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TURK HiJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISi YAZIM KURALLARI

Dergide yayinlanmak {izere gdnderilen yazilarda asagidaki kurallar
aranir:

1- Baslik sayfasinda makale bashg, Ingilizce baslik, kisa baslik, yazar adlari,
calistig kurumlara ait birimler, yazisma isini stlenen yazarin acik adresi,
telefon numaralari (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir:

a) Yazinin baghg kisa olmali ve biiyiik harfle yazilmalidir.

b) Sayfa baglarina konan kisa baslik 40 karakteri gecmemelidir.

¢) Akademik unvan kullanilmadan meslek unvani belirtilebilir.

d) Makale birden fazla yazar tarafindan yazilms ise, ayni tinitede galisan
yazarlarin soyadlari sonuna ayni miktarda yildiz konur.

e) Calisma bilimsel bir kurulug ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot olarak
belirtilmelidir.

f) Makale, kongre/sempozyumda sunulmussa mutlaka sunum tirii ile
birlikte belirtilmelidir.

2-Yazilardaki terimler miimkiin oldugunca Tirkce ve Latince olmali,
dilimize yerlesmis kelimelere yer verilmeli ve Ttirk Dil Kurumu'nun giincel
sézligii kullanilmalidir. Oz Tiirkge'ye dzen gsterilmeli ve Tiirkce kaynak
kullanimina dnem verilmelidir.

3-Metin iginde gegen Latince mikroorganizma isimleri ilk kullanildiginda
tam ve agik yazilmali, daha sonraki kullanimda kisalularak verilmelidir.
Mikroorganizmalarin orijinal Latince isimleri italik yazilmalidir:
Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa gibi. Yazida sadece cins adi
gecen climlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlart
Tirkge olarak yazilabilir. Antibiyotik isimleri dil biitinligti agisindan
okundugu gibi yazilmali ve uluslararast standartlara uygun olarak
kisaltlmalidir.

4-Yazilar bir zorunluluk olmadikca "mis'li gegmis" zaman edilgen kip ile
yazilmalidir.

5.A4 kagitlarin yalniz bir yiizii kullanilmali, kenarlardan 3'er cm bosluk
birakilmalidir. 12 punto Times New Roman yazi karakteri kullanimali, 2
satir araligi (double space) bulunmalidir.

6-Metinlerin tamami 3,5" diskete veya CD'ye kopyalanmis olarak ve
basilmis tic niisha ile bir zarficinde génderilmelidir. ilistirilen bir tist yazida
metnin tiim yazarlarca okundugu ve onaylandigi, yazilarin yayina kabul
edilmesi halinde telif hakkinin dergiye devredilecegi belirtilmelidir.
7-Yayimlanmig gerecleri yeniden basmak veya deney konusu olan
insanlarin fotograflarini kullanmak icin alinan izinler, insanlar (izerinde ilag
kullanarak yapilan klinik arastirmalarda ilgili "Kurum Etik Kurul Onay" ve
goniillilerden yazili bilgilendirme ile olur alindigina dair belgeler birlikte
gdnderilmelidir.

8-Makale yaziminda dikkat edilecek hususlar sunlardir:

a) Arastirma yazilar; Tirkce Ozet, Ingilizce Ozet, Giris, Gereg ve
Yéntem, Bulgular, Tartisma ve Kaynaklar béliimlerinden olugmalidir. Bu
bdliimler, sola yaslanacak sekilde biyiik harflerle kalin yazilmalidir.
ingilizce makalelerde Tiirkge Baslk ve Ozet bulunmalidir.

Tiirkce Ozet: Amac, Yéntem, Bulgular ve Tartisma alt bagliklarindan
olusmalidir (yapilandirlmig &zet) ve en az 100, en fazla 250 sdzciik
icermelidir.

ingilizce Ozet (Abstract): Bashg Ingilizce olmalidir. Tirkce Ozet
baliimiinde belirtilenleri birebir kargilayacak sekilde yapilandirlmalidir.
Anahtar Sézciikler: Tiirkce ve Ingilizce Ozetlerin altinda verilmelidir.
Anahtar kelime sayist 3-8 arasinda olmali ve Index Medicus Medical
Subject Headings'de (MeSH) yer alan sézciikler kullanilmalidir.

Girig: Arastirmanin amaci, benzer calismalarla ilgili literatiir bilgisi kisaca
sunulmali ve iki sayfayi asmamalidir.

Gerec ve Yontem: Arastrmanin gerceklestirildigi kurulug ve tarih
belirtilmeli, arastrmada kullanilan arag, gere¢ ve ydntem agcikga
sunulmalidir.

Bulgular: Sadece elde edilen bulgular agik bir sekilde belirtilmelidir.

Tartisma: Bu béliimde, arastirmanin sonunda elde edilen bulgular, diger
arastiricilarin bulgulartyla karsilastirilmalidir. Arastirict, kendi yorumlarini
bu béliimde aktarmalidir.

Tesekkiir Bslimii: Gerekli gériiliiyorsa Kaynaklar bdliimiinden hemen
Snce belirtilmelidir.

Kaynaklar: Metnin icinde gegis sirasina gdre numaralandirlmalidir.
Numaralar, parantez icinde ciimle sonlarinda verilmelidir. Kaynaklarin
yazilimi mutlaka asagidaki drneklere uygun olmalidir:

Kaynak bir dergi ise: Yazar(lar)in Soyadi Adinin bag harf(ler)i (altr veya
daha az yazar varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayisi yedi veya daha coksa
yalniz ilk G¢linii yazip et al. "ve arkadaglar" eklenmelidir) Makalenin
basligi, Derginin Index Medicus'a uygun kisaltlmis ismi, Yil; Cilt (Say1): ilk
ve son sayfa numarast.

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

Yazari verilmemis makale igin &rnek: Anonymous. Coffee drinking and
cancer of the panceras (Editorial). Br. Med J 1981; 283:628.

Dergi eki igin 8rnek: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functinal
asplenia: demonstration of splenic activity by bone marrow scan
(Abstract). Blood 1979; 54(Suppl 1): 26a.

Kaynak bir kitap ise: Yazar(lar)in Soyadi Adinin bag harf(ler)i. Kitabin Adi.
Kaginci basim oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yilt.

Ornek: Eisen HN. Immunology: an Introduction to Molecular and
Cellular Principles of the Immun Response. 5" ed. New York: Harper and
Row, 1974: 406.

Kaynak kitabin bir balimi ise: Bdlim yazar(lar)inin Soyadi, Adinin
basharf{(ler)i. Bsliim baglg. In: Editdr(ler)in Soyadi, Adinin bagharf(ler)i
ed/eds. Kitabin Adi. Kaginct baski oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yil:
Boliimiin ilk ve son sayfa numarast.

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

Kaynak bir web adresi ise: VWeb adresi, bilgiye ulasilan tarih belirtilmelidir.
Sekil ve Tablolar: Her tablo (sekil, grafik, fotograf) ayn bir sayfaya
basilmaly, alt ve {ist cizgiler ve gerektiginde ara stitun cizgileri icermelidir.
Tablolar, "Tablo 1." seklinde numaralandiriimali ve tablo baslig: tablo st
cizgisinin Gstiine yazilmalidir. Aciklayict bilgiye baslikta degil dipnotta yer
verilmeli, uygun simgeler (*,+,+ +, v.b.) kullanilmalidir.

Fotograflar "jpeg" formatinda olmalidir. Baski kalitesinin artirilmasi igin
gerekli oldugu durumlarda fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.
Maksimum 127x173 mm ebadinda, kaliteli, parlak kagida basilmig olan
fotograflarin arkasina makale baghg ve sekil numarast yazilip ayr bir zarf
icinde yaziya eklenmelidir.

b) Derleme tiirii yazilarda; yazar sayist ikiden fazla olmamali ve yazar
daha énce bu konuda galisma ve yayin yapmis olmalidir. Derlemelerde
ingilizce 6zet, ingilizce ve Tiirkge anahtar sdzciikler bulunmalidir.

c) Olgu sunumlarinda Tiirkce ve Ingilizce baslk ve &zet, anahtar
sdzcikler yer almali, giris, olgu ve tartisma bdltimleri bulunmalidir. Olgu
sunumlarinda metin yedi sayfay1, kaynak sayist 20'yi asmamalidir.

d) Daha &nce yayimlanmig yazilara elestiri getirmek, katkida bulunmak ya
da bilim haberi niteligi tagtyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla yazilan yazilar,
Yayin Kurulu'nun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan "Editdre
Mektup" béliimiinde yayinlani. Bu yazilarin tercihen bir sayfayr
asmamast ve en fazla bes kaynakla desteklenmesi gerekmektedir.

9- Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.

10- Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

1 1-Yazilar asagidaki adrese génderilmeli veya elden teslim edilmelidir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Bagkanlig
Yayin ve Dokiimantasyon Miidiirliigii 06100 Sihhiye/ANKARA
Tel: (0312) 458 23 64 Faks: (0 312) 458 24 08 e-posta: turkhijyen@rshm.gov.tr



TURK HIJYEN ve DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI

YAYIN iLKELERI

1)Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi Baskanligr yayin organidir.

2)Dergide Mikrobiyoloji, Immiinoloji, Farmakoloji,
Toksikoloji,
Giivenligi, Cevre Sagligi, Halk Saglg, Epidemiyoloji, Patoloji,

Parazitoloji. Entomoloji, Biyokimya, Gida
Fizyopatoloji, Molekiiler Biyoloji ve Genetik ile ilgili
alanlardaki ©zgiin aragtirma, olgu sunumu ve derleme

tirindeki makaleler yayimlanir.
3)Dergi dért ayda bir cikar ve (i sayida bir cilt tamamlanr.
4)Dergide, daha &nce baska yerde yaymnlanmamis ve

yayinlanmak {izere bagka bir dergide inceleme asamasinda
olmayan makaleler yayimlanir.

5)Dergi Yayin Kurulu ve Bilimsel Danigma Kurulu tarafindan
uygun gdriilen yazilar, konu ile ilgli i¢ Bilimsel Danigma
Kurulu Uyesinden ikisinin olumlu gortsti  alindiginda
yayimlanmaya hak kazanir. Bu kurullarin, yazinin igerigini
degistirmeyen her tirlii diizeltme ve kisaltmalari yapma
yetkileri vardir.

6)Yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlarina aittir.
7)Dergide yayinlanan yazilarin yayin hakki Tirk Hijyen ve

Deneysel Biyoloji Dergisi'ne aittir. Yazarlara telif dicreti
ddenmez.

YAZARICIN
MAKALE KONTROL LISTESI

® Makalenin yayinlanmast ile ilgili dilekge yazildi.

o Biitin yazarlarca isim sirasina gdre imzalanmug telif hakki devir
formu eksiksiz olarak dolduruldu.

o Ozetler, tablolar, kaynaklar vb. dahil olmak tizere metnin tamami
cift aralikli yazildi.

e |2 punto ya da 3 mm boyutunda Times New Roman karakteri ile
yazildi.

® Metin sayfanin yalniz bir y{iziine yazilarak her bir kenardan 3 er cm
bosluk birakildi.

o Yazarisimleri agik olarak yazildi.

o Her yazarin bagl bulundugu kurum adi, yazar adinin yanina
numara verilerek baslik sayfasinda belirtildi.

® Yazismalardan sorumlu yazarin adi, adresi, telefon-faks numaralari
ve e-posta adresi verildi.

o Tiirkce ve Ingilizce basliklar ile kisa baslik yazild.

o Tiirke ve Ingilizce 8zetlerin kelime sayist (<250) kontrol edildi.

o Tiirkce ve Ingilizce anahtar kelimeler (Mesh'e uygun) verildi.

o Tim kisaltmalar gézden gecirildi ve standart olmayan kisaltmalar

diizeltildi.

e Metin iginde gegen orijinal Latince mikroorganizma isimleri italik
olarak yazildi.
® Tablolar yazim kurallarina uygun olarak ve her biri ayri bir sayfada
verildi.
o Kimyasal formiiller ve grafikler yazim kurallarina uygun olarak ve her
biri ayr1 bir sayfada olacak sekilde hazirlandi.
o Fotograf boyutlart maksimum 127x173 mm olup, arkasina makale
basligi ve sekil numaralariyazild.
e Kaynaklar ciimle sonlarinda parantez icinde ve metin icinde
kullanim sirasina gére ardisik siralandi.
© Kaynaklar, makale sonunda metin icinde verildigi sirada listelendi.
o Kaynaklar gézden gecirildi ve tiim yazar adlari, ifade ve noktalama-
lar yazim kurallarina uygun hale getirildi.
e Makale iic kopya olacak sekilde hazirlandi ve disket/ CD'ye
kopyalandi.
® Ayrica asagida belirtilen maddeleri dikkate aliniz:

* Etik kurul onayi alindi.

* Bilimsel kurulug ve/veya fon destegi belirtildi.

* Kongre/Sempozyumda sunumu ve sunum tiir{i belirtildi.



YAZARLARIN DiKKATINE

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi' nin yeniden yapilanmasi nedeniyle, 2007 yilindan itibaren
gecerli olmak tizere bazi degisiklikler yapilmistir. Bu nedenle yazarlarmizin makale génderirken "yeni
yazim kurallart ve yayin ilkelerine" gére yazilarint hazirlamalart son derece dnemlidir. Yazarlarimiz
icin "telif hakki devir formu" drnegi derginin arka sayfasinda sunulmustur. Her tiirli soru, dneri ve
sikayetleriniz igin Ttrk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi ileti§irn ve Halkla ili§kiler
Koordinatérliigi ile irtibata gecebilir ve bilgi alabilirsiniz.

iLETIiSIM
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanlig:
Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
Yayin ve Dokiimantasyon Midirliigi

Cemal Giirsel Caddesi No: 18
06100 Sihhiye/ANKARA

Tel: +90 0312 458 23 64
Faks: +90 0312 458 24 08
e-posta: turkhijyen@rshm.gov.tr
http: www.rshm.gov.tr



Ulkelerin bilimsel gelismelerinin degerlendirilmesindeki belirli dlciitler arasinda, bilgi ve iletigim teknolojilerinin kullanimi,

aragtirma ve gelistirme faaliyetlerine milli gelirden ayrilan pay, bilimsel arastirmaya kaulan insan giicii ve yapilan bilimsel
faaliyetler yer almaktadir. Bilimsel faaliyetlerin degerlendirilmesi ise yapilan yayinlarla 8lciilmektedir. Yapilan bu yaymlarin
uluslararasi kabul gérmiis indeksler tarafindan taranan dergilerde yer almasi da énemli bir dl¢ittiir. Ulkemizde saglik bilimlerinde
yayinlanan dergi sayisinda dnemli bir artis gézlenmektedir. Béylece kendi uzmanlik alanindaki kisilerin oldugu kadar bu konulara
ilgi duyanlarin da bilgilendirilmesine imkan verilmektedir. Bu dergiler icin kurumlar, dernekler ve firmalar ciddi anlamda maddi
kaynak ayirmakta, biiyiik bir 6zveri, emek ve zaman alan bir iglevi yerine getirmektedirler. Son yillarda gériilmektedir ki, bir cok
dergi, ulusal ve uluslararasi dizinlere girmekte bu da digerleri igin bir motivasyon kaynag olmaktadir. Bu nitelikteki dergi sayisinin
artmast en biiyiik temennimizdir.

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi olarak 1938 yilindan beri yayinladigimiz “Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi” nin 70. yilinin gururunu ve kivancini yasamaktayiz.

RSHMB olarak amacimiz, halk sagligint korumak ve gelistirmek igin tiretim, kontrol, tani-dogrulama, egitim ve danigmanlik
alanlarinda yasalarla belirlenen gérevlerimizi; yeterliligi kanitlanmig personeli ile kaliteli, giivenilir ve dogru olarak, ulusal ve
uluslar arast standartlara uygun bir sekilde gergeklestirmek, hizmet kalitesini stirekli gelistirmek ve bu galismalarimizi da yaymlarla
desteklemektir.

Mikrobiyoloji, klinik-mikrobiyoloji, farmakoloji, toksikoloji, biyokimya, klinik-biyokimya, gida giivenligi, cevre sagligi, halk
saghg ve ubbi biyoloji alanlarinda &zgiin aragtirmalar, vaka sunumlari ve derlemelere yer veren dergimiz tip alaninda yayimlanan
en uzun soluklu bilimsel dergilerden birisidir.

Cagimiz insaninin begeni ve aligkanliklarini géz dniine alan Dergimiz, bilimsel ve teknik agidan kendini yenileyerek, kolay
okunabilen, cekici ve bilimsel bir dergi haline gelmistir. Yilda ti¢ kez, hakemli bir dergi olarak yayinlanan Tiirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi, Index Copernicus, CABI gibi indekslerde taranmaktadir. Ttiirk Tip dizinine yaptigimiz miiracaattan da olumlu
bir sonug almayr umut ediyoruz.
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OZET

Amag: Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) MEFV genindeki mutasyonlarin neden oldugu otozomal
resesif bir hastaliktir. Bu calismada bir grup Tirk'te, MEFV geninde siklikla rastlanildigi bildirilen
E148Q, P396S, F479L, M680I (G/C), M680I (G/A), 1692DEL, M694V, M694l, K695R, V726A, A744S,
R761H mutasyonlarinin frekansi ve yuzdeleri incelenmistir.

Yontem: FMF on tanis1 almis toplam 98 hastada MEFV geninde 12 mutasyon arastirildi.
Hastalarin yas ortalamasi + SD, 30 + 12 yil idi. MEFV genindeki mutasyonlar, ticari kit kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve ters-hibridizasyona dayanan strip-assay ile saptandi.

Bulgular: Calisilan toplam 98 hastadan 67'sinde MEFV gen mutasyonlar bulunmustur (%
68,36). Allel frekanslan yiizdeleri agisindan incelendiginde; M694V (%46,26), E148Q (%16,41),
V726A (%13,43), M680I (G/C) (%5,97), R761H (%2,98) bulunmustur. P396S (%1,49) F479L (%1,49),
A744S (%0,74 ), allellerinin oldukca disiik frekanslarda oldugu belirlenmistir. M680I (G/A),
1692DEL, M6941 ve K695R mutasyonlarina ise rastlanmamistir.

Sonug: Tirk Toplumu'nda yapilan diger calismalarda goriildiigu gibi, hastalarimizin biiyiik
cogunlugunda M694V mutasyonuna rastlanmistir. Calismarmizda en sik rastlanan ilk dort
mutasyon tiirii yapilmis diger calismalarla uyumludur ancak sikligi farkli bulunmustur. Tirk
Toplumu'nda daha 6nce bildirilmis mutasyon tiirlerinde 12 mutasyonun tiiminiin sikligim
bildiren cok az sayida calisma mevcuttur. Bu acidan sonuclarimizin ileride yapilacak fenotip-
genotip korelasyon calismalarina yol gosterici olabilecegini diisinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), MEFV geni, mutasyon

ABSTRACT

Objective:Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive disease caused by
mutations in the FMF gene (MEFV). In this study, we evaluated the frequency and percentage of
most common known twelve mutations (E148Q, P396S, F479L, M680I (G/C), M680I (G/A),
1692DEL, M694V, M6941, K695R, V726A, A744S, R761H) of MEFV gene in a group of Turkish indi-
viduals.

Methods: Acommercial kit assay for the identification of MEFV gene mutations based on PCR
and reverse-hybridization was used to investigate 12 mutations of the MEFV gene in 98 patients
(mean age: 30+12 years).

Results: Sixty-seven patients (68.6 %) were found to have one of the MEFV mutations: M694V
(46.26 %), E148Q (16.41%), V726A (13.43%), M680I (G/C) (5.97%) and R761H (2.98%). Very low
allele frequencies were observed in P396S (1.49%), F479L (1.49%), A744S (0.74 %) type muta-
tions, while the M6801(G/A), 1692DEL, M694] and K695R type mutations were not detected.

Conclusion: The M694V mutation is the most frequent one among our study group similar to

published estimates from Turkey. In addition, the frequency of the most common four mutation
types, which were detected in this study were similar but with different percentages when com-
pared to the previous estimates. There are not many published estimates on the 12 types of MEFV
gene mutations of Turkish patients, therefore our results may be beneficial for phenotype-ge-
notype correlation studies.

Key Words: Familial Mediterranean Fever, MEFV gene, mutation, PCR
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GIRIS

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) tekrarlayan ataklarla
gorilen ates, peritonit, plorit, artrit veya erizipel
seklinde cilt lezyonlan ile karakterize otozomal re-
sesif gecis gosteren kalitsal bir hastaliktir. Hastalik
tipik olarak ataklarla seyreder ve ataklar arasinda
hastalarin hicbir sikayeti yoktur. Ataklar, cogunlukla
bir ila dort gilin arasinda surmekte olup, atak
esnasinda lokositoz, yliksek sedimantasyon hizi, art-
mis fibrinojen ve C reaktif gibi akut faz reaktanlan
belirgindir. Hastaligin nadir goriilen formlarinda re-
kurren orsit ve menenjit bildirilmistir (1, 2). Vicutta
amiloid birikimi onemli bir komplikasyondur. Ami-
loidozisin en fazla goriildiigii organ bobreklerdir. Ol-
gularda karsilasilan olimler bobrek yetmezligine
bagli olarak gelismektedir (3).

Bu hastalik yaygin olarak tlkemizi de icine alan
kusakta gozlenir. Turklerde, Ermenilerde, Arap ve
Yahudilerde goriilme siklig1 diger toplumlara oranla
daha fazladir. FMFin iilkemizde goriilme sikligi
1/1000 olarak bilinmektedir. Tasiyicilik orani ise de-
gisik arastirmalarda %15-34 olarak rapor edilmistir.
Bir baska deyisle ulkemizde her bes kisiden biri tasi-
yic1 konumundadir (4).

MEFV geni 16. krozomun kisa kolunda (16p13.3)
lokalize olmustur ve 781 amino asitli bir proteini
(pirin) kodlamaktadir. Pirin proteinin FMF ataklari s1-
rasinda inflamasyon yerinde notrofil aktivitesi ve
inflamasyonun inhibe edilmesinde rol aldig1 be-
lirtilmektedir (5, 6). MEFV geni 10 ekson iceren bu-
yuk bir gendir. Bu gene ait literatirde yaklasik 20
farkli mutasyon tamimlandigi halde gene ait mutas-
yonlarin ozellikle 10. eksonda bulunan kiicuk bir ala-
na lokalize oldugu bilinmektedir (7).

Calismamizda FMF on tanisi ile refere edilmis 98
olguda MEFV geni, en sik rastlandigi belirtilen 12 mu-
tasyon bakimindan incelenmistir. S0z konusu mutas-
yonlar: E148Q ekson 2 de; P396S ekson 3 de; F479L
ekson 5 de ve M680I (G/C), M680I (G/A), 1692DEL
(2076-2078), M694V, M694I, K695R, V726A, A744S ve
R761H ekson 10 da bulunmaktadir (8, 9).
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GEREC VE YONTEM

Calismaya Ekim 2006 - Haziran 2007 tarihleri ara-
sinda Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hasta-
nesi'ne basvurup FMF on tanis1 almis toplam 98 hasta
(45 erkek, 53 kadin) alinmistir. Calismada, labora-
tuvarimiza farkli birimlerden (romatoloji poliklinigi,
nefroloji poliklinigi ve diger poliklinikler) mutasyon
taramasi icin rutin olarak basvurmus hastalarin so-
nuclari degerlendirilmistir.

Mutasyon taramasi icin hastalarin periferal ve-
noz tam kan ornekleri kullamlmistir. MEFV geni ile
iliskili 12 mutasyonun taranmasi icin ters hibri-
dizasyon yontemini temel alan FMF strip assay kiti
(ViennaLab Labordiagnostica) kullanilmistir.

Bu yontem toplam dort asamadan olusmaktadir:
(a) DNA kan ornekleri standart yontemle izole edil-
mistir. (b) biyotinlenmis primerler kullanilarak yapi-
lan PCR amplifikasyondan sonra (c) 8 tane wild-type
ve 12 tane mutant spesifik immobilize oligoniik-
leotid problarini tasiyan bir test seridine ampli-
fikasyon Uriinlerinin hibridizasyonu saglanmistir. Son
asamada (d) biyotinle isaretlenen dizilerin strep-
tavidin-alkaline fosfataz ve renk substratlar kulla-
nilarak belirlenmesinin ardindan sonuclar analiz
edilmistir.

BULGULAR

FMF on tanmis1 ile refere edilen 98 hastanin
67'sinde mutasyon belirlenmistir (% 68,36). Tablo 1
ve 2'de tum hastalarin mutasyon taramasi sonuclari
ve sayilan allel duzeyinde belirtilmistir. MEFV gen
mutasyonlar acisindan 26 hasta homozigot, 24 hasta
bilesik heterozigot olarak belirlenirken, 17 hastanin
test edilen mutasyonlardan yalnizca birini tasidig
gorulmustur. Bunlar arasinda homozigot mutas-
yonlar; M694V/M694V (n=19), E148Q/E148Q (n=4),
V726A/V726A (n=2), M680I (G/C)/M680I (G/C) (n=1)
olarak bulunmustur. Heterozigot mutasyonlar ara-
sinda M694V/wt (n=5), V726A/wt (n=4), E148Q/wt
(n=3), M680I(G/C)/wt (n=2), R761H/wt (n=1),
P396S/wt (n=1) ve F479L/wt (n=1) belirlenmistir. iki
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Tablo 1. FMF 6n tamli hastalarin MEFV genotipi

Genotipler
Allel 1 Allel 2 Hasta Sayisi

E148Q E148Q 4
E148Q M694V 10
E148Q P396S 1
E148Q wt 3
P396S wt 1
F479L M694V 1
F479L wt 1
M6801 (G/C) M680I (G/C) 1
M680I (G/C) A744S 1
M680I (G/C) V726A 1
M680I (G/C) R761H 1
M680I (G/C) M694V 3
M680I (G/C) wt 2
M694V M694V 19
M694V V726A 4
M694V R761H 1
M694V wt 5
V726A V726A 2
V726A R761H 1
V726A wt 4
R761H wt 1
wt wt 31
Toplam 98

wt, normal allel, yabanil tip

mutasyonu birlikte tasiyanlar (bilesik heterozi-
gotluk) icerisinde M694V/E148Q (n=10), M694V/
V726A (n=4), M6801(G/C)/M694V (n=3), M680I (G/C)/
A744S (n=1), M680I (G/C)/V726A (n=1), R761H/
V726A (n=1), M694V/R761H (n=1), M680I (G/C)/
R761H (n=1), P396S/E148Q (n=1) ve F479L/ M694V=1
belirlenmistir. M680I (G/A), 1692DEL, M6941 ve K695R
mutasyonlarina ise rastlanmamistir.

TARTISMA

Klinik tams1 zor olan FMF hastaliginin molekiiler
genetiginin anlasilmasi yoniinde son yillarda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. MEFV geni 16. kromo-
zomun kisa kolunda (16p13.3) lokalize olmustur. FMF
olgularinin etyolojisinde onemli rolii olan MEFV gen
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mutasyonlarinin belirlenmesi hastaligin tanisina yar-
dimcr olmada oldukca onemlidir. MEFV genindeki
mutasyonlarin sayisi ve cesidi toplumlar arasinda de-
gisiklik gostermektedir (4, 6, 10). Calismamiza FMF
on tamis1 almis toplam 98 hasta dahil edilmis ve bu
hastalarda siklikla rastlanildigi bildirilen 12 mu-
tasyon incelenmistir. Elde edilen verilere gore hasta-
larin %68.36'sinda mutasyona rastlanmistir.

Mutasyonlu olgular icinde homozigotluk oran %
38,81 olarak tespit edilmistir. Homozigot mutasyon-
lar siklik acisindan sirasiyla M694V, E148Q, V726A,
M680I (G/C) seklinde bulunmustur. Cesitli mutasyon-
lart homozigot ya da heterozigot olarak tasiyan
bireyler dikkate alindiginda %62,7 oraninda M694V
mutasyonu tasiyan bireylere rastlanmlmistir. Daha on-
ce yapilan bazi calismalarda bu oran Turkler icin %
41-45 oraninda saptanirken Musevilerde %65 ve Arap-
lardaise %20 olarak rapor edilmistir (11).

MEFV geninde bulunan tiim mutasyonlar arasinda
sirasi ile M694V, M680I, V726A ve E148Q'nin en yaygin
mutasyonlar icinde oldugu rapor edilmistir (12). Ca-
lismamizda FMF mutasyonlarini homozigot ya da
heterozigot olarak tasiyan olgularda (N=67) allellerin
frekans1 goz oniine alindiginda M694V mutasyonu
%46,26 ile en fazla rastlanirken bunu sirasi ile E148Q
(% 16,41), V726A (% 13,439), M680I (G/C) (% 5,97) iz-

Tablo 2. MEFV mutasyonlarint homozigot ya da heterozigot
olarak tasiyan olgularda (N=67) allellerin frekansi ve yuz-
deleri

Mutasyon Allel sayisi %
M694V 62 46,26
E148Q 22 16,41
V726A 18 13,43
M680I (G/C) 8 5,97
R761H 4 2,98
P396S 2 1,49
F479L 2 1,49
A744S 1 0,74
wt 17 12,68
Toplam 134 100

wt, yabanil tip, normal allel
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lemektedir (Tablo 2). Bu sonuc¢ yukandaki verileri
mutasyon turu bakimindan desteklerken siklik sirasi
acisindan desteklememektedir.

Turk FMF calisma grubu tarafindan sonuclar
bildirilmis, Turkiye'deki cesitli merkezlerden toplan-
mis hasta bilgileri ile yapilmis bir calisma mevcuttur
(10). Bu calisma su ana kadar Tiirkiye'de bu konuda
yapilmis en genis arastirmadir. Kesin FMF tamisi almig
hastalarin verileri incelenmistir. Mutasyon analizi ya-
pilmis 1090 hastada en cok goriilen mutasyon tipi
M694V (%51,4; 1121/2180) olarak bildirilmistir. Bunu
sirasiyla M680I (% 14,4; 313/2180) ve V726A (%8,6;
188/2180) izlemistir (10). Bu calisma, bizim calisma-
mizdan, kesin tan almis bireyleri incelemis olmasi
ve 12 degil lic tip mutasyonu arastirmis olmasi ile
farklilik gostermektedir.

E148Q mutasyonunun tilkemiz icin siklig1 % 13 ola-
rak rapor edilmesine ragmen bizim calismamizda bu
oran % 16,41 olarak bulunmustur. Ayrica bircok calis-
mada siklik agisindan dordiincu sirada gorilen bu
mutasyonun bizim calismamizda ikinci sirada gorul-
mesi, E148Q mutasyonunun daha hafif bir klinik tab-
loya sahip olmasi nedeniyle onemlidir (13).

V726A mutasyonuna ilkemiz FMF hastalan ara-
sinda %9 siklikta rastlamldig1 bildirilmistir (4,14).
Calismamizda bu mutasyon %13,43 olarak tespit edil-
mistir.

Yapilan cesitli calismalarda M680l (G/C) mu-
tasyonunun mutant bireyler icindeki ylizdesi %9,2 o-
larak ifade edilmis bizim calismamizda bu oran %13,5
olarak bulunmustur (15). Ayrica bu mutasyon tiiru-

MEFV GEN MUTASYONLARI

nun siklik acisindan dordincu sirada yer almasi o-
nemlidir.

Calisma grubumuzda R761H (% 2,98), P396S (%
1,49), F479L (% 1,49), A744S (% 0,74) mutasyonlarina
disiik frekanslarda rastlanirken M680I (G/A),
1692DEL, M694I ve K695R mutasyonlarina ise rastlan-
mamistir.

Hasta grubu acisindan bizim calismamiza en ya-
kin olan iki calismanin en sik goriilen dort mutasyon
tirl yoniinden degerlendirilmesi Tablo 3'te bulun-
maktadir (16, 17). Bu iki calismada M680I (G/C) ikinci
sirada yer alirken, bizim calismamizda dordiinci si-
rada yer almistir. Bu iki calismada E148Q ucunci si1-
rada yer alirken, bizim calismamizda ikinci sirada yer
almistir.

FMF'te genetik testlerin onemi blyuktir; klinik
sendrom oncesi tan1 imkan saglar. Risk tasiyan kar-
deslerin belirlenmesinde faydalidir. Kompli-kasyon-
larin 6nlenebilmesi acisindan, kolsisin tedavisine za-
maninda baslanmasinda yardimcidir.

Turk Toplumu'nda daha once bildirilmis mutasyon
tirlerinde 12 mutasyonun tiimiiniin sikligini bildiren
cok az sayida calisma mevcuttur. Bu acidan sonuc-
larimizin ileride yapilacak fenotip-genotip korelas-
yon calismalarina yol gosterici olabilecegini diisiin-
mekteyiz.

Fenotip genotip korelasyon calismalari agisindan
hastalarin takibi onem tasimaktadir. Hastalarin kli-
nikleri ve prognozlan hakkinda daha fazla veriye ula-
silmis yeni calismalarin yapilmasi konunun netlesti-
rilmesi acisindan faydali olacaktir.

Tablo 3. Yayinlanmis benzer iki calisma ile mevcut calismadaki bireylerin mutant allel tasima yiizdeleri agisindan

degerlendirilmesi.

M694V (%) E148Q (%) V726A (%) M680I(G/C)(%)
Yesilada ve ark.(16) 31,7 9,6 3,7 12,9
Yalcinkaya ve ark.(17) 51,8 7,5 7,5 13,2
Mevcut Calisma 46,2 16,4 13,4 5,9

Not: Tagima yiizdeleri mutant allel sayilar1 baz alinarak bulunmustur.
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OZET

Amag: Refik Saydam Hifzisthha Merkez Baskanligi Zehir Arastirmalar Miidurligi Gida Toksi-
kolojisi Laboratuvarina pestisit zehirlenmesi siiphesi ile gonderilen numunelerin GC-MS ile ana-
liz sonuclarinin degerlendirilmesi ve Ulkemizde pestisit kullanimina iliskin bilgi verilmesi amac-
lanmastar.

Yontem: Toksik diizeyde bulunan pestisitlerin gida maddelerinde ve sularda analizi GC-MS
ile yapilmistir.

Bulgular: Gida Toksikolojisi Laboratuvarina zehirlenme suphesi ile gonderilen numuneler
GC-MS yontemiyle degerlendirildiginde 2001 yilinda tiim numunelerin % 1,9'unda, 2002 yilinda
% 4,97'sinde, 2003 yilinda % 1,5'inde, 2004 yilinda % 3,67'sinde, 2005 yiinda % 2,4'inde, 2006 y1-
linda ise % 3,07'sinde ve 2007 yilinda % 2,54'inde pestisit tespit edilmistir. 6 yiiin (2001 ve 2007
yillar arasi) ortalamasina bakildiginda Gida Toksikolojisi laboratuarinda pestisit analizi yapilan
toplam numune say1s1 2605 ve bu numuneler icerisinde pestisit tespit edilen numune say1s163 (%
2,42) olarak belirlenmistir.

Sonug: Pestisitlerle zehirlenme olgusu halen {ilkemiz icin 6nemli bir halk saglig1 prob-
lemidir. Ancak zehirlenme siiphesinde, oncelikle ilgililer tarafindan klinik bulgular ile epide-
miyolojik verilerin iyi degerlendirildikten sonra numunelerin elde edilen bilgilerle birlikte labo-
ratuvarlara yonlendirilmesi hem dogru sonuclara kisa siire ulasilmasi hem de halk saglig yoniiyle
kisa zamaninda yardimci olunmasi agisindan onemlidir.

Anahtar Sozciikler: Pestisit, gida zehirlenmesi, GC-MS

ABSTRACT

Objective: We aimed to assess samples with suspicion of pesticide poisoning, which were
sent to the Poison Research Centre, Food Toxicology Laboratory, Refik Saydam Hifzisthha Cen-
ter, Ankara, using the GC-MS technique. In addition, we aimed to review the situation of pestici-
des usage and food poisoning in Turkey.

Method: The analysis of toxic doses of pesticide was carried out with GC-MS.

Results: Pesticides were detected in 1.9 % of all samples in 2001, 4.97 % in 2002, 1.5 % in
2003, 3.67 % in 2004, 2.4 % in 2005, 3.07 % in 2006 and 2.54 % in 2007. The number of analyzed
samples during the last six years (2001 to 2007) reached 2,605, while the number of samples in
which pesticides were detected, totaled to 63 (2.42 %).

Conclusion: Poisoning with pesticide remains a public health problem in our country. It is
essential that in case of intoxication with pesticides, the samples are sent together with the epi-
demiological and clinical findings, in order to get more precise and quicker results.

Key Words: Pesticide, food poisoning, GC-MS
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GIRIiS

Genel anlami ile toksikoloji, “zehir bilgisi” olarak
tanmimlanabilirse de bu terimin anlami toksikolojinin
sinirint ve icerigini belirlemede yetersiz kalmaktadir.
Son yillarda endistride, tarimda ve evlerde kulla-
nilan kimyasal maddelerin gerek sayilarinin gerekse
miktarlarinin kullaniminin hizla artmasi; ayrica, e-
nerji kaynaklarnin da cesitliliginin ve kullaniminin
giinden giine artis gostermesi ile bir cok toksikoloji
ile ilgili vakanmin meydana geldigi bilinmektedir. Bu
zararli etkiler sadece insanlan degil tiim biyosferi
ilgilendirmektedir. Bu kimyasal maddelerin biyolojik
sistemlerde ve cevrede arastirilmasi icin gereken
analiz metodolojisi temelde kimya ile ilgilidir. Bugtin
insanlar “kimyasal maddelerin olusturdugu bir okya-
nus” icinde yasamaktadir. Gunimuzde bilinen kim-
yasal maddelerin sayis1 milyonlarla ifade edilmek-
tedir. Bunlarin 4000'den fazlasi pestisit aktif maddesi
olarak Uretilmektedir (1).

Pestisitler, gida maddelerinin tretimi, tiketimi
ve depolanmalar sirasinda, besin degerini bozan ve
besinleri yok eden, zarar veren hasereleri, mikro-
organizmalar ve diger zararlilan (pestleri) yok et-
mek icin kullanilan savas maddeleridir. Ekonomik ze-
hirler simifina giren pestisitler, kullanma yerlerine
gore insektisitler (bocekleri oldurenler), herbisitler
(yabani otlara etkili olanlar), fungusitler (mantar-
lara etkili olanlar), molluskisitler (yumusakcalara et-
kili olanlar), rodendisitler (kemiricileri oldiirenler)
ve akarasitler (akar olarak bilinen parazitleri 6ldu-
renler) seklinde adlandinlirlar (1-3).

Pestisitlerin kullanilmalar, gerek halk sagligi ge-
rekse aclikla savasta besinlerin korunmasi bakimin-
dan ekonomik anlamda onemli faydalar saglamak-
tadir. Ancak, bu kimyasallarin kontrolsiiz, denetimsiz
ve egitimsiz bir sekilde kullanimi toprak, su ve hava-
da kirlenmeler meydana getirmektedir. Kalint1 halin-
deki bu kirlenme de hem ekolojik dengenin bozulma-
sina sebep olmakta, hem de insan sagligin1 ciddi bir
sekilde tehdit edebilecek boyut kazanmaktadir.
Bunlarin yani sira, bazi pestisitler spesifik olarak sa-
dece hedef canli turu icin toksik etki gosterirken (se-
lektif toksisite), bir kismi ise insanlara ve diger ya-
rarli canlilara da zarar verirler. Hatta bilingsiz kulla-
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nim sonucunda, islenmis veya islenmemis gida mad-
delerinde kalint1 veya toksik diizeyde bulunabilen
pestisitler, insanlarda toksikolojik problemlere ne-
denolabilirler (1-3).

Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Baskanligina
bagli Zehir Arastirmalan Midurligli  (RSHMB-ZAM)
Gida Toksikolojisi Laboratuvarinda yukarida belir-
tilen olumsuz etkiler temel alinarak gida maddeleri
ile icme ve kaynak sularinda muhtemel toksik diizey-
de bulunan pestisitlerin hem varligi ile yoklugu hem
de miktarinin tespitine yonelik analizler yapil-
maktadir.

Bu calismada, oncelikli olarak Turkiye'deki pes-
tisit kullanim1 konusunda bilgilendirme yapilmasi,
ayrica pestisit zehirlenme siiphesi ile Merkezimize
gonderilen numunelere ait calismalarin nasil yapil-
dig1 ve bu numunelerin analiz sonuclarina ait deger-
lendirmelerin paylasilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Gida Toksikolojisi Laboratuvarina gonderilen gida
ve su numuneleri oncelikle on hazirlik islemlerine
tabii tutulmakta, ozellikle gida maddelerinde
bulunan yag ve protein icerikleri uzaklastiril-
maktadir. Pestisit etken maddelerinin nitel ve nicel
tayini gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-
MS veya GC-MS-MS) kullanilarak yapilmaktadir (4-
10).

On hazirlik

Gida Maddelerinde Tiiketme Islemi: Gida
maddelerinde bulunan yag ve protein icerikleri uzak-
lastirilmak amaciyla yaklasik 30-40 g numune agzi ro-
daj kapakli 300 ml'lik erlen icerisine tartilmistir. Uze-
rine 75 ml kloroform ilave edilerek 5-10 saniye kuv-
vetle calkalanmis; daha sonra calkalayicida 2 saat
(160-180 rpm'de) birakilmistir.

Filtrasyon: Kloroform ile muamele edilmis gida
numunesi, kloroform ile 1slatilmis kaba siizge¢ kagi-
dindan 50 ml'lik bir behere suzilmustur. Suzintu ro-
tary-evaparator ile kurutulmustur.

Silika Jel Plaka ile Arindirma ve Eliiatin Top-
lanmasi: Kurutulan numune iceriginde yag tespit
edildigi takdirde, yagli icerigin tamami daha once-
den hazirlanmis olan silika plaklara yayilmistir.
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icerisine karbon tetrakloriir konulmus olan tankta
suruklenmeye brirakilmistir.  Yirdtme islemi ta-
mamlandiktan sonra ceker ocak kabininde coziici-
stinden uzaklastirlmistir. Kuruyan silika plak kazina-
rak bir behere alinir, tizerine 10 ml kloroform konu-
larak baget yardimiyla toz silika tamamen 1slatilmis
ve 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra bu karisim ice-
risinde 1-2 g sodyum siilfat ve cam pamugu bulunan
kloroform ile 1slatilmis kaba siizgec kagidindan siiziil-
mustur. Stizlintl azot gaz1 akis1 altinda kurutulmus ve
kurutulan madde 2 ml n-hegzan ile ¢ozilir ve viyale
alinarak GC-MS'e enjekte edilmistir.

Su Numunelerinde Tiiketme islemi: Su numune-
sinde 500 ml, agzi rodajli kapakli 1000 ml'lik ayirma
hunisi icerisine konulmus; uzerine 75 ml kloroform
ilave edilerek 3-5 dakika kuvvetle calkalanmistir. Faz
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ayrnmi icin beklenir, bu aynm iyice belirgin hale
gelince organik faz bir behere alinmistir. islem diger
bir 500 ml su ile yinelenmistir. Kloroform fazlan bir-
lestirilmis, rotary-evaparator ile kurutulur ve kuru-
tulan madde 2 ml n-hegzan ile ¢ozulmis ve viyale
alinarak GC-MS'e enjekte edilmistir.

Meyve Suyu ve Diger Yagsiz Sivi Numunelerde
Tiiketme islemi: Meyve suyu ve diger yagsiz sivi nu-
munelerinin ekstraksiyon islemi icin agz1 rodajli ka-
pakli 500 ml'lik ayirma hunisi icerisine 100 ml numu-
ne konmus ve uzerine 75 ml kloroform ilave edilerek
3-5 dakika kuvvetle calkalanmistir. Faz ayrimi icin
beklenmis, faz ayrim belirginlesince kloroform faz
bir behere alinmis, rotary-evaparator ile kurutulmus
ve kurutulan madde 2 ml n-hegzan ile c¢ozildiikten
sonra viyale alinarak GC-MS'e enjekte edilmistir.

Tablo 1. RSHMB-ZAM Gida Toksikolojisi Laboratuvarinda uygulanan GC-MS yontemi analiz sartlar ve sicaklik programi

GC Sartlar1

Kolon: (°C) 50
Sicaklik dengeleme zamani (dk) 0,50
Enjektor Blogu (°C) 250
interface (°C) 280
Ornekleme Zamani (dk) 1
Kolon uzunlugu (m) 30
Kolon Cap1 (mm) 0,25
Kontrol Modu Splitless
Kolon Basinci (kPa) 100
Kolon Akis1 (ml\dk) 1,7
Dogrusal Hiz 47,4
Split Orani 24

Firin sicaklik program.

Sicaklik yiikselme hiz1 (°C/dk) analiz siiresi: 44,75 dk Sicaklik (°C) Zaman (dk)
""" 50 2,0
8 180 3
8 250 15
10 280 1
MS Sartlari SCAN Mode

Start m/z: 50,00

Scan interval (sn): 0,50

Scan speed (amu/sn): 1000

GC program zamani (dak): 4.50
Baslama zamani (dak): 4.50
Spektrum Display © spectrum 0 MC

End m/z: 550

Treshold: 1000

Solvent cut (dak): 4.00

Dedektor Volt (kV): 1.70 MS program
Bitis zamam (dak): 44.75
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GC-MS YONTEMI

Gida maddelerinden ve sudan pestisit analizine
yonelik uygulanan yontem toksik diizeyde pestisit a-
nalizine yonelik olup literatir bilgileri dahilinde
modifiye edilmistir (5-10). Pestisit analizinde kulla-
nilan GC-MS cihazi, analiz sartlan ve uygulanilan si-
caklik programi Tablo 1'de verilmistir. Uygulanan
yontem ile laboratuvarimizda analizi yapilan pes-
tisitlerin tam listesi ise Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. RSHMB-ZAM Gida Toksikolojisi Laboratuvarinda
GC-MS yontemiyle hdlen analizi yapilan pestisitlerin listesi

1-Organofosforlular 5-Karbamatlar

Azinfos-etil Karbostlfan
Azinfos-metil Karbofuran
Klorprifos-etil Karbaril
Klorprifos-metil 6- Rodentisitler
Demeton Bromadiolon
Diazinon Difasinon
Etiyon Varfarin
Malatiyon 7. Piretroitler
Paratiyon-etil Sipermetrin
Paratiyonmetil Deltametrin
Diklorvos Permetrin
2-Organoklorlular Fenvalerat

Lambda-sihalotrin

8. Fungusitler
Kaptan
Prosimidon
iprodion

a-Endosiilfan
B-Endosilfan
Heptaklor
3-Tiyadizenler
Buprofezin
4-Herbisitler
Simazin
Atrazin
Trifluralin

BULGULAR

Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Baskanligi Zehir
Arastirmalar Midurligl (RSHMB-ZAM) Gida Toksiko-
lojisi Laboratuvarinda 2001 ile 2007 yillar arasinda
GC-MS vyontemiyle yapilan analiz sayilarini ve
saptanan pestisitleri iceren sonuclar Tablo 3'de veril-
mistir. Sonuclarin grafiksel degerlendirmesi ise Sekil
1'de gosterilmistir.

Son alt1 yilda Gida Toksikolojisi Laboratuvarina
zehirlenme siiphesi ile gonderilen numuneler GC-MS
yontemiyle degerlendirildiginde 2001 yilinda % 1,9,
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2002 yitinda % 4,97, 2003 yiinda % 1,5, 2004 yiinda %
3,67, 2005 yiinda % 2,4, 2006 yilinda ise % 3,07 ve
2007 yilinda % 2,54 oraninda pestisit tespit edilmistir.
Alt1 y1lin ortalamasina bakildiginda Gida Toksikolojisi
laboratuvarinda pestisit analizi yapilan toplam nu-
mune sayisi 2605 ve bu numuneler icerisinde pestisit
tespit edilen numune sayis1 63 (% 2,42) olarak be-
lirlenmistir. Gida Toksikolojisi laboratuvarina gon-
derilen numune sayisi diger yillarla kiyaslandiginda
2007 yii numune sayisit bir onceki yila kiyasla %
100'luk bir artis gostermistir.

Tim yillar incelendiginde en cok tespiti yapilan
pestisitlerin organofosforlu insektisit grubuna ait ol-
dugu belirlenmistir. Bunu sirasiyla organoklorlu in-
sektisitler, karbamat, pretroit ve herbisit grubu in-
sektisitler izlemektedir. Gelen numunelerde tespit
edilen etken maddelerin ayrintili gosterimi ise Tablo
4'de verilmistir. 2001-2007 yillan arasinda pestisit
siphesi ile analizi yapilan numuneler icerisinde tes-
pit edilen organofosforlu insektisitlerin % 31,81'ini
diklorvos, % 27,27'sini metil paratiyon, % 22,72'sini
klorprifos; organoklorlu grup insektisitlerin ise
% 93,75'ini endosulfan olusturmaktadir.

TARTISMA

Ulkemizde zirai miicadele ile ilgili 6gretim ve
arastirmalar 19. yuzyilin ortalarindan itibaren bas-
lamistir. Bu anlamda ilk zirai 6gretime 1846 yilinda
baslanmis olup llkemizde pestisitlerle ilgili calis-
malar ise 1950 yilinda formiilasyon hazirlanmasi sek-
linde olmustur (1, 2). Bu tarihlerden sonra zirai mu-
cadele konusunda mevzuat alt yapisinin olustu-
rulmaya calisildigi da bilinmektedir.

Bugiin Turkiye'de uretilen tarim ilaclar1 formu-
lasyonlar ve ruhsatlandirilmalari, Gida ve Tarim Or-
giitii (FAO) ile Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yaminda,
Uluslar arasi Ortak Pestisit Analiz Konseyi (CIPAC)'nin
de spesifikasyonlar1 ve standartlan icindedir (1). Ya-
pilan tespitlere gore halen aktif olarak diinyadaki
ruhsatll pestisit sayis1 2609 olarak bilinmektedir. Bu
ilaclarin konularina gére dagilimi ise Tablo 5'de ve-
rilmistir.

Ulkemizde ruhsatli pestisit aktif madde sayis1 Ta-
rm ve Kadyisleri Bakanlig1 tarafindan bildirilen veri-
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Tablo 3. RSHMB-ZAM, Gida Toksikolojisi Laboratuvarinda GC-MS yontemiyle analiz edilen numune sayilan ve pestisit tespit

edilen numunelerin yillara gére dagilim

Numune Tipi 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Gida Numunesi 284 180 227 199 290 224 435
Su Numunesi 78 M1 96 46 84 36 115
Toplam Analiz 362 221 323 245 374 260 550
Pestisit Tespit Edilen 7 11 5 9 9 8 14

(Gida ve su)

lere gore 17/05/2007 tarihi itibaryla 408'dir. Tablo
6'da zaman zaman kullanimi yasaklanan pestisitlerin
listesi verilmistir.

Turkiye'de pestisitlerin en onemli kullanim alani
tarimsal amacli olup, bu alanda gruplar arasinda en
cok yer tutan, % 47 ile insektisit oldugu, bunu % 24 ile
herbisitlerin izledigi, fungusitlerin ise % 16'lik bir
kullanim payinin oldugu gériilmektedir. Tirkiye'deki
tarim ilaclan sektorinun en onemli bolumu olan
insektisit satislarimin % 47'sini pamuk, % 20'sini de
meyve pazari almaktadir. insektisit satislarinda ise,
organik fosforlu insektisitler % 40'la ilk siralardadir.
Baslica organik fosforlu aktif maddeler klorpirifos,
diazinon, diklorvos, demeton, malatiyon, metami-
dofos, metidatiyon, monokrotofos ve paratiyon etil
ve metildir. insektisit satislarinin % 21'ni sentetik pi-
retroitler olusturup, bunlarin en 6nemlileri arasinda
sipermetrin, lambda sihalotrin, tralometrin, zetasi-
permetrin ve alfa sipermetrin yer almaktadir.

Karbamatlarin da genis kullanim alam buldugu Tir-
kiye'de siklikla kullanilanlar karbosiilfan, karbaril ve
furatiokarbtir (4).

Endustriyel atik sular ve kanalizasyon sular ile su
yiizeyine dogrudan pestisit uygulamalari, artik kim-
yasallarin kazayla yizey sularina karismasi veya ka-
sitli olarak bosaltilmasi, alici sulardaki pestisit deri-
simlerinin onemli Olcude artmasina sebep olmak-
tadir. Sudaki pestisit kalintilari, bozunma veya donu-
sim Urunlerinin canlilara olumsuz etkilerinin bilin-
mesi ise pestisitlere olan ilginin giin gectikce artma-
sina yol acmakta, alici sulara desarj edilen atik sular-
dan giderilmelerini, bu amacla degisik teknolojilerin
uygulanmasim ve gelistirilmesini mecburi hale getir-
mektedir (1).

Ulkemizde cesitli sebeplerle pestisitlerle zehir-
lenmelerin oldugu bilinmektedir. Hastanelere ulas-
mis olaylar disinda olusan zehirlenme vakalarinin da
varlig1 disiiniliirse, pestisit zehirlenmelerinin halk
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Sekil 1. RSHMB-ZAM, Gida Toksikolojisi Laboratuvarinda GC-MS yontemiyle analiz edilen numune dagilim grafigi
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Tablo 4. Gida Toksikolojisi Laboratuvarina gelen numunelerde tespit edilen pestisit etken maddeleri

ETKEN MADDE GRUBU YILI DONEM BULUNDUGU URUN

Karbofuran, karbosiilfan Karbamat insektisit 2007 Aralik Bilinmeyen toz madde

Deltametrin Piretroitler 2007 Kasim Yemek

Kaptan, karbofuran Fungusitler 2007 Ekim Kuru Misir

Klorpirifos etil, Diklorvos Organofosforlu insektisit 2007 Ekim Su

Sipermetrin Piretroitler 2007 Eylil Bardakta

Karbofuran, karbostiilfan Karbamat insektisit 2007 Agustos Su

Klorpirifos etil, Paratiyon metil Organofosforlu insektisit 2007 Agustos Su

Diklorvos, Paratiyon metil,

a, Endosulfan Organofosforlu insektisit 2007 Agustos Su

Paratiyon metil Organofosforlu insektisit 2007 Agustos Su

Trifluralin Herbisitler 2007 Nisan Su (iki numunede)

Klorpirifos Organofosforlu insektisit 2007 Nisan Su (iki numunede)

Diklorvos Organofosforlu insektisit 2007 Ocak Ekmek

Paratiyon-metil Organofosforlu insektisit 2007 Agustos Su

Karbofuran, Karbostlfan Karbamat insektisit 2007 Agustos Su

Klorpirifos-etil, paratiyon metil Organofosforlu insektisit 2007 Agustos Su

Diklorvos,Paratiyon-metil, Organofosforlu insektisit,

Endosulfan organoklorlu insektisit 2007 Agustos Su

Trifluralin Herbisit 2007 Nisan Su

Etil-Klorpirifos Organofosforlu insektisit 2007 Nisan Su (2 Adet)

Diklorvos Organofosforlu insektisit 2007 Ocak Tost ekmegi

Etil-Klorpirifos Organofosforlu insektisit 2007 Ocak Borek

Metil Paration Organofosforlu insektisit 2006 Aralik Su

Metil Paration Organofosforlu insektisit 2006 Aralik Su

Diklorvos ,Parathion-etil,

Diazinon Organofosforlu insektisit 2006 Ekim Su

Endosiilfan Organoklorlu insektisit 2006 Haziran Cig ve Pismis Et

Endostilfan Organoklorlu insektisit 2006 Haziran, Yogurt

Endosiilfan Organoklorlu insektisit 2006 Mayi1s Ekmek, ekmek

Endosulfan Organoklorlu insektisit 2006 Nisan (bugday, arpa, kepek)

Endosiilfan Organoklorlu insektisit 2006 Ocak Un, kabak, kofte, kek

Klorpirifos Organofosforlu insektisit 2005 Aralik Simit

Endosiilfan Organoklorlu insektisit 2005 Temmuz Un

Endosilfan Organoklorlu insektisit 2005 Temmuz Un, Yufka

Endosiilfan Organoklorlu insektisit 2005 Temmuz Lokum, pide, un,lokum

Diklorvos Organofosforlu insektisit 2005 Haziran Killtox Sinek ilac1

Endosiilfan Organoklorlu insektisit 2005 Haziran Un, lavas ekmek, hamur,
tuz, pakmaya

Buprofezin Thiadiazine insektisit 2005 Haziran Meshul madde

Varfarin Kumarin rodensit 2005 Nisan Fare zehiri

Karbofuran Karbamat insektisit 2005 Subat Su

Metil paratiyon Organofosforlu insektisit 2004 Aralik Su

2,4 D Metil ester Herbisit 2004 Ekim Su

l 2 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
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Tablo 4' iin devami. Gida Toksikolojisi Laboratuvarina gelen numunelerde tespit edilen pestisit etken maddeleri

Fenitiyon
Klorpirifos
Klorpirifos
Endosulfan
Klorpmozin
Brompiropilat
Endostlfan
Metamidofos
Endosulfan
Malathion
Aldrin
Methomil
Karbaril
Trifluralin
Prosimidon
Metil paratiyon
Metil paratiyon
Endostlfan
Endostlfan
Diklorvos
Diklorvos
Azinfos Metil
2,4 DME
Diklorvos
Methamidopos
Endosulfan
Gutiyon/Azinfos Metil
Diklorvos
Karbaril

2,4D

Anti epileptik ilac
Organofosforlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organoklorlu insektisit
Antipsychotic ilac
Benzilat akarisit
Organoklorlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organoklorlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organoklorlu insektisit
Karbamat insektisit
Karbamat insektisit
Herbisit

Fungusit

Organofosforlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organoklorlu insektisit
Organoklorlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Herbisit

Organofosforlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organoklorlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Organofosforlu insektisit
Karbamat insektisit
Herbisit

2004 Agustos SMA Bebek Mamasi
2004 Agustos Su

2004 Temmuz Toz madde

2004 Temmuz Toz madde

2004 Mart Meyva suyu

2004 Mart Su

2004 Subat Bugday

2003 Ekim Ekmek

2003 Ekim Un, palamut baligi
2003 Ekim Kirmizi biber

2003 Haziran Bulgur pilavi, fasiilye
2003 Mart Toz madde

2002 Kasim Fare zehiri kansim
2002 Ekim Su

2002 Ekim Uziim

2002 Eylil Su

2002 Eylil Su

2002 Eylil Ev ekmegi

2002 Eylil Tavuk, Fasiilye yemegi
2002 Agustos Su

2002 Temmuz Su

2002 Mayis Su

2002 Mayis Margarin

2001 Ekim Su

2001 Eyliil incir

2001 Eylal Bulgur Pilavi

2001 Temmuz Su

2001 Nisan Nohut yemegi

2001 Nisan Su

2001 Mart Su

sagligi acisindan dikkat edilmesi, gerekli onlemlerin
ve uyarilarin yapilmasi zorunlulugu hayli 6nem arz
etmektedir. Her yil pestisitlerden kaynaklanan cesit-
li zehirlenme vakalar1 gozlenmektedir. Meydana ge-
len vakalarda sonuc genellikle tedavi edilebilir bo-
yutlarda olsa da bu vakalarin bir kisminda pestisitler
olimlere dahi sebep olabilmektedir.

Yapilan calismalarda baslica pestisitlerle zehir-
lenme nedenleri asagidaki gibi siralanmistir (1, 2).

ePestisitlerin kazaen gida maddeleri ile ka-
rismast,

ePestisit uygulamasindan sonra, meyve ve seb-
zelerin bekleme siirelerine dikkat edilmeden veya

bol suile iyice yikanmadan yenmesi,

«Pestisitlerin yanlis veya kasti olarak kot amacla
kullanilmasi,

«Uygulama sirasinda gerekli koruyucu onlemlerin
alinmamasi,

Pestisitlerin tretimi ve formilasyonlarinin ha-
zirlanmasi sirasinda uygulayicilarin ve cevredeki-
lerin maruz kalmasr.

Halk sagligin1 tehdit eden ve 6limlere kadar gi-
debilen, gida kaynakli zehirlenme vakalarinin daha
kapsamli ve daha guivenilir bir bicimde aydinlatilmasi
icin uygulanan analiz islemlerinin standardizasyonu,
optimizasyonu ve validasyonunun gerekliligi agiktir.

Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 1 3
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Tablo 5. Diinyadaki aktif olarak bulunan ruhsatli ilac sayilari ve (%) degerleri (1-3)

Etki Grubu Adet %
1. Insektisitler 899 34,46
2. Fungisitler 704 27,00
3. Herbisitler 462 17,71
4. Akarisitler 125 4,80
5. Yag formiillu ilaclar 21 0,80
6. Kis miicadele ilaclan 1 0,42
7. Fumigautlar 31 1,19
8. Nematosit ve top fumigantlan 40 1,53
9. Rodentisitler 18 0,68
10. Mollussisitler 7 0,26
11. Demirli bilesikler 28 1,07
12. Bocek cezbediciler ve feromonlar 8 0,30
13. Bitki gelisme diizenleyiciler 255 9,78
Genel Toplam 2609 100

Tablo 6. Tiirkiye' de kullanimi yasaklanan pestisitler

Adlan Yasaklanma Tarihi
Dieldrin 1971
Aldrin 1979
Endrin 1979
Lindan 1979
Heptachlor 1979
Klordane 1979
E-Paratiyon 1979
2,4,5,T 1979
Leptefos 1979
Klordimefon 1979
Civali ilaclar (metoksietil civa kloriir, fenil civa asetat, fenil civa klorir) 1982
Arsenikli ilaclar 1982
Klorbenzilat 1982
DDT (kisitlama 1978) 1985
BHC (Kisitlama 1978) 1985
Fluorodifen 1987
Klorpropilat 1987
Dinoseb 1988
Daminozid (Alar 85) 1989
Toksafene 1989
Zineb 1991
Azinfos Etil 1996

Kurumumuz, lilke genelinde gidalardan kaynak-
lanan zehirlenmelerde basvurulan ilk merkezler-
dendir. Gida ve su numunelerinin analizlerinde uy-
gulanan yontemlerin standardizasyonu, optimizas-
yonu ve validasyonunda birtakim zorluklar mev-
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cuttur. Ozellikle 1s1l isleme tabi tutularak yemek
haline getirilmis cesitli gida maddeleri (6rnegin; et
ve etli Uruinler, cesitli sebze yemekleri, corbalar, sut
ve siit Urlinleri vs.) gibi degisik yag ve protein ice-
riklerine sahip karmasik matriks gruplarini iceren
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numunelerin analizi ve bu matrikslerin analiz
yontemlerinin standardizasyonun, optimizasyonun
ve validasyonunun olusturulmasi Gida Toksikolojisi
Laboratuvarinin analiz kalitesi agisindan biyiik onem
arz etmektedir. Ainan numuneye uygulanan analiz
islemleri oncelikle, numuneyi meydana getiren
bilesenlerin olas1 pestisitlerden ayrnlmasi amaciyla
on hazirlik islemlerini gerektirmektedir. Numune-
lerden kaynaklanan safsizliklardan pestisitlerin ay-
rilmas1 amaciyla uygulanan tiuketme islemlerinin iyi
optimize edilmesi, kullanilan yontemlerin validasyo-
nunun yapilmasi ve rutin analizler icin sistem uygun-
lugunun kapsadig1 siirenin belirlenmesi gerek-
mektedir. Literatirde mevcut pestisitler icin uygu-
lanmis pek cok yontem vardir. Ancak belirtilen bu
yontemler, numune esasli olarak incelendiginde, sa-
dece tek bir gruba yonelik olup (su veya meyve ve/
veya meyve sularinda), pismis (1s1l islem uygulan-
mis) gida maddelerine yonelik yontemler az sayi-
dadir (5-10).

Gecgmis yillara ait analizlerin sonuclar degerlen-
dirildiginde, pestisit tespit edilen numune sayisinin
oransal olarak az oldugu gériilmektedir. Ozellikle yaz
aylarinda, zehirlenme vakalarinda toksikolojik ince-
leme amacli numune akisi artmasina karsin tespit
edilen pestisitli ornek sayisi son derece azdir. Bu du-
rum numunelerin zehirlenmenin mikrobiyolojik veya
pestisit kaynakli olup olmadig1 yoniinde detayli bir
degerlendirme yoluna gidilmeden yollandig1 dii-
suncesini akla getirmektedir. Zira, gonderilen
numunelerde genellikle mikrobiyolojik bir kontami-
nasyonun tespit edildigi yoniindeki bilgilerimiz, yu-
kanda ifade ettigimiz fikrimizi destekler nitelikte
gorilmektedir.

Sonuc olarak pestisitlerle zehirlenme olgusu
halen iilkemiz icin onemli bir halk sagligi proble-
midir. Ancak zehirlenme suphesinde, oncelikle ilgili-
ler tarafindan klinik bulgular ile epidemiyolojik veri-
lerin iyi degerlendirildikten sonra numunelerin elde
edilen bilgilerle birlikte laboratuvarlara yonlen-
dirilmesi hem dogru sonuclara kisa siire ulasilmasi

Cilt 65 m Say11 m 2008

hem de halk sagligi yoniiyle olaya kisa zamaninda
yardimci olunmasi acisindan onemli gozilkmektedir.
Pestisitler konusunda halkin bilinclendirilmesi
amaciyla sektorler arasi is birligi yapilmalidir.
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OZET

Amag: Bu calismada, degisik klinik orneklerden izole edilen 136 stafilokok susunun meti-
silin, fusidik asit ve mupirosin duyarliiginin arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Suslarin metisilin, fusidik asit ve mupirosin duyarliliklar Kirby-Bauer Disk Difiizyon
Yontemi ile arastinlmistir.

Bulgular: Bu suslarin 36 (%26.5)'s1 metisilin direncli koagiilaz negatif stafilokok (MRKNS), 65
(%47.8) metisilin duyarli koagulaz negatif stafilokok (MSKNS), 14 (%10.2)'u metisilin direncli
Staphylococcus aureus (MRSA), 21 (%15.5)'i metisilin duyarli S. aureus (MSSA) olarak sinif-
landinldi. Fusidik aside direnc orant MRKNS'lerde 10 (%27.7), MSKNS'lerde 14 (%21.6), MRSA'larda
iki (%14.2), MSSA'larda Ug (%14.3) olarak belirlenmistir. Mupirosine diren¢ orant MRKNS'lerde bes
(%13.9), MSKNS'lerde yedi (%10.8), MRSA'larda iki (%14.2), MSSA'larda bir (%4.7) olarak sap-
tanmistir.

Sonug: S. aureus ve KNS'ler klinik orneklerden siklikla izole edilmekte ve metisilin direncleri
artmaktadir. Fusidik asit ve mupirosin metisiline duyarli ve direncli stafilokoklarin etken oldugu
enfeksiyonlarda iyi bir tedavi secenegi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Stafilokok, metisilin direnci, mupirosin direnci, fusidik asit direnci

ABSTRACT

Objective: The aim of this study, was to determine susceptibility of 136 staphylococcus
strains isolated from various clinical specimens against methicillin, fusidic acid and mupirocin.

Method: The methicillin, fusidic acid and mupirocin susceptibility of the strains were inves-
tigated with the Kirby-Bauer disc-diffusion method.

Results: The Staphylococcus strains were classified as follows; 36 (26.5%) methicillin resis-
tant coagulase negative staphylococci (MRCNS), 65 (47.8%) methicillin sensitive coagulase nega-
tive staphylococci (MSCNS), 14 (10.2%) methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 21
(15.5%) methicillin sensitive S. aureus (MSSA). The rates of resistance to fusidic acid were 10
(27.7%) in MRCNS, 14 (21.6%) in MSCNS, 2 (14.2%) in MRSA and 3 (14.2%) in MSSA. The rates of re-
sistance to mupirocin were 5 (13.9%) in MRCNS, 7 (10.8%) in MSCNS, 2 (14.2%) in MRSA and 1
(4.7%) in MSSA.

Conclusion: S. aureus and CNS are common isolates from clinical specimens and an incre-
asing proportion of them are now methicillin resistant. Fusidic acid and mupirocin can be con-
sidered as an alternative drug for the treatment of infections due to both methicillin susceptible
and resistant staphylococci.

Key Words: Staphylococci, methicillin resistance, mupirocin resistance, fusidic acid re-
sistance
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GIRIiS

Stafilokoklar, insanlarda gerek normal flora
gerekse potansiyel patojen etken olarak sik bulunan
bakterilerdir ve hem hastane hem de hastane dis
enfeksiyonlarda 6nemli rol oynamaktadirlar. Ozel-
likle son yillarda artis gosteren metisilin direncli sta-
filokok suslar, mevcut pek cok antibiyotige ve anti-
septiklere direnc gostermektedir. Coklu antibiyotik
direncinin beraberinde getirdigi tedavi giicliigiine ve
nozokomiyal epidemilere yol acabilen bir patojen ol-
mas1 nedeni ile metisilin direncli Staphylococcus au-
reus (MRSA), tiim diinyada ciddi bir saglik sorunu ha-
line gelmistir. Koagilaz Negatif Stafilokok (KNS)
izolatlarina bagli hastane enfeksiyonlan ise Esche-
richia coli ve S.aureus'tan sonra bircok hastanede u-
clincii sirayr almaktadir (1-3).

Fusidik asit, Fusidium coccineum isimli man-
tardan izole edilen ve bakteri protein sentezini ribo-
zomlara baglanmadan inhibe eden bir antibiyotiktir.
Saglam ve zedelenmis deriye penetre olabildigi icin
tedavide avantaj saglamakta ve nazal tastyicilik era-
dikasyonunda da kullanilmaktadir (1, 4). Fusidin ola-
rak adlandirilan sodyum tuzu, ilk defa 1962 yilinda
Avrupa'da, 1998 yili baslarinda ise Turkiye'de ireti-
lerek klinik kullamima girmistir. Baslica penisilinaz
ureten ve metisiline direncli stafilokok suslarn dahil
olmak lizere gram pozitif aerob, gram pozitif ve ne-
gatif anaerob bakteriler lzerinde etkilidir. Sodyum
fusidat ve beta laktam antibiyotikler arasinda capraz
direnc olmadigi bildirilmektedir (2, 5). Fusidik asit
cesitli dokularda iyi dagilmasi, toksisitesinin ve aller-
jik reaksiyonlarinin az olmasi, klinikte kullanilan di-
ger antibiyotiklerle capraz reaksiyon vermemesi gibi
ozelliklerinden dolayr hem sistemik hem de topikal
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde onerilen bir
ilactir (4).

Pseudomonas fluorescens'den elde edilen mu-
pirosin, bakteri RNA ve protein sentezini inhibe ede-
rek etki gostermektedir. Mupirosin bir izolosin ana-
logu olup izoldsil tRNA sentetaz enzimine kompetitif
baglanarak geri doniisiimsiiz olarak enzimin calisma-
sin1 engeller; MRSA suslarina, ayrica streptokok ve
enterokoklara karsi cok etkilidir. Stafilokok ve strep-
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tokoklarin neden oldugu deri ve yumusak doku en-
feksiyonlarinin tedavisinde, S.aureus ile kolonize
hastane personeli ve hastalardan bu bakterilerin era-
dikasyonu icin kullanilan topikal bir antibiyotiktir (1,
4).

Calismamizda degisik klinik 6rneklerden izole e-
dilen 136 stafilokok susunun metisilin, fusidik asit ve
mupirosine direnc oranlari arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri suslar

Calismamizda, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina
klinik ve polikliniklerden gonderilen 6rneklerden izo-
le edilen 136 stafilokok susu incelenmistir. Klinik or-
neklerden %5 koyun kanli agara yapilan ekimler,
37°C'de 18-24 saatlik inkiibasyona alinmistir. Ureyen
gram pozitif koklar klasik mikrobiyolojik yontemlerle
(koloni morfolojisi, Gram boyama, katalaz ve tip
koagiilaz testi) S.aureus ve KNS olarak tanimlandi.
Calismada standart sus olarak S.aureus ATCC 25923
susu kullanilmistir.

Metisilin direnci

Klinik orneklerden izole edilerek tanimlanan bu
suslarin, metisilin duyarliigi, Kirby-Bauer Disk Di-
flizyon Yontemi ile belirlenmistir. Suslarin her birin-
den McFarland 0.5 bulanikligina denk gelen siispan-
siyonlar hazirlanmistir. Bu siispansiyonlar Mueller-
Hinton Agar Besiyerlerine yayilarak besiyeri lizerine
metisilin diskleri (5ugr Oxoid) yerlestirildi ve 37°C'de
24 saatlik inkuibasyondan sonra zon caplari olculerek
sonuclar degerlendirildi. CLSI (Clinical and Labora-
tory Standards Institute) standartlarina gore 214 mm
zon cap1 duyarli, 10-13 mm zon cap1 orta duyarli, <9
mm zon ¢ap1 direncli olarak kabul edilmistir. (6).

Fusidik asit direnci

Metisilin direnci belirlenen suslarin fusidik asit
duyarliligi, Kirby-Bauer Disk Diflizyon Yontemi ile be-
lirlenmistir. Suslarin her birinden McFarland 0.5 bu-
lanikligina denk gelen siispansiyonlar hazirlandi. Bu
suspansiyonlar Mueller-Hinton Agar Besiyerlerine
yayilarak besiyeri tizerine fusidik asit diskleri (10ugr
Oxoid) yerlestirildi ve 37°C'de 24 saatlik inkubas-
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yondan sonra zon caplan olclilerek sonuclar deger-
lendirildi. CLSI standartlarina gore >22 mm zon capi
duyarli, 22 mm > zon capi>15 mm orta duyarli, <15
mm zon cap1 direncli olarak kabul edildi (6).

Mupirosin direnci

Calismada kullanilan suslarin mupirosin duyar-
Llig1 Kirby-Bauer Disk Diflizyon yontemi ile belir-
lendi. Suslarin her birinden McFarland 0.5 bulanik-
ligina denk gelen siispansiyonlar hazirlandi. Bu siis-
pansiyonlar Mueller-Hinton agar besiyerlerine yayi-
larak besiyeri lizerine mupirosin diskleri (5ugr Oxoid)
yerlestirildi ve 37° C'de 24 saatlik inkiibasyondan son-
ra zon caplan olclilerek sonuclar degerlendirildi.
CLSI standartlarina gore >14 mm zon cap1 duyarli,
<13 mm zon cap1 direncli olarak tespit edildi (6).

BULGULAR

Stafilokok suslar

Calismada, 136 stafilokok susu izole edilmis
bunlarin 101'i KNS ve 35'i S.aureus olarak tiplendi-
rilmistir. Calisma kapsaminda incelenen bu suslarin

Tablo 1. Stafilokok suslarinin izole edildigi klinik drnekler

Klinik Ornek MRSA MSSA  MRKNS MSKNS

Yara (n=52) 5 11 12 24
Kan (n=27) 6 1 10 10
Endotrakeal aspirat (n=22) 1 1 5 15
Kulak akintisi (n=18) 2 4 2 10
idrar (n=10) 1 4 5
Periton sivis1 (n=4) 1 3 -
BOS (n=3) 2 1
Toplam (n=136) 14 21 36 65

Tablo 2. Stafilokok suslarinin kliniklere gdre dagilim

Klinik MRSA MSSA MRKNS MSKNS
Ortopedi 2 3 5 10
Nefroloji 1 2 6 10
Cildiye 1 6 6 12
KBB 2 4 3 9
Pediyatri 4 2 6 7
Beyin cerrahi 1 2 1 3
Enfeksiyon hastaliklarnn 2 1 3 6
Noroloji 1 1 6 8
Toplam 14 21 36 65
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izole edildigi hastalarin, 74'U erkek (%54.5), 62'si
(%45.5) kadin hastalara ait olarak belirlenmistir.

Metisilin direnci. Calisma sonucunda 136 susun
36's1 (%26.5) metisilin direncli KNS (MRKNS), 65
(%47.8) metisilin duyarli KNS (MSKNS) olarak; 136
susun 14U (%10.2) MRSA, 21' (%15.5) metisiline du-
yarli S.aureus (MSSA) olarak belirlenmistir. Bu susla-
rin, klinik orneklere gore dagilim Tablo 1'de, gon-
derildikleri kliniklere gore dagilimi Tablo 2'de veril-
mistir.

Fusidik asit ve mupirosin direnci. MRKNS'lerden
besi (%13.9) mupirosine, onu (%27.7) fusidik aside;
MSKNS'lerden yedisi (%10.8) mupirosine, 14U (%21.6)
fusidik aside direncli bulunmustur. 136 stafilokok su-
sunun MRSA suslarinin ikisi (%14.2) mupirosin, ikisisi
(%14.2) fusidik aside direncli, MSSA'larn biri (%4.7)
mupirosin, ucl (%14.3) fusidik aside direncli bulun-
mustur. MRSA suslarindan biri (%7.1), MSSA susla-
rindan ikisi (%9.6), MRKNS suslarindan ikisi (%5.5) ve
MSKNS suslarindan dordu (%6.1) fusidik aside orta
direncli olarak bulunmustur. Metisilin duyarli ve di-
rencli bulunan stafilokok suslarinin mupirosin ve fu-
sidik asit direnci Tablo 3'de verilmistir.

TARTISMA

Hayati tehdit eden nozokomiyal enfeksiyon-
lardan en sik soyutlanan etkenlerin basinda gelen
stafilokoklar, antibiyotiklere karsi gittikce artan
direncleri nedeniyle gerek hastanelerde gerekse
toplum kokenli enfeksiyonlarda blyik bir saglk
sorunu haline gelmistir. Stafilokok enfeksiyonlarinda
dogru tedavinin yapilabilmesi icin metisilin diren-
cinin saptanmasi gereklidir. Metisilin direncinin bi-
linmesi, hem beta-laktam hem de beta-laktam olma-
yan bazi antibiyotiklerin secimi ve klinik kullani-
minda rehber olabilmektedir (7, 8).

Stafilokoklarin metisilin direnci, iilkeden iilkeye
hatta bdlgeden bolgeye degisiklik gostermektedir.
Ulkemizde yapilan degisik calismalarda metisilin
direnci S.aureus suslarinda %30-%55.2, KNS susla-
rinda ise %14-46 arasinda degisen oranlarda bildi-
rilmistir (1, 2, 7, 9-11). Calismamizda 136 stafilokok
susunun 14U (%10.2) MRSA, 21 (%15.5) MSSA, 36

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 1 9
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Tablo 3. Metisilin direncli ve duyarli stafilokok suslarinin mupirosin ve fusidik asit direnci

Stafilokokoklar Mupirosin Fusidik Asit
Duyarl Direncli Duyarh Orta Duyarh Direncli

Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde
MRSA (n=14) 12 86.0 2 14.2 11 78.5 1 7.1 2 14.2
MSSA (n=21) 20 95.2 1 4.7 16 76.1 2 9.6 3 14.3
MRKNS (n=36) 31 86.1 5 13.9 24 66.6 2 5.5 10 27.7
MSKNS (n=65) 58 89.2 7 10.8 47 72.3 4 6.1 14 21.6
Toplam 121 88.9 15 11.0 98 72.0 9 6.6 29 21.4

Yizdeler satir yiizdesidir
Mupirosin i¢in: > 14 mm duyarli, < 13 mm direncli.

Fusidik asit igin: 222 mm duyarli, 22 mm> zon ¢ap1 > 15 mm orta duyarli, < 15 mm direncli.

(%26.5)'st MRKNS ve 65'i (%47.8) MSKNS olarak ta-
nimlanmistir. Metisiline direnc oram S.aureus sus-
larinda %10.2, KNS suslarinda ise %26.5'dir. MRSA sus-
larinin altist kan, besi yara, ikisi kulak akintisi ve biri
endotrakeal aspirat orneginden; MRKNS suslarinin
ise 12'si yara, 10'u kan, besi endotrakeal aspirat,
dordu idrar, ucu periton sivisi ve ikisi kulak akintisi
orneklerinden izole edilmislerdir. Metisilin direncli
stafilokok suslar, en sik yara ve kan orneklerinden i-
zole edilmistir.

Beta-laktam antibiyotiklere direncli S.aureus'un
neden oldugu enfeksiyonlarin insidansinda ve preva-
lansindaki artis ve beta-laktam allerjisi nedeniyle
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde fusidik asi-
din kullanim1 giindeme gelmistir. Fusidik asit, steroid
yapida bir antibiyotiktir. Bakteri hiicresinde elongas-
yon faktor G (EF-G)-ribozom kompleksine baglanarak
EF-G'nin GTPaz aktivitesini inhibe eder ve peptid
baglarinin olusmasini engeller. Boylelikle protein
sentezi durdurulur. Dar spektrumlu olan fusidik asit,
metisiline direncli suslar da dahil olmak Uzere
stafilokoklar uzerinde etkilidir. Staphylococcus_sap-
rophyticus'a etkinligi ise kisitlidir (12). Gerek meti-
siline direncli gerekse duyarli olan stafilokok susla-
rinda in vitro fusidik asit duyarliig yiiksektir. Bu ne-
denle ozellikle metisiline direncli suslarla gelisen ha-
fif ve orta siddetteki stafilokok enfeksiyonlarinin te-
davisinde oral olarak kullanilabilme 6zelligi fusidik
asidi onemli kilmaktadir (2). Akut enfeksiyon tedavisi
sirasinda fusidik asit kullamldiginda direnc gelisme
olasiligi, %0.2 olup stafilokoklarda direng, kromo-
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zomal mutasyonlar ya da plazmid araciigi ile
gelismektedir (13). Fusidik asit direncinin arasti-
rldig1 calismalarda (Tablo 4) farkli diren¢ oranlan
belirlenmistir (2,3,9,11-13, 18-22).

Calismamizda MRSA'larda %14.2 oraninda,
MSSA'larda %14.3 oraninda, MRKNS'lerde %27.7 ora-
ninda, MSKNS'lerde ise %21.6 oraninda fusidik asit
direnci belirlenmistir. Fusidik aside direncli iki MRSA
susu kan, U¢ MSSA susundan biri kan, ikisi yara, 10
MRKNS susunun sekizi kan, biri yara, biri kulak akin-
tis1, 14 MSKNS susunun besi kan, sekizi yara, biri de
endotrakeal aspirat orneklerinden izole edilen sus-
lardir. Ozellikle kan ve yara drneklerinden izole edi-
len suslardaki direnc dikkat cekicidir. Calismamiz di-
ger calismalara paralellik gostermekte olup, fusidik
asit direnci, KNS'lerde daha yiksek olarak belirlen-
mistir.

Fusidik asit ABD'de lisansli olmadigi icin, NCCLS
onerileri icinde duyarlibk simirina dair deger
bulunmamaktadir (14). Ancak gerek ingiliz Antimik-
robiyal Kemoterapi Dernegi, gerek Fransa Mikro-
biyoloji Dernegi, gerekse bu konuda standart olus-
turmak amaciyla yapilmis calismalar, fusidik asidin
stafilokoklar icin MiK degerlerini duyarli, orta duyarli
ve direncli olmak Uzere sirasiyla; < 0.125mg/L, 0.5-1
mg/L ve > 2mg/L olarak, disk difuzyon icin >22 mm
zon ¢ap1 duyarli, 22 mm > zon ¢ap1>15 mm orta du-
yarli, <15 mm zon cap1 direncli olarak bildirmektedir
(15-17).

Calismamizda, fusidik asit icin orta duyarlilik de-
gerleri MRSA suslarinda %7.1, MSSA suslarinda %9.6,
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Tablo 4. Degisik calismalarda stafilokoklarda saptanan fusidik asit direnc oranlan

Fusidik Asit Direnci (%)

Kaynak Yl Yontem
MSSA MRSA MSKNS MRKNS
Ozyurt ve ark. (18) 1999 Disk diflizyon 6.8 3.8 17.4 15.4
Tinger ve ark. (19) 1999 Disk diflizyon 1.5 5.4 6.9 10
Gokdal ve ark. (20) 1999 Disk diflizyon 15.4 33.4 22.9 23.5
Altun ve ark. (9) 2003 Disk difiizyon 0 3 0 13
Sengoz ve ark. (2) 2004 Disk diflizyon 1 9 21 33
Celen ve ark. (11) 2005 Disk difiizyon 3.6 20.3
Akcay ve ark. (13) 2005 Disk diflizyon 13
Azap ve ark. (12) 2005 Mikro dillisyon 0.8
Shittu and Lin (3) 2006 Disk diflizyon 0
Kuzucu ve ark. (21) 2003 Disk difiizyon 27
Mikro dillisyon 24
Begendik ve ark. (22) 2000 Disk difiizyon 12 - 16.5
Mikro dillisyon 12 - 16.5

MRKNS suslarinda %5.5 ve MSKNS suslarinda %6.1 ola-
rak bulunmustur. Azap ve ark. (12) mikrodilusyon
yontemi ile MRSA suslarinda fusidik asit icin orta du-
yarlilik oranminm %1.6 olarak, Akcay ve ark. (13) disk
difiizyon yontemi ile orta duyarliik oranint MRSA'da
%3 olarak, Oztiirk ve ark.(5) mikrodiliisyon yontemi
ile orta duyarlilik oranint MRSA'larda %1.2 olarak, Ce-
len ve ark. (11) ise disk difiizyon yontemi ile fusidik
aside orta duyarli suslarin oranin1 MRSA'larda %8.7
MSSA'lardaise %8.9 olarak belirlemislerdir.
Mupirosin, stafilokoklarda olusan dirence alter-
natif olarak kullanmlan diger bir antibiyotik olup diin-
yada 1985, Turkiye'de 1991 yilinda klinik kullanima
girmistir (1). Mupirosin 6zellikle nazal tasiyiciigin ve
deri kolonizasyonunun eradikasyonunda, dermatit,
impetigo ve yanik yaralarinin tedavisinde basariyla
kullanmlan bir antibakteriyeldir. Metisilin direncli sta-
filokoklarin neden oldugu primer ve sekonder cilt en-
feksiyonlarimin tedavisinde de deneysel olarak ol-
dukca etkili oldugu bildirilmektedir (13). Mupirosinin
klinik kullanimindan cok kisa bir sure sonra stafi-
lokoklarda direnc goriilmustur. Stafilokoklarda mupi-
rosine direnc¢ gelisimi, dusuk ve yuksek dizeyde ol-
mak Uzere iki sekilde gerceklesmektedir. Dusiik du-
zeyde direng, daha fazla gorulmekte ve kromozom
lizerinde nokta mutasyonla meydana gelmektedir.

Yiiksek diizeyde direnc ise plazmidler aracilig ile
olusmaktadir (1). Mupirosin direncinin arastinildig
calismalarda (Tablo 5), farkli diren¢ oranlan belir-
lenmistir (1,13, 23-27).

Calismamizda MRSA'larda %14.2 oraninda,
MSSA'larda %4.7 oraninda, MRKNS'lerde %13.9 ve
MSKNS'lerde %10.8 oraninda mupirosin direnci belir-
lenmistir. Mupirosine direncli iki MRSA susu kan, bir
MSSA susu kulak akintisi, yedi MSKNS susundan lcu
kan, Ucl endotrakeal aspirat, biri yara, bes MRKNS
susu ise kan orneklerinden izole edilmistir. Diger ca-
lismalarda KNS'larda S.aureus'a gore daha yuksek o-
randa mupirosin direnci belirlenmis olmasina karsin
calismamizda MRSA suslarinda, daha yuksek bir di-
renc orani belirlenmistir (Tablo 5).

Yapilan arastirmalarda, fusidik asit ve mupiro-
sinin gerek in vitro, gerekse klinik olarak deri ve yu-
musak doku enfeksiyonlarinin tedavisinde oldukca
etkin oldugu bildirilmektedir. Akilct olmayan antibi-
yotik kullanimi sonucu artan direnc gelisiminin onle-
nebilmesi icin fusidik asidin diger antibiyotikler ile
kombine olarak kullanilmasi onerilmektedir (11, 13).

Sonuc olarak antibiyotik direncinin in vivo olarak
basarisizliga neden oldugu MRSA ve MRKNS en-
feksiyonlarinda fusidik asidin etkili bir antibiyotik ol-
dugu distiniilmektedir. Fusidik asit ve diger anti-sta-
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Tablo 5. Degisik calismalarda stafilokoklarda saptanan mupirosin direnc oranlar

Mupirosin Direnci (%)

Kaynak Yil Yontem

MSSA MRSA  MSKNS MRKNS
Ongen ve ark. (23) 2000 Disk difiizyon 3 5 25 41
Yun ve ark. (24) 2003 Disk difiizyon 0.3 4.7 4.0 23.0
Kresken ve ark. (25) 2004 Disk difiizyon 0.5 16.6 0.7 18.2
Gales ve ark. (26) 2004 Disk difiizyon 1.7 5.4 4.6 33.7
Akcay ve ark. (13) 2005 Disk difiizyon 9
Glindiz ve ark. (27) 2005 Disk difiizyon 10.8 14 22.5 28.2
Unlii ve ark. (1) 2006 Disk difiizyon 10.6 31.6 3.6 16.7

filokokal ajanlara direnc gelisimini engellemek ama-

ayla tedavi endikasyonlarinin dogru konmasi, kul-

lanmlacak antimikrobiyal ilacin kultur ve antibiyotik

duyarlilik test sonuclarina gore secilmesi ve bu sart-

larin yerine getirilebilmesi icin kultur ve duyarlibik

testi sonuclarnimin ilgili klinige siiratle ulastirilmasi

gereklidir.
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OZET

Amag: Bu calismada, parasempatomimetik etkili bir norotransmiter olan asetilkolinin, tath
su kurbagasinin (Amfibia) akciger dokusunda intrensek tonus lizerindeki etkilerinin, fizostigmin
iceren ve icermeyen ortamlarda degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Kurbaga akciger dokusuna 10°, 10°, 10, 10° M konsantrasyonlarinda asetilkolin
uygulamalar, fizostigmin icermeyen gruplarda ve 10°, 5x10° ve 107 ve 5x107 M kon-
santrasyonlarinda fizostigmin iceren gruplarda olmak iizere tek doz teknigi ve kiimiilatif teknik
kullanilarak yapilmis. Olusan kasilma ve gevsemeler degerlendirilmistir.

Bulgular: Tek doz asetilkolin uygulamalarinda intrensek tonus tizerine ek bir kasilma elde e-
dilmis ve bu kasilma kararliigint korumustur. Kimdilatif teknigin uygulandigi deneylerde asetil-
kolinin sebep oldugu kasilma konsantrasyona bagimli olarak artis géstermistir. Fizostigminli or-
tamlarda ise intrensek tonus lizerine gelisen asetilkolinin yol actigi kasilmalar kararliigini koru-
yamamistir. Kiimiilatif asetilkolin uygulamalarinin yapildigi fizostigminli ortam deneylerinde ise
fizostigmin icermeyen ortamda yapilan asetilkolin uygulamalarina benzer sonuclar elde edil-
mis; ancak, kasilma boylar1 daha kiicuik bulunmustur.

Sonug: Otonom sinir sisteminin bircok norotransmitterinden biri ve somatik sinir sisteminin
tek norotransmitteri olan asetilkolinin etki mekanizmalarinin ortaya cikarilmasi ile ilacin efek-
tor hiicre ve / veya gangliyon hiicreleri lizerindeki etki giiclerinin farkli olabilecegini ve bu fark-
Liligin ortaya ¢ikabilecegi sdylenebilir. Ancak farkin gercek nedeninin ortaya konulabilmesi icin
dahaileri calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar Sozciikler: Asetilkolin, fizostigmin, intrensek tonus

ABSTRACT

Objective: The effects of acetylcholine, a parasympathomimetic agent, and acetylcholine
plus physostigmine were determined on intrinsic tone of the frog lung tissue.

Method : Acetylcholine was applied to the frog lung tissue in vitro at 10°, 10°, 10*, 10° M
concentrations in the presence of physostigmine at 10®, 5x10°,107 and 5x10” M concentrations
and without physostigmine by using single or cumulative dose techniques. Isometric contrac-
tions and relaxations observed during the experiments were measured time- dependently.

Results : During the experiments in which single dose technique was used, acetylcholine
caused an additional contraction on intristic tone while the contraction did not show any ten-
dency to decrease in monitoring period. The experiments in which cumulative dose during tech-

nique was used, a dose-dependent increase was observed in acetylcholine induced cont-
ractions. On the other hand, in the presence of physostigmine, the tonus due to acetylcholine e-
xerted a decline with time similar to those in the presence of physostigmine. However, the amp-
litude of the contractions caused by acetylcholine was smaller than those in the absence of phy-
sostigmine.

Conclusion: Acetylcholine, which is one of many neurotransmitters in the autonomic ner-
vous system and the only neurotransmitter used in the somatic nervous system could have a
different effect on effector cell and on ganglion. However further studies are necessary to show
this.

Key Words: Acetylcholine, physostigmine, intrinsic tone.
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GIRIS

Viicut fonksiyonlarini diizenleyen ve kontrol eden
temel sistemler; sinir sistemi ve endokrin sistemidir.
Bu iki sistemdeki temel farklilik, bilginin iletilme
seklindedir. Endokrin sistemde iletim, esas olarak
kan dolasimina salinan kimyasal maddelerle olur.
Oysa sinir sisteminde sinir lifleri boyunca bir elek-
triksel iletim soz konusudur. Ancak sinir hiicreleri
arasindaki bu iletimde de sinir uclarindan saliverilen
cok kucuk miktarlardaki transmitter veya "norome-
diyator” adi verilen kimyasal maddeler rol alir. Sali-
verilen kimyasal araci sinaps araligin1 gecer ve ozel
reseptorlere baglanarak sinir hiicresini etkiler (1).
Sinir ucu ile kontrol edilen organ hiicresi arasinda
(noroefektor kavsak) iletimi saglayan kimyasal araci,
sempatik sistemde noradrenalin; parasempatik sis-
temde ise asetilkolin (ACh)'dir. O nedenle sempatik
sisteme adrenerjik sistem, parasempatik sisteme de
kolinerjik sistem adi verilir. Bu kimyasal aracilar,
kendilerine 0©zgli reseptorleri aktive ederek
etkilerini gosterirler. Bu reseptorler de adrenerjik
veya kolinerjik reseptorler adin1 alir. Adrenerjik
reseptorler fonksiyonlari bakimindan alfa ve beta re-
sertorler olarak ikiye aynlir. Kolinerjik reseptorler de
nikotinik ve muskarinik reseptorler olarak gruplandi-
rlir. Ancak kolinerjik sistemde sinir ucunun etkiledigi
efektor hiicredeki reseptorler, genellikle muskarinik
tiptedir. Asetilkolin, diiz kaslar ve enterik sinir siste-
mi salg1 hiicrelerinde eksitator etki gosteren birincil
transmitterdir (1, 2). Asetilkolin parasempatik ve
kolinerjik sinirler lizerine etkili onemli bir norot-
ransmitter olmasina ragmen etkisi cok kisa
siirdiiglinden tedavide ilag olarak pek kullanilmaz (3-
5). Fizostigmin ise dogal olarak olusan bir karba-
mattir ve tersier amin yapisindadir. Tedavide kullani-
m1 Miyastenia Gravis hastaligi ile simirlidir (2). Viicut-
ta etkisini asetilkolinesterazin substrati olarak gos-
teren fizostigminin olusturdugu enzim-substrat bile-
sigi asetilkolinesterazi gecici olarak inhibe ederek
kolinerjik aktivitenin artmasina sebep olur (1). Diger
taraftan kolinerjik reseptorlere baglanarak asetil-
kolinin etkilerini taklit eden karbakol ve betanekol
gibi sentetik esterler vardir. Karbakol, hem muska-
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rinik hem de nikotonik etkiler gosteren bir maddedir
(6).

Tatli su kurbagas1 (Amfibia)’mn, akciger do-
kusunda asetilkolinin, fizostigmin iceren ve icer-
meyen ortamlarda olusturdugu cevaplar Kkarsi-
lastirmali olarak incelenmistir. Bu calismada, elde
edilen verilerle, vicutta cok onemli bir norot-
ransmitter olan asetilkolinin etkilerinin efektor hiic-
re ve / veya gangliyon hiicreleri Uzerindeki etki gic-
lerinin ortaya konulmasi ve ileri calismalara katkida
bulunulmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvani

Calismada agirliklann 20+5 g olan tatli su kur-
bagas1 kullanmilmistir. Kurbaga gazli bez ile yaka-
lanarak icinde eter emdirilmis pamuk bulunan bir ka-
vanoza konularak uyutulmustur. Makas ile gozlerin
birlestigi cizginin arkasindan kesilerek kurbagalar
dekapite edilmistir (7). Daha sonra, sirt ortasindaki
vertebral kanala stile sokularak medulla spinalis ha-
rap edilmistir.

Organ Banyosu Calismalari

Sag ve sol akcigerler biitiin olarak cikarilmis, ak-
cigerler, Ringer soliisyonu (RS) (102.5 mM NaCl, 2.6
mM KCL, 1.8 mM CaCl,, 1.19mM NaHCO, ve 2.77mM
Glukoz) icerisine alinmistir. Sag ve sol akcigerlerden
uzunlamasina alinan seritler (1,52 cm), sicaklig1 25
°C' de sabit tutulan ve surekli oksijen (% 95 O,; % 5
CO,) verilen organ banyosuna konulmustur (7). Se-
ritlere, 0,5 g tansiyon uygulanmis ve Ringer solusyo-
nunda U¢ saat inkuibasyon sonunda olusan intrensek
tonus 10 dk sure ile kaydedilmistir (7). Organ serit-
lerinin sebep oldugu izotonik kasilmalar kimograf ile
810 kez buyutulerek kaydedilmistir.

Asetilkolin ve Fizostigmin Uygulamalari

Tek doz Asetilkolin uygulamalar1 10° (n=6), 10°
(n=7), 10" (n=7), 10 (n=7) M konsantrasyonlarinda,
kiimilatif uygulamalar ise fizostigminsiz ve 10°,
5x10°® ve 107 ve 5x107 M konsantrasyonlarinda fizos-
tigmin iceren ortamlarda yapilmistir. Bunun sonun-
da, asetilkolinin meydana getirdigi kasilmalar ve
gevsemeler kaydedilmistir.
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Her asetilkolin konsantrasyonu icin ayr bir grup
olusturulmustur. Uygulamay1 takiben organ seritleri
normal Ringer ile yikanmis ve bir saat siresince
tonusdaki diizelme izlenmistir. ikinci grupta ise
fizostigminli ortamlarda kiimulatif asetilkolin uygu-
lamalarinin etkisi gozlenmistir. Her bir konsant-
rasyonun temas suresi 15 dk olacak sekilde ortama si-
rasiyla 10°, 10°, 10*, 10° M konsantrasyonlarinda
asetilkolin ilave edilmistir.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Tek ve kiimiilatif doz uygulama teknigi ile elde e-
dilen intrensek tonus cevaplari Adigiizel (8) tara-
findan tanimlanan yontem kullanilarak degerlen-
dirilmistir. Kiimiilatif teknigin kullanmildig1 deney g-
ruplarinda, her dozun 15. dakikasinda olusan intren-
sek tonus olcumleri mm olarak ifade edilmistir. Her
bir konsantrasyondaki veriler X;-X, X,- X, ve X,- X, for-
mulu ile olusan kasilma ve gevsemeler Adiguzel (8)
tarafindan tamimlanan ol¢lte uygun olarak belir-
lenmistir.

istatistiksel Analiz

Olciimlerde elde edilen degerler mm olarak ifade
edilmistir. Calismada, tek doz ACh uygulamasindan
elde edilen gevseme/kasilma degerleri ile fizos-
tigminli ortamda farkli konsantrasyondaki asetilkolin
uygulamasindan elde edilen gevseme/kasilma de-
gerlerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda iki
yonlu tekrarli 6lcimlu varyans analizi (two-way re-
peated measure ANOVA) kullanmilmistir. Burada olcu-
len gevseme ve kasilma degerleri icin farkli dozlarin,
sirenin, ayrica doz ile sirenin birlikte etkisinin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi arasti-
rlmistir.

Fizostigminli ortamda her bir farkli konsan-
trasyonda oOlciilen degerlerin, kontrol grubu olarak
kabul edilen tek doz ACh uygulamasina gore anlamli
bulunan ortalama farkliliklan, ileri karsilastirma
(post hoc) testi olan Dunnett testi ile arastinlmistir.
Ayrica ortalama gevseme degerleri acisindan fark-
Lilig istatistiksel olarak anlamli bulunan zaman di-
limleri, LSD (Limiting Dose for Stimulation) testi ile
irdelenmistir. Calismada p <0.01 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel de-
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gerlendirmede SPSS istatistik paket programi kulla-
nilmistir.

BULGULAR

Calismada toplam 35 su kurbagas1 kullanmlmis ve
kurbagalar gruplara rasgele olarak dagitilmistir.
Calismanin istatistiksel olarak degerlendirmesinde
tercih edilen iki yonlu tekrarli 6lcumlu varyans anali-
zinin uygulanmas1 icin oncelikle verilerin normal
dagilima uyumu incelenmis ve kiiresellik (sphere-
city) varsayimi da mauchly kiresellik testi ile irde-
lenmistir.

Asetilkolinin Etkisi

Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10°M
konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin
farkli zaman dilimlerinde hesaplanan ortalama gev-
seme degerleri (standart sapma) Tablo 1'de veril-
mistir. Bu serideki tiim deneylerde asetilkoline bagl
kasilmalar maksimuma ulastiktan sonra 20 dakikalik
izleme siiresince zamanla orantili bir azalma egilimi
gozlenmistir. Asetilkolin uygulamasinin 20. dakika-
sinda preparatin normal kurbaga Ringer soliisyonu ile
yikanmasi tum seritlerde gevsemeye neden olmustur
(Tablo 1). Bunun sonucunda preparat tonusunun,
baslangicta fizostigminli ortamda intrensek tonusun
altina indigi gorilmistiir. Zaman dilimleri acisindan
ortalama gevseme degerleri arasindaki farklarin is-
tatistiksel olarak anlamli oldugu go6zlenmistir (p
<0.01). Farkliig1 yaratan ortalamalarin hangi zaman
dilimine ait oldugunun incelenmesinde, LSD testi
kullamlmistir. Test sonucunda, birinci dakikaya ait
4.28 mm olan ortalama gevseme degerinin, diger
zaman dilimlerde elde edilen ortalama olcumlerden
farkli oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Tablo 1'in alt sat1-
rinda yer alan ortalamalara gore, gevseme mikta-
rinin 10. dakikadan itibaren arttig1, 40 dakikadan
sonra ise, hafif bir disiise gectigi sdylenebilir. Calis-
mada, dozlar agisindan ortalama farklar da anlamli
bulunmustur (p <0.01). Burada, kontrol grubu olarak
ele alinan 10° M asetilkolin konsantrayonuna gore,
farkliig1 yaratan dozun arastirilmasinda, Dunnett
testi uygulanmistir. Elde edilen verilerden istatis-
tiksel olarak tek anlamli fark, 10° M fizostigmin
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Tablo 1. Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10°M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki gevsemelerin zamana
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gore seyri
ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLCUMLERIi (mm)
UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME

(mm)
ACh-10° 7.17 12.67 13.33 12.33 13.31 12.16 13.05 12.005
(n=7) (0.16)** (0.17) (0.17) (0.23) (0.12) (0.24) (0.12)
Fiz-10® 2.78 8.28 9.28 9.28 9.71 8.85 8.85 8.150*
(n=7) (0.56) (0.89) (0.55) (0.60) (0.63) (0.41) (0.43)
Fiz-5x10° 2.98 10.66 14.66 14.80 14.52 12.66 12.06 11.763
(n=6) (0.34) (0.64) (0.88) (0.62) (0.42) (0.64) (0.80)
Fiz-107 5.33 12.16 13.83 13.66 13.16 12.33 11.33 11.690
(n=6) (0.65) (0.55) (0.52) (0.53) (0.66) (0.85) (0.76)
Fiz-5x10” 3.16 16.16 13.83 14.83 13.53 13.83 13.66 12.719
(n=6) (0.58) (0.81) (0.52) (0.51) (0.65) (0.58) (0.62)
ORTALAMA
GEVSEME (mm) 4.28 12.08 12.98 12.98 12.84 11.96  11.79

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

konsantrasyonu ile kontrol grubu arasinda gozlen-
mistir. Doz ve surrenin birlikte etkilesimi de istatistik-
sel olarak anlamli bulunmustur (p <0.01).

Diger taraftan, tek doz asetilkolin ile fizos-
tigminli ortamda 10°M konsantrasyonundaki asetil-
kolin uygulamalarinin farkli zaman dilimlerinde he-
saplanan ortalama gevseme degerleri arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p
<0.01). Burada 20. dakika ile 40. dakikadaki olciimler
disinda diger tim ikili zaman dilimlerine ait 6l-
cumlerde ortalama farklar anlamli cikmistir (p
<0.01). Dozlar acgisindan ortalama farklar da anlamli
bulunmustur (p <0.01). Yapilan ileri karsilastirmalar
neticesinde, ortalama dozlarin tiimiiniin kontrol gru-
bundan farkli oldugu gézlenmistir. Ayrica, doz ve sii-
renin birlikte etkilesimi de istatistiksel olarak an-
laml bulunmustur (p<0.01). 10° M asetilkolin ile goz-
lenen bulgulara benzer sekilde en kiicuik kasilma en
yiiksek konsantrasyonda fizostigmin (5x107 M) iceren
ortamda gozlenmistir. Bu deneysel serilerde kulla-
mlan tim seritlerde asetilkoline bagli kasilmalar
maksimuma ulastiktan sonra azalma egilimi goster-
mistir. Yirminci dakikada Ringer soliusyonu ile ya-

28 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

pilan yikama, seritlerde gevsemeye neden olmustur
(Tablo 2).

Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10"M
konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin
zaman dilimleri acisindan ortalama gevseme deger-
leri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmustur (p<0.01). Burada, uygulanan ikili karsi-
lastirmalar sonucunda 10., 40. ve 50. dakikalara ait
olctimlerin benzer oldugu, bunun disindaki zaman di-
limlerine ait ortalama degerlerin farkli oldugu goril-
mustir (Tablo 3). Dozlar acisindan ortalama farklar
da anlamli bulunmustur (p <0.01). Burada Dunnett
testine gore, fizostigminli ortamda 10“ M konsan-
trasyonda asetil kolin uygulamasindan elde edilen
ortalama gevsemelerin timuniin kontrol grubuna ait
ortalama degerden farkli oldugu soylenebilir. Doz ve
surenin birlikte etkilesimi de istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.01). Tum deneylerde geli-
sen bu gevseme sonucu seritlerin tonusu fizostig-
minli ortamda baslangicta olusan intrensek tonusun
altina indigi goriilmistiir.

Fizostigminli ortamda 10°M konsantrasyonundaki
asetilkolin uygulamalarinin farkli zaman dilimlerin-
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Tablo 2. Tek doz asetilkolin ile Fizostigminli ortamda 10°M konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin farkli zaman

dilimlerinde hesaplanan ortalama gevseme degerleri
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ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLGUMLERI (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME
(mm)
ACh-10° 5.07 6.28 6.57 6.71 7.01 7.14 6.85 6.522
(n=7) (0.25)*  (0.22) (0.18) (0.22) (0.24) (0.19) (0.19)
Fiz-10° 3.98 12.33 15.66 18.16 17.66 17.08 16.33 14.462*
(n=7) (0.64) (0.69) (0.75) (1.07) (0.75) (0.92) (1.15)
Fiz-5x10° 5.04 12.57 15.71 15.42 15.01 14.42 14.42 13.233*
(n=6) (0.81) (0.95) (1.15) (1.14) (1.34) (1.68) (1.68)
Fiz-107 8.06 18.42 19.29 18.71 18.43 17.43 17.57 16.845*
(n=6) (0.89) (1.32) (1.03) (1.27) (0.85) (1.26) (1.19)
Fiz-5x107 10.14 19.29 20.01 19.57 19.09 18.43 17.57 17.729*
(n=6) (0.87) (0.64) (0.75) (0.97) (1.25) (0.73) (1.19)
ORTALAMA
GEVSEME (mm)  6.46 13.781 15.450 15.719 15.442  14.902  14.552

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

de hesaplanan ortalama gevseme degerleri Tablo
4'de verilmistir.

Zaman dilimleri acisindan ortalama gevseme de-
gerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01). Burada, 10“M konsantrasyo-
nundaki asetilkolin, zaman dilimlerinin her birinde
hesaplanan ortalama gevseme degerleri 10°M kon-
santrasyonundaki asetilkolin uygulamasindan elde
edilen ortalama gevseme degerlerinden daha kiigiik
oldugu goriilmiistiir (Tablo 3, 4). Uygulanan ikili kar-
silastirmalar sonucunda 40. ve 50. dakikalara ait ol-
climlerin istatistiksel olarak ayni oldugu, bunun di-
sindaki zaman dilimlerine ait ortalama degerlerin tii-
minin farkll oldugu goriilmistiir. Dozlar agisindan
ortalama farklar da anlamli bulunmustur (p<0.01).
Tablo 4'lin son kolonunda verilen ortalama degerlere
bakildiginda, 10"M asetilkolin konsantrasyonu ile 107
ve 5x10° M fizostigmin uygulamasindaki ortalama
dozlann yakin degerler olarak ¢ikmasina ragmen,
Dunnett testine gore, fizostigminli ortamda 10° M
konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindan elde
edilen ortalama gevsemelerin timiiniin kontrol gru-
buna ait ortalama degerden farkli oldugu istatistiksel

olarak saptanmistir (p<0.01). Doz ve sirenin birlikte
etkilesimi de istatistiksel olarak anlamli bulunmus-
tur (p<0.01).

Tek doz tekniginin uygulandigr biitiin asetilkolin
konsantrasyonlari intrensek tonus lzerinde ek bir
kasilmaya sebep olmus ve bu kasilma 20 dakikalik iz-
leme siiresince kararliigim korumustur (Tablo 5;
Sekil 1, 2).

Farkli fizostigminli ortamlarda tek doz 10 M kon-
santrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin farkl
zaman dilimlerinde hesaplanan ortalama kasilma de-
gerleri (s.sapma) Tablo 5'de verilmistir. Zaman dilim-
leri agisindan ortalama gevseme degerleri arasindaki
farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlen-
mistir (p<0.01). LSD test sonucunda, sadece 3. ve7.
dakikada olciilen ortalama kasilma degerleri farksiz
cikmis; diger tim ikili farklar anlamli bulunmustur.
Ayrica, Tablo 5'in alt satirinda yer alan ortalamalar-
dan kasilma miktarinin 7. dakikaya dek artista oldu-
gu ve 9. dakikadan itibaren ise disiise gectigi soyle-
nebilir. Calismada, dozlar agisindan ortalama farklar
da anlamli bulunmustur (p<0.01). Burada, en dusiik
ortalama deger; 10® M fizostigminli ortamda elde
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Tablo 3. Tek doz asetilkolin ile fizostigminli ortamda 10“M konsantrasyonundaki asetilkolin uygulamalarinin farkli zaman
dilimlerinde hesaplanan ortalama gevseme degerleri

ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLCUMLERi (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME
(mm)
ACh-10"* 16.01 16.86 16.01 15.50 15.80 16.01 16.16 16.063
(n=7) (0.33)** (0.13) (0.17) (0.46) (0.12) (0.11) (0.01)
Fiz-10® 12.01 27.71 26.57 27.14 26.14 25.43 24.43 24.206*
(n=7) (0.71) (0.92) (1.14) (0.79) (1.10) (0.93) (0.75)
Fiz-5x10°® 14.32 29.85 35.52 35.97 35.58 35.88 35.97 31.855*
(n=6) (0.50) (0.71) (1.11) (0.39) (1.34) (0.81) (0.99)
Fiz-10” 17.29 38.10 45.20 40.00 35.50 34.10 37.44 35.376*
(n=6) (0.76) (0.76) (0.73) (0.79) (0.77) (0.74) (0.76)
Fiz-5x107 16.50 25.50 25.60 25.30 25.30 26.60 25.10 24.271*
(n=6) (0.71) (0.70) (0.65) (0.63) (0.73) (0.59) (0.61)
ORTALAMA
GEVSEME 15.243 27.604 29.780 28.782 27.665 27.605 27.799
(mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

Tablo 4. Fizostigminli ortamda 10° M konsantrasyonda tek doz asetilkolin uygulamasindaki gevsemelerin zamana gore seyri

ZAMANA (Dk) GORE GEVSEME OLGUMLERI (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 10 20 30 40 50 60 GEVSEME
(mm)
ACh-10° 12.11 14.33 13.66 12.51 12.87 13.33 14.01 13.261
(n=7) (0.32)*  (0.14) (0.21) (0.31) (0.28) (0.20)  (0.19)
Fiz-10° 17.70 24.70 22.43 20.29 17.84 19.57 20.29 20.402*
(n=7) (0.65) (0.64) (0.69) (0.59) (0.53) (0.56)  (0.60)
Fiz-5x10° 14.85 25.57 25.29 23.00 21.71 20.43 20.29 21.592*
(n=6) (0.97) (0.60) (0.60) (0.60) (0.68) (0.54)  (0.60)
Fiz-10” 13.10 16.17 17.33 16.00 15.33 13.67 13.50 15.014*
(n=6) (0.60) (0.55) (0.53) (0.47) (0.54) (0.59)  (0.49)
Fiz-5x107 11.17 16.50 17.00 16.50 15.50 16.17 16.50 15.619*
(n=6) (0.49) (0.66) (0.47) (0.66) (0.49) (0.57)  (0.77)
ORTALAMA
GEVSEME 13.788 19.453  19.141 17.660  16.652  16.632  16.917
(mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma
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Tablo 5. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gore seyri

ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLCUMLERI (mm)

UYGULAMA (M)
ORTALAMA
1 3 5 7 9 9 12 16 20 KASILMA
(mm)
ACh-10° 732 12.82 13,22 13.33  13.32  13.32  11.82 11.370
(n=7) (0.08)*  (0.08) (0.12) (0.16) (0.12) (0.12) (0.20) 10.03  10.17
(0.15)  (0.08)
Fiz- 10° 5.14 9.71  10.34 10.41 10.14 10.14  8.71 6.14 8.338*
(n=7) (0.05)  (0.29) (0.18) (0.25) (0.08) (0.08) (0.13) (3-%) (0.36)
Fiz- 5x10° 9.52 16.80 17.78 16.37 14.52 14.52 12.17 9.32 12.991*
(n=6) (0.08)  (0.32 (0.32) (0.23) (0.26) (0.26) (0.12) (100'2663) (0.17)
Fiz- 107 8.83 16.08 16.65 1557 14.08 14.08 1117 _ 6.5 11.856*
(n=6) (0.35)  (0.04) (0.51) (0.41) (0.08) (0.08) (0.30) (0'32) (0.33)
Fiz- 5x107 9.17  18.52 19.17 1817 16.17 16.17  13.02 10.33 14.020%
(n=6) (0.25)  (0.44) (0.39) (0.49) (0.62) (0.62) (0.15) 11.03  (0.22)
(0.31)
ORTALAMA 4.28 14786 15.432 14.770 13.645 13.645 11.376 9.808  8.495
KASILMA (mm)
*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma
10dk

1
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Sekil 1. Tek doz uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger iizerindeki etkisi. 10°M ve 10°M (T) konsantrasyonlardaki
asetilkolin uygulama noktasi (T). 20 dakika izleme siiresi sonunda kurbaga ringeri (K.R) ile yikama noktas (1)

edilmistir. 5x 10° M ve 107 M fizostigminli ortamlarda
elde edilen degerler 10° M konsantrasyondaki kasil-
ma degerlerine yakin olsa da, Dunnett testine gore,
fizostigminli ortamda 10° M konsantrasyonda ase-
tilkolin uygulamasindan elde edilen ortalama kasil-
ma degerlerinin timiiniin kontrol grubuna ait ortala-
ma degerden farkli oldugu istatistiksel olarak sap-
tanmistir (p<0.01). Ayrica, doz ve surenin birlikte et-
kilesimi de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.01).

Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M kon-
santrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilma-
larin zaman dilimleri acisindan ortalama kasilma de-
gerleri arasindaki farklarin istatistiksel olarak an-
lamli oldugu gozlenmistir (p<0.01). LSD test sonu-
cunda, sadece 1. ve 9. dakikada olcilen ortalama
kasilma degerleri farksiz ¢ikmis (p=0.017); diger tiim
ikili farklar anlamli bulunmustur (p<0.01). Calisma-
da, dozlar acisindan ortalama farklar da anlamli bu-
lunmustur (p<0.01). Dunnett testine gore, fizostig-
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Sekil 2. Tek doz uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger lizerindeki etkisi. 10™M ve 10° M (T) konsantrasyonlardaki
asetilkolin uygulama noktas1 (T). 20 dakika izleme siiresi sonunda kurbaga ringeri (K.R) ile ytkama noktasi (1)

minli ortamda 10° M konsantrasyonda asetilkolin uy-
gulamasindan elde edilen ortalama kasilma degerle-
rinin timinin kontrol grubuna ait ortalama deger-
den farkli oldugu istatistiksel olarak saptanmistir
(p<0.01). Ayrica, doz ve siirenin birlikte etkilesimi de
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01),
(Tablo 6).

Zaman dilimleri acisindan ortalama kasilma de-
gerleri arasindaki farklarin istatistiksel olarak an-
lamli oldugu gozlenmistir (p<0.01). LSD testi sonu-
cunda, 3. ve 9. dakikaile 5. ve 7. dakikalarda olclilen
ortalama kasilma degerlerinin birbirine yakin oldugu
gorilirken; diger tim ikili zaman dilimlerindeki
ortalama farklar istatistiksel olarak anlamli bulun-
mustur (p<0.01). Calismada, dozlar acisindan ortala-
ma farklar da anlamli bulunmustur (p<0.01). Dunnett
testine gore, fizostigminli ortamda 10 M konsantras-
yonunda asetilkolin uygulamasindan elde edilen
ortalama kasilma degerleri 10”7 M fizostigminli ortam
disinda kontrol grubuna ait ortalama degerden farkli
bulunmustur (p<0.01). Ayrica, doz ve siirenin birlikte
etkilesimi de istatistiksel olarak anlamli bulun-
mustur (p<0.01) (Tablo 7).

Zaman dilimleri acisindan ortalama kasilma de-
gerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01). Burada, uygulanan ikili karsi-
lastirma testi sonucunda 5. ve 7. dakikalara ait
olclimlerin benzer oldugu (p=0.755), bunun disindaki
zaman dilimlerine ait ortalama degerlerin timiiniin
istatistiksel olarak farkli oldugu gorilmistir
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(p<0.01). Dozlar acisindan ortalama farklar da an-
lamli bulunmustur (p<0.01). Dunnett testine gore,
fizostigminli ortamda, 10°M konsantrasyonunda ase-
tilkolin uygulamasindan elde edilen ortalama kasil-
ma degerleri 10°M fizostigmin uygulamasi disinda
kontrol grubuna ait ortalama degerden farkli olarak
saptanmistir (p<0.01). Fizostigmin iceren ortamda
10" M asetilkolin, tiim deney serilerinde uygulamanin
besinci veya yedinci dakikalarinda maksimuma ula-
san bir kasilmaya neden olmustur (Tablo 8).

Ancak, 10° M asetilkolin konsantrasyonu ile elde
edilen sonuclarin aksine, burada fizostigmin kon-
santrasyonu en yiiksek (5x107 M) olan ortamda asetil-
koline bagli maksimum kasilma en az olmus ve fizos-
tigmin kullamlan diger konsantrasyonlarini iceren
ortamlarda elde edilen bulgulardan istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark gostermistir (p<0.05), (Tablo 5).
Bu serideki tiim deneylerde asetilkoline bagl kasil-
malarda maksimuma ulastiktan sonra 20 dakikalik iz-
leme siiresince zamanla orantili bir azalma egilimi
gozlenmistir. Asetilkolin uygulamasinin 20. dakika-
sinda preparatin normal Kurbaga Ringer soliisyonu ile
yikanmasi tiim seritlerde gevsemeye neden olmustur
(Tablo 6). Bunun sonucunda preparatin tonusunun,
baslangicta fizostigminli ortamdaki intrensek tonii-
slin altina indigi gorulmistir. fizostigmin iceren or-
tama uygulanan 10* M asetilkolin, uygulamanin be-
sinci dakikasinda maksimuma ulasan kasilmalara ne-
den olmustur (Tablo 7). 10° M asetilkolin ile gozlenen
bulgulara benzer sekilde en kiiciik kasilma en yiiksek
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Tablo 6. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gore seyri

ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLGCUMLERI (mm)

HELLE o) ORTALAMA
1 3 5 7 9 12 16 18 20  GEVSEME
(mm)
ACh-10° 4.57 401  7.61 761 7.71 6.36 6.614
(n=7) (0.11)*  (0.11) (0.12) (0.12) (0.18) (2.81) 7.29 2.29 7.03
(0.13)  (0.13) (0.13)
Fiz- 10° 10.58  17.02 18.33 18.03 15.83  9.83 10.02  14.014*
(n=7) (0.42)  (0.53) (1.14) (0.92) (0.83) (0.65) 10.67 10.37 (0.77)
(0.66)  (0.88)
Fiz- 5x10° 9.54  16.81 17.83 16.36 1459 1216 o oo 9.36  13.569%
=6 0.51 0.96) (1.03) (1.06) (1.10) (0.90 : : 0.68
(n=6) (0.51)  (0.96) (1.03) (1.06) (1.10) (0.90) (0.60)  (0.86) (0.68)
Fiz- 107 8.83  16.06 16.63 15.54 14.04 11.16 6.59  12.411*
(n=6) (0.65)  (0.44) (0.94) (0.69) (1.14) (1.01) 9.74  8.07  (0.51)
(0.90)  (0.58)
Fiz- 5x10° 9.16  18.54 19.16 18.16 16.16 13.07 10.30  14.584*
(n=6) (0.65) (1.39) (1.27) (0.76) (0.74) (1.08) 11.09 10.59  (0.66)
(0.79) (0.63)
ORTALAMA 8.537  14.489 15.912 15.141 13.667 10.515 9.876 8.230 8.658
KASILMA (mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

fizostigmin (5x107 M) iceren ortamda gozlenmistir.
Bu deneysel serilerde kullanilan tum seritlerde ase-
tilkoline bagli kasilmalar maksimuma ulastiktan son-
ra azalma egilimi gostermistir. Yirminci dakikada
kurbaga Ringer soliisyonu ile yapilan yikama, serit-
lerde gevsemeye neden olmustur (Tablo 8). Tum de-
neylerde gelisen bu gevseme sonucu seritlerin tonu-
sunun, fizostigminli ortamda baslangicta olusan int-
rensek toniisiin altina indigi goriilmistiir. Fizostigmin
iceren ortamda 10” M asetilkolin, tim deney serile-
rinde uygulamanmin besinci veya yedinci dakika-
larinda maksimuma ulasan bir kasilmaya neden ol-
mustur (Tablo 8). En yuksek fizostigmin konsant-
rasyonu (5x107 M) iceren ortamda 10° M asetilkoline
bagli kasilma boyu, daha diisiik konsantrasyonlarda
fizostigmin iceren ortamlarda gozlenenlere gore da-
ha az olarak bulunmustur. Fizostigminli ortamda kii-
milatif asetilkolin uygulamalarinin yapildigi deney
serilerinde (Sekil 3) fizostigmin icermeyen ortamda
yapilan asetilkolin uygulamalarina benzer sonuclar
elde edilmesine karsin, kasilma boylarn kiciik
bulunmustur. 10® M fizostigmin iceren ortamlara kii-

miulatif asetilkolin uygulamasi, konsantrasyona

bagimli kasilmalara neden olmustur. 10°,10°,10* ve
10° M asetilkolinin sebep oldugu ortalama kasilma
ile 7+0,61; 12+1,9; 16,57+2,68;
17,8+2,78 mm olarak belirlenmistir.

boylar sirasi
Kasilma maksimuma ulastiktan sonra hicbir sekil-
de gevseme tarzinda cevap gelismemistir. X,-X, X,- X,
ve X,- X, parametreleri icin hic bir asetilkolin konsan-
trasyonunda negatif deger gozlenmemistir. 5x10° M
fizostigmin iceren ortamda kumdulatif asetilkolin
uygulamas ile elde edilen sonuclar daha dusuk kon-
santrasyondaki fizostigmin iceren ortamdaki sonuc-
lara benzerlik gostermistir. Kasilma boylarinda, kon-
santrasyona bagimli bir artisin oldugu izlenmistir.
10°, 10°, 10" ve 10° M asetilkolin konsan-
trasyonlarinin sebep oldugu kasilmalar sirasiyla;
3.71+ 0.89, 6.85 + 0.98, 1.28+ 1.78 ve 12.42+ 1.96
mm olarak kayde-dilmistir. Hicbir seritte kasilma
boyu maksimuma ulastiktan sonra gevseme tarzinda
bir yanmt gorilme-mistir, “X,-X, X,- X, ve X;- X,”
parametreleri icin hicbir konsantrasyonlarda negatif
deger gorilmezken, 107 M fizostigmin iceren
ortamda kumiilatif asetilkolin uygulamasinin, yine
konsantrasyona bagimli olarak artan kasilmalara yol
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Tablo 7. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10 M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gore

seyri
ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLCUMLERI (mm)
UYGULAMA (M) EE
1 3 5 7 9 12 16 18 20  GEVSEME
(mm)
ACh-10" 8.71  12.81 14.44 14.83 15.08  14.51 13.706
(n=7) (0.13)* (0.09) (0.21) (0.16) (0.18) (0.11) 1451 1421  14.23
(0.11)  (0.09) (0.08)
Fiz- 10° 13.09 18.29 18.70 18.70 18.43 17.86 16.14  17.224*
(n=7) (0.64) (0.64) (0.46) (0.46) (0.53) (0.54) 17.37 16.44 (g 50)
(0.64) (0.37)
Fiz- 5x10° 1332 2033 21.83 2182 1925 1638 . .. 1217 17.019*
n=6 0.53 1.59)  (0.29) (0.31 1.27) (0.88 : ‘ 0.74
(n=6) (0.53)  (1.59) (0.29) (0.31) (1.27) (0.88) (1.09)  (0.53) (0.74)
Fiz- 107 11.39  15.77 16.04 15.67 14.86  13.39 10.99  13.573
(n=6) (0.80) (0.74) (0.75) (0.63) (0.82) (0.55) 12.30 11.76  (0.67)
(0.56)  (0.89)
Fiz- 5.22+ 7.82  9.55  9.80 9.30 8.32 6.67 8.00*
5x107 0.75 (2.72) (0.52) (0.60) (1.11) (1.11) 7.98  7.35  (0.58)
(n=6) (0.60) (0.73)
ORTALAMA
KASILMA 10.344  15.004 16.114 16.163 15.384 14.091 13.347 12.653 120.38
(mm)

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma

Tablo 8. Fizostigminli ortamlarda tek doz 10° M konsantrasyonda asetilkolin uygulamasindaki kasilmalarin zamana gére seyri

ZAMANA (Dk) GORE KASILMA OLCUMLERi (mm)

YGULA
UYGULAMA (W) ORTALAMA
1 3 5 7 9 12 16 18 20 KASILMA
(mm)

ACh-10° 9.03  13.31  14.09 14.01 14 14.03 13.235
(0.13)* (0.30) (0.18) (0.15) (0.13) (0.01) 13.81 13.51 13.31

(n=7) (0.10)  (0.09) (0.18)

Fiz- 10° 9.11  13.31  13.86 13.99 12.70  13.03 11.43 12.448
(0.60) (0.86) (0.71) (1.21) (0.51) (1.14) 12.43 1217 (0.57)

(n=7) (0.85)  (0.91)

Fiz- 1243 17.71 19.14 1881 17.86 1649 1459  13.569*

5x10° (0.89) (1.54) (1.29) (0.74) (0.75) (0.73) 1646 1441 4 )

(n=6) (0.78)  (0.73)

Fiz- 107 8.30 11.83 12.31 1253 12.23  10.82 8.82 16.433*
(0.63) (0.92) (0.85) (0.73) (0.69) (0.66) 9.82  9.32  (0.88)

(n=6) (0.68)  (0.79)

Fiz- 5x10” 535  9.00 9.50 9.67  9.67 8.30 7.00 8.220*
0.81  (0.61) (1.00) (0.73) (0.80) (0.61) 8.00  7.50  (0.66)

(n=6) (0.83) (0.76)

ORTALAMA

mi:';MA 8.844 13.035 13.780 13.803 13.291 12.532 12.103 11.383 11.029

*Kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli; **: Standart sapma
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Sekil 3. Kiimiilatif teknik ile uygulanan 10° M, 10° M, 10 M ve 10° M (T) konsantrasyonlardaki asetilkolin uygulama
noktalar (T). Kiimiilatif teknik ile uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger iizerindeki etkisi (iist sekil). 10® M
fizostigmin iceren ortamda uygulanan asetilkolinin izole kurbaga akciger iizerindeki etkisi (alt sekil).

actig1 goriilmiistiir. Kasilma boylar, diisiik asetilkolin
konsantrasyonundan yiik-sek konsantrasyona dogru
sirastile 4.16+ 0.3, 6.33+0.95, 10.66+ 0.91 ve 12.83+
1.24 mm olarak tespit edilmistir. Kasilma
maksimuma ulastiktan sonra gev-seme tarzinda
yanit hicbir seritte gozlenmemistir. X,-X, X,- X, ve X;-
X, parametrelerinde negatif deger tespit
edilmemistir. 5x107 M fizostigmin iceren or-tamda
kiimulatif asetilkolin uygulamasi, konsan-trasyona
bagimli olarak artan kasilmalar olustur-mustur.
Ortalama kasilma boylarn kicuk asetilkolin
konsantrasyonundan biiylige dogru sirasi ile
6.14+0.85, 7.8+1.6, 10.4+2.05, 11.4+2.05 mm olarak
bulunmustur. Kasilma maksimuma ulastiktan sonra
sadece bir seritte, 10° M asetilkolin konsantrasyo-
nuna verilen cevapta gevseme ve X,-X parametresi
icin negatif deger saptanmistir.

TARTISMA

Kurbaga akciger seritlerinde dengelenme peri-
yodu sirasinda ortaya c¢ikan tonus artis1 daha once
yapilan calismalarda da gozlenmistir (7, 8). Karba-
kollin izole kurbaga akciger seritleri lizerine etkisi
(8) ile bu calismadaki asetilkolin uygulamalarinda

elde edilen sonuclar, birbirine benzerlik gostermek-
tedir. Asetilkolinin akciger organ seritleri lizerinde
hakim olan kasic1 etkisi efektor hiicre membra-
nindaki muskarinik reséptorlerin aktivasyonuna bagli
olabilir (9, 10). Bu etkinin doza bagimlilik goster-
memesi, kullanilan en disiik asetilkolin konsan-
trasyonunda maksimum cevaba ulasildigim diistindii-
rebilir. Ancak, bir kolinesteraz inhibitorii olan fizos-
tigminli (11) ortamda, 10° M asetilkoline verilen
kasilma tarzindaki cevaplarda fizostigmin konsan-
trasyonlarina bagimli anlamli artislar saptanmistir,
fakat kasilmalarin maksimuma ulastiktan sonra ka-
rarliigim koruyamadig1 gozlenmistir. Bu durum
asetilkolinin biyofazda kolinesteraz tarafindan hizli
bir sekilde yikilmasinin, maksimum cevaba ulasilma-
sinda kisitlayici bir faktor olabilecegine, ayrica kont-
raktil cevaptan sorumlu mekanizmalardan daha ya-
vas gelisen gevsetici bir mekanizmanin da aktive
edildigine isaret edebilir.

Fizostigminli ortamda asetilkoline bagl kasil-
malarin kararliigim koruyamamasinin, baslangicta
olusan intrensek tonusun in vitro kosullarda surek-
lilik gostermemesinden kaynaklandigim diistinmek
mimkiin degildir. Zira tek doz karbakol kullanilan de-
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neylerde (8), preparat Ringer solusyonu ile yikan-
diktan sonra bir saatlik izleme siresince tonusun,
baslangicta gelisen intrensek toniisiin altina inme-
digi bildirilmistir (8). Bu gdzlem, en azindan deney
sliresince, intrensek tonusda bir azalma olmadigim
gostermistir. Diger yandan organ seritlerinin fizostig-
min iceren ortamdan normal Ringer soliisyonu iceri-
sine alinmasi, tonusun baslangicta gelisen intrensek
tonusun altina inmesine neden olmustur.

Bu farkli durum baslangictan itibaren ortamda
bulunan fizostigminin intrensek tonusu daha belirgin
hale getirdigini diisiindirmektedir. Fizostigminli or-
tamda, tek doz olarak uygulanan 10° M ve daha yiik-
sek asetilkolin konsantrasyonlarina verilen kasilma
tarzindaki cevaplar fizostigmin konsantrasyonlarina
bagimli olarak azalmistir. Bu gézlem gevsetici meka-
nizmalarin daha giicli aktive edildigini, dolayisi ile
kontraktil cevabin boyutlarinda bir azalmaya sebep
oldugunu dustindirmiistiir. Fizostigminli ortamda,
asetilkolinin kiimilatif uygulandig1 deneylerde de,
tek doz tekniginin uygulandig1 deneylerdekilere ben-
zer sonuclar ainmistir. Diger taraftan karbakol uygu-
lamalarindan (8) farkli olarak X,-X,, X,-X, deger-
lerinde belirgin bir negatiflik saptanamamistir. Bu
durum karbakol ile asetilkolin arasindaki tek fark gibi
goziukmektedir. Bu nedenle, her iki ilacin efektor
hiicre ve/veya gangliyon hucreleri Uzerindeki etki
giiclerinin farkli olabilecegini ve bu farkliigin ortaya
cikabilecegi soylenebilir. Ancak farkin gercek nede-
ninin ortaya konulabilmesi icin daha ileri calismalara
ihtiyac vardir.
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GIRIS

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) kadin ve
erkegin Uirogenital sistem organlarina yerleserek tri-
komonyaza neden olmaktadir. Bu protozoon, yerles-
tigi bolgelerde dokulara girmez, ancak hiicre ve do-
kularda toksik etkiler olusturur. Trikomonyazin ku-
lucka siiresi 4-28 (ortalama 6-10) giindir (1). T. vagi-
nalis'de enfeksiyon oram toplumdan topluma degi-
siklikler gostermektedir. Gelismis lkelerde para-
zitin prevalansinin kadinlarda %5-10 erkeklerde ise
%2-10 arasinda degistigi bildirilmistir (1,2). Ayrica
parazitin gorilme yiizdesinin 20-40 yas aras1 kadin ve
erkeklerde daha yiiksek oldugu belirtilmistir (3, 4).

T. vaginalis infeksiyonlarinda parazit kaynagi en-
feksiyonlu kadin ve erkekler olup urogenital salgi-
laryla protoozonu etrafa yayarlar. Parazit direkt ve
indirekt yolla bulasabilir (1, 5, 6). Arastiricilar klozet
kapaginda 4-6 saat; sehir sebeke suyu ve kuyu su-
yunda 16 saat; idrar, semen sivisi, gazli bez, tuvalet
kagidi, siinger ve bezde en uzun 25 °C'de, 6-52 saat
arasi degisen siirelerde T. vaginalis'in yasadigini bil-
dirmislerdir (7, 8). Kadinlarda en cok vaginada yerle-
serek vulvit, bartonelit ve servisite, erkeklerde ise
siklikla Uretrit, sistit, prostatit ve epididimite neden
olur. Enfekte erkeklerin cogunun hicbir yakinmasi
yoktur. Bu nedenle erkekte T. vaginalis infeksi-
yonunun klinik olarak tanisi zordur (1, 6). Parazitin
tanisinda Uirogenital akinti ve idrar ornekleri kullani-
labilmektedir. Ayrica arastincilar hastalarin ilag kul-
lanmadan muayene icin geldiklerinde direkt bakinin
hizli, basit ve giivenilir oldugunu bildirmislerdir. Di-
rekt bakinin kiiltir yontemiyle de desteklenmesinin
uygun oldugu belirtilmistir (1, 3, 4, 9).

Bu calismada, Uretral akint1 sikayeti ile hasta-
neye basvurmus ve Uretrit tanis1 almis erkek olgu-
larn idrar 6rneklerinde T. vaginalis variginin aras-
tirilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Ocak-Aralik 2006 tarihleri arasinda
Mustafa Kemal Universitesi, Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi iiroloji polikligine iiretral akint
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sikayeti ile basvuran ve iiretrit tamsi alan seksuel
olarak aktif 20-45 yas aras1 110 erkek olgu alinmistir.
Yine aynm donem icerisinde, troloji poliklinigine u-
retrit disinda herhangibir sikayet ile gelen aym yas
grubu icinde sekstuel olarak aktif olan 110 erkek olgu
kontrol grubu olarak alinmistir. Daha Once uretrit
veya sistit nedeniyle antibiyotik tedavisi gormis,
tirogenital anomalisi olan ve calismaya katilmay1 ka-
bul etmeyen olgular calisma dis1 birakilmistir.

Calisma grubu olgularina tiretrit ve muhtemel et-
kenleri ile ilgili bilgiler verildikten sonra, bu sika-
yetlerinin nedeninin T.vaginalis olabilecegi anlatil-
mistir. Calisma ve kontrol grubu olgularina idrar or-
neklerini koymalari icin steril idrar kiltiri kabi ve-
rilmis ve sabah ilk idrarin1 verilen kabin icerisine
yapmasi soylenerek bu idrarlarn bekletmeden para-
zitoloji laboratuvarina iletmeleri istenmistir. Numu-
ne laboratuvara geldikten sonra bekletilmeden ilk
kism1 400xg de santrifiij edilmis ve sedimentten ali-
nan ornek direkt olarak mikroskopta incelenerek T.
vaginalis trofozoitleri aranmistir. inceleme sonuclan
hastaya bildirilip pozitif cikan hastalarin aileleri ile
birlikte tedavi olmalari saglanmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinin tanimlayic ista-
tistikleri yapildiktan sonra, T. vaginalis prevalansi ve
diger veriler ile ilgili her iki grupta istatistiksel ola-
rak anlamli bir farkin olup olmadig1 “Fischer *Ki ka-
re” ile test edilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel ola-
rak anlamU kabul edilmistir.

BULGULAR

Calisma gruplarinin ortalama yasi 31.6 + 6.7 (20 -
45 yas arasi), uretritli olgularin yas ortalamasi 31.5
6.4 iken kontrol grubu olgularin yas ortalamasi ise
31.6 + 7.0 (p= 0.896) olarak bulunmustur. Calisma
gruplarinin demografik verileri ve diger ozellikleri
Tablo 1'de gosterilmistir. Uretritli olgulardan alinan
idrar 6rnekleri incelendiginde 3 olguda (% 2.7) T. va-
ginalis trofozoitleri saptanmistir. Buna karsin, kont-
rol grubunda ise sadece bir olguda (% 0.9) T. vaginalis
trofozoitlerine rastlanmistir (p=0.048).

Calisma gruplan arasinda mesleksel acidan bir
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Tablo 1. Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Uroloji Poliklinigine basvuran iiretritli erkek olgu
ve kontrol gruplarinin demografik ve diger verilerinin 6zeti ve istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Uretrit Kontrol P
(n=110) (n=110)
Yas 31.5+6.4 31.6 + 7.0 0.896
Trichomonas varligi 3(%2.7) 1(%0.9) 0.048
Medeni Hali
Evli 28 (% 25.5) 48 (% 43.6) 0.005
Bekar 82 (% 74.5) 62 (% 56.4)
Egitim Durumu
ilkogretim 31 (% 28.2) 17 (% 15.5) 0.002
Lise 60 (% 54.5) 85 (% 77.3)
Universite 19 (% 17.3) 8(%7.2)
Meslek
isci 24 (% 21.8) 30 (% 27.3)
Memur 2(%1.8) 4 (% 3.6) 0.285
Serbest 53 (% 48.2) 56 (% 50.9)
Calismiyor 31 (% 28.2) 20 (% 18.2)
Cok eslilik
Cok esli 71 (% 64.5) 8 (%7.3) <0.001
Cok esli degil 39 (% 35.5) 102 (% 92.7)

fark tespit edilemezken iki grubun medeni hali, egi-
tim durumu ve cok eslilik hali istatistiksel olarak an-
lamli derecede farkli (Tablo 1) bulunmustur.

Kontol grubunda T. vaginalis saptanan olgunun
troloji poliklinigine ana basvuru sikayetinin sistizim
oldugu belrilenmistir. T. vaginalis tedavisi sonrasi
Uretritli Uc olgunun ve kontrol gurundaki bir olgunun
semptomlar ek bir tedaviye gerek kalmadan tama-
men diizelmistir.

TARTISMA

Trikomonyaz, cinsel yolla bulasan enfeksiyon o-
lup genellikle erkekler de asemptomatik sey-
rettiginden parazitin yayilmasinda erkekler onemli
rol oynamaktadirlar (10). Son yillarda cinsel iliski ile
bulasan hastaliklar arasinda T. vaginalis'in gorulme
stkiginin  toplumlarin  sosyo-ekonomik durumlan
koyden sehre ve baska iilkelere artan gocler, degisen
yasam kosullan, ic ve dis turizmin artmasi, seksuel
aktivitenin erken yasta baslamasi gibi faktorler etkili
olmaktadir. Trikomonyaz en sik olarak 20-40 yas ara-
sinda goriilmektedir. Cok esliligin ya da cinsel yasa-

min sinrsiz oldugu toplumlarda daha cok yaygindir
(11).

Calismada Uretrit sikayeti ile gelen hastalardan
alinan 110 idrar 6rnegi incelenmis ve lic hastada
(%2.8) oraminda T. vaginalis saptanmistir. Parazitin
gorulme yuzdesi ile ilgili yapilan calismalarda Serlin
ve ark. (9) pelvik agrisi olan 155 hastadan Chlammy-
dia trachomatis, Neisseria gonorrhoae ve Trichomo-
nas vaginalis tamsi icin idrar, vaginal siv1 ve pelvik
muayeneden sonra klinisyen tarafindan alinan endo-
servikal materyal orneklerini toplamislardir. Yapilan
degerlendirme sonucu {i¢ hastaligin 6n taramasi icin
ilk tercih edilmesi gereken incelemelerin sirasiyla
idrar orneklerinin mikroskopik incelemesi, vaginal
sivinin incelenmesi ve pelvik inceleme oldugu kani-
sina varmislardir. Benzer olarak Tanzanya'da Watson
ve ark. (12) yaptiklann calismada yaslar 15-54 ara-
sinda degisen 1004 Uretrit sikayeti olan erkekten
topladiklan idrar 6rneginden direkt mikroskopik in-
celeme ve kultur yontemiile 109 (%11) erkekte T. va-
ginalis saptamislardir. Jane ve ark nin (13) yaptigi di-
ger bir calismada ise, liretrit yakinmasi olan 300 er-
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kek hastanin idrar orneklerinin direkt mikroskopik
inceleme ve kiiltiir degerlendirmeleri sonucu 15 has-
tada (%5) T. vaginalis saptanmistir. Aynmi ornekler PCR
yontemi ile calisilmis ve 300 6rnegin 52'sinde (%17) T.
vaginalis bulunmustur. Arastiricilar parazitin erkek-
lerde asemptomatik oldugunu, uretrit sikayeti olan
erkek hastalarda T. vaginalis'in arastirilmas1 gerek-
tigini vurgulamislardir. Yine Jackson ve ark.(14) Ken-
ya'da yapilan bir calismada yurtdisina seyahat eden
semptomatiklerde %15 ve asemptomatik erkeklerde
ise %5, Acholonu (15) Nijerya'da erkek ve kadinlarin
idrarlarinda %1.3, Gall ve ark. (16) Uretrit sikayeti o-
lan erkeklerde %0.7 Hobbs ve ark. (17) uretritlerde
%20.8 oraninda T. vaginalis'e rastladiklarin bildir-
mislerdir. Farkli bir calismada Shin-Ichi ve ark. (18)
tretrit sikayeti olan ve olmayanlarda gram boyama
ile parazite rastlamadiklarini bildirmislerdir.

Ulkemizde yapilan calismalarda da Ustiin ve ilter
(19) gastroenteroloji poliklinigine gastrointestinal
yakinmasi ile basvuran 1492 hastanin idrar ornek-
lerini incelemis ve %3'Unde T. vaginalis saptadiklarim
bildirmislerdir. Yine Tanyiksel ve ark. (20) 85 erkek
hastanin uretra akintisiyla yaptiklarn calismada di-
rekt mikroskobik inceleme ile %5.8, Tripticase-Yeast
Extrac-Maltose kiiltliri ile %1.4 ve lateks agliiti-
nasyon deneyi ile %15.2 oranlarinda pozitiflik bul-
muslardir. Nongonokoksik Uretritlerde de Ay ve ark.
(21) %0.8 ve Ozbilgin ve ark. (22) %12 oraninda para-
zite rastlamlmistir. Calismada da %2.8 oraninda pozi-
tiflik bulunmus olup arastirmalar arasindaki farkli-
Lgin secilen 6rneklemden, bolgeden, arastiricilar-
dan ve secilen yontemden kaynaklandigi disiindl-
mustur.

Arastirmada elde edilen bulgulara gére diger
calismalarla benzer olarak uretrit sikayeti ile bas-
vuran hastalarda etken aranirken T. vaginalis‘inde
degerlendirilmesinin gerekli oldugu sonucuna varil-
mistir.
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OZET

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), liken filogenisi ve populasyon genetiginin molekiiler
incelemelerinin yapilabilmesi icin oldukca basit ve gliclu bir tekniktir. Likenler alg ve man-
tardan olusan simbiyotik bir birlikteliktir bu nedenle molekiler calismalarda o6zel dikkat
edilmesi gerekir. Bu derlemede, likenlerden DNA ekstraksiyonu, RAPD metodu ve rRNA'nin ITS
bolgesi calismalar iizerine yogunlasilmistir. Oniimiizdeki yillarda, molekiiler biyolojik tek-
nikler daha guvenli tammlamalar icin kullanilabilecek ve yeni molekiiler teknikler liken
filogenisini daha iyi anlayabilmemize katkida bulunacaktir.

Anahtar Sozciikler: Liken, PCR, Molekiiler Sistematik.

ABSTRACT

The Polymerase Chain Reaction (PCR) is a fairly simple but powerful technique for
molecular investigations of lichen phylogeny and population genetics. Lichens are a symbiotic
association of a fungus and alga, thus they require special considerations for molecular stu-
dies. The present review focuses on nucleic acid extraction from lichens studies on randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) method and the internal transcribed spacer regions of
rRNA. In the coming years, molecular biological techniques will be used for more accurate i-
dentification of lichen and the newly available molecular methods will significantly contribute
to our understanding of lichen phylogeny.

Key Words: Lichens, PCR, Molecular systematic.
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GiRIiS

Likenler; alg ve mantarlarin bir araya gelerek
meydana getirdikleri morfolojik ve fizyolojik
birliklerdir. Diger bir deyisle likenler; alg ile mantar-
larin kurduklan simbiyoz (ortak yasayis) bir yasam
seklidir. Fungus bileseni (mikobiyont), yesil algler ve-
ya mavi yesil algler (fotobiyont) ile simbiyotik isbirligi
kurmay1 basaran bir Ascomycetes veya Basidiomy-
cetes Uyesidir. Bu ayn bilesenler bir araya geldik-
lerinde liken olusturmayan fungus ve algler ile hicbir
benzerlik gostermeyen uzun omurli bir tallus mey-
dana getirirler. Yapiya katilan fungus ve algler sadece
tallustan kesit alindiginda ve mikroskop altinda ince-
lendiginde tamnabilirler (1). Bu birliktelikteki; man-
tar hifleri, liken tallusunun ihtiyaci olan su, CO, ve mi-
neral maddeleri temin eder. Alg hiicreleri ise klorofili
vasitasiyla sentezledigi organik maddeleri ve cikar-
dig1 oksijeni verirler. Cesitli kaynaklara gore diinya-
daki liken turu sayis1 yaklasik olarak 25.000 civarin-
dadir (2).

Likenler ekolojik acidan son derece onemli bir g-
ruptur. Salgiladiklan liken asitleri ile kalkerli ve gra-
nitik kayalar kademeli olarak parcalarlar. Daha sonra
olusan bu ufak taslar lizerinde yaprakli karayosunlari
gelisir. Bunun sonunda olusan ince toprak tabakasi ve
humus lizerinde yiksek bitkiler gelisir. Bu nedenle
likenler, bitki ortustiniin siiksesyonal gelisim sire-
cinde oncul birlikteliklerdir. Ekonomik a¢idan ise tip-
ta, besin ve parfiimeri sanayisinde eski caglardan bu
yana kullanila gelmislerdir. Son yillarda likenlerin
olusturduklan ozel bilesiklerin antimikrobial (3), an-
tiproliferatif, antinosiseptif, antiinflamatuar, anal-
jezik, antiprotozoal etkileri bulunmus olup ¢ok farkli
bilim dallarina yonelik calismalara konu olmaya bas-
lamislardir. Ayrica hava kirliliginin belirlenmesi ve
izlenmesinde likenlerin kullanimi giincel arastirma
alanlarindan birini olusturmaktadir.

LIKENLERIN SINIFLANDIRILMASINDA
MOLEKULER BiYOLOJIK YONTEMLERIN ONEMI

Geleneksel taksonomi, cogunlukla organizmalarin
morfolojik ve anatomik ozelliklerine dayanir. Ancak,
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glinimiizde molekiiler biyoloji tekniklerinin cok hiz-
1 gelismesi, taksonomi dahil olmak lizere tim biyo-
lojik disiplinleri etkilemistir. Geleneksel teshis a-
nahtarlari, organizmalarin morfolojik, anatomik ve
nadirende kimyasal ozelliklerine gore calisirlar. An-
cak, bazen incelenen organizmalarin ozelliklerinin
birbirine cok yakin olmasi nedeniyle siniflan-
dinlmasi oldukc¢a zordur. Organizmalarin kesin tes-
his edilebilmesi icin degisik tiirler arasinda morfo-
lojik ve anatomik Ozelliklerin farkliiklan yeterli ol-
maz. Bir diger durumda da farkli habitatlarda yasa-
yan organizmalarda oldukca fazla degisiklikler mey-
dana gelir, boylece aym tirlere ait organizmalar
farkli morfolojik ve anatomik ozellikler gosterirler.
Dogal habitatlar icinde genomun yapisi lizerine ¢ev-
re sartlarinin etkisi olmaktadir. Bu nedenle, geno-
tip; fenotipten daha stabildir ve genetik ozellikler,
taksonomide; morfolojik veya anatomik ozellikleri
kesinlestirmeye yardimci olur (4).

Likenlerdeki sistematik calismalar; diger orga-
nizmalarda oldugu gibi klasik olarak daha cok morfo-
lojik karakterlere dayali tamimlamaya dayanmak-
tadir. Likenlerin talluslarinda icerdikleri liken asit-
lerinin belli kimyasal maddelerle reaksiyona girerek
verdigi renk reaksiyonlarnn tammlanmalarina yar-
dimci faktordir. Fakat bu tanimlama calismalar da
likenlerin sistematik kategorilerini tam olarak belir-
lemeye yetmemektedir (4).

Liken sistematigine kesinlik kazandiran mole-
kiiler biyolojik tekniklere dayali olan PCR tekniginin
gelisiminden once cok azdi. Molekiiler calismalarin
baslamasindan once, Blum ve Keshevaroy, Lasallia
ve Umbilicaria genuslarinin tirlerinde akrabalik de-
recesini belirlemek icin DNA hibridizasyonu yontemi
kullanmmstir (5,6). Cesitli mantar kultirlerinden
DNA'nin izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi
1987'de Ahmadjian ve arkadaslar tarafindan yapil-
mistir. PCR uygulamalarinin baslamasi ile nukleik
asitler yeni karakterlerin belirlenmesinde kullanil-
mistir (7). Bugiin populasyon genetigi ve mantar
filogenisinin molekuler biyolojik incelemesi calis-
malarinda PCR 6nemli bir yontemdir.
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Bu calismalar sonucunda elde edilecek bilgiler
dogrultusunda, molekiiler filogeniye dayali olarak
calisilacak cinslerin taksonomik problemlerinin ¢o-
zimlenmesi, liken olusturan mantarlarin siniflandi-
rilmasindaki yerlerini molekiiler boyutta ortaya
koymasi acisindan oldukca biyiik 6nem tasimaktadir.

LIKENLERDEN DNAiZOLASYONU

Likenlerden DNA izolasyonuna baslamadan once;
liken materyalini mikroskop altinda ayrintili bir se-
kilde incelemek gerekir. Likenler, diger liken tiirleri
veya bitki gruplan ile birlikte parazit veya ortak geli-
sebilirler (8). Bunlar; mantar, karayosunu, likenin
tizerinde gelisen bir diger liken olabilir. Bu nedenle in-
celenecek liken tiiri diger organizmalarin kon-
taminasyonundan dikkatlice ayrilmalidir (9).

Standart DNA izolasyon protokolleri likenler ve
mantarlar icin de genis 6lciide kullanilmakla birlikte,
likenlerden ve mantarlardan DNA'nin izolasyonu ve
cogaltilabilmesi icin bircok yontem gelistirilmistir
(10-19). Gelistirilmis bu yontemlerle, izolasyon pro-
tokolu bir giinde gerceklestirilebilir ve elde edilen
DNA eger -20°C'de saklanabilirse en az ii¢c sene mole-
kuler uygulamalar icin kullanilabilir (20). Lee ve Tay-
lor (1990) tarafindan yapilan bir calismada bazi yon-
temlerin bazi likenler icin cok uygun olmayabilecegi
ileri siirmuslerdir (12). Bir diger yontemde ise poli-
sakkaritlerin ayrilmasi icin enzimatik muamele yon-
temi kullamlmistir (21).

Likenlerden DNAizole ederken dikkat edilmesi ge-
reken bir konu ise, likenlerin cok fazla miktarda poli-
sakkarit icermeleri nedeniyle yuksek konsantras-
yonlarda enzimatik aktivitenin etkilenmesidir. Liken-
leri olusturan mantar genellikle protein katalizini en-
gelleyip fenolik bilesikler uretir; bu da polimeraz ve
restriksiyon enzimlerin aktivitesini engeller. Liken-
lerden DNA ekstraksiyonu yapilirken, bircok tiirde bu-
lunan yuksek konsantrasyonlu polisakkaritler dikkat-
lice ayrilmalidir. Bu amacla, likenlerden DNA izole e-
derken CTAB (etil-trimetil amonyum bromir) (14,
17), Si0, (15), rezin gibi maddeler veya kromotografik
kolonlar kullanilarak ilave saflastirma yapilmasi ge-
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rekmektedir (20).

Basarili bir DNA izolasyonu yapabilmek icin
genellikle taze liken materyali kullanilmalidir.
Ancak, her zaman taze materyale ulasilamaya-
cagindan herbaryum koleksiyonlarinin kullanimina
yonelik calismalar da yapilmistir (18). Son yillarda,
herbaryumda bulunan mantarlardan ve likenlerden
bozulmamis DNA izole edildigi belirlenmistir
(11,21,22). Ancak herbaryum materyallerinde farkli
likenler ve mantarlar arasinda DNA'nin elde edilme-
sinde saflik orani degisiktir. Liken Grneginin yasi
10'dan fazla ise bazi liken tirlerinden (6rnegin
Usnea) yeterli miktarda DNA elde etmenin zor oldu-
gu belirtilmistir (23). Buna karsin 30 yillik herbar-
yum ornegi olan Multiclavula mucida'dan izole edi-
len DNA'da cok miktarda PCR uriini elde etmek
mumkiin olmustur (23). Aras ve Cansaran (2006) her-
baryumda bulunan farkli liken orneklerinden dizi
analizi yontemi uygulanabilmesi icin DNAizolasyonu
protokolu gerceklestirmislerdir. Her biri en az 8 yil-
lik olan liken orneklerinden optimum kosullarda DNA
izolasyonu saglamislardir. Boylelikle likenlerden
DNA izolasyonunu saglayan bu protokol ile herbar-
yum orneklerinden daha hizli ve giivenilir DNA Grini
elde etmislerdir (24).

Gargas ve arkadaslarinin 1994'de buzul kapl
alanlarda gelisen likenlerin DNA'sin1 izole etmek icin
calismislardir. Buzullar eridikten sonra ortaya ¢ikan
Umbilicaria cylindrica liken tiirinden DNA izole et-
mislerdir. Bu tiiriin, Radiokarbon doneminde 1300
yil buz altinda kaldigi ileri siirtilmektedir. Basarili bir
sekilde DNA'nin PCR ile cogaltilabilmesi, materyalin
iyi bir sekilde korunmasi ile mumkuindur. Bu nedenle
ozenle korunmus liken ve mantar ornekleri uzun za-
man periyodu icerisinde genetik farkliiklarini ince-
lemek icin kullanilabilir (25).

LIKENLERDE POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONUNA (PCR) DAYANAN UYGULAMALAR

Likenlerde siniflandirma, liken olusturan man-
tarin tanimlanmasi ile olur. Bu nedenle, likenler ile
yapilan molekiiler calismalarin ¢ogu, birliktelikteki
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mantarin (mycobiont) cekirdek ribozomal genleri ile
yapilmistir. Likenin yapisinda ortak olan fotosentetik
organizmalarin (alg ve siyanobakteri) genetik ma-
teryalinin cogaltilmas iki sekilde engellenebilir. ilki,
likenin tallusundan mantar materyali cesitli yon-
temlerle izole edilebilir, ikincisi ise oligoniikleotid
primerler ile mantarin DNA'si secilip cogaltilabilir. An-
cak birliktelikteki ortaklardan alg veya siyano-
bakteriler DNA izolasyonununda veya PCR tekniginin
uygulanmasinda genellikle problem vyaratmazlar.
Mantarin ribozomal DNA (rDNA)'st ile calisildigi zaman
ise PCR'da bazi anormallikler meydana gelebilir. Yapi-
lan baz1 calismalarda primer cifti, taze materyal
kullanilsa bile hedef bolgeyi her zaman cogalt-
mayabilir. Diger taraftan, liken 6rnegine diger mantar
tlrleri tarafindan kontaminasyon olmadigi durum-
larda bile bircok PCR uriini meydana gelebilir. Bunun
nedeni secilen primer bolgelerinde insersiyon (ekle-
me)'larin olmasi olarak aciklanabilir. Cuinki bu inser-
siyonlar mantarlarin rDNA'sinda oldukca cok bulunur
ve bu durum daha da dikkatli calismay1 gerektirir
(21).

A- Likenlerde Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA (RAPD) Uygulamalari

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)
teknigi ile taksonomik olarak birbirine cok yakin
tirlerin farklilk dereceleri belirlenmekte ve tir ici
varyasyonlar tanimlanabilmektedir. Ozellikle farkl
habitat ve populasyonlarda varyasyon gosteren
orneklerin molekiiler filogenisi belirlenerek tak-
sonomik degerleri kesin olarak ortaya konula-
bilmektedir. Kisa primerler, genetik isaretleyici ola-
rak kabul edilen fragmanlarin rasgele cogaltilmasi i-
¢in kullanmlmaktadir. Bu teknik tim genomun lze-
rindeki farkliiklar degerlendirmek icin kullamlabilir.

Likenlerin yapisinda bulunan mantarlara RAPD-
PCR teknigi uygulanirken karsilasilan en biiyiik sorun,
RAPD primerlerinin mantara 6zgii olmamasidir. DNA
izolasyonun tim liken tallusuyla veya alg iceren apo-
tesyumla yapilmis calismalan cok glivenilir sonuclar
vermemistir; ¢cunku bu yontemle her iki simbiontun
DNA's1 da cogaltilmis olmaktadir. Son yillarda RAPD

46 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

LIKENLER VE MOLEKULER BiYOLOJI

teknigi uygulamasi ile yapilan calismalarda, apo-
tesyumun (askusdan spor tasiyarak) veya tallusun
alg icermeyen kisimlarin1 (6rnegin; biatorine apo-
tesyum, liken orneginin merkezi ipligi, kabuksu li-
kenlerin medulla kism1) veya aksenik kiiltlire alinan
liken 6rneginin mantar kisminin DNA'sin1 izole ede-
rek bu soruna cozim getirilmistir (20). Yapilan bir-
cok calismada, podesyum (26), basid (27), askus
(15) ve rizinlerden (17) basanli DNA izolasyonlari ve
bunun sonucunda RAPD-PCR teknigi uygulanabildigi
belirlenmistir.

Degisik bolgelerdeki liken populasyonlari arasin-
daki farkliliklarin belirlenmesi ile karsik bant de-
senlerinin oldugunu gosteren calismalar bulunmak-
tadir (28). Murtagh vd. 1999'da Graphis scripta'nin
RAPD teknigi ile filogenetik analizini yapmislardir.
DNA izolasyonu hem tallusun timinden hemde
tallustan aksenik kiilturle izole edilen mantar kismi
ile izolasyonunu yapip degerlendirmislerdir. Ca-
lismanin sonucunda, aksenik kiiltur ile mantar kismi
izole edilerek calisilan liken materyalinden DNA izo-
lasyonundan ve PCR uygulamalarindan daha saglikli
sonuclar alindigin1 gostermislerdir (29) (Sekil 1).
Honegger ve Zippler (2007)'de Parmeliaceae, Rama-
linaceae ve Physciaceae familyalarina ait tirlerde
tek spor izolasyonu yontemi ile genomik DNA'yi
RAPD-PCR yontemi kullanarak analiz etmislerdir
(30).

B- Likenlerde Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara
Bolgeler (ITS)ile ilgili Uygulamalar

Cekirdek rRNA'daki tekrar birimleri [Grnegin;
Transkripsiyonu Yapilan ic Ara Boélgeler (ITS)] izl
evrimlesir ve cins veya populasyonlar icinde tirler
arasindaki farkliliklar gosterir (31). Likenlerde PCR
yontemiyle ITS bdlgesinin dizi analizi yontemi ile
calisilabilmesi icin, likenin mantar kisminin DNA's:
cogaltiirken en onemli ve uygun metot PCR pri-
merleri olarak spesifik-mantar oligoniikleotidlerinin
kullanmlmasidir. Mantara ozgu spesifik primerlerin
olmasi bu yontemi kullanirken, likenin mantar, alg
ve siyanobakteri iceren tallusunun timinden DNA i-
zole etmeyi mumkun hale getirmistir. Likenler icin
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OPAO3

OPA11

OPA18 OPAJO4

Kb 1234567891011 121314151617 1819202122

Sekil 1. Graphis scriptamin OPAO3, OPA11, OPA18, OPAJ04 primerleri ile calisilmis RAPD-PCR jel goruintisu.

1. bant molekiiler markir; 2. bant Graphis scripta DNA; 3., 8., 13 ve 18. bantlar aksenik kilturden izolasyon ile ayrilmis mantarin PCR
triinleri; 4., 9., 14. ve 19. bantlar 6rnegin tallusundan izolasyonu yapilarak elde edilen PCR iriinleri; 5., 10., 15. ve 20. bant liken
orneginden aksenik kiltiir yontemi ile ayrilmis mantar kismimin PCR Uriinleri (tekrar); 6., 11., 16. ve 21. bantlar 6rnegin tallusundan
izolasyonu yapilarak elde edilen PCR iiriinleri (tekrar); 7., 12., 17. ve 22. bantlar kontrol.

yaklasitk 9 adet spesifik mantar primeri bulun-
maktadir ve bunlar ribozomal DNA (rDNA)'min kiiciik
alt unitesinde (SSU) dizi analizi yontemi icin uygun
primerler olarak belirlenmistir (32-34). Optimize
edilmis PCR sartlarinda kullanmlmas1 gereken primer
ciftleri icinden spesifik mantar primerlerinden yal-
mizca biri yeterlidir (Ornegin ITS1, ITS1F, ITS4 pri-
merleri gibi). Bu primerler likenin mantar kisminda
rDNA'ya ait ara bolgeleri (ITS) kopyalayarak co-
galmasini saglar (27, 34). PCR uygulamasi icin farkl
primer ciftleri ile hedef bdlgenin cogaltilmasi tavsiye
edilir. PCR driinlerin ¢ogaltilmas ve dizi analizi yon-
temi uygulamalar icin kolaylik ve cabukluk saglar. Li-
kenin yapisinda bulunan mantarin PCR Urinlerinden
dizi analizi yontemi en cok uygulanan tekniktir ve gu-
numiizde otomatik dizi analizi sistemi kisa zamanda

genomdaki dizi hakkinda bilgi edinmeye izin ver-
mektedir.

Dyen ve Murtagh (2001) Dogu Antartika'da
Vestfold Tepelerinde bulunan Buellia frigida ve
Xantharia elegans liken tiru ile yaptiklan calis-
madaki genetik varyaslarini oldukca diisiik oldugunu
kaydetmelerine karsin, degisik bolgelerden topla-
nan X. elegansin tur icinde dahi oldukca yuksek ge-
netik varyasyon gosterdigi ITS bdlgelerinin ince-
lenmesi ile ortaya ¢ikarilmistir (35).

Murtagh ve arkadaslan (2002) degisik cografik
lokalitelerden ve iklim sartlarindan toplanan X. ele-
gans ornekleri ile yaptiklarn calismada ITS bolge-
lerinin incelenmesi yani sira RAPD teknigi de uygula-
mislardir. Her iki teknik de oldukca yiiksek genetik
varyasyonun varligini ortaya koymustur (36).
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Krzeminska ve arkadaslan Cetraria cinsinde mo-
lekuler tayin anahtarlar olusturmak uzere Restrik-
siyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizi ger-
ceklestirmislerdir. Bu analizde yine ITS bolgeleri
PCR'la cogaltilmis ve restriksiyon kesim enzimleri
(RE) ile kesilmistir. Sonucta elde edilen polimorfizimi
ifade eden degisik bant desenleri ile molekiiler ta-
nmlama anahtarlari olusturulmustur (37).

Literaturde, rDNA, ITS bolgeleri incelenerek ge-
netik farklilik ve benzerlikleri tanimlanan daha bircok
liken turd bulunmaktadir. Hogberg ve arkadaslan
(2002) Letharia vulpina turiinun kitalararasi popiilas-
yonlarinin genetik farklilasmasini calismislardir (38).
Grube ve Arup (2001), Physciaceae familyasina ait de-
gisik cinsleri yine ITS verilerine gore degerlen-
dirilmistir (39). Rios ve arkadaslar (2002) Rimularia
insularis'e ait ITS verilerini calismalarinda kullan-
mislardir (40). Martin ve arkadaslar (2003) ise Diplos-
chiestes genusunun molekiiler filogenisini (41), Can-
saran ve ark.'lar1 2006'da Rhizoplaca genusunun (42),
Aras ve ark.lan ise 2007'de Aspicilia genusunun ITS
bolgesinin dizi analizini yaparak incelemislerdir (43).

Ayrica son yillarda rRNA'daki ITS bolgesinin cogal-
tilmasi ile yapilan calismalara ilave olarak, genomda
daha detayli incelemeler yapilmaya baslanmistir.
Hofstetter ve ark. 2007'de Lecanoromycetes sinifina
ait turlerde protein kodlayan RPB1 ve RPB2 geni ve
ribozomal RNA'y1 kodlayan cekirdek kiicik alt tinitesi
(nucSSU), cekirdek buyuk alt Unitesi (nucLSU) ve mi-
tekondri kicik alt Unitesinin tumiini kapsayan
incelemelerde bulunmustur. Bu calisma maksimum
olasilikli bootstrap istatistiksel analizi ile yorum-
lanmistir.  Yapilan filogenetik analizler sonucunda
Lecanoromycetes'in alt gruplarnn olan Acarospo-
romycetidae, Ostropomycetidae ve Lecanoromyce-
tidae'e ait tirlerin aynmin net bir sekilde yap-
mislardir (44). Yine, Gueidan ve ark.lar1 2007'de Ver-
rucariaceae familyasina ait 83 liken turiinde coklu
lokus filogenisini inceleyerek (cekirdek buyuk alt tni-
tesi, cekirdek kuclk alt Uinitesi ve RPB1) sistematik
dizilimini tekrar yapilandirmislar. Boylelikle morfolo-
jiye dayali olan simiflandirmay1 molekiiler filogeni a-
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nalizleri ile saglamlastirmislardir (45).

SONUC

PCR teknigi, liken yapisindaki mantarin ¢ekirdek
rDNA'sindaki genetik farkliigin arastirilmasi icin
milkkemmel bir teknik olarak karsimiza cikmaktadir.
Dizi analizi yontemi ile yapilacak yeni calismalarla
birlikte liken filogenisini daha iyi anlayabilmemize
cok fazla katkida bulunacaktir. Ornegin, Ascomy-
cetes sinifinin farkli ordolarinin bircok turiine mole-
kiiler biyoloji teknikleri uygulanarak, liken birlikte-
ligindeki lyelerin evrimsel yorumu iizerine goris-
lerimizin artmasi saglanacaktir.

Yapilacak yeni calismalarla liken populasyonlari,
familya, genus ve turleri arasinda ve kendi icindeki
evrim siireci hakkinda bilgimizi artiracaktir. Boylece
likenin yapisindaki mantarin farkli gruplar icindeki
filogenetik ayrimi ile kimyasal ve morfolojik karak-
terler ile genetik bilgi arasinda baglanti kurmak
mumkun olacaktir.

ITS bolgeleri, rDNA'daki buyik alt tinite (LSU) ve
protein kodlayan genler filogenetik calismalar icin
kullanilacak karakterlerin onemli kaynaklar olarak
molekiiler sistematik bilgilerine eklenecektir.
Molekiiler teknikler kullanlarak yapilacak ¢calisma-
lar oniimiizdeki yillarda liken sistematiginde daha
net ayrimlar yapilabilmesini olanak saglayacaktir.
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OZET

Deniz Uriinlerine bagli meydana gelen zehirlenmeler toksin iceren kabuklu su Urinleri ya
da baliklarin tiiketimi sonucu gelisir. Kabuklu su Uriinleri zehirlemelerine; deniz taragi, midye
ve istiridye gibi deniz kabuklularinin beslendigi planktonik algler (siklikla dinoflagellatlar) ta-
rafindan salinan bir grup toksin neden olur. Zararl alglerin neden oldugu kabuklu su iirlini
zehirlenmelerinin en onemli klinik belirtileri; paralizi, diyare, norotoksisite ve amnezidir. Tok-
sin iceren baliklarin tiikketimine bagli sekillenen zehirlenmeler cogunlukla toksinlerin isimleri
ile anilan Ciguatera zehirlenmesi, Skombroid zehirlenmesi, Puffer balik zehirlenmesi, Pfieste-
ria piscicida zehirlenmesi seklinde adlandinlir. Toksin direkt olarak deniz kabuklular ve balik-
lara zarar vermezken bu Urunleri yiyen insan veya bazi etcil hayvanlarda zehirlenmelere sebep
olur. Bu derlemede insan saglig1 agisindan 6nemli olan baz1 toksinlerin 6zellikleri, neden olduk-
lan zehirlenme cesitleri, insanlarda meydana getirdikleri patolojik bozukluklar ve korunma
yontemleri ele alinmistir.

Anahtar Sozciikler: Kabuklu su urinleri zehirlenmesi, deniz toksinleri, planktonik su
yosunlari

ABSTRACT

Seafood poisoning arises as a result of consuming fish or shellfish containing toxins. Shell-
fish poisoning is caused by a group of toxins elaborated by planktonic algae (mainly dinofla-
gellates) which are consumed by shellfish like scallops, mussels and oysters. The most signi-
ficant clinical symptoms of shellfish poisonings are paralysis, diarrhea, neurotoxicity and am-
nesia. The poisonings are usually named after the toxins causing them, e.g., Ciguatera, Scom-
broid, Puffer fish and Pfiesteria piscicida. Although the toxins do apparently not harm the
shellfish and fishes, humans or animals eating toxic seafood may become poisoned. In thisre-
view, the characteristics of selected toxins and poisonings relevant to public health, the patho-
logical complications they cause in humans and their prevention are discussed.

Key Words: Shellfish poisoning, marine toxins, planktonic algae.
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GIRIS

Deniz lirlinleri tiiketimine bagli zehirlenmeler; vi-
rislerden (Hepatitis A, Norwalk virus, Poliovirus),
bakterilerden (Listeria monocytogenes, Vibrio chole-
rae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vib-
rio mimicus, Vibrio hollisae), parazitlerden (Anisakis
simplex, Pseudoterranova decipiens, Eustrongylides
excisus, Diphyllobothrium latum) ve toksinlerden
kaynaklanmaktadir (1). Dinoflagellata ad1 verilen tek
hiicreli, mikroskobik alglerin Urettigi baslica tok-
sinler; saksitoksin, yessotoksin, brevetoksin, domoik
asit ve pektenotoksindir. Bu toksinler suyun rengini
kirmizi ve kahverengiye cevirirler. Bu olaya “red tide-
kirmizi akint1” adi verilir. Bu sularda yasayan ve filt-
rasyonla beslenen midye, deniz taragi ve istiridye gibi
canlilar alglerdeki toksini biinyelerine alirlar, bu de-
niz Urunlerinin insanlar tarafindan tiiketilmesi sonucu
da zehirlenme tablosu gelisir (2). Dinoflagellat ve dia-
tomlanin Urettigi toksinlerdeki farkliiga bagli olarak
meydana gelen zehirlenmeler; paralitik kabuklu su G-
runi zehirlenmesi, diyaretik kabuklu su triini zehir-
lenmesi, norotoksik kabuklu su urini zehirlenmesi,
amnezik kabuklu su Uriinii zehirlenmesi ve Pfiesteria
piscicida zehirlenmesi olarak adlandinlmaktadir (2-
4). Baliklar tarafindan dretilen toksinler ise cigua-

Tablo 1. Kabuklu su iiriinlerinin neden oldugu zehirlenmeler (1).

DENIZ URUNLERINE BAGLI ZEHIRLENMELER VE ETKILERI

toksin, maitotoksin, skaritoksin ve tetradotoksindir
(Tablo 1,2).

Deniz Uriinlerinin icerdigi toksinlerin cogunlugu
1stya karsi direncli oldugundan pisirme ve diger is-
lemlerle inaktive olmazlar. Ayrica bu toksinler go-
riniim ve lezzet olarak da tespit edilemediklerinden
onemli halk sagligi risklerine neden olmaktadirlar
(5). Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) her yil g1-
da kaynakli hastaliklardan tahminen 76 milyon kisi-
nin hastalandig1 ve bunlarin 5.000'nin ise 6ldiigi bil-
dirilmektedir. ABD Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)
tarafindan 1998-2002 yillar arasinda 221 adet kim-
yasal kaynakli gida zehirlenmesi meydana geldigi,
bu zehirlenmeler icinde en cok 84 vaka ile Ciguatera
balik zehirlenmesinin yer aldigi bildirilmistir. Yine
ayni merkez tarafindan 2005 yilinda yapilan arastir-
mada ise 40 adet kimyasal kaynakli gida zehir-
lenmesi meydana geldigi bunun 11'inde Ciguatera,
24'inde ise skombrotoksin izole edildigi bildiril-
mistir (6).

1. KABUKLU SU URUNLERININ NEDEN OLDUGU
ZEHIRLENMELER

A. Paralitik Kabuklu Su Uriinii Zehirlenmesi

Paralitik kabuklu su Urlnid zehirlenmesi

intoksikasyon Toksijenik mikroorganizma Toksin Sorumlu deniz iiriinii

PSP Alexandrium catenalla Saksitoksin Midye
Alexandrium tamarensis Neosaksitoksin Midye
Alexandrium minutum Gonyatoksin (1-6) D. Tarag
Pyrodinium bahamense Diger saksitoksin istiridye

deriveleri (12-16)

Gymnodinium catenatum

DSP Dinophysis fortii Okadaik asit Midye
Dinophysis acuminata Dinofisis toksin (1-3) D. Tarag
Dinophysis acuta Pektenotoksin (1-6) Midye
Dinophysis mitra Yessotoksin
Dinophysis sacculu
Prorocentrum lima

NSP Karenia brevis Brevetoksin istiridye

Midye

ASP Nitzschia pungens Domoik asit D. Tarag

Nitzschia australis Midye

PSP: Paralitik kabuklu su Uriinii zehirlenmesi
DSP: Diyaretik kabuklu su uiriinii zehirlenmesi
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Tablo 2. Baliklarin neden oldugu zehirlenmeler (1).
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intoksikasyon Toksijenik mikroorganizma Toksin Sorumlu deniz iiriinii
Ciguatera Gambierdiscus toxicus Ciguatoksin Kaya balig
Ostreopsis lenticularis Maitotoksin
Skaritoksin
Skombroid Morganella morgani Histamin ve Skombroid
ve diger hisitidin diger biyojen balik tiirleri
bakteriler aminler Mahi mahi
Liifer
Puffer Vibrionacea Tetradotoksin Pufferfish
balik zehirlenmesi Pseudomonas spp Globefish
Photobacterium phosphoreum Toadfish

Pfiesteria piscicida P. piscicida
zehirlenmesi P. shumwayae

(Paralytic Shellfish Poisoning-PSP), toksik dino-
flagellatlarla beslenen deniz kabuklularinin tiiketil-
mesi sonucu insanlarda gastrointestinal ve norolojik
semptomlara neden olan ciddi bir hastaliktir. PSP'nin
ana nedeni Alexandrium catenella, Alexandrium mi-
nutum, Alexandrium tamarense, Pyrodinium baha-
mense ve Gymnodinium catenatum adi verilen dino-
flagellatlarin toksinleridir (7).

PSP toksinini bunyesinde iceren alglerin cift ka-
buklu yumusakcalar (midye, deniz taragi ve istiridye)
tarafindan alinmasi sonucu toksin bu yumusakcalarin
sindirim organlar ve yumusak dokularinda depo edi-
lir. Toksinle kontamine deniz kabuklularinin insanlar
tarafindan tuketilmesi sonucu insana bulasan toksin
zehirlenmelere neden olur (8).

Toksinin ozellikleri: PSP'den sorumlu dino-
flagellatlar sicaga ve aside dayanikli en az 12 toksin
uretirler. PSP toksinleri suda coziinebilen en giiclu
toksinler olarak bilinirler. Alexandrium catenella i-
simli dinoflagellatin irettigi toksininin 1mg1 bir ye-
tiskini oldurmeye yeterlidir (9). PSP toksinleri 20
farkli molekuler form icerirler ve karbamat tok-
sinleri, sulfokarbamil toksinleri ve dekarbamil tok-
sinleri olmak Uzere Uc ana gruba ayrilirlar. En toksik
grup; karbamat toksinleridir (saksitoksin, neosaksi-
toksin ve gonyatoksin). Bunu dekarbamil toksin grubu

izler, daha sonra da N-sulfokarbamil toksinleri (C-
toksin) gelir (Tablo 3). PSP toksinlerinden sak-
sitoksin ilk karakterize edilen ve en iyi anlasilan tok-
sin olup normal pisirme, dondurma ve buhar gibi is-
lemlerden etkilenmez (7, 10). Saksitoksinin maksi-
mum kabul edilebilir diizeyi 80 pg toksin/100g 'dir
(11).

Semptomlar: Paralitik kabuklu su triinu zehir-
lenmesinde, kontamine kabuklu su urinlerinin tike-
timinden 5-30 dakika sonra agizda yanma, karin-
calanma, yiiz ve boyuna ilerleyen uyusukluk, ciddi
olgularda; kol, bacak, parmaklarda uyusukluk, koor-
dinasyon bozuklugu ve solunum giicliigui gelisir. Yiik-
sek miktarda toksin alindig1 zaman yutkunma giiclii-
g, bogazda daralma hissi, konusmada tutukluk, go-
giis ve karin kaslarinda paralizi goriilir. Ciddi olgu-
larda 2-12 saat icinde solunum felci sonucu 6lum o-
lur. 12 saati atlatan kisiler birkac giin icinde duze-
lirler. PSP' deki diger semptomlar ise bas agrisi, bas
donmesi, bulanti, kusma, idrara cikamama, gecici
gorus kayb1 ve biling kayb1 seklindedir (12). PSP ile
ilgili en dramatik ornek Alaska'da gorulmustur. 1990
yilinda Alaska Peninsula kumsalindan topladig1 mid-
yeleri tilkketen bir kisinin bir saat icinde agiz, yiiz ve
parmaklarda uyusukluk goriilmiis, iki saat sonra da
kardiyopulmoner arrest sonucu 6ldiigii bildirilmistir.
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Tablo 3. PSP toksinleri

DENIZ URUNLERINE BAGLI ZEHIRLENMELER VE ETKILERI

Karbamat toksinleri

Sulfokarbamil toksinleri

Dekarbamil toksinleri

Saksitoksin,
Neosaksitoksin
Gonyatoksin 1,2,3,4

Gonyatoksin 5, 6

Adlandinlmams

Yapilan incelemelerde hastanin mide iceriginde 370
pg/100g, midye orneklerinde ise 2650ug/100g duze-
yinde PSP toksininin saptanildigi belirtilmistir (11).

Mortalite: Toksinin oral yolla 1-4 mg alinmasi bir
insan1 oldiirmeye yeterlidir (13). PSP bagl gelisen
zehirlenmelerin %15-19 unun 6limle sonuglandig bil-
dirilmistir (11).

Patogenez: Saksitoksinler sodyum iyonlarinin si-
nir hiicre membranindan gecisine gecici olarak engel
olurlar. Bu bloklamanin mekanizmasi tam olarak acik-
lanamamistir. Sodyum gecisinin engellenmesi sonucu
solunum giicligii ve yiiz felci meydana gelir. Olusan
bu semptomlar toksin viicuttan atildiktan sonra bir-
kac saat icinde kaybolur (14).

B. Diyaretik Kabuklu Su Uriinii Zehirlenmesi

Diyaretik kabuklu su iriint zehirlenmesi (Diarr-
hetic Shellfish Poisoning- DSP), Dinophysis acumi-
nata, D.caudata, D. fortii, D. mitra, D. rotundata,
Prorocentrum lima, P. elegans, P. hoffmannianum ve
P.concavum ad verilen dinoflagellatlarin irettigi tok-
sinler (okadaik asit, dinofisis toksin, yessotoksin ve
pektenotoksin) tarafindan meydana getirilir (15).
Buna bagli ilk zehirlenme olgusu 1960 yilinda Hollan-
da'da bildirilmistir. Bunu takiben 1976 ve 1982 yillan
arasinda Japonya'da toksinle kontamine kabuklu su u-
runlerinin tiiketilmesi sonucu 1300 kisinin hasta-
landig1 bildirilmis ve yapilan incelemeler sonucu ze-
hirlenmeye Dinophysis fortii ve D. acuminata ad1 ve-
rilen dinoflagellatlarin neden oldugu belirlenmistir
(16).

Toksinin ozellikleri: Diyaretik kabuklu su urlinu
zehirlenmesine neden olan toksinler okadaik asit, di-
nofisis toksini, pektenotoksin ve yessotoksindir. Bu
toksinler yagda c¢oziinebilen polieter bilesiklerdir. Bu
grup icinde kimyasal olarak karakterize edilen ilk tok-
sin Prorocentrum sp.' den elde edilen okadaik asittir
(17).

Semptomlar: Kabuklu su uriiniiniin alinmasindan
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yaklasik 30 dakika ile 12 saat (ortalama 4 saat) sonra
semptomlar sekillenmekte ve yaklasik 3 guin icinde
hicbir belirti kalmadan kaybolmaktadir. Hastalarda
tipik olarak ishal (% 92), bulant1 (% 80), kusma (%
79), karin agnis1 (% 53) ve soguk alginligi belirtileri (%
53) gortilmektedir (12). Kronik olarak etkene maruz
kalinmasi sonucu nadir olarak hastalarda mide tu-
mori olustugu bildirilmistir (18).

Mortalite: Diyaretik kabuklu su urlniu zehir-
lenmesi ile ilgili olarak olum olay1 bildirilmemistir
(19).

Patogenez: Okadaik asit ve dinofisis toksinleri
timor aktivitesini uyarici etkiye sahiptirler. Dino-
physis toksininin bagirsak mukozasina zarar verici
etkisinin de oldugu bildirilmistir. Akut karaciger ha-
sarina neden olan Pektenotoksin ve yessotoksin ise
hepatotoksik toksinler olarak kabul edilmektedir
(20).

C. Norotoksik Kabuklu Su Uriinii Zehirlenmesi

Norotoksik (sinir sistemini etkileyen) kabuklu su
uriini zehirlenmesine (Neurotoxic Shellfish Poi-
soning-NSP) eski adlandirmada Gymnodinium bre-
ce, yeni adlandirmayla Karenim brevis ad1 verilen
bir dinoflagellat neden olmaktadir. K.brevis foto-
sentetik bir canlidir ve biyolojik 1s1ldama (biyo-
limiinesans) 6zelligi ile de kendi 1s181m Uretir (21,
22). K. brevis ilk olarak Meksika korfezi ile Florida
kiyilarinda izole edilmistir. Bu organizma dis etken-
lere oldukca duyarli olduklarindan dalgalar, riizgar
ve diger mekanik etkilerden kolaylikla etkilenirler.
K. brevis ile kontamine deniz kabuklularinin tuketil-
mesi sonucu insanlarda norolojik, gastrointestinal
ve solunum giicliigii gibi semptomlar gelisir (23).

Toksininin ozellikleri: K. brevis tarafindan ure-
tilen brevetoksin (PbTx-1'den PbTx-10'a kadar) non-
protein yapida, yagda eriyebilen, 1s1ya, aside daya-
nikli polieter bir norotoksindir (24).

Semptomlar: Norotoksik kabuklu su Uriiniu
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semptomlar iki sekilde ortaya cikar. Bunlardan il-
kinde; akut gastorenterit ve norolojik semptomlar,

digerinde ise solunum sistemi semptomlar1 goriiliir

(25, 26).Brevetoksin iceren kabuklu su urinunun sin-
dirilmesinden 15 dakika ile 18 saat icinde (ortalama 3
saat) karin agnsi, bulanti, kusma ve ishal gelisir. Tok-

sinden ilk etkilenen organ agizdir. Agizda uyusukluk

ve karincalanma hissi meydana gelir. Bunu takiben fa-
renks, dudak ve viicutta paresteziler ortaya cikar, da-
ha sonra ise hareket giicliigii, felc ve son olarak da ko-
ma gelisir.

Brevetoksine solunum yolu ile maruz kalinmasi so-
nucu ise solunum sistemini etkileyen semptomlar ge-
lisir. K. brevis ad1 verilen dinoflagellatlar oldukgca has-
sas canlilardir. Bu dinoflagellatlarin dis kabuklar dal-
ga hareketleri ile kolaylikla kirnlir ve icerdikleri toksin
su yuzeyine salinir. Brevetoksin havada su zerrecikleri
icinde asili halde kalir. Denizde yiizen insanlarin bu
toksini solunum yoluyla almasi sonucu ust solunum
yollarinda ve bogazda yanma, g6z ve burunda irri-
tasyon, bronslarda daralma ve solunum giicliigii gori-
lur (24).

Mortalite: Norotoksik kabuklu su uriniu zehir-
lenmesi ile ilgili olarak olum olay1 bildirilmemistir
(19).

Patogenez: Sinir hiicre membraninin ic yuzu ne-
gatif, dis yuzu pozitif yik tasir. Membranin ic ve dis
yuzu arasindaki farklilik elektriksel gerilim farkina
neden olur. Bu farkliligin nedeni Na ve K iyonlarinin
hiicre ici ve hucre disinda farkli konsantrasyonda
bulunmasidir. Sinir hiicresine bir uyari geldigi zaman
membranin gecirgenligi artar ve Na iyonlar hiicre
disina, K iyonlan hiicre icine dogru hareket eder ve
denge bozulur. Bu dengesizligi gidermek icin hiicre
membraninda bir aktif transport mekanizmasi bu-
lunur. Buna Na-K pompasi denir. Na-K pompasi enerji
gerektiren bir olaydir ve bunun icin gerekli olan enerji
ATP nin hidrolizinden elde edilir. ATP'nin hidrolizi ise
membranda yer alan ve Mg un varliginda aktive olan
Na-K ATP'az enzimi ile gerceklesir. Normalde sinir ile-
timi saglandiktan sonra Na kanallar1 kapanir ve din-
lenme potansiyeline gelir (27). Fakat viicuda toksin
girdigi zaman toksin Na pompasini etkileyerek hiicre-
nin surekli depolarize kalmasina neden olur. Breve-
toksin yiiksek oranda sodyum kanallarina baglanir.
Normalde kapali olan sodyum kanallar acilir, iskelet
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kaslarina noromuskular iletim gecisi engellenir. Bu-
nun sonucu olarak da insanlarda norotoksik etkiler
meydana gelir (28).

D. Amnezik Kabuklu Su Uriinii Zehirlenmesi

insanlarda hafiza kaybina yol acan amnezik ka-
buklu su urunu zehirlenmesine (Amnesic Shellfish
Poisoning - ASP) tek hiicreli su yosunu olan diatomlar
(Pseudo-nitzshia) tarafindan uretilen “domoik asit”
neden olmaktadir. ilk domaik asit zehirlenmesi 1987
yilinda Kanada'da goruilmiuis, bu olguda toksinle kon-
tamine midyelerin tiiketilmesi sonucu 150'nin lize-
rinde kisinin etkilendigi ve 4 kisinin de 6ldiigi bildi-
rilmistir (29). Daha sonra 1991 yilinda Kalifor-
niya'nin Monterey korfezinde 100'Un lzerinde olu
kus bulunmus ve yapilan calismalarda yuksek diizey-
de domoik asit tespit edildigi bildirilmistir (30).

Toksinin ozelikleri: Amnezik kabuklu su urtinu
zehirlenmesinden sorumlu asil toksin domoik asittir
(DA). Domoik asit Pseudo-nitzshia turune ait cok
sayida mikroalg tarafindan uretilen bir kainoid ami-
noasittir (31). Domoik asit etkisini glutamat resep-
torlerine baglanarak gosterir (32) ve deniz canli-
larindan izole edilen 10 izomeri vardir (isodomoik
asit A dan Ha kadar ve domoik asit 5’ diastereomer)
(24). Domoik asit ve izomerleri suda c¢ozundurler,
1stya, pisirme ve dondurma islemlerine dayanikli,
aside ise duyarlidirlar (31). Domoik asidin Avrupa
Birligi direktifi 97/61/EEC'ye gore insanlar tara-
findan kabul edilir diizeyi 20 ug DA/g dir (33).

Semptomlar: Domoik asitle kontamine deniz i-
runlerinin tuketilmesinden 24 saat sonra kiside bu-
lant1, kusma, bas agrisi, ishal ve karin kramplari sek-
linde gastrointestinal semptomlar gelisir. Bunu takip
eden 48 saat icinde ise hafiza kayb1, yonuni sasirma
gibi sinirsel semptomlar sekillenir. Ciddi olgularda
ise felc, koma ve olum gorulir (34).

Mortalite: Domoik asit ( DA ) zehirlenmesinde
mortalite oram %3'dur. Maymunlar tGzerinde yapilan
calismalarda oral yolla 20-29 pg domoik asidin alin-
mas1 sonucu 2 ile 6 saat icinde gastrointestinal
semptomlarin meydana geldigi belirtilmistir. Do-
moik asidin farelerdeki LD , diizeyi ise 3,6 mg DA/kg
olarak bildirilmistir (35).

Patogenez: insanlar tarafindan 200 pg/g domoik
acid iceren midyenin tiiketilmesi sonucu hafiza kay-
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b1 meydana geldigi ve yapilan otopsi sonucunda ise
beynin hipokampus bdlgesinde nekroz gelistigi bil-
dirilmistir. Sicanlara deneysel olarak (2 mg/kg) do-
moik asit verilmesi sonucu ise limbik sistemde felc,
hafiza kayb1, yuruyus bozukluklari ve hipokampusda
dejenerasyon olustugu bildirilmistir (31).

2. BALIKLARIN NEDEN OLDUGU ZEHIRLENMELER

A. Ciguatera Balik Zehirlenmesi

Ciguatera balik zehirlenmesi tropikal ve subtro-
pikal bolgelerde yasayan mercan kaya baliklarinin
tiketilmesi sonucu goriilen gastrointestinal ve noro-
lojik semptomlarla karakterize bir zehirlenmedir
(36). Zehirlenmeden sorumlu olan ciguatoksin ve
maitotoksin Gambierdiscus toxicus ad1 verilen dino-
flagellatlar tarafindan uretilmektedir. G. toxicus ilk
olarak herbivor baliklar tarafindan alinmakta daha
sonra besin zinciri ile karnivor baliklara gecmektedir.
insanlar ya herbivor baliklar ya da bu herbivorlar yi-
yen karnivor baliklan tiiketerek toksini alirlar. Diin-
yada her yil 20.000'in Uzerinde insan bu zehir-
lenmeden etkilenmektedir (37). Ciguatera zehirlen-
mesine baliklar arasinda en sik ispanyol uskumrusu
(Scomberomorus commerson) neden olmakla beraber
en tehlikeli tur barakudadir (Sphyraena barracuda).
Bunlarin yami sira kirmizi levrek (Lutjanus cam-
pechanus), cotira (Balistes capriscus), lipsoz (Lach-
nolaimus maximus), iskorpit (Scorpaena plumieri),
murana (Gymnothorax javanicus), hani baligi (Epi-
nephelus marginatus), akya balig1 (Seriola dumerili),
papagan balig1 (Scarus sp.) ve doktor balig1 (Acanthu-
rus dussumieri) gibi tirler de ciguatera zehirlenme-
sine neden olmaktadir (38).

Toksinin ozellikleri: Ciguatera toksinleri arasinda
ciguatoksin, maitotoksin ve skaritoksin yer almak-
tadir. Ciguatoksin, Gambierdiscus toxicus'dan izole e-
dilen yagda eriyen, renksiz, kokusuz ve tatsiz bir tok-
sindir. Pisirme, dondurma ve aside kars1 direnclidir
(39). Toksin siklikla bas, ic organlar ve yumurtada
birikir. Toksin balikta herhangi bir degisiklige neden
olmadigindan toksinli balik fark edilmeden tiiketilir.
Ciguatoksin baligin organlarinin ¢ikarilmasi sirasinda
direk olarak deriden emilerek elde karincalanmaya
neden olmaktadir (40). Ciguatoksin en guclu noro-
toksin olarak bilinmektedir. Faredeki letal doz degeri
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(LDy,) 0.35 pg/kg dir (32). Ciguatoksinin 0.1ug/kg
diizeyinde alinmas1 ise insanda oOnemli saglik
sorunlar gelismesi icin yeterlidir (41).

Semptomlar: Ciguatera zehirlenmesinde semp-
tomlar toksin iceren baligin tiiketilmesinden 15 da-
kika sonra agizda uyusukluk ve yanma hissi seklinde
baslar ve daha sonra kol ve bacaklara yayilir. 4 ile 6
saat icinde ciddilesir. Semptomlar gastrointestinal,
norolojik ve kardiovaskiiler sistemler olmak lzere
uc ana sistemi etkiler.

Gastrointestinal semptomlar, karin agrisi, bu-
lant1, kusma, ishal, sindirim giicligi ve karin kramp-
lar seklinde seyreder ve yaklasik 1-2 giin siirer. No-
rolojik semptomlar, toksin iceren baligin alimindan
birkac saat ile 3 giin arasinda degisen siirede baslar
ve birkag hafta siirer. Dil ve agiz ¢cevresinde uyusma,
karincalanma, diste agr, eklem, kas, kol ve bacak-
larda agn, giicsiizlik, ataksi, bas donmesi, gézde
bulaniklik, soguk ve sicagi ters basmasi, titreme, id-
rar yaparken agri, solunum paralizisi ve koma sek-
linde seyreder.

Kardiovaskiler semptomlar ise hastada aritmi,
bradikardi, tasikardi, hipotansiyon ve kalp blogu ge-
lismesi seklinde gorulur. Olusan bu semptomlar ge-
nellikle 2-5 glin icinde diizelir (41).

Mortalite: Ciguatera zehirlenmesinde mortalite
genellikle % 0,1'den azdir. Olgularin ¢ogu hafiftir.
Semptomlar birkac guin ya da bir hafta icinde orta-
dan kalkar. Ciddi olgularda iyilesme yavastir, aylar
ve yillar siirer. Oliim, genellikle kalp-damar siste-
minin baskilanmasi ve solunum kaslarinin felci ve hi-
povolemik sok sonucu goriilur. Ciddi olgularda noro-
lojik semptomlar haftalarca ve aylarca kalici olur.
iyilesme goriilmesinden birkac ay ya da yil sonra
semptomlar yeniden tekrarlar (39, 42).

Patogenez: Ciguatoksin organizmada kalp ve kas
hiicre sinirlerinde sodyum kanallarini etkiler. Hiicre-
ler arasinda sodyum iyonu artisina, Schwan hiicre-
leri ve aksonlara dogru ozmatik yolla siv1 gecisine
nedenolur (43).

B. Skombroid Zehirlenmesi

Skombroid zehirlenmesi, yiiksek diizeyde hista-
min ve diger vazoaktif aminleri iceren gidalann tii-
ketilmesi sonucu goriilen bir gida zehirlenmesidir.
Cogunlukla Scombroidea familyasina ait tuna (Thun-
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nus albacares), uskumru (Scomber scombrus), orki-
nos (Katsuwonus pelamis) ve palamut (Sarda sarda)
gibi baliklar ile az olarak da Scombroidea familyasina
ait olmayan liifer (Pomatomus saltatrix), ringa baligi
(Clupea harengus), hamsi (Engraulis encrasicolus),
sardalya (Sardinella longiceps), ve mahi-mahi (Cory-
phaena hippurus) gibi baliklarda ve yunuslarda bakte-
rilerin Gremesi sonucunda histamin ve diger vazoaktif
maddelerin iremesine bagli olarak gelisir. Bu nedenle
skombroid zehirlenmesine “histamin zehirlenmesi”
de denmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde son
on yil icinde skombroid balik zehirlenmesi olgularinin
arttigr  bildirilmistir.  1973-1986 yillar1 arasinda
Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol Merkezi
(CDC) tarafindan Columbia, Havai, California, New
York, Washington ve Connecticut'ta mahi-mabhi, tuna
ve lufer baliklarinin tuketilmesi sonucu 1096 kisinin
etkilendigi ve 178 skombroid balik zehirlenmesi olgu-
sunun tespit edildigi bildirilmistir (44).

Toksinin ozellikleri: Skombrotoksinin kimyasal
yapisi bilinmemektedir. Bu toksin i1siya, dondurma, pi-
sirme, dumanlama, kiirleme ve konserve etme gibi is-
lemlere direnglidir. Tatsiz ve kokusuz oldugundan do-
lay1 da duyu ile tespit edilmesi miimkiin degildir (45).

Semptomlar: Skombroid balik zehirlenmesinde
semptomlar diger bircok gida zehirlenmesinden daha
kisa siirede ortaya cikar. ilk semptomlar histamin ice-
ren baligin tilkketilmesinden sonra birkag dakika ile 2
saatlik sure icinde gelisir ve histamin reaksiyonuna
benzer olaylar meydana gelir. Yuzde kizariklik, sisme,
agizda karincalanma, yanma, aci1 biber tadi, bas don-
mesi, bas agrisi ve bulanti sikayetleri gorilir. Semp-
tomlarin ilerlemesi sonucu ylzde isilik, 6dem, kisa
stireli ishal ve karin agrist meydana gelir. Ciddi olgu-
larda goruste bulaniklik, dilde sisme, astim benzeri
semptomlar, solunum giicligli ve tasikardi gelisir.
Hastalik 1iml1 ve yumusaktir. Semptomlar genellikle
4-6 saat icinde diizelir. lyilesme nadiren 1-2 giinii asar.
immun sistemi baskilanmis kisilerde oral antihista-
minikler faydali olur (46, 47). Skombroid balik
zehirlenmesi ile iliskili olarak 1987 yilinda Albuquer-
que'de grillenmis mahi-mahi balig1, salata ve pasta yi-
yen 2 kisinin zehirlendigi bildirilmistir. Bu kisilerde
yemegi yedikten 45 dakika sonra semptomlarin orta-
ya ¢iktigi, 36 saat icinde ise kendiliginden diizeldigi
bildirilmistir. Bu durum Uzerine ABD Tarim Bakanligi
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Gida ve ilac Dairesi (FDA) tarafinda mahi-mahi ba-
liklarinda yapilan analizlerde histamin dlizeyinin
20mg/100g oldugu bildirilmistir (45).

Patogenez: Scombroidea familyasina ait ba-
Liklar uygun kosullarda muhafaza edilmedikleri tak-
dirde bakteriler liremekte ve baligin kas dokusunda
bulunan histidin, histidin dekarboksilaz enziminin
etkisiyle yaklasik 6-12 saat icinde histamine cev-
rilmektedir (45). Normal taze balikta histamin du-
zeyinin 1mg/100g iken bu diizeyin 20mg/100g1n
uzerine ¢ikmasi zehirlenme belirtilerine sebep ol-
maktadir (48, 49).

C. Puffer Balik Zehirlenmesi

Pasifik okyanusunda yasayan Puffer baligi ya da
diger tetrodotoksin (TTX) ireten Tetraodontidae
familyasina ait baliklarin (kirpi baligi, balon balig
ve giines balig1) tiiketilmesi sonucu ortaya cikan bir
zehirlenme tiirlidir. Bu zehirlenmeye “tetradon
balik zehirlenmesi” adi da verilmektedir. Zehir-
lenmeden sorumlu olan tetrodotoksin diger toksin-
lerde oldugu gibi algler tarafindan iretilmez. Son
yillarda yapilan calismalarda tetradotoksinin Vibrio-
naceae familyasi, Pseudomonas sp. ve Photobac-
terium phosphoreum'u kapsayan cesitli bakteri tur-
leri tarafindan sentezlendigi bildirilmistir. Puffer
baligi tiiketilmesi sonucu tetrodoksine bagli gelisen
zehirlenme vakalar 1951-1974 yillar arasinda Flo-
rida'da, 1977 yilinda italya'da, 1996 yilinda Kalifor-
nia'da gériilmiis ve bu vakalardan italya ve Florida'da
tic kisinin oldugu bildirilmistir (50).

Toksinin ozellikleri: Tetrodotoksin (TTX), non-
protein yapida, diisiik molekiil agirlikli, suda eriyen,
1stya dayanikli, beyaz kristal formunda, kokusuz bir
norotoksindir. Tetrodotoksinin farelerde LD,, degeri
10 ng, insanlardaki LD,,degeriise 5.0 - 8.0 ug/kg dir.
Toksinin 1 mghise bir insan oldirmeye yeterlidir (51).

Semptomlar: Puffer baliginin yenmesinden son-
ra yaklasik 20 dakika icinde dil ve dudaklarda uyu-
sukluk olur. Daha sonra yuz, kol ve bacakta felc, bas
agnsi, bulanti, kusma, karin agris1 gorilir. Nadir
olarak da yurimede giicluk gelisir. Toksikasyonun
ikinci asamasinda paraliziler ve solunum glicliigii ar-
tar, kisi hareket edemez, konusma giicliigii, kalp
aritmileri, sinirsel bozukluklar gorilur ve son asa-
mada ise 4-6 saat icinde olum gerceklesir (52).
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Mortalite: Japonya'da 1974 den 1983'e kadar 646
Puffer balik zehirlenmesi olgusunun meydana geldigi
ve bunlarin 179'unun o6limle sonuglandigi bildiril-
mistir. Yine ayn1 lilkede tetradotoksine bagl her yil
yaklasik 200 vakanin belirlendigi ve mortalitenin de
%50 oldugu bildirilmistir (50).

Patogenez: Tetrodotoksin (TTX) secici Na+ ka-
nallarini bloke ederek etki gosterir. Toksin kanal bo-
yunca Na iyon diffuzyonunu onler, K+ iyon akisinda
belirgin bir etki meydana getirmez. Boylece toksin
sinir hiicreleri ve aksonlari boyunca sinir impulslarinin
iletimini bloke ederken, sinir hicrelerinde aksiyon
potansiyelini artirir ve depolarizasyonu da onler (51).

D. Pfiesteria piscicida Zehirlenmesi

Yiizbinlerce baligin 6limiine neden olan bir di-
noflagellat tiru olan Pfiesteria piscicida ilk olarak
1988 yiinda Kuzey Karolina Devlet Universitesinde
gorevli Dr. Joann Burkholder tarafindan izole edil-
mistir. Daha sonra 1992 yilinda Kuzey Karolina'nin
Pamlico ve Neuse korfezlerinde Pfiesteria piscicida
ile iliskili olarak baliklarda deride iilserler goriildiigii
ve yaklasik bir milyon Atlantik Ringa baliginin 6ldiigi
bildirilmistir (53).

Pfiesteria dinoflagellat cinsinin P. piscicida ve P.
shumwayae olmak uzere iki tiiri bulunmaktadir.
Pfiesteria turleri fitoplanktonlarla beslenen renksiz,
tek hucreli organizmalardir. Bu dinoflagellatlar ol-
dukca kisa siirede sekil degistirirler ve yasam sik-
luslar1 boyunca 24 farkli forma donusebilirler.

Hem bitki hem de hayvan olarak karakterize edil-
mislerdir. Bu canli av bulamadigi zaman bitkiler gibi
fotosentez yaparak kendi yiyecegini elde eder. Ener-
jileri icin gerekli kloroplast1 “kleptokloroplastidi fe-
nomeni” ad1 verilen yontemle algleri yiyerek alir.

Av buldugu zaman ise hem toksin salgilar hem de
baliga saldinr. Baligin derisini soyar, sinir sistemi ve
hayati organlarina zarar verir, yaradan sizan kan ve
dokular ile beslenir (53).

Pfiesteria piscicida'nin yasam siklusu amoboid a-
samasi, kist hali ve toksik olmayan zoosporlar icerir.
Amip formunda P. piscicida dip camurundaki algler ve
coplerle beslenir. Elverissiz sartlarda bu amip formu
kist formuna donuserek uzun sure canli kalir. Ortamda
bir balik siiriisii bulundugunda ise toksik saldirgan
hale doniisiip baligin derisine yapisir (54).
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Toksinin ozelikleri: Kuzey Karolina Univer-
sitesi'nden Dr. Joann Burkholder tarafindan Pfieste-
ria tirlerinin bilinen iki tane toksininin oldugunu
bildirmistir. Bu toksinlerden yagda coziinenlerinin
deri lezyonlarina, suda cozunenlerinin ise norotok-
sik etkilere neden oldugu bildirilmistir (53).

Semptomlar: Pfiesteria toksinlerine asil balikci-
lar ve laboratuar calisanlar1 maruz kalmaktadir. Bu
toksinin solunum ya da deri yoluyla alinmasi sonucu
1-2 saat icinde semptomlar gelismektedir. Baslica
semptomlar; bulanti, kusma, ishal, karin kramplari,
g0z irritasyonu, deride yanma ve kasinti, ust solu-
num yollarinda irritasyon, bas agrisi, saskinlik hali,
hafiza kaybi ve kas kramplandir (55).

Patogenez: Pfiesteria toksinlerinin etki
mekanizmas1 henliz tam olarak acgiklik kazanma-
mistir. Oldukca giiclii ekzotoksinlerinin oldugu ve bu
toksine maruz kalan baliklarin birka¢ dakika i¢inde
etkilendigi bildirilmektedir. Toksinin lipofilik ozel-
liginden dolay1 kan beyin bariyerini kolaylikla gece-
bildigi ve merkezi sinir sistemini etkileyebilecegi
bildirilmistir (56).

SONUC

Kontamine kabuklu su Grunlerinin tuketilmesi ile
ortaya cikan semptomlar toksinin varligi ve kon-
santrasyonuna bagli olarak tiiketicilerde ciddi bazen
de oluimciil zehirlenmelere neden olmaktadir. Ka-
buklu su drinlerinden kaynaklanan gida zehir-
lenmelerini onlemek icin zehirlenmeye neden olan
planktonlarin tiirleri, gelisme sartlan ve dagiimlan
hakkinda bilgi saglanmalidir. Kabuklu su iiriinleri te-
miz sulardan temin edilmeli ve diizenli olarak toksin
yonuinden incelenmelidir. Ciguatera zehirlenmesine
neden olan tropikal kaya baliklar ozellikle bara-
kuda, tuna, lipsos, iskorpit, yilan baligi, kopek
balig1, mercan alabalig1 ve papagan balig1 gibi balik-
larin tuketilmesinden kacimlmalidir. Paralitik ka-
buklu su uriini zehirlenmesine neden olan alglerin
bulundugu kahverenginden kirmizi renge degisen
sulardaki deniz kabuklularinin tiketilmesinden
kaginilmalidir. Histamin Uretimi sicaklikla artma
egiliminde oldugundan baliklar yakalandiktan sonra
soguk zincirde tasinmalidir. Toksinlerin biiylik co-
gunlugu pisirme gibi 1s1 isleminden etkilenme-
diginden ham materyalin hijyenik yerlerden temin
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edilmesine dikkat edilmelidir.

Ulkemizde bu konudaki calismalar son derece
kisitidir ve herhangi bir istatistiksel veri bulun-
mamaktadir. Hem insan sagligi hem de gida, tarim ve
hayvancilik sektoriinde calisan uzmanlarin konu hak-
kinda bilgi diizeyinin arttirilmasi ve bu konu lzerine
yapilan arastirmalarin yogunlasmasi icin ulusal poli-
tikalar belirlenmelidir.
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