekansli
durumlarda bile efektif calisir (29).

bir hedef molekiliin

PZR verimliligin hesaplanmasi icin seyreltme
egrilerine ve mutlak olciim icin DNA standartlarina
gerek yoktur (18). dPZR hedef RNA miktar cok dusuk
olsa bile gen ekspresyonunun saptanmasina olanak
saglar (27).

kullamlmast  qPZR’da

noktadir.

standartlarin
olcmede merkez

Harici
analitik performans
Harici kalibratorlere dPZR’da gerek duyulmamasi
ve enzim inhibisyonuna yol acacak maddelere kars
tolerans sahibi olmasi, niikleik asit kantifikasyonunda
kullanilmasinin temel sebebidir (26, 30). Her iki
teknoloji de nukleik asitlerinin kesfinde ayni floresan
kimyasim kullansa bile; dPZR dinamik diziyi es
zamanli etkileyerek aym anda kalibin cogaltilmasi
icin partikil sayimina izin vererek daha kesin bir
dPZR teknolojisindeki
son gelismeler reaksiyon bolumlerinin binlerden

Olcim saglayabilmektedir.
milyonlara kadar olmasiyla olceklenebilir bir ortam
saglar (20). Sonuc¢ olarak dPZR, gPZR’a gore daha
Ustin hassasiyet gostermekte olup, duyarliik ve
tekrarlanabilirlik acisindan da nikleik asit olcim
imkan1 sunmaktadir. Lakin dusik maliyetli olmasi
acisindan Kantitatif Gercek Zamanli PZR gilinimizde
hala en ¢ok kullanilan niikleik asit 6lcum yontemidir
(15). Teknik on amplifikasyon adimina gerek kalmadan
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nikleik asitlerin izlerini tespit etmede son derece
gucludir boylece tahlile 6zgu onyargili bir giris
onlenmis olur (31).
Analitik  kesinligine
“coefficient” varyasyon degeri, qPZR’a gore dPZR icin
onemli olclide daha diisiik oldugu gosterilmistir (15).

karsibk gelen katsay

Dahasi, kalip bolmeleri azaltilarak arka plandaki DNA
ve kirleticilerin seviyeleri dusurulur, pozitif reaksiyon
bolimlerinin sinyal sesi arttirilmis ve boylece algilama
hassasiyeti arttinnlmis olmaktadir (32).

Kullanim Alanlan

dPZR tekniginin kullanim alanlarindan bahsedecek
olursak; heterojen timorlerde ya da genetik kokenli
hastaliklarda nadir allel tespitlerinde (33), periferal
likit
invaziv olmayan prenatal tanida

vucut swvilanim1 kullanarak solid tumorlerin
biyopsisinde (34),
(20), viral yuk tespitinde (35), gen ekspresyonunda,
heterojen orneklerde kopya sayis1 varyasyonlarinda
(36) (Sekil 5), kisith miktardaki orneklerin analizinde,
ornegin FFPE 6rnekleri ve tek hiicre gen ekspresyonu
gibi, dizileme oncesi DNA kalite testlerinde (26,
37) (Sekil 4), gida alanminda Genetigi Degistirilmis
Organizma (GDO) (38) tespitinde kullanilmaktadir.
Ornegin Sekil 4’te goriildiigii iizere; DNA, daha
onceden arsivlenmis bir kanser numunesinden elde
edilir. Formalin ile parafin bloga fikse edilen mide
adenokarinoma ornegi beraberindeki lekeli bolim
ile gosterilmistir. DNA izolasyonundan sonra damlacik
PZR belirli bir gruba ait PZR primerleri ve floresan

| FFPE

g' W | DNA
-2
ddPCR
‘ % ara bosuktan
damlaciklarin

FEPE PCRdamlacik gegisi
KANSER uygulama
ORNEGI sonrasi

ve sayim

probu PZR sonrasi

damlaciklan iki renkli bir detektore acilan kilcalin

ile yapilmaktadir. emilsiyon
icine dogru tek tek akar; hedef ve referans genler
icin pozitif damlaciklar 6-FAM ve VIC gibi farkli
boyalarla kopya sayisi kantitatif olarak sayilabilir. Bir
boya kontrol bolimiine 6zgiildiir ve diger bolimleri
olcer. Mevcut 6rnek, eger timor hiicrelerinin sadece
kiicuk bir kismin iceriyorsa bile anormal genomik
amplifikasyonlar1 algilamak icin ddPZR kullanarak
FFPE tumor orneklerinde genomik amplifikasyonlan
olcmek icin guclu bir ¢cozum gelistirilmistir. ddPZR
metodunda genomik DNA’dan nanogram miktarda
olmas1 yeterlidir, boylece nadir numuneleri bile
calisilmas1 kolaylasmistir.  Hindson ve arkadaslan
tarafindan aciklandigi gibi ddPZR metodu belirli
genomik etkinliklerin son derece hassas ve spesifik
olarak saptanmasi icin érnegin emiilsifiye edilmesini
icerir (44).

Verimli c¢alisma platformlar icinde dPZR’yi
guclu potansiyele donustirmek icin, tek bir molekil
biiylitmesi siireci son derece istikrarli bir ortamda
gerceklesmelidir. Platformun secimi 6zellikle kesinlik
derecesi, sonuc, sistem ve tahlillerdeki maliyete
bagluidir (15).

itk nesil dPZR platformalari mikroakiskan kanallar
iceren ciplere dayanmaktadir (39). Hedef molekil
gercek zamanli olarak izlenebilir boylece yanlis
pozitif reaksiyonlar her bir reaksiyonunun biyiitme
Yiksek
hassasiyet ve kesinlik icin dijital platformlarin daha

(amflikasyon)  egrisinden  c¢ikanlabilir.

ddPCR
VERi -
ANALIZI

9 - = -

FAM ve VIC ile her
damlacigin yogunluk
olgimii

floresans ile tespit

Sekil 4. Formalinde sabitlenmis ve parafine yerlestirilmis (FFPE) kanser doku orneklerinin amplifikasyon analizinde droplet

dijital PZR’nin genel calisma prensibi (44)
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cok sayida numaralandinlmasina ihtiya¢ vardir. Bu
nedenle, sirketler her dPZR reaksiyonunu yagda
sulu damlaciklann icinde PZR okuma bitis noktasi ile
birlestiren sistemlerini baslatmislardir. Bu platformlar
Gercek Zamanli PZR olcumu gerceklestiremiyor
olmalarina ragmen cok biyiik sayidaki reaksiyon
bolimlerinin  birbirine benzer ebattaki dinamik
degerleri carpic1 bir artisa yol agmistir (25). Sysmex
Inostics tarafindan saglanan beaming dijital PZR

" - — Cilt 73 B Say1 2 B 2016

teknolojisi (boncuk, emiilsiyon, amplifikasyon ve
manyetik) klonal manyetik parcaciklarin varliginda
nikleik asitleri cogaltmaya ve sitometri akisi
kullamlarak da miktarnn degerlendirmeye olanak
saglar (40). Bu dPZR stratejisi, Ozellikle kanser
arastirmalarinda genis kullamim alanm bulmustur (15).

Ornegin Sekil 3’te goriildiigii lizere;
a) Ornekler ve damlacik olusturma yag sekiz
kanalli damlacik jenerator kartusu icine yuklenir.
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Sekil 5. Dolasan niikleik asit arastirmasinda cip veya droplet dijital PZR teknolojisinin sematik gosterimi (15)
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b) 1 nl’lik damlaciklar halinde 6rnegin ve yagin
akistyla vakum islemi gerceklesir. iki dakikadan az bir
sire icerisinde, sekiz ornek 20.000 damlacikli sekiz
sete donusur.

c) Satbilize olan damlaciklar 96’lik wellplate’lere
aktanlr.

d) Droplet PZR’nin cogaltma basamagindan son
asamaya kadar (3.545 dongu) termal dongu islemleri
gerceklesir.

e) Her bir kuyucuktan cekilen damlaciklar plaka
okuyucuya vyiiklenir, saniyede yaklasik 1.000 adet
gececek sekilde iki renkli dedektorden gecirilir.

f) Damlaciklar floresan genliklerine gore pozitif ve
negatif olarak atanir. Her kanal icerisindeki pozitif
ve negatif damlaciklar, %95 Poisson giiven araliginda
hedef ve referans DNA dizilerinin

kullamlir (20)

olmak Uzere,
konsantrasyonun hesaplanmasinda

(Sekil 3).
dPZR’nin  klinikte  RNA  biyobelirteclerinin
saptanmasinda ve miktarinin  belirlenmesinde

kullanisli olabilecegi belirtilmistir (27). dPZR’nin
analitik glicui bir kopya basina 100.000 yabanil
tip dizinin altinda tek bir niikleotid varyantinin
algilanmasini saglar (41).

Meme kanseri hicre hatti ile ilgili arastirmalar,
HER2 gen kopya sayisi varyasyonunda ince Kkat
farkliliklarinin saptanmasinda qPZR’a kiyasla dPZR’nin
daha Ustiin hassasiyet ve duyarlilik gosterdigi rapor
edilmistir (36). Dijital PZR kolorektal kanser ve
meme kanseri olan hastalarinin plazmasindaki belirli
bir lokusun metilasyon durumunun degerlendirilmesi
icin kullamlmistir (42, 43).

1999 yilinda kolorektal kanser ile iliskili ras
onkogen mutasyon miktarinin belirlenmesi icin
Vogelstein ve Kinzler oncii bir calisma yaparak
dPZR’nin klinik calismara yardimci bir program
olabilecegini vurgulamistir (23). Ancak zahmetli olusu
klinik ortamda rutin kullanimini engellemistir. Boylece
pratik gelisimine odaklanilmasi yoninde calismalar

yapilmas1 gerektigi belirtilmistir. Daha sonra mevcut
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gelistirilen platformlarin pratikligi kolaylastirilmis ve
bircok klinik alanda kullamimi saglamistir (20).

Viroloji ve bakteriyoloji alaninda, Cytomegalovirus
(CMV), Hepatit B virls, HIV-1 virls, metisilin-direncli
Staphylococcus aureus tespitinde ve viral yukin
ortaya konmasinda dPZR kullamlmistir (49, 50-52).
HIV-1 icin yapilabilen dusiik dizeydeki viral yuk
tespiti retroviral tedaviye faydali olabilecegine isaret
etmektedir (53-55).

Mikroakiskan cipler kullanilarak mikrodropletler
sayesinde binlerce ya da milyonlarca reaksiyon dijital
PZR ile ayr1 ayn bir ornek halinde incelenir. ddPZR
ornekleri nanolitreden pikolitreye kadar minimalize
edilmis hacimlerde calismaya olanak saglamistir.
Reaksiyon PZR‘nin son noktasina ulastiginda; damlalar
ilgili hedef dizinin kopyalarin1 icermeyebilir ya da
bazi kopyalarini icerir (27). ddPZR spesifik viruslerin
dusuk kopyalarinin saptanmasinda kullanisli olabilir
(21).

ddPZR yiiksek miktardaki orneklerin ol¢limine de
uygulanabilir. ddPZR yaklasik 45 dakika numunenin
islenmesine ve sonrasinda numune sayisina bagli
droplet okuma vakti olarak 1-2 saat daha ek sureye
ihtiyac duyar (21).

Kantitatif Dijital PZR Deneylerinin
Yayinlanabilmesi icin Gerekli Olan Minimum Bilgi
(dMIQE) Kurallan

Dijital PZR icin ilk ticari platform 2006 yilindan
beri piyasada olmasina ragmen, zaten iyi kurulmus
bir gPZR ile karsilastirildiginda klinik ortamda
tam potansiyele sadece baslangicta sahip oldugu
Klinik dPZR
uygulanmasi yolundaki ilk adim farkli laboratuvarlar

gosterilmistir. uygulama icinde
arasinda tekrarlanabilirligi gelistirmek icin deneysel
ayrintilari
(Minimum Information for Publication of Quantitative
Dijital
alinmistir

bildiren bir cerceve saglayan dMIQE

PZR Experiments) kurallan
(45). MIQE kurallarim
listesi, qPZR analizlerinin gelistirilmesi, verilerin

yayinlayarak
iceren kontrol

tekrarlanabilmesi ve karsilastirilabilmesi amaciyla



2009 yilinda yayimlanmistir. Tiim 6geler temel olanlar
(E-Esansiyel) ya da istege bagli olanlar (i-istege bagli)
seklinde kategorize edilmistir (45).

Sonug¢

Dijital PZR yeni uygulamalar ve arastirmalar icin
gelismekte olan yeni bir PZR teknigi olarak karsimiza
ctkmistir.  Glvenilirlik ve tekrarlanabilirlik diizeyi
oldukca yiiksek bir yontemdir. Cok dusuk hacimlerde
ve tek molekiil konsantrasyonunda calisilabildiginden
dolay1, yontem yiiksek hassasiyet gerektirmektedir.
Deney tasarimi yapilmadan once tek bir hedef
Birden cok hedef
oldugu takdirde ise, her hedef farkli bir kuyucukta
islem gorir (46).

oldugundan emin olunmalidir.

Nadir allel tespiti durumunda, yanlis pozitiflerin
Cok olduklar taktirde
gercek pozitiflerin sayisint maskeleyebilirler. Kalibin

oran1 oldukca onemlidir.
baslangic konsantrasyonu da oldukca onemlidir,
numunenin uygun seyreltilmesi bu konsantrasyona
gore belirlenir. Daha 6nce de bahsettigimiz gibi dijital
PZR teknolojisinde, standart egriye gerek duyulmadan
DNA parcalar arasinda hassas molekiiler olciimler
gerceklestirilebilir, yuksek ozgulluk hassasiyeti gorulur
ve yiksek tekrarlanabilirlik mimkiindur. dPZR’nin en
biylik giicli kalibrator referansa ihtiyac duymadan,

kantitatif olclimler ile hassas bir sekilde dogrudan

sayim yapabilmesidir (46).

dPZR’nin
ragmen,

hakkinda
tasariminda

Arastirmacilar potansiyeli
istekli deney
dikkatli olunmasi hususunda uyarida bulunmaktadir.
Teknolojinin olgunlasip olgunlasmayacagi, maliyetin

olmalarina

de azalip azalmayacagi su an bircok arastirmaci icin
merak konusudur. Su an az miktarda uygulama alani
olsa da yarin cok daha fazla kullanim sahasinin olmasi
beklenmektedir (47).
dPZR’nin diger PZR yontemlerinin yerini alabilecegini
soyleyebiliriz, fakat bunun ne zaman gerceklesecegini

Gelismis dizileme yontemi ile

tahmin etmek zordur (31).

Bu tartismalar Uzerine, bu derlemede dPZR’nin
bilinirligini Ulkemiz bilim camiasinda arttirmak, bu
teknigin gida ve saglik alanlarinda nadir allel tespiti
ve dusuk duzey genetik analizlerde uygulanmasinin
tesvik edilmesi amaclanmustir. ilgili teknolojinin kabul
edilebilirligini arttirmak ancak bu teknigin kullaniminin
yayginlastinlmas1 ile mumkundur.  Laboratuvar
calismalarinda kullanimda olan molekdler teknikler
tek basina biitun sorularimiza cevap verememektedir.
Metotlar birbirinin tamamlayicilar1 durumundadir.
Dolayist ile dPZR, kullanim alanlarinda hassasiyeti
yakalamak isteyenlere daha dogrulayici bir yaklasim

saglayabilecektir.

Tablo 1. Tim kullamailar icin Kantitatif Dijital PZR deneylerinin yaynlanabilmesi icin gerekli olan minimum bilgi (dMIQE) kurallan listesi (45)

. " Onemlilik . " Onemlilik
Kontrol edilecek dge derecesi Kontrol edilecek oge e
Deneysel Tasarim Deneysel Tasarim
Deney ve kontrol gruplarinin tanimlanmasi B i AU ST LT e E
Mikro ya da makrodiseksiyon E
Her grup icindeki numaralar E
islenis prosediirii E
Analizler merkezi labda mi yoksa arastirmacinin i
kendi labinda m gerceklestirilecek? Eger dondurulma varsa-nasil ve hangi hizda? E
Gu¢ analizi [ Fikse edilecekse, ne ile ve hangi hizda? E
Ornek tamm E Ornegin saklanma kosullari ve siiresi E
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Tablo 1. Devam
Kontrol edilecek oge 0neml1l|!( Kontrol edilecek oge Onemllll!(
derecesi derecesi
Niikleik asit ekstraksiyonu dPZR hedef bilgisi
Miktar tayini-Gerecler/Yontem E Sekansin katiim numarasi E
Saklama kosullari: sicaklik, E Amplikon konumu i
konsantrasyon, siire, tampon cozelti
Amplikon uzunlugu E
DNA veya RNA miktar tayini E
BLAST vs gibi veritabanlarindaki E
Kalite/butunluk, cihaz/yontem B ozgulluk ekrani
Kalibin yapisal bilgisi E Pseudogenler, retropseudogenler veya i
diger homologlar
Kalip modifikasyonu (sindirim, E )
sonikasyon, preampflifikasyon, vs) Sekans hizalama |
Kalip iyilestirme (ilk 1sitma ya da E Amplikonun ikinci yap1 analizi ve GC icerigi i
kimyasal denatiirasyon)
Ekzon veya intron tarafindan olusturulan
. . A E
Seyreltmenin engellenmesi E her primerin konumu (varsa)
RNA 6rneginde DNA kontaminasyonun Nerede uygundur, hangi ek varyantlar
= L . E > E
degerlendirilmesi hedeflenmistir?
DNAaz ile muamelenin detaylan E dPZR Oligoniikleotitleri
Kullanilan reaktiflerin ureticisi ve Primer dizileri ve/veya amplikon icerik dizisi E
katalog numaralar
RTPrimerDB (real-time PZR primer ve prob i
Nikleik asitlerin saklama kosullari: sicaklik, E veritabam
konsantrasyon, sire, tampon cozelti )
Prob dizileri |
RT (Eger gerekliyse)
Konum ve kimlik degisimleri E
cDNA olusturma yontemi ve konsantrasyonu E )
Oligoniikleotitlerin Ureticisi |
Bir ya da iki-basamak protokolii B o . . .
Piirifikasyon yontemi |
Reaksiyon basina kullanilan RNA miktar E dPZR Protokolii
Reaksiyon bilesenlerinin ve kosullarinin E Reaksiyon kosullarinin tamamlanmasi E
ayrintilan
Reaksiyon hacmi ve RNA/cDNA/DNA E
RT Ver]ml]l]é] miktan
RT ile birlikte ve RT olmadan olcllen Primer, (Prob), Mg2+ ve dNTP :
tahmini kopyalar konsantrasyonlari
Reaktiflerin Ureticisi ve katalog numaralar Polimeraz kimligi ve konsantrasyonu E
Reaksiyon hacmi (2 basamakli RT Tampon/Kit katalog numaralan ve ireticileri E
reaksiyonu icin)
Tampon ¢ozeltinin kimyasal icerigi i
cDNA’nin saklanma kosullar: sicaklik,
konsantrasyon, siire ve tampon cozelti ilaveler (SYBR gren |, DMSO, vs) E
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Tablo 1. Devam

Kontrol edilecek oge (Zlnemth.( Kontrol edilecek oge
lerecesi
dPZR Protokolii Veri analizi
Plate/Tup katalog numaralan ve ireticileri | Bsliim basina ortalam kopya (veya esdegeri)
Tam termodongileme parametreleri E . . .
dPZR analiz programi (kaynagi, versiyonu)
Reaksiyon kurulumu i
Uyumsuz tanimlama ve diizen
Gravimetrik ya da hacimsel seyreltmeler i
(manuel/robotik) Kalip olmayan kontrollerin sonuclan
Hazirlanan total PZR reaksiyon hacmi i Ek veri olarak pozitiflerin ve negatif test
sonuclarinin ornekleri
Bolustiirme sayisi B
Referans genlerin sayisinin ve seciminin
Bireysel boliistiirme hacmi E gerekgesi, uygunlugu
Olciilen béliistiirme hacimleri E Yontemin normalizasyonu ve tanimi
Bdl'd§tiirme hacmi de§1§1kl1kler1/SD i B]yo[o]]k kopya[ar]n uyumu ve sayisi
Kontrollerin kapsamli ayrintilari ve uygun E Tekniksel kopyalarin basamagi (RT veya
kullamm dPZR) ve sayisi
dPZR gereclerinin ureticisi E Tekrarlanabilirlik
dPZR test sonucu kontrolii Cogaltilabilirlik
Deney icin optimizasyon verileri i Deneysel varyans
Ozgiinliik ( nadir mutasyonlar, patojen E Analiz icin kullanilan istatistiksel yontemler

dizileri vs olculirken)

Kalibrasyon kontroliiniin saptama limiti

RDML kullanilarak verileri gonderme
(Real-time PZR Data Markup Language)

Tiim 6geler temel olanlar (E-Esansiyel) ya da istege bagli olanlar (i-istege bagli) olarak kategorize edilmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemektedir.

Turk Hij Den Biyol Derg

195



KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

196

Mullis KB. The unusual origin of the polymerase
chain reaction. Sci Am, 1990; 262: 56-61, 64-5.

Bottero MT, Civera T, Nucera D, Rosati S, Sacchi
P, Turi RM. A multiplex polymerase chain reaction
for the identification of cows’, goats’, and sheeps’
milk in dairy products. Int Dairy J, 2003; 13: 277-
82.

Garibyan L, Avashia N. Polymerase Chain Reaction.
J Investig Dermatol, 2013; 133 (3): e6.

Erlich HA, Gelfand D, Sninsky JJ. Recent Advances
in the Polymerase Chain Reaction. Science, 1991;
252: 1643-51.

Gibbs RA, DNA Amplification by the Polymerase
Chain Reaction. Analytical Chemistry Anal Chem,
1990; 62 (13): 1202-14.

Arnheim N, Erlich H. Polymerase Chain Reaction
Strategy. Annu Rev Biochem, 1992; 61: 131-56.

Sharkey DJ, Scalice ER, Christy KG, Atwood SM,
Daiss JL. Antibodies as thermolabile switches: High
temperature triggering fort he polymerase chain
reaction. Biotechnol, 1994; 12: 506-509.

Elizabeth G. How widespread is adult neurogenesis
in mammals? Nat Rev Neurosci, 2007; 8: 481-8.

Klein D. Quantification using real-time PCR
tecnology: Applications and limitations. Trends Mol
Med, 2002; 8: 257-60.

Bustin SA, Mueller R. Real-time reverse
transcription PCR (qRT-PCR) and potential use in
clinical diagnosis. Clin Science, 2005; 109: 365-79.

Karatas M. Molekiiler Biyoloji. Nobel Akademik
Yayincilik. 2012; 288-90.

Santagati S, Garnier M, Carlo P, Violani E, Picotti
GB, Maggi A. Quantitation of low abundance
mRNAs in glial cells using different polymerase
chain reaction (PCR)-based methods. Br Res Prot,
1997; 1 (3): 217-23

Turk Hij Den Biyol Derg

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Auckenthaler R, Risch M. Do Multiplex PCR
techniques  displace classical cultures in
microbiology? Ther Umsch, 2015; 72 (2): 77-85.

Karlen Y, McNair A, Perseguers S, Mazza C, Mermod
N. Statistical significance of quantitative PCR. BMC
Bioinformatics, 2007; 8: 131.

Hudecova |. Digital PCR analysis of circulating
nucleic acids. Clin Biochem, 2015; 142 (15): 9.

Sykes PJ, Neoh SH, Brisco MJ, Hughes E, Condon
J, Morley AA. Quantitation of targets for PCR by
use of limiting dilution. Biotechniques, 1992; 13:
444-9.

Kim TG, Jeong SY, Cho KS. Comparison of droplet
digital PCR and quantitative real-time PCR for
examining population dynamics of bacteriain soil.
Appl Microbiol Biotechnol, 2014; 98 (13): 6105-13.

Jahn M, Vorpahl C, Tirkowsky D, Lindmeyer M,
Bihler B, Harms H, et al. Accurate determination
of plasmid copy number of flow sorted cells using
droplet digital PCR. Anal Chem, 2014; 86 (12):
5969-76.

Wiencke JK, Bracci PM, Hsuang G, Zheng S,
Hansen H, Wrensch MR, et al. A comparison of
DNA methylation specific droplet digital PCR
(ddPCR) and real time gPCR with flow cytometry in
characterizing human T cells in peripheral blood.
Epigenetics, 2014; 9 (10): 1360-5.

Hindson BJ, Ness KD, Masquelier DA, Belgrader
P, Heredia NJ, Makarewicz AJ, et al. High-
throughput droplet digital PCR system for absolute
quantitation of DNA copy number. Anal Chem,
2011; 83: 8604-10.

Sze MA, Abbasi M, Hogg JC, Sin DD. A comparison
between droplet digital and quantitative PCR in the
analysis of bacterial 16S load in lung tissuesamples
from control and COPD GOLD 2. PLoS One, 2014;
9(10): e110351.

Bhat S, Herrmann J, Armishaw P, Corbisier P, Emslie
KR. Single molecule detection in nanofluidic digital
array enables accurate measurement of DNA copy
number. Anal Bioanal Chem, 2009; 394: 457-67.

Vogelstein B, Kinzler KW. Digital PCR. Proc Natl
Acad Sci USA, 1999; 96: 9236-41.



24,

2.5%

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

Zhou W, Galizia G, Lieto E, Goodman SN, Romans
KE, Kinzler KW, et al. Counting alleles reveals a
connection between chromosome 18q loss and
vascular invasion. Nat Biotechnol, 2001; 19: 78-81.

Pinheiro LB, Coleman VA, Hindson CM, Herrmann J,
Hindson BJ, Bhat S, et al. Evaluation of a droplet
digital polymerase chain reaction format for DNA
copy number quantification. Anal Chem, 2012; 84:
1003-11.

White RA, Blainey PC, Fan HC, Quake SR. Digital
PCR provides sensitive and absolute calibration for
high throughput sequencing. BMC Genomics, 2009;
10: 116.

Takahashi K, Yan IK, Kim C, Kim J, Patel T. Analysis
of extracellular RNA by digital PCR. Front Oncol,
2014; 4: 129.

Usmani-Brown S, Lebastchi J, Steck AK, Beam
C, Herold KC, Ledizet M. Analysis of B-cell
death in type 1 diabetes by droplet digital PCR.
Endocrinology, 2014; 155 (9): 3694-8.

White TB, McCoy AM, Streva VA, Fenrich J, Deininger
PL. Adroplet digital PCR detection method for rare
L1 insertions in tumors. Mob DNA, 2014; 5 (1): 30.

Dingle TC, Sedlak RH, Cook L, Jerome KR. Tolerance
of droplet-digital PCR vs real-time quantitative
PCR to inhibitory substances. Clin Chem, 2013;59:
1670-2.

Whale AS, Cowen S, Foy CA, Huggett JF. Methods
for applying accurate digital PCR analysis on low
copy DNA samples. PLoS One, 2013; 8: e58177.

Weisenberger DJ, Trinh BN, Campan M, Sharma S,
Long Tl, Ananthnarayan S, et al. DNA methylation
analysis by digital bisulfite genomic sequencing
and digital MethyLight. Nucleic Acids Res, 2008;
36: 4689-98.

Pekin D, Skhiri Y, Baret JC, Le Corre D, Mazutis
L, Salem CB, et al. Quantitative and sensitive
detection of rare mutations using droplet-based
microfluidics. Lab Chip, 2011; 11 (13): 2156-66.

Chen WW, Balaj L, Liau LM, Samuels ML,
Kotsopoulos SK, Maguire CA, et al. BEAMing and
Droplet Digital PCR Analysis of Mutant IDH1 mRNA
in Glioma Patient Serum and Cerebrospinal Fluid
Extracellular Vesicles. Mol Ther Nucleic Acids,
2013; 2: e109.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

White RA, Quake SR, Curr K. Digital PCR provides
absolute quantitation of viral load for an occult
RNA virus. J Virol Methods, 2012; 179 (1): 45-50.

Whale AS, Huggett JF, Cowen S, Speirs V, Shaw
J, Ellison S, et al. Comparison of microfluidic
digital PCR and conventional quantitative PCR for
measuring copy number variation. Nucleic Acids
Res, 2012; 40: e82.

Didelot A, Kotsopoulos SK, Lupo A, Pekin D, Li X,
Atochin |, et al. Multiplex picoliter-droplet digital
PCR for quantitative assessment of DNA integrity in
clinical samples. Clin Chem, 2013; 59 (5): 815-23.

Dobnik D, Spilsberg B, Bogozalec Kosir A, Holst-
Jensen A, Zel J. Multiplex quantification of 12
European Union authorized genetically modified
maize lines with droplet digital polymerase chain
reaction. Anal Chem, 2015; 87 (16): 8218-26.

Spurgeon SL, Jones RC, Ramakrishnan R. High
throughput gene expression measurement with
real time PCR in a microfluidic dynamic array. PLoS
One, 2008; 3: e1662.

Dressman D, Yan H, Traverso G, Kinzler KW,
Vogelstein B. Transforming single DNA molecules
into fluorescent magnetic particles for detection
and enumeration of genetic variations. Proc Natl
Acad Sci USA, 2003; 100: 8817-22.

Heyries KA, Tropini C, Vaninsberghe M, Doolin C,
Petriv Ol, Singhal A, et al. Megapixel digital PCR.
Nat Methods, 2011; 8: 649-51.

Li M, Chen WD, Papadopoulos N, Goodman SN,
Bjerregaard NC, Laurberg S, et al. Sensitive digital
quantification of DNA methylation in clinical
samples. Nat Biotechnol, 2009; 27: 858-63.

Weisenberger DJ, Trinh BN, Campan M, Sharma S,
Long Tl, Ananthnarayan S, et al. DNA methylation
analysis by digital bisulfite genomic sequencing
and digital MethyLight. Nucleic Acids Res, 2008;
36: 4689-98.

Nadauld L, Regan J, Miotke L, Pai RK, Longacre TA,
Kwok SS et al. Quantitative and Sensitive Detection
of Cancer Genome Amplifications from Formalin
Fixed Paraffin Embedded Tumors with Droplet
Digital PCR. Transl Med (Sunnyvale), 2012; 2(2): .

Turk Hij Den Biyol Derg

197



45,

46.

198

Huggett JF, Foy CA, Benes V, Emslie K, Garson
JA, Haynes R, et al. The digital MIQE guidelines:
Minimum  Information  for  Publication of
Quantitative Digital PCR Experiments. Clin Chem,
2013; 59 (6): 892-902.

Manoj P. Droplet digital PCR technology promises

new applications and research areas. Mitochondrial
DNA, 2016; 27 (1): 742-6.

Turk Hij Den Biyol Derg

47.

48.

Baker M. Digital PCR hits its stride. Nature Methods,
2012; 9(6): 541.

Pavsic J, Zel J, Milavec M. Assessment of the real-
time PCR and different digital PCR platforms for
DNA quantification. Anal Bioanal Chem, 2016; 408
(1): 107-21.



TELIF HAKKI DEVRi / COPYRIGHT RELEASE

Makale Ttrti/Article Type:
(...) Arastirma/Research  (...) Derleme/Review  (...) Olgu Sunumu/Case Report (...) Editére Mektup/Letter to Editor
Makale Bagligi/Article ENtitled @ ..o

Sayin Editor,
Yayinlanmast dilegiyle Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi'ne gdnderdigimiz makalenin yazarlari olarak;

1. Derginizde yayimlanmak {izere yollamig oldugumuz makalenin orjinal oldugunu; bilimsel ve etik
sorumlulugunun bize ait oldugunu,

2. Makalenin; derginizdeki degerlendirme siirecinde bagka bir yayin organina yayimlanmak iizere
génderilmedigini ve gdnderilmeyecegini,

3. Makalenin; kisilik ve telif haklarina aykirt kanun dist maddeler icermedigini,

4. Yayin haklarinin Ttrk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi'ne ait oldugunu kabul ve beyan ederiz.

Dear Editor,
Here, we affirm and warranty as the author(s) of this manuscript submitted to Turkish Bulletin of Hygiene and
Experimental Biology that;
1. The article I / We submitted to the Bulletin is original and responsibilities are belong to us ethically and scientifically,
2. The article is not currently being considered for publication by any other journal and will not be submitted for such
review while under the evaluation of this bulletin,
3. The article contains no unlawful statements and does not contain any materials that violate any personal or
proprietary rights,
4. The article publishing rights belong to Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology.

(o) ) e
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone t..ooovveciiiiieeieeeee

(o)) e
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone :..coovvoeiiiiecieieeeeee

()3 oo
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone oo

(o)) e
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone t..oooviciiiiieeieeeee

(o)) et
Yazigma Adresi/Corresponding Address :

Tel/Phone :..ooovvoviicieeiicieeeeee

Not/ Note : 1. ileti§im kurulacak yazarin yanina (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- ANKARATURKEY










	Blank Page



