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Glnimiiz insani artik saglhk ve beslenme arasindaki iliskiyi daha fazla irdelemekte ve saglkli beslenme
konusunda hassasiyet géstermektedir. Bu anlamda son yillarda éne ¢ikan saglikli beslenme unsurlarindan biri de
probiyotiklerdir. Yapilan bilimsel ¢alismalarla probiyotiklerin insan saghgi tizerine olumlu etkileri kanitlandiktan
sonra probiyotik igeren (riinler gida pazarina sunulmaya baslanmistir. Ginimiiz insanina probiyotikleri
destekleyen diyetler énerilirken, gida endiistrisinde mevcut probiyotiklerin aktivitesini ve sayisini azaltan
uygulamalar da olabilmektedir. Yaygin olarak tiiketilen baharat ve bazi yenebilir bitkilerin dogal olarak kiigiik
molekiil agirligina sahip potansiyel antimikrobiyal madde kaynadi oldugu da bilinmektedir. Giiniimiizde dogal
gidalara olan talebin artmasi ve ayrica bazi fonksiyonel ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle gida tretiminde
bitkilerin veya ekstraktlarinin kullanilmasi fikri olduk¢a revagtadir. Ayrica devam eden COVID 19 pandemisi
ile, antimikrobiyal bitkisel ekstraktlar iceren gida takviyelerinin agdiz yoluyla bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi
da inanilmaz boyutta artmistir. Ancak bunlarin gidalarda bulunan probobiyotik mikroorganizmalara karsi da
antagonist etki gostermesi olasidir. Gidalarda bulunan faydali mikroorganizmalara olumsuz etkisi disinda, bu
bitkisel antimikrobiyal bilesenlerin kolona kadar ulasmalari durumunda probiyotik mikroorganizmalara da
bakteriostatik veya bakterisidal olarak zarar verme olasiliklari her zaman vardir. Bu ¢alismada, baharat ve
bitkilerde dogal olarak bulunan antimikrobiyal bilesiklerin probiyotik bakteriler tizerine antimikrobiyal etkileri
derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Dogal antimikrobiyal bilesikler, antimikrobiyal etki, probiyotik bakteriler
ABSTRACT

Today’s people examine the relationship between health and nutrition more and show sensitivity about
healthy nutrition. In this regard, probiotics are one of the healthy dietary ingredients that has arised in
recent years. Scientific studies have demonstrated the beneficial effects of probiotics on human health, and
products containing probiotics have started to be promoted on the food market. While probiotic-rich diets are
recommended for today’s people, there are applications that reduce the activity and number of probiotics
present in the food industry. It is also known that commonly consumed spices and some edible herbs are
naturally a potential source of small molecular weight antimicrobial agents. Because of the growing demand
for natural foods with some functional and antimicrobial properties, the idea of using plants or their extracts
in food manufacturing is becoming increasingly popular. In addition, with the ongoing COVID 19 pandemic, the
unconscious and uncontrolled oral use of food supplements containing antimicrobial herbal extracts has grown
massively. These, however, may have an antagonistic impact on probobiotic microorganisms present in foods.
Apart from harming beneficial bacteria in foods, there is always the risk of damaging probiotic microorganisms
as bacteriostatic or bactericidal agents if these herbal antimicrobial components reach the colon. In this study,
antimicrobial effects of naturally occurring antimicrobial compounds in spices and herbs on probiotic bacteria
were compiled.

Keywords: Natural antimicrobial compounds, antimicrobial effect, probiotic bacteria
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GiRiS

Probiyotik terimi, kdkenini Yunancadan alan ve
‘vasam icin’ anlamina gelen bir kelimedir®. Ilya
Metchnikoff XX. vyilizyihn baglarinda probiyotik
teriminden bahseden ilk kisi olarak bilinmektedir®.
Gecmisten glnimiize probiyotiklerle ilgili pek
cok calisma ve tanimlama yapilmistir. Bltin bu
calismalarin 1siginda, Havenaar ve Huis In’t Veld
tarafindan yapilan tanim, probiyotik kavramina en
yakin tanim olarak kabul edilmektedir. Buna goére
probiyotikler “konakginin bir bolgesinde, mikroflorayi
(implantasyon veya kolonizasyon yolu ile) degistiren,
yeterli sayida canli mikroorganizma iceren ve boylece
bu konakginin saghgi tzerinde faydali etkilere sahip
saf veya karisik kulttr” olarak tanimlanmistir®,
Diinya Saghk Orgiti (WHO) ve Gida ve Tarim
Orgiitii (FDA) tarafindan 2002 yilinda yapilan tanima
gore ise probiyotikler, “konakgiya yeterli miktarda
verildiginde, saglik yoniinden yarar saglayan canli
mikroorganizmalardir”®,

Probiyotik gidalar belirli sayida (genellikle 10%-
10° cfu/gram) canli mikroorganizma icermelidir.
Poptuler olarak kullanilan probiyotik bakteriler;
Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum  gibi  bifidobakteriler
ve Lactobacillus cinsi bakteriler (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus  crispatus, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus  gasseri, Lactobacillus  helveticus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus ve
Lactobacillus salivarius) fonksiyonel gida gesitlerinin
Uretimi icin ticari olarak kullanilan probiyotik
suslardir. Ayrica probiyotik olarak kullanilan ticari
suslar arasinda Enterococcus faecalis ve Enterococcus
faecium gibi enterekoklar da vardir. Streptococcus
cremoris, Streptococcus diacetylactis, Streptococcus
intermedius, Streptococcus salivarius ve
Streptococcus thermophilus gibi birkag Streptococcus
trt ve Saccharomyces boulardii de probiyotik olarak
kullaniimaktadir®.
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Bitkiler, bilinen ve olasi saglik yararlari nedeniyle
de antik c¢aglardan beri antioksidatif, anti-
enflamatuar, antidiyabetik, antihipertansif ve
antimikrobiyal aktiviteler gibi terapoétik ozellikleri
nedeniyle geleneksel tibbi uygulamalarda
da kullanilmaktadirlar®?. Ayni zamanda
mikroorganizmalar (zerinde inhibe edici etkileri
ile gidalarda mikrobiyal stabilizasyonunda da
kullanilirlar®. Tablo 1’de antimikrobiyal aktivite
iceren bazi bitkiler ve temel bilesenleri 6zetlenmistir.
Bitkisel ekstraktlar, su, alkol, klorofom veya hekzan
gibi ¢oOziculer kullanilarak bitkilerin taze veya
kurutulmus yapraklarinin, gigeklerinin, meyvelerinin,
cekirdeklerinin veya odunsu kisimlarinin belirli
ekstraksiyon yontemi elde edilen sivi, toz ya da viskoz
bitki 6zlerine verilen isimdir. Bitkilerde bulunan diger
bir grup antimikrobiyal de dogal ugucu sivilar olan
ugucu yaglardir. Bunlar, bitkisel kdkenli dogal bir
hammaddeden buhar damitma yoluyla, mekanik
islemlerle veya kuru damitma yoluyla elde edilen
UrlGnlerdir. Esansiyel vyaglarda cok sayida farkh
kimyasal bilesik bulunmaktadir ve antibakteriyel
aktivitelerinin belirli bir mekanizmayla ilgili olmayip
hicrede birka¢ hedef oldugu dusinilmektedir.
Ugucu vyaglarin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili
bilesiklerin yaklasik %90-95’i monoterpenler ve
seskiterpen hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli
turevleri, aldehitleri, alkolleri ve esterleridir. Ugucu
olmayan kismin geri kalaninda hidrokarbonlar,
yag asitleri, steroller, karotenoidler, mumlar,
kumarinler ve flavonoidler olarak siralanabilir.
Ugucu vyaglardaki bu bakteri ve mantarlara karsi
en aktif bilesenleri terpenler (6rnegin, pcymene,
limonen), terpenoidler (6rnegin, timol, karvakrol),
fenilpropenler (6rnegin, 6jenol, vanilin) ve allisin
gibi diger bilesikler veya izotiyosiyanatlardir®. Ucucu
yaglar icin ana antimikrobiyal etki mekanizmalari
Sekil 1’de sunulmustur. Esansiyel vyaglarin ve
bilesenlerinin énemli bir 6zelligi, bakteriyel hiicre
zari ve mitokondrilerde yapilari bozan ve onlari daha
gecirgen hale getiren hidrofobiklikleridir. Ugucu
yaglar hicre zarindaki lipidlerle etkilesir ve lipofilik
karakterlerinden dolayr sitoplazmadan kolayca
gecebilirler. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari
yapisi, hidrofobik molekiillerin hiicre igcine girmesini
kolaylastiri.  Gram  pozitif bakterilerde hiicre
duvarinin daha basit yapisi, ugucu yaglarin bilesikleri
ile etkilesime izin verirken, Gram negatiflerde hiicre
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Tablo 1. Antimikrobiyal aktivite iceren bazi bitkiler (Covan, 1999)1

Yaygin isim Bilimsel Adi Temel Bilegen Bilesen Ana Sinif
Karabiber Piper nigrum Piperin Alkaloid
Yenibahar Pimenta dioica Ojenol Esansiyel Yag
Kirmizi biber Capsicum annuum Kapsaisin Terpenoid

Nane Mentha piperita Mentol Terpenoid

Kekik Thymus vulgaris Kafeik asit Terpenoid
Zerdegal Curcuma longa Kurkumin Terpenoidler
Seylan Targini Cinnamomum verum Ugucu yaglar, digerleri Terpenoidler, tanenler
Elma Malus sylvestris Floretin Flavonoid tirevi
Reyhan Ocimum basilicum Ugucu yaglar Terpenoidler
Yesil cay Camellia sinensis Katesin Flavonoid

Yaban mersini Vaccinium spp. Fruktoz Monosakkarit

Serbetgiotu
Papatya

Dereotu
Okalipts
Bakla
Sarimsak
Sogan
Meyan Kok
Zeytinyagl

Humulus lupulus

Matricaria chamomilla

Anethum graveolenleri
Eucalyptus globulus
Vicia faba

Allium sativum

Allium cepa
Glycyrrhiza glabra

Olea europaea

Lupulon, humulon

Antemik asit

Esansiyel yag
Tanen

Fabatin
Allisin, Ajoene
Alisin

Glabrol

Heksanal

Fenolik asitler

Fenolik asit
Kumarinler

Terponoid

Polifenol

Tionin

Sulfoksit, Sulfatlanmis terpenoidler
Stlfoksit

Fenolik Asit

Aldehit

stoplazmk membran

hasari

gliciiniin azalmasi

proton hareket

Sekil 1. Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etki mekanizmasi (Khorshidiana ve ark., 2018)*?

/

Artan permabilite, hiicre
iceriginin sizmasi

Mikroorganizmalar
lizerine esansiyel
yaglarin etki
mekanizmasi

A\

|

membran protein
hasari

/

\[hﬁcre duvari yikimi

ATP'nin hidrolizi ve ATP

sentezinde azalma, hiicre igi
ATP havuzunda diisme

stoplazmanin
koagulasyonu




zarinin yapisl, ugucu yaglarin daha zor gectigi bir
bariyer gibidir®), iyonlarin sizintisi ve diger hiicre
icerikleri daha sonra meydana gelebilir ve bakteri
hlcresinin 6limine neden olur. Esansiyel yaglarin
etki mekanizmalari, hiicre duvarinin bozulmasini,
sitoplazmik membrana zarar vermesini, sitoplazmik
pihtilasmayi, zar proteinlerine zarar vermesini, hiicre
iceriginin sizmasina yol agan gecirgenligin artmasini,
proton hareket kuvvetinin azaltilmasini, hiicre igi
ATP’nin (Adenozin g fostaf) havuzunun azaltilmasini
icerir. Tablo 2'de bitkilerde tespit edilen baslica
antimikrobiyal bilesik siniflari ve etki mekanizmalari
goriulmektedir. Kuglk hidrofilik molekiller Gram
negative  bakterilerinin  porin  proteinlerinden
gecebilir. Porinler hidrofobik molekillere nispeten
direnglidir, ancak tamamen direngli olmadigi igin
bazi esansiyel yaglar (6rnegin feslegen, adacayi veya
kekik) Gram negatifler tGizerinde de etkilidirler®*?),

GilnlUmuzde saghkl beslenme, dogal gidalara
yonelim ve fonksiyonel o&zellikleri nedeniyle,
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bitkilerin, ekstraktlarinin veya ucgucu yaglarinin
gidalara eklenmesi biylk ilgi cekmektedir. Yaygin
olarak tiketilen baharat ve bazi yenebilir bitkilerin
veya ekstraktlarinin  patojenik ve bozulmaya
neden olan mikroorganizmalara karsi antagonistik
etkileri hakkinda yapilmis ¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir. Bitkilerin ve bunlarin 6zlerinin/
Ozitlerinin gida takviyesi olarak glnlik ddzenli
tiketilmesi ve dogal gida katki maddesi olarak
kullanilma potansiyeli nedeniyle probiyotik bakteriler
gibi arzu edilen, yararli bagirsak bakterilerine karsi
nasil bir etkiye sahip oldugu ve probiyotik gidalarda
bulunan faydali mikroorganizmalari nasil etkileyecegi
onemli bir soru isareti olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu nedenle, bitki ve baharat tiketiminin probiyotik
bakteriler Gzerine etkisinin tartisilmasi gereklidir.
Bu derlemede, baharat ve bitkilerde bulunan
antimikrobiyal bilesikler, etki mekanizmalari ve
probiyotik bakteriler Gzerine antimikrobiyal etkileri
hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.

Tablo 2. Bitkilerden elde edilen baglica antimikrobiyal bilesik siniflari (Cowan, 1999)%°

Sinif Alt Sinif Ornekler Mekanizma
Fenolikler Basit fenoller Katekol -susbstrat yoksunlugu
(Phenolics) ) .
Epikatesin -membran bozulmasi
Fenolik asitler Sinnamik Asit -tanimlanamadi
Kinonlar Hiperisin -hticre duvari ile kompleks olan adezinlere baglanir,

Flavonoidler Krizin (Chrysin)
Flavonlar Habeson (Abyssinone)
Flavonoller Totarol
Tanenler Ellagitannin
Kumarinler Varfarin

Terpenoidler, ugucu yaglar Kapsaisin

Alkaloidler Berberin

Piperin
Lektinler ve polipeptitler

agglutinin)
Fabatin

Poliasetilenler

Mannoza 6zgu agglutinin
(Mannose-specific

8S-Heptadeca-2(Z),

enzimleri inaktive eder
-adhezinlere baglanma

-hiicre duvari ile kompleks enzimleri inaktiasyonu,
HIV reverse-transkriptazi inhibisyonu

-tanimlanamadi

-proteinlere baglanma, adhezinlere baglanma, enzim
inhibisyonu, substrat yoksunlugu, hiicre duvari ile
kompleks, membran bozulmasi, metal iyon kompleksi

-Okaryotik DNA ile etkilesim (antiviral aktivite)
-membran bozulmasi

-hiicre duvarina ve/veya DNA'ya interkalasyon

-viral flizyonu veya adsorpsiyonu bloke eder
-distlfur kopruleri olugturur

9( Z )-dien-4,6-diyne-1,8-diol
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Baharat Olarak Kullanilan Bazi Bitkiler

Karabiber (Piper nigrum Linn.)

Karabiber, Piperaceae familyasindan c¢icekli, cok
yillik, tirmanici bir bitkinin meyve kisimlarinin tam
olgunlagmadan toplanmasi ve kurutulmasiyla tane
olarak elde edilen, Dinyanin gec¢misi en eskiye
dayanan ve en énemli baharatlarindan biridir,
Turkiye’de genellikle tercih edilen baharatlar;
karabiber, kimyon, kekik, tarcin, karanfil, zencefil,
yenibahar, nane, kirmizibiber ve anason olarak
belirtiimektedir®. Bolgesel olarak yapilan birgok
anket calismasinda karabiberin aileler ve kadinlar
tarafindan en cok tercih edilen baharat oldugu da
tespit edilmistir(>16),

Piper cinsi, Piperaceae ailesinden bulunan 2000°den
fazla tirde bitkinin genis biyoaktivite (antifungal,
antibakteriyel, pestisidal) spektrumlari bilinmektedir.
Bugline kadar, bu cinsten yaklasik 400 yapisal ve
biyolojik olarak farkl bilesik izole edilmistir. Bunlarin
cogu alkaloidler, lignanlar, flavonlar, kalkonlar,
fenilpropanoidler ~ ve  kava-pironlardir.  Piper
turlerindencesitliamidalkaloidleri,izobtil, pirrolidin,
dihidropiridin, piperidin ve benzilamin kisimlari, bazi
aristolaktamlar ve dimerik amidler belirlenmistir. Bu
alkaloidlerin insektisid, antibakteriyel ve antidepresif
etkileri bilinmektedir. izopentilamidlerin, bazi Gram-
pozitif bakteriler ve bazi Gram-negatif bakteriler
Gzerinde inhibisyonun gosterdigi agar kuyu diflizyon
testi ile gdsterilmistir®”). Karabiberde var olan baslica
monoterpen hidrokarbonlar a-pinen, B-pinen,
sabinen ve limonendir®®, Bunlarin disinda, klorofil
ve diger renklendirici maddeler, recineler, sekerler,
sabit yaglar vb.de bulunmaktadir®. P. nigrum’un
cok sayida piperidin ve pirolidin alkoloidleri igerdigi
bilinmektedir. Karabiberin tadi, tohumlarinda biriken
keskin biyoaktif alkaloidler olan piperamidlerin
varligindan kaynaklanmaktadir. Bunlar arasinda
piperin, karabiberin aci tadindan sorumlu olan
ve karabibere karakteristik tadi veren en Onemli
maddedir. Karabiberin aneljezik, antioksidan ve
antimikrobiyel 6zellikleri bulunmakta, bu 6zelliklerin
icerisinde piperinden  kaynaklandigi
dusinilmektedir(),

bulunan

iliskili bakteriler

Uzerine gosterdigi antimikrobiyal etki ile alakal

Karabiberin gidalarla patojen
pek ¢ok calisma bulunmaktadir?*2%), Shete ve ark.
(24 sekiz adet Hindistan baharatindan [kimyon

tohumu (Cuminum cyminum), yildiz anason
(tilicium verum), kakule (Elettaria cardamomum),
malabatathrum (Cinnamomum tamala), karanfil
(Syzygium aromaticum), karabiber (P. nigrum),
tarcin (Cinnamomum zeylanicum) ve Dagadphool
(Foliose liken)] elde ettikleri farkli ekstraktlarin (sulu,
etanollu, metanollu) ¢esitli Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere karsi etkisini agar kuyu difiizyoniile
incelemistir. Karabiber ve yildiz anasonunun alkolli
ekstraktlarinin Gram negatif bakterilere karsi, yine
karabiber ve karanfilin Gram pozitif bakterilere karsi
en ylksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu

bildirmistir.

ark.'?, P
ekstraktindan elde ettikleri bes farkli bilesigin
(1.2E, 4E, 8Z-N-izobdtilikosatrienamid, 2.pellitorin,
3.trakyon, 4.pergumidien ve 5.izopiperolein B)

Reddy ve nigrum’un petrol eter

Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus, Staphylococcus
aureus ve Klebsiella aerogenes ve Chromobacterium
violaceum bakterileri Uzerine gicli antimikrobiyal
aktivitesi oldugunu belirlemislerdir. Bu arastirmada
in vitro minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK)
degerleri, 20-70 mM olarak saptanmistir. Zou
ve ark.®’nin karabiber kloroform ekstraktinin
antibakteriyel mekanizmasi aydinlatmak amaciyla
yaptig arastirmada, ekstraktin Escherichia coli ve
S. aureus morfolojisi Uzerindeki etkisi, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile gorsellestirilmis,
bakteri hiicrelerinin yok edildigi ve plazmolizin
indlklendigini gozlemlenmistir. S6zkonusu
ekstrakttaki antibakteriyel bilesenlerin, bakterilerin
trikarboksilik asit yolunu inhibe ettigi ve hicresel
solunumu kisitladigl, bakteri ¢ozeltilerinde piruvik
asit konsantrasyonunu oOnemli olglide arttirdig
ve bakteri hicrelerinde ATP seviyesini azalttig
belirlenmistir. Ekstrakt, hiicre zarinin gegirgenligini
bozarak metabolik islev bozukluguna neden olmus,
enerji sentezini inhibe etmis ve hlicre 6limunu
tetiklemistir.



Zhang ve ark.?®, ticari olarak satin alinmis
karabiber esansiyel yaginin (KBEY) E. coli GUzerindeki
antibakteriyel aktivitesini arastirmak ve potansiyel
etki mekanizmasini degerlendirme amacli yaptiklari
arastirmada, MIK degerini 1.0 uL/mL, inhibisyon zon
capini 17.12 ile 26.13 mm olarak tesbit etmislerdir.
KBEY ile muamele edilmis E. coli'nin morfolojik
degisikliklerini belirlemek icin SEM kullanilmistir.
KBEY muamelesi, E. coli’nin hilicre duvarinda ve
zarinda fiziksel ve morfolojik degisikliklere neden
olmustur. KBEY E. coli'ye karsi etki mekanizmasi,
once esansiyel yagin hiicre zarinin gegirgenligini asip
ardindan elektrolitlerin, ATP’nin, proteinlerin ve DNA
materyallerinin sizmasina neden olmasi seklinde
actklanmistir. Ancak Esansiyel yaglarin heterojen
bilesimleri nedeniyle, yalnizca bir etki mekanizmasi
olmasi veya antimikrobiyal etkiden vyalnizca bir
bilesenin sorumlu olmasinin ihtimal dahilinde
olmadigl, bu nedenle, mekanizmalari tam olarak
anlamak icin hala daha fazla arastirma gerekli oldugu
vurgulanmistir.

Karsha ve Lakshmi®®, arastirmalarinda S. aureus,
Streptococcus faecalis, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhi, ve E. coli referans suslari kullanarak karabiberin
aseton ve diklorometan (DKM) ekstraktlarini disk
difizyon yontemi ile antibakteriyel aktivite agisindan
degerlendirilmistir ve Gram pozitif bakteriler Gram
negatiflerden daha duyarli bulunmustur. Aseton
ekstrakti (5 pl)’'nin incelenen Gram pozitif bakteriler
icin zon inhibisyon caplari 18-20 mm, Gram negatifler
icin 10-15 mm; DKM ekstraktinin (5 pl) Gram pozitifler
icin 12-15 mm, Gram negatifler icin 0-14 mm olarak
belirlenmistir. MIK, tip seyreltme yontemi ile
belirlenmistir ve 50-500 ppm araliginda bulunmustur.
Aseton ekstakti gram pozitifler tizerinde mikemmel
inhibisyon gostermistir. Aseton ekstraktinin S. aureus,
B. cereus ve S. feacalis icin MIK degerleri sirasiyla
125, 250 ve 500 ppm, DKM ektraktinin 12.5, 62.5 ve
125 ppm olarak belirlenmistir. Aseton ekstraktinin
P. aeruginosa, E.coli, K. pneumoniae ve Salmonella
typhi icin MIK degerleri sirasiyla 62.5, 125, 125,
250 ppm ve DKM ekstraktinin 125, 125,125, 250
ppm olarak saptanmistir. DKM ekstrakti hem Gram
pozitifler ve hem de Gram negatifleri inhibe etmis ve
iyi aktivite gostermistir.
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Ulkemizde tiiketimi yaygin olan karabiberin,
probiyotiklere karsi antimikrobiyal etkisi ile alakal
cok az calisma vardir. Karabiberde antimikrobiyal
etki gosteren ana bilesiklerden olan monoterpenler
gibi ugucu yaglarin ¢ozlici ekstraksiyonu yontemi
ile eldesinde daha c¢ok hekzan, etanol, eter gibi
solventler tercih edilmektedir?. Sutherland ve
ark.®® arastirmalarinda organik ve sulu c¢oziciiler,
ve hem noétr hem de asidik kosullar kullanilarak
hazirlanan  farkhi  ekstraktlarin  antimikrobiyal
aktivitelerini, bazi bakteriler (izerinde incelemistir. Bu
calismada, icerisinde karabiberin de bulundugu 37
adet gidadan elde edilen 148 adet ekstraktin belirli
probiyotik (L. reuteri, L. rhamnosus, Bifidobacteria
lactis) ve patojen bakterilere karsi etkisi minimum
inhibitér  konsantrasyon  yontemi  kullanilarak
degerlendirilmistir. Karabiberin hazirlanan sulu
ekstraktlarinin en yiiksek iki konsantrasyonu (1:50
ve 1:500) L. reuteri'nin gelisimini arttirirken, diger
iki probiyotik bakteri (B. lactis ve L. rhamnosus)
Uzerinde kayda deger bir etkisi olmadigini saptamistir.
Ayrica doza bagh olarak E. coli 0157 and E. coli LF82
Uremesini inhibe etmistir. Organik ¢6zlcu (etil asetat)
ile elde edilen ekstraklarin ise bitlin probiyotik
bakteriler Uzerinde inhibe edice etkisi oldugunu
bildirmistir. Calismada elde edilen antimikrobiyal etki
farklarinin ¢éziiciiye bagh oldugu ve antimikrobiyal
etkili monoterpenlerin etil asetat ile ekstrakta daha
cok gectigi dusiintilmektedir.

Karanfil (Syzygium aromaticum L)

Karanfil, 10-20 metre boyunda, mizrak yaprakl, salkim
seklinde sari cicekli, yesil, Myrtaceae familyasina
ait Endonezya kokenli bir bitkiden elde edilen bir
baharattir®). Ulkemizde genellikle bitki caylarinda,
bazi soslarda, unlu ve sekerli mamullerde, parfiim ve
ilaglarda kullanilan karanfil Turkiye’de en gok tercih
edilen baharatlardan biridir™. icerisinde %15-20
arasinda ugucu yag icermektedir. Lezzetini ve tipik
kokusunu antimikrobiyel ve analjezik bir madde olan
ojenol (2 metoksi-4-allil fenol, eugenol) vermektedir.
Ajiboye ve ark.®%nin, gerceklestirdigi calismada,
karanfil tohumlarinin sulu ekstraktinin GC-MS
analizi ile 6jenol asetat, B-karofillen , 6genin, djenol,
metil salisilat, B-humulen, rhamnetin, farnesol,
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a-copeane, B-ylangene, kaempferol, sinnamik asit,
oleanolik asit, benzilaldehit, oleanolik asi, a-cubene,
karvikol, benzoik asit icerdigi belirlenmis ve E. coli, P.
aeruginosa ve S. aureus’a karsi antibakteriyel aktivite
mekanizmasi arastirilmistir. Bu galismada, MIK ve
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri
sirastyla 0.06 ve 0.10 mg/mL olarak saptanmistir.
Bu arastirmada oksidatif stresin ve membran
gecirgenligi artisinin, sulu ekstraktlarin  olasi
antibakteriyel aktivite modu oldugu belirlenmistir.
Karanfil, mikroorganizmalarin hiicre duvarlarini
ve zarlarini tahrip edebildigi ve sitoplazmik zarlara
nifuz ederek hicrelere girebildigi, normal DNA ve
protein sentezini inhibe edebildigi ve ayrica karanfilin
ana bileseni olan 6jenoliin, B. cereus’'un amilaz ve
proteaz Uretimini engelleyebildigi ve hiicre duvarini
bozma ve hiicre pargalama yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir®Y.

Friedman ve ark.®?’nin, 96 ugucu yag ve 23 yag
bilesiginin bakterisidal aktivitelerini in vitro olarak
inceledikleri arastirmada sinnamaldehit, timol,
karvakrol ve 6jenolln, E. coli, Salmonella enterica
ve Listeria monocytogenes suslarina karsi en aktif
bilesenleroldugutespitedilmistir. Moritzveark.®®, nin
arastirmasinda, stite artan konsantrasyonlarda, buhar
distilasyonu ile elde edilmis tarcin, karanfil ve nane
esansiyel yaglari eklenerek L. rhamnosus ve yogurt
starter kultlrl (S. thermophilus ve L. delbrueckii
ssp. bulgaricus) ile fermantasyonu yapilmis ve bu
bakteriler Uzerinde duyarhlhg degerlendirilmistir.
Ug esansiyel vyag icin cesitli kombinasyonlarda
starter kiltir ve L. rhamnosus’u kullanarak yogurt
Uretimi gerceklestirmislerdir. MIK degerleri, farkh
konsantrasyonlarda (0.025-2.00) (%v/v) esansiyel
yaglarin eklenmesi sonucunda resazurin kullanarak
mikrobiyal gelisme gorilmeyen ilk konsantrasyon
olarak belirlemislerdir. Karanfil, nane ve targindan
elde edilen esansiyel yaglarin sirasiyla yogurt starter
kaltira icin MIK degerleri; 0.2, 0.4, <0.025% (v/v)
olarak saptanmustir. Tarcin esansiyel yaginin dzellikle
starter kdiltire karsi en vyiksek antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Eklenecek
olan esansiyel yag konsantrasyonu duyusal analiz
sonuclari dikkate alinarak 0.04% (v/v) olarak
belirlenmistir. Tarcin esansiyel yagi konsantrasyonu
arttikca panelistler tarafindan yogurdun kabulQ

azalmistir. Karanfil ve nane esansiyel yaglari ile
L. rhamnosus ve yogurt starter kiltird Gzerinde
yalnizca oldirici olmayan bir etki gozlemlenmistir
ve bu sonucun bunlarin kullaniminin Uretimde
fermantasyon surecini bozmayacagi anlamina geldigi
ifade edilmistir. Targin esansiyel yag ilavesi, starter
kiltir sayimi tGzerinde 6nemli bir etki gostermis ve
daha dislk laktik asit Gretimine yol agmistir. Ancak
karanfil ve nane esansiyel yaglarina benzer sekilde,
L. rhamnosus’u 6nemli Olglide etkilememistir. Bu
sonuglara gore targin esansiyel yaginin yogurtta
kullanilmasi  starter  kiltir ~ fermantasyonunu
engellese de L. rhamnosus’un probiyotik olarak
eklenmesinde sorun olmayacagi belirlenmistir.

Yapilan baska bir calismada, Si ve ark.®¥, toplam
66 adet esansiyel ve yapisal olarak benzer sentetik
gida katkisinin belirli patojenlere (E. coli 0157:H7,
E. coli K88, Salmonella typhimurium DT104)
ve vyararli bagirsak bakterilerine (L. plantarum
98L11, L. plantarum 62E11a, 62E21, L. acidophilus
FRP728, B. longum FRP63, B. breve FRP67) karsi
antimikrobiyal aktivitesi, in vitro bakteri Gremesinin
inhibisyonunun belirlenmesiyle incelemistir. E. coli
K88, E. coli 0157:H7 ve S. typhimurium DT104 igin
karanfil yaginin minimum bakterisid konsantrasyonu
(MBK), sirastyla 233 pg ml?, 283 ug ml?, 300 pug ml?;
targin yagi icin 133 pug ml?, 133 pg mlt,100 ug ml
L. 6jenol (euganol) i¢in 300 pg ml?* 466 ug ml* 400
ug ml?tolarak belirlenmistir. Dokuz esansiyel yééln/
bilesigin antimikrobiyal aktivitesi, anaerobik kultur
kosullari altinda Bioscreen C sistemi (Labsystem)
ile dlgilerek daha ayrintili incelenmistir. Ojenolun
yararli bagirsak bakterilerine karsi diisik oranda
etkili oldugu saptanmistir. Genel olarak aerobik
kosullar altinda, incelenen L. plantarum suslarinin,
L. acidophilus’dan daha toleransli oldugu, anaerobik
kosullarda ise bifidobakterilerin patojenlerden daha
az duyarh oldugu belirlenmistir. Domuz bagirsagi
sindiriminin  secilen ucgucu yaglarin/bilesiklerin
antimikrobiyal  aktivitesi  lzerindeki  etkisini
incelemek icin, 6 haftalik bes saglkli domuzdan
alinan gekal sindirim birlestirilmis ve daha sonra
hemen antimikrobiyal analizler igin kullaniimistir. Bu
asamada, E. coli/koliform, laktobasil ve anaerobik
bakterilere ve eklenen E. coli 0157:H7’ye Kkarsi
inhibisyon incelenmistir. Yaglar/bilesikler, c¢ekum



sindirimde E. coli ve koliform bakterilerini 6nemli
Olcide inhibe ettigi, ancak toplam laktobasil ve
anaerobik bakteri sayisi Uzerinde ¢ok az etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Bu veriler ugucu yaglarin/
bilesiklerin spesifik olarak Gram-negatif bakterileri
hedef aldigi ve test edilen ugucu yaglarin ve yapisal
olarak benzeyen sentetik gida katki maddelerinin
domuz bagirsak yolunda insan ve hayvan bakteriyel
patojenlerini azaltmada iyi bir potansiyel etki
gosterdigi seklinde yorumlanmistir.

Kekik (Thymus vulgaris L. ve Origanum vulgare ssp.
hirtum (Link) Letsw.)

Daha c¢ok Akdeniz bolgesinde bulunan fakat
dinyanin birgok bolgesinde yetisen kekik, Lamiaceae
familyasina ait aromatik ve tibbi bir bitkidir®®. Bir
cok Thymus ve Origanum tirl, Turkiye'de zengin
bir floraya sahip olan kekik olarak bilinmekte®®,
yemeklere lezzet ve koku vermek icin basta diinya
mutfaklari olmak Uzere Turk mutfaklarinda da
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ulkemizde ise 40’a
yakin yabani kekik tirl yetistiriimekte, bazi turleri
geleneksel Griinlerin yapiminda kullanilirken (6rnegin
Van cevresinde otlu peynir yapiminda) daha ¢ok et,
corba ve soslarda kullanimi goriilmektedir®3®), Kekik
farkli oranlarda timol (%12-61), karvakrol (%0.4—
20.6), 1,8-sineol (%0.2—-14.2), qcymene (%9.1-22.2),
linalool (%2.2-4.8), borneol (%0.6—-7.5), a-pinen
(0.9-6.6%) gibi ucucu yaglar icermektedir®®,

Kekik ugucu yaglari, antimikrobiyal, anti-inflamatuar,
analjezik, antipiretik ve bagisiklik uyarici etkiler
gibi bazi biyolojik aktivitelere sahiptir. Timol veya
karvakroliin antimikrobiyal etkileri rapor edilmistir.
Kekigin ana aktif bilesigi, antimikrobiyal etkisini
hidrofobik bag ve hidrojen bagi ile membran
proteinlerine  baglanarak ve  membranlarin
gecirgenligini degistirerek gerceklestiren timoldr.
Timolin ayrica E. coli'nin hiicre i¢i adenozin
trifosfat (ATP) icerigini azalttigi ve hiicre disi ATP’yi
artirdigl, bu sekilde plazma membranlarinin
islevini bozabilecegi bildirilmistir Timoliin Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi farkl etki
gosterdigi kanitlandigindan, antimikrobiyal etkisinin
kesin mekanizmalarinin daha fazla arastirilmasi
gereklidir®Y,  Kekik ana bilesenlerinden  biri
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olan karvakrol, kiglik katyonlarin gecirgenligini
degistirerek hiicre zarlar ile etkilesime girebilirt,
Daha yliksek miktarda karvakrol iceren ugucu yag,
daha ylksek antimikrobiyal aktivite gdstermektedir.
Karvakroliin, membran fonksiyonlarina mudahale
ettigi, lipid membran gecirgenligini ve hicresel
adenozin trifosfati arttirdigl ve sonug olarak hicrede
olime neden oldugu ve Candida albicans suslarinin
mantar zarlarindaki sterollere  baglanabilecegi
bildirilmistir®?, ancak diger mikroorganizmalar
Gzerindeki tam etki mekanizmasini anlamak amaciyla
daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir. Kekigin her
bir bileseninin roliini ve bunlarin antimikrobiyal
etkilerini tek tek belirlemesinin imkansiza yakin
oldugu, her bir bilesenin antimikrobiyal aktivitedeki
roliiniin belirlenmesi ve bu etkilesimlerin ortaya
konmasi i¢in uygun yazihmlara ihtiya¢ duyulacagi
ifade edilmistir®?,

Farkli kekik tirlerinin bir ¢ok patojen bakteriye
karsi antimikrobiyal aktivitesinin oldugu yapilan
calismalarla tespit edilmistir®3*. Ozkan ve Sagdi¢®?,
icerisinde kekigin de bulundugu cesitli baharat
(rezene, kimyon, adagayi, defne, nane, mercankosk,
keklik otu, salamura otu, geyik out (savory), kekik,
siyah kekik) ugucu vyaglarinin 17 farkh bakteri
(Enterobacter aerogenes, E. coli, E. coli O157:H7,
K. pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella
enteritidis, Salmonella gallinarum, S. typhimurium,
S. aureus, Yersinia enterocolitica, Aeromonas
hydrophila, Corynebacterium xerosis, Micrococcus
luteus, Mycobacterium smegmatis, E. faecalis, P.
aeruginosa ve Pseudomonas fluorescens) Gzerindeki
antimikrobiyal aktivitelerini kagit disk diflizyon
yontemi ile incelemistir. Bu arastirmada, tim
incelenen esansiyel yaglarin en az bir veya daha fazla
bakteriye kargi antibakteriyel aktivitesi belirlenmis ve
en aktif ucucu yaglarin mercankésk, kekik ve keklik
otu oldugu bildirilmistir.

Rolddn ve ark.”® ise Kolombiya Andes’te yetisen
iclerinde kekigin de (T. vulgaris) bulundugu alti
farkl bitki tirinden elde edilen esansiyel yaglarin
patojen ve probiyotik bakterilere (E. coli, S.
enteritidis, S. typhimurium, L. acidophilus ve B.
breve) karsi antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir. T.
vulgaris’in patojen ve probiyotiklere karsi ayni MBK
(minimum bakteriyosidal konsantrasyon) degerine
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(MBK < 5 mg/mL) sahip oldugu belirlenmistir.
Baska bir calismada, timoliin patojen bakterilere
karsi inhibisyon vylizdesinin vyararli bakterilerden
daha yuksek oldugu, fakat 6jenol ve targin yagi ile
karsilastirildiginda yararli  bagirsak bakterilerine
karsi daha yiksek bir inhibisyon diizeyi gosterdigi
bildirilmistir. L. acidophilus FRP728’e karsi inhibisyon
seviyesi %88 olarak belirlenmistir®¥,

Cetin ve ark.®®, Tirkiye’de endemik kekik tirlerinden
elde edilen ugucu vyaglarin bazi probiyotik
mikroorganizmalar Uzerindeki antimikrobiyal
etkilerini, in vitro olarak incelemistir. Ug kekik tiiri
(Origanum acutidens, Origanum rotundifolium,
Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans) ve
alti probiyotik bakteri (Bifidobacterium bifidum, L.
acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, L. plantarum,
L. reuteri ve S. thermophilus) test edilmistir. Ugucu
yaglarin antimikrobiyal etkilerini belirlemek igin
disk difizyon ve mikrodilisyon analiz yontemleri
kullanilmigtir. Disk diflizyon zon gaplari ve érneklerin
MIK degerleri sirasiyla 16-48 mm ve 7.80-500 pug
/ mL olarak bulunmustur. Ugucu yaglara karsi en
duyarli suslar L. bulgaricus ve S. thermophilus olarak
saptanmistir. L. acidophilus ve L. reuteri diger suslara
gore daha direngli bulunmustur. Karvakrol, GC-
MS analizleri ile ana bilesen olarak belirlenmistir.
Yuksek konsantrasyonda kekik kullaniminin bagirsak
mikroflorasinive 6zellikle fermente gidalarin kalitesini
olumsuz etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.

Kirmizibiber (Capsicum annuum L.)

Kirmizibiber, patlicangiller (Solanaceae) ailesinden
50-200 cm kadar uzayabilen, baslangigta otsu
halde olup zamanla odunsu bir hal alan, uzun, oval,
yuvarlak, kenarlari diz veya dalgali, parlak veya
tlyli yaprak tiplerine sahip bir bitkinin (Capsicum
annuum L.) meyvelerinin kurutularak o6gutilerek
ya da toz halinde kullanildigi bir cesit baharatdir®”),
Ulkemizde en cok tiiketilen baharatlardan biridir.
Turkiye’de yaygin olarak uretilmekte ve dis satimi
yapilmaktadir®®), Biber meyvesi, provitamin A, E ve C
vitaminleri; karotenoidler ve kapsaisinoidler, luteolin
ve kuersetin gibi fenolik bilesiklerin iyi bir kaynagidir.
Capsicum meyvelerinden elde edilen aci biberlerde
bulunan kapsaisinoidler aci tattan sorumludur.

Kapsaisin ve dihidrokapsaisinden baska biberlerde
en az dokuz oOnemsiz kapsaisinoidin bulundugu
belirlenmistir. Meyveler olgunlastik¢a kapsaisinoidler
artar. Kapsaisin ve diger kapsaisinoidler, stabil
alkaloidlerdir; uzun siire pisirilip ¢ozlldiukten sonra
da bozulmadan kalirlar®. C. annuum L., antioksidan,
antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuar ve
antikanser dahil olmak (zere birgok temel besin ve
biyoaktif bilesik icerir.

Kirmizi biberde, alkaloidler, flavonoidler, polifenoller
ve steroller biyolojik aktif bilesikler olarak
tanimlanmistir. Fitokimyasallar, farkli mekanizmalar
yoluyla antimikrobiyal aktivite gosterirler. Alkaloidler
tim Capsicum biber ekstraktlarinda bulunmaktadir.
C. annuum ekstraktlarinda bulunan diger bir bilesen
olan flavonoidlerin, antimikrobiyal, anti-inflamatuar,
anti-anjiyonik, analjezik, anti-alerjik etkiler, sitostatik
ve antioksidan ozellikleri bilinmektedir. C. annuum
meyvelerinin antimikrobiyal aktivitesinden, temel
olarak kapsaisin veya diger sinnamik asit yolu ara
artnlerinin sorumlu oldugu ileri striilmektedir®?.
iki C. annuum L. tiiriinden (kivircik kirmizi ve biyik
kirmizi biber) oleoresin etanol ile ekstrakte edilmis
ve ardindan patojenik bakterilere (S. aureus,
Staphylococcus epidermis ve E. coli, P. aeruginosa)
karsi antibakteriyel aktivitesi in vitro disk diflizyon
yontemi kullanilarak incelenmistir. Kivircik kirmizi
biber oleoresinin S. aureus, S. epidermis, E. coli ve
P. aeruginosa igin inhibisyon bdlgesinin sirasiyla
18.25, 17, 24 ve 2.9 mm oldugu, ayni sekilde blylk
kirmizi biber oleoresinin inhibisyon zonunun sirasiyla
2.86, 2.02, 1.06 ve 1.65 mm oldugu belirlenmistir.
Bu sonuglara gore, C. annuum L. oleoresinin,
potansiyel bir dogal antibakteriyel trin olarak kabul
edilebilecegi bildirilmistir®Y,

Casimir ve ark.®?, biber meyvesinin (C. annuum var
an.) ham ve konsantre ekstraktlarinda antioksidan
ve antimikrobiyal aktiviteye sahip  kimyasal
bilesim, toplam flavonoid ve karotenoid igerigini
degerlendirmek amaciyla vyaptiklari arastirmada,
konsantre ekstrakt, ters ozmoz islemi ile elde
edilmis ve radikal stipirme potansiyeli belirlenmistir.
C. annuum’un konsantre ekstraktlarinin GC-MS
analizi ile C. annuum ekstraktlarinin laktik asit,
valerik asit, 5-metoksi, bitandioik asit, fenilalanin,
heksadekanoik asit, etil ester, 6-metoksi-heksan-



2-ol, bitan, 2,3 diol, pentanoik asit, 4-okso-,
3-metil- 2-hidroksilbutanoik asit, benzenasetik
asit,  4-hidroksil,  1,2-benzendikarboksilik  asit
ester, 2,5-furandikarboksilik asit, 7-hidroksil7-
metiloktanoik asit ana bilesenleri icerdigini
gostermistir. Sonuclar, konsantre ekstrakttaki toplam
flavonoid (3.7+0.1g/L Eq kuersetin) ve toplam
karotenoid (54.33+1.1 mg/100 mL taze ekstrakt)
iceriginin ve antioksidan aktivitelerinin (83.44 + 0.98)
oldugunu gostermistir. Calisma ayrica Gram pozitif
ve negatif mikroorganizmalarin test edilen konsantre
ekstrakttan etkilendigini gostermistir ve ekstraktinin
MIK degerlerinin 10 ile 20 ug/mL arasinda oldugunu
gostermistir.  Kullanilan mikrobiyal suglar Gram
pozitif bakteriler (S. aureus UFPEDAQ2, E. faecalis
ATCC6057 ve B. subtilis UFPEDA86) ve Gram negatif
bakterilerden (E. coli ATCC25922, P. vulgaris, P.
aeruginosa UFPEDA416) secilmistir.

Oranisu ve ark.®® Nijerya’da bazi baharatlarin
(kimyon, kori, kirmizi biber, beyaz biber ve zencefil)
methanol ekstraktlarinin, standart agar kuyu
difizyon ve tup dilusyon (MIK) yontemleri ile bazi
mikroorganizmalar (S. aureus, E. coli, K. pneumonia,
S. typhi and Proteus mirabilis) Gizerine antibakteriyel
aktivitelerini arastirdiklari calismada, 6.25 ile 25.0
mg/ml arasinda degisen MIK tesbit edilmistir.
Kirmizi biberin tiim test organizmalari (izerinde genis
antimikrobiyal etki (25.0 ve 12.5 mg/ml) gosterdigi
belirlenmistir.

Sutherland ve ark.?®nin calismasinda ekstraktlarin
hem probiyotik (L. reuteri, L. rhamnosus ve B. lactis))
hem de patojenler (E. coli 0157 ve E. coli LF82)
lzerine antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmis,
kirmizibiberin sulu ekstraktlarinin 5 g kuru agirhgin
1:50 konsantrasyonunda, test edilen tim bakteriler
Uzerinde gelistirici etkisi oldugunu, etil asetat ile
hazirlanan ekstraktlarin ise incelenen tim bakteriler
Uzerinde inhibe edici etkisi oldugunu saptamiglardir.
Ekstraktlarin kimyasal analizi yapilmamistir. Ancak,
antimikrobiyal etkili maddelerin etil asetat ile
hazirlanan ekstrakta gectigi ve antimikrobiyel
etkide kullanilan ¢o6ziicinin de o6nemli oldugu
disinilmektedir.
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Antimikrobiyalpeptitler(AMP’ler), mikroorganizmalar,
eklembacakhlar, bitkiler ve hayvanlar dahil hemen
hemen tim canllarda dogustan gelen bagisiklik
sisteminin bir parcasini olusturur. Bu AMP’ler,
patojenik bakterilere (Gram-negatif ve Gram-pozitif),
mantarlara, zarfli virislere ve diger parazitlere
karsi glicli, genis spektrumlu antimikrobiyal
etkileri vardir. Bitkiler, kendilerini patojenlere karsi
savunmak icin ¢ok cesitli antimikrobiyal proteinler
ve peptitler Gretirler ve hemen hemen tim bitki
turlerinde genellikle tohumlar, yumrular, Greme
organlari, cicekler ve meyveler gibi depolama
organlarinda bulunurlar. Bu peptitlerin, bitkilerin
mikrobiyal enfeksiyona karsi korunmasinda énemli
bir rol oynadigi bilinmektedir. Bunlar, 3 ile 10 kDa
arasinda degisebilen diisik molekiler agirhiga ve
pozitif yike sahiptirler, hidrofobik bir yilzeye ve
baska bir yukliu yizeye sahip amfipatik molekiillere
katlanirlar ve hedef hiicrenin zari ile etkilesimi
kolaylastirirlar.  Birincil ~ yapilarin ~ homolojisine
dayanarak, bitki antimikrobiyal peptidleri snakinler,
hevein tipi peptitler, digim tipi peptitler, MBP-
1 peptitler, makrosiklik peptitler, lipit transfer
proteinleri (LTP’ler), defensinler ve tiyoninler olmak
Uzere gruplandirilabilir. Capsicum bitkilerinin farkh
kisimlarindan, AMP’ler tanimlanmistir. C. annuum L.
tohumlarindanizole edilen peptitler, maya Gremesine
karsi etkilidir ve C. annuum meyvelerinde mantar
Onleyici ve antibakteriyel tiyonin de tanimlanmustir.
Molekuler katleleri 5.0 ile 8.5 kDa arasinda olan,
farkli mayalara karsi guiglu antifungal aktiviteye sahip
ve serin-proteinaz inhibitorlerine yiiksek oranda
homolog olan Ug¢ peptit saptanmistir®. Etkili bitki
kaynakli antifungal bilesiklerin ticari potansiyeli
blyik olclide kesfedilmemistir. Bitkilerde bulunan
yeni AMP’lerin insanlar Uzerinde olasi kullanimi
icin daha fazla arastirilmasina ihtiya¢ vardir. Bu tdr
yaklasimlarin, insan enfeksiyonlarini tedavi etmek
icin bitki peptitlerinin Gretimi konusunda yeni ufuklar
acacagi dustunulmektedir(®59),

Kimyon (Cuminum cyminum)

Kimyon anavatani Dogu Akdeniz ve Orta Dogu olan,
mayis-haziran aylari arasinda beyaz ve pembemsi
renkli cicekleri acan, maydanozgiller (Apiaceae)
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familyasina ait bir yillik otsu bir bitkinin olgunlastiktan
sonra toplanip kurutulan tohumlarin 6gutilmesiyle
elde edilen ve Tirk, Latin, Hint ve Arap mutfaginda
yaygin olarak kullanilan bir baharatdir®”. Tirkiye’de
Konya, Ankara, Eskisehir, Nigde sehirlerinde
yetistiriimekte olan kimyon, genellikle geleneksel
lezzetlerde, bunun disinda et, sebze, yumurta, peynir,
sos, tursu, ekmek gibi Griinlerde kullanilmaktadir®®®,
Esansiyel yag (%2.5-4.5) kimyonun en 0&nemli
kimyasal bilesenidir. Kimyonun ana komponentleri
simen (cymene) ve kimyon aldehit (cumin aldehyde),
terpenoidler olarak bildirilmistir(58-9,

Yapilan daha bir ¢ok galismada kimyonun cesitli
mikroorganizmalar Gzerinde antimikrobiyal etkisinin
oldugu bildirilmistir®>663),  Ozcan ve Erkmen®",
Turkiye’de yetisen kimyonun, esansiyel vyagini
Clevenger hydrodistillasyon method ile elde ettikten
sonra, inceledikleri biitin mikroorganizma turleri (S.
typhimurium, B. cereus, S. aureus, E. faecalis, E. coli,
Y. enterocolitica, Saccharomyces cerevisiae, Candida
rugosa, Rhizopus oryzae ve Aspergillus niger)
Uzerine, in vitro olarak gu¢li bir antimikrobiyal etkisi
oldugunu, etki dozunun %1-15 arasinda degistigini
bildirmistir. Kif tirlerini inaktive etmek icin (%10),
mayalardan (%1) daha yiksek konsantrasyonlarda
kimyon esansiyel yag gerekmistir. En yiksek
antimikrobiyal etkinlik %15 oranindaki kimyon
esansiyel yagi ile belirlenmis ve incelenen tim
mikroorganizmalar izerinde etkili olmustur.

Behbahani ve ark.® tarafindan, kimyon esansiyel
yaginin (KEY), taramal elektron mikroskobu (SEM)
ile E. coli ve Listeria innocua’ya karsi antimikrobiyal
etkileri ve etki mekanizmasini, kimyasal bilegimi
gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC-MS)
ile, KEY’nun antimikrobiyal etkileri Kirby-Bauer,
agar kuyu difiizyon, mikrodilisyon ve minimum
bakterisit/mantar o6lduriici konsantrasyon (MBC/
MFC), toplam fenol icerigi (TPC), Folin-Ciocalteu
yontemleriyle degerlendirilmistir.  KEY’'nin  ana
bilesiginin kiiminal (%28.28) oldugu belirlenmistir.
Kimyon esansiyel yaginin MIK ve MBC/MFC’si
sirasiyla P. aeruginosa i¢in 32-128, E. coli icin 32-64,
S. aureus igin 2-8, L. innocua igin 4-16 ve C. albicans
icin 2-4 mg/mL olarak belirlenmistir. incelenen

mikroorganizmalari 6ldiirebilen minimum esansiyel
yag konsantrasyonun, C. albicans igin daha disuk
oldugu ve bunu Gram pozitif ve Gram negatif bakteri
turleri izledigi belirlenmistir. Mayanin mikrobiyal
blyume baskilayici ajanlara karsi yiiksek duyarliliginin
mekanizmasi literatirde hentz bildirilmemistir.
Bakteri suslari Gzerindeki inhibitor etkinin ortamdaki
buhar agregasyonunun boyutuyla iliskili olabilecegi
ve bu inhibe edici etkinin, ayni zamanda, morfolojik
degisikliklere atfedilebilecegi distinilmugstir. Gram-
negatif bakterilerin KEY’'na Gram-pozitif olanlara
kiyasla daha vyiksek dirence sahip olmasinin
nedenini hicre zarlarinin tek katmaniyla kiyasla
daha karmasik lipopolisakkarit bazli yapisi ve gram
pozitiflerin  mukopeptidik yapisina atfedilmistir.
Lipopolisakkarit tabakanin Gram-negatif bakterilerin
hicre zarlari  boyunca hidrofobik esansiyel
bilesiklerinin diflizyon hizini sinirlayabilecegi, ek
olarak, hiicre zarlarinin lipid kismindaki ¢oztinGrlak
orani ve antimikrobiyal ajanlarin (6rnegin KEY)
konsantrasyonu ve zar yizeylerinin hidrofobikligi,
bakteri hicrelerinin antibakteriyel bilesiklere karsi
direncini etkileyebilecegi duslinilmustir. KEY’nin
antimikrobiyal etkisinin, fenolik bilesiklerinden
kaynaklanabilecegi dlstunulmektedir. Bu biyoaktif
bilesenler, oksitlenmis bilesigin enzimatik inhibisyonu
yoluyla veya spesifik olmayan mekanizmalar yoluyla
proteinlerin silfhidril gruplariyla reaksiyona girerek,
protein islevselligini degistirerek mikrobiyal Gremeyi
onleyiciroller oynayacagi vurgulanmistir. Mikroskobik
gozlemler ile, KEY’nin hucrelerin gegirgenliginde
artisa neden oldugunu ve zar bitanlGgana
bozdugunu gosterilmistir. Ayrica, hiicre sekli ciddi
sekilde bozulmus ve hiicre olimine (MIK'de 24.
saat) yol agmistir®). Kimyonun ve ana bilesenlerinin
(kiminaldehit ve simen) diger mikroorganizmalar
Gzerindeki antimikrobiyal etki mekanizmalari ile ilgili
daha fazla galisma yapilmalidir.

Kimyonun,  probiyotik  bakteriler  lzerindeki
antimikrobiyal etkisi ile ilgili az miktarda calisma
bulunmakla birlikte, Das ve ark.®® tarafindan
gerceklestirilen bir calismada, disk difizyon ve
MIK yontemleri kullanilarak bazi Hint baharatlari
ve otlarinin (bltiin meyve, tohum veya yaprak
seklinde kimyon, ¢orek otu, hardal, cemen, ajvan
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(ajowain, karambol tohumu), kori yapragi, muskat
ve kina) bazi entero-patojenik, probiyotik veya gida
bozucu mikroorganizmalara (S. enterica serovar
typhimurium, MTCC 3224, Serratia marcescens
MTCC 4822, S. aureus MTCC 7405, E. coli MTCC 3221,
K. pneumoniae subsp. pneumoniae MTCC 6644, P.
vulgaris MTCC 7299, B. cereus MTCC 6909, L. brevis
MTCC 4460 ve A. niger susu) karsi antimikrobiyal
aktiviteleri degerlendirilmistir. Cemen otu, hardal
ve kinanin sulu ekstraktlarinda en genis inhibisyon
bolgeleri (12-14 mm) saptanmistir. K. pneumonia
ve A. niger en direncgli mikroorganizmalar olarak
belirlenmis iken, S. aureus ve E. coli en duyarli suglar
olarak saptanmistir. Sulu ve etanolik ekstraktlarin
MIK analizi, test edilen suslara karsi kimyonun
en ylksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
gbstermis, bunu hardal, kina ve ajovan izlemistir. L.
brevis MTCC 4460 icin MIK, sulu ektrakt icin 20 mg
kuru agirhik.ml?, etanol ekstrakti icin 40 mg kuru
agirhk.ml* olarak belirlenmistir. Sulu ekstrakt-etanol
ekstrakti MIK degeri E. coli i¢in 10-15, S. aureus igin
15-20, S. enterica igin >50-25, S. marcescens igin 15-
20, K. pneumoniae igin 10-25, P. vulgaris igin 10-20,
B. cereus igin 10-40 ve A. niger igin 30-50 mg kuru
agirlik.ml*olarak saptanmistir.

Viuda-Martos ve ark.®”, keklik otu (Origanum
vulgare), kekik (T. vulgaris), biberiye (Rosmarinus
officinalis), adacgayi (Salvia officinalis), kimyon (C.
cyminum) ve karanfil (S. aromaticum) esansiyel
yaglarinin, gida endustrisinde starter  kaltir
olarak kullanilan L. curvatus, Lactobacillus sakei,
Staphylococcus carnosus ve Staphylococcus xylosus
ve gidalarda bozulmaya yol acan Enterobacter
gergoviae, Enterobacter amnigenus’e bakterileri
Uzerine antibakteriyel aktivitelerini belirlemek igin
agar disk diflizyon yontemi ile yaptiklari arastirmada,
analiz edilen alti ugucu yagin timundn, test edilen
alti bakteri tzerinde inhibitor etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir. Kekik esansiyel yagi en yilksek
inhibisyon etkisini gosterirken bunun ardindan
sirayla kimyon ve karanfilin geldigi saptanmistir.
Kimyon esansiyel yagi, 31.23 mm (L. sakei) ile 38.17
mm (E. gergoviae) arasinda degisen inhibisyon zonu
gostermistir. L. curvatus, Avrupa Gida Glvenligi
Otoritesi tarafindan biyolojik ajanlar listesine dabhil
edilmis, mikemmel fermantasyon &zellikleri ve
saglk yararlari nedeniyle cok dikkat ceken bir aday
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probiyotiktir®®), L. sakei’'nin probiyotik 6zelligi uzun
zamandir bilinmektedir®). S. carnosus ve S. xylosus
diinya genelinde gida fermentasyonunda starter
kilturler olarak tek basina veya laktobasiller veya
diger mikroorganizmalarla kombinasyon halinde
kullanilan iki ana stafilokok tartdur™).

Tar¢in (Cinnamomum Spp.)

Targin, anavatani Giiney ve Guneydogu Asya olan,
Defnegiller (Lauraceae) familyasindan gelen, yaprak
dokmeyen aromatik kokulu aga¢ kabuklarinin
kurutulduktan sonra toz haline getirilmesi ile elde
edilen ve yaygin olarak kullanilan olduk¢a aromatik
bir baharatdir™. Cinnamomum cinsinden targin
agaclarindan ticari olarak {Uretilen targinin dort
ana tlrd vardir: Gergek targin, Seylan targini veya
yumusak tar¢in olarak adlandirilan Cinnamomum
verum, Cin targini veya Saygon tarcini olarak
isimlendirilen Cinnamomum cassia (Kasya targini),
korintje tarcini olarak adlandirilan Cinnamomum
burmannii, kraliyet targini olarak isimlendirilen
Cinnamomum loureiroi. Targinda (Cinnamomum
zeylanicum) izole edilen ve tanimlanan ana bilesikler
polifenoller ve ucucu fenoller olmak Uzere iki
kimyasal sinifa aittir?. Sinnamaldehit, sinnamil
asetat ve sinnamil alkol targinin ¢ ana bilesigidir.
Fenolik bir bilesik olan 6jenol ve aromatik bir aldehit
olan sinamaldehit tar¢inda bulunan esansiyel yaglar
olarak bildirilmistir”®. Targin antimikrobiyal aktivitesi,
inflamasyon, gastrointestinal bozukluklar ve idrar
yolu enfeksiyonlari gibi durumlarda saghgi gelistirici
ajan olarak kullanilir. Targinin ana bileseni olan
sinnamaldehit, hiicre duvari biyosentezini, membran
fonksiyonunu ve spesifik enzim aktivitelerini inhibe
ettigi icin mikroorganizmalar tzerinde antimikrobiyal
etkilere sahiptir®y. Targinin gida kaynakh patojen
bakterileri inhibe ettigini gosteren bir ¢ok calisma
bulunmaktadir?+77,

Targinin  antibakteriyel aktivitesi, sinnamaldehit
ve oOjenol gibi biyoaktif fitokimyasallardan
kaynaklanmaktadir. Targin kabugu esansiyel yaginin ve
ana bilesenleri olan trans-sinnamaldehit ve 6jenoliin,
¢ocuklarda ve bagisikhigl baskilanmis yetiskinlerde
enfeksiyonlara neden olan firsatgi patojenler olan
Cronobacter sakazakii ve Cronobacter malonaticus’a
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karsi antibakteriyel aktivitesini belirlemek icin
yapilan bir arastirmada, in vitro olarak 19 bitki tlrevi
bilesik ve bes ugucu yag test edilmistir. Her iki sugun
da timol, karvakrol, timokinon, p-simen, linalool,
kafur, sitral, 6jenol ve trans-sinnamaldehitin yani sira
targin, limon otu, kekik, karanfil ve defne esansiyel
yaglarina duyarli oldugu, minimum inhibitor
konsantrasyonlarin 0.1 ve 2.0 mg/mL arasinda
degistigi belirlenmistir. Timol, karvakrol ve trans-
sinnamaldehit en aktif bilesenler olarak saptanmistir
(MIK 0.1-0.3 mg/mL). Sonuglar, sivi ve buhar fazinda
tarcin esansiyel yaginin MIK degerlerinin (0.25 ile
0.5 mg/mL arasinda degisen) t-sinnamaldehit icin
ayni kosullarda kaydedilenlere (0.128 ile 0.3 mg/
mL arasinda degisen) benzer oldugunu gostermistir.
Ojenol, daha disiik antibakteriyel aktiviteye isaret
eden daha yiksek MIK degerleri (0.512 ile 1.0 mg/
mL arasinda) gostermistir(®),

Buhar damitma yolu ile elde edilen ticari targin
esansiyel yaginin  (TEY) antibakteriyel etki
mekanizmasini  belirlemek amaciyla yapilan bir
arastirmada E. coli ve S. aureus’un her ikisi icin
MIK degerleri 1.0 mg/ml, MBK sirasiyla 4.0 mg/
mL and 2.0 mg/mL olarak belirlenmistir. GC-MS
analizi ile targin esansiyel yaginin ana bileseninin
sinnamaldehit (%92.4) oldugu dogrulanmistir.
SEM ile vyapilan gozlemde, TEY eklendikten
sonra, bakteri hicrelerinin morfolojisinde hiicre
hasarini gosteren bariz degisiklikler olmus, MBK
seviyelerinde tarcin EO eklendiginde ise hicreler
yok olmustur. TEY, ilk birka¢ saatte numunelerin
elektrik iletkenliginde hizli bir artisa neden olarak
kiicik elektrolitlerin sizmasina neden olmus ve
ayrica, hicre slispansiyonundaki proteinlerin ve
nikleik asitlerin konsantrasyonu da yikselmistir.
Bu calisma, targin EO’nun sitoplazmik zar Uzerinde
etki ederek zarin bitunlGginiG etkileyebilecegini
ortaya koymustur”. Cui ve ark.®” tarafindan ticari
tarcin esansiyel yaginin antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek amacli gerceklestirilen arastirmada, targin
ana bilesenini 6jenol (%75.52) olarak, MIK ve MBC
degerlerini tlp dilusyon yontemi ile sirasiyla %0.025
ve %0.05 olarak belirlemislerdir. Bu incelemelerde E.
coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S. typhi B11,
K. pneumoniae ATCC 13883, B. subtilis IFO 3457, P.
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus pumilus ATCC 27142
suslari  kullanilmistir.  Yapilan incelemeler targin

yaginin mikrobiyal hiicre zarina zarar verebilecegini
gbstermis ve targin yaginin mikrobiyal hiicre zarina
dogrudan zarar vermesinin ana antibakteriyel
mekanizma oldugunu ima eden ATP ve DNA kaybi
belirlenmistir.

Behrad ve ark.®Ynin, 28 giinlik depolama stiresince
yogurtta bulunan probiyotik bakteri dizeyini ve
bitki eksrakti eklenmis yogurdun Helicobacter
pylori ‘nin in vitro blylmesine etkisini belirlemek
amaciyla yaptiklar arastirmasinda, %6 sulu targin
veya sulu meyan koki ekstraktlari ve probiyotik
bakteriler (Lactobacillus acidhophilus LA-5 ve NCFM,
Bifidobacterium Bb-12, L. casei LC 10) siite eklenerek
fermente edilmis ve sogukta depolama sirasinda
ve sonrasinda probiyotik bakterilerin canhhg
degerlendirilmistir. H. pylori Gremesinin in vitro
inhibisyonu, agar difizyonu ve minimum inhibit6r
konsantrasyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Bitki ekstrakti eklenmis yogurt suyu numunelerinin
her biri (25 uL), standart kagit disklere (Whatman,
UK) emdirilmis ve %7 koyun kani (BML, Malezya)
ilave edilmis Columbia agar Uzerine yerlestirilmis
ve besiyeri 0.1 mL miktarinda iki farkli H. pylori
stspansiyonu (108-10° cfu/ml) ile inkokule edilmis ve
inkubasyondan sonra inhibisyon zonlari dl¢timastdr.
Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK), H. pylori
suspansiyonu ile inokulasyondan o&nce, g¢esitli
hacimlerde (0.25-3 mL) isitilmis (50°C) bitki iceren
yogurt suyu ekstrakti karistirilmasiyla belirlenmistir.
Bitki ekstraktlarinin varliginin, depolama
sirasinda probiyotik popllasyonunu etkilemedigi
gbzlemlenmistir. Targin-yogurt-su 6zt (13.5 mm),
meyan-yogurt 6zitl (11.2 mm) ile karsilastirildiginda
H. pylori Giremesi lzerinde daha yilksek inhibisyon
etkisi gostermistir. 1 mL hacimde meyan koki-yogurt
0zl, her iki H. pylori susu inhibe edici bir etkiye
sahipken, tar¢inli yogurt suslar icin 3 ve 2 mUlik
bir hacimde H. pylori Gremesini inhibe edebilmistir.
Targin ve meyan kokinin H. pylori Uremesini
azaltmak icin biyoaktif bilesenlere sahip oldugunu
sonucuna varilmistir. Ancak bu bitki ekstrakti katilmis
yogurtlarin H. pylori'nin remesini durdurmadaki
etkinligi, midenin agin asidik ortaminda da
arastiriimasi gerektigi ifade edilmistir.

Farkh starter kaltarlerin farkh Mn?* gereksinimleri
vardir. Zaika ve Kissinger® baharatlarda bulunan
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manganez iyonlarinin (Mn?*) starter kaltarler igin
glclt uyaricilar oldugunu bildirmistir. Bu gelistirici
etkinin karanfil, kakule, zencefil, kereviz tohumu,
tarcin ve zerdecgal gibi bitki kompenetlerinin asit
Uretimini artiran Mn?* icermesinden kaynaklandig
dustnllmektedir®?, Fakat, targin esansiyel yaginin
L. plantarum 98L11, L. plantarum 62E11a, 62E21,
L. acidophilus FRP728, B. longum FRP63 ve B. breve
FRP67 karsi yiiksek konsantrasyonda inhibisyon etki
gosterdigi de bildirilmistir®. Ayni bitki veya baharatin
ugucu yaglari ile ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
antimikrobiyal bilesiklerinin etkinligi arasinda farkh
sonuglar ortaya c¢ikabilmektedir(®.

Zencefil (Zingiber officinale)

Zencefil, Zingiberaceae ailesinden, Asya, Cin,
Hindistan ve Arabistan’da ¢ok tercih edilen,tropikal
yumru kokli sarimtirak  bir  bitkidir®”?.  Yumru
bigiminde bir birine ge¢mis yuvarlaklar seklinde
gorinen kokleri rendelenerek ve dilimlenerek
yemeklere katilabilidigi gibi, kurutularak 6gutilip
toz baharat seklinde veya esansiyel yagi cikarilarak
kullanilabilir. Zencefilde bulunan zingerol, zingiberin
ve bisabolen gibi komponentlerin antimikrobiyal
aktivitesinin kaynag oldugu rapor edilmistir®,
Zencefilin  patojen  mikroorganizmalara  karsi
antimikrobiyal etkisi oldugu pek c¢ok c¢alismada
bildirilmistir®**9, Fakat Sutherland ve ark.?®, zencefil
koklerinin asidik yapidaki sulu ekstraklarinin L. reuteri
ve L. rhamnosus’un, pH 7 karakterli ekstraktlarin
L. reuteri ve B. lactis’in gelisimini destekledigi
bildirmistir. Yine pH 7 organik ¢6ziici ile elde edilen
ekstraktlarin batin probiyotik bakteriler Gzerinde
gelisimi destekleyici etkisi oldugunu saptamistir.
Bu gelistirici etkinin bitki komponentinde bulunan
minerallerden (manganez iyonlari, Mn?) ile ilgisi
olabilecegi dustinilmektedir(®?.

Ucucu yaglar gida patojenlerine karsi antibakteriyel
aktivite gosterse de, bunlarin  mekanizmasi
tam olarak anlagilamamistir. Zencefilin bakteri
ve mantarlar Uzerindeki etki mekanizmalari az
calisilmistir ve daha fazla arastirmaya ihtiyag
bulunmaktadir®. Wang ve ark.®", stiper kritik CO, ve
buhar damitma kullanarak zencefil esansiyel yaginin
(ZEY), E. coli ve S. aureus Uzerine antibakteriyel
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aktivitesi ve etki mekanizmasini belirlemek amach
yaptiklari arastirmada, GC-MS ile yapilan incelemeler
sonucu ZEY’larinin ana bilesenlerinin zingiberen ve
a-kurkumen oldugunu ortaya konmustur. ZEO'nun
S. aureus igin inhibisyon zonunun (1Z) ¢api 17.1
mm, MIK 1.0 mg/mL ve MBK 2.0 mg/mL olarak; E.
coli 1Z 12.3 mm, MIK ve MBK degerleri sirasiyla 2.0
mg/mL ve 4.0 mg/mL olarak belirlenmistir. ZEY’larin
antibakteriyel ~mekanizmasinin  incelenmesinde,
ZEY’larinin dogrudan hiicre zarina etki ettigi, hiicre
zari yapisini tahrip ettigini ve daha sonra hiicre zari
gecirgenligini artirarak bakterilerin temel yapisal
islevlerini kaybetmesine ve sonunda bakteri hiicre
O0liumine neden oldugu belirlenmistir. ZEY’larin
antibakteriyel mekanizmasinin, bakteri proteinleri
ve nikleik asitler gibi makromolekiiler maddelerin
sizintisina yol agan bakteri hiicre zarina verilen
hasar olarak tanimlanmis ve nihayetinde bakteriyel
metabolik aktivitenin azalmasiyla hiicre oliminin
gergeklestigi sonucuna varilmistir. Ayrica, ZEY’nin
hidrofobik bilesikleri, membranin lipofilik kismi
ve izole edilmis mitokondri ile etkilesime girerek
batanliklerini ve fonksiyonlarini (protein, nikleik
asit, enerji metabolizmasi ve enzim aktivitesi)
bozabilecegi, bu nedenle, ZEY’larin mikrobiyal
hiicreleri etkilemek icin cesitli yollari olabilecegi
ifade edilmistir.

Antimikrobiyal icerikli Diger Bazi Bitkiler

Asagida mutfagimizda yaygin olarak kullanilan ve
anmikrobiyal 6zelligi bilinen diger bazi bitkiler yer
almaktadir.

Roka (Eruca sativa)

Bahcelerde yetistirilen yapraklarinin yakici lezzetli bir
ucucu yaga ve bol miktarda vitamin C’ye sahip olan
roka ayni zamanda kuersetin ve sinapik asit tasiyan
bir yillik ya da iki yillik bir bitkidir®». Ana vatani
Akdeniz bolgesi olan roka Brassicaceae familyasina
aittir®, Yapraklarindan elde edilen ugucu yag, yiksek
oranda sulfir ve azot iceren bilesik bulundururken®?,
tohum vyaglari ise erusik, linoleik ve linolenik
asitleri icermektedir®. Rokanin, baslica faydali
ozelliklerinin, C vitamini ve bazi mineral tuzlarinin
(demir, kalsiyum ve fosfor gibi) ve polifenoller
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gibi diger biyomolekdillerin varligiyla ilgili oldugu
distnilmektedir. Roka tohumlari géz hastaliklarinda
antiseptik, ekspektoran, tonik, stomasik, dilretik,
ayrica  afrodizyak ve antikanserojen olarak
kullaniimaktadir. Taze yapraklarininise uyarici 6ksuriik
kesici, diliretik olarak kullanildigi bildirilmistir®s°7),
Rokanin kok, yaprak/toprak ustiinde kalan kisim
ve tohum yaginin antimikrobiyal aktivitesi lizerine
yapilmis pek cok calisma bulunmaktadir(®*°9),

Roka yapraklarinin iceridigi glukozinolatlar (GSLler)
islemesirasindayapraklarkesildigindeveyaezildiginde
serbest kalir ve dokuda dogal olarak bulunan
mirosinaz enzimi ile temas ettiginde hidrolize olur,
bu da allil izotiyosiyanatlar, metil-izotiyosiyanatlar
ve 4-(metilsilfinil)-bitil-izotiyosiyanat, nitriller, gibi
cesitli aroma bilesenlerinin olusumuna yol agar.
Bu enzimatik parcalanma Urlnleri, ppd dizeyinde
bile algilanabilen oldukga keskin bir tat ve kokuya
sahip olup bazilarinin antibakteriyel, antifungal,
antiprotozal ve nematosidal etkileri bilinmektedir.
Ornegin alil izotiyosiyanatlarin B. cereus IFO-13494’e,
B. subtilis IFO-13722, E. coli JCM-1649, P. aeruginosa
IFO-13275, S. enteritidis JCM-1891, S. aureus IFO-
12732, Vibrio parahaemolyticus |FO-12711, S.
typhimurium ATCC14028, S. cerevisiae NFRI-3066,
C. albicans IFO-1061, A. niger ATCC-6275) Uzerine
antibakteriyel aktivite sergiledigi bildirilmis ve in vitro
olarak saptanan MIK degerleri 90, 110, 34, 54, 110,
110, 54, 54, 22, 22, 37 ng/mL olarak siralanmistir.
Alil izotiyosiyanat etki mekanizmasi, bakteriyel
membran  6zelliklerinin  degismesini, bakteriyel
ylzey yikinin azalmasini ve bunun sonucunda
potasyum sizintisi ve propidyum iyodir alimi ile
sitoplazma zarinin butinlGgini tehlikeye girmesini
seklinde agiklanmistir. Roka 6z0 ayrica antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bilinen flavonoidler,
alkaloidler ve terpenoidleri icerir. Bu tlr bitki
sekonder metabolitleri, membran fonksiyonunun ve
yapisinin (akis sistemi dahil) bozulmasina, DNA/RNA
sentezi ve fonksiyonunun kesintiye ugramasina, ara
metabolizma ile etkilesime, sitoplazmik bilesenlerin
pihtilasmasinin indiiklenmesine ve normal hiicre
iletisiminin kesintiye ugramasina neden olabilir®.

Roka, zengin polifenol kaynagidir ve kuersetin,
kaempferol ve isorhamnetin’in baskin oldugu
flavonoidler icerir?®, Polifenoller, istilaci patojenlere

ve ultraviyole radyasyondan kaynaklanan hasara
karsi  koruma saglamak icin bitki savunma
sistemlerinin ikincil metabolitleri olan fitokimyasallar
sinifidir.  Anti-bakteriyel, anti-inflamatuar, anti-
oksidan, anti-kanser, anti-diyabetik, obezitenin
onlenmesi ve kardiyovaskiiler ve serebrovaskiler
hastaliklarin 6nlenmesi gibi bircok saglik etkileri
vardir. Polifenollerin mikrobiyotayi etkileyebilecegine
dair bazi kanitlar da vardir®, Besinlerden ince
bagirsak tarafindan emilen diyet polifenollerinin
orani dusiktir, toplam tliketimin %5 ile %10'u
arasinda degisirken, emilmeyen polifenollerin
%90-95’i  bagirsak  mikrobiyotasi  tarafindan
biyotransformasyona ugrayacaklari kalin bagirsaga
tasinir ve kolonik mikrobiyota tarafindan basit
fenolik asitlere, laktonlara ve muhtemelen diger
bilesiklere metabolize edilirler. Bagirsak mikrobiyal
toplulugunun farkh substrat tercihleri ve metabolik
yetenekleri nedeniyle, polifenol tiiketimi bagirsak
mikrobiyotasinin bollugu ve gesitliligi ile iligkili olabilir
ve polifenollerin bagirsak mikrobiyotasi Gzerindeki
duzenleyici  etkileri  oldugu  bilinmektedir*,
Ornegin insan diski bakterileriyle toplu kiltir
fermantasyonu vyapilmis, 150 ve 1.000 mg/L
dozunda flavanoller [(+)-katesin ve (-)-epikatesin]
Bifidobacterium spp.nin remesini onemli olclide
artirmis ve E. coli ile Clostridium histolyticum
grubunun Gremesini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Hem
(+)-katesin hem de (-)-epikatesin, 150 mg/L’lik daha
disiik konsantrasyonda daha iyi prebiyotik etkiler
gostermistirt’®), Cay fenolikleri, saf kilturler ile %0.1
a/h dozunda 24 saat in vitro inkibasyon yapilmis
ve kultlir ortaminda spektrofotometri ile yapilan
sayimda Clostridium perfringens, Clostridium difficile
ve Bacteroides spp. gibi patojenik bakterilerin
blylimesini  engellemis,  probiyotikler  (6rn.,
Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp.) daha az
etkilenmistir4,

Gidalarda bulunan diyet lifleri ve polifenoller,
bakteriler tarafindan saghgi tesvik eden kisa zincirli
yag asitleri (SCFA) ve fenolik asit metabolitleri
tretmek icin kullanilabilir. Galangan, kaempferol,
kersetin ve mirisetin gibi flavonoller ve bunlarin
ilgili glikozitleri, gidalarda bulunan en vyaygin
flavonoidlerdir. ~ Flavanollerin  belirli ~ bagirsak
mikroorganizmalari Gzerinde farkl etkileri oldugu
gosterilmistir. Fratianni ve ark."%”nin arastirmasinda,
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simile edilmis gastrointestinal kosullar altinda
E. sativa’'min L. acidophilus, L. plantarum ve L.
rhamnosus  suslarinin  Uremesi, canli  kalmasi
ve bazi biyolojik 6zelliklerinin etkilenebilecegi
belirlenmistir. Baska bir calismada kuersetinin E.
coli, S. aureus, S. typhimurium ve L. rhamnosus’un
Uremesini in vitro olarak, 62.5 ile 250 ug/mL MIK
dozunda engelledigi bildirilmistir'®®®, Rutin, 10 pg/
mL’lik bir konsantrasyonda Bifidobacterium spp.’nin
Uremesini artirirken, rutin ve kuersetin, 100 pg/
mL  konsantrasyonunda, Bifidobacterium spp.
popilasyonunu énemli 6lciide azaltmigtir*o7),

Sogan (Allium cepal L.)

Allium familyasina ait olan sogan diinyanin pek cok
yerinde yetistirilmektedir®®®), Gunluk kullanimda
¢ig, pismis veya islenerek farkli sogan Urlnlerine
donlstrilir. Sogan protein, kalsiyum, salfar, flor,
provitamin A, B ve C vitaminleri, seker ile %90 sudan
olusmaktadir. Yara, iltihaplar, Glser, soguk alginliklarini
gidermek amaclh tibbi olarak Avrupa, Asya ve Latin
Amerika toplumlarinda kullanilmaktadir.  Antik
caglarda ise sogan cayinin kolera, ates, bas agrilari,
gut gibi hastaliklari tedavi etmek icin kullanildig
ifade edilmistir®®19  Sogan tiketiminin ayrica
kolonda spesifik mikroorganizmalarin (Bifidobacteria
ve Lactobacilli) buylmesini uyardigi bildirilmistir.
Soganda kesildikten sonra aciga c¢ikan suyla
birlestiginde silflrik asit olusturan propanetial-
S-oksitin adli bir sulfur bilesigi bulunmaktadir. in
vivo baslica aktif antibakteriyel bilesenler, allisin
tirevli organo-kukurt bilesikleridir. Sogan yapisinda
bulunan 2 ana komponent, flavonoidler ve alk(en)
il sistein silfoksidlerdir. Soganda, kuersetin ve
kuersetin tirevi flavonollerle birlikte o6zellikle 25
farkl flavonol bulunmaktadir. Soganda bulunan bazi
kuersetin oksidasyon Urlnlerinin de antibakteriyel
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Soganin fenolik
bilesikleri, bunlar igerisinde 06zellikle flavonoller,
glcli serbest radikal temizleyici ve antioksidan
olarak bilinmektedir1t-113),

Yapilan arastirmalar, biyolojik islevlerin esas
olarak sogandaki yilksek organo-kukirt bilesikleri
iceriginden kaynaklandigini géstermektedir. Organo-
kikurt bilesiklerinin yani sira organo-selenyum
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bilesikleri, flavonoller (kuersetin ve glikozitleri) ve
diyet lifi (fruktanlar ve fruktooligosakkaritler (FOS)
soganin biyolojik 6zellikleriyle de iliskilendirilmistir.
Ayrica, saponinler ve peptitler gibi diger sogan
bilesenlerinin, antifungal, antitimor, antispazmodik
ve kolesterol dugslricu aktiviteler ve osteoklastlarin
gelisiminive aktivitesiniin vitroinhibe etme kapasitesi
gibi faydah saghk etkileri oldugu gosterilmistir.
Sogan ekstraktinin bir cok mikroorganizma (E. coli,
Salmonella typhosa, Shigella dysenteria, S. aureus,
C. albicans) Uzerinde inhibe edici etkisi oldugu
bildirilmistir®4,  Soganin  glicli  antimikrobiyal
aktivitesi nedeniyle mikroorganizma Uremesini
kontrol etmek icin gidalarda dogal koruyucu olarak
kullanilabilme potansiyeli vardir. Ancak sogan
ucucu bilesiklerinin glicli tatlari, keskin o6zellikleri
ve biyokimyasal kararsizliklari nedeniyle pratikte
uygulanmasi sinirli olacaktir. Bu nedenle muhtemelen
daha kararli olan fenolik bilesiklerin antimikrobiyal
ozelliklerinin arastirilmasi yoniinde artan bir ilgi
vardir. Ayrica bazi proteinler ve saponinler de bu
aktiviteye katkida bulunabilirt**),

Soganlarda bulunan iki flavonoid alt grubu, baz
cesitlere kirmizi/mor renk veren antosiyaninler
ve bir¢ok cesidin kabugunda sari ve kahverengi
bilesiklerin Gretiminde énemli rol oynayan kuersetin
ve tirevleri gibi flavonollerdir. Ayrica, kabugundan
elde edilen fenolikler ve polifenoller ve soganin
yenilebilir kismindan (Allium cepa L.) elde edilen
ekstraktlar da antimikrobiyal ve antibiyofilm
ozellikleriyle bilinir. Sogan kabugu atiklarinin da
iyi antibakteriyel ve antioksidan o6zellikleri oldugu
bildirilmistir®®, Sogan kabugu atigi ekstraktlarinin
E. coli, P. fluorescens ve B. cereus bakterilerine
ve A. niger, Trichoderma viride ve Penicillium
cyclopium mantarlarina karsi yiiksek antimikrobiyal
aktivitesi gdzlemlenmistir™?”. Uc¢ ispanyol sogan
¢esidinin metanolik ekstraktlarinin etil asetat ve su
alt fraksiyonlarinin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitesi test edildigi bir arastirmada kuersetin
ve kaempferol, B. cereus, S. aureus, M. luteus ve
L. monocytogenes gibi gram pozitif bakterilere
karsi inhibitor oldugu, Gram negatif bakteriler (E.
coli ve P. aeruginosa) hem flavonol standartlarinin
antimikrobiyal etkisine daha az duyarli oldugu
ve C. albicans’in ise tamamen direngli oldugu
belirlenmistir®®, Test edilen sogan ozleri arasinda
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sadece etil asetat alt fraksiyonu antimikrobiyal
inhibisyon gdstermistir. Sharma ve ark.®9, alti farkli
cesit soganin metanolik ekstraktlarinin kuersetin,
toplam fenolikler, flavonoidler, antioksidanlar,
antibakteriyel ve antibiyofilm ozelliklerini
incelemislerdir. Ekstraktlardaki toplam fenolik igerik,
Folin-Ciocalteau’nun  fenol reaktifi kullanilarak
spektrofotometrik  olarak, toplam antioksidan
aktivite FRAP ve DPPH yontemleriyle, ekstraktlarin
in vitro antibakteriyel aktiviteleri Gram negatif (E.
coli ve P. aeruginosa) ve Gram pozitif (S. aureus ve
B. cereus) bakterilere karsi modifiye Kirby-Bauer
disk difizyon yontemi kullanilarak, antibiyofilm
aktivitesi, kristal menekse tahlili ile saptanmustir.
AltI cesit soganin timinde depoda bekletme ile
toplam fenolik ve antioksidan iceriginin arttig
tespit edilmistir. Kirmizi kabuklu soganlarda g ay
sonra, en yuksek toplam fenolik (5110.07 + 196.56
ug GAEg-1FW) ve toplam flavonoid (2254.00 +
154.82 pg QEg-1 FW) belirlenmistir. Kirmizi sogan
ekstraktinin antibakteriyel aktivitesinin sari ve beyaz
cesitlere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Kirmizi gesitten elde edilen sogan 6zitl potansiyel
antibiyofilm aktivitesi de gdstermistir. Antimikrobiyal
ve antibiyofilm aktivitelerini dizenleyen o6nemli
faktorlerin, farkli seviyelerde biyoaktif bilesiklerin
varhigindan kaynaklandigi ifade edilmistir. Gram
pozitif bakteriler icin en ylksek inhibisyon bolgesi
kirmizi sogan 6zl i¢in 13.5 £ 0.9 mm, sari sogan
0zl (Sinsunhwang) icin ise 11.3 + 0.7 mm olarak
gdzlemlenmistir. Ote yandan, Gram negatif bakteriler
icin inhibisyon bdélgesinin nispeten daha kiguk
oldugu bulunmustur. Beyaz sogan 6zleri, hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi zayif
veya hig inhibisyon aktivitesi sergilememistir.

Lasik ve ark.“®, sogan, sarimsak ve kekik sulu
ektraktlarinin, sindirim strecindeki antibakteriyel
ozelliklerinin, mide, ince bagirsak ve kalin bagirsak
olmakiizereligasamadanolusaninsangastrointestinal
sistemi modelinde in vitro degerlendirilmesi amaciyla
yapilan arastirmasinda, segilen baharatlar ve bitki
materyallerinin eklendigi eristeler antibakteriyel
aktiviteleri acisindan degerlendirilmistir. Antagonistik
ozellikler insan kalin bagitrsagindan izole edilen
E. coli, E. faecium, B. animalis ve L. plantarum
bakterilerine karsi arastiriimistir. Test edilen bakteri
suslarina karsi sogan ve sogan ilaveli eristelerin en

yuksek antibakteriyel aktiviteyi gosterirken, en dislk
etki ise kekik ve kekikli eristelerde gozlenmistir. En
yuksek bakteri inhibisyon etkisi genellikle, distk
pH’inda katkida bulundugu mide asamasinda tespit
edilmistir.

Fenolik maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri
Uzerinde etki sahibi olan faktérler arasinda pH ve
sicaklik degerleri 6ne c¢ikmaktadir®?®, Sutherland
ve ark.?®, soganin asidik sulu ekstraktlarinin L.
rhamnosus ve L. reuteri Gzerinde inhibe edici etkisi
oldugunu saptamisti. Notr sulu ekstraktlarinin
sadece L. reuteri lizerinde gelistirici etki gosterdigini
tespit etmistir. Organik ¢ézliculerle hazirlanan nétr ve
asidik ekstraktlardan sadece asidik olaninin L. reuteri
Gzerinde higbir etkisi gozlemlenmezken, digerlerinin
gelistiri etkisi oldugu saptanmistir. Asidik sulu
ekstraktlarinin L.rhamnosus ve L.reuteri Uzerinde
inhibe edici etkisi oldugunu bildirmistir.

Sogangiller familyasinin en kuglk tird olan Frenk
soganinin (Allium schoenoprasum L.) su, methanol
ve etil asetat ile hazirlanan ekstraktlarinin E, coli, S.
aureus, Shigella dysenteriae ve L. acidophilus Gzerine
disk difizyon yontemi ile in vitro antibakteriyel
etkisinin incelendigi bir arastirmada, %20, %40,
%60 ve %80 konsantrasyonda, E. coli, S. aureus,
S. dysenteriae Uzerinde inhibisyon gosterirken,
L. acidophilus icin herhangi bir inhibisyon zonu
gorilmemistir. Bu nedenle probiyotik gidalarda,
frenk sogani ekstraktinin kullaniminin - mimkiin
oldugu sonucuna varilmigtirt?,

Adacayi (Salvia officinalis)

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait olan
adacayi, diinya lizerinde 900 alt tiiri bulunan kokulu
bir bitkidir. Latince korumak, iyilestirmek anlamina
gelen Salvia kelimesinden ismi gelmektedir.
Ozellikle Bati Anadolu ve Yunanistan olmak (izere
Akdeniz ve cevresinde vyetismektedir. Ulkemizde
Salvia tird sayisi 92 olmakla birlikte bunlarin yarisi
endemiktir ve birgok ilimizde birden fazla endemik
adacay! bulunmaktadir®®, Salvia officinalis giiney
sahillerimizde 1300-1500 m’de yetismektedir?3,
Adacayinin bilinen biyolojik etkileri; antibakteriyal,
antifungal, antiviral, antiseptik, analjezik, antioksidan,
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astrenjan, antispazmodik, halusinojenik, merkezi
sinir sistemi depresani, antidiyabetik, antikanser,
tiberkilostatik, kardiyovaskiiler ~ve insektisit
aktiviteler olarak siralanabilirt*?*12”), Adacayi; eterli
ugucu yaglar; tujon, sineol, linalol, borneol, salven,
pinen ve kafur; saponinler, tanenler, fenolik bilesikler
(terpenik bilesikler, fenolik asitler, flavonoidler ve
fenolik glikozitler), 6strojen benzeri maddeler, regineli
bilesikler ve bazi ugucu yaglari timol ve karvakrol da
icermektedir®?®129), Salvia officinalis bitkilerinden
buhar damitma yontemi kullanilarak elde edilen
ucucu yaglarin GC-MS ile yapilan kimyasal analizi ile
otuz dort bilesik tanimlanmis, ana bilesenlerin kafur
(%23.3), a-thujone’un (%14.6), 1.8-cineole (%5.72)
ve limonene (%4.04) oldugu belirlenmistir39,

Farkli adacayl tirlerinin  (Salvia aucheri L.,
Salvia fruticosa subsp. hirtum, Salvia officinalis
L.) antimikrobiyal etkisi cesitli istenmeyen
mikroorganizmalara karsi  bildirilmistir*4>139 g,
officinalis’in antimikrobiyal etkileri bu bitkide bulunan
terpenler ve terpenoid bilesiklerine atfedilir. Horiuchi
ve ark.*3?, Salvia officinalis’ten (adacay1) elde edilen
ham bir 06zitin (aseton ekstrakti), vankomisine
direngli enterokoklarda (VRE) aminoglikozitlerin
minimum inhibitdér konsantrasyonlarini azalttigini,
yani aminoglikozitlerin antimikrobiyal aktivitesini
glclendirdiginitespit etmisler ve 6zlittenizole ettikleri
etkili bilesigi diterpenoidlerden biri olan karnosol
olarak  tanimlamiglardir.  Adagay’'nda  bulunan
kafur, thujone ve 1,8-cineole’nin A. hydrophila,
Aeromonas sobria, B. megatherium, B. subtilis, B.
cereus ve Klebsiella oxytoca’ya karsi; oleanolik asit
ve ursolik asitin, vankomisine direncli enterokoklar,
penisiline direngli Streptococcus pneumoniae ve
metisiline direngli S. aureus’a; antibakteriyel etkisi
bildirilmis ve ayrica antibakteriyel etkiye ek olarak,
S. officinalis’in antifungal, antiviral ve anti-malaryal
etkileri indiikledigi rapor edilmistir®33),

Roldan ve ark.“® ise S. officinalis’in ticari esansiyel
yaginin birka¢ gida kaynakli patojen ve probiyotik
bakterilere karsi (L. acidophilus ATCC 4356 ve B. breve
ATCC 15700) antimikrobiyal aktivitesini agar dilisyon
metotu ile incelemistir. L. acidophilus’a karsi MBK
degeri 80 mg/mL olarak tespit edilirken, B. breve’e
karsi bu deger 40 mg/mL olarak saptanmustir. E. coli
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ATCC 25922, E. coli 0157, S. enteritidis ATCC 13076
ve S. typhimurium ATCC karsi bu degerler sirasiyla
mg/mLcinsinden 80, 40, 80 ve 40 olarak belirlenmistir.

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Yurdumuzda genel olarak Giiney ve Kuzey Anadolu ve
adalarda; 6zellikle Mersin ve Adana yorelerinde maki
florasi icinde, orman bosluklarinda, tarla ve Gziim
bagi kenarlarinda dogal olarak yetisen, Canakkale
(Erenkdy, icel (Tarsus), Yiregir (Mustafa Koyi) ve
Hatay (iskenderun)’da siis bitkisi olarak yetistirilen
kusdili, hasalban, akplren olarakta bilinen biberiye
(Rosmarinus officinalis L.), gigekleri soluk mavi renkli,
cok vyillik bir bitkidir®¥. Diinyada ise Fransa’nin
glineyinden baslayarak Afrika’nin kuzeyinde yer
alan Tunus ve Cezayir kiyillarina kadar genis bir
alanda yayils gostermektedir. Ayni zamanda Akdeniz
tlkeleri, ABD ve ingiltere’de de (retilip, sis bitkisi
olarak yetistirilmektedir3,

Biberiye bitkisi geleneksel tipta, kozmetikte ve
gidalarda aroma maddesi olarak kullaniimaktadir.
Rosmarinus officinalis esansiyel yaginin,
antibakteriyel, sitotoksik, antimutajenik,
antioksidan, antiflojistik ve kemopreventif 6zellikleri
bulunmaktadir. Biberiye yaginin baslica bilesenleri,
%20 a-pinen, %20 1.8 sineol, %18 kafur, %7
kamfen, %6 B-pinen, %5 borneol, %5 mirsen, %3
bornil asetat, %2 a-terpineol olarak bildirilmistir®®.
Bagka bir arastirmada, biberiye esansiyel yaginin
gaz kromotografisi ile kimyasal analizi yapilmis ve
baslicalari alfa-pinen (%23.93), kamfen (%8.7), kafur
(%10.97), verbenon (%15.44), p-simen (%7.48) ve
3-oktanon (%5.63) olan 11 bilesik belirlenmigtir3°),

GlnUmiuzde biberiye ekstrakti ylksek oranda
antioksidan aktiviteye sahip oldugu icin ticari
olarak gida stabilizasyonu ve et Urlnlerinde
kullanilmaktadir®?), Biberiyenin cesitli
mikroorganizmalara karsi  antimikrobiyal etkisi
oldugu bir ¢cok calismada bildirilmistir(*33149, Biberiye
esansiyel yaglarinin, E. coli ATCC 25922, E. coli
0157:H7, S. enteritidis ATCC 13076, S. typhimurium
ATCC 14028, L. acidophilus ATCC 4356 ve B. breve
ATCC 15700 dzerinde minimum bakteriyosidal
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konsantrasyonlari (MBK) sirasiyla mg/mL cinsinden
20, 10, 40, 40, 80, ve 80 olarak belirlenmistirt®,

Hidro-damitma ile elde edilen biberiye ugucu yagi gaz
kromatografi-kiitle spektrometrisi ile analiz edildigi
bir arastirmada ve altmig iki bilesen tanimlanmis;
oksijenli monoterpenlerin baskin bilesenler oldugu
belirlenmistir. Biberiye yaginda, kafur (%18.9),
verbenone (%11.3), a-pinen (%9.6), beta-mirsen
(%8.6), 1.8-sineol (%8.0) ve beta-karyofillen
(%5.1) tespit edilmistir. Yagin ve ana bilesenlerinin
antimikrobiyal aktivitesi, dis clriklerinin
olusumundan sorumlu olan Streptococcus mutans,
Streptococcus  mitis,  Streptococcus  sanguinis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus
ve E. faecalis gibi mikroorganizmalar ile minimum
inhibitor ~ konsantrasyonun  belirlenmesi  icin
mikrodilisyon yontemi kullanilmistir. Ugucu vyag,
secilen mikroorganizmalara karsi dusiuk aktivite
gosterdigi (500->2000 pg mL?), saf ana bilesiklerin
ugucu yagdan daha aktif oldugu, en duyarh
patojenin S. mitis ve direngli olanin E. faecalis oldugu
belirlenmistir®™Y. Biberiye ugucu yagl S. aureus
(NCTC 6571), B. cereus (ATCC 11778), B. subtilis
(NCTC 10400), Bacillus pumilis, P. aeruginosa (NCTC
1662), Salmonella poona (NCTC 4840), E. coli (ATCC
8739) ve amfisiline direngli E. coli (NCTC 10418)
olmak Uzere sekiz bakteri trine karsi test edilmistir
ve disk diflizyon testinin ardindan modifiye resazurin
testinin sonuglarina gére, Gram-pozitif bakterilere
(inhibisyon zonu (1Z) 18.0-24.2; MIK 0.20-0.48mg
mL?') Gram-negatif bakterilerden (1Z:12.8-17.5;
MIK 1.16-1.72 mg mL?) daha yiksek antibakteriyel
aktivite gosterdigi belirlenmistir®+?,

Nane (Mentha piperita L.)

Nane bitkisi, Lamiaceae familyasina ait, Cin, Japonya,
Brezilya, Gliney Afrika, Tayvan ve Arjantin’de yaygin
olarak yetistirilmekte olan, otsu, aromatik, cok
yillik bir bitkidir®®43144  Mentol, karvon, menton
ve pulegon gibi ana bilesenleri iceren ucgucu yaga
sahip 25ten fazla nane turi bulunmaktadirt),
Mentha piperita (ingiliz nanesi), Mentha arvensis
(Japon nanesi) ve Mentha spicata (Bahge nanesi)
dinyada kultird yapilan 3 6nemli nane turidart4e),
ihtiva ettigi degeri yiiksek ucucu yaglari yiiziinden

bircok Ulkede ticari olarak kiltlrd yapiimaktadir.
Ulkemizde ise Akdeniz iklim kusaginda yetistiriimekte
olan nane, Ege, Marmara ve Akdeniz bdlgelerinde
kiltir bitkisi olarak Uretilmektedir. Ticari olarak
6neme sahip olan nane, tibbi agidan spazm, gaz
giderici, mide rahatlatici, serinletici, uyarici ve
diliretik etkileri nedeniyle eskiden beri Ulkemizde
kullaniimaktadir*®’, Nanenin mevsime, iklime ve
bitkinin yapisina gore degistigi bildirilen bilesenleri
genel olarak a-mentol, neomentol, isomentol,
d-menton, isomenton, mentofuran, metilasetat,
karyomenton, sineol, limonen, piperiton, B-pinen,
karvakrol, a-pinen, dipenten gibi terpenleri olarak
bildirilmistir. Bunun yaninda nanenin kuarsetin,
mentosit ve isoroifolin, K vitamini, timol ve 6jenol
gibi flavonoitleri de ihtiva ettigi belirtilmistir. Bitlin
bu bilesenlerin serbest radikalleri 6nleyici ve
antioksidan etkisinin bulundugu bildirilmigtir®47,

Mentha cinsinin bitkilerin kimyasal bilesimi, ¢evresel
(bliyime yeri, toprak ozellikleri, nem varligi, sicaklik
vb.), fenolojik (bitki toplama asamasi), ekstraksiyon
icin kullanilan bitki kismi (cicekler, govdeler,
yapraklar, tim hava kisimlari veya cicek salkimlari),
malzeme tlrl (taze veya kuru) ve hatta kimyasal
analiz icin kullanilan yéntemler gibi bircok faktor
nedeniyle farkliliklar gostermektedir. Rosmarinik asit,
luteolin-7-0-glukozit, salvianolik asit, eriositrin ve
hesperidin, nane tirlerinde baslica ugucu olmayan
bilesenler olarak bulunmustur. Antolak ve ark.**® nin
calismasinda kullanilan nane etanol ekstraktinda
yuksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC)
ile gallik, klorojenik, neoklorojenik, p-kumarik,
ferulic, fenolik asitler, rosmarinik asitler ve ayrica
epikatesin,  kuersetin-3-rutinosit ve kuersetin
belirlenmistir.  Antimikrobiyal aktivitesinin, test
edilen nane ekstraktinda bulunan cesitli biyoaktif
bilesiklerin sinerjistik etkilerinin nedeniyle ortaya
ciktigr disuntlmistir. Gallik ve kafeik asitlerin,
K. pneumoniae, Staphylococcus epidermidis ve
S. aureus’a karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi
belgelenmistir. Ayrica mentoliin, ekstrakte edilen
diger bilesiklerden (linalil asetat, limonen, B-pinen,
a-pinen, kafur, linalool ve 1,8-sineole) daha aktif
oldugu belirlenmistir. Genel olarak, Gram pozitif
bakteriler i¢cin hem nane 6zlerinin hem de ugucu
yaglarinin daha iyi aktivite gosterdigi, bunun da
muhtemelen, Gram-negatif bakterilerin daha
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distk duyarliligl, farkli antimikrobiyal ajanlara karsi
koruma saglayan, dis membranlarinda hidrofobik
lipopolisakkaritlerin varhigindan kaynaklandigi ve
bu yapinin depolarizasyonu, gézenek olusumunu ve
membran gecirgenliginin artmasini engelledigi ifade
edilmistir.

Nanenin cesitli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisinin belirlendigi bir ¢ok calisma
bulunmaktadir®®*2), Tirkiye’de yetisen nane tirleri
(Mentha spicata L.)'den elde edilen nane esansiyel
yaginin, S. typhimurium, B. cereus, S. aureus, E.
faecalis, E. coli, Y. enterocolitica, S. cerevisiae, C.
rugosa, R. oryzae ve A. niger lzerine antimikrobiyal
etkinliginin invitro olarak belilenmesi amach yapilan
birkag calismada ise incelenen hicbir bakteri tlriine
karsi antimikrobiyal etkisi belirlenememistir®¥.
KaranfilvenaneninesansiyelyaglarininL.rhamnosus’u
sublethal strese soktugu tespit edilmistir®®. Agar
dilusyon yontemi ile yapilan baska bir calismada,
M. spicata ve M. piperita’nin buhar distilasyonu
ile elde edilen esansiyel yaginin L. acidophilus’a
karsi herhangi bir etkisi saptanamazken (80 mg/
mL minimum bakteriyosidal konsantrasyonuna
kadar), B. breve icin MBK degerleri sirasiyla 10 ve
40 mg/mL olarak saptanmistir®®, Bu farkliliklarin
nane bilesenlerinin mevsim, iklim cesidi, toprak
gibi etmenlerden dolayr farkliik gostermesinden,
etken maddenin ekstarksiyon ydnteminden, MIK
belirlenme yonteminden ve deneme vyapilan
mikroorganizmalardan kaynaklaniyor olabilir.

Sarimsak

Sarimsak Liliaceae familyasina eski ¢aglardan beri
kullanilan c¢ok yillik otsu bir bitkidir®®. Ge¢miste
sarimsagin  yemeklere tat vermek amaciyla
eklenmesi disinda hastaliklarin  tedavisinde de
kullanildigi bilinmektedir*>3), Turkiye ve Diinyada pek
cok mutfakta kendine has tat ve kokusu nedeniyle
onemini koruyan sarimsak gida sanayinde daha
¢ok toz olarak tercih edilmekle birlikte salata,
corba, sos, kurutulmus ve dondurulmus gidalarda
kullanilmaktadir®®*4,  Sarimsaga tipik kokusunu
veren diallil tiyosilfinattan izole edilen, %0.2-
0.4 civarinda bulunan ‘allisin’ bilesigi sarimsagin
antimikrobiyal 6zelliginin en 6nemli kaynagidir. Fakat
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sarimsak disleri butiin haldeyken allisin olusumu
gozlemlenmemektedir, ancak ezildiginde olusan
allinaz enzimi ile cabucak ortaya cikmaktadirt*>®,
Allisinin yani sira bir diger antimikrobiyel madde
olarak ‘alojen’ bildirilmistir**®, Sarimsagin bakteriler
Uzerindeki etki mekanizmasinin, allisinin =SH gruplari
ile etkilesimine bagli oldugu ve asetil CoA sentezini
inhibe etmesiyle birlikte lipit sentezini engellemesi
ile gerceklestigi bildirilmistir®>”, Sarimsak, maya
ve kufler Uzerinde ise protein ve nukleik asit
sentezini engelleyerek etkide bulunmaktadirt**®,
Ulkemizde et ve sebze yemeklerinde, yogurtlu
veya yumurtali vyiyeceklerde, c¢orbalarda, sos
yapiminda, tursularda, pastirma, sucuk gibi
Urlnlerin yapiminda siklikla kullanilan sarimsagin
onemli 6lgtide tarimi yapilmaktadir®®, Sarimsak (A.
sativum) genis spektrumda antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Sarimsakta bulunan alisin, Escherichia,
Salmonella, Streptococcus, Staphylococcus,
Klebsiella, Proteus ve H. pylori gibi Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere karsi inhibitor aktivite
gbsteren organaasllfir bir bilesiktir®>®%0,  Avato
ve ark.1® alisin, diallil tiyosulfinik asit veya diallil
distlfitin  sarimsagin  antimikrobiyal etkisinden
sorumlu oldugunu bildirmistir. Son zamanlardaki
calismalar organasiilfiir bilesiklerin  sarimsaktaki
fenolik bilesiklerden daha yulksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Lv ve ark.
(162 ‘sarimsaktan elde edilen organasiilfur bilesiklerin
Campylobacter jejuni tGizerinde fenolik bilesiklerinden
daha etkili oldugunu saptamistir. Sarimsagin E. coli,
Salmonella, ve A. hydrophila tGzerinde yliksek oranda
bir antimikrobiyal etkisi oldugu bildirilmektedir(63.
Indu ve ark."® sarimsak sulu ekstraktinin, 20
farkli E. coli serogrubuna, 8 Salmonella serotipine,
L. monocytogenes ve A. hydrophila’ya karsi
antimikrobiyal etkinligini agar kuyusu ve disk
difizyon yontemleri kullanarak degerlendirmis ve
sarimsak 6z(tl L. monocytogenes hari¢ tim test
organizmalarina karsi miikemmel antibakteriyel
aktivitegosterdiginibelirlemistir. Kagitdiskyontemiyle
test edildiginde, baharatlarin  antibakteriyel
etkinliginin daha az belirgin oldugu goézlemlenmistir.
Chen ve ark.“’nin farkli sarimsak ekstraktlari
etanol, metanol, su) ile yapilan arastirmasinda,
sarimsak Ozlerinin mikroorganizmalari  (Erwinia
carotovora, Pseudomonas syringae, Xanthomonas
campestris pv. malvacearum, Magnaporthe grisea,
Fusarium proliferatum ve Alternaria brassicicola)
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oldirme  mekanizmasinin  sitoplazmik  zarin
bozulmasindan kaynaklaniyor olabilecegi seklinde
degerlendirmislerdir. Sarimsak ekstraktlarinin bakteri
hicre zarinin tahrip olmasina ve hiicre materyalinin
sizmasina neden oldugu sonucuna varmislardir.

Rees ve ark.™® dondurularak kurutulmus sarimsak
sulu 6zGtandn L. plantarum, L. acidophilus, L. casei,
E. faecium, Pediococcus pentasaceus, Pediococcus
pentasaceus  suslarina karsl antimikrobiyal
aktivitesini incelemistir. En dayanikh bakteri suslari
pediokoklara ait bulunurken en duisiik MIK degerine
laktobasillerin sahip oldugu saptanmistir. Bakteri ve
mayalar i¢in minimum inhibitor konsantrasyon 0.8 to
40.0 mg sarimsak ml? olarak belirlenmistir. Booyens
ve Thantsha®”), suda ¢6zlinebilir farkli oranlarda
hazirlanan sarimsak disi, sarimsak tozu, sarimsak
ezmesi ve sarimsak baharati ekstraktlarinin B. lactis
bb12, B. longum, B. lactis bi07 ve L. acidophilus lald
suslarinakarsidisk diflizyon ydntemiile antimikrobiyal
etkisini incelemistir. Sarimsak ekstraktlari igin MIK
degerleri 75.9-303.5 mg /mL arasinda degistigi
saptanmistir (tahmini 24.84 ile 99.37 ug/mL allisin).
B. lactis Bi07 300B, sarimsaklara karsi en direngli
olup, bunu B. lactis Bb12, B. longum LMG 13197, B.
longum Bb356 ve B. bifidum 11041 takip etmistir.
Sarimsak ile birlikte probiyotik amagli Bifidobakteri
kullanildiginda dikkatli olunmasi gerektigi ifade
edilmistir. Sarimsak preparatlarina Bifidobakteri
suslari arasinda duyarlihk farki gézlenmistir. Farkh
suslar icin sarimsagin antimikrobiyal etkilerine
duyarhhklari konusunda genelleme vyapilmamasi
gerektigi sonucuna varilmisti. Chen ve ark.t®®
Streptococcus mutans igin bu durumu kismen farkli
suslardaki farkli hiicre ylzeyi kompozisyonundan
kaynaklandigi seklinde agiklamistir.

Sutherland ve ark.?®, 37 adet gidadan elde edilen 148
adetsulunoétr, suluasidik, organik etil asetat ve organik
trifloroasetik asit ekstraktinin belirli probiyotik (L.
reuteri, L. rhamnosus, B. lactis) ve patojen bakterilere
karsi etkisi incelemislerdir. Sarimsagin asidik sulu
ekstraktlarinin (pH 2) incelenen butin probiyotik
bakteriler Uzerinde inhibe edici etkisi oldugunu,
notral sulu ekstraktlarinin ise gelisimi tesvik ettigini
saptamistir. Organik ¢ozicilerle elde edilen noétral
ekstraktlarin ise probiyotik bakteriler {zerinde
gelisimi tesvik edici etkisi oldugunu bildirmistir®,

Genel olarak, sulu gida ekstraktlarinin daha buyik
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Sulu ekstraktlarda
bulunan ana bilesenlerin sekerler ve kiiglk proteinler
bulunmasi, fenolikler ve organik asitler gibi bazi
gidaya 0zgi fitokimyasal siniflarin da igerikte oldugu
tahmin edilmistir. Test edilen gidalardan birkagl icin,
organik ¢ozicu ile ekstrakte edilebilen bilesenler
aktivite goOstermistir.  Bu ekstraktlarin, 6nemli
miktarda daha fazla hidrofobik bilesen igeren sulu
ekstraktlarda bulunandan biraz farkli bir kimyasal
bilesime sahip olmasiyla iliskili olabilecegine
atfedilmistir ve ekstraktlarin tam niteligi ve bilegimi
arastirmasi gerektigi ifade edilmistir. Ross ve ark.
169 yaptigl calismada L. acidophilus’un sarimsak
yagina karsi hassasiyeti oldugunu saptamistir.
Naganawa ve ark.'’?, ise sarimsaktan elde edilen
ajoene kompenentinin 20 mg/mL dlizeyinin altinda
L. plantarum’a karsi inhibe edici etkisi oldugunu
gozlemlemistir.

SONUC

Baharatlar ve  yenebilir  bitkilerin  bilinen
antimikrobiyal etkileri fenolikler, ugucu yaglar vb.
gibi icerdigi kimyasal bilesikler ile ilgilidir. Yapilan
literatir taramasinda baharat ve bitkilerin bir
¢ogunun probiyotikler {zerinde antimikrobiyal
etkisi oldugu goriilmektedir. Ozellikle kekik ve
sarimsagin probiyotik bakteriler (izerine bu etkisi bir
cok calismada vurgulanmistir. Bununla birlikte bazi
baharat ve bitkilerin probiyotiklerle iliskisi konusunda
literattirde celiskili sonuglar da bildirilmistir. Bitkilere
0zgli antimikrobiyal etkili bilesiklerin miktari tar,
yetistirildigi topragin ozellikleri, iklim, sulama gibi
faktorlerden etkilenmektedirler. Ayni zamanda bu
bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan yontemler,
ekstraksiyonda  kullanilan  ¢ozlclnin  niteligi
gibi unsurlar da antimikrobiyal etkinin derecesi
Gzerinde belirleyici olmaktadir. Gidalarda sentetik
kimyasallardan kaginma ve dogal bilesenlere
yonelim nedeniyle, baharat ekstrakt ve esansiyel
yaglarinin patojen bakteriler ve bozulmaya vyol
acan mikroorganizmalar {zerine antimikrobiyal
ozelliklerinin  arastirilmasi  Uzerine ¢ok sayida
arastirma yapilmistir. COVID-19 pandemisi ile birlikte
antimikrobiyal 6zelligi olan bitki ekstraktlarini iceren
gida takviyelerinin kullanimi da artmistir. Bu baharat
ve bitkilerin ekstrakt, esansiyel yag ve bilesenlerinin
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probiyotik bakteriler (izerinde destekleyici ve
inhibe edici etkilerinin invitro ve invivo arastirilmasi
konusunda oldukg¢a az bilimsel ¢alisma yapilmistir.
Bitkisel  antimikrobiyallerin  gida  Uretiminde
kullanilan starter kiltlrler ve probiyotik bakteriler
Uzerindeki etkilerinin ve bitkisel gida takviyelerinin
dozajlarinin ve viicuttaki probiyotikler Uzerindeki
etkilerinin belirlenmesi icin daha fazla arastirmaya
ihtiyac vardir.
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Amag: Calismamizda, HPV pozitif ve HPV negatif serviks dokularinda osteopontin diizeyinin arastiriimasi,
prognostik bir biyobelirte¢ olarak tanida klinik Gneminin degerlendirilmesi amagland..

Yéntem: Haziran 2015-Nisan 2017 tarihleri arasinda Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Mengiicek Gazi Egitim
ve Arastirma Hastanesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinigi’ne basvuran ve serviks kanseri taramasina
katilan 82 kisi ¢alismaya alindi. Servikovajinal siiriintii 6rnekleri, standart islem prosediiriine gére toplandi.
Geleneksel Pap sitolojisi igin slayt hazirlanarak, standart protokollere gére boyandi ve sonuglar 2004 Bethesda
siniflandirma sistemine gére derecelendirildi. Digene konik firca érnekleyicisi ile serviksten 6rnek alindi. Tim
servikal 6rnekler, Digene® HC2 High-Risk HPV DNA Kiti ile analiz edildi. HPV DNA pozitifligi saptanan érneklere
CLART kit ile genotipleme yapildi. 41 HPV pozitif hasta ve 41 HPV negatif kontroliin doku &rneklerinde
osteopontin diizeyleri ELISA kiti ile arastirild.

Bulgular: Osteopontin diizeyleri hasta grubunda 31.55+7.11 ng/ml, kontrol grubunda ise 28.81+5.44 ng/ml
olarak saptandi. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.048).
Osteopontin diizeyi ile yas, dogum sekli, hastalik dykiisi, operasyon ydntemi, HPV tipi, preoperatif ve
postoperatif patoloji, gravida ve parite arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
Sonug: Calismamizda, HPV pozitif 41 hastadan yalnizca 5’inde servikal intraepitelyal neoplazi saptanmasi
calismamuzin kisitlayici yanini olusturmaktadir. Osteopontin diizeyi, HPV pozitif hastalarda yiiksek bulunmasina
ragmen, daha genis sayida servikal intraepitelyal neoplazi olgulari izerinde yapilacak olan ¢alismalara
gereksinim oldugunu disiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: ELISA, insan Papilloma Viriisii (HPV), osteopontin, serviks kanseri
ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the osteopontin levels in HPV-positive and HPV-negative cervical
tissues and evaluate the clinical significance of osteopontin as a prognostic biomarker.

Methods: A total of 82 individuals admitted to the outpatient clinic of Obstetrics and Gynecology Department
of Erzincan Binali Yildirnm University, Mengticek Gazi Training and Research Hospital in Turkey and underwent
cervical cancer screening between June 2015 and April 2017 were included in the study. Cervicovaginal swabs
were collected according to the standard procedure. A slide for traditional Pap cytology was prepared and
stained according to standard protocols, and the results were categorized according to the 2004 Bethesda
classification system. All cervical specimens were analyzed using the Digene® HC2 High-Risk HPV DNA Kit.
Genotyping was performed on the samples with HPV DNA positivity with the Clark kit. Osteopontin levels of
41 HPV positive patients and 41 HPV negative control were investigated in tissue samples with an ELISA kit.
Results: The osteopontin levels were found to be 31.55 + 7.11 ng/ml and 28.81 + 5.44 ng/ml in the study and
control groups, respectively, which indicated a statistically significant difference between the groups (p=0.048).
There was no statistically significant difference between the osteopontin level and age, delivery method, history
of disease, surgical method, HPV type, preoperative and postoperative pathology, gravida and parity (p>0.05).
Conclusion: The detection of cervical intraepithelial neoplasia in only five of 41 HPV-positive patients constitutes
a limitation for this study. Although the level of osteopontin was high in HPV-positive patients, further studies
with more cervical intraepithelial neoplasia cases are required.

Keywords: ELISA, Human Papilloma Virus (HPV), osteopontin, cervical cancer
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GiRiS

insan papilloma virusu (HPV), Papillomaviridae
ailesine ait, 7900 bp uzunlugunda dairesel gift
sarmalli DNA'dan olusan, ikozahedral kapsidli zarfsiz
DNA virtsudir*?. Bugiine kadar, 200’den fazla insan
papilloma viris genotipi karakterize edilmistir®®.
Epidemiyolojik ve biyolojik verilere dayanarak,
Alfapapillomavirus cinsinde yer alan 12 mukozal HPV
tipi “Yuksek Riskli (HR) HPV tipleri” karsinojenik (IARC
Grup 1) (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 ve 59) ve diger sekiz HPV tirl (HPV26, 53, 66,
67, 68, 70, 73 ve 82) ise “Muhtemelen Karsinojenik”
(IARC Groups 2A ve 2B) olarak siniflandirilmistir4.
HR HPV tipleri, basta rahim agzi kanseri olmak lizere
vajina, vulva, anus, penis ve orofaringeal kanser
gibi cesitli kanserlerin etiyolojik ajanlaridir. HPV16
ve 18, servikal kanserlerin vyaklasik %70’inden
sorumludur®®, “Dusuk riskli HPV tipleri” olarak
siniflandirilan 11 farkh HPV tipi ise (HPV 6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 70, 72, 81) esas olarak genital sigiller
ve iyi huylu servikal lezyonlarla iliskilidir®.

Cinsel olarak aktif bireylerin ¢cogu, yasamlari boyunca
bir noktada HPV ile karsilasir. Cogu HPV enfeksiyonu
(~%90) asemptomatiktir ve 8 ay icinde aktif bagisiklik
yaniti ile temizlenir. HPV enfeksiyonlarinin %10’u
persiste kalir, enfeksiyonun onkojenik HPV tipine
bagh olmasi durumunda %3’ten azi epitelyal displazi
veya %1’i invaziv serviks kanseri ile sonuglanir®”#),

Rahim agzi kanseri, 2018 vyilinda tim kadin
kanserlerinin %6.6’sini temsil eden tahmini 570.000
yeni olgu ve 311.000 6lim ile kadinlarda dérdinci
en sik gorulen kanserdir®, Yiksek riskli insan
papilloma virGsi (HPV) enfeksiyonu rahim agzi
kanserinin gelismesi icin gerekli bir faktor olarak
kabul edilmistir®. Bununla birlikte, yalnizca yiksek
riskli HPV ile enfeksiyon, rahim agzi kanserine
progresyon icin yeterli degildir. Servikal karsinogenez,
konak hicre genlerinde DNA degisikliklerinin
birikimi ile baglantih ¢ok asamali bir prosestir.
Bu degisiklikler, hicre dongust ilerlemesinin,
kromozomal stabilitenin, telomer aktivasyonunun
ve apoptozun kritik diizenleyicileri olan onkogenler
ve timor baskilayici genlerde hem epigenetik hem

de genetik degisiklikleri icerir. Ancak, tiimérijenezis
baslangici icin HPV DNA'nin konak hiicre genomuna
entegrasyonu, HPV aracili karsinojenezde anormal
proliferasyona ve malign progresyona yol acan kilit
bir olaydir®1112),

Osteopontin (OPN), molekiler agirhg1 yaklasik 44
kDa olan, osteoblastlar, osteositler, T, B, NK ve NKT
lenfositleri, miyeloid hiicreler, endotel hicreleri,
epitel htcreleri ve noéronlar dahil olmak Uzere
cesitli hicreler tarafindan Uretilen ¢ok fonksiyonlu
bir fosfoglikoproteindir***4, OPN, ilk kez 1979'da
Senger ve ark. tarafindan epitel hicrelerinin
tarnsformasyonunun bir belirteci (marker) olarak
tanimlanmigtirs19),

Osteopontin kemik ve kemik matrisinin yeniden

modellenmesi, anjiyogenez, karsinogenez,
inflamasyon ve otoimmdiinite gibi birgok fizyolojik
ve patolojik olaya katilir*>+1_Ek olarak, OPN hem
dogal hem de adaptif bagisiklik sistemlerini dizenler.
Yardimci T hiicre 1 sitokinlerine benzer sekilde
¢alisan OPN, hiicre aracili bir bagisik yaniti uyarir.
Ayrica, sitokin Uretimini kontrol eder ve bagisiklk
sistemi icindeki gen ekspresyonunu dizenlemek icin
hiicre ici yollari aktive edebilir. Osteopontin, yalnizca
integrinler aracihigiyla hicrelerle degil, ayni zamanda
hicre igi bir etkilesimi iceren CD44 araciligiyla da

iletisim kura r(13,18-20)

Osteopontin akciger, prostat, meme, kolorektal
ve karaciger kanseri dahil olmak Uizere bircok
kanserde asiri eksprese edildiginden ve doku
yeniden modelleme, hiicre gocl ve inflamasyondaki
fonksiyonlarindan  dolayi  protumorijenik  ve
premetastatikbirfaktérolarakkabuledilmektedir42Y,
Bununla birlikte, serviks dokusunda ve rahim agzi
kanserinde osteopontin ekspresyonu ile ilgili sinirh
sayida calisma bulunmaktadir®2%, Calismamizda,
HPV pozitif ve HPV negatif serviks dokularinda OPN
diizeyinin arastiriimasiyla prognostik bir biyobelirteg
olarak tanida klinik ©neminin degerlendirilmesi
amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Erzincan Universitesi, Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan (22.03.2017 tarih ve 2/02 kayit
numarasi) onaylanmistir.

Bu c¢alisma, Haziran 2015-Nisan 2017 tarihleri
arasinda Erzincan Binali Yildirnm Universitesi,
Menglicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Kadin
Hastaliklari ve Dogum Poliklinigi’ne basvuran ve
serviks kanseri taramasina katilma istegini belirten
82 kadin hasta Uzerinde yapildi. Gegmis veya mevcut
cinsel aktivite 6ykilsi olan, total uterus veya servikal
rezeksiyon oykisl olmayan, islem sirasinda gebe
olmayan, HPV testi yapilmasini kabul eden kadinlar
calismaya dahil edildi. Orneklerin toplanmasi icin
yazili bilgilendirilmis onam dogrudan tiim hastalardan
ve kontrol grubundan alindi. Tim katilimcilardan
yas, evlilik, is, gravidite, aile 6ykisu, obstetrik oyki,
onceki operasyonlar gibi sosyodemografik ve Greme
ozelliklerine yonelik kisa bir anket doldurmalari
istendi. Anketi tamamlamak icin yiz ylize gérisme
yontemi kullanildi.

Tum katilimcilardan servikovajinal stirlint 6rnekleri,
standart islem prosediriine gobre jinekolog
tarafindan toplandi. Geleneksel Pap sitolojisi icin bir
slayt hazirlandi. Slaytlar, standart protokollere goére
boyandi ve bir sitopatolog tarafindan gézden gecirildi
ve sonuglar 2004 Bethesda Siniflandirma Sistemine
gore derecelendirildi. Sitolojik siniflandirma su
sekilde yapildi: (1) normal sinirlar igcinde veya reaktif
hicresel degisiklikler (normal), (2) atipik skuamoz
hicreler (a) 6nemi belirlenemeyen atipik skuamoz
hicreler (ASC-US), (b) disuk dereceli skuamoz
intraepitelyal lezyon (LSIL), (c) yulksek dereceli
skuamoz intraepitelyal lezyon (HSIL).

Pap smearin toplanmasindan sonra, Digene® konik
firca 6rnekleyicisi (Qiagen, Gaithersburg, MD, ABD)
servikal os igine konarak 360° li¢ kez donduruldQ,
¢ikarildi ve 1 ml Digene Standart Tasima (STM)
ortami igine yerlestirildi (Qiagen, Gaithersburg, MD,
ABD). Ornekler oda isisinda transfer edildi. Tim
servikal ornekler, 13 yiksek riskli HPV tipini (HPV-
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68)
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kalitatif saptayabilen nikleik asit hibridizasyon
temelli Digene® HC2 High-Risk HPV DNA Kiti (Qiagen,
Gaithersburg, MD, ABD) ile Uretici firma onerileri
dogrultusunda analiz edildi. RLU/Kesme Noktasi
Degeri Oranlari 21 olan 6rnekler pozitif kabul edildi.
RLU/Kesme Noktasi Degeri Oranlari 21 ve <2.5 olan
ornekler tekrarlandi. RLU/Kesme Noktasi Degeri
Oranlari <1 olan ornekler ise negatif olarak kabul
edildi. Digene® HC2 High-Risk HPV DNA Kiti ile HPV
DNA pozitifligi saptanan érneklere 13’ yiksek riskli
olmak Uzere 35 HPV genotipini saptanan CLART kit
(Genomica, SAU, ispanya) ile genotipleme yapildi.

Herhangi bir HPV tipi pozitif olan tim kadinlara
kolposkopi, endoservikal kiirtaj ve servikal biyopsi
yapildi. Biyopsi sonucunda HSIL veya daha yiksek
bir lezyon saptanirsa LEEP ya da TAH-BSO yapildi.
Benign jinekolojik nedenlerle (over kisti, kronik
pelvik agri, myom, endometriozis vb.) opere edilen,
servikal lezyonu olmayan ve HPV negatif hastalardan
bir kontrol grubu olusturuldu. HPV pozitif ve negatif
servikal doku ornekleri histopatolojik inceleme igin
patoloji laboratuvarina gonderildi. Biyopsi 6rnekleri,
formaldehit ile Dbelirlendi, parafine goémuldi
ve patoloji laboratuvarinda histopatoloji igin
hematoksilen-eozin ile boyandi. Patoloji sonuglari,
servikal lezyon siniflandirma kriterlerine gore
servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) 1-2-3 ve invaziv
servikal kanser olarak siniflandirildi. Ayni zamanda
HPV pozitif ve negatif servikal doku 6rnekleri PBS’e
alinarak osteopontin duzeylerinin incelenmesi igin
Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Mengiicek Gazi
Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'na génderildi.

Dokular soguk 1xPBS (pH=7.2-7.4) icinde yikandi.
Homojenizasyondan once tartilarak kiicik parcalara
ayrildi. Soguk 1xPBS (pH=7.2-7.4) igcinde homojenize
edildikten sonra dondurma-g¢ézdiirme dongilerine
tabi tutuldu. Homojenatlar 5000xg’de 5 dk. santrifj
edildi. Stipernatant alikotlandi ve ELISA testi yapilana
kadar -202C’de saklandi.

Doku osteopontin diizeyleri, insan Osteopontin
ELISA kiti (Hangzhou Eastbiopharm Co. Ltd, Cin)
ile Uretici firma oOnerileri dogrultusunda arastirildi.
Kit icerisinden ¢ikan standart sulandirilarak,
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3-96 ng/ml araliginda hazirlandi. Standartlarin ve
orneklerin absorbanslari Epoch spektrofotometre
(BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT, ABD)
kullanilarak 450 nm dalga boyunda (540 nm veya
570 nm dizeltme) okutuldu. Osteopontin diizeyini
belirlemek icin standart egri x ekseni Uzerinde
standart konsantrasyon ve vy ekseni (zerinde
absorbans olacak sekilde olusturuldu. Her ornek ¢ift
calisildi.

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS 19 (IBM
Corp. Released 2010. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM Corp)
kullanildi.  Surekli degiskenler ortalamatstandart
sapma ve medyan (maksimum-minimum), kategorik
degiskenler ise n (%) olarak belirtildi. Cok disiik n’e
sahip bazi durumlarda (n<3) p degeri sunulamadi.
iki grup arasindaki farkliliklar degerlendirilmek
istendiginde parametrik test 6n sartlarinin saglandigi
durumda “Student’s t Test”, saglanmadiginda ise
“Mann Whitney-U testi” kullanildi. U¢ veya daha
fazla grup karsilastirmasi yapilirken Tek Yonli Varyans
Analizi, parametrik test varsayimlari saglanmadiginda
ise Kruskal Wallis testleri kullanildi. istatistiksel
anlamhlik dlizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya 41 (%50) HPV pozitif hasta ve 41 (%50)
HPV negatif saglikli kontrol olmak Uzere 82 Kkisi
dahil edildi. HPV pozitif hastalarin yas ortalamasi
43.8849.2, HPV negatif kontrollerin ise 49.63+10.3
olarak bulundu. Hasta grubunda, 35 yas Uzeri igin
OPN degeri ortalamasi 31.5+7.2 iken, 35 yas ve alti
icin 31.846.4 idi. Kontrol grubunda 35 yas ve Uzeri
icin OPN degeri ortalamasi 28.8+5.6 iken, 35 yas ve
altiicin 28.2+3.8 idi. Hasta ve kontrol gruplarinda 35
yas ve Uzeri ve 35 yas alti OPN degerleri istatistiksel
olarak benzer bulundu (sirasiyla p=0.282, p=0.095)
(Tablo 2).

Osteopontin dizeyleri HPV pozitif hasta grubunda
31.6+7.1 ng/ml, HPV negatif kontrol grubunda ise
28.8%£5.4 ng/ml olarak saptandi. Hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark belirlendi (p=0.048) (Tablo 1).

HPV pozitif 41 hastanin 28’inde (%68.3) yiksek riskli
HPV tipi saptanirken, 13’lGnde (%31.7) ise diger HPV
tipleri saptandi. Yirmi sekiz hastanin 18’inde (%64.3)
HPV-16, ikisinde (%7.1) HPV-18, ikisinde (%7.1) HPV-
33, birinde (%3.6) HPV-39, birinde (%3.6) HPV-45,
Uglinde (%10.7) HPV-51 ve birinde (%3.6) ise HPV-52
saptandi.

Yuksek riskli HPV saptanan hastalarda OPN degeri
ortalamasi 32.4+7.7 bulunurken, diger HPV tipi
pozitifligi saptananlarda ise 29.5%5.2 olarak bulundu.
HPV tipi ile OPN degeri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p=0.220) (Tablo 1).

Ev hanimi ve calisanlar arasinda OPN degerleri
istatistiksel olarak benzer bulundu (p=0.950) (Tablo
1). HPV pozitif hasta ve kontrol gruplarinda ev
hanimlarinin OPN ortalama degeri istatistiksel olarak
benzer bulunurken (p=0.274), c¢alisanlarin OPN
ortalama degeri ise istatistiksel olarak farkli bulundu
(p=0.029) (Tablo 2).

Hasta grubunun tamami dogum yapmisken, kontrol
grubunda ise bir kisi dogum yapmamistir. Dogum
yapan 81 kisiden 62’si normal dogum (%76.5), 19'u
(%23.5) ise sezaryen dogum yapmistir. Normal ve
sezaryen dogum arasinda OPN degerleri istatistiksel
olarak benzer bulunmustur (p=0.371) (Tablo 1). HPV
pozitif hasta grubunda normal dogum yapanlarin
OPN degerleri kontrol grubuna gore daha yiksek
olup, fark istatistiksel olarak anlamhdir (p=0.044). HPV
pozitif hasta ve kontrol grubunda sezaryen dogum
yapanlarin OPN degerleri ise benzerdir (Tablo 2).

Operasyon yontemi olarak 38 kisiye (%46.3)
“Total Abdominal Histerektomi Bilateral Salpingo-
Ooferektomi” (TAH-BSO), yedi kisiye (%8.5) “Loop
Electrosurgical Excision Procedure” (LEEP), 37 kisiye
(%45.1) servikal biyopsi uygulanmigtir. Operasyon
yontemleri arasinda OPN degerleri istatistiksel olarak
benzerdir (p=0.443) (Tablo 1).

TAH-BSO yontemi ve servikal biyopsi uygulanan
hasta ve kontrol gruplarinda OPN degerleri
istatistiksel olarak benzer bulunmustur (sirasiyla
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p=0.092, p=0.825). LEEP-kontrol grubunda ise bir
kisi oldugundan istatistiksel test uygulanamamistir
(Tablo 2).

HPV pozitif hasta ve kontrol grubunda, 67 kisi Uc¢
ve Uzeri, 14 kisi ise Ggun altinda gebelik yasamistir.
Gravida sayist OPN degerlerini etkilememistir
(p=0.155) (Tablo 1).

Hasta grubunda 34 kisi U¢ ve Uzeri, yedi kisi ise
Uglin altinda gebelik yasamistir. Kontrol grubunda
ise 33 kisi ¢ ve Uzeri, yedi kisi tG¢ln altinda gebelik
yasamistir. Ug ve Uzeri gebelik yasayan HPV pozitif

Tablo 1. Osteopontin Glgliimiine ait tanimlayici istatistikler
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hasta grubunda OPN degerleri kontrol grubuna gore
daha yiiksek bulunmustur, ancak istatistiksel olarak
benzerdir (p=0.082). Ugiin altinda gebelik yasayan
HPV pozitif hasta grubunda ve kontrol grubunda ise
OPN degerleri benzer bulunmustur (p=0.498).

HPV pozitif hasta ve kontrol grubunda, 81 kisiden
57’sinin Ug¢ ve Uzerinde dogumla sonlanan gebeligi
olurken, ikisinin ise Ggln altinda dogumla sonlanan
gebeligi olmustur. Parite sayisi OPN degerlerini
etkilememistir (p=0.460) (Tablo 1). Ug ve {zeri
dogumla sonlanan gebelik yasayanlarda HPV pozitif
hastalarda OPN degerleri kontrol grubuna gore daha

n Ort+Std. Medyan
Sapma (Min.-Maks.) P
Pozitif 41 31.6+7.1 31.4 (14.3-49.7)
HPV 0.048
Negatif 41 28.845.4 29.4 (16.8-39.6)
Yiiksek Risk 28 32.4+7.7 33.3(14.2-49.7)
HPV tipi 0.220
Diger 13 29.5%5.2 28.8(22.6-39.7)
Ev hanimi 74 30.3+6.2 29.8 (14.3-49.7)
Calisma durumu 0.950
Calisan 8 29.448.7 30.3 (16.8-41.0)
Normal 62 30.5+6.4 29.9 (14.3-49.7)
Dogum Sekli 0.371
Sezaryen 19 29.1+6.6 29.4 (16.8-42.7)
TAH-BSO 38 29.3+6.4 29.4 (16.8-49.7)
Operasyon Yontemi LEEP 7 31.7+¢5.6 32.2 (23.4-40.0) 0.443
Servikal Biyopsi 37 30.816.6 30.5 (14.3-44.1)
Normal 36 32.1+7.3 32.5(14.2-49.7)
Operasyon Oncesi Enfeksiyon 1 27.28+0 27.2(27.2-27.2) .
Patoloji ASCUS 2 30.343.5 30.3 (27.7-32.8)
LGSIL 2 24.9+1.7 24.9 (23.6-26.1)
Normal 36 32.0£7.2 32.5(14.2-49.7)
Operasyon Sonrasi CIN1 2 29.2+7.9 29.2 (23.6-34.8) .
Patoloji CIN2 2 29.4+2.3 29.4 (27.7-31.0)
CIN3 1 23.4+0 23.4 (23.4-23.4)
23 67 29.8+6.5 29.5 (14.3-49.7)
Gravida 0.155
<3 14 32.5+6.0 32.4 (22.6-42.7)
>3 57 29.9+6.5 29.6 (14.3-49.7)
Parite 0.460
<3 24 31.1+6.4 31.5(18.6-42.7)

*Kisi sayisi az olan durumlarda istatistiksel test uygulanamadigi igin p degeri sunulamamistir.
HPV: insan Papilloma Virusu, TAH-BSO: Total Abdominal Histerektomi Bilateral Salpingo-ooferektomi, LEEP: Loop Electrosurgical Excision Procedure,
CIN: Servikal intraepitelyal Neoplazi, ASCUS: Onemi Belirlenemeyen Atipik Skuaméz Hiicreler, LSIL: Diisiik Dereceli Skuamoz intraepitelyal Lezyon.
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Tablo 2. Demografik ve klinik karakteristiklere gore ¢aligma gruplarinda osteopontin degerleri

Grup n OrtiStd. Sapma Medyan (Min.-Maks.) p
HPV pozitif 9 31.8+6.4 34.3(23.6-44.1)
<35 0.282
HPV negatif 3 28.2+3.8 26.3 (25.7-32.6)
Yas
HPV pozitif 32 315+7.2 31.3(16.1-49.7)
>35 0.095
HPV negatif 38 28.8+5.6 29.4 (16.8-39.6)
HPV pozitif 37 31.0+7.2 31.3 (14.2-49.7)
Ev hanimi 0.274
HPV negatif 37 29.4+5.0 29.4 (18.4-39.6)
Calisma Durumu
HPV pozitif 4 36.144.3 36.2 (31.0-40.9)
Calisan 0.029
HPV negatif 4 22.7+6.1 22.3(16.7-29.5)
HPV pozitif 33 321+7.1 32.2 (14.2-49.7)
Normal dogum 0.044
HPV negatif 29 28.8+5.1 29.3(18.4-39.6)
Dogum Sekli
HPV pozitif 8 29.2+6.9 26.9(22.5-42.6)
Sezaryen 0.840
HPV negatif 11 29.0+6.6 30.5 (16.8-38.0)
HPV pozitif 4 36.2+9.6 34.0(27.1-49.7)
TAH-BSO 0.092
HPV negatif 34 28.4+5.6 29.1 (16.8-38.4)
HPV pozitif 6 32.0+6.0 33.4(23.4-39.9)
Operasyon Yontemi LEEP *
HPV negatif 1 30.2+0 30.2 (30.2-30.2)
HPV pozitif 31 30.8+6.9 31.0 (14.2-44.1)
Servikal Biyopsi 0.825
HPV negatif 6 30.7+5.1 29.9 (25.7-39.6)
HPV pozitif 34 31.1+7.2 31.1(14.2-49.7)
23 0.082
HPV negatif 33 283+54 29.4 (16.7-38.4)
Gravida
HPV pozitif 7 33.6+6.4 33.4(22.5-42.6)
<3 0.498
HPV negatif 7 31.3+5.7 30.7 (25.4-39.6)
HPV pozitif 26 319+7.2 31.3 (14.2-49.7)
>3 0.025
HPV negatif 31 28.1+5.4 29.4 (16.7-38.4)
Parite
HPV pozitif 15 30.8+7.2 32.2(18.6-42.6)
<3 0.804
HPV negatif 9 31.5+5.1 30.7 (25.4-39.6)

*Kisi sayisi az olan durumlarda istatistiksel test uygulanamadigi igin p degeri sunulamamistir.
HPV: insan Papilloma Virusu, TAH-BSO: Total Abdominal Histerektomi Bilateral Salpingo-ooferektomi, LEEP: Loop Electrosurgical Excision Procedure.

yuksek bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak
anlamhdir (p=0.025). HPV pozitif hasta ve kontrol
gurunda Uglin altinda dogumla sonlanan gebelik
yasayanlarda ise OPN degerleri benzerdir (p=0.804)
(Tablo 2).

HPV pozitif hasta grubunda operasyon &ncesi
patoloji arastirildiginda, 36 kiside (%87.8) hicresel
degisiklik saptanmazken (normal), bes kisi de ise
patoloji (%12.2) belirlenmistir. Bes kisinin ikisinde
(%4.9) ASCUS, ikisinde (%4.9) LGSIL ve birinde (%2.4)

ise enfeksiyon gorulmustir. Patoloji sonucu normal
olanlarda OPN degeri ortalamasi 32.1+7.3, ASCUS
gorilenlerde 30.3+3.5, LGSIL gorilenlerde 24.9+1.7,
enfeksiyonda ise 27.28+0 bulunmustur. Sayl az
oldugundan p degeri verilememistir (Tablo 1).

Operasyon sonrasl patoloji arastirildiginda ise 36
kisi (%87.8) normal, bes kiside (%12.2) ise patoloji
gorulmustir. Bu bes kisiden iki kiside (%4.9) CIN-1, iki
kiside (%4.9) CIN-2, bir kiside ise CIN-3 saptanmistir.
Patoloji sonucu normal olan HPV pozitif hastalarda

35



OPN degeri ortalamasi 32.0+7.2, CIN-1 gorilenlerde
29.2+7.9, CIN-2 gorilenlerde 29.4+2.3, CIN-3
gorilenlerde 23.4+0°dir. Sayi az oldugundan p degeri
verilememistir (Tablo 1).

TARTISMA

HPV ile iligkili olan serviks kanseri kadinlarda en sik
gorilen kanserler arasinda olup, erken tani yasamsal
6nem tasimaktadir?®, Teshis geciktiginden dolayi
olgularin %80’i invazyon ve metastaz nedeniyle
yasamini kaybetmektedir®). Erken teshisle dlimler
azaltilabilmektedir ve bu amagla hastaligin erken
tanisi ile prognoz igin yeni belirteclere de gereksinim
duyulmaktadir?”?®,  Calismamizda  kullandigimiz
OPN’de bunlardan biri olup, prostat, kolon, mide,
karaciger ve akciger kanserleri gibi bircok kanserde
ekspresyonu gosterilmistir®, Serviks kanseri ve OPN
ekspresyonu arasindaki iliskiyi arastiran sinirl sayida
calisma vardir(16:22:2530),

Huang ve ark.®®, calismalarinda, OPN’in anormal
ekspresyonunun  servikal  kanserli  hastalarda
radyasyon direncini ve kot prognozu gosterdigini
bildirmislerdir. Leung ve ark.®®, OPN fragmanlarinin
tanisal veya prognostik bir biyobelirtecten daha
onemli olabilecegini kanserin biyolojisini c¢ok iyi
belirleyebilecegini belirtmislerdir. Calismalarinda,
serviks kanseri tanisi almis 33 hastanin preoperatif
plazma ve serum o&rnekleri ile saglikli bireylere ait
31 plazma ve 32 serum Orneginde OPN varligini
arastirmislar  ve hastalarda saglikh  bireylere
gore anlamh derecede vyiksek OPN dizeyleri
saptamiglardir.  Yine ayni kontrol grubuyla 147
servikal kanser hastasini iceren (40’1 evre |, 55’i Evre
I, 52’si evre llI-IV) daha biyuk bir grubun plazma
orneklerindeki OPN duzeylerini karsilastirmiglar ve
benzer sonuglar elde etmislerdir. Hatta evre IlI-IV
hastalarda OPN dizeyinin en yiksek, evre I'de ise
en dusik dizeyde bulundugunu bildirmis, sonug
olarak OPN seviyelerinin bir biyobelirtecin 6tesinde
kanserin biyolojisine de 1sik tutacak bir marker
oldugunu belirtmislerdir.

Sakaguchi ve ark.?? yaptiklari calismada, servikal
kanserli hastalarin metastatik lenf nodlarinda
OPN ekspresyonunun primer timorden daha fazla
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oldugunu bulmuslardir. Ayrica OPN seviyeleri ile
prognoz arasinda bir iliski saptamislar, OPN artisl
olmayan hastalarin sag kalim oranlarinin daha yiiksek
oldugunu bildirerek OPN diizeyinin prognostik bir
gosterge oldugunu vurgulamislardir.

Cho ve ark.® calismalarinda, yasa, timér boyutuna
ve timor evresine gore OPN ekspresyoninda énemli
bir fark olmadigini, yiiksek ekspresyonun genel sag
kalim (p=0.002) ve hastaliksiz sag kalim (p=0.033) ile
anlamhi sekilde korelasyon gosterdigini bildirmislerdir.
Rahim agzi kanseri olan kadinlarda plazma OPN
seviyelerinin in situ karsinomali kadinlardan ve
saglikh kontrollerden 6nemli 6lclide daha yiksek
oldugunu bulmuslardir (p<0.001). Serviks kanseri
hastalarinda, OPN seviyelerinin artan timor boyutu
(p=0.008) ve timor evresi (p<0.001) ile korelasyon
gosterdigini  belirlemigler, OPN’nin rahim agzi
kanserini saptamadaki duyarliigini ve 6zgulligina
siraslyla %50.6 ve %95 olarak bulmuslardir. Diger
calismalarin aksine yliksek plazma OPN seviyelerinin
hastaliksiz sagkalim ile korelasyon gosterdigini
bulmuslar, plazma OPN seviyelerinin servikal kanser
icin tanisal ve prognostik bir biyobelirte¢ olarak
yararli oldugunu gostermislerdir.

Song ve ark.??, normal, karsinoma in situ ve servikal
kanser dokularinda osteopontin ekspresyonunu
sirasiyla %2.9, %78.2 ve %88.4 olarak bulmuslardir
(p<0.01). Osteopontinin in situ karsinom ve invaziv
servikal kanser dokularinda normal servikal dokuya
gore daha yiksek oranda eksprese edildigini
belirtmislerdir. Osteopontin ekspresyonunun,
karsinogenez ve servikal kanser invazyonu ile
yakindaniiliskili oldugunu gostermisler, osteopontinin
servikal kanserin tanisinda vyararli olabilecegini
vurgulamiglardir.

Calismamiza benzer bir sekilde insan papilloma
virlisiiniin saptanmasi ve serviks kanseri érneklerinde
osteopontin ekspresyonunu arastiran Bao ve ark.
(25 " OPN’nin HPV-pozitif servikal timor dokularinda
HPV-negatif olanlara gore daha yiksek ekspresyon
oranina sahip oldugunu ortaya koymuslardir.
OPN ekspresyonunun HPV enfeksiyonu ile iligkili
oldugunu ve OPN’nin, HPV enfeksiyonunun timor
metastazi Uzerindeki arttirici etkileri olabilecegini
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belirtmisler, ayrica serviks kanseri hastalari icin
radikal HPV tedavisinin, timor hicrelerinin
metastazini geciktirebilecegini ve hayatta kalmalarini
uzatabilecegini vurgulamislardir.

HPV pozitif 41 hastanin 28'inde (%68.3) yiiksek riskli
HPV tipi saptanirken 13’tinde (%31.7) ise diger HPV
tipleri saptandi. Yiksek riskli HPV tipi icerenlerin
OPN degeri ortalamasi diger HPV tipi pozitifligi
saptananlardan daha ylksek bulunmus olup,
sonuglarimiz, Bao ve ark.’nin® calismasiyla benzerdir.
Hasta ve kontrol gruplari arasindaki OPN degerleri
kiyaslandiginda HPV pozitif hasta grubu HPV negatif
kontrol grubuna gore daha yuksek OPN degerine
sahip bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplari arasi
OPN degerleri istatistiksel olarak anlaml (p=0.048)
bulunmus olup, daha 6nceki galismalarda belirtilen
HPV pozitiflig§i ve OPN dlzeyi arasindaki dogru
orantih iligkiyi desteklemektedir.

Orneklem biyiiklGgiiniin az olmasi ve HPV pozitif
41 hastadan vyalnizca 5’inde CIN saptanmasi
calismamizin kisitlayici yanini olusturmaktadir.

Sonug¢ olarak, bu c¢alisma vyalnizca daha yiksek
OPN diizeyi ile HPV enfeksiyonu arasinda bir iliski
bulmustur. Bu iliskinin nedensel oldugunu hatta
olabilecegini sdylemek icin yeterli degildir. Bu
nedenle, OPN’nin tanisal, prognostik ve tarama
programlarini destekleyici bir biyobelirte¢ olarak
gercek klinik degerini belirlemek icin daha biyuk
orneklem gruplari ile evre 1-3 CIN, evre 1-4 serviks
kanseri gibi farkli derecede hastaliga sahip gruplarda
yapilacak olan daha ileri galismalara gereksinim
vardir.
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0z

Amag: Calismamizda, 1 Mart 2019 — 29 Subat 2020 tarihleri pandemi éncesi (PO) ve 1 Mart 2020-1 Mart 2021
pandemi déneminde (PD) ElGzi§ Fethi Sekin Sehir Hastanesi, Yogun Bakim Uniteleri (YBU)'nden laboratuvarimiza
gonderilen kan kdiltiirti 6rneklerinin sonuglari retrospektif olarak incelenmistir. Bu dénemlerde hastanemiz yogun
bakim (nitelerinde yatan hastalarin kan kiiltiirlerinde treyen mikroorganizmalar ile antibiyotik duyarlliklarini
karsilastirmak ve iki dénem arasinda mikroorganizma dagihmi ve antibiyotik duyarliligindaki degisimi tespit
etmek amaglanmistir.

Yéntem: Laboratuvarimiza gelen kan kiltiiri siseleri BACTEC 9120 (Becton-Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, ABD) otomasyon sistemi ile takip edilmistir. Kan kiiltiri siselerinden “pozitif uyari” verenler,
mikroorganizmalarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarliliklarinin tespiti icin otomatize Vitek version 2.0
(BioMeérieux, Fransa) ile ¢calisilmistir. Kolistin direnci sivi mikrodiliisyon yontemiyle ¢alisilmistir.

Bulgular: COVID-19 éncesi dénemde laboratuvarimiza toplam 1.374 kan kiltiirii érnegi gelmistir ve 163
(%11.9)"linde (ireme olmustur. PD’nde ise toplam 847 kan kiiltiirii 6rnegdi gelmistir. Bunlardan 148 (%17.5)'inde
iireme olmustur. PO’sinde ilk ii¢ sirada koagiilaz negatif stafilokok (KNS) (%40.5), Klebsiella spp. (%13.1),
Staphylococcus aureus (%13.5); PD’inde ise KNS (%50.7), Candida spp.(%10.1), Acinetobacter spp (%9.5)
saptanmistir. iki dénem arasinda Klebsiella spp, S. aureus, KNS ve mayalarin iireme oranlarindaki degisim
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). PD’nde Escherichia coli’'nin genel olarak antibiyotik
duyarliliklarinin arttigi, genislemis spektrumlu beta laktamaz pozitiflik oraninin ise azaldigi gériilmdistiir.
Klebsiella spp.’de ve Acinetobacter spp.‘de é6zellikle imipenem duyarliiginin PD’nde istatistiksel olarak anlamii
olmasa da azaldidi belirlenmistir.

Sonug: Hastanede yatis siiresinin uzamasi ve COVID-19 tedavisinde yiiksek diizey steroid kullanimina bagh
hastanemiz yogun bakim hastalarinda kandideminin arttigi disiinilmistir. Candida enfeksiyonlari igin erken
teshis ve izleme, siddetli COVID-19 fungal koenfeksiyonu olan hastalarda COVID-19°dan 6limleri azaltmada
6nemli rol oynayacaktir. Klebsiella spp.ve Acinetobacter spp.’de karbepenem direncinin COVID-19 PD’nde arttigi
belirlendiginden karbepenem ile ampirik tedaviye baslamak gerektiginde bu durum géz éniinde tutularak
ampirik tedavi igin kombine tedavi secenekleri degerlendirebilir. Acinetobacter spp. PD’nde karbepeneme
duyarli sus olmamasi klonal bir direng olabilecedini diisiindiirmdistiir.

Anahtar kelimeler: Kan kiiltiirii, COVID-19, antibiyotik duyarliligi, Candida
ABSTRACT

Objective: The results of the blood culture samples delivered to our laboratory from intensive care units at
ElGzig Fethi Sekin City Hospital before pandemic (March 01, 2019 and February 29, 2020) and during pandemic
(March 1, 2020-March 01, 2021) were analyzed retrospectively. The aim of this study was to compare the
microorganisms grown in blood cultures and the antibiotic sensitivity of bacteria of patients in intensive care
units of our hospital before and during the pandemic, and to determine whether there was any difference in the
distribution of microorganisms and antibiotic sensitivity between the two periods.

Methods: The blood culture bottles were tracked by using the BACTEC 9120 (Becton Dickinson Diagnostic
Instrument Systems, U.S.A.). For positive blood cultures, Vitek 2 (BioMérieux, France) was used to identify the
grown microorganisms and determination of antibiotic sensitivity. Broth microdilution method was utilized for
determination of susceptibility to colistin.
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Results: A total of 1374 blood culture samples were delivered to our laboratory before COVID-19 pandemic and growth was detected in 163 (11.9%) samples.
During the COVID-19 pandemic, a total of 847 blood culture samples were delivered. There was growth in 148 (17.5%) of these samples. Coagulase-negative
staphylococcus (CNS) (40.5%), Klebsiella spp. (14.1%), and Staphylococcus aureus (13.5%) were the most frequently isolated microorganisms before the pandemic.
CNS (50.7%), Candida spp. (10.1%), and Acinetobacter spp (9.5%) were the most common microorganism. A statistically significant difference was detected
between two periods in terms of growth of Klebsiella spp, S. aureus, CNS and fungi (p<0.05). Antibiotic sensitivity of Escherichia coli was elevated, and the positivity
of extended spectrum beta-lactamase decreased during the pandemic. Moreover, although not statistically significant, it was detected that particularly imipenem
sensitivity decreased in Klebsiella spp. and Acinetobacter spp., during the pandemic period.

Conclusion: It was considered that candidemia was elevated in patients at intensive care unit of our hospital as a result of the prolonged hospitalization and the
use of high doses of steroids for COVID-19 treatment. Early detection and surveillance for Candida infections would be critical in reducing COVID-19 deaths in cases
of fungal co-infection in COVID-19 patients. Since carbapenem resistance was found to be elevated in Klebsiella spp. and Acinetobacter spp. during the COVID-19
pandemic, combined treatment options should be assessed if emprical treatment with carbapenem was required. Clonal evolution of carbepenem-resistance

mechanisms was considered for Acinetobacter spp.

Keywords: Blood culture, COVID-19, Antibiotic sensitivity, Candida

GiRiS

Hastane ortami icinde en fazla antibiyotik
kullanilan ayni zamanda antibiyotik direncinin
ortaya c¢ikmasi ve yayilmasinda en ¢ok sorumlu
tutulan ortamlar Yogun Bakim Uniteleri (YBU)'dir.
YBU'lerinde yillara gére bakteriyemiye neden
olan mikroorganizmalarin cesitleri ve antibiyotik
duyarhhklari degisebilmektedir. Ampirik tedaviye
yol gosterici olmasi agisindan, bakteriyemilere
neden olan etken mikroorganizmanin dagiliminin ve
antibiyotiklere duyarlliklarinin merkezler tarafindan
diizenli olarak saptanmasi, daha gercekgci antibiyotik
uygulama planinin yapilmasi ve daha az direng
saptanmasi i¢in énemlidir®.

Antimikrobiyal tedavi ve yogun bakim kosullarindaki
ilerlemelere ragmen, sepsis yiiksek mortalite ve
morbidite oranlariyla seyretmektedir?. Kan kaltiri
mikrobiyolojinin 6énemli ve sik kullanilan testidir.
Sepsise bagli mortalite ve morbiditenin yiksek
olmasi nedeniyle hizli ve dogru tani hastanin
tedavisi acgisindan ¢ok Onemlidir. Yasayan canh
mikroorganizmalarin  hastanin kan dolasiminda
varligi, sepsis tanisi ve prognoz agisindan énemli bir
yere sahiptir®.

Aralik 2019 tarihinde Wuhan kentinde etiyolojisi
bilinmeyen pnémoni olgularinin bildirilmesi ile
yapilan arastirmalar sonucu Ocak 2020 tarihinde yeni
bir koronavirls saptanmistir. SARS virsiine benzerligi
nedeni ile “severe acute respiratory syndrome
coronavirus-2" (SARS-CoV-2) olarak isimlendirilmistir
ve Diinya Saghk Orgiitii bu viris icin 11 Mart 2020'de
“pandemi” ilani yapmistir®®,
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COVID-19 enfeksiyonuna bagh YBU’sinde vyatis
siresinin uzamasi ve tedavi icin c¢esitli ilaclarin
ozellikle de yiksek dizey steroidlerin kullanilmasi,
YBU'lerinde  sekonder enfeksiyonlara neden
olabilecek mikroorganizmalarin  dagihminin  ve
antibiyotik duyarhihklarinin degisebilecegini
disindirmuistir. Bu kapsamda c¢alismamizda,
pandemi 6ncesinde ki (PO) YBU’lerinden ve pandemi
dénemindeki (PD) COVID-19 YBU’lerinden gelen kan
kiltird orneklerinde reyen mikroorganizmalari ve
antibiyotik duyarliliklarini karsilastirarak pandemi
siresince meydana gelebilecek ikincil bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisi icin yol gosterici olabilmek
amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Firat Universitesi Girisimsel Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (04.02.2021
tarih ve 02-44 No.lu karar) onaylanmistir ve Helsinki
Deklarasyonu Prensipleri'ne uygun olarak yapilmistir.

Calismamizda, Eldzig Fethi Sekin Sehir Hastanesi
YBU’'lerinden laboratuvarimiza génderilen  kan
kaltara orneklerinin sonuglari retrospektif
olarak incelenmistir. Hastanemiz 1038 yatakh bir
hastanedir ve YBU’sinde 183 yatak bulunmaktadir.
1 Mart 2020-1 Mart 2021 doéneminde hastanemiz
COVID-19 YBU'nde yatan orofaringeal, nazofaringeal
surintilerinde gercek zamanh ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi pozitif olan
ya da PCR testi negatif olup, klinik, toraks bilgisayarli
tomografisi (BT) ve laboratuvar bulgulariyla
COVID-19 tanisi dusinilen hastalarda dreyen
mikroorganizmalar ve antibiyotik duyarliliklari ile
PO 1 Mart 2019-29 Subat 2020 tarihleri arasindaki
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dénemde YBU’de yatan hastalarin kan kiltirlerinde
lireyen mikroorganizmalar ve antibiyotik duyarliliklari
karsilastiriimistir. iki kan kiiltiri setinde ayni bakteri
Ureyen hastalar calismaya dahil edilmistir. Ayni
hastadan ayni anda alinan kan érneklerinden yalnizca
birinde cilt florasina ait olan Bacillus, mikrokoklar,
Propionibacterium acnes, Corynebacterium ve
koagilaz negatif stafilokok (KNS) trerse, bu durum
kontaminasyon olarak kabul edilmistir. Hastalardan
gelen yineleyen kan kiilturleri galismaya alinmamistir.

Laboratuvarimiza gelen kan kultlri siseleri BACTEC
9120 (Becton-Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, ABD) otomasyon sistemi ile takip edilmistir.
Kan kulturt siselerinden “pozitif uyar” verenler
koyun kanl ve Eosin Metilen Mauvisi besiyerlerine
pasajlanip, aerop kosullarda 37° C'de 24-48 saat
inkiibe  edilmistir.  Ureyen  mikroorganizmalar
morfolojik agidan Gram boyama ile degerlendirilmis,
mikroorganizmalarin identifikasyonu ve antibiyotik
duyarhhklari European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)® kriterlerine gore ve
Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda otomatize
Vitek version 2.0 (BioMérieux, Fransa) ile calisiimistir.
Kolistin direnci sivi mikrodiliisyon yontemiyle kolistin
silfat (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanilarak
Ureticifirmanintalimatlaridogrultusunda ¢ahsiimistir.

Arastirmada elde edilen verilerin
degerlendiriimesinde, “Statistical Package for Social
Science for Windows” (SPSS) 24.0 paket programi
kullanilmistir. Arastirmada degerlendirilen hastalarin
tanitici 6zelliklerinin (cinsiyet), bakteri ve antibiyotik
duyarhhk dagilimlarinin  belirlenmesinde frekans
ve ylzde dagihmi analizi kullanilmistir. Arastirmaya
katilanlarin ~ yas  degerlerinin  belirlenmesinde

ortalama ve standart sapma degerleri incelenmistir.

Analizin  temel amacini  olusturan arastirma
sonucunda Ureyen mikroorganizmalarin ve
antibiyotik duyarliliklarinin, PO dénem ve PD
hastalari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gosterip gostermedigini incelemek amaciyla
ki-kare bagimsizlik testi analizleri uygulanmistir.
Ayrica arastirma kapsaminda incelenen ve lremesi
olan hastalarin yas degerlerinin PO dénem ve

PD hastalari acisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilklarini incelemek amaciyla bagimsiz 6rneklem
t-testi uygulanmistir. Sonuglar %99 (p<0.01) ve %95
(p<0.05) giiven diizeyinde anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismamizda 1 Mart 2019-1 Mart 2021 tarihleri
arasinda laboratuvarimiza toplam 2221 kan kaltir
ornegi gonderilmis ve 311 kan kiltlrl Orneginde
Ureme olmustur. Ureme olan kiiltiirlerin 163
(%52.4)'G COVID-19 o6ncesi doneme, 148 (%47.6)'i
PD’ne aittir.

COVID-19 oncesi donemde toplam 1.374 kan kultira
ornegigelmistirve 163 (%11.9)'inde Greme olmustur.
PD’'nde ise toplam 847 kan kiltiiri 6rnegi gelmistir.
Bunlardan 148 (%17.5)'inde Gireme olmustur.

Pandemi Oncesinde hastalarin yas ortalamasi
6212, PD'nde ise hastalarin yas ortalamasi 80+2
olarak bulunmustur. Buna gobre, PD'nde ireme
olan hastalarin ortalama vyaslari, PO dénemdeki
hastalarin ortalama yaslarindan istatistiksel olarak
anlaml yiksek belirlenmistir (p<0.05). PO’nde
hastalarin %44.2'si kadin hasta, %55.8'i erkek hasta,
PD'nde hastalarin %31.8'i kadin, %68.2'si ise erkek
hasta olarak saptanmistir. PD'nde erkek hastalarda
daha fazla Gireme olmasi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05).

COVID-19 oncesi donemde toplam 1.374 kan kultira
ornegi gelmistir. Bu orneklerin 163 (%11.9)'Unde
treme olmustur. Ureme olanlarin 57 (%35.0)'sinde
Gram-negatif, 99 (%60.7)'unda Gram-pozitif bakteri,
7 (%4.3)'sinde maya belirlenmistir. Kontaminasyon
orani ise %19.9 olarak bulunmustur. PD'nde ise
toplam 847 kan kltliri 6rnegi gelmistir. Bunlardan
148 (%17.5)'inde tireme olmustur. Ureme olanlarin 47
(%31.8)'sinde Gram-negatif, 86 (%58.1)'sinda Gram-
pozitif bakteri, 15 (%10.1)'inde maya saptanmistir.
Kontaminasyon orani ise %21.6 olarak bulunmustur.
PO yogun bakimlarda ve PD yogun bakimlarda kan
kiltirlerinde Ureyen mikroorganizmalarin dagilimi
Sekil 1’de gosterilmistir.

41



Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2022;52(1):39-47

60000
50,70%
50,00%
40,5
A0,00%
30,00%
20,00% T 14,10% 5,50% 13.50% 470%  1010%
1000%  6.70% :—mim% 740% o 20% 4,900 ”mﬁ 670% | 4 e
0,60% WN.
O | [ M - ﬁ e -
& S i 2 J ‘
o nz.'fﬂ -ﬁq h‘ﬁ l:}‘:3I ‘-H L'Q:\} ‘{"b *fﬂg ‘FQ
& & & F S A 4
& 8 & < a“’}b & < ("é‘p
& 4 v 2 ¥
& ?5_& o

H Pandemi Cnoed H Pandemi DEnemi

Sekil 1. Pandemi 6ncesi yogun bakim ve pandemi dénemi yogun bakimlarda kan kultiirlerinde iireyen mikroorganizmalarin dagilimi

iki dénem arasinda Gram-pozitif ve Gram-negatif Pandemi oncesi yogun bakimlarda ve PD yogun

bakimlarda Ureyen Gram-negatif bakterilerin

bakterilerin Ureme oranlari arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir degisiklik belirlenmemistir (p>0.05). antibiyotik duyarliliklan Tablo 1'de gdsterilmistir.

Escherichia coli igin antibiyotik duyarhliklarina genel

Iki dénem arasinda Klebsiella spp, S. aureus, KNS ve olarak bakildiginda PD'nde, PO doneme gére bir

mayalarin Greme oranlarindaki degisim istatistiksel artis s6z konusudur. E. coli icin amikasin (p<0.05)

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). ve gentamisin (p<0.05) duyarhliklarinda dénemler

Tablo 1. Pandemi 6ncesi yogun bakimlarda ve pandemi dénemi yogun bakimlarda tespit edilen gram negatif bakterilerin antibiyotik
duyarhhklan

E.coli Enterobacter spp. Klebsiella spp. Pseudomonas spp. Acinetobacter spp.

PO PD PO PD PO PD PO PD PO PD

11 10 4 4 23 11 8 7 10 14

% % % % % % % % % %
AK 63.6* 100 50 50 34.8 54.4 87.5 100 10 7.14
GN 54.5% 100 75 50 43.5 45.5 87.5 100 10 14.3
IMP 100 100 75 50 73.9* 36.4 100 100 10 0
MEM 100 100 75 50 30.4 27.3 100 85.7 10 0
CIP 18.2 20 75 50 21.7 9.1 87.5 85.7 10 0
PTZ 100 90 50 25 17.4 9.1 87.5 71.4 - 0
FEP 18.2 40 75 25 17.4 18.9 100 100 - -
CTX 18.2 40 75 25 17.4 27.3 - - - -
CAZ 18.2 40 75 25 21.7 9.1 100 100 0 0
SXT 36.7 50 75 50 26.9 27.3 - - 0 14.3
Cl 90.9 100 75 75 56.5 45.5 87.5 100 100 100
GSBL pozitifligi 54.5 40 50 50 43.4 45.5 - - - -

PO: Pandemi 6ncesi; PD: Pandemi dénemi; AK: Amikasin; GN: Gentamisin; IMP: Imipenem; MEM: Meropenem; CIP: Siprofloksasin; PTZ: Piperasilin-
Tazobaktam; FEP: Sefepim,; CTX: Cefotaxim; CAZ: Seftazidim; SXT: Trimetoprim/ sulfametoksazol; SAM: Ampisilin-Sulbaktam; Cl: Kolistin.
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arasinda ortaya c¢ikan degisimler istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. Klebsiella spp. i¢in imipenemin
pandemi Oncesi doneme gore duyarliigindaki
azalma  (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Enterobacter spp., Pseudomonas spp.
ve Acinetobacter spp. igin ise PO ve PD antibiyotik
duyarhhklarinda ortaya ¢ikan degisimler istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Pandemi oncesi yogun bakimlarda ve PD yogun
bakimlarda  Greyen  Gram-pozitif  bakterilerin
antibiyotik duyarhliklari Tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo 2. Pandemi 6ncesi yogun bakimlarda ve pandemi
dénemi yogun bakimlarda iireyen gram pozitif bakterilerin
antibiyotik duyarliliklari

S.gureus S.aureus “KNS KNS
PO n=22 PD n=4 PO n=66 PD n=75
% % % %

PEN 13.6 0 6.1 -
ERY 50 100 13.6 25.3
CLl 50 100 39.4 36
LNz 86.4 100 86.7 74.7
VAN 100 100 86.7 100
TEi 100 100 86.7 100
FOX tarama 50 75 51.5 54.1

PO: Pandemi éncesi; PD: Pandemi dénemi. PEN: penisilin;
ERY: eritromisin; CLI: klindamisin; LNZ: linezolid; VAN: vankomisin;
TEI: teikoplanin; FOX: Sefoksitin.

Tablo 3. Pandemi 6ncesi yogun bakim ve pandemi dénemi
yogun bakimlarda iireyen Enerococcus spp.’nin. antibiyotik
duyarliliklari

Enterococcus spp. Enterococcus spp.

PO PD
n=11 n=7

% %
AM 63.6 429
GEN 45.5 42.9
SXT 36.6 57.1
LNZ 100 100
VAN 100 85.7
TEI 90.9 85.7

PO: Pandemi 6ncesi; PD: Pandemi dénemi; AM: Ampisilin;
GEN: Gentamisin; SXT: trimethoprim-sulfamethoxazole; LNZ: linezolid;
VAN: vankomisin; TEI: teikoplanin.

S. aureus ve KNS icin, PO ve PD antibiyotik
duyarliliklarinin higcbirinde ortaya ¢ikan degisimler
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Enterococcus spp’'nin PO ve PD antibiyotik
duyarhhklari incelendiginde ampisilin, gentamisin,
vankomisin ve teikoplanin duyarhliklarinda PD'nde,
PO déneme gére bir azalma gbzlenmistir. Fakat bu
degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). PO dénemde ve PD'inde {reyen
Enterococcus spp. ‘nin antibiyotik duyarhlik oranlari
Tablo 3'te gosterilmistir.

TARTISMA

Yogun bakimda vyatan hastalar, genel durum
bozukluklari, hastanede yatis siiresinin uzamasi,
genis spektrumlu antibiyotiklerin yogun olarak
kullanilmasi, uygulanan invazif girisimler gibi
nedenlerle direngli mikroorganizmalarla kolonizasyon
ve enfeksiyona vyatkinhk gosterebilmektedirler®),
Sepsisin acil mudahale gerektiren enfeksiyon
hastaliklari arasinda 6zel bir yeri vardir. Sepsise neden
olan mikroorganizmanin kan kiltirinde Uretilerek
antibiyotiklere duyarliiginin saptanmasi hastanin
tedavisini dnemli oranda kolaylastirir?).

COVID-19 ile enfekte kisilerde klinik %81
oraninda hafif seyir gostermekle beraber, %14’G
agir seyretmekte, hastalarin %5’i yogun bakim
gereksinimi duymaktadir®, Zhou ve ark.”), COVID-19
pandemisinde 6len COVID-19 hastalarinin %50’sinin
ikincil bakteriyel enfeksiyonlara sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Yapilan galismalarda, kan kiltirlerinde Gram-negatif
mikroorganizma Ureme orani %24.85 ile %37.8
arasinda, Gram-pozitif mikroorganizma tGreme orani
%59.3 ile %64.7 arasinda bildirilmistir®®. Bizim
¢alismamizda da yapilan galismalarla uyumlu Greme
oranlari belirlenmistir. Ancak, iki donem arasinda
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin tGreme
oranlari arasindaki iliski anlamli saptanmamistir
(p>0.05).
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Kan kaltirlerinden en sik Ureyen ve cgalismalarda
en sik kontaminasyon etkeni olarak bildirilen
mikroorganizmalar Gram-pozitif koklar ozellikle de
koagulaz negatif stafilokoklardir®¥. Calismamizda,
hem PO yogun bakimlarda (%40.5) hem de
PD vyogun bakimlarinda (%50.7) en fazla KNS
Uremesi saptanmistir. Calismamizda, PD'nde KNS
Gremesinin anlamh olarak arttigi goértlmastir.
Yapilan calismalarda, KNS suslarinin metisilin direnci
ortalama %40 ile %90.7 arasinda degismektedir*>1%),
Bizim calismamizda da benzer olarak PO yogun
bakimlarda %51.5, PD yogun bakimlarda %54.1
metisilin direnci belirlenmistir. Vankomisin
ve teikoplanin, metisiline direngli stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde en cok tercih edilen
antibiyotiklerdir. Ancak, son zamanlarda glikopeptid
grubu antibiyotiklere duyarhhg azalmis kdékenler
bildirilmistir®. Calismamizda, iki dénemde de KNS
suglari vankomisin ve teikoplanine %100 duyarli
saptanmistir.

Staphylococcus aureus’u kan kiltlrlerinde Kiiclkates
ve Gultekin® %24.87 oraninda, Bigak ve ark®®.
%11.5, Coskun®” %13.7, Kula-Atik ve Uzun"® %8.6
oraninda saptamislardir. Calismamizda, S. aureus
PO yogun bakimlarda %13.5 ile ikinci sirada iken, PD
yogun bakim Unitelerinde ise istatiksel olarak anlamh
oranda daha disik %2.7 olarak belirlenmistir. S.
aureus suslarinda metisilin direnci kiiresel stirveyans
verilerine gore Ulkeler, bolgeler, hastaneler ve hatta
ayni hastanenin servisleri arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir®. Telli ve ark.?® S. aureus
suslarinda metisilin direncini %15.3, Say-Coskun ®7
%30.6, Kula-Atik ve Uzun® %40 olarak bildirmislerdir.
Tanriverdi ve ark.?Y S. aureus suslarinda metisilin
direncini %22.3 olarak saptamiglardir. Calismamizda,
S. aureus metisilin direnci PO yogun bakimlarda ve
PD yogun bakimlarda sirasiyla %50 ve %75 olarak
belirlenmistir. Metisilin direng oranimiz S. aureus
icin yuksek olmakla birlikte, az sayida S. aureus
saptandigindan gercek orani yansitmayabilecegi
disinilmustar.

Yapilan ¢alismalarda, gneis spekrumlu B-laktamaz
(GSBL) uretimi E. coli"de %32-67, Klebsiella
spp.'de ise %38-%74 arasinda degisen oranlarda
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bildirilmektedir??, Calismamizda, GSBL Uretimi bu
verilerle uyumludur ve iki donem arasinda anlamli
bir fark belirlenememistir. Ancak, Hamidi ve ark.
3 calismalarinda, PD'nde E. coli’de GSBL oraninin
%40.5'ten  %35.2'ye  azaldigini  bildirmislerdir.
Bizim calismamizda da PD’'nde GSBL oraninin E.
coli’de anlamh olmasa da %54.5'ten %40'a dustigu
goralmustir. Ancak, GSBL saptamamiz cihaz ile
yapilmistir. izolatlarin stoklarini yine canlandirarak
kombine disk yontemi ile GSBL testlerinin
dogrulanmasi olasi olmamistir. Central Asian and
Eastern European Surveillance on Antimicrobial
Resistance (CAESAR) enterik bakterilerde direng
oranlarinin 2017 yili verilerine gore Tirkiye igin
karbepenem direnci E. coli’de %4, Klebsiella spp.’de
%38 olarak bildirilmistir®,  Calismamizda, iki
donemde de CAESAR verilerine yakin olarak E. coli’de
karbepenem direnci saptanmamistir. Klebsiella spp.
icin Greme orani anlamli (p<0.05) olarak PD'nde
azalmis olmakla birlikte, imipenem duyarliliginda
ise istatistiksel olarak anlamli oranda azalma
belirlenmistir. (p<0.05). Meropenem duyarliliginin ise
iki donemde de %40'in altinda oldugu gorilmistar.

Ozellikle bazi Gram-negatif bakteriler Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter spp. gibi immuniteleri
baskilanmis hastalarin fazla olarak bulunduklar
yogun bakim Unitelerinde neden oldugu bakteriyemik
enfeksiyonlarin tedavileri zordur. Ayrica, direng
gelisimi ve mortalite oranlari ¢ok yuksektir®). Barig
ve ark.®® ile Sirin ve ark.® kan kalturd 6rneklerinden
sirasiyla %6.8 ve %13.1 oraninda Acinetobacter
spp., %4.1 ve %4.8 oraninda ise P. aeruginosa izole
etmislerdir. Calismamizda, Acinetobacter spp. ve P.
aeruginosa galismalarla uyumlu olarak saptanmistir.
Cetin ve ark.?”, Uzun ve ark.?® ve Aliskan ve ark.
@) imipenem duyarlihgini P. aeruginosa’da sirasiyla
%68, %82 ve %51; A. baumannii'de %38, %14 ve
%61 olarak belirlemislerdir. Calismamizda, PO
donemde kan kultirlerinde Acinetobacter spp.’nin
ve P. aeruginosa’'nin imipenem duyarhligl sirasiyla
%10 ve %100 iken, PD yogun bakimlarda %0 ve %100
olarak saptanmistir. Hastanemizde Acinetobacter
spp.’nin imipenem duyarhhginin oldukga disuk
oldugu PD'nde daha da dustigl gortulmustir.
Ancak, anlamli bir degisim belirlenememistir.
Acinetobacter spp. suslarinda PD'nde karbepenem
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duyarh susun olmamasi klonal bir iliski olabilecegini
dustindlUrmustir.

Kolistinin A. baumannii izolatlarina karsi en etkili
antimikrobiyal oldugu bildiriimekle birlikte, son
yillarda kolistin direncinin arttigi gorulmektedir®?,
Buna karsilik, ¢calismamizda iki donemde de kolistin
direngli sus saptanmamistir.

Calismamizda, COVID-19 oncesinde kan kiltirde
mayalarin gorilme sikhig %4.3 iken, COVID-19
yogun bakimlarda kan kiltirinde %10.1 orani ile
en cok belirlenen ikinci mikroorganizma olmustur.
PD'nde kan kiltiirinde maya saptanmasinin anlamli
olarak arttigi gorilmdistir (p<0.05). Bu durumun
hastalarin yogun bakimda yatis siresinin uzamasi
ve steroid kullanimina bagh oldugu dusunilmuistir.
Yogun bakimdaki hastalarin %6 ile %10’unu etkileyen
Candida, en sik gorilen patojenler arasindadir
ve bazi c¢alismalarda, kandidemi igin artan bir
egilimde oldugu belirtilmistir®. Turkiye’de kan
dolasim enfeksiyonlarinin arastirildigl cok merkezli
calismalarda yogun bakim tnitelerinde %4.7 ile 10.8
oraninda Candida tirlerinin enfeksiyondan sorumlu
oldugu bildirilmistir®. invaziv maya enfeksiyonlari,
antifungal tedavi alanlara kiyasla tedavi almayan
COVID-19 olgularinda, daha yiiksek mortaliteile iliskili
oldugundan klinik basariya ulagsmak igin hizli tani ve
tedavi buyik 6énem tasimaktadir®, Brezilya’daki iki
tip merkezinde yapilan bir ¢alismada, ylksek dozda
steroid alan COVID-19 hastalarinda kandidemi
sikhginda on kat artis gézlemlemislerdir®?,

Sonug¢ olarak, hastanede yatis siresinin uzamasi
ve COVID-19 tedavisinde yiksek diizey steroid
kullanimina  bagh hastanemiz yogun bakim
hastalarinda kandideminin artigi dastndlmdastr.
Candida enfeksiyonlari icin erken teshis ve izleme,
siddetli COVID-19 fungal ko-enfeksiyonu olan
hastalarda COVID-19'dan  oOlumleri  azaltmada
onemli rol oynayacaktir. Ayrica Klebsiella spp.'de
karbepenem direncinin COVID-19 PD'nde anlaml
olarak arttigr gorilmistir. Karbepenem ile ampirik
tedaviye baslamak gerektiginde bu durum goz
onunde tutularak ampirik tedavi icin kombine tedavi
secenekleri degerlendirilebilir.
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Amag: Bu ¢calismada amag, COVID-19 hastaligi nedeni ile yatan hastalarda meydana gelen sekonder bakteriyel
enfeksiyon etkenlerini tanimlamak ve bu etkenlerin antibakteriyel direng durumlarini belirlemektir. Béylece
sekonder enfeksiyon diistiniilen hastalarda baslanacak ampirik tedavi igin éngérii saglanarak gereksiz
antibiyotik kullanimi 6nlemede katkida bulunulacaktir.

Yéntem: Calismamizda, Mart 2020 ve Subat 2021 tarihleri arasinda Nigde Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde
COVID-19 nedeniile Yogun Bakim Unitesi (YBU)'nde yatan hastalardan génderilen alt solunum yolu érneklerinden
izole edilen toplam 315 adet izolat incelenmistir. Demografik ve laboratuvar verileri hastane otomasyon
sisteminden retrospektif olarak analiz edilmistir. Bakteriyel izolatlarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliligi
Vitek 2 Compact (Biomerieux, Fransa) cihazi ile yapilmis ve EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) kriterlerine gére degerlendirilmistir.

Bulgular: COVID-19 nedeni ile hastanemizde yatan 5.753 hasta incelenmis ve bunlardan YBU'de bulunan
315’inde (%5.5) sekonder bakteriyel enfeksiyon belirlenmistir. Pandemi déneminde Gram-negatif bakterilerden
en ¢ok sirayla Acinetobacter baumannii (%47.8), Klebsiella pneumoniae (%13.4) ve Pseudomonas aeruginosa
(%12.0) iremesi gorilmistir. Gram-pozitif bakteriler arasinda en ¢ok sirayla Staphylococcus aureus (%4.5) ve
Enterococcus spp. (%2.1) bakterileri tremistir.

Sonug: Coklu ilaca direngli bakteriler, morbidite ve mortalitenin artmasina neden olur. Bu nedenle antibiyotik
tedavisine duyulan gereksinim ¢abucak degerlendirilmeli ve uygun olmadiginda kesilmelidir. Nozokomiyal
enfeksiyonlarin uygun kontroliiniin saglanmasi ile COVID-19 hastalarinda sekonder bakteriyel enfeksiyon
gelisiminin 6nlenmesi ve bu direngli tiirlerin yayilmasini sinirlamak énemlidir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, sekonder bakteriyel enfeksiyon, antibiyotik duyarlilik
ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to identify the secondary bacterial infection agents in hospitalized patients
due to COVID-19 disease, determine their antibacterial resistance patterns, and thus prevention of unnecessary
antibiotic use by providing foresight for the empirical treatment given to patients with secondary infection.
Methods: In our study, 315 isolates from lower respiratory tract samples of patients hospitalized in the intensive
care unit (ICU) due to COVID-19 in Nigde Training and Research Hospital between March 2020 and February
2021 were examined. Demographic and laboratory data were analyzed retrospectively from the hospital
automation system. Identification of bacterial isolates and antibiotic susceptibility were performed with Vitek 2
Compact device and evaluated according to EUCAST criteria.

Results: 5753 patients hospitalized in our hospital due to COVID-19 were examined, and secondary bacterial
infection was detected in 315 (5.5%) of them in the ICU. During the pandemic, Acinetobacter baumannii (47.8%),
Klebsiella pneumoniae (13.4%) and Pseudomonas aeruginosa (12.0%) growth were observed frequently among
Gram-negative bacteria. Among the Gram-positive bacteria, growth was noted for Staphylococcus aureus
(4.5%) and Enterococcus spp. (2.1%).

Conclusion: Multidrug-resistant bacteria cause increased morbidity and mortality. Therefore, the need for
antibiotic therapy should be evaluated promptly and discontinued when inappropriate. With proper control of
nosocomial infections, it is important to prevent the development of secondary bacterial infections in COVID-19
patients and to limit the spread of these resistant strains.

Keywords: COVID-19, secondary bacterial infection, antibiotic susceptibility
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GiRiS

COVID-19 ilk olarak Aralik 2019°da Cin’in Wuhan
kentinde ortaya ¢ikmis ve hizla tim dinyaya yayilarak
kiresel bir tehdit haline gelmistir. Subat 2021
itibariyle yaklasik 107 milyon kisi enfekte olurken, 3
milyon kisi hayatini kaybetmistir™. Bu enfeksiyona
yakalanan hastalarin yaklasik %20’sinde hastaligin
siddeti agir gecmis ve prognoz kotl seyretmistir.
Yapilan calismalar, prognozu kotli seyreden yogun
bakim hastalarinda sekonder enfeksiyon oraninda
artis bildirmistir?. Bu durum, COVID-19 yénetiminde
klinisyenler igin 6nemli bir sorun olusturmustur.
COVID-19 olgularinda gelisen sekonder bakteriyel
enfeksiyon patogenezi; viral patojenlerin virlilansi,
immin yanitin dlizensizligi ve bozulmus mikrobiyota
etkilesimleri ile acgiklanmistir. Gelisen sekonder
bakteriyel pndmoni bu hasta grubunda klinikte hizla
kotiye gitmeye, viral yikin yeniden yikselmesine
ve kritik hastalarda yliksek mortaliteye neden
olmustur®. Yeni c¢ikan bu enfeksiyonun yani sira
bakteriyel antibiyotik direnci Diinya’da hizla artmakta
ve tehlikeli bir halk saghgi sorunu olarak gelecegimizi
tehdit etmeye devam etmistir. Mevcut COVID-19
salgini,  antimikrobiyal  yOnetim  ¢alismalarini
etkileyebilecek ve antimikrobiyal direnci artirabilecek
potansiyel tehditler icermistir. Ornegin, pndémoni
olmaksizin hafif hastalik veya orta derecede pnémoni
ile basvuran bircok kisiye antibiyotik tedavisi
verilmistir®, Hastanede yatan COVID-19 hastalarinda
yapilan bir calismada, hastalarin %72’sine antibiyotik
tedavisi verildigini ve bunlardan yalnizca %8’inde
bakteriyel veya fungal ko-enfeksiyonlar oldugu
bildirilmistir®. Ayrica, hastaneye yatislar hastane
kaynakli enfeksiyon riskini ve coklu ilaca direncli
organizmalarin bulagma riskini artirmig ve bu
da antimikrobiyal kullanimin artmasina neden
olmustur®. Yakin zamanda yogun bakimda bulunan
hastalardan yapilan bagka bir arastirmada, hastalarin
yalnizca  %54’Unln  bakteriyel  enfeksiyondan
siphelenmesine veya kanitlanmis enfeksiyon
olmasina ragmen, %70’inin profilaksi veya tedavi
amach en az bir antibiyotik aldigini gostermistir?,
Farkli calismalarda, COVID-19 hastalari arasinda
ek enfeksiyon prevalansi degiskenlik gostermekle
birlikte yasamini kaybeden hastalarin %50’sinde
ek enfeksiyon bulundugu bildirilmistir. Yapilan
calismalarda, bu hastalarda COVID-19’un vyani

sira Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Klebsiella  pneumoniae, = Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella
pneumophila ve Acinetobacter baumannii gibi
bakterileri; Candida spp. ve Aspergillus flavus
gibi mantarlari ve rinovirls, parainfluenza viris,
metapndmoviris, influenza-B virlst gibi virtsleri
sekonder enfeksiyon olarak saptanmistir”, Bu
¢alismada amag; COVID-19 hastaligi nedeni ile
hastanede yatan hastalarda meydana gelen sekonder
bakteriyel enfeksiyon etkenlerini tanimlamak ve
bu etkenlerin antibakteriyel diren¢ durumlarini
belirlemektir. BOylece baslanacak ampirik tedavi
icin  O0ngbri uygulanacak gereksiz antibiyotik
kullanimi 6nlenecektir. Ayrica enfeksiyon kaynaginin
saptanmasi ile dogru hasta yonetimi saglandiginda
zamansal ve mali yonden kazang saglanacaktir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Nigde Omer Halisdemir Universitesi,
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan (11.02.2021 tarih ve 2021/12 No.lu karar)
onaylanmustir.

Nigde Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Mart 2020-Subat 2021
tarihleri arasinda COVID-19 hastaligi nedeniile yogun
bakimda yatmakta olan hastalardan gonderilen Alt
Solunum Yolu (ASY) érneklerinden (balgam ve trakeal
aspirat) izole edilen toplam 315 adet izolat ¢alismaya
dahil edilmistir. Polimikrobiyal Ureme gorilen
bazi hastalarda muhtemel etken olarak baskin
olan ve antibiyogrami yapilmis tir calismaya dahil
edilmistir. Yinelenen &rnekler galismadan gikariimis,
her hastadan tek 6rnek calismaya dahil edilmistir.
COVID-19 pandemisinin alt solunum yolunda lreyen
bakteri profiline etkisini daha iyi yorumlamak igin
pandemi o©ncesi donemde yogun bakimda yatan
hastalarin verileri de geriye yonelik incelenmistir.
Bununigin Ocak 2019 ile Aralik 2019 tarihleri arasinda
alt solunum yolundan alinan kiltir verileri hastane
otomasyon sisteminden incelenmistir. Calismaya
dahil edilen COVID-19 hastalari, solunum vyolu
materyallerinden viral RNA'nin belirlenmesi igin Real
Time-PCR (Qiagen, Rotor-Gene 5-Plex HRM) cihazi
kullanilarak pozitif cikmis olanlardan secilmistir.
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Bakteriyel klltiirlerve antimikrobiyal direng paternleri
hastane otomasyon sisteminden retrospektif olarak
incelenmistir.  Balgam  Orneklerinden, Bartlett
skorlamasina gore Gram boyali preparatta >25
noétrofil/saha ve <10 yass! epitel/saha olan ornekler
degerlendirilmeye alinmistir. Orneklerin %5’lik koyun
kanli agar, cikolata agar ve EMB (Eozin Metilen Blue)
agar besi yerlerine ekimleri yapilmistir. Ekimi yapilan
plaklar 35+1°C’de 18-24 saat inklbe edilmis ve
Greme olmadiysa veya zayif Greme varsa inkiibasyon
suresi 48 saate kadar uzatilmistir. Tek koloni ekim
teknigi sonucunda plagin yalnizca ilk kadraninda
varsa “az sayida”, ikinci kadraninda varsa “orta
sayida”, liclinci kadraninda varsa “cok sayida” olarak
semikantitatif olarak degerlendirilmistir. inkiibasyon
sonunda Ureyen o6rneklerin Gram boyama, koloni
morfolojisi, katalaz ve oksidaz test sonuglarina
gdre 6n degerlendiriimesi yapilmistir. izolatlarin
tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliigi Vitek 2
Compact (Biomerieux, Fransa) cihazi ile yapilmistir.
Elde edilen duyarhlik test sonuclari EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing)  kriterlerine  gbére  degerlendirilmistir.
Burkholderia cepacia igin antibiyotik duyarhhk
degerleri CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2022;52(1):48-55

Institute) kriterlerine gére degerlendirilmistir. Veriler
Microsoft Excel”e girilerek diizenlenmistir. Ortalama,
standart sapma ve ylizde degerler hesaplanarak
gerekli kiyaslamalar yapilmistir.

BULGULAR

Calismamizda, COVID-19 nedeni ile Mart 2020 ve
Subat 2021 tarihleri arasinda hastanemizde yatan
5.753 hasta incelenmis ve bunlardan 315’inde
(%5.5) sekonder bakteriyel enfeksiyon belirlenmistir.
Calismaya dahil edilen 315 hastanin 203G (%64.4)
erkek, 112'si (%35.6) kadin hastadan olustugu
gorialmustdr. Yas arahgl 18-94 olmak lzere ortalama
yas 68.0+14.9 olarak saptanmistir. Hastalardan 124’0
(%39.4) yasamini kaybetmistir. Yasamini kaybeden
hastalardan 41’i (%33.1) kadin, 83l (%66.9) erkek
hastadan olusmustur. Gram-negatif bakterilerden
en ¢ok sirayla A. baumannii (%47.8), K. pneumoniae
(%13.4)veP.aeruginosa(%12.0) Gremesigdrilmistar.
Gram-pozitif bakteriler arasinda en ¢ok sirayla S.
aureus (%4.5) ve Enterococcus spp. (%2.1) bakterileri
Uremistir (Sekil 1). COVID-19 pandemisi Oncesi
hastanemizde ASY’de (reyen mikroorganizmalarin

2.1%

Enterococcus spp.

Stenotrophomonas Acinetobacter
maltophilia baumannii
Staphylococcus 2.7% 47.8%
aureus

Sphingomonas
paucimobilis
1.0%

Diger patojenler
4.1%

Escherichia coli
4.5%

Klebsiella pneumoniae
13.4%

Sekil 1. COVID-19 hastalarinda ASY’de iireyen mikroorganizmalarin dagilimi
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dagihmiise Gram-negatif bakterilerden en ¢ok sirayla
A. baumannii (%38.8), K. pneumoniae (%23.2) ve P.
aeruginosa (%13.9) Uremesi gorlilmustiir. Gram-
pozitif bakteriler arasinda en cok sirayla S. aureus
(%6.2) ve S. pneumoniae (%1.9) bakterileri Gremistir
(Sekil 2). Yas olarak karsilastirildiginda, Burkholderia
cepacia, Escherichia coli, Enterococcus spp. ve
Stenotrophomonas maltophilia daha c¢ok 65 yas
Ustl hastalarda; A. baumannii, K. pneumoniae ve
P. aeruginosaa ise daha ¢ok 65 yas alti hastalarda
yogun olarak Gremistir (Sekil 3). Hayatini kaybeden
hastalar arasinda en ¢ok gorilen sekonder enfeksiyon
etkenleri B. cepacia (%78.3), Sphingomonas
paucimobilis (%66.7) ve S. maltophilia (%50.0)
seklinde siralanmistir.

izole edilen bakterilerin birgogunun c¢oklu ilag
direncine sahip oldugu gorilmastir. Pandemi
doneminde Gram-pozitif bakterilerden S. aureus
suglarinda  vankomisin  direnci  gdzlenmezken
Enterococcus spp. suslarinda  %50.0 oraninda
vankomisin direnci saptanmistir.  Gram-negatif
bakterilerden A. baumannii suslarinda amikasin
(%88.5), gentamisin (%94.2), meropenem (%98.2),
seftazidim (%98.6) ve siprofloksasin  (%99.3)
antibiyotiklerinde ylksek oranda direng gértlmastir.
Diger Gram-negatif bakterilerden K. pneumoniae

suslarinda  %66.7 amoksisilin-klavulanat, %35.9
meropenem, %64.1 piperasilin-tazobaktam
ve %56.4 siprofloksasin oranlarinda direng; P
aeruginosa suglarinda %31.4 meropenem ve %48.0
piperasilin-tazobaktama oranlarinda direng; E. coli
suslarinda ise %61.5 amoksisilin-klavulanat ve %76.9
siprofloksasine oranlarinda direng saptanmistir.

Pandemi sirecindeki antibiyotik direng patern
degisimini dogru yorumlamak agisindan pandemi
oncesi antibiyotik duyarlilik paneli de incelenmistir.
Pandemi ©ncesinde Gram-pozitif bakterilerden
S. aureus suglarinda vankomisin direnci %3.4
iken, S. pneumoniae’de %44.4 oraninda penisilin
direnci saptanmistir. Gram-negatif bakterilerden A.
baumannii suslarinda amikasin (%69.8), gentamisin
(%89.6), meropenem (%99.5), seftazidim (%98.4)
ve siprofloksasin (%98.4) antibiyotiklerinde yiiksek
oranda direng gorilmistir. Diger Gram-negatif
bakterilerden K. pneumoniae suslarinda %69.7
amoksisilin-klavulanat, %74.3 meropenem, %90.8
piperasilin-tazobaktam ve %79.8 siprofloksasin
oranlarinda direng; P. aeruginosa suslarinda
%46.2 meropenem, %61.5 piperasilin-tazobaktam
oranlarinda direng; E. coli suslarinda ise %17.9
amoksisilin-klavulanat, %35.9 gentamisin ve %61.5
siprofloksasin oranlarinda direng saptanmistir.

Enterobacter spy .
1.7%

Proteus spp.

2.1%
e R

Staphylococcus aureus
6.2%

Escherichia coli
8.3%

Klebsiella pneumoniae
23.2%

Diger patojenler
3.0%

Acinetobacter
baumannii
38.8%

Sekil 2. COVID-19 pandemisi 6ncesi hastanemizde ASY’de iireyen mikroorganizmalarin dagihmi
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Sekil 3. COVID-19 Hastalarinda yaga gore lireyen bakteri tiirleri yogunlugu

TARTISMA

COVID-19, kimi hastalarda asemptomatik
seyrederken, kimi hastalarda da 6limcil olabilecegi
gozlemlenmistir. Yapilan bir arastirmaya gore,
dogrulanmis olgularin genel 6lim orani %2.3 iken,
yogun bakim hastalarinda 6lim orani yaklasik
%50’ye kadar yikselmistir*, Yogun bakim COVID-19
hastalarinda 6lim oraninin artmasina neden olan
etkenlerden biri olabilen sekonder enfeksiyonlar,
ihmal edilen 6nemli sorun olarak karsimiza ¢ikmistir.
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun taninmasi ve uygun
enfeksiyon kontrol &nlemlerinin alinmasi kadar
sekonder bakteriyel enfeksiyon olasiliginin ihmal
edilmemesinin de 6nemli oldugu gorilmustir. Bu
nedenle bu calismada, COVID-19 hastalarinda
gelisen sekonder bakteriyel enfeksiyon etkenleri ve
antibiyotik duyarliliklarini agiklamak amacglanmustir.

Zhou ve ark./nin®? yaptig bir calismada, COVID-19
nedeniyle hastaneye kabul edilen 191 hastanin
28’inde (%15) sekonder bakteriyel enfeksiyon
gbozlemlenmis, bu hastalardan 27’sinin yasamini
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kaybettigi bildirilmistir. Zhang ve ark./nin® yaptig
calismada ise, durumu kritik olan 38 hasta
incelenmis, bu hastalarin 21’inde sekonder solunum
yolu enfeksiyonu bildirilmistir. Saptanan etkenlerin
%50’si Gram-negatif bakteri, %26’si Gram-pozitif
bakteri, %11’i virlis ve %7’si mantar olmak Uizere
en yaygin patojenler K. pneumoniae, E. faecium, A.
baumannii ve HSV-1 olarak bildirilmistir. Kim ve
ark’nin® yaptigi baska bir calismada ise, SARS-
CoV-2 igin pozitif 116 hastadan 24’tinde (%20.7) bir
veya daha fazla ek patojen saptanmis ve en yaygin
ko-enfeksiyonlar rinoviriis/enteroviris (%6.9) ve
solunum sinsitiyal virtst (%5.2) olarak belirlenmistir.
Sekonder bakteriyel enfeksiyonlarla ilgili Misir'da
yapilan ilk ¢alismada, 260 olgu incelenmis bu
hastalarin  28’inde (%10.7) bakteriyel ve/veya
fungal ko-enfeksiyonlar gorilmuistir. Gram-negatif
bakteriler, Gram-pozitif bakterilere gére %71.4 daha
baskin bulunmustur. Bulunan bakterilerin %28.5’i K.
pneumoniae, %16.6’s1 A. baumannii, %9.5’u E. coli,
%9.5’u P. aeruginosa, %11.9'u S. aureus, %4.7’si S.
pneumoniae ve %2.3'U Enterococcus faecalis olarak
belirlenmistir. Ek olarak, bes olguda (%11.9) bakteri
ile birlikte mantar enfeksiyonu da bulmuslardir®.
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Calismamizda, hastanemizde Mart 2020 ve Subat
2021 tarihleri arasinda COVID-19 nedeni ile takip
edilen 5.753 hastadan alt solunum yolu 6rneklerinde
bakteriyel Greme olan 315 (%5.5) hasta incelenmis,
bu hastalarin 124’0 (%39.3) yasamini yitirmistir.

Hastalarimizda Gram-negatif bakteriler arasinda
en ¢ok A. baumannii (%47.8) Gremesi saptanmistir.
Pandemi ©ncesinde de hastanemiz yogun bakim
hastalarinin solunum vyolu o6rneklerinde en c¢ok
A. baumannii (%38.8) Uremesi gorilmistir. Bu
durum hastanemiz yogun bakim biriminde bir A.
baumannii kolonizasyonunu gosterse de pandemi
oncesi yogunlugun %38.8’den pandemi déneminde
COVID-19 hastalarinda %47.8’e gikmasi dikkat gekici
bulunmustur. En 6nemli nozokomial enfeksiyon
etkenlerinden olan A. baumannii enfeksiyonlari
ozellikle bazi durumlarda artig gosterdigi bildirilmistir.
Bu durumlar cevrenin veya kullanilan materyallerin
onceden mikroorganizma ile kontamine olmasi,
hastanin ileri yasta olmasi, uzun slre hastanede
yatis, hastanin entlibe olmasi, cerrahi ve invaziv
girisimler, altta yatan hastalik varligi, sekonder
enfeksiyon varligi, uzun siire antibiyotik kullanimi
olarak 6zetlenmistir®™, COVID-19 hastalarinda da bu
yogunlugun artma nedeni viral patogenez, kullanilan
profilaktik antibiyotikler, kullanilan kortizol gibi
ilaglar, mekanik ventilatére bagli olma ve hastanede
kalis slresinin uzamasi gibi faktérlerden kaynakh
olabilecegi duslinilmistir. A. baumannii suslarina
ait antibiyotik duyarliligi incelendiginde, pandemi
Oncesine gore amikasin (%88.5), gentamisin (%94.2),
piperasilin-tazobaktam (%98.6) direng¢ ylizdesinde
artis gozlenirken, meropenem (%98.6) ve seftazidim
(%98.6) direg ylzdesinde degisiklik gozlenmemistir.
Karbapenem grubu antibiyotikler, A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmasina ragmen,
karbapenem direngli A. baumannii izolatlarinin orani
giderek arttigi bildirilmistir®. A. baumannii’de
hem oranin hem de direncin artma nedeni COVID-
19°un primer patogenezinden kaynakli hastanede
kalis sliresinin artmasi ve mekanik ventilasyon
gereksiniminin olmasi nedeniyle olabilecegini bize
distindurmiustar.

Hastalarimizda belirledigimiz diger Gram-negatif
bakteriler ise K. pneumoniae (%13.4), P. aeruginosa
(%12.0), B. cepacia (%7.9), E. coli(%4.5), S. maltophilia

(%2.7) ve S. paucimobilis (%1.0) olarak siralanmistir.
Pandemi 6ncesinde ise bu siralama, K. pneumoniae
(%23.2), P. aeruginosa (%13.9), E. coli (%8.3), Proteus
spp. (%2.1), B. cepacia (%0.9) ve Enterobacter spp.
(%1.7) olarak belirlenmistir. Bu veriler arasinda dikkat
cekici olan ise pandemi Oncesine gore COVID-19
hastalarinda K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E. coli
oranlarinin azalmasi; B. cepacia oraninin artmasidir.
B. cepacia, intrensek olarak bir¢ok antimikrobiyal
ajana direngli bir yapiya sahip oldugu bildirilmistir.
Genellikle saglikli insanlarda morbidite ve mortalite
oranlari ¢ok disuktir ve ¢ok ender enfeksiyona
neden olmustur. Bagisiklik sistemi baskilanmis, ek
kronik hastaligi bulunan, primer immiin yetmezlikli,
onkolojik ve kistik fibrozisli gibi riskli hastalarda
Uriner sistem enfeksiyonu, peritonit, bakteriyemi/
sepsis, osteomiyelit, menenjit ve pnomoni gibi
yasami tehdit eden firsatgl enfeksiyonlara neden
olmustur®®.  Pandemi &6ncesine goére kiiltiirde
Ureme orani artan B. cepacia icin konusu gecen bu
risk faktorleri arasina COVID-19’lu hastalarin da
eklenmesi sonug olarak distndlmistir. Yasamini
kaybeden hastalar arasinda en c¢ok gorilen
sekonder enfeksiyon etkenleri B. cepacia (%78.3), S.
paucimobilis (%66.7), S. maltophilia (%50.0) seklinde
siralanirken bu bakterilerin hastalarin élumleri ile
direk iliskili oldugu seklinde yorum yapmak dogru
olmamakla birlikte, direkt iliski kurmak igin daha fazla
calisma ile desteklenmesi gerekliligi distintlmustir.

Calismamizda, A. baumannii disindaki diger en
stk rastlanan Gram-negatif etkenlerde antibiyotik
direncinde pandemi dncesi doneme gére genel olarak
bir diisis goézlenmistir. Bu durum COVID-19 tanil
hastalarin bazilarinda hastaneye ilk basvurusunda
bile yogun bakim gereksinimi ve solunum destegi
gerektirmesi nedeniyle uzun sireli veya genis
spektrumlu antibiyotik tedavisine maruz kalmamasi
ve gelisen sekonder bakteriyel enfeksiyonlarda
direng oranlarinin gérece daha disiik olmasi seklinde
aciklanabilir. Ayrica, bu hastalarin hastane kokenli
suslarla mi yoksa toplumsal kdkenli suslarla mi
enfekte oldugu irdelenmesi gereken bir durumdur.

Gram-pozitif bakteriler arasinda hastalarimizda
en stk hem pandemi 6ncesi (%6.2) hem de sonrasi
(%4.5) S. aureus Gremesi gozlemlenmistir. mecA ve
mecC geninin ekspresyonu S. aureus’ta metisilin
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direnci olarak karsimiza ¢ikmakta ve MRSA (metisilin
rezistant S. aureus) olarak adlandirilmaktadir. Bu
gen, PBP2a proteinini kodlayarak metisilin, nafsilin,
oksasilin ve sefalosporinlere karsi dirence neden
olmaktadir®”. Oksasilin direngli S. aureus’larin
¢ogu mecA pozitiftir ancak bazi mecC pozitif
izolatlar gozden kacabilmektedir®®. Calismamizda
oksasilin direnci pandemi Oncesinde %37.9 iken,
pandemi sonrasinda %23.1 olarak saptanmistir.
Uzun sltre yogun bakimda kalmanin, MRSA
enfeksiyonuna yakalanma olasiligini yaklasik 2.5-4
kat artirabilecegini gosterilmistir®. Ayrica, MRSA
enfeksiyonlarinin yogun bakim hastalarinda énemli
bir mortalite nedeni oldugu bildirilmistir*®. Ancak,
calismamizdaki MRSA varligi genetik analizler ile
dogrulanmalidir. ikinci siklikta goérillen Gram-pozitif
bakteri ise pandemi Oncesi S. pneumoniae (%2.1)
iken, pandemi déneminde daha ¢ok Enterococcus
spp. (%2.1) olarak belirlenmistir. Toplum kokenli
pndmoni etkenlerinden en sik olarak karsimiza gikan
S. pneumoniae’dir?®. Pandemi déneminde bu sikligin
azalip yerine Enterococcus spp. lremesi dikkatimizi
¢cekmistir.  Enterokoklar gastrointestinal sistem
florasinda bulunan mikroorganizmalar olmasina
ragmen, son zamanlarda o6nemli bir hastane
enfeksiyonu etkeni olarak karsimiza cikmistir?®,
COVID-19 hastaligi da hastalarin yogun bakimda kalig
siresini uzattigl icin Enterococcus spp. Uremesinin
artmasinin nedeni olarak bize distindirmustdir.

Calismamizin  bazi  kisithhklari  bulunmaktadir.
Bunlardan biri, uzun sire yogun bakimda kalan
hastalarda gelisen sekonder enfeksiyonlarin daha
cok hastane kaynakli olmasindan dolayi bu veriler
yalnizca hastanemizin nozokomiyal enfeksiyon
etkenlerini yansitmis olabilecegidir. Bunun igin
cok merkezden elde edilen verilerin birlestirilip
yorumlanmasi gerekmektedir. Ayrica, pandemi
yogunlugu nedeni ile eszamanli olarak COVID-19
hastasi olmayan yogun bakim hastalarindan kontrol
grubu olusturulamamistir. Bir diger sinirlama ise
sekonder pnémonietkenlerindenyalnizcabakterilerin
incelenmesi; virlis ve mantar etkenlerinin ¢alismaya
dahil edilmemesidir. Tum mikroorganizmalarin
incelendigi genis capli daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir. Calismamizda, hastalarin  klinik
verilerine, ne kadar siire antibiyotik tedavisi aldigina
ve hastalarin bu tedavilere ne derece yanit verdigine
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dair bilgilere ulasilamamistir. Bu verilerin de izlendigi
prospektif bir c¢alisma daha yapilmasi gereksiz
antibiyotik kullanimi agisindan ¢ok daha kiymetli
veriler sunacaktir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamiz  yogun  bakimda
olan COVID-19 hastalarinda  gelisen ikincil
bakteriyel enfeksiyonlari ve direng paternlerini
gostermektedir. Coklu ilaca direngli bakteriler,
morbidite ve mortalitenin artmasina neden olur. Bu
nedenle antibiyotik tedavisine duyulan gereksinim
cabucak degerlendirilmeli ve uygun olmadiginda
kesilmelidir. Nozokomiyal enfeksiyonlarin uygun
kontroliiniin saglanmasi ile COVID-19 hastalarinda
sekonder bakteriyel enfeksiyon gelisiminin dnlenmesi
ve bu direngli tirlerin yayilmasini sinirlamak
onemlidir.
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Amag: Bu calismada, izmir ilinde gebelerde sitomegaloviriis (CMV) seroprevalansini belirlemek ve CMV IgG
antikor diizeyleri ile birlikte CMV avidite test sonuglarini yillara gére degerlendirmek amaglandi.

Yontem: Ocak 2016-Aralik 2019 tarihleri arasinda, (niversite hastanesi mikrobiyoloji laboratuvarinda 20.
gebelik haftasi ve altindaki gebelerin (218 yas) serum érneklerinde kemiluminesan mikropartikiil immunoassay
yéntemi ile ¢alisilan CMV IgM, CMV IgG ve CMV IgG avidite test sonuglari retrospektif olarak analiz edildi.
Bulgular: Calismaya ddhil edilen 3.062 gebenin yas ortalamasi 28.57+5.96 yil (aralik: 18-48 yas) idi. CMV IgG ve
IgM seropozitiflik orani sirasiyla %94.22 (n=2885/3062) ve %1.37 (n=42) olarak bulundu. CMV IgM pozitif olan
¢ hastada CMV IgG avidite indeksi dlisiik belirlendi (%7.14, n=3). CMV seropozitif gebelerin IgG antikor diizeyi
ve yaslari arasinda zayif bir korelasyon iliskisi saptandi (p=0.041, p=0.038, r2=0.001). CMV IgG seropozitiflik
orani yillara gére degismekle birlikte, 2016 yilinda (%83.22) en diisiik diizeyde, CMV IgM pozitiflik orani ise 2019
yilinda (%2.13) en yiiksek diizeyde saptandi. CMV seropozitifligi, 38-48 yas arasi gebelerde en yiiksek diizeyde
saptandi ve yasa gére bu grupta CMV IgG diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik oldugu gériildii (p=0.004).
Sonug: Calismada, izmir ilindeki gebelerde CMV IgG seroprevalansi (%94.22) yiiksek seyretmektedir, ancak
seronegatif ve CMV IgM pozitif gebelerin de varligi konjential CMV enfeksiyonu agisindan riskli gebeliklerin
devam ettigini géstermektedir. Etkin bir ulusal siirveyans aginin olusturulmasiyla seroprevalans ¢alismalarinin
kapsaminin genisletilerek bélgelere ve yillara gére siirekli olarak giincellenen verilerle gebe takibinde ek
tedbirlerin uygulanmasi saglanabilir.

Anahtar kelimeler: CMV, gebelik, CMV avidite
ABSTRACT

Objective: We aimed to determine the seroprevalence of cytomegalovirus (CMV) in pregnant women in [zmir
province and to evaluate CMV IgG antibody levels and CMV avidity test results according to years.

Methods: CMV IgM, CMV IgG and CMV IgG avidity tests were performed using the chemiluminescence
microparticle immunoassay method in serum samples from pregnant women(>18 years, <20 gestational week)
at the microbiology laboratory of university hospital from January 2016 to December 2019 and results were
retrospectively analyzed.

Results: The mean age of 3062 pregnant women included in the study was 28.57+5.96(range: 18 - 48 years)
years. The CMV IgG and IgM seropositivity rates were 94.22% (n=2885) and 1.37% (n=42), respectively. CMV
IgG avidity index was low in three patients with CMV IgM positive (7.14%, n=3). A weak correlation was found
between IgG antibody level and age of CMV seropositive pregnant women (p=0.041, p=0.038, r2: 0.001).
Although the rate of CMV IgG seropositivity changes according to the year, it was lowest (83.22%) in 2016, and
CMV IgM positivity was highest in 2019 (2.13%). CMV seropositivity was highest in pregnant women aged 38 -
48 years and CMV IgG levels were significantly lower in this group according to age (p=0.004).

Conclusion: In the study, CMV IgG seroprevalence (94.22%) is high among pregnant women in Izmir, but the
presence of seronegative and CMV IgM positive pregnant women show that there are still risk pregnancies
in terms of congenital CMV infection. With the establishment of an effective national surveillance network,
additional measures can be applied in the follow-up of pregnant women by expanding the scope of
seroprevalence studies with continuously updated data by region and year.

Keywords: CMV, pregnancy, CMV avidity
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GiRiS

Konjenital sitomegaloviris (CMV) enfeksiyonu
gebelik sirasinda annede primer veya reaktive
CMV enfeksiyonunun transplasental yolla fetusa
gecisi ile meydana gelmektedir®). Konjenital CMV
enfeksiyonu, fetus kaybina, anomalilere ve dogum
sonrasl klinik semptomlara neden olabildigi icin
onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olarak
gorulmektedir®. Konjenital olarak enfekte olmus
bebeklerin yaklasik %10-%15'i dogumda hastalik
belirti ve semptomlarina sahiptir ve bunlarin yaklasik
yarisinda uzun dénem sekeller goérilmektedir®,
CMV igin maternal seroprevalansin disik oldugu
konjenital CMV
prevalansi canli dogumlarin %0.6-%0.7’si kadardir®®.

endustrilesmis  toplumlarda,
Ulkemizde ise konjenital CMV seroprevalansi, %0.2-
%1.91 olarak bildirilmistir(>®).

cmv antikorlarinin taramasinda CMV
immiinoglobulin G (IgG), immunoglobulin M (IgM)
ve IgG avidite testleri kullanilmaktadir. 1IgM tespiti
primer enfeksiyon icin hassas bir belirte¢ olmasina
ragmen, enfeksiyon sonrasi uzun sire tespit edilebilir.
Bu durumda primer enfeksiyonun, reaktivasyon
veya reenfeksiyondan ayriminda IgG avidite testi
yol gosterici olabilir. Gebeligin ilk trimesterindeki
disuk IgG avidite indeksi son 3-4 ay icinde gegirilmis
primer enfeksiyon icin glgcli bir gostergedir ve
konjenital CMV enfeksiyonu agisndan gebe takibinde
onemlidir™. Duyarliigi ve 6zgulligh yiksek olan
IgG avidite testi, CMV enfeksiyonu icin maternal
taramada diinya genelinde kullaniimaktadirt>7).

Gebelerde vyapillan CMV IgG seroprevalans
calismalarinda ise Tirkiye %97.7 ile yuksek
seroprevalansh Ulkeler arasinda yer almaktadir®,
Yiksek seroprevalansli toplumlarda gebelerde
konjenital CMV olgularinin tespiti ve takibi 6nemlidir.
Calismamizda, hastanemize basvuran gebelerde CMV
IgM, CMV 1gG ve CMV IgG avidite test sonuglarinin
restrospektif olarak degerlendirmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, izmir Katip Celebi Universitesi, Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
(23.12.2021 tarih ve 0566 No.lu karar) onaylanmistir.

Calismamizda, kadin  hastaliklari  ve dogum
poliklinigine basvuran 20. gebelik haftasi ve altindaki
gebelerde (218 yas) Ocak 2016-Aralik 2019 yillarina
ait CMV serolojileri retrospektif olarak analiz edildi.
izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen serum o&rneklerinde CMV IgM, CMV
IgG ve CMV IgG avidite (Abbott, Almanya) testleri
kemiluminesan mikropartikl immunoassay
yontemi ile Architec plus i2000SR (Abbott, ABD)
cihazinda calisildi. CMV IgM testi; <0.85 indeks (S/
CO) nonreaktif, > 1.00 indeks (S/CO) reaktif, 0.85-1
indeks (S/CO) arasi grayzone olarak degerlendirildi.
CMV IgG testi; <6.0 AU/mL nonreaktif ve >6.0 AU/
mL reaktif olarak degerlendirildi. CMV I1gG ve CMV
IgM testleri reaktif bulunan hastalara, CMV IgG
avidite testi calisildi. CMV IgG avidite testi; <%50.0
disuk avidite, %50.0-59.9 arasi grayzone, >%60.0
yuksek avidite olarak degerlendirildi. Hastalar
yas gruplarina gore U¢ grupta incelendi. Grup 1;
18-27 yas arasindaki hastalardan, Grup 2; 28-37
yas arasindaki hastalardan, Grup 3 ise; 38-48 yas
arasindaki hastalardan olusmakta idi. Hastalarin
demografik ve laboratuvar bilgilerine hastane veri
sisteminden ulasildi.

istatistik analiz IBM SPSS istatistik 23 (SPSS Inc.,
Sikago, IL, ABD) programi ile vyapildi. Normal
dagihma sahip degerler, bagimsiz Orneklem icin
T-test metodu kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasi
karsilastirmalar kategorik degiskenler icin Fisher
kesinlik testi ve strekli degiskenler igin Kruskal-Wallis
testi kullanilarak yapildi. Veriler ortalama # standart
sapma (SD), sayi (n), ve ylizde oran (%) olarak verildi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismada, 3062 gebeye ait CMV IgG ve IgM test
sonuglari analiz edildi. Calismaya alinan gebelerin
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yas ortalamasi 28.57+5.96 (aralik: 18-48 yas) idi.
CMV IgG seropozitiflik orani %94.22 (n=2885/3062)
olarak bulundu. CMV IgG pozitif gebelerin yas
ortalamasi 28.6245.97 (aralik: 18-48 yas), CMV IgG
negatif gebelerin yas ortalamasi 27.83+5.76 (aralik:
18-43 yas) olarak bulundu. CMV IgG pozitif ve negatif
gebelerin yas ortalamalari arasinda anlamh bir fark
saptanmadi (p=0.87, t test).

CMV IgM seropozitiflik orani %1.37 (n=42/3062)
olarak bulundu. Calismamizda 30 gebede CMV
IgM pozitif ve CMV IgG negatif olarak saptandi.
Bu gebelerin (¢ hafta sonraki test sonuglarinda
CMV 1gG serokonversiyonu izlenmedi. Neticede bu
sonuglar yanlis CMV IgM pozitif test sonucu olarak
degerlendirildi. CMV IgM pozitif olan lg¢ hastada
CMV IgG avidite indeksi dusik diizeyde tespit edildi
(%7.14, n=3/42). Bu hastalarin CMV IgG antikor
duzeyleri 7.41-13.6 AU/mL arasinda 6lglldi. CMV 1gG
avidite indeksi yuksek olan gebelerin yas ortalamasi
27.51+5.25 (aralik: 19-41 yas) olarak saptandi. CMV
IgG avidite indeksi yiksek ve dislik gebelerin yas
ortalamalari arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(p=0.67, Fisher kesinlik testi)

CMV 1gG seropozitiflik orani  yillara gore
degerlendirildiginde, 2016 vyilinda (%83.22) en
disik duzeydedir. CMV IgM pozitiflik orani yillara
gore degerlendirildiginde, 2019 yilinda (%2.13) en
yuksek dizeydedir. CMV IgG avidite indeksi dislk
diizeyde saptanan olgularin tamami 2016 yilina ait
hastalardan olusmakta idi (Tablo 1).

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2022;52(1):56-62

CMV seropozitif gebelerin 1gG antikor dizeyi ve
yaslari arasinda zayif bir korelasyon iliskisi saptandi
(p=0.041, p=0.038 r?=0.001, Spearman korelasyon
analizi). Sekil 1'de CMV 1gG dizeylerinin yasa bagli
dagilim grafigi verilmistir. CMV IgG pozitiflik oranlari
yas gruplarina gore (grup 1, 2 ve 3) incelendiginde
sirasiyla; %93.28 (n=1319/1414), %94.89
(n=1338/1410), %95.79 (n=228/238) olarak saptandi
(p=0.1 Kruskal-Wallis test). CMV seroprevalansi, 38-
48 yas arasi gebelerde en yiiksek diizeyde saptandi
ve yasa gore bu grupta CMV IgG diizeylerinin anlamli
olarak daha dusik oldugu gorildu (p=0.004, Kruskal-
Wallis test) (Tablo 2).
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Sekil 1. CMV IgG diizeylerinin yasa bagh dagilimi

Tablo 1. Gebelerde CMV IgM, IgG ve IgG avidite test sonuglarinin yillara gére say! ve yiizde dagilimlari

CMV IgM CMV IgG CMV IgG Avidite
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Yiksek Distk
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

2016 9(1.04) 855 (98.96) 719 (83.22) 145 (16.78) 6 (66.7) 3(33.3)

2017 12 (1.27) 932 (98.73) 933 (98.84) 11 (1.16) 12 (100)

2018 8(1.24) 636 (98.76) 634 (98.45) 10 (1.55) 8(100)

2019 13 (2.13) 596 (97.87) 598 (98.20) 11 (1.80) 13 (100)

Toplam (%)* 42 (1.37) 3020 (98.63) 2885 (94.22) 177 (5.78) 39 (92.85) 3(7.15)

*Her bir test grubu igerisindeki toplam test sayilari ve yiizde oranlarini icermektedir.
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Tablo 2. Yag gruplarina gore gebelerde CMV IgG pozitiflik oranlari ve 6lgiilen degerler

Grup 1 Grup 3
(18-27 Yas) (28-37 Yas) (38-48 yas) p degeri
n=1414 n=1410 n=238
CMV IgG pozitiflik % %93.28 %94.89 %95.79 0.1
Ortalama 173.5 151.6*

SD %95 CI (AU/mL) 86.11 (162.2-184.7)

95.09 (148-158.2)

0.004
96.2 (146.4-156.8)

*Yas gruplari icinde Grup 3 icin ortalama CMV IgG antikor dizeyi diger iki yas grubuna gére anlamli olarak farklidir.

TARTISMA

Konjenital CMV en yaygin izlenen konjenital viral
enfeksiyon olmakla birlikte, primer CMV enfeksiyonu
ile intrauterin CMV bulasi arasinda gicli bir baglanti
vardir®. Gebelerde konsepsiyon sonrasi primer CMV
enfeksiyonu geciren annelerden dogan bebeklerde
konjenital CMV enfeksiyonu riski (%40), 6ncesinde
CMV seropozitif olan annelerde izlenen primer
olmayan (reaktivasyon veya reenfeksiyon sonrasi)
CMV enfeksiyonu sonrasi dogan bebeklerdeki riskten
(%1) daha vyuksektir*®, Primer konjenital CMV
enfeksiyonu sonrasi ge¢c donem gebelikte intrauterin
bulas oranlari artarken, erken dénem gebelikte
bulas sonrasi fetal anomali riski daha yiksektir?.
Seroprevalans calismalarinda yuksek oranlar tespit
edilmesine ragmen gebelerde konjenital CMV
enfeksiyonunun taranmasi icin evrensel olarak kabul
edilmis kilavuzlar mevcut degildir ve rutin olarak
dnerilmemektedir®. Ancak, mevcut tani testleri
gebelerdeki immun durumun belirlenmesinde,
sonuglara gore gebe takibinde uygulanacak tani
ve tedavi uygulamalarina katki saglamaktadir.
Calismamizda, izmir ilindeki gebelerin CMV
serolojisine ait glincel oranlarini sunmak amaciyla
CMV IgM, CMV IgG ve CMV IgG avidite test sonuglari
restrospektif olarak analiz edildi.

Turkiye CMV seroprevalansinin yiksek oldugu
Ulkeler arasindadir ve yapilan ¢alismalarda bu oran
%90'1n lzerindedir’?. Ulkemizdeki gebeler {izerinde
yapilan 22 ¢calismayi kapsayan bir meta-analizde CMV
IgG seropozitiflik oranlari %84.10-%100 arasinda
degismektedir®. izmir ilinde gebelerde CMV IgG
seropozitiflik oranlari mevcut iki calismada %98.9

ve %99.04 olarak bildirilmistir®>#, Calismamizda,
gebelerde CMV IgG seroprevalansi  %94.22
olarak tespit edilmistir. Calismamizda, 6rneklem
buyukliginin bolgemizde yapilan diger ¢alismalara
oranla daha blylk olmasi, sonuglarimizdaki
nispeten daha distk bir CMV IgG seroprevalans
oraninin sebebi olabilecegini dlstindirmektedir.
Calismamizda 2016 yilindaki verilerde bu oran diger
yillara gore daha disik tespit edilmistir ve son Ug
yildaki bulgular onceki iki ¢ahisma ile uyumludur.
Calisma grubumuzun tamami ig¢in saptadigimiz
oran 2016 yili verileri ile iliskili olarak daha dusuk
saptanmistir.

Cetinkaya’nin® meta-analiz calismasinda tilkemiz icin
gebelerdeki CMV IgM antikoru pozitiflik orani %1.30
olarak tespit edilmistir. Ulkemiz genelinde gebelerde
CMV IgM pozitiflik oranlari yillara ve sehirlere goére
degismekle birlikte CMV IgM seropozitifligi %0.12-
%3.2 arasinda saptanmistir®. Uysal ve ark.®® izmir
ilindeki gebelerde 2001-2008 yillari icin CMV IgM
pozitiflik oranini %0.18 olarak bildirmislerdir. izmir
ilinde yapilan daha yakin tarihli verilerin sunuldugu
Varici Balci ve ark./nin®*® calismasinda, %1.44, Sirin ve
ark/nin® calismasinda ise %1.54’tur. Calismamizda,
gebelerde CMV IgM seropozitifligi bu iki calismadaki
oranlara yakin olarak tespit edilmistir.

CMV 1gG seropozitifligi  Glkelerin  gelismislik
durumu ve vyas ile iliskilidir. Dusik sosyoekonomik
toplumlarda ve vyas ilerledikce CMV ile karsilasma
olasilig artmaktadiri*®, Gebelerde cMvV
seroprevalans oranlari ile iliskili olarak toplum saghgi
acisindan hala 6nemli bir yeri olan konjenital CMV
enfeksiyonlarinin gorilme sikliklari da toplumlara ve
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yillara gore dinamik olarak degismektedir. Konjenital
CMV enfeksiyonu gebelik 6ncesi CMV IgG seropozitif
kadinlarda daizlenmektedir ve yliksek seroprevalansli
toplumlarda konjenital CMV enfeksiyonu oranlari
da yiksek olmaktadir?. Seropozitif gebelerde az
sayida olguda fetusa CMV bulasi bildirilse de bu
olgular viral reaktivasyon veya farkli bir CMV susu ile
reenfeksiyon olarak tanimlanan primer olmayan CMV
enfeksiyonlari olarak izlenmektedir. Bu gdzlemde,
Oonceden var olan antikorlarin viremi kontrolu
saglayabilecegi disliniilmekte ve primer enfeksiyonla
kiyaslandiginda bulas hizinin daha distk olmakla
birlikte, konjenital CMV enfeksiyonuna karsi koruma
saghyor gibigérinmektedir”!”, Yapilan seroprevalans
calhismalari ile uyumlu olarak bizim calismamizda
da vyillar igerisinde gebelerde hem CMV IgG hem
de CMV IgM seroporzitiflik oranlari degismektedir®,
Ancak, calismamizda tanisi konan konjenital CMV
olgularina ait bir veri bulunmamaktadir. izmir ilinde
glincel seropozitiflik oranlari bu etkenler gbz 6niinde
bulundurularak daha dikkatli yorumlanmalidir.

CMV IgG avidite sonuglari yorumlanirken dikkat
edilmesi gereken bir diger konu ise CMV IgG antikor
dizeyleridir. Ciinkl distk dizey 1gG’ye sahip serum
numunelerinde avidite indeks sonuclari dlstk
Slculebilir®>#)  Fakat bu supheli test sonuclarini
ayirt edebilecek girisimsel olmayan bir metod
bulunmamaktadir. Calismamizda dahil edilen vyillar
icinde 42 (%1.37) gebede CMV IgG avidite testi
calisildi. CMV 1gG avidite indeksi li¢ (%7.14) gebede
disik diizeyde saptandi. Calismamizda disik avidite
indeksi saptanan numunelerde 1gG dizeyleri 7.41-
13.6 AU/mLarasindatespitedilmistir. Benzerdurumda
CMV IgM titrasyonlari ve avidite indeksi arasinda
korelasyon bulunmaktadir. Ozellikle ilk trimesterde
izlenen yiksek CMV IgM titreleri primer konjenital
CMV enfeksiyonu ile iliskilendirilmektedir®?, Viral
reaktivasyon veya farkli bir CMV susu ile reenfeksiyon
sonucunda da IgM (retilebilmektedir ancak bazi
kisilerde birincil enfeksiyonu takiben uzun sureli IgM
kaliciligi (bazen bir yildan fazla) gérilebilir. Bu nedenle
CMV IgM’in tespiti primer enfeksiyonu tanimlamada
yiksek duyarhliga ve disik 6zgilluge sahiptir7),
CMV’nin seroloji profilleri elbette bir bitlin halinde
degerlendirilmelidir ancak avidite test sonuclari
yaninda IgM antikor diizeyleri de gebede olasi CMV
enfeksiyonu hakkinda fikir sunabilmektedir.
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Yas ile birlikte CMV IgG seropozitiflik oranlari
artmaktadir??, Gulseren ve ark.’nin®? calismasinda,
yas ve CMV IgG antikor diizeyleri arasinda pozitif
yonli bir korelasyon tespit edilmistir. Toplam
imminglobulin dlzeylerinin yaslanma ile birlikte
distigu bilinmektedir ancak yaslanma sirasinda
CMV’ye karsi himoral bagisikhk tepkisi istikrarh ve
belirgin bir sekilde artmaktadir®). Calismamizda,
CMV IgG antikor dizeyleri ile yas arasinda zayif
diizey korelasyon tespit ettik. Yas gruplari arasinda,
CMV IgG diizeylerinin de anlamli olarak birbirinden
farklihk gosterdigini saptadik, ancak 38-48 vyas
grubunda daha disuk 1gG diizeyleri saptadik.
Nispeten daha diisik CMV IgG seropozitiflik orani ilk
iki yas grubunda goriilse de bitlin yas gruplarinda
oranlar yuksekti, ancak oranlarin dagihmi agisindan
aralarinda anlaml bir fark saptanmadi. Alagam ve
ark/nin®¥ calismasinda da butin yas gruplarinda
CMV IgG seropozitifligi yiuksek oranda bildirilmistir
fakat yas guruplarina gore oranlar arasinda anlamli
bir fark saptanmamistir. Toplumumuzda CMV IgG
seropozitifligi ylksektir, ancak CMV agisindan
seronegatif gebeler primer CMV enfeksiyonu
acisindan risk olusturmaktadir. Dolayisiyla gebelik
oncesi CMV seroimmun durumu bilinmeyen ve
seronegatif olan gebeler tespit edilerek primer CMV
enfeksiyonunu 6nlemek adina koruyucu énlemlerin
alinmasi saglanabilir. Bu durumda, CMV IgG
seronegatif gebelere diger bireylerin viicut sivilariyla
(6zellikle okul 6ncesi gocuklar) dogrudan temastan
kacinmak ve sik sik el ylkamak gibi hijyen dnlemlerinin
alinmasi konusunda danismanlik verilebilir®,

Calismamiz laboratuvar verilerini icermektedir ve
hastalara ait klinik veriler dahil edilmemistir. Bu
nedenle CMV IgG avidite indeksi disuk tespit edilen ve
takibe alinan gebelerde girisimsel tani uygulamasina
(amniyoniyo sentez, kordosentez ve ultrasonografi)
ait veriler olamadigi icin fetls Uzerine mortalite
ve morbidite etkisinin  degerlendirilememesi
¢alismamizin kisithhgini olusturmaktadir.

Sonug¢ olarak, Ulke genelinde gebelerde CMV
seroprevalansi ylksek olsa da yillara ve sehirlere
gore oranlar dinamik olarak degismektedir.
izmir ilindeki gebelerde CMV IgG seroprevalansi
yuksek seyretmektedir ancak seronegatif ve CMV
IgM pozitif gebelerin de varligi konjential CMV
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enfeksiyonu acisindan riskli gebeliklerin devam
ettigini gostermektedir. Etkin bir ulusal siirveyans
aginin olusturulmasiyla seroprevalans g¢alismalarinin
kapsaminin genisletilerek bdlgelere ve yillara gore
strekli olarak glincellenen verilerle gebe takibinde

ek tedbirlerin uygulanmasi saglanabilir.
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Amag: Kan badiscilarinin transfiizyonla bulasan enfeksiyonlarin mikrobiyolojik taramasi giivenli kan temini
agisindan énemli ve gereklidir. Bu ¢alismada, zorunlu tarama testlerinde HBsAg reaktivitesi gésteren bagis¢i
kanlarindan internal kalite kontrol (iKK) serumlarinin hazirlanmasi amaglandi.

Yéntem: Bu amagla Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezi’ne kan badisinda bulunmus ve zorunlu
tarama testlerinde saptanan HBsAg reaktivitesi nedeniyle karantinaya alinmis kanlardan plazmalari ayrildi
ve -70°C’de saklandi. HBsAg S/CO degeri yiiksek (>1000) ve saptanabilir (>50 IU/ml) HBV DNA kantitasyonu
bulunan plazmalar internal kalite kontrol 6rnegi hazirlamak izere havuzlanarak birlestirildi. Kalsiyum kloriir
ve trombin ile koagulasyonu saglanan plazmadan elde edilen serum, dekstran siilfat ile muamele edildi ve bir
dizi santrifiigasyon islemi uygulanarak lipid presipitasyonu saglandi. Serum havuzundan alinan érnekler farklh
sulandirim oranlarinda fosfat tamponlu serum fizyolojik ile sulandirildi. Farkli sulandirimlar HBsAg reaktivitesi
yéniinden test edilerek S/CO oranlarina gére disiik reaktif, orta reaktif ve yiiksek reaktif olarak g farkli seri
internal kontrol serumu kriyotiiplere dagitildi ve donduruldu. Dondurulan IKK serumlarindan farkl giinlerde
her seriden birer kriyotiip ¢6zdiiriilerek HBsAg yéniinden test edildi. Bulunan S/CO dederleri Levey-Jennings
grafigine islendi ve Westgard kurallarina gére degerlendirildi.

Bulgular: Yiiksek, orta ve diisiik reaktif IKK serumlarinin S/CO dederlerinin istatistik analizinde ortalama
sirasiyla 3323.75, 1725.57 ve 219.57 bulunurken, ortanca sirasiyla 3401.76, 1753.48 ve 217.34; standart sapma
ise sirastyla 14.93, 210.62 ve 271.19 olarak belirlendi. Dedisim katsayilari ise yiiksek reaktif IKK serumlarinda
%8.1, orta reaktif IKK serumlarinda %12.2 ve diisiik reaktif iKK serumlarinda %7.6 olarak belirlendi.

Sonug: 1S015189 kapsaminda laboratuvarlarin bagimsiz IKK érnekleri ile ¢alismasi tesvik edilmektedir. Kan
bagiscilarindan toplanan kanlardan iKK 6rneklerinin hazirlanmasi uygun bir ¢6ziim olarak géziikmektedir.

Anahtar kelimeler: HBsAg, kan bagisgisi, internal kalite kontrol
ABSTRACT

Objective: Microbiological screening of blood donors for agents of transfusion transmitted infections is
important and necessary for ensuring the transfusion safety. The aim of this study was to prepare internal
quality control (IQC) sera for HBsAg screening of blood donors by using the human plasma collected from blood
donors with detectable HbsAg levels.

Methods: Quarantined fresh plasmas separated from the whole blood samples of donors with repeatedly
reactive screening tests for HbsAg with high S/CO ratio (>1000) and detectable (>50/U/ml) HBV DNA were used
for the preparation of IQC sera. In vitro coagulation of pooled plasma was performed by using calcium chloride
and bovine thrombin. Following the removal of coagulum, dextrane sulphate was added and precipitation of
lipids was carried out in a series of centrifugation processes. Samples from the sera pool were diluted with PBS
and diluted samples were tested for HbsAg reactivity. Recorded S/CO ratio of IQC samples from each category
was applied to Levey-Jennings control charts and evaluated according to Westgard rules.

Results: In descriptive analysis of high, medium and low reactive 1QC samples the mean was found to be
3323.75, 1725.57 and 219.57; the median was determined as 3401.76, 1753.48 and 217.34; the standard
deviation was calculated as 271.19, 210.62 and 14.93, respectively. Coeffcients of variation for high, medium
and low reactive IQC samples were determined as %8.1, %12.2 and %7.6, respectively.

Conclusion: In concordance with 1SO15189 standards that suggest the use of independent run controls for
immunoassays, it would be beneficial to prepare 1QC samples from collected blood in blood banks.

Keywords: HbsAg, Blood Donor, Internal Quality Control
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GiRiS

Kanbagiscilarinintransfiizyonla bulasan enfeksiyonlar
yoninden mikrobiyolojik taramasi glivenli kan temini
acisindan dnemli ve gereklidir. Ulkemizde zorunlu
tarama testlerinin kapsami hepatit B, hepatit C,
AIDS ve sifiliz enfeksiyonlarina iliskin gostergelerin
arastirilmasi olarak belirlenmistir. Genel anlamda,
tarama testlerinin en onemli performans o&lgitil
genis bir topluluk icerisindeki gercek hastalari
saptayabilmesi olarak kabul edilmektedir. Bu da
testin duyarlihginin yiksek olmasi beklentisini
yaratmaktadir. Cogunlukla tarama testlerinde
%95’den ylksek bir duyarlilik olmasi istenmektedir®.
Ancak, kan bagiscilarinin serolojik taramasinda
kullanilan testlerde vyalnizca analitik duyarlihgin
yuksek olmasi transfizyon givenligi acisindan
yeterli degildir. Bu testlerin uygulanmasi sirasindaki
sireclerde kalite glivencesinin  saglanmasi ve
sirdurulebilirligi 6nemli ve gereklidir.

Analitik sdrecin dizglin bicimde tamamlandigini
glvence altina almada onemli araglardan birisi
de kalite kontrol numuneleridir. Bunlar hasta
orneklerine benzer ve belirli bir konsantrasyonda
analitik madde iceren orneklerdir. Test kiti
Ureticileri, tedarik ettikleri test kiti ile birlikte
kontrol 6rneklerini de saglamaktadirlar. Ancak, tibbi
laboratuvarlar igin gecerli standartlari tanimlayan
ISO 15189 kapsaminda tibbi laboratuvarlarin ig
kalite kontrol (IKK) 6rneklerini kit tedarikgisinden
bagimsiz olarak saglamalari Onerilmektedir. Bu
sekilde laboratuvardaki analitik strecin daha nesnel
ve gercekeci bir bicimde degerlendirilmesi olasidir.
Bagimsiz iKK drnekleri kit treticilerinden farkli ticari
kaynaklardan saglanabilmekle birlikte, bu maliyet
arttirici bir unsurdur. Bu agidan laboratuvarlarin
kendi bagimsiz IKK érneklerini hazirlamasi uygun bir
¢6ziim olarak goéziikmektedir®3,

Kan bagisi kabul eden kan hizmet birimlerinde tarama
testlerinde reaktiflik nedeniyle kullanilmayip imha
edilen bagisci kanlarindan bu testler igin iKK 6rnekleri
hazirlanmasi olasidir. Bu girisim kan hizmet biriminde
kalite yonetimi gergevesinde transflizyon giivenligini
arttirmaya yonelik bir edim olmasi yaninda maliyet
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etkinligi arttiracak bir kaynak yaratma eylemi olarak
da yararl olacaktir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (17.04.2018 tarih
ve 18-4.1/47 No.lu karar) onaylanmistir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan
Merkezi'ne, kan bagisinda bulunmak amaciyla
bagvuran ve degerlendirme sonunda uygun
bulunan kisilerden kan bagisi kabul edilerek kan
bilesenleri hazirlandi. Kan bagisi sirasinda ayrilmis
numunelerde zorunlu mikrobiyolojik tarama testleri
kemiliminesans mikropartikiil imminoassay (CMIA)
yontemiyle (Architect 2000, Abbott Laboratories,
ABD) arastirildi. Zorunlu mikrobiyolojik tarama
testlerinde reaktiflik saptanmasi nedeniyle transfiize
edilemeyecegine karar verilen ve imha edilmek
Uzere ayrilan kan bilesenlerinden hepatit B virls
ylzey antijeni (HBsAg) reaktivitesi saptanmis olan
plazmalar ¢calisma amaciyla ayrildi. HBsAg reaktivitesi
yaninda taranan diger enfeksiyon etkenlerine (HIV,
HCV, Treponema pallidum) yonelik testlerinde de
reaktive saptanmis bagisci plazmalari calisma disinda
birakildi.

Ayrilan plazmalar HBsAg sinyal/esik (S/CO) 6lguim
degerleri agisindan kategorize edildi ve HBsAg S/CO
degeri 1000 lzerinde bulunan 14 plazmadan serum
havuzu hazirlanmasinda kullanilmak Gzere ikiser
adet steril, vidal kapakli 50 ml hacimli polipropilen
(PP) tliplere ve testlerde kullanilmak Uzere beser
adet 2 ml hacimli PP kriyotuplere dagitilarak torba
Uzerindeki sayisal kod ile isaretlenerek -40°C’de
saklandi. Saklanan plazma numunelerinden bir
dizisinde HBV DNA kantitasyonunu belirlemek Uzere
gercek zamanl (real time) PCR yontemiyle kantitatif
HBV DNA analizi (Bosphore HBV Quantification Kit,
Anatolia Geneworks, Turkiye) yapildi.

Derin dondurucuda saklanmakta olan ve HBsAg
reaktif bagis¢i plazmalarini iceren 50 ml’lik PP
tiplerden birer adet alinarak 14 kan bagiscisina ait
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plazmanin eszamanh olarak ¢6ziinmesi saglandi.
Cozinen plazmalar esit miktarlarda karistirilarak
havuzlandi. Havuzlanmis plazmalarin 6nce kalsiyum
kloriir (CaCl,) solusyonu ile koagulasyonu, sonra
dekstran silfat ile presipitasyonu planlandi. Bu
amacgla Proksch ve ark.” tarafindan uygulanmis
yontem esas alinarak bazi modifikasyonlarla islemler
gerceklestirildi.

Plazmanin in vitro koagulasyonu: Steril bir behere
1.1 gr CaCl, (Sigma Aldrich, Japonya) eklendi. Uzerine
200 ml havuzlanmis plazma konarak karistirildi,
37°C'de 1 saat sireyle inkube edildi. Liyofilize
haldeki sigir trombini (Q.F.AThrombine, HemoslL,
Instrumentation Laboratory, ABD) steril su ile
sulandirilarak c¢ozelti haline getirildi. Sulandiriimig
halde 100 NIH/ml sigir trombini icerigine sahip 2
ml’lik ¢dzelti oda isisinda CaCl, ile inkube edilmig
plazmaya eklenerek karistirildi.

Koagulasyonun makroskobik olarak goriinir hale
gelmesi icin oda isisinda 20 dk. daha bekletilen
karisim steril bir aplikatér ile koagulum hacmi
kiictltulerek konik tabanli PP tiiplere 50 ml olarak
dagitildi. Yirmi dakika siireyle 4500 g’de ve 10°C'de
santrifiigasyon uygulandi. Santrifiigasyon sonrasi
Ust sivi steril bir sisede toplanarak serum havuzu
olusturuldu.

Homojenize edilmis serum havuzundan konik tabanli
50 ml'lik PP tlplere 45 ml esit miktarlarda plazma
dagitilarak 3 adet tlipten olusan bir seri hazirlandi.

Lipidlerin _ presipitasyonu: Serum havuzundan
lipidlerin uzaklastiriimasi icin 3 g toz dekstran silfat
(OmniPur® Dextrane Sulfate, Calbiochem, Japonya)
100 ml steril distile su igerisinde ¢ozlndirilerek
%10’ luk dekstran stlfat soliisyonu hazirlandi. Elliml’lik
PP tiplere dagitilmis 45 ml havuzlanmis seruma 5 ml
%10’luk dekstran siilfat sollisyonu konarak litrede 300
mg dekstran siilfat icerecek serum tipleri hazirlandi.
Tupler oda isisinda 30 dk. sireyle bekletilerek
havuzlanmis serum iceriginde bulunan lipidlerin
presipitasyonu hedeflendi. Bekleme siiresinin
sonunda tiipler 20 dk. stireyle 10°C’lik 1sida ve 4.500
g kuvvetinde santriftj edildi. Santrifligasyon sonrasi

dipte olusan ¢okeltinin karismasina izin vermeden ve
¢okelti Uzerinde yaklasik 2 ml berrak serum tabakasi
birakilacak sekilde Ust sivi pipet ile cekilerek steril
bir sisede toplandi. Toplanan serum konik tabanh
15 ml’lik PP tlplere 10 ml esit miktarlarda dagitildi.
Tuplerde makroskobik bulaniklik varligi nedeniyle 40
dk. silireyle 10°C’lik 1sida ve 4500 g kuvvetinde ikinci
kez santrifj edildi. Santrifligasyon sonrasi dipte
olusan ¢okeltinin karismasina izin vermeden Ust sivi
pipet ile cekilerek konik tabanlh 15 ml’lik PP tuplere
aktarildi. Bir gece 4°C’lik sogutucuda beklemeye
birakildi. Bekleme siresi sonunda tipler 40 dk.
sureyle 10°C’lik 1sida ve 4500 g kuvvetinde santrifij
edildi. Santrifligasyon sonrasinda dipte yogun bir
cokeltinin biriktigi ve makroskobik olarak berrak
bir goriinim olustugu gozlendi. Tuplerdeki berrak
tst sivi steril bir sisede toplanarak iKK &rneklerinin
hazirlanacagi serum havuzu olusturuldu (Resim 1).

Resim 1. Lipid presipitasyonu

IKK &rneklerinin _hazirlanmasi: Elde edilen serum
havuzundan steril 15 ml’lik PP tlplere aktarim
yapilarak fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) (RTA
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Laboratuvarlari, Turkiye) ile 1/5, 1/10, 1/50, 1/100 ve
1/1000 sulandirimlari hazirlandi. Her sulandirnmdan
birer 6rnek alinarak hasta ve kan bagis¢ilarinin HBsAg
taramasinda kullanilan CMIA esasl bir imminoassay
cihazinda (Architect i2000, Abbot laboratories, ABD)
HBsAg yoniinden analiz edildi. Elde edilen HBsAg S/
CO degerleri cercevesinde iKK érnekleri igin uygun bir
konsantrasyon saglayabilecegi 6ngorilen 1/100 ve
1/1000 sulandirilmis serumlar 2 ml’lik kriyottiplere
dagitilarak -40°C’de donduruldu. Orijinal serumun
1/100 ve 1/1000 oraninda sulandiriimasiyla
hazirlanan bu serilerdeki kriyotiipler sirasiyla “ik100”
kodu verilerek “orta reaktif IKK” olarak ve “iK1000”
kodu verilerek “dusiik reaktif IKK” olarak etiketlendi.
Sulandirm yapilmamis havuzlanmis serum ise
“yiiksek reaktif IKK” olarak kullanilmak tizere “iK1”
koduyla etiketlenerek 2 ml’lik kriyotlplere dagitildi
ve -40°C’de donduruldu.

Plazmalarin islenmesi ve serum Orneklerinin
hazirlanmasina yonelik tiim sire¢ Biyoguvenlik
Dizey-2 (BSL-2) laboratuvar kosullarinda ve bu
kosullara uygun kisisel koruyucu ekipman kullanilarak
yapildi.

Kan bagiscilarinin HBsAg S/CO degerleri ile HBV
DNA konsantrasyonlari arasinda korelasyon varlig
Pearson korelasyon analizi ile arastirildi.

iKK 6érneklerinin performans analizi: iKK érneklerinin
glinler arasi degiskenlik derecesinin saptanmasi
amaciyla farkli giinlerde dondurucudan gikarilarak
¢ozilen internal kontrol serumlari hasta ve kan
bagiscisi drneklerinin rutin HBsAg analizleri sirasinda
kontrol 6rnegi olarak eszamanli test edildi. Her
calismada, her seriden (iK1, K100 ve iK1000)
birer tup kullanilmak Uzere 21 farkli calismada
analiz gerceklestirildi. IKK serumlari CMIA esash
immiinoassay cihazinda (Architect 2000, Abbott
Laboratories, ABD) kontrol numunesi olarak analize
alindi.

iKK drneklerinin giinler arasi degiskenlik derecesinin
saptanmasi amaciyla farkli glinlerde rutin HBsAg
analizi sirasinda iK1, K100 ve iK1000 kodlu
orneklerden birer tiip derin dondurucudan c¢ikarildi
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ve oda isisinda ¢ozlilmesi beklendi. Cozilmis
ornekler bagisci ve hastalarin  rutin  HBsAg
incelemesinde iKK &rnegi olarak analiz edildi. Analiz
sonrasinda S/CO degerleri IKK &rnek performans
cizelgesine kaydedildi. Hazirlanan iKK érneklerinin 21
farkli analiz sonucunda elde edilen S/CO degerleri ile
Levey-Jennings grafikleri olusturuldu.

Tanimlayici ve analitik istatistikler icin PASW (versiyon
18.0) yazihmi (SPSS Inc. Hong Kong) kullanildi. KK
orneklerinin S/CO ortalamalari, standart sapmalari
ve degisim katsayilari belirlendi. Olciim degerlerinin
normallik sinamasi  Kolmogrov-Smirnov testi ile
yapildi. Levey-lennings grafikleri Westgard 3 sigma
kurallarina gore sistematik hata ve rastgele hata
yoniinden incelendi.

BULGULAR

HBsAg reaktivitesi S/CO 1000 ve Uzerinde saptanan
ve HBsAg reaktivitesi nedeniyle bagisladiklari
kan, transfizyon icin uygun bulunmayan kan
bagiscilarindan (n=14) toplanan plazmalarda HBV

Tablo 1. iKK drnegi iin segilen bagis¢i plazmalarinin HBsAg ve
HBV DNA igerigi

Kan Bagisgisi HBsAg HBV DNA
(s/co) (1u/ml)
1 4111 449
2 3950 503.7
3 3907 656
4 3984 12390
5 4043 3226
6 5500 396.7
7 3146 36360
8 1524 5212
9 1178 12360
10 1661 5749
1 4199 2349
12 4212 617.1
13 3008 135300
14 5554 3325

HBsAg: Hepatit B ytizey antijeni; HBV DNA: Hepatit B Viriis DNAsI;
S/CO: Ornek Sinyali/Esik Dederi, IU/ml; Enternasyonal Unite/mililitre.
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DNA konsantrasyonu 65.6 ile 135300 IU/ml arasinda
bulundu (Tablo 1). Kan bagiscilarinin HBsAg S/CO
degerleri ile HBV DNA konsantrasyonlari arasinda
anlamli  bir korelasyon bulunmadi. (R=-0.2129,
p=0.46).

Hazirlanan her (¢ seriden IKK serumlarinin rutin
HBsAg analizi sirasinda elde edilen S/CO degerleri
kaydedilerek  veriler ~tanimlayici  ve analitik
istatistiklerde kullanildi.

Yiiksek reaktif iKK (ik1) serumlar ile elde edilen S/CO
degerleri icin ortalama 3323.75 bulunurken ortanca
3401.76 olarak, standart sapma 271.19 olarak,
degisim katsayisi %8.1 olarak belirlendi. Kolmogrov-
Smirnov testi ile 6lgim degerlerinin %95 gliven
araliginda normal dagilim gosterdigi gorildi (p=0.2,
Sekil 1).

Nermal Q-Q Plot of IK1

Expected Normal

T T T T T
2750 3000 3250 3500 3750
Observed Value

Sekil 1. Yiiksek reaktif iKK dlgiimlerinin dagilim (Q-Q) grafigi

Orta Reaktif KK (iK100) serumlar icin ortalama
1725.57 olarak bulunurken ortanca 1753.48 olarak,
standart sapma 210.62 olarak, degisim katsayisi
%12.2 olarak belirlendi. Kolmogrov-Smirnov testi
ile 6lcim degerlerinin %95 glven araliginda normal
dagilim gosterdigi gorildiu (p=0.2, Sekil 2).

Disiik Reaktif IKK (IK1000) serumlari icin ortalama
219.57 olarak bulunurken ortanca 217.34 olarak,
standart sapma 14.93 olarak, degisim katsayisi %7.6

olarak belirlendi. Kolmogrov-Smirnov testi ile dlgim
degerlerinin %95 given araliginda normal dagilim
gosterdigi goruldi (p=0.2, Sekil 3).

Normal Q-Q Plot of IK100

Expected Normal

T T T
1.000 1.200 1.400 1600 1.800 2000 2200
Observed Value

Sekil 2. Orta reaktif iKK dlgiimlerinin dagilim (Q-Q) grafigi

Normal Q-Q Plot of IK1000

Expected Normal

T T T T
160 180 200 220 240 260

Observed Value

Sekil 3. Diisiik reaktif iKK dlgiimlerinin dagilim (Q-Q) grafigi

S/CO  degerlerinin  aktanldig
grafiklerinin incelenmesinde vyiiksek reaktif KK

Levey-Jennings

orneklerinin  tiimiinde o6lgim degerlerinin £2SD
icerisinde yer aldigi gorulda.

En ylksek S/CO degeri 2048.65 olarak 6lcilen orta
reaktif iKK &rneklerinde en diisiik S/CO degeri olan
1240.71 olgliminin -2SD disina ciktigr goralda.
Ancak, diger tum degerlerin +2SD icerisinde yer
aldig1 gozlendi (Sekil 4).
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K10 KONTROL CIZELGES
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Sekil 4. Orta reaktif iKK serumlarinin HBsAg test performansi

En distik S/CO degeri 190.86, en yiiksek S/CO degeri
248.60 olarak 6lgiilen diisiik reaktif iKK érneklerinde
tim degerlerin £2SD igerisinde yer aldig1 gozlendi.

Orta reaktif IKK 8rneklerinde -2SD disina ¢ikan deger
nedeniyle Westgard’'in 1, kuralinin ihlal edildigi
saptandi. Uyarici Ozellikteki bu kural ihlali disinda
rastgele hata veya sistematik hataya isaret eden bir
kural ihlali saptanmadi.

TARTISMA

HBsAg’nin 1970’lerde ABD’inde kan bagiscilarinda
zorunlu tarama testi olarak kabulliinin ardindan
transflize edilecek kan ve kan bilesenlerinde
enfeksiyon gostergelerinin arastiriimasi yaygin bir
uygulama halini almistir. Ulkemizde ise 1983 yilinda
kabul edilen 2587 sayili kanunun ardindan yirirlige
giren Kan ve Kan Uriinleri Yonetmeligi ile tarama
testleri zorunlu kilinmistir. Avrupa Parlamentosu ve
Konseyi’'nin 2002 98/EC direktifi ile kan bagiscilarinda
serolojik tarama testlerine iliskin gerekliliklerin
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tanimlanmasinin  ardindan  transflizyon o6ncesi
serolojik tarama testlerinde AB Ulkeleri agisindan bir

ortak standart olusturulmustur®>®.

Ulkemiz mevzuatinda da karsiligini bulan bu gereklilik
nedeniyle kan bagiscilarinda HBV, HCV, HIV ve
sifilize yonelik enfeksiyon gostergelerinin taranmasi
zorunludur®?,

Zaman icerisinde nikleik asit test yontemlerinin
ve kan bilesenlerinde patojen azaltmaya yonelik
teknolojilerin  gelistiriimesi,  serolojik
testlerinin gelecegini tartismaya ag¢sa da daha epeyce
bir stre serolojik tarama testlerinden vaz gecilmesi
goziikmemektedir. Yayginlasan hepatit B
asilamasi ve gelistirilen antiviral tedavilere karsin
hepatit B enfeksiyonu yeryliziinde ciddi bir halk
saghgl sorunu olarak 6nemini sirdirmektedir. Kan
bagiscisi kazanim programlari sayesinde gonallla
ve sirekli kan bagiscilarinin sayisinin artmasi, kan
bagiscilarinin transfiizyon ile bulasan enfeksiyonlara
yonelik riskli davranislar konusunda bilinglendirilmesi

tarama

olasi
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de dahil tiim gelismelere karsin transfiizyon ile HBV
bulagsma riski bulunmaktadir. HBsAg saptanmasinda
pek ¢ok kisitlayici durum bulunmaktadir. Bunlardan
en Onemlisi HBV enfeksiyonunun baslangicindan
viral antijenin tespit edilebilir seviyeye ulagsmasina
dek gecen pencere dénemidir®?),

HBsAg testleri enfekte karaciger hicrelerinden
salinan viral partikiller belirli bir seviyeye ulasincaya
dek HBsAg testinde antijen saptanmamaktadir. HBsAg
saptanmasinda fonksiyonel viral partikillerden daha
¢ok sHBS molekiillerinin spontan agregasyonun
bir sonucu olan sferik partikillerin ya da tubuler
partikillerin etkili oldugu ileri stiriimustiir®,

HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA dizeylerini
karsilastiran lineer regresyon modellemelerinde bu iki
Olgiim degeri arasinda anlaml pozitif bir korelasyon
saptanmis olsa da HBV DNA ve HBsAg'nin hizla arttig
akut enfeksiyonun erken doneminde bu durum
beklenen bir sonuctur. Calismamizda, HBsAg S/CO
degerleri ile HBV DNA konsantrasyonlari arasinda
anlamli bir korelasyon bulunmamasi ise Oncelikle
homojenize bir plazma havuzu elde etmek amaciyla
secilen kan bagiscilarinin sayisinin kisitlanmasiyla
iliskilendirilebilir. Ote yandan HBsAg reaktivitesi
gosteren plazmalarin aktif enfeksiyonu bulunmayan
taslyici ozelligindeki kan bagiscilarindan saglanmasi
da bu bu sonuca yol acabilir. Kan bagiscilarinda HBsAg
ile HBV DNA arasinda korelasyon eksikligine dikkat
ceken baska calismalar bulunmaktadir. Kuhns ve ark.
(19 HBsAg reaktif kan bagiscilarinda asiri diisiik HBV
DNA diizeylerine dikkat ¢ekmiglerdir. HBsAg reaktif
kan bagiscilarinin  HBV DNA konsantrasyonlarini
irdeledikleri calismalarinda bagiscilarin %36’sinda
HBV DNA konsantrasyonunu 400 kopya/ml altinda
bulmuslardir. Kan bagiscilarinda yapilan baska
calismalarda da benzer sonuglar alindigini vurgulayan
ayni arastiricilar HBsAg reaktif bagiscilarin %6’sinda
ise HBV NAT minipool analizlerinde HBV DNA
saptanamadigi bildirmislerdir.

HBsAg varligini saptamaya yonelik kalitatif test
kitlerinde 0.5-100 IU/ml araliginda degisen analitik
duyarlihklar bildirilmistir. ilk yillarda disiik olan
duyarhhklar test teknigindeki gelismelere bagh
olarak artmistir. Bu konuda, baslangicta kati

fazda mikroplaklardan veya plastik boncuklardan
yararlanilirken giinimizde kaplama ylzeyi olarak
mikropartikillerin kulanilmasi ve optik absorbans
Olcimine dayall  testlerden  kemiliiminesans
temelli testlere gecilmesiyle ©nemli gelisme
saglanmistir. HBsAg testlerinde Onemli bir sorun
ise HBV varyantlaridir. Guvenilir bir sonug icin
farkli varyantlarin varliginda bile test duyarliliginin
etkilenmemesi gerekir®412),

Biyolojikmaddeleriginstandartlarolusturmayayonelik
calismalar yiriten DSO Biyolojik Standardizasyon
Uzman Komitesi (ECBS) klinik laboratuvarlar ile
kan hizmet birimlerinde ve kan Grlini veya in vitro
diagnostik Ureticileri tarafindan kulanilacak HBsAg
testlerinin validasyonu icin de bir uluslararasi
standart (3rd WHO 1S) hazirlamistir. Bu standardin
hazirlanma sirecindeki asamalar ve paylasilan
deneyim calismamiz igin de yol gosterici olmustur.
HBsAg Ozelinde bir standart olusturulmasinda birgcok
etmene dikkat cekilmektedir. Ozellikle kullanilan
ornek matriksinin tdrl, standardin  hazirlanma
yéntemi ve antijenik varyantlarin 6nemine vurgu
yapilmaktadir. DSO tarafindan hazirlanan uluslararasi
standardin farkli laboratuvarlar ve farkli sistemlerle
analizinde elde edilen veriler incelendiginde 6rnegin
niteliginin 6nemi dikkat cekmektedir. HBsAg reaktif
plazma kullanilmasi ile purifiye ve inaktive plazma
kullanilmasi arasinda varyasyonlar yoniinden énemli
fark oldugu bildirilmis, hatta bu farkin HBV genotip
ya da subtip farkhliklarindan daha etkili oldugu ileri
sirdlmustdr. Ancak, potens degerlendirmelerinde
kantitatif ve kalitatif yontemler arasinda anlamh fark
bulunmamistir®. Calismamizda, genotiplendirme
yapilmamis olmasi bir eksiklik olmakla birlikte, 6rnek
sayisinin azhigl nedeniyle ortaya ¢ikan bu durumun
genis Olcekli bir Uretim silrecinde giderilmesi
duslntlmelidir.

Calismamizda, HBsAg reaktif kan bagiscilarinin
plazmalarindan hazirladigimiz iKK serumlari bagimsiz
kontroller olarak islev gormek Gzere Uretilmistir.
Hammadde olarak serum kullaniimasinin stabilite
azaltacagi  6ngorulmekle  birlikte,
calismamiz kan bagiscilarindan (antikoagulan iceren
torbalara) toplanmis kanlarin degerlendirilmesi
diisiincesine  dayandigi  icin  IKK  &rneklerinin
hazirlanmasinda zorunlu olarak plazma kullaniimistir.

sorunlarini
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Bu amagla, kan bankalarinda toplanmis sitratli bagisci
kanlarinin iKK numuneleri icin iyi bir matriks oldugu
ve havuzlanmis serum kadar uygun bir hammadde
oldugu gorusini belirten Proksch ve ark.nin®
yontemi esas alinmistir.

HBsAg analizlerinde bagimsiz kontroller olarak
kullanilan IKK &rneklerimize iliskin 6lciim degerleri
kontrol cizelgelerine islenmis ve performanslari da
+3SD icerisindeki degisim oranlarini gosteren degisim
katsayisi hesaplanarak Westgard “3 Sigma” kurali
temelinde yapilmistir. Bu degerlendirmelerde iK1,
K100 ve iK1000 serisi igin tiim 6lgtimlerin st (+3SD)
ve alt (-3SD) kontrol sinirlari icerisinde bulundugu
goérilmistir. 1K100 igin bir drnegin 2SD disinda
bulunmasi nedeniyle sadece bir kez 1, kuralinin ihlal
edildigi gorilmustir. Westgard kurallarinda uyarici
nitelikteki bu durum diger kontrol degerlerinin
uygun olmasi durumunda esasen test tekrarini
gerektirmeyen bir kontrol noktasi olarak kabul
edilmektedir. Bu uyarici kural disinda sistematik
bir hata goézlenmemesi c¢alismamiz sonucunda
hazirlanan KK 6rnekleri ile elde edilen sonuglarin
tiim serilerde (iK1, K100, iK1000) tutarli ve uygun
olduguna isaret etmektedir.

Wilkinson ve ark.'® nativ HBsAg iceren plazmanin
sulandirilmasiyla hazirlanan bir standart ile yapilan
kalibrasyonda yuksek varyasyon bildirmistir. Bu
standart igin saptanan degisim katsayisi oldukg¢a
yiksek olup %29 olarak belirlenmistir. Caismamizda,
nativ HBsAg iceren plazmadan elde edilen serumun
sulandirimis ve  sulandirilmamis  formlariyla
hazirlanan kontrol érneklerinde degisim katsayilari
iK1 igin %8.1, IK100 icin %12.2 ve iK 1000 icin %7.6
olarak belirlenmistir.

HBsAg analizinde kullandigimiz  imminoassay
platformunda (Architecth i2000) kullanilan ticari
kantitatif HBsAg kitiyle Liu ve ark.nin® yaptig bir
calismada, dislik, orta ve yiksek HBsAg kantitasyonu
gosteren orneklerde elde edilen degisim katsayilari
%0.44 ile %9.5 arasinda bulunmustur. Wang ve ark.
5 da ayni platformu kullanarak, ardisik 5 giinde ayni
ornekleri her giin lger kez ¢alisarak HBsAg, anti-HBs,
HBeAg, anti-HBe, anti-HBc, anti-HCV, anti-TP, and
HIV-Ag/Ab test kitleriyle yaptiklari ¢calismada dusik
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konsantrasyondaki numuneler i¢in %1.9 ile %7.49
araliginda, orta konsantrasyondaki ornekler icin
%1.29 ile %5.09 arasinda, yiiksek konsantrasyondaki
numuneler igin %1.06 ile %12.74 arasinda degisen
varyasyon katsayilari bildirmislerdir.

Her i{ic seride de elde edilen p degerleri iKK
orneklerinin 6l¢lim degerlerinin normal dagilimina
isaret etmektedir. Hazirladigimiz KK serumlari
bir referans deger ile karsilastirilamadigi icin bias
hesaplamasi yapilmamis ve bu nedenle toplam
analitik hata belirlenmesi s6z konusu olmamistir.
Buna karsilik, Westgard kurallari kapsaminda
incelendiginde  sistematik hata saptanmamis
olmasindan hareketle hazirlananan iKK serumlarinin
rutin uygulamada kullanilabilecegi distntlmastir.
Ancak, genis o6lcekli bir Gretim sirecinde toplam
analitik hatanin da belirlenebilecegi referans
serumlarinin kullanilmasi daha uygun olacaktir.

Kan bankaciliginda yeni tarama stratejileri
konusunda Hepatit B asilamasi ve antiviral tedavi
olanaklarinin gelismesine kargin HBV kiresel bir
sorun olmayi sirdiirmektedir. Ulkelerin gelismislik
ve gelir durumlarina bagl olarak asiya ve tedaviye
erisim olanaklari degismektedir®®. Laboratuvar
siregleri agisindan ise nikleik asit temelli testlerin
yayginlagsmasiyla kan bagiscilarinda transfizyon ile
bulasan enfeksiyon etkenlerinin arastirilmasinda
yeni bir kapi acgilmistir. Enfeksiyon tasiyicilarinda
pencere donemini azaltmasi nedeniyle blyuk
yarar saglayan nikleik asit testlerinin serolojik
testlerin yerini alip almayacagi, transflizyon 6ncesi
tarama stratejilerinde bir degisiklik olup olmayacagi
tartisiimaya baslanmistir®?),

Butartisma, calismamizinkonusuolanikKérneklerinin
teminine yonelik planlamalari da belirleyecegi
icin 6nemlidir. Ulkelerin nasil bir tarama stratejsi
olusturacaklarina karar vermelerinde test maliyeti
onemli bir sorun olarak one g¢ikmaktadir. Ancak
testlerin maliyet etkinligini belirlemede transfiizyon
sonrasi  enfeksiyonlarin  6nlenmesine  yonelik
bitlincll bir yaklasim gerekmektedir. Bu noktada
HBV rezidlel bulas riskinin bilinmesi 6nem tasir.
Posttransfiizyonel hepatit B enfeksiyonu gelismesi
icin gereken minimum enfeksiy6z doz (ID50) HBsAg
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icin 20-200 IU araliginda hesaplanmistir. Bu araligin
100-1000 viriyona denk dustugid ongoérilmektedir.
Ancak, rezidiel risk yalnizca enfeksiydz doz ile
iliskili olmayip, HBV epidemiyolojisi, tercih edilen
testlerin analitik duyarhliklari ve uygulanan test
algoritmalari ile de yakindan ilgilidir. HBsAg ve
nikleik asit testlerinin birlikte kullanimi rezidiel riski
dustrmektedirt®®,

Pek cok Ulkede yaygin olarak kullanilan patojen
azaltma teknolojileri Umit verici gorilmektedir.
Ancak, bu yontemlerin de tarama testlerine bir
alternatif olarak degerlendiriimemesi  gerekir.
Ozellikle viral yikii vyiiksek olan bagiscilardan
saglanan kanlarin %100 guvenli olmadig, HBV
enfeksiyon riskini 6nemli olglide azaltsa da timuyle
ortadan  kaldiramadigi  anlasilmaktadir.  Ayrica
patojen azaltma teknolojilerinin polioviris ile hepatit
A ve E virUsleri gibi zarfsiz virislere ve Bacillus cereus
sporlarina etkisiz bulunduguna dair bildirimler
bu ydntemin tarama teslerinin yerine gegebilme
olasiligini zayiflatmaktadir®®,

HBV enfeksiyon riskini azaltmasi éngorilen bir diger
durum hepatit B bagisiklamasi olmakla birlikte,
asilanan bireylerin %5-10’unda yeterli bir antikor
yaniti gelismedigi, HBsAg ve HBeAg pozitifligi
olan annelerden dogan yenidoganlarin %10-30
kadarinda hepatit B asilamasi ile etkili bir korunma
saglanamadigi  bildirilmistir.  Ustelik  koruyucu
diizeyde anti-HBs titresi bulunan bazi kisilerde okult
HBV enfeksiyonu gorilmuistir. Ayrica Cin’de Gniversal
hepatit B asisinin uygulamaya sokulmasindan sonraki
donemde dogan ve bu program cergevesinde
HBV asilamasi uygun sekilde yapilmis geng¢ kan
bagiscilarinda HBsAg prevalansinin asi programindan
once dogmus daha ileri yastaki kan bagiscilarina gore
daha yliksek bulunmasi oldukga sasirticidir. Yanisira
hepatit B asisi olmasina karsin anti-HBs gelistirmeyen
ya da duslk antikor diizeylerine sahip bagiscilarda
okult HBV enfeksiyonu gelisebildigi dikkate alinacak
olursa asilamanin da kan bagiscilarina yonelik tarama
testlerinden vazgegmemizi saglayacak bir etkisi
beklenmemelidirt®820.21),

Testlerde analitik duyarliliklarin artmasi, nikleik asit
testlerinin yayginlasmasi, kan bilesenlerinde patojen

azaltma teknoloilerinin gelismesi olumlu gelismeler
olmakla birlikte, yakin gelecekte immiinoassay
temelli tarama testlerinden vaz gegilmesini
saglayacak bir durum yaratmayacaktir. Bu durumda
bu testlerin kalite glivencesini saglamaya yonelik
girisimlerimizin de devam etmesi gerektigi aciktir.
Kan hizmet birimlerinde kan toplama-kan bileseni
hazirlama dongisiinde islenen Onemli miktarda
hicre ve plazmanin bir kisminin bagimsiz kalite
kontrol materyallerinin hazirlanmasinda kullaniimasi
hem kaynaklarin dogru kullanimi agisindan hem de
transflizyon giivenligi agisindan yararli olacaktr.
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0z

Amag: Bir proje kapsaminda yapilan bu én ¢alismada, diinyada ve llkemizde 6liimciil ve kronik klinik olgulara
yol actigi bilinmesine ragmen, tani segenekleri sinirli olan bazi intestinal helmintlerin ¢oklu polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yéntemiyle saptanabilmesi amaglanmustir.

Yontem: Ortak calismalar igin yurt disindaki bir merkezden temin edilen Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,
Enterobius vermicularis, Taenia spp. ve Strongyloides stercoralis DNA’lari kullanilarak, proje siiresi kapsaminda,
once tekli, sonra ikili optimizasyon ¢alismalari yapilmistir.

Bulgular: Calisma kapsaminda, T. trichiura’nin tekli (280 bg), A. lumbricoides (995 bg)- S. stercoralis (115 bg) ile
Taenia spp. (950 bg)- E. vermicularis (400 bg)’in ikili optimizasyonlari tamamlanmis, séz konusu helmintlere ait
tani protokolleri tanimlanmistir.

Sonug: Tamamlanan 6n ¢alismada arastirilan helmintlere ait iki ayri goklu PZR protokolii tanimlanmustir. Sonraki
dénemde, ikili PZR protokoliiniin genisletilerek daha ¢ok helminti bir defada saptayabilir hdle getirilmesi
yaninda yeni ¢calismalarla gelistirilen ¢coklu PZR protokollerinin hasta ve saglkli bireylerin diskilarindaki tanisal
duyarlilik ve 6zgiinliiklerinin arastiriimasi hedeflenmektedir. Bu ¢cabalarin intestinal helmintlerin epidemiyolojisi
ve klinik tablolardaki rollerinin daha iyi anlasiimasina katkida bulunmasi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Tiirkiye, intestinal helmint, coklu polimeraz zincir reaksiyonu, Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Taenia spp., Strongyloides stercoralis

ABSTRACT

Objective: The aim of this initial study of a project is to identify some intestinal helminths which have limited
diagnostic options despite their known associations with fatal and chronic clinical cases in the world and in our
country, using multiplex PCR.

Alindig1 tarih / Received: Method: Using the DNAs of Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Taenia spp. and
11.01.2022 / 11.January.2022 Strongyloides stercoralis which have been received from a foreign center for joint studies, single and double
Kabul tarihi / Accepted: optimization trials of the helminths were made within the project.

11.02.2022 / 11.February.2022 Results: In the end of the study period, single optimization of T. trichiura (280 bp) as well as double optimizations

of A. lumbricoides (995 bp) - S. stercoralis (115 bp) and Taenia spp. (950 bp) - E. vermicularis (400 bp) were
completed successfully, and their diagnostic protocols were described.

Conclusion: Two different duplex, and a single PCR protocol have been completed in the initial study. The aim
in the next term will be both to increase the number of helminths within the PCR protocol, and determination
of the sensitivity and specificity of the tests using the stool samples of healthy persons and patients in new
studies. These efforts will hopefully contribute to better understanding the epidemiology and roles of intestinal
helminths in clinical cases.
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GiRiS

Bagirsak parazitleri, ©zellikle gelismekte olan
Ulkelerin en 6nemli toplum saghgi sorunlari arasinda
yer almaktadir. Bu Ulkelerde sinirli parasal olanaklara
bagh temiz icme suyu ve etkin kanalizasyon
sistemlerinin  yoklugu, bireysel ve toplumsal
hijyenin yetersizligi ve benzeri nedenlerle bagirsak
parazitleri yalnizca kirsal bolgelerde degil sehirlerde
de yaygin gorilebilmektedir™®. Tirkiye’de bagirsak
parazitlerinin yol actigi enfeksiyonlarin goériilme
sikligi, farkli yontemlerle yapilan farkli calismalarda
%2.2-52.7 araliginda bildirilmistir, ancak gercek oranin
ozellikle sosyoekonomik olarak sinirli bdlgelerde
cok daha yuksek oldugu tahmin edilmektedir®®,
Eriskinlerde ciddi klinik bozukluklara yol agip bazen
yasami tehdit edebilen bagirsak parazitleri, etkin
tedavi alip iyilesemeyen cocuklar iginse kroniklesip
buylime-gelisme geriligine yol acabilmektedir®?.
Bagirsak parazitleri icinde helmintler, ¢ogunlukla
kirsal  bolgelerde yasam  dongilerini  kolayca
tamamlasalar da sehirlerde yasayan insanlarda da
gorilebilmektedir, ancak mikroskobik tespite dayal
laboratuvar tanisinda, hastanin cogunlukla yalnizca bir
gline aitdiskiérnegiincelenebildiginden, protozoonlar
gibi helmintler de gdzden kacabilmektedir>2¢®), Bu
durum hastalarin belirlenip tedavi edilmelerinin yani
sira helmint enfeksiyonlarinin toplumsal kontroliinde
yetersizlige yol agmaktadir.

Klinik agidan 6nemli helmintler arasinda Enterobius
vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,
Strongyloides stercoralis, kancal kurt enfeksiyonlari
(Ancylostoma duodenale, Necator americanus) ve
Taenia saginata sayilabilir®?. Bunlar arasinda E.
vermicularis 6limcill olmayan, ancak saptandiginda
ayni evde vyasayan herkesin tedavi olmasini
gerektiren yaygin bir helminttir®. E. vermicularis
enfeksiyonunun baslica belirtisi anal kasintidir; agir
olgularda ender olarak epilepsi nébetleri yaninda kiz
cocuklarinda idrar yolu enfeksiyonlari ve apandisit
gibi ciddi bozukluklara yol acabilmektedir>?9),
Diski incelemesinde E. vermicularis yumurtalarina
rastlanabilmekle birlikte, tim dlinyada esas olarak
anal bant yoéntemi ile tani konulmaktadir®®. Bu
yontemin uygulanmasiyla ilgili 6zel sartlar gerekmesi
(sabah uyanir uyanmaz 6rnek alinmasi veya kesin
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sonug icin Ug ayri giin 6rnek alinmasi geregi), parazitin
tanida ¢ogunlukla atlanmasina neden olmaktadir),

Ascaris lumbricoides, diinyada en sik gorilen bagirsak
parazitlerinden olup, her yil yaklasik 60 bin kisinin
6limune yol actigi bildirilmektedir?. Olgular tropikal
ve subtropikal bolgelerde yogunlasmakta ve agirlikl
olarak Sahra alti Afrika, Gliney Amerika, Cin ve Uzak
Asya’dan bildiriimektedir. Ulkemizde de ascariasis
olgularina rastlanilmaktadir®®. A. Jumbricoides’in
eriskinleri bagirsaklarda, larva formlari ise karaciger
ve akcigerlerde yasamaktadir®29, A, lumbricoides
enfeksiyonu, parazitlerin larva formundan eriskin
olana kadar yaptiklari viicut ici yolculuk nedeniyle
cesitlilik gdstermekte, Loffler pndmonisinden dlimcal
ileusa kadar degisebilmektedir. Tanida diskinin
mikroskobik incelenmesinin yani sira radyolojik
incelemelerin de katkisi bulunmaktadir; son yillarda
bircok bagirsak paraziti gibi A. lumbricoides igin de
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR; polymerase chain
reaction — PCR) yontemi bulunmaktadir®-15),

Yaygin ve klinik agidan dnemli bir diger helmint olan
T. trichiura, A. lumbricoides gibi, yumurtalarinin
insanlara agiz yoluyla bulasmasi sonrasi larvalarinin
cekum mukozasina yerlesmesiyle karakterizedir!219),
Agir enfeksiyonlarda, hastalarda dizanteriye vyol
acabildikleri gibi rektum dokusunun anisten disari
ciktigl, “rektal prolapsus” adi verilen bozukluga da
yol acabilirler®?1%17) Tanida mikroskobik incelemede
limon seklindeki tipik yumurtalarin goérulmesi
olasidir, ancak her giin diski 6rneklerinde yumurta
bulunamayabileceginden tani konulmasinda
guiclikler yasanabilmektedir®7-19),

Taenia saginata, sestod grubu helmintlerden
olup 6zglin vicut yapisiyla dikkat ¢ekmekte, ince
bagirsaklarda yerlesmektedir. Eriskinlerde govde
boliminde vyer alan gebe halkalarin ayrilmasi
sonrasi dis ortama sagilan T. saginata yumurtalari,
sigirlar tarafindan alindiklarinda larvalari
(Cysticercus bovis) sigirin vicudunda farkli kaslara
yerlesebilmektedir®>2, Az pismis etlerde canh kalan
bu larvalar agiz yoluyla alinabilmekte, insanlarin
bagirsaklarina yerlesip olgunlasabilmektedirler. Cogu
olguda uzun siire semptom goriilmemekte, ender
olarak bulanti, gastrointestinal sistem yakinmalari ve
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kilo kaybi gorilebilmektedir. Tani 6ncelikle hastalarin
fark edip laboratuvara getirdikleri kopan gebe
halkalarin makroskobik ve mikroskobik incelemesiyle
konulmaktadir. Bunun yaninda diskida yumurtalarin
mikroskobik incelemeyle saptanmasi da olasidir.
Taenia spp. konusundaki arastirmalarda kullaniimakta
olan PZR protokolleri de mevcuttur®2%24),

Ozellikle immin sistemi baskilanmis bireylerde
tehlikeli bir parazitoz olan strongyloidosis, S.
stercoralis’in  neden oldugu bir enfeksiyondur.
Otoenfeksiyon yapabilmesi, 6zellikle immin sistemi
zayif bireylerde 6limcul olabilen hiperenfeksiyonlarin
olusmasina yol acar??22) Tanida diski 6rneginin
mikroskobik incelemesinde larvalarin gorilmesi,
cesitli  konsantrasyon yontemleriyle larvalarin
saptanmasi ve kiiltlr yaninda serolojik yontemler de
kullaniimaktadir(>&21-24),

Bagirsak helmintlerinin tanisinda, etkenleri hizli,
glvenilir ve duyarl olarak saptayabilecek laboratuvar
testlerine  gereksinim  bulunmaktadir®%,  Bu
kapsamda, molekiler yéntemlerin kullanimi, daha ¢ok
protozoonlara bagli enfeksiyonlarda, tim diinyada her
gecen glin daha da 6nem kazanan ve yayginlasan bir
uygulamadir. Bu yontemlerden en sik kullanilani olan
PZR, yiiksek 6zgullik ve duyarlilik 6zellikleri nedeniyle
nicel (kantitatif) sonug¢ verebildiginde tanida altin
standart olarak tanimlanabilmektedir. Coklu PZR
(Multiplex PCR) yontemi, tek bir karisiminda farkh
DNA dizilerine 6zgi birden fazla primer cifti kullanarak
ayni anda birden fazla gen bdlgesini cogaltmayi
amaclayan modifiye edilmis bir PZR yéntemidir3*3),
Coklu PZR ile, ornegin hastadaki ishale neden
olabilecek bircok patojen tek bir testle arastirilip
saptanabilmektedir. Bu testle ilgili en édnemli zorluk,
test icindeki tim mikroorganizmalarin etkin diizeyde
cogaltilabilecegi uygun sicaklik ve test siirelerinin 6n
galismalarla belirlenmesidir. Son zamanlarda ¢oklu
PZR ile intestinal helmintlerin saptanmasina yonelik
calismalarin sayisinda artis gérilmektedir*>16:22:23-27),

Bu o6n calismada, A. lumbricoides, T. trichiura, E.
vermicularis, Taenia spp. ve S. stercoralis izolatlar
kullanilarak  6zgiin  bir ¢oklu PZR ydnteminin
gelistirilmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu 6n calisma icin, Acibadem Universitesi Tip
Fakltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvar’nda saklanmakta olan, o©nceki bir
ortak ¢alisma icin yurt disindan anonimize edilerek
gonderilmis A. lumbricoides, T. trichiura, E.
vermicularis, Taenia spp. ve S. stercoralis DNA'lari
kullaniimigtir. S6z konusu DNA orneklerinin ilk
asama igin ikili gruplar halinde optimize edilmeleri
planlanmistir. Bu amagla yapilan 06n inceleme
sonrasl, ikili optimizasyonlarinin sicakhk aralklari
daha yakin oldugundan “E. vermicularis-Taenia spp.”
ve “Ascaris spp.-S. stercoralis.” ikilileri olusturulurken
T. trichiura’'nin tek basina optimize edilmesi
planlanmistir. Calismada kullanilan primer dizileri
Tablo 1’de belirtilmistir.

Taenia spp. ve Enterobius vermicularis igin ikili PZR
optimizasyonu

Enterobius vermicularis PZR’si i¢in daha Once
kullanilmis bir primer cifti kullanihirken®®®, Taenia
spp. icin bu calismada, GenBank U{zerinden yeni
bir primer cifti tasarlanmistir. S6z konusu primer
dizileri ve hedeflenen yaklasik PZR Uriin uzunluklari
Tablo 1’de sunulmustur. Bu iki hedefin ayni PZR'de
belirlenebilmesi amaciyla ilgili pozitif kontrol
DNA'larinin kullanildigi ve farkl sicaklik derecelerinin
denendigi “Gradient PZR” ¢alismasi yapilmistir.
GeneMark 5X PCR Dye Master Mix Il (Cat. No: RP0O2D-
[I-A) ile Uretici firmanin o6nerileri dogrultusunda
hazirlanan, iki hedefin pozitif kontrol DNA’larinin
kullanildigi karisim igerigi Tablo 2’de, 1s1 dongii cihazi
PZR programi ise Tablo 3’te belirtilmistir.

Laboratuvarda yaptigimiz  denemeler sonrasi
PZR urtnleri %2’lik agoroz jelde, 120 V’da 40 dk.
yuratilmis; jel Etidyum Bromur ¢ozeltisinde 30 dk.
bekletildikten sonra Chemidoc Gorintileme Cihaz
(ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad Laboratories Inc.,
ABD) kullanilarak UV 15181 altinda goriintilenmistir.
Bu islem standart olarak diger helmintler icin de
uygulanmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan primer dizileri
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Primer

Taenia spp.- F*

Taenia spp.- R**

Trichuris trichiura- F

Trichuris trichiura - R
Enterobius vermicularis — F
Enterobius vermicularis — R
Ascaris lumbricoides — Ascaris-F
Ascaris lumbricoides — Ascaris-R
Strongyloides-F

Strongyloides-R

Dizi PZR Uriinii Boyu (bg) Tm degeri (°C)
5’-GTCAGTATGAATAACTCGTGACGTA-3’

950 63.0
5’-TCTGCTATGCCACTGGGAC-3’
5’-GGCCCTGCTACTTTTCACCT-3’

280 55.0
5’-CTGGCTGGACGAAGCGTTTA-3’
5’-CACTTGCTATACCAACAACAC-3’

400 63.0
5’-GCGCTACTAAACCATAGACG-3’
CTACCACATCCAAGGAAGGC 59.4

995
CTGAATACCGCTTGTCCCTC 59.4
ATCGTGTCGGTGGATCATTC

115 55.9
CTATTAGCGCCATTTGCATTC

*F: Forward; ileri yonlii primer
**R: Reverse; geri yonlii primer

Tablo 2. Taenia spp. ve Enterobius vermicularis ¢oklu gradient

PZR karigim igerigi

Kimyasal
(Stok Konsantrasyonu)

Miktar

(1 reaksiyon igin)

GeneMark PZR Karigimi (5X)
Taenia spp — F (10 mM)
Taenia spp — R (10 mM)

E. vermicularis — F (10 mM)
E. vermicularis — R (10 mM)
Taenia spp — Kalip DNA

E. vermicularis — Kahp DNA

Niikleaz igermeyen Su

5puL
0.5 uL
0.5 uL
0.5uL
0.5 puL
0.5 uL
0.5uL

17 L

Tablo 3. Taenia spp ve Enterobius vermicularis multipleks

gradient PZR programi

Derece Siire
94 °C 3 dk.
94 °C 30 sn.
Gradient (59 - 63 °C aralig1) 35 tekrar 30 sn.
72°C 1 dk.
72°C 10 dk.
4°C Sonsuz
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Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis
icin ikili PZR Protokoliiniin Olusturulmasi:

Ascaris spp. ve Strongyloides spp. DNA dizilerini tek
bir karisimda amplifiye edebilmek icin Tablo 4’te
belirtilen ¢oklu PZR karisimi hazirlanmis ve pozitif
kalip DNA olarak Ascaris spp. ve Strongyloides spp.
genomik DNA izolatlari kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak ise DNA icermeyen PZR karisimi kullaniimistir.
Optimum yapisma (annealing) sicaklik degeri icin
gradient PZR yapilmis ve en uygun sicaklik 62°C olarak
belirlenmistir. Coklu PZR galismasi i¢in T100 Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, ABD) cihazi kullaniimis
ve Tablo 5’te belirtilen PZR kosullari takip edilmistir.

Trichuris trichiura igin PZR optimizasyonu

Trichuris trichiura’nmin PZR ile belirlenmesi igin de
GenBank tizerinden yeni bir primer cifti tasarlanmistir
(Tablo 1). Tasarlanan primerlerin ideal c¢alisma
sicakhklari ve 6zglin hedef bdlgenin cogaltiimasina
yonelik optimizasyonu igin gradient PZR yapilmis, bu
amagla hazirlanan karisiminin igerik bilgisi Tablo 6’da,
PZR programinin detaylariise Tablo 7’de sunulmustur.



H. Kirkoyun Uysal ve ark., Coklu PZT ile Helmintlerin Tanisi

Tablo 4. Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis’in
ikili PZR karisim igerigi

PZR Karigimi Miktar
PFU Master Mix (5X) 5uL
Forward Primer (10mM) 0.3 puL+0.3 L
Reverse Primer (10mM) 0.3uL+0.3 puL
dH,0 17.8 uL
DNA 0.5 pL+0.5 pL

Tablo 5. Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis’in
ikili PZR optimizasyon sonuglari

Sicaklik Zaman
94°C 3 dk.
94°C 30 sn.
62°C 30 sn. (30X)
72°C 1 dk.
72°C 10 dk.
4°C Sonsuz

Tablo 6. Trichuris trichiura i¢in hazirlanan gradient PZR karisim
icerigi

Kimyasal Miktar
(Stok Konsantrasyonu) (1 reaksiyon igin)
GeneMark PZR Karigimi (5X) 5uL

T. trichiura - F (10 mM) 0.5 pL

T. trichiura - R (10 mM) 0.5 uL

T. trichiura - Kahp DNA 0.5 pL
Niikleazsiz Su 18.5 uL

Tablo 7. Trichuris trichiura icin stirdiriilen gradient PZR
programi

Sicaklik Siire
94 °C 3 dk.
94 °C 30sn.
Gradient (55 °C ve 60 °C aralig1) 35 tekrar 30 sn.
72°C 1 dk.
72°C 10 dk.
4°C Sonsuz

BULGULAR

Bu 6n ¢alisma kapsaminda, s6z konusu helmintlerin
(A. lumbricoides, S. stercoralis, T. trichiura, Taenia
spp. ve E. vermicularis) 6zgiin tekli ve ikili (Taenia spp.
- E. vermicularis ve A.lumbricoides — S.stercoralis)
PZR protokolleri gelistirilmistir.

Primerler ile ¢ogaltilmasi amaglanan hedef DNA
dizilerine ait uzunluk Taenia spp. igin yaklasik 950
bg, E. vermicularis icin ise yaklasik 400 bg¢'dir. Bu
dogrultuda denenen sekiz sicaklikta da hem Taenia
spp. hem de E. vermicularis igin hedef diziler
tek reaksiyonda basariyla cogaltilabilmistir. Bazi
sicakhklarda gorilen spesifik olmayan bantlarin
62.7°C ve 63°C’lik tutunma sicakliklarinda ortadan
kayboldugu izlenmistir (Resim 1).

3000 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp
900 bp

500 bp
400 bp
300bp
200 bp

100 bp

T+E 630
T+E 62.7 0

T+E 59 oC

T+E NTC

T+E 62.2 0
T+E 61.50
T+E 60.5 0
T+E 59.8 oC
T+E 59.3 o

Resim 1. Taenia spp. ve Enterobius vermicularis gradient
PZR’sine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (T: Taenia spp., E:
E. vermicularis)

Bu bulgular dogrultusunda, Taenia spp. ve E.
vermicularis parazitleri igin tasarlanan primerlerin
hedef dizileri pozitif kontrol DNA’lari kullanildiginda
basariyla cogaltabildikleri ve hatta beraber
tek reaksiyonda 63°C’lik tutunma sicakhginda
kullanilabilecekleri gosterilmistir.
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Ascaris sp.

Stronayloides sp.

Resim 2. Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis’e
ait PZR c¢alismasi, jel elektroforez goriintiisii; Stitun M, 100
bp-3000 bp marker (GeneMark); Suitun 1, Ascaris spp. (995
bp) ve Strongyloides sp. (115 bp) primerlerinin multipleks PZR
reaksiyonu; Stitun 2, negatif kontrol.

Trichwuris 56
Trchuris 55
Trichuris M

(=3 .
- T
W L]
= =
= =,
£ =
i L.
[ =
(= =

Trichuris 58.1
Trichuris 56.9

Resim 3. Trichuris trichiura gradient PZR’sine ait agaroz jel
elektroforez goriintiisii
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Calismanin bir diger asamasinda, Ascaris spp. ve
Strongyloides spp. primerlerinin ikili PZR Urdnleri
jel elektroforez sonucuna gore beklenen bant
boyutlarinda pozitif sonug vermis, protokol basariyla
optimize edilmistir (Resim 2).

Trichuris trichiura icin tasarlanan primer cifti ile
¢ogaltilmasi amaclanan hedef DNA dizilerine ait
uzunluk icin yaklasik 280 bg'dir. Gergeklestirilen
gradient PZR sonucunda vyukaridaki sekilde de
gorilecegi Uzere; 55°C ve 56°C tutunma sicakliklari
primerlerin  spesifik olarak hedeflenen diziyi
cogaltabildigi degerlerdir ve spesifik olmayan bant
gbzlenmemistir (Resim 3).

TARTISMA

intestinal parazitler olarak genelde akla ilk énce
Entamoeba spp., Giardia lamblia, Cryptosporidium
spp. gibi protozoonlar gelse de, helmintlerin insan
saghig Uzerindeki olumsuz etkileri de yuzyillardir
bilinmektedir®220), Helmint enfeksiyonlari
sosyoekonomik diizeyi diisiik bolgelerde, icme suyu
kaynaklari ve genel fiziksel altyapinin yetersizligine
bagh hijyen eksikligiyle dogrudan iliskili olarak sik
gorilmektedir®. Ulkemizde yapilan calismalarda,
insanlarda c¢ok sayida helmint enfeksiyonuna
rastlandigi, o6zellikle gocuklarda rastlanilan helmint
enfeksiyonlarinin gcocuklarda biyime gelisme geriligi
ile yakindan iliskili oldugu bildirilmistir(+630,

Tam diinyada, intestinal parazitlerin tanisinda siklikla
diskinin mikroskobik incelemesi tercih edilmektedir.
intestinal parazitlerin her giin diski ile atilmadiklari,
dolayisiyla bu incelemelerin bazen “yanlis-negatif”
sonuglanacagi bilinse de, ¢ogu zaman hastaya ait tek
bir digki 6rnegi ile tani konulmaya calisiimakta, bu
nedenle de bircok hastaya tani konulamadigi tahmin
edilmektedir®2#),

Mikrobiyolojik tanida devrim yaratmis olan PZR,
bagirsak  parazitlerinden  protozoonlarin  rutin
tanisinda her gecen giin daha sik kullaniimaktadir.
PZR’nin geleneksel tani ydntemlerine kiyasla
¢ok daha duyarlh ve ozgil oldugu, tek bir digki
incelemesiyle dahi hastadaki parazitin saptanabildigi
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gosterildigi gibi***%), calisan personelin maliyetleri
ile kiyaslandiginda ¢ok sayida 6rnege PZR ile tani
konulmasinin rutin tani maliyetlerini distrdiga
de bildirilmektedir®>??.  Bu nedenle, PZR’nin
intestinal parazitler icin altin standart olarak
degerlendirilebilecegi bildirilmektedir®Y. Literatir
incelendiginde, helmintlerle ilgili ¢oklu PZR
calismalarinda intestinal helmintlere ait ¢alismalarin
daha az vyer tuttugu ancak son vyillarda artis
egiliminde oldugu dikkati ¢cekmektedir®?’, Bunun
nedenleri arasinda, PZR’nin maliyetinin her gecen
glin azalmasiyla diger tani seceneklerinin maliyetine
yaklagmasi sayilabilir®?. Nitekim, Sri Lanka’da yapilan
bir coklu PZR c¢alismasinda, A. lumbricoides, E.
vermicularis ve S. stercoralis’in bu yontemle hasta
orneklerinde basariyla denendigi ve maliyetinin
mikroskobik incelemeye goére makul diizeyde
bulundugu bildirilmistir?®. Ayrica, tanisal etkinlik
olarak konsantrasyon yontemi gibi yaygin kullanilan
etkin yontemlere gore daha etkili protokoller
gelistiriimeye baslanmistir.  Son zamanlarda A.
lumbricoides, N. americanus ve S. stercoralis’e
yonelik gelistirilen ¢oklu PZR protokollnin, formol
eter asetat konsantrasyonuna goére toplamda bes
kat, S. stercoralis saptamak agisindansa iki kat daha
duyarli oldugu bildirilmistir®?. Ulkemizde de yer yer
klinik olgular®®*34 bildirilen S. stercoralis enfeksiyonu
ile ilgili 6zglin bir PZR protokoli gelistirilmesi, 6zellikle
imminsipresif hastalara yonelik taramalarda
kullanilip hasta igin etkin bir tani ve tedavi hizmeti
verilmesine olanak saglayabilir.

Proje kapsaminda yapilan bu 6n g¢alismamizda, klinik
acidan 6nemli enfeksiyonlara yol actigi bilinen ancak
tanisal secenekleri sinirli intestinal helmintlerin
molekdilertanisikapsamindaikilivetekliPZRiletanisina
yonelik optimizasyon deneyleri tamamlanmistir.
Deneyler kapsaminda Taenia spp. - E. vermicularis
ile birlikte A. lumbricoides — S. stercoralis igin
kullanilabilecek ikili PZR protokolleri gelistirilmistir.
Bu iki protokolden ozellikle A. lumbricoides ve
S. stercoralis’in  birlikte saptanabildigi protokol,
ozellikle immin sistemi baskilanmis hastalarda
S. stercoralis’in neden oldugu klinik durumlar
distnildiginde yasam kurtarici olabilir?>3334, A,
lumbricoides enfeksiyonunda viicuttaki parazitlerin
erkek cinse ait olmasi durumunda mikroskobik tanida
yumurta gorilemeyip tani konulamamasi olasidir;

bunun yaninda parazitin ileus gibi yasami tehdit eden
klinik tablolara yol agabildigi distntldigiinde ¢oklu
PZR ile A. lumbricoides aranmasi yasam kurtarici dahi
olabilecektir21026),

Gelistirdigimiz diger protokol ile, yine tanisinda
zorluklar yasanan iki helmintin, E. vermicularis ile
Taenia sp., bir arada etkin saptanmasi mumkin
olabilecektir. Halk arasinda kil kurdu olarak bilinen
E. vermicularis, 6zellikle c¢ocuklarda c¢ok yayin
gorilmekle birlikte, rutin diski incelemesinde ender
olarak tani konulabilmekte, parazit ¢ogunlukla anal
bant ydntemiyle saptanabilmektedir®®. Bu ydntemin
dogru bir sekilde gercgeklestirilmesi (tuvalet éncesi,
banyo veya dus ile temizlenmeden, Ug¢ ayri sabah
anal bant 6rneginin alinmasi) olasi olamadiginda
E. vermicularis tanisi ¢ogu kez atlanmakta, ev ve
okul i¢i salginlara yol agabilmektedir. Cocuklarda
E. vermicularis'in  ¢ogunlukla anal kasinti,
uykusuzluk, huzursuzluk gibi yakinmalar yaninda
ender olarak idrar yolu enfeksiyonu gibi ciddi
enfeksiyonlara yol acgabilmesi, ev ici diger bireylere
kolaylikla bulasabilmesi nedeniyle tanisi 6nem
tasimaktadir>?9), Keza, Taenia spp. enfeksiyonlarinin
kiside zaman zaman gastrointestinal yakinmalara
yol agmasina ragmen genelde sessiz karakteri,
Ulkemizde nadir gorilse de T solium larva
enfeksiyonlarinin 6limcil beyin tutulumuna neden
olabilmesi nedeniyle tenyalar icin de etkin bir tani
secenegi gerekmektedir®>?°, Burada gelistirdigimiz
ikili PZR protokoliinde herhangi bir tenya tiru ile
enfekte bireyler saptanabilecek, sessiz enfeksiyonlar
belirlenebilecektir.

Sonraki donemde bu yondeki ¢calismalarimiza devam
etmeyi, oncelikle A. lumbricoides — S. stercoralis
ikili protokolline T. trichiura’yi ve sonrasinda
kancali kurtlari ekleyerek c¢oklu PZR protokoliinin
gelistiriimesini ve tanisal etkinliginin arttirilmasini
hedeflemekteyiz. Sonrasinda optimizasyonu
tamamlanmis protokollerin hasta ve saglikli insanlara
ait diski orneklerindeki tanisal etkinliklerinin yeni
bilimsel ¢alismalarla arastiriimalari, tanisal duyarlilik
ve Ozgullik dizeylerinin belirlenmesi &ncelikli
hedef olacaktir. Ginimizde vyalnizca intestinal
helmintleri degil, insanlarda ishale yol acan tim
mikrobiyal etkenleri bir arada saptamayi hedefleyen
ticari kitler gelistirilmis durumdadir®. Benzer
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calismalarin artmasi ve ¢oklu PZR uygulamalarinin
yayginlagsmasiyla intestinal helmintlerin toplumdaki
epidemiyolojik yayginliklari ve klinik rolleri daha
iyi anlasilacak, hastalara tedavi basglanma siresi
kisalarak paraziter hastaliklarla miicadele daha etkin
yuritulebilecektir.

Etik Kurulu Onayi: Bu calisma igin Etik Kurul onayi
gerekli olmadigindan alinmamistir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir
cikar catismasi bildirilmemistir.

Tesekkiir: Calismada kullanilan helmintlere ait
DNA orneklerini (kimlikleri sakli halde) bizimle
paylasan Danimarka Kopenhag’'daki Statens Serum
Enstitlisi’nden Dr. Rune Stensvold’a tesekkir ederiz.
Finansal Destek: Bu arastirma istanbul Universitesi,
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 50980
No.lu proje olarak desteklenmistir.
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0z

Brevundimonas vesicularis, non-fermentatif, oksidaz ve katalaz pozitif, Gram-negatif aerobik basildir. Ozellikle
immunsupresif hastalarda olmak lizere hastane enfeksiyonlarina neden olan firsatgi patojen bakteridir.
Literatiirde enfeksiyon etkeni oldugu olgu sayisi olduk¢a azdir. Bakteriyemi, neonatal sepsis, endokardit,
menenjit, ve peritonit olgularindan izole edildigine dair ¢alismalar vardir. Yapilan ¢alismalarda, Brevundimonas
vesicularis’in in-vitro antibiyotik duyarliiginin degiskenlik géstermekle birlikte, genellikle antipsédomonal
penisilinlere, aminoglikozidlere ve karbapenem tiirii antibiyotiklere duyarli oldugu bildirilmistir.

Bu olgu sunumunda, yenidogan yogun bakim (nitesinde yatan ve solunum yetmezligi nedeniyle mekanik
ventilatére bagh olan bir yenidoganin trakeal aspirat 6rnedinden izole edilen ender gériilen bir mikroorganizma
olan Brevundimonas vesicularis ve antibiyotik duyarliligi sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Brevundimonas vesicularis, trakeal aspirat, yenidogan
ABSTRACT

Brevundimonas vesicularis is a non-fermentative, oxidase and catalase positive, gram negative aerobic bacillus.
It is an opportunistic pathogenic bacteria that causes nosocomial infections, especially in immunosuppressive
patients. The number of cases associated with this agent is limited in the literature and its isolation from cases
of bacteremia, neonatal sepsis, endocarditis, meningitis and peritonitis has been reported. Despite the fact
that the studies indicated varying levels of in vitro antibiotic susceptibility of Brevundimonas vesicularis, it is
generally susceptible to antipseudomonal penicillins, aminoglycosides and carbapenem type antibiotics.

In this case report, Brevundimonas vesicularis, a rare microorganism isolated from tracheal aspirate sample
of a newborn hospitalized in the neonatal intensive care unit and dependent on mechanical ventilator due to
respiratory failure, and its antibiotic susceptibility status were presented.

Keywords: Brevundimonas vesicularis, neonate, tracheal aspirate

GiRiS

Brevundimonas

tlrleri  son
immunsupresif hastalarda olmak Uzere hastane

yillarda

kadar Brevundimonas cinsine ait yaklasik 25 tir
tanimlanmistir™, insanda en sik enfeksiyona yol acan
tlr Brevundimonas vesicularis'dir. Brevundimonas
diminuta ise daha az siklikla enfeksiyon etkeni olan
firsatgl patojendir'®,

ozellikle

enfeksiyonlarina neden olan firsatgi patojenlerdir.

Yapilan

Alphaproteobacteria
ailesine  ait  oldugu

calismalarda, ©nce
ardindan Pseudomonaceae ailesi icerisine dahil
edilmis, 1994 yilinda Segers ve ark. tarafindan 16S
rRNA sekans analizine gore yeniden siniflandiriimis,
Caulobacteraceae
bildirilmistir®®. Bugline

sinifinin

Corynebacterium,

Brevundimonas vesicularis, non-fermentatif, gram
negatif, oksidaz ve katalaz pozitif, aerobik basildir.
Endojen insan florasinin yani sira sulardan ve
topraktan da izole edilmistir. Koyun kanli agar (KKA)
ve cikolata agar (CA) besiyerlerinde sarimsi renkte,

© 2022 Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti. Bu, Creative Commons Atif-Gayri Ticari 4.0 Uluslararasi Lisansi altinda dagitilan agik erisimli bir makaledir.
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opak, dairesel, disbiikey koloniler olusturmakta ve geg
Uremektedirl*>*7), Yapilan ¢alismalarda, MacConkey
agarda uzun siliren inklbasyon sonucunda gozle
gorilebilen  koloniler olusturdugu  bildirilmistir.
Literatlirde B. vesicularis’in enfeksiyon etkeni oldugu
olgu sayisi sinirhidir?,

Bu olgu sunumunda, yenidogan yogun bakim
Unitesinde yatan ve solunum yetmezligi nedeniyle
mekanik ventilatore baglh olan bir yenidoganin
trakeal aspirat 6rneginden izole edilen ender gorilen
bir mikroorganizma olan B. vesicularis ve antibiyotik
duyarhhgr sunulmustur.

OoLGU

Dogum agirligi 1.900 gram olan, 36 gebelik
haftasinda normal vajinal yoldan dogan kiz bebek,
mekonyum  aspirasyon  sendromu  nedeniyle
entlbe edilerek yenidogan yogun bakim Ulnitesine
yatirilmistir. Dogumda bebegin Apgar skoru 1. dk.da
2, 5. dk/da 5’tir. Fizik muayenesinde kalp tepe atimi
160/dk., kan basinci 54/23 mmHg, ates 37.1°C,
oksijen satlirasyonu <%92 olarak olctlmustir.
Solunumu takipneik olup, interkostal ¢ekilmeleri ve
dinlemekle bilateral kaba ralleri vardir. Sendromik
ylz gérinimi olan hastanin, 6n fontaneli 2x2 cm.
genisliginde, kulaklari diistk, burun koki basik ve
alni genistir. Hastada konjenital glokoma bagli I6kom
oldugu belirtilmistir. Ayrica, gégis kafesi genis, basi
viicuduna gore biylk gorinimde, ekstremiteleri
ve boyu kisadir. Hastada akondroplazinin eslik ettigi
sendromlar dusuntlmustur. Kalpte 1/6 derece sistolik
Ufiriim saptanmigstir. Hastanin soy gegmisinde hala-
dayi cocuklari olan 20 yasinda baba ve 19 yasinda
annenin ilk yasayan bebekleri oldugu 6grenilmistir.
Annenin ilk gebeligi dustkle sonuglanmistir.

Prematirite, mekonyum aspirasyon sendromu
ve akondroplaziye sekonder solunum yetmezligi
nedeniyle entibe edilen hastaya mekanik
ventilasyon destegi saglanmistir. Hastanin yatisinda
alinan kan 6rneklerinde hemoglobini 21.2 g/dl'dir
(normal: 17-20 g/dl). Lékositozu (I6kosit: 30.1 10°/L;
normal 4-20 10°/L) ve trombositopenisi (trombosit:
92 10°/L; normal 100-420 10°/L) mevcuttur. C reaktif
protein seviyesi yukselmistir. (CRP: 35.2 mg/L;

normal 0-5 mg/L). ALT, AST ve diger biyokimyasal
testleri normal sinirlardadir. Kranial ultrason ve
tim batin ultrasonunda patolojik bulgu yoktur.
Ekokardiyografide 2 mm. patent duktus arteriosus,
bikusbit aorta, eser derecede aort ve mitral yetmezligi
saptanmistir. Patent duktus arteriozus i¢in yasamin ilk
haftasinda medikal kapatma protokoli uygulanmistir.
Yasamin yedinci glninde kan gazinin solunumsal
asidoz (vendz pH: 6.93, pCO,: 73 mmHg, laktat 14.4
mmol/L, baz a¢igi:-18 mmol/L) bulgulariyla uyumlu
oldugu gorulmistir. Akciger grafisinde respiratuvar
distres sendromu ve mekonyum aspirasyonuna
ait yaygin atelektazi ve hava bronkogramlari
izlenmistir. Uzun siire mekanik ventilator destegi
saglanan hastanin sonraki akciger grafilerinde
bilateral bronkopnémonik infiltrasyonlarin (Resim
1) gorilmesi Uzerine yogun pdlrilan trakeal
sekresyonundan aspirat kdltlirG alinmistir. Eszamanh
olarak kan ve idrar kulturleri de alinarak laboratuvara
gdnderilmistir. idrar kiltiiriinde Greme olmamistir.
Her iki kan kiltirtinde Staphylococcus haemolyticus
Gremesi ve klinik tablonun sepsisle uyumlu olmasi
nedeniyle ampirik baslanan ampsilin-gentamisin
tedavisi kesilerek teikoplanin ve amikasine gegilmistir.

Resim 1. Akciger grafisinde bilateral bronkopnémonik
infiltrasyonla uyumlu goriiniim
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Hastanin  laboratuvarimiza gonderilen  trakeal
aspirat Orneginin Gram boyamasinda her alanda
5-10 adet polimorf niveli |6kosit ve Gram-negatif
basiller saptanmistir. Ornek KKA (RTA, Tirkiye),
CA (RTA, Tirkiye) ve eosin methylen blue agar
(EMB) (RTA, Turkiye) besiyerlerine kantitatif ekim
yapilarak 37°C’de 48 saat sireyle inkibe edilmistir.
inkiibasyon sonunda 10° kob/ml iireme saptanan,
oksidaz pozitif, KKA ve CA’da kiglik, mat, sarimsi
kolonilerin enfeksiyon etkeni oldugu dusinilmustir
(Resim 2). EMB besiyerinde Ureyen kigik, laktoz
negatif kolonilerin belirginlesmesi igin inkiibasyon
72 saate cikarilmistir. Kultlr plaklarindan yapilan
Gram boyama sonucunda goérilen Gram-negatif
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basil morfolojisindeki mikroorganizmanin (Resim
3) tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri
VITEK-2 (BioMérieux, Fransa) otomatize sistemiyle
gerceklestirilmis  ve  EUCASTIn®  (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
“Pseudomonas  spp.”  yorumlama kriterlerine
gore degerlendirilmistir.  Ureticinin  dnerilerine
uygun olarak hazirlanan bakteri stspansiyonlari,
tanimlama icin GN (BioMérieux, Fransa), antibiyotik
duyarlilik testleri igcin AST-N326 (BioMérieux, Fransa)
kartlarina ekilmis ve otomatize sistemin inkibat6r/
okuyucu boélimine yerlestirilmistir. On sekiz saatlik
inkiibasyondan sonra, otomatize degerlendirme
algoritmasina gére saptanan MiK (minimal inhibitér
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Resim 3. Brevundimonas vesicularis’in kiiltir plaklarindan yapilan gram boyali incelemesi (100X immersiyon objektifi)

84



N. S. Gindem ve ark., Nadir Bir Etken: Brevundimonas vesicularis

konsantrasyon) degerleri rapor olarak alinmistir. B.
vesicularis olarak tanimlanan mikroorganizmanin
piperasiline (MiK <4 mg/L), piperasilin tazobaktama
(MiK<4 mg/L), seftazidime (MIiK<0.12 mg/L),
sefepime (MiK<0.12 mg/L), meropeneme (MiK<0.25
mg/L), amikasine (MiK<2 mg/L) ve gentamisine
(MiK<1 mg/L) duyarli oldugu saptanmustir.

Hastaya seftazidim ve piperasilin tazobaktam tedavisi
baslanmis, vyineleyen kan kiltirlerinde Ureme
olmadig i¢in teikoplanin tedavisi kesilmistir. Trakeal
aspirat kiltlriinde etkenin Grememesi, klinik olarak
pnoémoni tablosunun ve enfeksiyon parametrelerinin
gerilemesi Uzerine antibiyotik tedavisi 21. giinde
tamamlanmistir.

Bu olgu sunumunda hastanin ebeveyninden (babasi)
yazili onay alinmistir.

TARTISMA

Son yillarda hastanelerde Gram-negatif bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin sayisi gittikce
artmaktadir. Ayrica, firsatgl enfeksiyonlara neden
olabilecek Gram-negatif bakteriler de dikkat
cekmektedir®. B. vesicularis ender olarak insan
enfeksiyonlarina neden olan Gram-negatif, non-
fermentatif basildir”. Literatirde bu bakterinin
etken oldugu pnémoni, enfektif endokardit, spontan
bakteriyel peritonit ve sepsisi de iceren az sayida
olgu yer almaktadir?),

Stabler ve ark’/nin®® calismasinda, B. vesicularis,
antibiyotik tedavisine yanit alinamayan ve mekanik
ventilasyon gerektiren yetmezligi
gelisen pndmoni olgusunun endotrakeal aspirat
orneginden izole edilmis, ender goérilen bir etken
olmasina ragmen, saglikli erigkinlerde toplum
kokenli pndmoniye neden olabilecegi belirtilmistir.
Bu calismada, prematiirite, mekonyum aspirasyon
sendromu ve akondroplaziye sekonder solunum
yetmezligi nedeniyle mekanik ventilatére bagl

solunum

yenidoganin trakeal aspirat 6rneginden ayni etken
izole edilmistir. Hastanin klinigi, radyolojik bulgulari
ve purulan 6rnekte saf Greme olmasi, bu bakterinin
her yastan hastanin solunum yollarinda enfeksiyon
etkeni olabilecegini ve mekanik ventilasyonun énemli
bir risk faktori oldugunu géstermektedir.

Shang ve ark./nin"”’ 2012 yilinda yaptiklari calismada,
biri T hicre lenfomali, digeri son dénem bdbrek
yetmezligi olan bagisikhgl baskilanmis iki hastanin
kan kultlrlerinden B. vesicularis izole edilmis, yapilan
literatlr taramalari sonucunda bu etkenin bagisikhgi
baskilanmis hastalarin yani sira bagisikhgr yeterli
hastalarda da etken olabilecegi vurgulanmistir.
Tayvan’dan Yang ve ark.“Y tarafindan bildirilen
olguda subakut enfektif endokardit tanisi alan
hastanin kan kdltirlerinden B. vesicularis izole
edilmis ve enfeksiyon odaginin dis apsesi oldugu
distnulmistir. Yurt disindan bir baska calismada,
Ulkemizden bildiren B. vesicularis’e baglh neonatal
sepsis olgularina atifta bulunularak ender karsilasilan
bu bakterinin yenidoganlarda da onemli bir sepsis
etkeni olabilecegine dikkat ¢ekilmistir®.

Yapmis oldugumuz literatlir taramalari sonucunda B.
vesicularis’in antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi
icin kullanilan yontemlerin ve duyarlihk yorumlama
kriterlerinin calismalar arasinda farklilik gosterdigi
saptanmistir. Pek cok calismada ¢alismamizda oldugu
gibi otomatize sistem veya Kirby—Bauer disk diflizyon
yontemi kullanildigi gozlenmistir®57:10-12) Bunlardan
farkl olarak, Yoo ve ark/nin®® ¢alismasinda, gradiyent
test, Lee ve ark/nin® ¢alismasinda ise agar dilisyon
yontemiyle MIK belirlenmistir. Zhang ve ark’nin®
galismasinda altta yatan gesitli hastaliklari olan ve
sepsis bulgularigelisen 22 hastanin kan kilturlerinden
izole edilen B. vesicularis suslarinin antibiyotik
duyarhhg agar dilisyon yontemiyle saptanmustir.
Seftazidim ve trimethoprim-sulfamethoksazolde
direng gozlenirken, imipenem ve piperasilin
tazobaktamin yuksek duyarlilik oranlariyla tedavide
kullaniimalari 6nerilmistir.
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Brevundimonas vesicularis  genellikle anti-
psédomonal penisilinlere, aminoglikozidlere ve
karbapenem turl antibiyotiklere duyarli olmakla
birlikte, son zamanlarda vyapilan ¢alismalarda
bakterinininvitro antibiyotik duyarhhiginin degiskenlik
gosterdigi bildirilmistir”%12, Bolzon ve ark.® bdbrek
yetmezligi nedeniyle periton diyalizi yapilan hastada
akut peritonit gelismesi tzerine alinan periton sivisi
orneginde Ureyen B. vesicularis susunun sefepim ve
meropenem gibi antibiyotiklere direncli oldugunu
bildirmislerdir. Bu verilere benzer sekilde italya’dan
bildirilen bir olgu sunumunda pilositik astrositom
tanisiyla opere edilen ve menenijit klinigiyle uyumlu
semptomlari olan hastadan alinan beyin omurilik
sivisi (BOS) 6rneginden izole edilen B. vesicularis’in
pek ¢ok antibiyotige direngli yalnizca siprofloksasine
duyarlioldugu rapor edilmistir*?, Baska bir calismada,
yara kiltiriinden izole edilen B. vesicularis’in 2.
ve 3. kusak sefalosporinlere ve aminoglikozidlere
direncli iken, amoksisilin/klavulanat’a duyarli oldugu
ve bu antibiyotikle kir saglandigi bildirilmistir®. Bu
bulgularin aksine, Hindistan’da yapilan bir calismada,
mekonyum aspirasyon sendromu tanisiyla izlenen
yenidoganin kan kilturlerinden izole edilen B.
vesicularis’in  meropenem, seftazidim, sefepim,
piperasilin tazobaktam ve ampisilin sulbaktami
da iceren pek c¢ok antibiyotige duyarli oldugu
bulunmustur®. Bu bulgularla benzer sekilde,
calismamizda yenidoganin trakeal aspiratindan izole
ettigimiz sus sefalosporinlere, piperasiline, piperasilin
tazobaktama, aminoglikozidlere ve karbapenemlere
duyarl bulunmustur. Yenidoganlardan izole edilen
suslarda antibiyotik  direncine rastlanmamasi,
yasla birlikte antibiyotiklere maruziyetin artmasi
ve buna bagh diren¢ kazaniimasiyla ilgili olabilir.
Calismamizda, seftazidim ve piperasilin tazobaktam
tedavisi baslanan hastadan klinik olarak yanit
alinmasi ve laboratuvar sonuclarinin da uyumlu
olmasi nedeniyle antibiyotik tedavisi 21 giline
tamamlanmis ve sonlandiriimistir.

Ender gorilen ve zor Ureyen bakterilerin
tanimlanmasinda ve dogrulanmasinda kullanilan
16S rRNA gen sekans analizi hizlh ve givenilir
bir yontemdir®?. Lee ve ark/nin® calismasinda,
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bakteriyemisi olan 30 hastanin kan kilturlerinden
izole edilen Brevundimonas tirleri iki farkh ticari
otomatize sistemle tanimlanmis, 16S rRNA gen
sekans analiziyle dogrulanmistir. Kore’den bildirilen
olguda, karaciger apsesinden alinan aspirat
orneginin kiltirinden izole edilen etken otomatize
sistemle 6nce Sphingomonas paucimobilis olarak
tanimlanmistir. Yapilan 16S rRNA gen sekans analiziyle
B. vesicularis oldugu anlasiimisti. Bu c¢alismayla
konvansiyonel yontemlerle ve otomatize sistemle
tanimlanan non fermentatif Gram-negatif basillerin
16S rRNA gen sekans analiziyle dogrulamasinin
6nemine dikkat cekilmistir®. Calismamizda, B.
vesicularis’in tanimlanmasi  Shang ve ark./nin®
calismasiyla benzer sekilde konvansiyonel yontemler
ve otomatize sistemle yapimistir  Tanimlama
asamasinda molekiler yontemlerin kullanilamamasi
calismamizin kisithhgi olarak kabul edilmistir.

Brevindumonas vesicularis enfeksiyonlu hastalarin
demografik ve klinik o6zellikleri Tablo 1'de
listelenmistir. Kan kltirlerinden izole edilen suslarin
olgularin  ¢ogunlugunu olusturdugu ve invazif
girisimle alinan 6rneklerden (BOS, periton sivisi ve
trakeal aspirat) izole edilen suslarin bunlari izledigi
gbzlenmistir. Bu bulgulara gore hastanelerde invazif
girisim yapilan hastalarda B. vesicularis gibi nadir
gorilen patojenlerin enfeksiyon etkeni olabilecegi
akilda tutulmahdir. Gereksiz antibiyotik kullaniminin
onlenmesi ve uygun tedavinin belirlenmesi icin
antibiyotik duyarlilik testlerinin kesinlikle galisilmasi
gerekmektedir. Hastanelerde ortam temizligine
O0zen gosterilmesi ve saglk c¢alisanlari arasinda
hijyen kurallarina uyumun artirilmasi gibi enfeksiyon
kontrol onlemlerinin alinmasi, firsatgi patojenlerin
neden oldugu enfeksiyonlarin 6nlenmesinde yararl
olacaktir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir
cikar catismasi bildirilmemistir.
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Tablo 1. Literatiirde Brevundimonas vesicularis kaynakh enfeksiyon olgulari

Kaynak Yazar, yil Yas Cinsiyet Tani/altta yatan hastalik* g:::;:l"d'g' Tedavi/siire***
2 Yoo ve ark., 2012 30 Erkek Karaciger apsesi Apse aspirati AM+SB/5 HAFTA
3 Bolzon ve ark., 2018 67 Erkek Hipertansiyon, Son donem KBY, Periton sivisi VAN +CRO/5 GUN
periton diyalizi
4 Nandy ve ark., 2013 0 Kiz Mekonyum aspirasyon sendromu Kan TZP+GN+MEM /7
GUN
5 Panasiti ve ark., 2008 71 Erkek Travma, kutan6z enfeksiyon Yara AMC/2 HAFTA
7 Shang ve ark., 2012 83 Erkek SLE, Son dénem KBY, Koroner arter Kan CAZ/14 GUN
bypass
7 Shang ve ark., 2012 25 Erkek Anaplastik T hiicre lenfoma, Kan VAN+FEP/5 GUN,
CRO/10 GUN
10 Stabler ve ark., 2018 40 Erkek Toplum kokenli pndmoni Trakeal aspirat TZP/14 GUN
11 Yang ve ark., 2006 40 Erkek Dis apsesi/Subakut enfektif endokardit Kan CRO+GN/7 GUN
GN+CIP/1 AY
12 Mondello ve ark, 2006 24 Erkek Pilositik astrositom BOS CIP +AK/15 GUN
Bu calisma Glindem ve ark., 2022 0 Kiz Mekonyum aspirasyon sendromu, Trakeal aspirat CAZ+TZP/21 GUN

Prematdrite

*SLE: Sistemik lupus eritematosus, KBY: Kronik bébrek yetmezligi, **BOS: Beyin omurilik sivisi, ***CRO: Seftriakson, GN: Gentamisin, AK: Amikasin,
CIP: Siprofloksasin, AMC: Amoksisilin/klavulanat, CAZ: Seftazidim, TZP: Piperasilin tazobaktam, AM: Ampisilin, VAN: Vankomisin, AM-SB: Ampisilin /sulbaktam;

FEP: Sefepim, MEM: Meropenem.
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YAZARLARA BILGI

e Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, Turk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’'nin yayin organi olup ilgili alanlardaki 6zgiin
arastirma, derleme, olgu sunumu, bilimsel haberler,
bilimsel kitap ve dergi tanitim yazilar ile okuyucu
mektuplarini yayimlayan hakemli bir dergidir.

e Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik olmak lzere ¢ ayda
bir ¢cikar ve dort sayida bir cilt tamamlanir.

Yazilar Tiirkge olarak yollanmalidir.

Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.

e Yayimlanmasi istenen metnin dayandigi ¢alisma, daha
once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak lzere
teslim edilmis veya kabul edilmis olmamaldir. Ozet
biciminde yayimlanmis bir 6n bildirinin bitmis bigimine
yer verilebilir.

e Dergiye gonderilen yazilar, ilk olarak dergi standartlar
acisindan incelenir. Derginin istedigi forma uymayan
yazilar, daha ileri bir incelemeye gerek gorllmeksizin
yazarlarina iade edilir. Bu nedenle gereksiz yere zaman
ve emek kaybina yol agilmamasi igin, yazi sahipleri dergi
kurallarini dikkatli incelemek zorundadir.

e Dergi kurallarina uygunluguna karar verilen vyazilar
Danisma Kurulundan veya konu ile ilgili kisilerden en az
iki hakeme gonderilir ve hakemlerden yayina uygun olup
olmadigl konusunda gorusgleri alinir. Diizeltme isteniyorsa
tekrar yazara gonderilir. Bu incelemeden gegen yazilar,
Yayin Kurulu tarafindan tekrar degerlendirilir ve basilacagi
yer ve sayi kararlastirilir.

e Danisma ve Yayin Kurullari; diizeltme, kontrol ve dizgi
asamasinda vyayinci, vyazilarda dizeltme yapmak,
biciminde degisiklikler istemek ve yazarlari bilgilendirerek
kisaltma yapmak yetkisine sahiptir. Yazarlardan istenen
degisiklik ve duzeltmeler yapilana kadar, s6z konusu
yazilar yayin programinda sirada bekletilir.

Teslim edilmis bir metnin timanin veya bir boliminin
bir baska yerde yayimlanmasi s6z konusu olursa editorlere
bilgi verilmesi zorunludur.

Basvuru
e Sadece on-line basvurular kabul edilir.

e Basvurularda, tim vyazarlarin adlari ve adresleri, agik
olarak yazilmalidir. Tim vyazarlarin ORCID numaralari
basvuru esnasinda on-line olarak ilgili alana eklenmelidir.
ORCID ID kaydi igin https://orcid.org adresini kullaniniz.
Ayrica, yazinin tim yazarlar tarafindan onaylandigini ve
daha 6nce higbir yerde yayimlanmadigini ve teklif hakkinin
dergiye birakilacagini belirten ve tim yazarlar tarafindan
imzalanmis web sayfasindaki belgenin (Copyright-Telif)
on-line olarak sisteme yiiklenmesi veya posta ile asagidaki
adrese gonderilmesi zorunludur.

e insanlar {izerinde yapilan klinik arastirmalarla ilgili olarak
etik kurullarin onaylarinin ve génilltlerden alinmis yazili
onam formlarinin da on-line olarak sisteme ylklenmesi
ve posta ile asagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.

Metin Cegsitleri

Metin  ¢esitlerinde  on-line  olarak  yonlendirme

bulunmaktadir.

Ozgiin Arastirma: Gerekli ve uygun sayida sekil/tablo/
fotograf/resim/grafik; en gok 250 sozciik igeren Tlrkge ve
ingilizce 6zetler; Tiirkge ve ingilizce 3 anahtar sdzciik ve
ana metinden olugmahdir.

Derleme: 1-4 §ekiI/tabIo/fotpéraf/res!m/graﬁk; en ¢ok
200 sozciik iceren Tiirkge ve Ingilizce Ozetler; 3 anahtar
sozciik ve ana metinden olugsmalidir.

Olgu Sunumu: VYeterli sayida sekil/tablo/fotograf/
resim/grafik; en ¢ok 20 kaynak; 200 s6zciigli gegmeyen
ingilizce-Tiirkce Ozet; 3 anahtar sozciik ve ana metinden
olusmahdir.

Editére Mektup: Daha 6nce yayimlanmis olan bir yaz
hakkinda, yeni bir arastirma bulgularinin bildirilmesi veya
bir goris bildirimi olabilir. Bir sekil/tablo/fotograf/resim/
grafik ve en ¢ok 5 kaynak icerebilir.

Metin yazimi esnasinda uyulacak kurallar

Yazinin Tirkce bashgl kisa, agik ve igerigi tam yansitir
olmahdir.

Yabanci dilde baslik Tiirkge baslik ile birebir uyusmalidir.
On-line ilgili formlarda tim asamalar doldurulmalidir

Arastirma daha 6nce bir bilimsel toplantida bildiri (s6zll
veya poster) olarak sunulmus ise, bu bilgi toplantinin adi
ve tarihiyle birlikte belirtilmelidir.

Olgu sunumu, derleme, editore mektup gibi diger metin
cesitlerinde bolimli 6zet hazirlamaya gerek yoktur.

Ozet boliiminde kisaltmalardan mimkin oldugunca
kacinilmali ve kaynak, sekil, tablo ve atif yer almamalidir.

Ana  metin  sayfalar, metin  ¢esidine  gore
bélimlendirilmelidir. ~ Ozgiin  arastirmalar  amacin
belirtildigi giris, gere¢ ve yontem, bulgular ve tartisma
kisimlarindan olusmalidir. Bulgu ve tartismanin kisa
oldugu metinlerde iki bashk birlestirilerek de aktarilabilir.
Olgu sunumu amacin belirtildigi kisa bir giristen sonra
detayll olgu ve tartismadan olusmalidir. Derlemelerde
once kisa bir giris yapilmaldir ve ardindan derlemenin
konusuna uygun olusturulmus bélimleri kapsamahdir.

Mikroorganizma adlari ve MiK veya PFGE gibi kisaltmalar
ilk kullanildiklarinda tam olarak, acik sekilleriyle yazilmal
mikroorganizma adi daha sonraki kullanimlarda cins
adinin ilk harfi kullanilarak kisaltilmahdir. Staphylococcus
aureus S. aureus gibi. Paragraf basinda ise bu kisaltma
kullanilmamali, isim tam olarak yazilmalidir.

Escherichia coli ve Entamoeba coli gibi, kisaltmalari
ayni olacak adlar ayni yazida gegtiginde yazi boyunca
kisaltilmadan kullanilmahdir. Stafilokok, streptokok gibi
sadece cins adi gegen climlelerde dilimize yerlesmis cins
adlar Tirkge olarak yazilabilir.

Yaninda birim gosterilmeyen ondan kiiglk sayilar yazi ile
yazilmali, rakam ile yazilan sayilara takilar kesme isareti
ile eklenmelidir. U¢ hasta suslarin 28’i gibi. Miimkiin
oldugunca ctimlelere sayilarla baslanmamalidir.

Prof. Dr. Cagri Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakdiltesi .
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Kinikl Kampasu / Denizli

Tel: 0258 296 2491

E-posta: tmcdeditor@gmail.com

Boyama yontemi olan Gram biylk harfle yazilmalidir.
Bakteri tanimlamasinda ise kiguk harf kullanilmalidir.
Ornegin gram negatif kok yazilmalidir. Negatif / pozitif
kelimeleri agik olarak yazilmali; (-) veya (+) kisaltmalari
kullanilmamalidir.
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Bir tesekkir yazisi varsa Kaynaklar’dan énce olmalidir.

e Calisma kazanilmis bir burs veya proje ile tamamlanmigsa
belirtilmelidir.

Kaynaklar listesinde yer alan kaynaklarin tamaminin
metin iginde kullaniimis olmasi gereklidir.

e Kaynaklar metin iginde gecis sirasina gore siralanmal
ve metin icinde climle sonuna konacak parantez igine,
ist simge olarak yazilmahdir. Ornegin;
gosterilmistir™>9), ... Kaynak vyazimi sirasinda
birakmayiniz

e Metinde kaynaklar st simge olarak bulunmalidir

bosluk

e Metinde kaynak verilirken yazar adi kullaniliyorsa kaynak
numarasi yazar adinin yanina yazilmalidir. Ornegin; Smith
ve Gordon’a® gore .......cccceeveenes Kaynak yazimi sirasinda
bosluk birakmayiniz

e Henliz yayinlanmamis veriler ve ¢alismalar Kaynaklar
boliminde yer almamalidir.

e Dergimiz, baska c¢alismalarda bildirilen kaynaklarin
aktarma seklinde kullaniimasini kabul etmemektedir.
Yazarlar tarafindan dogrulanmayan kaynaklara bagh
olarak galisma degerlendirme disi birakilabilir.

Kaynaklarda, yazar sayisinin alti veya daha az olmasi
durumunda tim yazarlarin isimleri yazilmahdir. Yazar
sayisinin altidan fazla olmasi durumunda ise ilk g yazarin
ismi yazilmali, sonrasinda Tirkge makalelerde “ve ark.,
ingilizce makalelerde ise “et al.” ilave edilmelidir.

e Dergi isimlerinin kisaltilmasi Index Medicus’taki stile
uygun olarak yapilmalidir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nimcatalog/). Index Medicus’ta bulunmayan dergi adlari
kisaltilmadan yazilmalidir.

e Dergide kaynaklar yazilirken temel olarak Tirkge'ye
uyarlanmis Vancouver yazim stili (Ornekler asagidadir)
esas alinmali; noktalamalar, kelime ve harfaraliklari, blylk
harfler, dergi ve cilt numarasi buna gére diizenlenmelidir.

Ornekler
A. Makaleler

Kaynak yazimlarinda italik, bosluk, noktalama isaretleri
kullanimina kesinlikle dikkat ediniz.
e Standart Dergi Makalesi: Courvalin P, Davies J.

Mechanisms of resistance to aminoglycosides. Am J Med.
1977;62(6):868-72.

e Dergi Ekinde (Supplement) yer alan makale: Snydman
DR. Shifting patterns in the epidemiology of nosocomial
Candida infections. Chest. 2003;123(Suppl 5):S500-3.

e Elektronik dergi makalesi: Lam PV, Tadros M, Fong IW.
Mandibular osteomyelitis due to Raoultella species. IMM
Case Rep. 2018;5. Internet adresi: http://...ccccevvevvvennnnns

B. Kitaplar

e Kitap: Appanna VD. Human Microbes - The Power Within
Health, Healing and Beyond. Singapur: Springer Singapur;
2018.

e-kitap: Appanna VD. Human Microbes - The Power
Within Health, Healing and Beyond. Singapur: Springer
Singapur; 2018. internet adresi: http://................ Erisim
tarihi: ../../20..

Kitap bolimi: Piret J. Antiviral drug resistance in
herpesviruses. In: Berghuis A, Matlashewski G, Sheppard
D, Wainberg MA (Eds.) Handbook of antimicrobial
resistance. New York: Springer-Verlag, 2017:87-122.
(Tirkge kitaplar igin; cimle sonuna kitabinda ifadesini
ekleyiniz.)

Kurumsal yayin: CLSI. Clinical and Laboratory Standards
Institute. Reference method for broth dilution antifungal
susceptibility testing of yeasts. Approved Standard
M27-A3. 3rd ed. CLSI, Wayne: ABD; 2008.

Sireli resmi yayin: TC Saglik Bakanligi. Bulasici hastaliklar
slirveyans ve kontrol esaslari yonetmeligi. Resmi Gazete.
30.05.2007(26537).

Sureli resmi vayin (internet): TC Saglhk Bakanligl. Bulasici
hastaliklar slrveyans ve kontrol esaslari yonetmeligi.
Resmi Gazete. 2007(26537). internet adresi: http://...........
Erisim tarihi: ../../20..

Kongre Bildiri Ozeti: Basustaoglu AC, Siiziik S, Mumcuoglu
i, ve ark. Kan kiltiirii uygulamalarinin degerlendiriimesi:
EpiCenter verilerinin kullanimi. XXXVII. Turk Mikrobiyoloji
Kongresi, 16-20 Kasim 2016, Belek, Antalya; 2016:TPS-85.

Tez: Oktem iIMA. Endoservikal sirinti o6rneklerinde
Chlamydia trachomatis hticre kiltirid sonuglarinin direk
floreson antikor (DFA) ve enzim immunoassay (EIA)
yontemleri ile karsilastirilmasi [Tipta uzmanlik tezi]. izmir:
Dokuz Eyliil Universitesi, 1998.

. Sanal Ortam

Web sitesi: World Health Organization. Global strategy
for. Geneva: World Health Organization. 2001 [http://
www.who.intemational]. (Erisim tarihi: .............).

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler Arap rakamlari
ile numaralandiriimali ve yazi iginde gectigi yerler
belirtiimelidir.

Tablo bashg tablo Ust gizgisinin Ustline, sol kenardan
baslanarak yazilmal ve tablo sira numarasindan sonra
nokta kullanilmahdir. Ornegin; Tablo 1. E. coli izolatlarinin
MiK dagilimlari, gibi.

Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kisimda mutlaka
aciklanmalidir.

Tablolarda metnin tekrari olmamalidir

Sekil, fotograf, resim ve grafiklere ait agiklamalar ana
metinle beraber en sona eklenerek yollanmalidir.
Sekillerde 6lgli 6nemliise Gizerine cm veya mm’yi gosteren
bir 6lgek ¢izgisi konmalidr.

Fotograflar taninmayi engelleyecek sekilde olmali ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

isim, bas harfler, hastane kayit numarasi gibi kimlik
bilgileri yazilmamalidir.

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler gibi dokiimanlar
baska bir yayindan alinti ise yazili baski izni mutlaka
gonderilmelidir.



ETIK POLITIKALAR

Yayin Etigi

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi yayin suregleri, bilginin
tarafsiz ve saygin bir sekilde olusturulmasi ve yayimlanmasini
ilke olarak benimsemistir. Bilimsel bir calismayl ortaya
koyan tim paydaslarin (yazar, editér, hakem, yayinci ve
okuyucu), bilimin dogru bir sekilde ilerlemesine katki
saglamasi hedeflendiginden, hazirlanan bilimsel ¢alismalarin
bilimsel etik ilkelere uygunluguna 6nem verilmektedir.
Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisinin tim paydaslarinin
asagidaki yayin etigi ilkelerine uymasi beklenmektedir. Bu
etik ilkeler, COPE (Committee on Publication Ethics) ve
ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors)
tarafindan hazirlanan yonerge ve akiglar dikkate alinarak
hazirlanmistir. Asagida belirtilen etik ilkeler haricinde kalan
konu ve durumlar igin COPE ve ICMJE’nin rehberleri esas
ahinir.

Yazarlarin Etik Sorumluluklari

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisine makale gonderen
yazarlarin  asagida belirtilen etik ilkelere uymasi
beklenmektedir.

e Makalenin bilimsel ve etik kurallara uygunlugu yazarlarin
sorumlulugundadir. Yazarin cahsmayla iliskili verilerin
dogrulugundan emin olmasi, arastirmasina iliskin
kayitlarini dizenli tutmasi ve olasi bir istek lzerine bu
verilere erisim saglayabilmesi gerekir.

Yazarlarin  gonderdikleri ¢alismalarin  6zgiin  olmasi
beklenmektedir. Bagka c¢alismalardan yararlanmalari
durumunda eksiksiz ve dogru bir bicimde atifta
bulunmalari ve/veya alinti yapmalari gerekmektedir.

Yazarlar gonderdigi makalenin baska bir yerde
yayinlanmadigindan veya kabul edilmediginden emin
olmalidir.

Yazar listesinde yer alan kisilerin timi, calismanin
ylratilmesi ve yayimlanmasi silirecinde yazarlik katkisi
sunmus olmasi gerekmektedir. Yazarlik olgitlerini tam
karsilamayan ve ¢alismaya katki saglayanlar varsa tesekkir
boéliminde belirtiimelidir.

e Cok yazarlh makalelerde yazarlarin arastirmaya katkilari
(fikir olusturma, galismanin tasarimi, uygulama, istatistik,
yazimi gibi) telif hakki devir formunda belirtilerek, editor
kuruluna iletilmelidir.

Yazarlarin isim siralamasi ortak verilen bir kararla
belirlenmelidir. TUm yazarlar yazar siralamasini Telif Hakki
Devir Formu’nda imzali olarak belirtmek zorundadirlar.
Dergiye makale gonderildikten sonra yazarlardan
higbirinin ismi, tim yazarlarin yazili izni olmadigi siirece
yazar listesinden silinemez veya yeni bir isim yazar olarak
eklenemez. Ayrica telif hakki devir formunda belirtilen
yazar sirasi degistirilemez.

e Makalenin gonderim asamasinda, Telif Hakki Devir
Formu’nun imzali ve taranmis hali dergi yonetim sistemine
(http://www.journalagent.com/tmcd/) yiklenmesi

gerekmektedir.

e Makaleye iliskin etik kurul onayi, katihmcilardan
alinan bilgilendirilmis onamlar ve arastirma etigi
uygulamalarinin ayrintilari, makalenin “Yontem” kisminda
acikca belirtilmelidir. insan ve hayvanlar lizerinde yapilan
arastirmalarda etik kurul onayinin alinmasi gerekmektedir.

Basvuru esnasinda etik kurul onayinin sisteme
(http://www.journalagent.com/tmcd/) yuklenmesi

zorunludur.

e insan veya hayvan denek iceren tiim galismalar igin ulusal
ve uluslararasi yasalara ve yoOnergelere uygun olarak,
(6rnegin, WMA Helsinki Bildirgesi, NIH Laboratuvar
Hayvanlarinin Kullanimina iliskin Politika, Hayvanlarin
Kullanimina iliskin AB Direktifi ile T.C. Saghk Bakanligi’nin
ilgili yonetmeliklerine uygun olarak) gerekli onaylarin
alindiginin  belirtilmesi, denek mahremiyetine saygi
gosterilmesi gerekmektedir.

e Herhangi bir ¢ikar catismasi durumunda veya makaleyle
ilgili etik bir ihlal belirlendiginde, bu durum editor ve
yayinci ile paylasiimali ve bu durum editor kuruluna
baslk sayfasinda ve kaynaklardan 6nce belirtilen ‘Cikar
catismasi’ bashgi altinda agiklanmalidir.

e Arastirma igin alinmis finansal destek, bagis vb. yardim
s6z konusu ise arastirma sonunda Destekleyenler baslgi
altinda belirtilmelidir.

e Yazarlarin ~ yayimlanmis, erken  gbrinim  veya
degerlendirme asamasindaki calismasiyla ilgili yanlis
bir durumu fark etmesi durumunda, dergi editorini
veya yayinclyi bilgilendirmesi, diizeltme veya geri cekme
islemlerinde editorlerle isbirligi yapma yukimluluga
bulunmaktadir.

Editorlerin Etik Sorumluluklar

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi editor ve editor

yardimcilarinin asagidaki etik ilke ve sorumluluklari yerine

getirmesi gerekmektedir.

e Editorler, Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisinde
yayinlanan her yayindan sorumlu olup bu baglamda;
okuyucu ve yazarlarin bilgi gereksinimlerini karsilama,
derginin surekli olarak gelisimini saglama, dergide
yayinlanan ¢alismalarin  kalitesini  artirma, yayin
sureglerine iliskin agikhk ve seffafligi saglama, etik
ilkeleri dikkate alarak tiim siregleri ylritme gibi rol ve
yukimlilikleri yerine getirmek zorundadirlar.

o Editorler, makalelerin icerik ve vyayin slrecindeki
kalitesinden sorumlu olup hatali durumlarda gerekli
dizeltmelerin yapilmasini saglar.

e Editorler, hakemlerin, calismalari tarafsiz ve bagimsiz
olarak degerlendirmelerini saglama, yeni hakem
belirlerken niteliklerini dikkate alma, derginin yayin
politikalari ve gelisimine iliskin strekli etkilesim igerisinde
olma, gerektiginde bilgi ve egitim toplantilari yapma gibi
yukimlilikleri yerine getirmelidir.

o Editorler, yazarlarin etnik kokeni, cinsiyeti, uyrugu, dini ve
siyasi ozelliklerinden bagimsiz olarak, dengeli, yansiz ve
adil sekilde makaleleri degerlendirmekle yikimludur.

e Editorler, sisteme yiklenen makalelere iliskin tim bilgileri,
makale yayinlanana kadar gizli tutmak zorundadir. Ayrica,
yazarlara aciklayici ve bilgilendirici sekilde geri bildirim
vermelidir.

o Editorler, etik ihlale iliskin bir sikayet olmasi durumunda,
COPE’un is akislarini dikkate alir.

o Editorler, hakem atama konusunda tam yetkili olup
yazarlar, editorler ve hakemler arasinda gikar ¢atismasini
korur.

e Editorler, hakem havuzunun genisletilmesi, makalenin
konu alanina uygun hakemi atamaya 6zen gosterilmesi,
kor hakemlik slrecinde hakem bilgilerinin gizliligini
saglama, degerlendirme sirecinin tarafsiz, bilimsel
ve nesnel bir sekilde yapilabilmesi igin gerekli bilgi ve
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destegi saglama, hakem performansini artirmaya yonelik
uygulama ve politikalarin belirlenmesi gibi calismalari
yerine getirmelidir.

Editorler, degerlendirilen ¢alismalarda yer alan deneklere
veya gorsellere iliskin kisisel verilerin korunmasini
saglamakla yukimludir. Calismada kullanilan deneklerin/
katilimcilarin, agik onayinin alindiginin belgeli olmadigi
durumda galismayi reddetmek hakkina sahiptir.

Editorler, yayinlanan tim makalelerin fikri milkiyet
hakkini korumakla, olasi ihlallerde derginin ve yazarlarin
haklarini savunmakla yGkumludr.

Editorler, yazarlar, hakemler ve diger editorler arasindaki
olasi ¢lkar catismalarini g6z o6niinde bulundurarak,
¢alismalarin yayin sirecinin bagimsiz ve tarafsiz bir sekilde
tamamlamasi igin gerekli 6nlemleri alr ve saptanan
durumlar varsa etik ilkeler dogrultusunda degerlendirir.

Hakemlerin Etik Sorumluluklari

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisine gonderilen tim
calismalar, nesnel ve bagimsiz degerlendiriime olanagi
saglamasi nedeniyle “Cift Koér Hakemlik” yontemiyle
degerlendirilmektedir. Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi
icin degerlendirme yapan hakemlerin asagidaki etik ilkelere
uymasi beklenmektedir.

e Hakemler, makaleleri degerlendirirken, yazarlarin etnik
kokeni, cinsiyeti, uyrugu, dini ve siyasi Ozelliklerinden
bagimsiz sekilde, zamaninda inceleyerek, tarafsiz bir
degerlendirme yapmalidir.

e Hakemler, makale ile ilgili calismalari bilerek, herhangi
bir telif hakki ihlali veya intihal fark ettiginde editore
raporlandirmalidir.

e Hakemler, gonderilen makaleye iliskin tim bilgileri gizli
tutmalidir.

e Hakemler, makaleye iliskin kendini yetkin hissetmediginde
veya geri donusg icin yeterlizamani olmadiginda, editorlere
belirtmelidir.

e Hakemler, makalenin kalitesini yikseltmeye yardimci
olacak ydnlendirmelerde bulunmali, galismay: titizlikle
inceleyerek, yorumlarini yapici ve nazik bir dille ifade
etmelidir.

e Hakemlerin, makaleyi Uglinci kisilerle paylagsmamalari
gerekir.

o Gizlilik ilkesi geregi hakemler, degerlendirme sireci
tamamlandiktan sonra makalelerin kopyalarini yok
etmelidir.

e Hakemler, potansiyel ¢gikar gatismalarinin (mali, kurumsal,
ishirlikci ya da yazar/yazarlar arasindaki diger iliskiler)
farkinda olmali ve gerekirse bu konuda editorleri
uyarmalidir.

Yayincinin Etik Sorumluluklar
Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi Tirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’'nin resmi yayin organidir. Tirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti Dergisi cemiyetin kurulus amaci dogrultusunda
meslek Uyelerinin akademik gelisimine katki saglamak
lizere, kar amaci gitmeden ve kamu vyarari gozetilerek
yayimlanmaktadir. Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Kurulu,
derginin yayin sireglerine iliskin olarak asagidaki etik
sorumluluklarin bilincindedir.
e Bilimsel bir calismada gérev alan tim paydaslar gibi
yayinci olarak, tiim etik ilkeler kapsaminda hareket eder.

e Yayimlanan her makalenin telif hakkinin korunmasi ve
yayinlanmis her makalenin arsivienmesi gorevini Ustlenir.

e Bagimsiz editor kararinin olusturulmasini giivenceye
alarak, ekonomik veya politik kazanglari gozetmeksizin
tiim yayin siirecinde editorlerin son karar verici olmalarina
olanak saglar.

e Kisilerin etik olmayan bir durumla (sahtecilik, carpitma,
dilimleme, sahte yazarlik vb.) karsilasmalari durumunda
cekinmeden yayinci veya editorlerle iletisime gegmeleri
icin olanak saglar.



HAKEMLERE BILGI

“Tark Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi” hakemli bir dergidir.
incelemeye alinan her calisma; hakemler ve editérler
tarafindan degerlendirilir.

Hakem daveti

Derginin editorler kurulu, farkh bolimleri inceleyen
“Bolim Editorleri”’nden olusur. Gonderilen her makale
baseditor tarafindan ilgili bolim editériine aktarilir. ilgili
bolim editord, kendi alaninda uzmanlagmis, ulusal ve
uluslararasi dergilerde inceleyecegi calisma ile ilgili glincel
yayinlari olan en az iki bilim insanimiza “hakem daveti”ni
on-line basvuru sistemi tizerinden génderir.

Hakemlerimizin kendilerine gdnderilen davet yazisini,
online sistem Uzerinden bir hafta icinde “Degerlendirme
kabul” veya “Degerlendirme red” olarak cevaplamasi
beklenmektedir. Degerlendirmenin hakem tarafindan
kabul edilmedigi durumlarda ilgili gerekgenin yazilmasi
beklenmektedir. Bu gerekge ileriki donemlerde hakem
davetindeki muhtemel sorunlari engelleyecektir.

Hakemlerin kendilerine gonderilen yazilarda yazar(lar)
ile ve/veya finansal konuda ¢ikar gatismasi olmamalidir.
Calismalar tarafsiz ve nesnel degerlendirilmelidir.

Degerlendirmeyi kabul eden hakemlerimiz igin inceleme
suresi 20 (yirmi) glindir. Bu sure iginde gecikme olmasi
durumunda hakemlere ek olarak 7 (yedi) gin sire
bolim editorl tarafindan verilebilir. Bu sirede de
degerlendirmesini gondermeyen hakemimiz ilgili calisma
icin hakem panelinden gikarihr.

Makalelerin genel degerlendirilmesi;

Makale derginin kapsamina bilimsel olarak uygun mudur?
Makale etik kural ve ilkelere uygun mudur?

Calismanin konusu giincel midir? Bu makalenin kabuli
icin 6ne ¢ikarilan konular vurgulanms midir?

Alaninda katki saglayacak 6zgunligi var midir?

Hipotezi agik olarak belirtilmis midir? Bu hipotez, uygun
olarak aragtirmaya alinmis midir?

Arastirmanin  yontem ve sonuglari uygun olarak

planlanmis, test edilmis ve raporlanmis midir?

Elde edilen sonuglar uygun sekilde hipotez kapsaminda
degerlendirilerek yazilmis midir?

Calismanin kisitliliklart —varsa- eklenmis midir?

Makalenin yaziminda giincel kaynaklar (Tlrkge ve/veya
yabanci dilde) yeterince kullaniimis midir?

Makale diizgiin ve akici Turkge ile yazilmig midir?

Makale i¢inde intihal ve/veya kisisel haklarin ihlali olarak
degerlendirilebilecek yazi, resim, sekil vb var midir?

Derlemelerin degerlendirilmesi

e Derleme konusu giincel midir? Bu derlemenin, konusunda
ilgili okuyucuya katkisi var midir?

e Derleme diizgiin ve akici Turkge ile yazilmis midir?

¢ Derleme iginde intihal ve/veya kisisel haklarin ihlali olarak
degerlendirilebilecek yazi, resim, sekil vb var midir?

e Kullanilan kaynaklar az veya fazla midir? Gereksiz kaynak

kullanimi var midir? Kullanilan kaynaklar (Turkge ve/veya
yabanci dilde) glincel midir?

Olgu sunumu degerlendirmesi

e Olgu sunumu konusu giincel midir? Bu olgu sunumunun,
konusunda ilgili okuyucuya katkisi belirtilmis midir?

e Kullanilan kaynaklar (Turkge ve/veya yabanci dilde) gtincel
midir?
e Olgu sunumu diizgln ve akici Turkge ile yazilmig midir?

¢ Derleme icinde intihal ve/veya kisisel haklarin ihlali olarak
degerlendirilebilecek yazi, resim, sekil vb var midir?

Cevresel aragtirmalar

e Cevresel arastirmalar icin yasal/6zel izin alinacak bir
yontem uygulanmig midir?

e Gerekli oldugu durumlarda gerekli izinler mevzuatin
belirledigi kurumlardan alinmig midir?

e Kamu/6zel kurum ve kuruluslarindan kamuya acik
olmayan bilgi, belge vb. veriler var midir?

e Calisma; tarihi eserler, arkeolojik alanlar, askeri bolgeler
vb. alanlar veya korunma altina alinmis yer alt, yer Usti ve
su alt alanlarinda yuratilen arastirma ve galismalar igin
yetkili kurum ve kuruluslarin iznine baglanan arastirmalar
kapsaminda midir?

e ilgili mevzuatin yetkili kurum ve kuruluslarin iznine
bagladigi mikroorganizma 6rneklerinin toplanmasini
icermekte midir?

Hakem raporu

e Hakemler kendilerine gonderilen ¢alismalan gizli
tutmalidir. Makaleyi kendisi ile birlikte degerlendiren
bilim insani varsa (mentor, asistan vb) bu durum hakem
raporunda “Editor igin yorumlar” boéliminde agik isim
olarak belirtilmelidir.

e Rapor “degerlendirme bilgi formu”, “Yazar igin yorumlar”
ve “Editor igin yorumlar” béliminden olusur. Raporun
hazirlanmasinda etik konulara dikkat edilmeli, kisisel
ifade ve imalardan kaginilmal, akici ve anlasilir bir dil
kullaniimahdir.

e Yazarlarigin yorumlariyazarken, hakemlerin kendi adlarini
yazmamalari 6nerilir.
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