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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 tistlenen yazarin agik adresi,
telefon numaralari (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir:

a) Yazinin baghig kisa olmali ve biiyiik harfle yazilmalidir.

b) Sayfa baslarina 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 desteklenmigse dipnot olarak
belirtilmelidir.

f) Makale, kongre/sempozyumda sunulmugsa 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
sézligi kullanilmalidir. Oz Tiirkge'ye dzen gdsterilmeli ve Tiirkce kaynak
kullanimina 8nem 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 ciimlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlegmis cins adlart
Tirkge olarak yazilabilir. Antibiyotik isimleri dil biitiinligi agisindan
okundugu gibi yazilmali ve uluslararast standartlara uygun olarak
kisaltlmalidir.

4-Yazilar bir zorunluluk olmadik¢a "mis'li ge¢mis" 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 kullaniimali, 2
satir araligi (double space) bulunmalidir.

6-Metinlerin tamami 3,5" diskete veya CD'ye kopyalanmis olarak ve
basilmis tic niisha ile bir zarf icinde génderilmelidir. {listirilen bir tist yazida
metnin tim yazarlarca okundugu ve onaylandig, 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 tizerinde ilag
kullanarak yapilan klinik arastirmalarda ilgili "Kurum Etik Kurul Onay:" ve
goniillilerden yazili bilgilendirme ile olur alindigina dair belgeler birlikte
génderilmelidir.

8-Makale yaziminda dikkat edilecek hususlar sunlardir:

a) Arastirma yazilar; Tiirkce Ozet, Ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve
Yéntem, Bulgular, Tartisma ve Kaynaklar béliimlerinden olusmalidir. Bu
bélimler, sola yaslanacak sekilde biyiik harflerle kalin yazilmalidir.
Ingilizce makalelerde Tiirkge Baslik ve Ozet bulunmalidir.

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

ingilizce Ozet (Abstract): Baslig ingilizce olmalidir. Ttirkce Ozet
béliimiinde belirtilenleri birebir kargilayacak sekilde yapilandirilmalidir.
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.

Giris: Arastirmanin amaci, benzer galismalarla ilgili literatiir bilgisi kisaca
sunulmali ve iki sayfayt asmamalidir.

Gere¢ ve Yoéntem: Arastirmanin gerceklestirildigi kurulug ve tarih
belirtilmeli, arasurmada kullanilan arag, gereg ve ydntem acikga
sunulmalidir.

Bulgular: Sadece elde edilen bulgular agik bir sekilde belirtilmelidir.

Tartisma: Bu bdliimde, arastirmanin sonunda elde edilen bulgular, diger
arastiricilarin bulgulariyla kargilastirilmalidir. Arastirict, kendi yorumlarini
bu béliimde aktarmalidir.

Tesekkiir Bélimii: Gerekli gériiliiyorsa Kaynaklar bdliimiinden hemen
Snce belirtilmelidir.

Kaynaklar: Metnin icinde gecis 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 bas harf(ler)i (altr veya
daha az yazar varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayisi yedi veya daha coksa
yalniz ilk d¢linii yazip et al. "ve arkadaglar" eklenmelidir) Makalenin
basligi, Derginin Index Medicus'a uygun kisaltulmis ismi, Yil; Cilt (Say1): ilk
ve son sayfa numaras.

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 bslimi ise: Bélim yazar(lar)inin Soyadi, Adinin
basharf{(ler)i. Bslim baghg. In: Editér(ler)in Soyadi, Adinin bagharf(ler)i
ed/eds. Kitabin Adi. Kaginei baski oldugu. Basim yeri: Yaymevi, Basim yili:
Boliimiin ilk ve son sayfa numaras.

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 ulagilan tarih belirtilmelidir.
Sekil ve Tablolar: Her tablo (sekil, grafik, fotograf) ayr bir sayfaya
basilmali, alt ve st cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri icermelidir.
Tablolar, "Tablo 1." seklinde numaralandirilmali ve tablo bashg tablo st
cizgisinin Ustiine yazilmalidir. Aciklayict bilgiye baglikta degil dipnotta yer
verilmeli, uygun simgeler (*,+,+ +, v.b.) kullanilmalidir.

Fotograflar "jpeg" formatinda olmalidir. Bask: kalitesinin artirilmast igin
gerekli oldugu durumlarda fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.
Maksimum 127x173 mm ebadinda, kaliteli, parlak kagida basiimis olan
fotograflarin arkasina makale bashg ve sekil numarasi yazilip ayri bir zarf
icinde yaziya eklenmelidir.

b) Derleme tiirii yazilarda; yazar sayisi ikiden fazla olmamali ve yazar
daha énce bu konuda galigma ve yayin yapmis olmalidir. Derlemelerde
Ingilizce 6zet, ingilizce ve Tirkge anahtar sdzciikler bulunmalidir.

¢) Olgu sunumlarinda Tiirkce ve Ingilizce baslk ve &zet, anahtar
sdzciikler yer almali, giris, olgu ve tartisma bdlimleri bulunmalidir. Olgu
sunumlarinda metin yedi sayfay1, kaynak sayisi 20'yi asmamalidir.

d) Daha 8nce yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida bulunmak ya
da bilim haberi niteligi tagtyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla yazilan yazilar,
Yayin Kurulu'nun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan "Editére
Mektup" béliimiinde yayinlani. Bu yazilarin tercihen bir sayfay:
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 Baskanligi yayin organidir.

2)Dergide Mikrobiyoloji, Immiinoloji, Farmakoloji,
Toksikoloji,
Giivenligi, Cevre Saglg, 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 baska 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 goristi  alindiginda
yayimlanmaya hak kazanir. Bu kurullarin, yazinin igerigini
degistirmeyen her tirlii diizeltme ve kisaltmalart 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 imzalanmus 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 Yazar isimleri 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 Tiirkce 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 iginde
kullanim sirasina gére ardisik siralandi.
© Kaynaklar, makale sonunda metin i¢inde verildigi sirada listelendi.
o Kaynaklar gézden gecirildi ve tiim yazar adlari, ifade ve noktalama-
lar yazim kurallarina uygun hale getirildi.
e Makale ii¢ kopya olacak sekilde hazirlandi ve disket/ CD'ye
kopyaland.
® Ayrica asagida belirtilen maddeleri dikkate aliniz:

* Etik kurul onayi alindi.

* Bilimsel kurulug ve/veya fon destegi belirtildi.

* Kongre/Sempozyumda sunumu ve sunum tiirdi belirtildi.



YAZARLARIN DiKKATINE

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi' nin yeniden yapilanmasi nedeniyle, 2007 yilindan itibaren
gecerli olmak tizere bazi degisiklikler yapilmistir. Bu nedenle yazarlarimizin 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 icin Ttrk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi ileti§im ve Halkla ili§kiler
Koordinatérliigi ile irtibata gecebilir ve bilgi alabilirsiniz.
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OZET

Amac: Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik
izole edilen bakteri gruplarindan biridir. Tipta uygulanan invaziv teknikler ve prostetik cihaz
kullamiminin artmasindan dolay1 bu bakterilerin hastane kaynakli bakteriyemilerde onemi
artmaktadir. Bu calismada, kan kiilturlerinden izole edilen toplam 50 KNS susunun tur dizeyinde
tanimlanmasi ve metisilin direncinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: izole edilen suslarin tiir tayini API STAPH tiplendirme sistemi, metisilin
direnci disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Bulgular: KNS suslart APl STAPH tiplendirme sistemi ile 10 tur olarak simflandintmistir.
Staphylococcus epidermidis (%36), S. choromogenes (S. hyicus subs. chromogenes) (%12) ve S.
haemolyticus (%10)'un en sik bulunan tiirler oldugu belirlenmistir, bes izolatin ise tiplendirilmesi
yapilamamuistir. Suslarin 20 (%40)'sinde metisiline direnc saptanmustir.

Sonuc: Koagiilaz negatif stafilokoklar kan kulturlerinden siklikla izole edilmekte ve
metisilin direncleri artmaktadir. Klinik onemi olan KNS'lerin tiplendirilmesi ve metisilin
direnclerinin belirlenmesi 6zellikle hastane kaynakli bakteriyemiler acisindan 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Koagiilaz negatif stafilokok, tiplendirme, metisilin direnci

ABSTRACT

Objective: As a group, the coagulase-negative staphylococci (CNS) are among the most
frequently isolated bacteria in the clinical microbiology laboratories. They are becoming
increasingly important as causative agents of hospital-acquired bacteraemia, with the
increasing use of prosthetic devices and other invasive technologies in medical institutions. In
this study, the aim was to identify the species level of 50 strains of CNS from isolated blood
cultures and to determine their susceptibility against methicillin.

Method: The strains were identified using by APl STAPH identification system. The 50 CNS
strains were evaluated for susceptibility against methicillin by disk diffusion method.

Results: The CNS strains were classified into ten species by the APl STAPH system.
Staphylococcus epidermidis (36%), S.choromogenes (S.hyicus subs.chromogenes) (12%) and
S.haemolyticus (10%) were the most frequent species and five of isolates were not identified.
The rate of resistance to methicillin were 20 (40%) in these strains.

Conclusion: Coagulase-negative staphylococci (CNS) are common isolates from blood

cultures, and an increasing proportion is now methicillin resistant. The need for species
identification of clinically significant CNS and the methicillin resistance must be emphasized.
Key Words: Coagulase negative staphylococci (CNS), identification, methicillin resistance
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GiRIiS

Gunumiize kadar 40 stafilokok turiu tanimlan-
mistir. Onceleri stafilokok cinsi icinde sadece Stap-
hylococcus aureus patojen olarak tanimlanmakta,
koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) ise nadir pato-
jen ve daha cok firsatci enfeksiyon etkeni olarak bi-
linmekteydi. KNS'ler cildin normal florasi icinde yer
alan bakteriler olup, genellikle konakla selim iliskiler
icinde saprofit olarak bulunmaktadirlar (1). Ancak
cilt travmasi, intravenoz kateter kullanilmasi gibi in-
vaziv girisimlerde ve sant sistemleri, yapay kalp ka-
pakgigi, eklem protezi bulunmasi durumunda bu ya-
banci cisimlerin yiizeyine yapisabilme, immiun sis-
temden kacabilme veya bu sistemi kirabilme yete-
neklerine bagh olarak cogalmakta ve konagi zarara
ugratabilecek Uriinleri olusturarak enfeksiyon mey-
dana getirmektedirler (2, 3).

Gunumiizde KNS'ler hastane kaynakli bakteriye-
milerin baslica nedenidir. Son yillarda yapilan calis-
malarda KNS'lerin hastanelerde en sik gorilen bes
enfeksiyon etkeninden biri oldugu belirlenmis ve 6-
zellikle kan kilturlerinden Escherichia coli ve S. au-
reus'tan sonra siklikla izole edilmeye baslanmistir (2-
4). Ozellikle hastane ortamlarinda yogun antibiyotik
kullaniminin bir sonucu olarak metisiline direncli
KNS'ler enfeksiyon etkeni olarak izole edilmektedir.
KNS'lere bagli enfeksiyonlardaki beklenmeyen artis
ve antibiyotiklere gosterdikleri direnc bu bakte-
rilerin tiplendirilmesi ve antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi ile ilgili calismalarin da artmasina ne-
denolmustur (4, 5).

Onemli insan patojenleri haline gelen KNS'lerin
tiplendirilmesi ve antimikrobiklere olan duyarlilik-
larinin belirlenmesi, enfeksiyonlarin tedavisinde de
klinik acidan oldukca onem tasimaktadir. KNS'lerin
tiplendirilme yontemleri arasinda biyotiplendirme,
serotiplendirme, antibiyotik duyarliliklarinin deger-
lendirilmesi, faj tiplendirilmesi, DNA hibridizasyon
calismalan sayilabilir. Son zamanlarda stafilokok tiir-
lerinin ayriminda kullanilmak lizere gelistirilmis, bi-
yokimyasal testlere ve yag asiti analizlerine dayali
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ticari sistemler kullanima sunulmustur. APl STAPH
Ident System, mikrobiyal identifikasyon sistem (MIS)
ve Micro Scan gibi ticari otomasyon sistemleri hizli
tam1 amaciyla kullanmlmaktadir ve bu sistemler
koagulaz negatif stafilokoklarin tir dizeyinde
tanmisini olanakli kilmaktadir ( 6-9).

Bu calismada, laboratuvarimizda kan klturle-
rinden izole edilen KNS'lerin tiplendirilmesi ve meti-
silin direnclerinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarrna degisik klinik-
lerden gonderilen ve BACTEC (Becton-Dickinson
9240) otomotize kan kiiltiir sisteminde inkiibasyona
birakilarak, pozitif sinyal alinan kiiltur siselerinden
%5 koyun kanli agar ve EMB (Eozin Metilen Blue) agar
besiyerlerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan
besiyerleri 37°C'de 18-24 saatlik inkiibasyondan son-
ra degerlendirilmistir. Koloni yapisi, boyanma &zel-
likleri ve mikroskobik gortinimii stafilokoklar ile u-
yumlu olan plaklar ayrilarak katalaz testi ile strepto-
koklardan, basitrasin deneyi ile mikrokoklardan ay-
rim1 yapildi. Stafilokok olarak belirlenen suslara tup
koagiilaz testi uygulanarak koagiilaz pozitif ve
negatif olanlar saptanmistir. Koagulaz negatif olarak
belirlenen 50 stafilokok susunun, APl STAPH (bio-
Mérieux, France) tiplendirme sistemi kullanilarak u-
retici firmanin 6nerileri dogrultusunda tiir diizeyinde
tanimlanmalar yapilmistir.

Tammlanan suslarin metisilin direnci disk difiiz-
yon yontemi ile belirlenmistir. Bu islem icin 50 KNS
susundan Mcfarland 0,5 bulanikligina denk gelen sii-
supansiyonlar hazirlanmistir.  Bu suspansiyonlar
Mueller-Hinton agar besiyerlerine yayilarak ve iizer-
lerine metisilin diskleri (5mg Oxoid) yerlestirilerek
35°C'de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasinda zon cap-
lan olclilerek sonuclar degerlendirilmistir. CLSI (Cli-
nical and Laboratory Standards Institute) stan-
dartlarina gore zon capi >14 mm olanlar metisiline
duyarli, zon cap1 10-13 mm olanlar orta duyarli, zon
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cap1 <9 mm olanlar direncli olarak degerlendirilmis-
tir (10).

BULGULAR

Calismamizda, 50 KNS susu izole edilmis bunlarin
18' S. epidermidis, altis1 S. hyicus subs. chromo-
genes, besi S. haemolyticus, dordu S. cohnii, Ucu S.
lentus, Ucu S. hominis, ikisi S. saprophyticus, ikisi S.
xylosus, biri S. capitis ve biri S. lugdunensis olarak
tiplendirilirken besi tammlanamamistir. izole edilen
50 KNS susunun tiir dagiimi ve yiizdeleri Tablo 1'de
sunulmustur.

Bu calismada, en yiksek metisilin direnci S.
lentus ve S. saprophyticus suslarinda, en dusiik meti-
silin direnciise S. hyicus subs. chromogenes suslarin-
da bulunmustur. identifiye edilen 50 susun 20 (%40)'si
metisiline direncli olup, direncli suslarin tiirlere gore
dagilimi1 Tablo 2'de sunulmustur.

Tablo 1. identifiye edilen 50 KNS susunun tiirlere gére
dagilim

KNS tiirleri say1 yiizde
S .epidermidis 18 36.0
S. hyicus subs.chromogenes 6 12.0
S. haemolyticus 5 10.0
S. cohnii 4 8.0
S. lentus 3 6.0
S. hominis 3 6.0
S. saprophyticus 2 4.0
S. xylosus 2 4.0
S. capitis 1 2.0
S. lugdunensis 1 2.0
Tanimlanamayan 5 10.0
Toplam 50 100.0
TARTISMA

Damar ici kateter enfeksiyonlari, bakteriyemiler,
cerrahi bolge enfeksiyonlar, prostetik kapak endo-
karditleri, vaskuler greft enfeksiyonlar, prostetik
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Tablo 2. 50 KNS susunun metisilin direng oranlar

Metisilin direnci

KNS suslan _
Say1 Yiizde*

S. epidermidis (n:18) 9 50.0
S. hyicus subs.chromogenes  (n:6) 1 16.6
S. haemolyticus  (n:5) 2 40.0
S. cohnii (n:4) 1 25.0
S.lentus (n:3) 3 100.0
S. hominis ~ (n:3) 1 33.3
S. saprophyticus  (n:2) 2 100.0
S. xylosus  (n:2) 0 0

S. capitis  (n:1) 0 0

S. lugdunensis  (n:1) 0 0

Tanmimlanamayan (n:5) 1 20.0
Toplam (n:50) 20 40.0

*Yiizdeler satir ylzdesidir

eklem enfeksiyonlari, kronik ambulatuar periton
diyalizi ile iliskili enfeksiyonlar, diisiik dogum agirlikli
bebeklerdeki yenidogan enfeksiyonlari, notropenik
hastalarda enfeksiyonlar, KNS'lerin etken olarak sik
goriildiigli enfeksiyonlar1 olusturmaktadir (1-3).
KNS'lerin florada yaygin dagilimi ve bunlarin géreceli
olarak yogun olusu klinik yorumlamayi giiclestirmek-
tedir. KNS ile olusan enfeksiyonlarin klinik tablosu-
nun iyi bilinmesi gerekliliginin yani sira klinik 6rnek-
ten izole edilen KNS'lerin tur veya tiplerinin belirlen-
mesinin bu tiir enfeksiyonlarda énem tasidigi belirtil-
mektedir (4, 5).

KNS'ler icinde en sik izole edilen enfeksiyon etkeni S.
epidermidis olup, hastane kaynakli KNS bakte-
riyemilerin %74-92'sinden sorumludur. S. epidemidis en-
feksiyonlarn, hastamin florasindan ya da hastane
personelinin tasimast ile cerrahi bolgenin konta-
minasyonu sonucu ortaya ¢ikmanin yanisira ortopedik
aygit, intravenoz kateter, prostetik kalp kapakgigi, sant-
ral sinir sistemi santi, periton diyaliz kateteri gibi giri-
simlerile gelisebilmektedir (2, 11, 12).

Ulkemizde ve yurt disinda yapilan calismalarda,
klinik orneklerden S. epidermidis izole edilme orani
%36-44 arasinda bildirilmistir (1-7, 11-17). Calisma-
mizda kan kulturlerinden izole edilen 50 KNS susunun
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18 (%36)'i S. epidermidis olarak tamimlanmis olup ilk
sirada yer almaktadir.

Tiplendirme yontemlerinin rutinde uygulanabilir
hale gelmesi ile birlikte S. epidermidis disindaki
KNS'lerin tanimlanmasi ve bu suslarin enfeksiyon et-
keni olarak saptanma sikligindaki artis dikkat cek-
mektedir. Bunlar arasinda S. intermedius, S. hyicus,
S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. saccha-
rolyticus, S. cohnii ve S. simulans sayilabilmektedir
(1-7). KNS'ler icinde S. haemolyticus'un %2,1-24 ara-
sinda degisen oranlarda izole edildigi ve enfeksiyon
etkeni olarak bazi calismalarada ikinci siklikla sap-
tandig1 belirtilmistir (1-7, 11-17). Calismamizda kan
kulturlerinden izole edilen 50 KNS susunun 5 (%10)"i
S. haemolyticus olarak tanimlanmis olup Ugtinci sik-
likta izole edilmistir.

S. saprophyticus onemli bir iropatojen olup
ayrica yara enfeksiyonu ve sepsis olgularindan da
izole edilmektedir. Degisik calismalarda kiiltiirler-
den S. saprophyticus izole edilme siklig1 %0,7-42,3 a-
rasinda degisen oranlarda bildirilmistir (1-7, 11-17).
Calismamizda S. saprophyticus %4 oraninda izole
edilmistir.

S. lugdunensis ilk kez 1988 yilinda tanimlanan
koagilaz negatif stafilokok olup onemli bir firsatc
patojendir. S.lugdunensis enfeksiyon etkeni olarak
izole edilme oramimin %1,1-7,1 arasinda degistigi
belirtilmektedir. S.cohnii ise daha az siklikta izole
edilen diger bir KNS tiirii olup enfeksiyon etkeni ola-
rak izolasyon oranlan %0,2-2,5 arasinda degismekte-
dir (1-7, 11-17). Bu calismada 50 KNS susunun biri
(%2) S .lugdunensis, dordi ise (%8) S. cohnii olarak
tiplendirilmistir.

S. chromogenes (S. hyicus subs. chromogenes)'in
sikca rastlanmayan nadir insan patojeni oldugu bil-
dirilmektedir. Calismamizda bu tiirtin %12 gibi yiksek
bir oranda izole edilmesi dikkat cekicidir. S. capitis,
S. lentus, S. hominis, S. xylosus ise daha az siklikta i-
zole edilen KNS tirleri icinde yer almaktadir.

KNS'ler Gizerinde yapilan duyarlibk calismalarin-
da, S.aureus tirlerinden daha yiiksek metisilin di-

64 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

KOAGULAZ NEGATIF STAFILOKOKLAR

renci gosterdikleri belirlenmistir. Nozokomiyal KNS
izolatlarinin %601 metisiline direncli olarak tespit
edilmistir (5, 18).

S. aureus gibi, insanlardan izole edilen KNS'lerin
de yaklasik %80-901 indiklenebilir beta laktamaz u-
retmektedir. Diren¢c mekanizmasinda dusiik afiniteli
bir penisilin baglayan protein (PBP-a) rol oynamak-
tadir. Bu proteini kodlayan mecA geni bu fenotipin
butiin stafilokok izolatlarinda ortaktir. Metisiline di-
rencli S. epidermidis tiirlerinin biyik bir cogunlugu
eritromisin, klindamisin ve gentamisine de direnc
kazanmis durumdadir. S. epidermidis ve S. haemo-
lyticus turlerinde glikopeptitlerin ve teikoplaninin
MIC degerlerinde yiikselme oldugu gozlenmektedir.
Bu durum KNS'lerde coklu ila¢ direnc potansiyeli ol-
dugunu gostermektedir (5, 18).

Ulkemizde KNS'de metisilin direncinin arastiril-
dig1 calismalar incelendiginde, Giin ve ark. (13) S.
epidermidisde %22,3, S. saprophyticus'da %20, S.
hominis'de %10 oraninda metisilin direnci belirler-
ken; S. haemolyticus, S. capitis ve S. cohnii'de meti-
silin direnci belirleyemediklerini bildirmislerdir. Di-
ler ve ark. (19) S. epidermidis'de %24, S. saprophy-
ticus'da %20, S. haemolyticus'da %29, S. hominis'de
%26, S. cohnii'de %37, S. xylosus'da %40, S. lugdunen-
sisde %34, S. capitisde %28 ile tiplendirilemeyen
KNS'lerde %33 oraninda metisilin direnci belirlemis-
lerdir. Kocabeyoglu ve ark. (20) S. epidermidis'de
%32,6, S. saprophyticus'da %6,8 ve S. haemolyti-
cusda %11,1 oraninda metisilin direnci saptamis-
lardir. Cavusoglu ve ark. (21) KNS'larda metisilin di-
rencini %14 olarak, Diler ve ark. (19) S. epidermi-
dis'te metisilin direncini %43,2, S. saprophyticus'da
%40 oranminda tespit etmislerdir. Ogiinc ve ark. (22) i-
se 124 KNS tirtnun %43,5'inde metisilin direnci belir-
lemislerdir.

Calismamizda kan kulturlerinden izole edilerek
tiplendirilen 50 KNS tiiriiniin 20 (%40)'sinde metisilin
direnci saptanmistir. Direncin tiplere gore dagilim1 S.
epidermidis'de %50, S. haemolyticus'da %40, S. coh-
nii'de %25, S. lentus'da %100, S. hominis'de %33,3, S.
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chromogenes'de %16,6 ve tiplendirilemeyen
KNS'lerde %20 oranlarinda saptanmistir. Calisma-
mizda da, diger calismalarla uyumlu olarak yiiksek
oranlarda metisilin direnci oldugu belirlenmistir.
Koagiulaz negatif stafilokoklarin patojenik
rollerini aciklamak giictiir. KNS'lerin isimlendirilmesi
patojenik rollerini anlamay1r saglamakta ve
epidemiyolojik calismalara yardimci olmaktadir. Bu
suslarin antibiyotik duyarlilik paternleri birbirinden
farkli ve direnc gelistirme potansiyelleri de oldukca
yuksektir. Bu nedenle KNS tirlerinin tanimlanmasi ve

direnc durumunun belirlenmesi nem tasimaktadir.
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OZET

Amag: Bu calisma, Ankara ilinde zoonotik enfeksiyonlar icin risk grubu oldugu disiiniilen
evcil hayvan klinigi ile ugrasan veteriner hekimler ve teknisyenlerinde, gonilli hayvan
severlerde Q atesi, listerioz, toksoplazmoz ve kistik ekinokokkoz'un seroprevalansini belirlemek
amaciyla yapilmistir.

Yontem: 88" veteriner hekim, 25' veteriner teknisyeni, 14't gonulli hayvan sever ve kontrol
grubu olarak 20'si saglik calisam olmak iizere alinan 147 serum &rnegi Q atesi icin indirekt
Floresan Antikor Testi (IFAT), listerioz icin Osebold Agliitinaston Testi (OAT), toksoplazmoz icin
Sabin Feldman Dye Testi (SFDT) ve kistik ekinokokkoz icin indirekt Hemagliitinasyon testi (IHA)
ile incelenmistir.

Bulgular: 88 veteriner hekimin 27 (%30,6)'si, 25 veteriner teknisyenin sekizi (% 32), 14
gonulli hayvan severin dordu (%28,5) ve 20 kontrol grubunun biri (%5) Coxiella burnetii IgG
antikorlar1 yoniinden seropozitif bulunmustur. Veteriner hekimlerin OAT ile 27 ( %30,6)'sinde,
veteriner teknisyenlerinin dokuzunda ( %36), gonullu hayvan severlerin tGcunde (%21,4) ve 20
kontrol grubunun birinde (%5) Listeria yoniuinden seropozitiflik belirlenmistir. Toxoplasma gondii
antikorlar yoniinden, veteriner hekimlerin %28,4'Unlin, veteriner teknisyenlerinin % 16'sinin,
goniilli hayvan severlerin %50'sinin ve kontrol grubunun (%30) seropozitif oldugu saptanmistir.
Bir veteriner hekimde iHA testi ile 1/128 titrede kistik ekinokokkoz antikoru varligi bulunmustur.

Sonug: Ankara ilinde pet klinigi ile ugrasan veteriner hekimler ve teknisyenlerinde, goniillii
hayvan severlerde Q atesi ve listerioz seroprevalansi yuksek olarak saptanmis ve kontrol grubu
ile arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu nedenle, risk grubunda
oldugu disiiniilen meslek calisanlari, zoonotik enfeksiyonlar yoniinden bilinglendirilmeli ve
bolgede bu enfeksiyonlarin epidemiyolojik o6zellikleri arastinlmalidir.

Anahtar Sozciikler: Q atesi, listerioz, toksoplazmoz, kistik ekinokokkoz, seroprevalans.

ABSTRACT

Objective: This study was carried out to determine seroprevalence of Q fever, listeriosis,
toxoplasmosis and cystic echinococcosis among pet veterinarians, veterinary technicians and
animal lovers who are in close contact with animals.

Method: A total of 127 sera consisting of 88 veterinarians, 25 veterinary technicians and 14

animal lovers were tested for Q fever by using Indirect Fluorescence Antibody Test (IFAT), for
listeriosis by Osebold Agglutination Test (OAT), for toxoplasmosis by Sabin Feldman dye test
(SFDT), for cystic echinococcosis by Indirect Hemaglutination Test (IHA).

Results: Twentyseven out of 88 (30.6%) veterinarians, eight out of 25 (32%) veterinary
technicians, and four out of 14 (28.5%) animal lovers and one out of 20 (%5) control group were
found to be positive for the presence of C. burnetii IgG antibodies. By using OAT, listeriosis
seropositivity were determinated for 27 out of 88 (30.6%) veterinarians, nine out of 25 (36%)
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veterinary technicians, three out of 14(21.4%) animal lovers and one out of 20 control group. SFDT results showed that 28, 4%
of veterinarians, 16% of veterinary technicians, 50% of animal lovers and 6 out of 20 (%30) control group were positive. Only
one serum sample belong to veterinarians was seropositive at 1/128 titer for cystic echinococcosis by IHA test.

Conclusion: In this study, it was determined that there was a high seroprevalence for Q fever and listeriosis between pet
veterinarians, veterinary technicians and animal lovers who works in Ankara provice and the result was statisticallysignificant
when compared with the control group (P<0,05). This study suggests that people, especially those who are close contact with
animals, should be warned and informed about zoonotic infections. In addition, further studies should be performed to

elucidate epidemiology of mentioned zoonotic infections in this region.

Key Words: Q fever, listeriosis, toxoplasmosis, cystic echinococcosis, seroprevalence.

GIRIS

Q atesi, listerioz, toksoplazmoz ve kistik ekino-
kokkoz; hayvanlari ve insanlar etkileyen onemli zoo-
notik enfeksiyonlardir. Q atesi; Coxiella burnetii'nin
insalarda olusturdugu ve tiim diinyada yaygin olarak
goriilen sistemik bir enfeksiyon hastaligidir (1). Ric-
kettsiaceae ailesinin bir Uyesi olan C.burnetii, vahsi
ve evcil memeliler, kuslar ve kene gibi artropotlar ol-
mak lizere genis bir rezervuara sahiptir. Hastaligin
insana bulasmasinda en onemli rezervuarlar; koyun,
keci ve sigir gibi ciftlik hayvanlandir (2). Ancak sero-
epidemiyolojik calismalarda kopekler ve kedilerde
C.burnetii seropozitifligi yiiksek bulunmus ve baz1 Q
atesi salginlarinda kopek ve kedilerin rezervuar oldu-
gu ortaya konulmustur (3-6). Etken, ¢ig veya pasto-
rize edilmemis sit ve siit Urlinlerinin tiketilmesi ile
sindirim sisteminden, deri ve mukozalardan veya
kontamine tozlarin inhalasyonu ile insana
bulasmaktadir. C.burnetii'nin insanlara bulasmasin-
da en onemli yol inhalasyondur (1,2). Q atesi genel-
likle mesleki bir hastalik olarak kabul edilmektedir
ve ciftlik hayvanlan ile temastaki kisiler, enfekte
hayvanlarla calisan laboratuvar personeli ve vete-
riner hekimler yiiksek riskte olan meslek gruplariola-
rak tanimlanmaktadir (7,8).

Listeria monocytogenes; dogada yaygin olarak
bulunmasina ragmen listerioz insanlarda genellikle
sporadik olarak gorilmektedir (9). Enfekte hay-
vanlarin diski, siit ve uterus icerigiyle cikardig et-
kenlerin oral yolla alinimin takiben endostoz ile
intestinal epitelyum hiicrelerine girmektedir. Bakte-
rinin mononukleer fagositer hucreler icinde yasama
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yetenegi kan yolu ile yayiimini saglamaktadir. Etken
karaciger, dalak, kemik iligi gibi organlara yerle-
sirken santral sinir sistemine organotropizim
gostermektedir (10). L.monocytogenes enfeksiyon
riskinin daha yiiksek oldugu veteriner hekimler, ta-
rim ve hayvancilikla ugrasanlarda listerioz, asempto-
matik seyirli veya deri ve gozde lokal enfeksiyon sek-
linde de goriuilmektedir (11).

Toksoplazmoz; hucre ici bir protozoon olan Toxo-
plasma gondiinin neden oldugu onemli bir zoo-
nozdur. insanlar, memeli hayvanlar ve kanatlilar ara
konak, kediler ise hem ara hem de son konak olarak
rol oynarlar. Etken, insanlara cig veya az pismis etle-
rin tuketilmesi, kedi diskisindaki ookistler ile konta-
mine olmus sebze ve meyvelerin yeterince yikanma-
dan yenilmesi sonucu bulasmaktadir (12). Toxoplas-
moz genellikle asemptomatik veya hafif semptom-
larla seyirli klinik tablo ortaya koyar fakat hamileler-
de genellikle ilk trimesterde ciddi konjenital enfek-
siyonlarayol acar (13).

Ekinokokkoz, Echinococcus granulosus,
Echinococcus multilocularis ve Echinococcus vo-
geli'nin olusturdugu; siklikla karaciger ve akcigerde
olmak uzere bircok doku ve organa yerlesebilen
paraziter zoonotik bir hastaliktir. Parazitin eriskin
sekli, kesin konak olan kopekgillerin bagirsaginda bu-
lunur ve diskilamalariile parazit yumurtalan cevreye
yayilir. insanlarin (ara konak) kontamine besinleri
sindirim yoluyla almalar sonucu parazit yumurtalan
icindeki onkosfer (embriyo) bagirsak duyarindan
gecerek karaciger ve akciger basta olmak lizere diger
organlara yerleserek ekinikokkoza neden olur.
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E.granulosus larvalarinin (metasestodunun) neden
oldugu kistik ekinokokkoz halen diinyada ve
Tiirkiye'de 6nemli bir halk sagligi sorunudur (14,15).

Bu calismada Ankara Bolgesinde, zoonotik
enfeksiyonlar yoniinden risk gruplarini olusturdugu
distiniilen evcil hayvan klinigi isleten veteriner
hekimlerde, veteriner teknisyenlerinde ve gonullu
hayvan severlerde Q atesi, listerioz, toksoplazmoz
ve kistik ekinokokoz'un seroprevalansinin saptan-
masi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada 887 veteriner hekim, 25' veteriner
teknisyeni, 14't hayvan sever ve kontrol grubu olarak
20'si saglik calisant olmak lizere toplam 147 kisiden
kan ornegi alinmistir.

C. burnetii Faz IlI'ye karsi olusan IgG antikorla-
rinin  saptanmasi amaciyla Indirect Fluorescence
Antibody Test (IFAT) (Vircell SL, Granada, Ispanya)
kullamlmistir. Gecirilmis enfeksiyon veya temas gos-
tergesi olarak IgG antikorlar icin >1:16 titreler pozi-
tif kabul edilmistir (16). Akut Q atesi acisindan Faz Il
IgG >1:64 titreler pozitif olarak degerlendirilmistir.

Osebold yonteminde kullanilan test antijenleri,
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi (RSHMB)
Salgin Hastaliklar Arastirma Midurligu  (SHAM)
Laboratuvarlarinda hazirlanmistir. ilk olarak, capraz
reaksiyonlarin onlenmesi amaciyla Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) susundan tum hiicre antijenleri
elde edilmistir. L.monocytogenes 1/2a, 1/2b, 3c,
4ab, 4c ve 4d suslarindan ayri ayri antijenleri hazirla-
narak, bu antijenlerin birlestirilmesiyle L.monocy-
togenes ortak antijen havuzu elde edilmistir (17).
Serum orneklerinin S.aureus antijeniyle absorsiyonu
takiben L.monocytogenes antijeniyle agliitinasyon
testi yapilmistir. 1/100 ve Uzerindeki titrelerde, en
az iki (++) sonuc veren aglutinasyon pozitif olarak ka-
bul edilmistir.

Serum orneklerindeki anti-T. gondii antikorlan
Sabin Feldman Boya Testi (SFDT) ile calisitmistir.
SFDT'de; Swiss-Albino tipi lic-dort haftalik saglikli
beyaz fareler, aktivator serum olarak T.gondii anti-
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koru olmayan ve magnezyum, properdin, C,, C,, C,gi-
bi faktorlerden zengin insan serumu ile canli antijen
olarak, T.gondii RH susunun farelerin periton sivisin-
dan elde edilen 48 saatlik pasajlar kullanilmistir.

Serumlar 56°C'de 30 dakika inaktive edildikten
sonra, serum fizyolojikile 1/4, 1/16, 1/64, 1/256 ve
1/1024 olarak sulandirnlmis ve bu sulandirimlardan
25 ul yan tiiplere gecilmistir. 25 ul aktivator serum i-
cerisinde canli T.gondii takizoitlerinden X40 objektif
ile her mikroskobi sahasinda ortalama 25 adet olacak
sekilde ayarlanmis antijen, yan tiplerdeki serum
sulandinmlan uzerine ilave edilmistir. Tupler, 37 °C
su banyosunda 50 dakika inkiibe edildikten sonra ayni
miktar alkali metilen mavisi eklenmis ve 37 °C'deki su
banyosunda 10 dakika inkube edilmistir. Sonuclar,
151k mikroskobunda (X40 buyutme ile) T.gondii tro-
fozoitlerinin boya alma durumlarina gore degerlen-
dirilmistir. Bir mikroskop sahasinda bulunan takizoit-
lerden %50'sinden fazlasinmin boya almadigi sulan-
dinmlar Toksoplazmoz yoniinden pozitif olarak de-
gerlendirilmis ve 21:16 titreler pozitif kabul edil-
mistir (18).

127 serum oOrneginde anti-Echinococcus granu-
losus I19G antikorlar1 IHA (Behring-Almanya) testi ile
calisilmistir. IHA testinde >1/64 dilusyonlar pozitif
olarak kabul edilmistir.

Tum istatiksel degerlendirmeler “SPSS 15 for
Windows Program” ile bilgisayarda yapilmistir. Elde
edilen sonuclarinin degerlendirilmesinde Pearson ki-
kare ve Fisher kesin testleri kullanilmistir.

BULGULAR

incelenen 127 ornegin 39 (%30,7)unda C.
burnetii faz Il antijenine kars1 gelisen I1gG saptanmis-
tir. Gruplara gore seropozitiflik incelendiginde ise
veteriner hekimlerin 27'si (%30,6), veteriner
teknisyenlerinin sekizi (%32), gonilli hayvan
severlerin dordiu (% 28,5) ve kontrol grubunun biri
(%5) pozitif olarak bulunmustur. Gruplar ile kontrol
grubu arasindaki seropozitiflik yoninden fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)
(Tablo 1).
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Tablo 1. Risk gruplarinda OAT ile tespit edilen Listerioz antikor titreleri

Pozitif Titre
Risk Grubu
n % : 16 1: 32 1: 64 1: 128 1: 256 1: 512

Vet. Hekim (n: 88) 27 30.6" 12 6 6 2 1
Vet. Hekim (n: 25) 8 32 3 2 2 1 -
Hayvansever (n: 14) 4 28.5° 2 - 1 1
Kontrol grubu (n: 20) 1 5° - 1 -
Toplam (n: 147) 40 27.2 17 8 9 3 1 2

**:Aym siitunda farkli harf tastyan gruplar istatistiksel olarak birbirinden farklidir p<0.05

OAT ile veteriner hekimlerin 27'sinde ( %30,6),
veteriner teknisyenlerinin dokuzunda ( %36), gonullu
hayvan severlerin ucinde (%21,4) ve kontrol gru-
bunun birinde (%5) Listeria yoniinden seropozitiflik
belirlenmistir. Gruplar ile kontrol grubu arasinda se-
ropozitiflik yonunden fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 2).

Toxoplazma yoniunden gruplarina gore seropo-
zitiflik oranlan incelendiginde; veteriner hekimlerin
%28,4'inde, veteriner teknisyenlerinin % 16'sinda,
gonulli hayvan severlerin % 50'sinde ve kontrol
grubunun %30'unda pozitiflik saptanmistir. Gruplar
ile kontrol grubu arasindaki seropozitiflik yoninden
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05) (Tablo 3).

Kistik ekinokokoz antikoru yoniinden 147 drnegin
biri (%0,7) 1/128 titrede pozitif olarak belirlenmistir.
Pozitif ornek veteriner hekime ait olup, veteriner
hekimlerin %1,1 Kistik ekinokokkoz yoniinden pozitif
olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Zoonotik enfeksiyonlar cesitli meslek gruplarim
etkileyen potansiyel halk sagligi problemleridir ve
hayvancilik acisindan onemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bu nedenle, zoonotik en-
feksiyonlarin gerek insanlarda gerekse de hay-
vanlarda insidans ve prevalansinin belirlenmesi ©-
nem tasgimaktadir.

Diinyada risk gruplarinda Q atesinin prevalansim

Tablo 2. Risk gruplarinda IFAT ile tespit edilen Q atesi seropozitifligi ve titre dagilimi

Pozitif Titre
Risk Grubu
n 1: 100 1: 200 1: 400

Vet. Hekim (n: 88) 27 30.6° 20 7

Vet. Hekim (n: 25) 9 8 1

Hayvansever (n: 14) 3 21.4° 2 1

Kontrol grubu (n: 20) 1 1

Toplam (n: 147) 40 31 9

**: Aym siitunda farkli harf tastyan gruplar istatistiksel olarak birbirinden farklidir p<0.05
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Tablo 3. Risk gruplarinda SFDT ile tespit edilen Toksoplazmoz seropozitifligi ve titreleri.

Pozitif Titre
Risk Grubu
n % 1: 16 1: 64 1: 256

Vet. Hekim (n: 88) 25 28.4 13 8 4
Vet. Hekim (n: 25) 4 16 1 2 1
Hayvansever (n: 14) 7 50 5 1 1
Kontrol grubu (n: 20) 6 30 4 2

Toplam (n: 147) 42 29 23 13 6

saptamak amaciyla az sayida calisma yapilmistir. C.
burnetii faz Il'ye kars1 gelisen antikorlar veteriner
hekimlerde Kanada'da %49, ingiltere'de %20, Isvic-
re'de %25,7 ve Japonya'da %22,7 olarak bulunmus-
tur(4, 7, 8). Tirkiye Kilic ve ark (19) Hatay ilinde cali-
san veteriner hekimlerde bu oram %28,6, Ergonil ve
ark. (20), veteriner hekimlerde Aydin'da % 7 ve To-
kat'ta %8, Cetinkaya ve ark. (21),
hekimlerde %7,7, Ozgiir ve ark. (22), Istanbul'da ve-
teriner hekimlerde % 26, veteriner saglik teknisyen-

Elazig'da veteriner

lerinde %80 ve veteriner fakiiltesi 6grencilerinde
%33,3, oraninda seroprevalans bildirmislerdir.
Calismamizda evcil hayvan kliniginde calisan ve-
teriner hekimlerde Q atesi seropozitiflik oran %30,6
olarak bulunmustur. Bu calismadan elde edilen se-
ropozitiflik oranlari; Elazig, Aydin ve Tokat illerinde
veteriner hekimlerde elde edilen seroprevalans o-
ranlarindan daha yiiksektir. Diger calismalarda >1/64
ve >1/80 gibi hastalik tanisi icin kullanilan titrelerin
risk grubu icin de kullanilmasi bu calismalardan elde
edilen seroprevalans degerlerinin daha disiik
bulunmasina neden olmus olabilir. Ayrica bu farklilik
cografik yapiya bagli olarak hayvan vyetistirme
kosullarina, hayvanlardaki
mesleki uygulama ozelliklerine, kullanilan serolojik

prevalans oranlarina,

yontem ve tanisal titre degerlerine de bagli olabilir.
L.monocytogenes enfeksiyon riskinin daha yuk-
sek oldugu veteriner hekimler, tarim ve hayvancilikla
ugrasanlarda listerioz, asemptomatik seyirli veya
deri ve gozde lokal enfeksiyon seklinde gorulmek-
tedir (11). Regan ve ark (23), Visser (24) veteriner

hekimlerde L.monocytogenes'e bagli deri
lezyonlarina iliskin bildirimlerde bulunmuslardir.
Kilic ve ark. (25) Ankara ili mezbahalarinda calisan
personelde listerioz seroprevalansi belirlemek icin
yaptiklan calismada, calisanlarin %42,2'sinde sero-
pozitiflik belirlemisler ve bu gruptaki alt1 veteriner
hekimin hi¢ birinde listeria seropozitifligi belirlene-
memistir. Bu calismada veteriner hekimlerin 27
(%30,6)'sinde, veteriner teknisyenlerinin dokuzunda
(%36) Listeria seropozitifligi saptanmstir.

Q atesi ve Listeria seropozitifligi yoniinden kont-
rol grubu ile gruplanmiz arasinda yapilan karsi-
lastirmada istatistiki acidan anlamli bir farkin bulun-
masi, pet klinigi ile ugrasan veteriner hekimlerin,
teknisyenlerin ve pet hayvanlan ile yakin temas
halinde olan hayvan severlerin Q atesi ve Listeria
yoniinden risk gruplarint olusturduklarin1 ortaya
koymaktadir.

Toksoplazmoz, insan sagligim tehdit eden ve
genellikle asemptomatik seyirli zoonotik bir enfek-
siyondur (12). Kanada'da Shuhaiber ve ark.(26) vete-
riner hekimlerin %14,2 sinde, DiGiacomo ve ark (27)
veteriner hekimlerin %13,7'sinde, veteriner teknis-
yenlerin %45,3'inde Toxoplasma seropozitifligi bil-
dirmislerdir. Gokekmerdan ve ark. (28) hayvan ve
hayvan urinleri ile iliskisi olan meslek gruplarinda
toksoplazmozun yayginliginin daha yiiksek oldugu
bildirilmis ve Elazig Bolgesindeki veteriner hekim-
lerde Toxoplasma seropozitifligini %53,2 olarak bul-
muslardir. Kilic ve ark. (19) Hatay ilindeki veteriner
hekimlerin %42,9'u seropozitif olarak saptamislardir.
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%28,4'linde
seropozitiflik bulunmasi, Elazig ve Hatay Bolgesine
gore daha disuk seropozitifligin bolgesel gida
tuketim aliskanliklarindaki farklilktan veya bolge

Bu calismada veteriner hekimlerin

hayvanlarindaki prevalans farkliligindan kaynaklana-
bilir. Yilmaz ve ark.(29) Ankara'da kan donorlerinde
belirledigi %42,5'lik toksoplazma seropozitifligi ile
bu calismada belirlenen goniillii hayvan severlerdeki
%50'lik seropozitiflik arasindaki oran farki fazla
olmamakla birlikte gonilli hayvan severlerin
hayvanlarla temaslarinda daha dikkatli olmasi
gerektigini ortaya koymaktadir.

insan sagligim tehdit eden ve iilke ekonomisinde
zarara yol acan kistik ekinokkokkozun epidemiyo-
lojisinde bolgenin iklimi, hayvanlarin bakim ve
beslenme kosullar, halkin kiltir seviyesi etkili
olmakta bu nedenle degisik bolgelerden farkli
oranlar bildirilmektedir (30,31). Ulkemizde kistik
ekinokkokkozun hizim1 saptamak amaciyla Kayseri
Yoresinde yapilan calismada 2242 olguda ELISA ve IFA
yontemi kullanilarak %2,7 oraninda pozitiflik
saptandigi belirtilmis, Western Blot dogrulama testi
ile pozitiflik oran1 %0,9 olarak tespit edilmistir. (31).
Manisa Yoresinde tasinabilir ultrasound (US) cihaz
ve serolojik yontemlerle 630 ilkokul ogrencisi
taranmis, 6grencilerin %0,3'linde US, %8,9'unda ELISA
ve %10,1'inde IHA ile pozitiflik saptanmistir.
Olgularin %4,3'Uinde ELISA ve IHA ile pozitiflik
saptandig1 bildirilmis, bu durumun antijen
sunumuna, antijen antikor reaksiyonuna ve
immunglobiilinlerin farkli izotiplerinin belirlenmesi-
ne bagli olabilecegi belirtilmistir (30). Kilic ve
ark.(32) veteriner hekimlerde yaptiklar serolojik
calismada ELISA ile %2,15'lik Echinoccoccus-1gG
seropozitifligi belirlemisler ve Western Blot ile
dogrulamislardir. Ayni 6rneklerde IHA ile seropozitif-
lik belirleyememislerdir. Calismamizda 88 veteriner
hekime ait 6rnekten birinde (%1,1) iHA ile seropozi-
tiflik belirlenmistir.

Calismamizda, Ankara ilindeki risk gruplarinda Q
atesi ve listerioz seroprevalansinin yiksek olarak
bulunmas1 ve kontrol grubu ile aralarindaki farkin
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istatistiksel olarak anlamli bulunmasi nedeniyle, risk
grubunu olusturan meslek calisanlarinin zoonotik
enfeksiyonlar yoniunden bilinclendirilmesi ve
bolgede zoonotik enfeksiyonlarin epidemiyolojik
ozelliklerinin aydinlatilmas1 gerektigi sonucuna
varlmistir.
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OzET
Amac: Trichomonas vaginalis'in tanisi; ile haraketli
trofozoitlerin gorulmesiyle, cesitli kiltur yontemleriyle, serolojik ve molekuler yontemlerle

konulmaktadir. Bu calismada, vajinal akint1 orneklerinde T. vaginalis'in saptanmasinda direkt

direkt mikroskobik inceleme

mikroskobik inceleme ile iki farkli kuiltir yonteminin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Anormal vajinal akinti sikayeti ile Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinigine
basvuran ve yaslan 18-48 arasinda degisen 128 kadin calismaya alinmistir. Steril pamuk ekiivyon
yardimi ile arka forniksten alinan ornekler direkt mikroskobik olarak incelemis; ayrica cystein
pepton liver maltose (CPLM) ve tripticase yeast extract maltose (TYM) besiyerlerine ekilmistir.
Ekim yapilan tuplerin 1., 2., 3., 4. ve 7. gunlerde kontrolleri yapilmis, optimal treme giinleri
saptanmis ve ¢ yontemin performans kriterleri belirlenmistir.

Bulgular: incelenen 128 hastanin 12 (%9.37)'sinde T. vaginalis pozitifligi gériilmistir. Bu 12
olgunun tamami TYM besiyerinde tremis oldugundan TYM besiyeri altin standart olarak kabul
edilmistir. CPLM besiyerinde 12 pozitif olgunun dokuzu saptanabilmistir. Duyarlilik, ozgullik,
pozitif ve negatif prediktif degerler sirasiyla %75, %10, %100 ve %97 olarak belirlenmistir. Direkt
mikroskobik incelemeyle ise 12 pozitif olgunun yedisi gorulmustir. Bu yontemin duyarlilik,
ozgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %58, %100, %100 ve %96 olarak
bulunmustur. CPLM besiyerinde uremeyen bir ornek mikroskobik incelemede pozitif
saptanmistir. Optimal ureme suresinin CPLM besiyeri icin iki, TYM besiyeri icin ise dort gin
oldugu gozlenmistir.

Sonug: trikomoniyazis tamsinda direkt mikroskobik inceleme kolay ve ucuz bir metod
olmasina ragmen kiiltiir daha duyarli bir yontemdir. T.vaginalis'in laboratuvar tamsinda erken
sonu¢ alindig1 icin TYM besiyerinin kullanilmasinin, laboratuvar calismalarinda ise CPLM
besiyerinin tercih edilmesinin uygun olacagi kanisina varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Trichomonas vaginalis, tam, kultir

ABSTRACT

Objective: Trichomonas vaginalis diagnosis is made by identifying motile unicellular
flagellates by direct microscopic examination of wet mount slides, by using different culture
media and serological and molecular methods. In this study, it is aimed to compare wet mount
microscopy with two different culture methods for the detection of T.vaginalis in swab
specimens.

Method: A total of 128 women, ages between 18-48 with abnormal vaginal discharge who
applied to Obstetrics and Gynecology Department were enrolled in this study. The samples of
vaginal secretions from the posterior fornix collected on a sterile cotton tipped swab. The
samples taken from posterior fornix by using sterile cotton-tipped swap were examined by using
wet-mount preparations and culturing on cystein pepton liver maltose (CPLM) medium and
tripticase yeast extract maltose (TYM) medium. The culture tubes inoculated by aliquots of
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secretions into each medium had been read on 1., 2., 3., 4. and 7. days, optimal days had been determined and the
performance of the three methods had been evaluated.

Results: Of the 128 patients 12 (9.37%) had positive results for T.vaginalis. TYM medium is accepted as gold standart, since
all those 12 positive cases were detected in TYM medium. CPLM medium detected only 9 of these 12 positive cases . Sensitivity,
spesificity, positive and negative predictive values were determined as 75%, 10%, 100% and 97% respectively. Wet mount
examination detected only 7 of the 12 positive cases. Sensitivity, spesificity, positive and negative predictive values were
found as 58%, 100%, 100% and 96% respectively. One CPLM negative case was positive in wet mount examination. Optimal
growth observered in two days for CPLMand four days for TYM medium.

Conclusion: Although vaginal saline wet mount is an easy and low-cost technic in diagnosis of Trichomoniasis, culture is
more sensitive than the direct examination. It is concluded that TYM medium is superior to CPLM medium for growth of

T.vaginalis because of its rapidity, CPLM medium should be prefered for studies performed in the laboratory.

Key Words: Trichomonas vaginalis, diagnosis, culture

GiRIiS

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) viral etken-
ler haric, seksuel yolla bulasan patojenler arasinda
en sik gorulen mikroorganizmadir. Yillik insidans 170
milyonun lizerindedir (1). T. vaginalis; fagositoz veya
osmoz yolu ile lokositler, diger viicut hiicreleri,
bakteriler ve vajinanin glikojeni ile beslenir. triko-
moniyazisin inflamatuar pelvik hastalik, ireme fonk-
siyon bozukluklari, erken membran riptiru ve dusiik
dogum agirligina neden oldugu bilinmektedir (2). Bu
hastalikta parazit kaynagi enfeksiyonlu kadin ve
erkeklerdir. Prevalansi %3-40 arasinda degismektedir
(3). Enfeksiyonlu hastalarin ancak %12'sinde tipik
klinik bulgular oldugundan klinikte trikomoniyazis
atlanabilmektedir (2, 3). Klinik bulgulara gore kadin-
daveya erkekte, idrar ve ireme yollarinin cesitli has-
taliklan ile karsabilir.

Trikomoniyazisin laboratuvar tanisi icin direkt
mikroskobik inceleme, cesitli boyama yontemleri
(Giemsa, acridine orange [AO] florasan boyama,
Papanicolaou ve Diff-Quik boyalar), kiltir, lateks
aglutinasyon, ELISA ve molekuler teknikler kullanil-
maktadir (4-7).

Bu calismada anormal vajinal akintisi olan kadin-
lardan alinan vajinal sekresyon ornekleri direkt mik-
roskobi ile incelenmis ve iki farkli siv1 besiyerine e-
kim yapilarak bu yontemlerin T. vaginalis tamsindaki
farkliliklan karsilastintmistir.
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TVOXR

GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Nisan-Ekim 2003 tarihleri arasinda
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklan
ve Dogum Poliklinigine anormal vajinal akinti
sikayeti ile basvuran 128 kadin hasta alinmistir.
Spekulum ile yapilan jinekolojik muayene sirasinda
steril pamuk ekiivyon yardimiyla arka forniksten Uc
adet vajinal sekresyon érnegi alinmistir. ilk 6rnek 1
ml steril serum fizyolojik icine alinmis ve mikros-
kobik inceleme yapilmistir. Direkt mikroskobik ince-
leme icin bir damla ornek lam lizerine alinmis ve la-
melle kapatilarak hazirlanan preparat X400 151k
mikroskobunda incelenmistir. Diger iki 6rnek ise TYM
(tripticase yeast extract maltose) ve CPLM (cystein
pepton liver maltose) besiyeri iceren farkli tiiplere
ekilmistir. TYM ve CPLM besiyerleri laboratuvarda
hazirlanarak her tiipe 6 ml olacak sekilde yerlesti-
rilmis ve otoklavlanarak +4°C'de saklanmistir (2, 8,
9). Ekim yapilmadan once sivi besiyerleri 37 °C'ye 1s1-
tilmis ve her tipe 0,5 ml inaktive insan serumu,
1000U/ml penisilin, 1 mg/ml streptomisin,1 mg/ml
triflukan eklendikten sonra yine 37°C'de inkiibe
edilmistir. Yedi glin boyunca 24 saat ara ile her tup-
ten alinan ornekler thoma laminda sayilarak orta-
lama degerler alinmis, tireme yogunlugu ve canlilik-
lar1 bu sekilde kontrol edilmistir.

Duyarlilik, o6zgulliik, pozitif ve negatif prediktif
degerler TYM besiyeri altin standart alinarak
yapilmistir.
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BULGULAR

Olgularin yas ortalamas1 32,1+4,3 (17-51 yas
arasi) olarak bulunmustur. T. vaginalis 128 6rnegin 12
(9,37%)'sinde saptanmistir. Bunlarin tamami TYM
besiyerinde, dokuzu (7,03%) ise CPLM besiyerinde
uremistir. Direkt mikroskobik incelemede 12 pozitif
olgunun yedisi (5,46%) gorulmustur. CPLM
besiyerinde negatif bir ornek ise direkt mikroskobik
incelemede pozitif olarak degerlendirilmistir. T.
vaginalisin kulturde uremesi sekiz gun boyunca
izlenmis, optimal ureme CPLM besiyerinde ikinci,
TYM besiyerinde dordiinci glinde gozlenmistir.
Ureme ve canlilik kontrollerinin sonuclar Tablo 1'de
gosterilmistir.

Tablo 1. CPLM ve TYMde ureyen canli T. vaginalis sayis1 /ml

Canl T. vaginalis sayis1 / ml

Gin CPLM TYM
Besi yerinde Besi yerinde

1 1.20x10° 1.8x10°

2 6.8x10° x10°

3 5.3x10* x10*

4 2.3x10° 8.4x10°

5 1x10° 5x10°*

6 3.1x10°

7 1x10°

8

TYM besiyeri altin standart olarak alinmis;
duyarlilik, ozgiillik, pozitif ve negatif prediktif
degerler sirasiyla CPLM besiyerinde %75, %10, %100
ve %97; direkt mikroskobik incelemede ise %58,
%100, %100 ve %96 olarak bulunmustur.
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TARTISMA

Trikomoniyazisin laboratuvar tanisi genellikle
mikroskobik inceleme, boyama yontemleri ve kiil-
turle konulmaktadir (9,10). Direkt mikroskopik ince-
leme, ilk uygulanan ve halen en sik kullanilan yon-
temdir. Kiltir ile karsilastirildiginda duyarliigi %35-
80 arasinda bildirilmektedir (11,12). Bu yontemin
basit ve ucuz olmasi avantajlar yaninda baz1 dez-
avantajlan da vardir. T. vaginalis dis ortamdan etki-
lendiginden, mikroskobisine miimkiin oldugunca ca-
buk bakilmasi gereklidir. Trikomonaslar dis ortamda
hareketlerini ve kamcilarin1 kaybedebilirler, morfo-
lojileri degisebilir ve lokositlerden ayirimi zorlasa-
bilir. Giemsa ve akridin oranj (AO) boyama yontem-
lerinin duyarliigi ve ozgiilliigu diistiktir. Kiltir yon-
temleri ise T. vaginalis tamsinda daha degerlidir ve
%95 oraninda tan1 konabilmektedir (9). Kultur icin or-
nek az sayida trofozoid iceriyorsa yalanci negatiflik
olabilir. Ayrica 6rnegin laboratuvara tasinma sira-
sinda canli trofozoidlerin azalmasi da kultirin du-
yarliigin1 olumsuz olarak etkilemektedir.

Gelbart ve ark. (13) direkt inceleme ile TYM ve
CPLM besiyerlerini karsilastirmislardir. TYM besiye-
rinin direkt inceleme ve CPLM besiyerinden daha
ustlin oldugunu gormislerdir. Calismamizda da ben-
zer bir sonuca ulasilmistir. Trikomoniyazis acisindan
917 ornegin incelendigi bir calismada Kkiiltiir ile
%19,0, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) %17,1,
direkt mikroskobik inceleme ile %2,7 pozitif sonuc a-
linmis ve kdiltiir ve PCR sonuglarinin benzer olduguna
dikkat cekilmistir (14).

Turkiye'de bu konu ile ilgili calismalara bakarsak;
Akisu ve ark. (15) akinti sikayeti ile basvuran 100 has-
tanin vajinal akint1 orneklerini direkt mikroskobik
incelemeyle, besiyerine ve hiicre kiltiirine ekim
yontemiyle arastirmislar. Direkt mikroskobik bakida
dort ornekte (%4) T.vaginalise rastlamislar ve
orneklerden uclinin hem hiicre kulturt (%3) ve hem
de in vitro besiyerinde (%3) Uurediklerini ve
trikomoniyazisin tanisinda direkt mikroskobik
bakinin diger yontemlerden daha iyi bir yontem
oldugu sonucuna varmislardir. Bu calismada
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mikroskobik inceleme ile 12 pozitif 6rnegin ancak
yedisinde T. vaginalis saptanabilmistir. Atambay ve
ark. (16) CPLM besiyerine insan, at ve koyun
serumlari ekleyerek T. vaginalis'in Ureme sureleri ve
yogunluklarim karsilastirmislar; insan serumunun
daha ekonomik ve uygun oldugunu saptamislardir. Bu
calismada da insan serumu kullamlmistir. Akhan ve
ark. (17) T. vaginalis gorilme sikligin1 direkt
mikroskobik inceleme ve kiiltiirle 168 olguda (90
semptomatik ve 78 asemptomatik kadinda)
arastirmislar ve enfeksiyon sikligini %6 olarak
bulmuslardir. Enfeksiyonun semptomatik ve asemp-
tomatik olgularda aym oranda goriildigi, direkt
mikroskobik incelemenin duyarliiginin %60 oldugu
bildirilmistir. Adiloglu ve ark. (18) T. vaginalis sikli-
gin1 mikroskobik inceleme, Giemsa, AO boyalari ve
modifiye Diamond (MD) ve modifiye tiyoglikolatl
(MT) besiyerleri kullanarak 269 kadinda arastir-
mislar; toplam 34 olguda (%12,6) T. vaginalis sapta-
mislardir. Yontemlerin duyarliligi MD'de %94,1, mik-
roskobik incelemede %76,5, MT besiyerinde %70,6,
Giemsa boyama ile %58,8, AO boyama ile %41,2
olarak bulunmustur. Baska bir calismada toplam 917
vajina akint1 orneginin mikroskopla incelenmesi
sonucunda 35 (% 3,8) 'inde T. vaginalis saptanmis,
bunlardan 34 (% 3,7)Ui CPLM besiyerinde yapilan
kiiltirde Uretilmistir (19). Kilimcioglu ve ark. (20)
vajinal akinti sikayeti olan 300 kadindan alinan
ornekleri trikomoniyazis acisindan direkt
mikroskobik baki ve Diamond, tiyoglukolat, TYM ve
CPLM besiyerlerine ekerek degerlendirilmisler. T.
vaginalis Diamond ve TYM besiyerinde 24 saat sonra
1.2x10*/ml yogunluga ulasirken, tiyoglukolat ve
CPLM besiyerlerinde daha disiik yogunlukta
uredikleri saptanmistir. Buna karsilik tiyoglukolat ve
CPLM besiyerlerinde yedinci giine kadar T.
vaginalis'lerin canliigini siirdiirdiikleri gozlenmistir.
T. vaginalisin laboratuvar tanisinda, erken sonuc
alindig1 icin Diamond ve TYM besiyerlerinin
kullanilmasinin uygun olacagi sonucuna varmislardr.
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Tanriverdi ve ark. (21) vajinal akintist olan 120
kadindan alinan ornekleri kiiltur, direkt mikroskopta
inceleme (DMIi) yontemi ve dot-immunobinding assay
(DIBA) ile incelemisler. DMi ile 6 (% 5,0), kiiltiirle 12
(% 12) ve DIBA ile 12 (% 12) kadinda T. vaginalis
saptanmistir. Kiltir referans yontem olarak alindi-
ginda, duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla; DMi'de % 50, %
100 ve DIBA yonteminde % 91,7, % 99,3 olarak belir-
lenmistir.

Suay ve ark. (22), 300 hayat kadinini triko-
moniyazis yoninden direkt mikroskobi ve kiiltiir
yontemleriyle arastirmislar, direkt mikroskobik
yontemle 121 (% 40,3), kiltur yontemiyle (TYM) 217
(% 72,3), pozitif sonuc elde etmislerdir. Yazar ve ark.
(23) 1613 vajinal ornegi direkt mikroskobik yontemle
ve CPLM besiyerine ekim yapilarak incelemisler, 248
(%15,37)'inde T. vaginalis saptamislardir. Her (¢
yontemle 212 hastada parazit bulunurken, 36
hastada sadece CPLM Kkiltiir yontemi ile parazit
saptanmistir.

Bu calismada 128 hastanin 12 (%9,37)'sinde T.
vaginalis pozitifligi goriilmiistiir. TYM besiyerinde 12
ornek, CPLM besiyerinde ise 12 pozitif ornegin doku-
zu pozitif olarak saptanmistir. Duyarlilik, ozguillik,
pozitif ve negatif prediktif degerler sirasiyla %75,
%10, %100 ve %97 olarak belirlenmistir. Direk
mikroskobik inceleme ise 12 pozitif olgunun yedisini
saptayabilmistir. Duyarlilik, ozgullik, pozitif ve
negatif prediktif degerler sirasiyla %58, %100, %100
ve %96 olarak bulunmustur.

Sonuglarimiz diger calismalarla uyumludur ve T.
vaginalis infeksiyonlarinin tanisinda kultiirtin hala en
glivenilir yontem oldugunu gostermektedir (24-26).
Anormal vajinal akintist olan kadinlarda triko-
moniyazis taramasinda kultur, ozellikle de TYM
besiyeri, direk mirokobiden daha iyi sonuc ver-
mektedir.

Sonuc olarak; trikomoniyazis tanisinda direk
mikroskobik inceleme ve Kkiiltiir yontemlerinin
birlikte kullamlmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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OZET

Amag: Ulkemizde de gériilen listeriosis ve toxoplasmosis bélgenin cografik konumuna,
sosyokiiltirel yapisina ve beslenme sekline gore farkli oranlarda goriilmektedir. Calismada
Malatya ili merkez belediyesinde zoonoz hastaliklari agisindan risk grubu oldugu diisiiniilen 150
temizlik personelinde listeriosis ve toxoplasmosis seroprevalansinin saptanmasi amaglanmistir.

Yontem: Arastirmada listeriosis tanis1 icin Agliitinasyon Yontemi ve toksoplazmosis tanisi
icin Sabin Feldman Dye Testi kullamlmistir.

Bulgular: Yapilan degerlendirmede calisan 150 personelin 14 (%16)linde Listeriosis ve
37'sinde (%24,6) anti-Toxoplasma gondii antikoru tespit edilmistir. Antikor titreleri acisindan da
listeriosisde cop toplayic1 ve sipirgecilerde seropozitiflik ylizdesi yiiksek bulunmustur.
Toxoplasmosisde de siipiirgeci olarak calisanlarda seropozitiflik diger gruplara gore yiiksektir.

Tartisma: Risk grubunu olusturan meslek calisanlarina zoonotik enfeksiyonlarla ilgili
bilgilendirme, bulasma ve korunma yollar yoniinden halk sagligi egitim programlarinin
uygulatilmas1 ve bolgede bu enfeksiyonlarin epidemiyolojik ozelliklerinin aydinlatilmasi icin
dahaileri arastirmalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Belediye iscileri, listeriosis, toxoplasmosis

ABSTRACT

Objective: The prevalence of listeriosis and toxoplasmosis in Turkey varies according to the
geography, socio-cultural profile, and dominant nutrition habits of the region. The purpose of
the present study is to determine the listeriosis and toxoplasmosis seroprevalence among 150
dustmen working in Malatya municipality who are considered to be a risk group in terms of
zoonotic diseases.

Method: Agglutination test and Sabin Feldman dye test were used to determine listeriosis
and Toxoplasmosis, respectively.

Results: The evaluation revealed that out of 150 dustmen 14 (16 %) were infected with
Listeriosis and 37 (24.6 %) with anti-Toxoplasma gondii antigen. The rate of seropositivity for
listeriosis among garbage collectors and sweepers was found to be high. The seropositivity for
toxoplasmosis among sweepers was also higher than the other groups.

Conclusion: Finally, it was concluded that the workers in this risk group should be informed
about zoonotic infections, given some public health training programs about the ways of
contagion and protection, and further researches should be carried out for better clarification
of the epidemiology of such infections.

Key Words: Dustmen working, listeriosis, toxoplasmosis
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GiRIiS

Listeriosis ve toxoplasmosis insanlarn etkileyen
onemli zoonotik enfeksiyonlardir (1,2). Listeria mo-
nocytogenes enfekte hayvanlarnn diski, sut ve uterus
icerigiyle cikardig1 etkenlerin oral yolla alinimini ta-
kiben endositoz ile intestinal epitelyum hiicrelerine
girmektedir. Bakterinin mononikleer fagositer
hiicreler icinde yasama yetenegi kan yolu ile yayili-
min1 saglamaktadir. Etken karaciger, dalak, kemik
iligi gibi organlara yerlesir (1-3). L. monocytogenes
enfeksiyonu asemptomatik seyirli veya deri ve gozde
lokal enfeksiyon seklinde goriilmektedir (4).

Paraziter enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi
bircok faktorden oturu farkliliklar gosterir. Parazit-
lerde bulas yolu genellikle fekal-oral yolla gercek-
lesmektedir. Parazitlerin bulasmasinda rol oynayan
yumurta veya kistleri ise enfektivitelerini uzun stre
koruyabilmektedirler (5).

Toxoplasma gondii insan ve diger bircok evcil ve
yabani kediler ve yabani hayvan tiirini enfekte
edebilme yetenegine sahip olup, kediler son konak
olarak bilinmektedir. Etken, insanlara ¢ig veya az
pismis etlerin tiketilmesi ve kedi diskisindaki
ookistler ile kontamine olmus sebze ve meyvelerin
yeterince yikanmadan yenilmesi sonucu bulasmak-
tadir (1).

Calismada Malatya ili Merkez Belediyesinde zoo-
noz hastaliklan agisindan risk grubu oldugu disi-niilen
150 temizlik personelin de listeriosis ve toxoplasmosis
seroprevalansinin saptanmasi amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Calismaya 2004 yilinda Malatya/Merkez Bele-
diyesinde 6-15 yil arasinda calisan 72 suipurgeci, 54
cOp toplayici ve 24 sofor olmak iizere 150 temizlik
iscisi alinmistir. Iscilerin yas ortalamalar 40,86 dir.

Personelden alinan kanlar serumlarindan ayrilmis
ve calisilincaya kadar -20°C de saklanmigtir.

Listeriosis tanisinda agliitinasyon yonteminde
kullanilan test antijenleri, Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi Baskanligi (RSHMB) Salgin Hastaliklar
Arastirma Mudirligii  (SHAM) laboratuvarlarinda

82 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

BELEDIYE CALISANLARINDA TOXOPLASMA VE LiSTERIA

hazirlanmistir. itk olarak, capraz reaksiyonlarin
onlenmesi amaciyla Staphylococcus aureus (ATCC
29213) susundan tum hicre antijenleri elde
edilmistir. L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 3c, 4ab, 4c
ve 4d suslarindan ayr ayn antijenleri hazirlanarak,
bu antijenlerin birlestirilmesiyle L. monocytogenes
ortak antijen havuzu elde edilmistir (6). Serum
orneklerinin S. aureus antijeniyle absorsiyonunu
takiben L. monocytogenes antijeniyle agliitinasyon
testi yapilmistir. Pozitiflik 1/100 ve uzerindeki
titrelerde en az iki (++) sonuc veren aglitinasyon
durumunda kabul edilmistir.

Serum orneklerindeki anti-T. gondii antikorlar
Sabin Feldman Boya Testi (SFBT) ile calisilmistir.
SFBT'de; aktivator serum olarak T. gondii antikoru
olmayan ve magnezyum, properdin, C,, C, ve C, gibi
faktorlerden zengin insan serumu kullanilmistir. Ayri-
ca Swiss-Albino tipi lic-dort haftalik saglikli beyaz
farelere T.gondii RH susu pasajlanmis ve 48 saat
sonra elde edilen canli antijenler de kullamlmistir.

Serumlar 56°C'de 30 dakika inaktive edildikten
sonra, serum fizyolojik ile 1/4, 1/16, 1/64, 1/256 ve
1/1024 oranlarinda sulandirilmis ve bunlardan 25 pl
alinarak yan tuplere gecilmistir. Her mikroskobi
sahasinda X 400'lik buyiitmede ortalama 25 adet can-
L1 T.gondii takizoitleri olacak sekilde 25 pl aktivator
serum icinde hazirlanan antijen, yan tuplerdeki se-
rum sulandirimlarinin tzerine eklenmistir. Daha son-
ra tupler 37°C su banyosunda 50 dakika inkiibe edil-
mistir. TUplerin Uzerine aynm1 miktar alkali metilen
mavisi eklenmis ve 37°C su banyosunda tekrar 10
dakika bekletilmistir. Sonuclar, 151k mikroskobunda
(X 40 buyutme ile) T. gondii trofozoitlerinin boya al-
ma durumlarina gore degerlendirilmistir. Bir mikros-
kop sahasinda bulunan takizoitlerden %50'den fazla-
sinin boya almadigi sulandirimlar toksoplazmosis yo-
niinden pozitif olarak degerlendirilmis ve >1:16 tit-
reler pozitif olarak kabul edilmistir (7).

istatistiksel analizler SPSS 15.0 for Windows ile
gerceklestirilmis ve sonuclarin degerlendirilmesinde
ki-kare testi kullanilmistir. P<0.05 degeri istatistiksel
olarak onemli kabul edilmistir.



T. CELIK ve Ark.

BULGULAR

Sabin-Feldman Boya Testi ile yapilan incelemede
150 personelin 37 (%24,6)'sinde anti-T. gondii
antikoru tespit edilmistir (Tablo 1). Toksoplazmosis
seropozitifligi acisindan gorev gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir
(X’=7.750, serbestlik derecesi (df)=2, P=0.021). is-
cilerin 14 (%16)'U de listeriosis yonuinden seropozitif
olup, antikor titreleri ile meslek gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir
(X*=10.667, serbestlik derecesi (df)=1, P=0.001).
Dort isci ise hem listeriosis hem de toksoplasmozis
acisindan seropozitif bulunmustur. Tespit edilen
Toksoplasmosis ve Listeriosis antikor titrelerinin
dagilimlan Tablo 1 ve Tablo 2' de verilmistir.
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TARTISMA

Zoonotik enfeksiyonlardan olan listeriosis,
asemptomatik seyirli veya deri ve gozde lokal enfek-
siyon seklinde gorulmektedir (8). Listeriosis preva-
lanst ile ilgili olarak Kilic ve ark (9) Ankara ili Mezba-
halarinda calisan personelde %42,2 seropozitiflik be-
lirlemislerdir. Calismada da belediye iscilerinde %16
oraninda seropozitiflik saptanmistir. Ayrica liste-
riosis antikor titreleri acisindan meslek gruplar ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belir-
lenmistir. Arastirmada cop toplayic1 ve supirge-
cilerde seropozitiflik yizdesi yuksek bulunmustur.
Calisanlardan alinan anamnezde deri lezyonu ve goz
enfeksiyonu ile ilgili bir sikayet belirlenmemistir.
Seropozitiflik oram degerlendirmesi belediye

Tablo 1. Sabin-Feldman Boya Testi ile Malatya Belediyesi iscilerinde saptanan toksoplazmosis seropozitiflik oranlarinin ve

titrelerinin meslek gruplarina gore dagilimi

Pozitif Titreler
Meslek Gruplari
n % 1:16 1:32 1:64 1:256
Siiptirgeci 18 56.25 11 4 2 1
Cop Toplayic 8 25.00 5 2 1
Sofor 6 18.75 4 2
Toplam 32 100.0 20 6 5 1

Tablo 2. Listeria Aglutinasyon Yontemi ile Malatya Belediyesi iscilerinde saptanan tespit edilen listeriozis
seropozitiflik oranlarinin ve titrelerinin meslek gruplarina gore dagitimi

Pozitif Titreler
Meslek Gruplar
n % 1:100 1:200 1:400
Siipiirgeci 10 41.70 9 1 0
Cop Toplayic 10 41.70 9 1 0
Sofor 4 16.60 4 0 0
Toplam 24 100.0 22 2 0
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temizlik iscilerinde enfekte hayvan diskisi ile bulas-
ma risklerinin fazlaligi, bolgesel nedenlerden dolay1
pastorize siit tliketiminin azlig1 ve kisisel hijyen
bilgilerinin eksikligi seklinde aciklanabilir.

Paraziter enfeksiyon olan toksoplazmosis ise
insan sagligim tehdit eden ve genellikle asemp-
tomatik seyirli zoonotik bir infeksiyondur (1). Godek-
merdan ve ark. (10) hayvan ve hayvan uriinleri ile
iliskisi olan meslek gruplarinda Toksoplazmozisin
yayginliginin daha yiiksek oldugunu bildirilmisler ve
Elazig'da veteriner hekimlerde Toxoplazma seropo-
zitifligini %53,2 olarak bulmuslardir. Yilmaz ve ark
(11) Ankara'da gonulli hayvan severlerde %50'lik
seropozitiflik bildirmislerdir. Yine Yolasigmaz ve ark
(12) kirsal kesimde IgG'nin seropozitiflik oranim
kentsel kesimdeki orandan daha yiiksek bulmuslar-
dir. Benzer olarak Aslan ve Babiir (13) mezbaha cali-
sanlarinda %48,83 oranlarinda seropozitiflik tespit
etmislerdir. Handemir ve ark. (14) da saglikli askerler
uzerinde IgG Seropozitif oranin %20,77 ve IgM+IgG
antikorlarnim %5,38 olarak bildirmislerdir. Calismada
da benzer olarak %21,3 oraninda toxoplasma seropo-
zitiflik saptanmistir. Ayrica toksoplasmosis seropo-
zitifligi acisindan gorev gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark belirlenmistir. Supurgeci olarak
calisanlarda seropozitiflik diger gruplara gore yiiksek
bulunmustur. Bu durum belediye iscilerinin hayvan
diskist ile bulasma risklerinin fazlaligina ve calisma
esnasinda zoonoz enfeksiyonlardan korunma ile ilgili
tedbirlerin yeterince alinmamasindan kaynaklanmis
olabilecegi seklinde agiklanabilir.

Arastirma sonucu yapilan degerlendirmeler dik-
kate alindiginda belediye yoneticilerine disen go-
revler agisindan egitim yapilarak zoonozlardan ko-
runma yollarina yonelik ilgili finansman desteginin
saglanmasi gereklidir. Clinkii genel hijyen temizligi
(iscilerin is sonrasinda guinlik dus alim, kullanilacak
dezenfektan maddeler, tek kullanimlik maske ve el-
divenler, sik sik degistirilmesi gereken is elbiseleri)
belirli bir mali kaynak ihtiyaci doguracaktir.

Aynica risk grubunu olusturan meslek calisanla-
rina ve ailelerine zoonotik enfeksiyonlarla ilgili bilgi-
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lendirme, bulasma ve korunma yollar1 yoniinden halk
sagligi egitim programlarinin uygulatilmasi ve tani-
tic1 brosurlerle desteklenmesi yararli olacaktir. Bu
tip calismalarda yapilan egitim calismalarinin kalici
davrams degisikligi yoniinde izlenirliligi acisindan
bilimsel izleme yontemlerinin uygulanmasi belir-
lenen hedeflere ulasmada etkin rol oynayacaktir. Bu
nedenle halk sagligi egitim programlarinin kisa, orta
ve uzun vadeli ve ekip calismasi halinde yurutilmesi
verimliligi artiracaktir.

Diger taraftan bolgede bu enfeksiyonlarin
epidemiyolojik ozelliklerinin aydinlatilmasi icin
daha ileri arastirmalarin yapilmasinin da gerekliligi
sonucuna varilmistir.
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OZET

Enterokoklar 6zellikle 1980'lerden sonra en onemli nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinden
biri haline gelmis ve antibiyotige direncli firsatci patojenler olarak dikkatleri iizerine
cekmislerdir. Son yillarda coklu antibiyotik direnci gosteren enterokok suslarimin ortaya
cikmast ile enfeksiyonlarda kullanilan mevcut tedavi yontemlerinin uygulanabilirligi
kisitlanmis ve glikopeptid, penisilin ve aminoglikozit grubu antibiyotiklere direnc geni tasiyan
enterokok enfeksiyonlan halk saghigim tehdit eder olmustur. Ozellikle vankomisin ve
teikoplanin gibi glikopeptid grubu antibiyotiklere kazanilmis ve indiiklenebilir yiiksek seviyede
direnc iceren Vankomisine Direncli Enterokok (VRE) suslarinin sayis1 giderek artmistir. Su ana
kadar enterokoklarda van A'dan van G'ye kadar vankomisin direncinden sorumlu oldugu bilinen
yedi farkli gen kiimesinin dizilemesi yapilmis ve varligi gosterilmistir. Bu gen kiimelerinden en
iyi tamimlanam van A ve van B kiimeleri olup klinik enterokoklarda en cok karsilasilan direng
tiplerini olustururlar. Van A tipi direng gosteren VRE suslarinda gorulen direncin nedeni, hiicre
duvarindaki peptidoglikan onclisi D-ala-D-ala dipeptidinin, D-ala-D-lak depsipeptidi ile yer
degistirilmesi sonucu glikopeptidin 1000 kat daha az ilgiyle substratina baglanabildigi bir
modifikasyon ile vankomisinin hiicre duvari sentezini inhibe etmesinin engellenmesidir. Van C,
Van E ve Van G tipi direnclerde ise D-ala-D-serin seklinde degisim s6z konusudur. Bu direng
genlerinin enterokoklar arasinda ve &zellikle diger Gram pozitif bakterilere plazmid ve
transpozonlar araciligiyla aktarimi, direncin hizla yayilmasina neden olarak tehlikeli boyutlara
ulasmistir. Bu derlemede tiim dinyada oldugu gibi ilkemizde de gelistirdigi direnc
mekanizmalan ile antibiyotik direncinin yayiimmna yol acan enterokoklarda direng
kaynaklarinin molekiiler mekanizmalar irdelenmis ve bu direng kaynaklarinin bilinmesinin,
direncin 6nlenmesi ve yeni antibiyotik kullamm politikalari gelistirilmesi agisindan 6nemi
vurgulanmistir.

Anahtar Sozciikler: Enterokoklar, glikopeptid direnci, direng genleri, direncin yayilim

ABSTRACT

Enterococci have emerged as major antibiotic-resistant opportunistic pathogens causing
nosocomial infections, especially after 1980's. In the last decade, currently available
alternatives for therapy of enterococcal infections became limited due to multiple antibiotic
resistant strains and these enterococcal infections caused by these strains carrying
glycopeptide, penicilin and aminoglycoside resistance genes, began to treat public health.
Particularly the number of Vancomycin Resistant Enterocococci (VRE) have increased, carrying
acquired and inducible high-level resistance genes to glycopeptide antibiotics in the course of
time. Till now, seven different gene clusters responsible for glycopeptide resistance were
sequenced and demonstrated from van A to van G. Of these clusters van A and van B gene
clusters codes for the best described and the most encountered resistance phenotypes among
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clinical enterococci. The reason of Van A type glycopeptide resistance in enterococci is to prevent vancomycin to inhibit cell
wall synthesis by modification of cell wall precursor D-Ala-D-Ala dipeptide to D-Ala-D-Lac depsipeptide which leads binding of
vancomycin to its substrate with 1000-times lower affinity. In Van C, Van E and Van G type resistance, the modification is on D-
ala-D-ser dipeptide. Plasmid and transposon-mediated transfer of these resistance genes between enterococci and specially
to other Gram positive bacteria caused spread of resistance which reached to dangerous dimensions. In this review, it is
emphasized the importance of knowing the source of genetic fundamentals in terms of controlling antibiotic resistance, and
implementing new antibiotic policies for the control of enterococci which gave rise to the spread of resistance by developing

antibiotic resistance mechanisms not only worldwide but also in Turkey.
Key Words: Enterococci, glycopeptide resistance, resistance genes, spread of resistance

GiRiS

Son yillarda ozellikle antimikrobiyal ajanlara
kars1 gelistirdikleri coklu antibiyotik direnci
sebebiyle enterokoklarin neden oldugu idrar yolu
enfeksiyonlari, safra kesesi enfeksiyonlar, cerrahi
yara enfeksiyonlari, endokardit, bakteriyemi ve
menenjit gibi ciddi nozokomiyal enfeksiyonlarin
sayisinda dunya capinda buyuk bir artis gorulmustur.
Bu artisin bir diger sebebi de uygun virulans ozel-
liklerini tasiyan ve hastane cevresine adapte baz
klonlarin ortaya c¢ikmasidir. Enterokoklarda gliko-
peptid grubu antibiyotiklere direnc ilk olarak 1988'de
bildirilmis, daha sonra vankomisine ve teikoplanine
yuksek duzeyde direncli suslar tum dinyada
yayilmistir (1). Yapilan calismalarda glikopeptid di-
rencli enterokoklarin oldukca genis cografik yayilim
gosterdikleri ve hem fenotipik hem de genotipik ola-
rak heterojen olduklar belirlenmistir (2). Direnc
genlerinin enterokoklar arasinda ve ozellikle diger
gram pozitif bakterilere plazmid ve transpozonlar
araciigiyla aktarimi, direncin hizla yayilmasina
neden olarak Amerika ve Avrupa'da tehlikeli
boyutlara ulasmistir (3-11). Turkiye'de ise Vankomi-
sine Direncli Enterokok (VRE) izolasyonunun ilk ola-
rak 2001 y1l1 sonrasinda yapildigi rapor edilmis ve bu
tarihten sonra ulkemizdeki VRE olgularinda artis
gorulmustur (12-15).

Klasik olarak uiriner sistem disindaki endokardit
ve bakteriyemi gibi ciddi enterokok enfeksiyonla-
rinin tedavisi icin, B-laktam veya glikopeptid grubu
antibiyotigin aminoglikozit ile kombine tedavisi ge-
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rekmektedir. 2007 Avrupa Antibiyotik Direnci Sir-
vayans Sistemi (EARSS) verilerine gore, ozellikle hlic-
re duvar inhibitorlerinden glikopeptidlere kars1 di-
renc oranlan ilkemizde cok yiiksek olmayip; Ente-
rococcus faecium izolatlarinda %9.8; E. faecalis'de
ise %1'in altindadir. Buna karsin sinerjik etkilesimi
ortadan kaldiran yiksek dizey aminoglikozid
direnci: E. faecalisicin %30; E. faeciumicin %69 civa-
rnda olup bu oran, yiiksek seviye kabul edilir
(www.earss.rivm.nl). Enterokoklarda goriilen di-
reng, bu tir kombinasyonlarin kullamminda ciddi
sagaltim sorunlarina yol agmaktadir (16, 17). Bu ne-
denlerle tim diinyada oldugu gibi lilkemizde de ge-
listirdigi direnc mekanizmalar ile antibiyotik diren-
cinin yayginlastig1 enterokoklarda dogru tiir teshisi,
antibiyotik duyarlilik testlerinin optimize edilmesi
ve diren¢ kaynaklarinin genetik temelinin aras-
tinlmasi; direncin onlenmesi ve yeni antibiyotik
kullanim politikalar1 gelistirilmesi acisindan
onemlidir (18).

Enterokoklarda Glikopeptidlere Karsi Gelisti-
rilmis Diren¢ Mekanizmalan

Enterokoklarda glikopeptid direnci, Van A'dan
Van G'ye kadar cesitlilik gosterebilen farkli direnc
fenotipleri ile eksprese olur. Ancak direnc mekaniz-
mas1 tim fenotiplerde benzerlik gosterip, vanko-
misinin hedefine daha diisiik bir ilgi ile baglanmast ile
sonuclanir. Sekil 1'de de gosterildigi lizere ortamda
vankomisin gibi bir indiikleyici bulundugunda, sensor
kinaz enziminin bir regiilator yanit proteini ile
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D-Ala

Glikopeptide duyarli Glikopeptide direncli
2-L-Ala Pirlivat D-Ala-D-Ala
vanH X
Ala rasemaz NADH van
2-D-Ala D-lac 2D-Ala
D-Ala-D-ala ligaz +D-Ala
vanA
ATP ATP
D-Ala-D-Ala D-Ala-D-lac
UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys D-Ala-D-Ala UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys
ekleyen enzim
%
UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala-D-lac (&N

UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala

vanY UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala+D-ala
——

etki mekanizmasi (V= vankomisin) (34).

Sekil 1. Vankomisin antibiyotiginin ve vankomisine direncli enterokoklarda Van A direncinin hiicre duvar onciilerine

iliskiye girmesi sonucu, vankomisin direncinden
sorumlu genlerin transkripsiyonu uyarilir. Transkrip-
siyona ugrayan genler transle olarak vankomisinin
cok dusiik bir ilgi ile baglanabildigi ve D-ala-D-lak
veya D-ala-D-ser ile sonlanan hiicre duvari onci-
lerinin olusumunu saglayan ligaz enzimlerine donii-
suirler. Diger gen Uriinleri ise Dala-Dala dipeptidlerini
keserek hiicre duvarin esas yapisinda bulunan gliko-
peptidlere duyarli hedefleri ortadan kaldirirlar.
VRE'lerde peptidoglikan onciiliglindeki bu degisik-
likler, glikopeptid ajanlarin hedefine 1000 kat daha
diistik bir ilgi ile baglanmasina neden olur ve hiicre
duvan sentezinin inhibisyonu, bu temel mekanizma
ile engellenir (19, 20).

Enterokoklarda Antibiyotik Direncinin Genetik
Organizasyonu

Son zamanlarda VRE olgularindaki artis, arastir-
macilar direnc genlerince kodlanan proteinlerin ya-

pilarim ve islevlerini daha kapsamli sekilde calis-
maya itmis ve yliksek diizey glikopeptid direncine sa-
hip enterokok suslarinin fenotipik ozelliklerini kod-
layan genetik bilgilere ulasmay1 kolaylasmistir. Bu
bilgiler 15181 altinda vankomisine direncli entero-
koklar, bakterinin sadece vankomisin ya da hem van-
komisin hem de teikoplanine direncli olmasi, diren-
cin indiiklenebilir veya yapisal olmasi ve diger bakte-
rilere aktarilabilir olup olmamasina gore yapilan
siniflandirmada Van A'dan Van G'ye kadar isimlen-
dirilen yedi farkli grup altinda incelenirler (Tablo 1).
Bu glikopeptid direnc tipleri icerisinde en iyi tanim-
lanmis olanlar Van A, Van B, Van C ve Van D direnc-
leridir (2, 11).

Van A tipi diren¢: Van A tipi direnc enterokok-
larda en iyi tanimlanmis direnc mekanizmasidir.
Vankomisine ve teikoplanine yiiksek diizeyde direnc-
ten, 39-40 kDa agirliginda, Van A sitoplazmik pro-
teinleri sorumludur. Dirence neden olan proteinler
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Tablo 1. Enterokoklarda glikopeptid direng tipleri (19, 20)

Ozellik Van A Van B Van C Van D Van E
MiK(ug/ml)
Vankomisin 64ila>1000 4ila>1000 2ila32 16ila 64 16
Teikoplanin 16 ila > 512 0.5ila> 32 0.5ila 1 2ila 4 0.5
Transfer edilebilme + + - - ?
Diren¢ genlerinin lokasyonu Plazmidler Kromozom Kromozom Kromozom Kromozom
(plazmidler)
indiiklenme ile ekspresyon
Vankomisin + + - + +
Teikoplanin +
Hareketli element Tn 1546 Tn 1547 - ? ?
Ligaz geni van A van B van C-1ve van D van E
van C-2/van C-3
Direng tipi Kazanilmis Kazanilmis intirinsik Direng Kazanilmis Kazamlmis
Direnc direnc direnc direnc
Direng proteinin M.A'hgi(kDa) 39-40 39.5 38 ? ?

Modifiye edilmis hedef D-ala-D-lac D-ala-D-lac D-ala-D-ser D-ala-D-lac D-ala-D-ser
Tiirler E. faecalis E. faecalis E. gallinarum E. faecium E. faecalis
E. mundtii E. faecium E. casseliflavus

E. faecium E. flavescens

E. raffinossus
E. avium

E. gallinarum
E. durans

E. casseliflavus

ancak vankomisin varliginda sentezlenebilen ve hiic-
re duvar sentezi icin mutlaka gerekli olan bir ligaz
(van A genince kodlanir), bir D-D-dipeptidaz (van X
genince kodlanir) ile bir D,D-karboksipeptidaz'dir
(van Y geni tarafindan kodlanan bu enzim van X
genince kodlanan protein ile benzer aktivitededir
ancak direng icin mutlaka gerekli degildir). Van A
fenotipi vankomisine (MIK: >64-1000 pg/ml) ve te-
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ikoplanine (MIK: >16-512 ug/ml) yiiksek diizeyde
indiiklenebilir dirence yol acar veya yol acmasi ile
tanimlanir. Modifiye edilmis hedef D-ala-D-lak'dir. Bu
tip direnc gelisimi ozellikle Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis ve nadiren Enterococcus
avium'da goriilmektedir. Sekil 2'de de goriildiigii gibi
yedi genden olusan vanA kiimesi (van R, van S, van H,
van A, van X, van Y ve van Z) plazmid DNA'ya entegre
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H H BgBg EV

EV R X EV HHiHg X

|
I—< ORF1

I I IR

IR, transpozas revolvaz cevap

transpozisyon

Sekil 2. Vankomisin direncinden sorumlu Tn1546 transpozonundaki van A gen kiimesinin genetik haritas1 (Agik oklar sekanslarin kodlanma
yoniini; transpozonun basindaki ve sonundaki IR, ve IR; sirasiyla sol ve sag inverted tekrarlarini; B, BamHl; Bg, Bglll; El, EcoRI; EV, EcoRV; H,
Hindlll; P, Pstl; X, Xbal restriksiyon enzimi kesim bolgelerini gostermektedir) (2).

histidin
regiilatorii protein kinaz

regilasyon

dehidrojenaz ligaz dipeptid

vanH vanA
D, D-karbokseikoplanin -
parcalanmaSIpepndar direnci

glikopeptid direnci icin
gerekli enzimler

yardimci proteinler

olmus bir transpozon uzerinde yerlesmistir. Tn1546
olarak adlandirilan 10.5 kb'lik bu transpozon, dort
fonksiyonel grubun toplam dokuz polipeptidi
kodladig1 genetik bir elemandir (2, 22). Tn1546, Tn3
transpozon ailesine benzerlik gosterip bas ve son kis-
minda 36 ile 38 bp'lik “inverted” diziler icerir. Bu
“inverted” diziler sayesinde direnc genleri, Uzerinde
bulundugu plazmidden cikip tekrar baska bir plaz-
mide rahatlikla entegre olabilir. Bu transpozonu
olusturan fonksiyonel gruplardan ilki transpozis-
yonda gorev alan ve ters yonde transkripsiyona
ugrayan acik okuma boélgeleri olup, bunlardan ORF1
yapisal bir transpozazi ve ORF2 ise bir rezolvazi
kodlar. ikinci bélgede vankomisin direnc genlerinin
regiilasyonundan sorumlu van R ve van S genleri mev-
cuttur. Bu iki gen, glikopeptidlere cevap olarak, iki
bilesenli bir sinyal regiilasyon sistemi ile van H, van A
ve van X genlerinin transkripsiyonlarini aktive ederek
depsipeptid olusumunu kontrol ederler. Uciincii
fonksiyonel grup, depsipeptidlerin olusumundan ve
glikopeptid direncinden sorumlu genleri (van H, van
A ve van X) icerir. Uciincii bolgedeki vanA geni genis
substrat 6zgilliigiine sahip bir ligazi, van H geni ise
peptidoglikan sentezinde D-Ala-D-Ala'nin D-Ala-D-
Lac ile yer degistirildigi yeni depsipeptidin sente-
zinde gerekli bir dehidrojenazi kodlar. van X geninin
gorevi, direnc ekspresyonu icin mutlaka gerekli olan
ve dipeptid parcalanmasindan sorumlu bir D-D-
dipeptidazin kodlanmasidir. Son fonksiyonel gruptaki
van Y geni ise van X ile benzer islev gosterir; ancak

glikopeptid direnciicin tam olarak esansiyel olmayan
bir D, D-karboksipeptidazi kodlar. Entero-koklarda
Van A fenotipi iceren elemanlar birbirlerine ben-
zerlik gosterir ve Tn1546 ile tasinir; ancak baz1 VRE
suslarinin intergenik bolgelerine baz1 hareketli
insersiyon dizilerinin entegre olmasindan dolay1 di-
ren¢ duzeylerinde varyasyonlar gorulebilmektedir.
Kazamlmis (acquired) direnc genleri ¢ogunlukla
genis konakc¢1 profili gosteren plazmidler ve
konjugatif transpozonlar araciligi ile diger tirlere
kolaylikla aktarilabilir. Bunlar arasinda en dikkat
cekici olan1, van A genini iceren vankomisine direncli
Staphylococcus aureus (VRSA) izolatlarinin olmasidir
(4,9,16,17,23-25, 33).

Van B tipi diren¢: Van B tipi direncg; Tn1547
transpozonunu Uzerinde kodlu olan vanB geninin
sentezledigi 39.5 kDa molekiler agirlikli Van B
membran proteini ile olusturulur. Vankomisin direnci
orta duzeyde olup, direncli bakteriler vankomisine
direncli (MIK: 4-1000 pg/ml) ancak teikoplanine
duyarlidir (MiK: 0.5-1 pg/ml). Indiiklenebilir ve
kazanilmis bir direnctir. Modifiye edilmis hedefi D-
ala-D-lak'dir. E. faecium ve E. faecalis turlerinde
gorulur. Sadece Van B direncine 6zgu bir gen disinda
diger alt1 genin, van A kiimesindeki genlerle %77
homoloji gosterdigi saptanmistir. Van B direng tipi,
Van A tipi direncte oldugu gibi van R, van S, van H,,
van A,, van V,, van Y, ve van Z, adli yedi farkli gen
kiimesi icerir (2). Direnc genleri genellikle kromo-
zom Uzerinde yerlesmistir ve konjugasyon ile aktari-
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labilir, ancak baz1 VRE vakalarinda plazmidler iizerin-
de bulunabilecegi de saptanmistir (16, 17, 24, 26).

Van C tipi diren¢: Van C tipi direng; Ente-
rococcus gallinarum (van C-1), Enterococcus cas-
seliflavus (van C-2) ve Enterococcus flavescens (van
C-3) suslarinda tespit edilen, vankomisine duisiik du-
zeyde direnc olarak tanimlanir. A, B, D ve E tipi di-
renc genlerinden farkli olarak Van C tipi vankomisin
direncini kodlayan genler endojeniktir ve yukarda
s0zu gecen U ture spesifik ligazlar icerir. 38 kDa'luk
Van C membran proteinince olusturulan, induk-
lenemez bir direnctir. Modifiye edilmis hedef D-ala-
D-ser'dir. E. gallinarum ve E. casseliflavus suslarinin
vankomisine duyarliig1 diger enterokok suslarindan
daha az olup, tim E. gallinarum suslari vankomisine
diisiik diizeyde (MIiK: 2-32 ug/ml) direncli ve teikop-
lanine (MIK: 0.5-1 pg/ml) duyarlidir. Tim suslarin ya-
pisal olarak direncli olmalari nedeniyle intrinsik bir
direnctir ve aktarilamaz (27).

Van D tipi direnc: Van D tipi direnc ise E. faeci-
um'da tespit edilmistir. Orta diizeyde vankomisin di-
renci (MIK: 16-64 ug/ml) ve diisiik diizeyde teikop-
lanin direnci (MiK: 2-4 pg/ml) goriilir. indiiklenebilir
bu direncten Van D membran proteini sorumludur.
Modifiye edilmis hedef D-ala-D-lak'dir. Glikopeptid
direnci gen grubu olan van D, van A ve van B
operonlariile benzer organizasyon gosterir (28).

Enterokoklarda Glikopeptid Direncinin Aktarim
Yollan

Enterokoklarda kazanilan direnc, ya mutasyonlar
ya da daha cok yabanci DNA kazamm ile olur.
Enterokoklarin, direng genlerini diger bakterilere
aktararak yayabilmek icin kullandiklar1 pek cok
genetik aktarim sistemleri mevcuttur. Bu sistemler
icerisinde; cok sayida Gram pozitif (Staphylococcus
sp., Streptococcus sp.) tirde de replike olabilen
plazmidler, E. faecalis turleri arasinda bazi
durumlarda transfer sikligi %100'e yaklasan ve
plazmid kopya sayisinin belirlenmesinden sorumlu
olup stabiliteleri oldukca yliksek olan seks feromon-
cevap plazmidleri ile genetik materyal Uzerinde
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DNA'nin bir bolgesinden digerine hareket edebilen,
ozellesmis, konjugatif tipte hareketli genetik
elemanlar olan transpozonlar mevcuttur. Enterokok
tirleri arasinda, yukarida sozi gecen ve direng
genlerini iceren sistemler ile genetik degisimin her
ne kadar transdiiksiyonla olabildigi gosterilse de, en
yaygin mekanizmanin konjugasyon ile gerceklestigi
bilinmektedir. Bunun yanm1 sira enterokoklarda;
kromozomlar veya plazmidler uzerinde bulunan
transpozonlar ile yeni bir konak bakteriye direnc
geninin entegre olarak aktarildigi da gosterilmistir
(18).

Enterokoklarin diger patojenlere nazaran
glikopeptid direnc genlerinin konjugal transferinde
basarili olmasinin ve konjugasyon transfer sikliginin
daha yiiksek olmasinin pek cok sebebi mevcuttur.
Ozellikle baz1 E. feacalis plazmidlerinin konjugal
transferi bir seks-feromon sistemi ile regiile edilir.
Potansiyel alic1 hucreler, plazmid tasiyan verici
hicreler icin eslesmeye spesifik bir cevap
olusturacak kuciik peptid hormonlan salgilarlar.
Hormon sentezinden 30 ila 40 dakika sonra verici
hiicrelerde eslesmenin indiiklenerek baslatildig
gozlenmistir. Bu esnada verici hucreler alici ile rast-
gele carpisabilmek ve konjugasyon sikligini artti-
rabilmek icin ylzey adezyon proteinleri sentezleye-
rek eslesme agregatlan olustururlar. Bu hormon sali-
nimindan sonra verici hiicrelerdeki plazmid transfer
stkliginin yaklasik 1000 kat arttig1 saptanmistir (29).

Bunun disinda VRE'lerde yiiksek seviyede
glikopeptid direnc fenotipi gosteren genler
cogunlukla yiiksek kopya sayisina ve yiiksek
stabiliteye sahip plazmidler ve plazmidlere entegre
olmus transpozonlar lizerinde bulunurlar. Plazmid
veya kromozomlara entegre olmus konjugatif
transpozonlar araciligiyla kazamlmis glikopeptid
direnci de yine insersiyon dizileri iceren
transpozonun baska bir konukcu DNA'ya entegre
olabilmesi ile kolaylikla aktanlabilir. Direnc genini
iceren plazmidin stabilitesinin ve kopya sayisinin
yuksek olmasi da direncin siirdurilebilme ve transfer
edilebilme olasiligini saglamlastirir (30, 31).
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Enterokoklarda, yukarida sozii edilen seks-
feromon sistemine sahip plazmidlerin bir kismi aym
zamanda bakteriye beta hemoliz yetenegi kazan-
diran genlerini de tasir. Tuz, safra ve asitler gibi zorlu
sartlarin bulundugu organ ve dokularda yasayabilme
yetenekleri sayesinde hastane ortamlarindaki yogun
antibiyotik baskisina dayanabilirler (23). iste boyle
avantajli  konjugatif genetik elemanlara sahip
enterokoklar ile direncin yayiimi ozellikle son
yillarda tehlikeli boyutlara ulasmis ve bu konu ile
ilgili pek cok arastirma yapilmistir.

Handwerger ve arkadaslarn nozokomiyal bir E.
faecium susu ile yaptiklari calismada hem
vankomisin direnci hem de beta hemoliz ile feromon
cevaptan sorumlu 55 kb'lik bir pHKK100 konjugatif
plazmidi izole etmislerdir. Susun yuksek konjugal
transfer yetenegini, kazanilmis plazmid iizerinde
kodlu feromon cevap 6zelligi ve alic1 hiicrenin sal-
giladig1 esey hormonlarina cevap olarak agregasyona
ugramasiyla aciklamislardir. Arastiricilar, bdyle
kiimelesme seklinde olusan bir cevap ile konjugal
transferin cok daha yiksek siklikla gerceklesmesiyle
sonuclanacagini belirtmislerdir (5).

Leclercq ve arkadaslarimin 1989 yilinda E.
faecium BM4165 ve E. faecium BM4178 suslan ile
yaptig1 calismada; nozokomiyal VRE'lerde ayni gene-
tik elemanlar lzerinde sadece glikopeptid direnci
degil, ayn1 zamanda coklu antibiyotik direnc genle-
rinin de lokalize olabildigi gosterilmistir. BM4164 su-
sunun sirasiyla vankomisin, tetrasiklin ve MLS ant-
ibiyotik direnci gosteren, transfer edilebilir, 34 kb'lik
plP819 plazmidi ve penisilin ile tetrasiklin di-
rencinden sorumlu, 50 kb'lik pIP820 plazmidi icerdigi
sap-tanmistir. Yiksek seviyede glikopeptid (Van®,
Tei®) direncinden her iki E. faecium susunda da bii-
yuklukleri sirasiyla 34 ve 40 kb olan pIP819 ve pIP821
plazmidleri sorumlu oldugu gosterilmistir. pIP819
plazmidinin, daha once farkli bir VRE susundan izole
ettikleri vankomisin direncinden sorumlu (29) pIP816
plazmidi ile neredeyse benzer oldugu fakat
glikopeptid direnc geni yaninda MLS antibiyotik
direnc genlerini de icerdigi gosterilmistir (4).
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Bozdogan ve Leclercq'in rapor ettigi baska bir
calismada, vanA ve vanB tipi direnc in vitro olarak
konjugasyonla, mobilize plazmidler veya plazmid
Uzerindeki transpozonlar ile ve kromozom ara-
cligiyla transfer edilebilmistir. E. faecium ile yap-
tiklar arastirmada, 60 kb'dan blyuk bir plazmid ara-
cili vankomisin ve streptogramin direnci sap-
tanmistir. Bakteride vankomisin (MIK >128 pg/ml),
eritromisin (MiK>128 pg/ml) ve tetrasiklin direnci
gosterilmistir. Ayn1 blyiik plazmid iizerinde erm AB,
sat A ve van B genlerinin lokalize oldugu ve bu
genlerin glikopeptid ve streptogramin direncinden
de sorumlu oldugunu belirlemislerdir (9).

Heaton ve arkadaslarinin bir arastirmasinda, E.
faecium R7 izolat1 ile calisilmis ve bu susta
vankomisin direncinin konjugal transferi ile iliskili iki
farkli plazmid tespit edilmistir. Bu arastirmaya gore
pHKK702; 41 kb'lk ve glikopeptid direncinden
sorumlu, Tn1546 benzeri bir eleman iceren,
nonkonjugatif bir plazmid ve pHKK703 ise 55 kb'lik,
E. faecalis seks feromon cevap plazmidi olan pCF10'a
benzer, pHKK702'nin konjugasyonundan sorumlu bir
plazmiddir. pHKK702'nin pHKK703'e konjugal
aktarimi sonunda olusan pHKK701 plazmidinin ise,
her iki plazmid DNA'y1da kapsayan yaklasik 92 kb'lik
hibrit bir plazmid oldugu tespit edilmistir. pHKK701,
Van A tipi glikopeptid direnci saglayan pHKK702
plazmidine ait Tn5506 transpozonunun aktarimi ile
olusturulmustur. Heaton ve arkadaslarina gore,
vankomisin direncindeki yayiimin artmasindaki
nedenlerden biri de E. faecium'da yiiksek seviyede
induklenebilir glikopeptid direnci gosteren Van A
fenotipi icerikli Tn1546 transpozonunun tanimlan-
masidir (4). Arastinicilar, Enterokoklar arasindaki
vankomisin direnc elemanlarinin yayiimini; Tn1546
benzeri elemanlarin konjugatif mobilizasyonu ile
gerceklestigini aciklamislardir (7).

Glikopeptid Direncinin Enterokoklardan Diger
Patojenlere Hizl Yayilimi

Enterokoklarda glikopeptid direncinin sadece tir
ici ve tiirler arasi degil farkli cinslerdeki patojenlere
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de aktarilabildigi yapilan calismalar ile kanitlan-
mistir. Ne yazik ki direnc genlerinin transfer yete-
nekleri sadece laboratuvar ortaminda degil, ayni za-
manda hastane ortamlarinda cesitli vakalardan izole
edilen vankomisine direncli diger tiirler ve cinslerin
varligi ile de gosterilmistir.

Nozokomiyal kokenli E. gallinarum ET193 izolati
ile yapilan bir calismada, Van A fenotipi gosteren van
A tipi direnc genlerinin varligi tespit edilmis ve PCR
ile yapilan dizileme sonucunda Tn1546 ile iliskili
oldugu saptanan, konjugasyon yetenegine sahip,
10.8 kb'lik Tn1546'ya benzer bir transpozonun varligi
gosterilmistir. Yapilan konjugasyon calismalarinda
direnc genlerinin E. faecalis ve E. faecium turlerine
aktarilabildigi goriilmustiir. Normalde Van C fenotipi
ile dusuk seviyede intrinsik direnc gostermesi
beklenen E. gallinarum tirinde van A tipi direnc
genleri ile karsilasilmasi, vankomisin direnci ile ilgili
bu genin tiirler arasinda kolaylikla aktarilabildigine
ve yayillimin ne denli tehlikeli boyutlara ulastigina
isaret etmektedir (32).

Baz1 arastirmalarda, van A geninin enterokok-
lardan Staphylococcus aureus'a konjugatif transfe-
rinin in vitro olarak yapilabildigi gosterilmistir. 2002
yilinda ise Amerikada bir hastada ilk kez 232 pg/ml
vankomisin MIK degerine sahip enfeksiyon etmeni
vankomisine direncli S. aureus (VRSA) susunun izole
edildigi rapor edilmistir. izolatin glikopeptid MIK
profiline sahip oldugu ve enterokokal kaynakli vanA
vankomisin direnc¢ geni tasidig1 belirtilmistir. Bu da
vankomisin direncinin sadece stafilokoklara degil
diger cinslere de akarilabilecegini gostermis ve
tehlikenin boyutlarina isaret etmistir (33).

Sonug olarak, tiim diinyada oldugu gibi Tirkiye'de
de antibiyotiklerin yaygin ve kontrolsiiz kullanimi,
direncli bakteri suslarinin yararina bir seleksiyon
olusturmaktadir. Yapilan arastirmalar, ulkemizden
izole edilen Kklinik kokenli Enterococcus cinsi
bakterilerde antibiyotiklere kars1 direncin artisina
isaret etmektedir. Ozellikle 1980'lerden sonra
antibiyotiklere kars1 degisik tiplerde direnc
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mekanizmalar gelistiren ve enfeksiyon tedavisinde
mevcut antibiyotik kullanimin1 kisitlayan
enterokoklarda direncin genetigi arastirmacilarin
ilgisini cekmistir. Direncin yayiiminda insanlar icin
bu denli tehlike yaratan VRE vakalarinda direncin
genetik temelinin daha iyi anlasilmasi ile antibiyotik
kullaniminm kontrol altina alip, hizli bir direnc
patlamasinin oniine gecmek miimkiin olabilecektir.
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AKREP ANTIVENOM URETIMI

Ozcan OZKAN

OZET

Refik Saydam Hifzisthha Akrepler hastalik etkenlerini tasimazlar, ancak cogu zaman kendilerini korumak amaciyla,

Merkez Baskanlig, insan ve hayvanlari sokarak zehirlenmeye neden olurlar. Skorpionizm vakalarinin tedavisinde

ANKARA halen kullamlan tek metot akrep antivenom tedavisidir. Antivenom at, koyun, keci veya deve
gibi hayvanlara ku¢iik miktarlarda venom enjeksiyonu ile uretilmektedir. Bu hayvanlarda
venomun aktif molekiline karst immun bir yanit gelisir. Hayvanlarin kaninda uretilen
antikorlar hayvanlardan duizenli araliklarla alinir. Toplanan kandan plazma aynlir. Farkl
kimyasal yontemlerle saflastirilir ve akrep sokmalarinin tedavisinde kullamlir. Tirkiye'de,
akrep antivenomu 1942 yilindan beri Refik Saydam Hifzisthha Merkez Baskanligrnda
Uretilmektedir. Bu derlemede, akrep antivenom liretim protokoli hakkinda bilgi verilmesi
amaclanmistir.

Anahtar Sozciikler: Akrep, antivenom, liretim, protokol

ABSTRACT

Scorpions do not harbor agents of disease but, they cause envenomations by stinging
humans and animals, most of the time to protect themselves. Scorpion antivenom treatment is
still the only method used for therapy of scorpionism cases. Antivenom is produced by injecting
a small amount of the venom into an animal such as horse, sheep, goat, or camel. These
animals develop an immune response against the venom's active molecule. Antibodies

iletis produced in animal's blood were taken in regular intervals. Plasma was separated from
etigim:

Ozcan OZKAN

Refik Saydam Hifzisihha
Merkez Baskanlig:
Cemal Giirsel Cad. 18
ANKARA Key Words: Scorpion, antivenom, production, protocol
Tel: 0312 498 21 50-1135

collected blood. It purified by different chemical process and used to treat of scorpion stings.
In Turkey, scorpion antivenom has been produced in Refik Saydam Hygiene Center since 1942.
The protocol of scorpion antivenom production was explained in this study.

e-posta: ozcan.ozkan@rshm.gov.tr
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GIRIS

Akrepler, hayvanlar aleminin Arthropoda subesi,
Chelicerata altsubesi, Arachnida simfi, Scorpiones
takiminda yer alan, tzerleri kalin bir kitin tabakas:
ile kapli, ergin bireylerinin uzunluklar1 130220 mm
arasinda degisen eklem bacakulilardir (13). Varligi ve
zehirlilikleri cok eski caglardan beri bilinen akrepler,
hastalik etkenlerini tasimazlar. Ancak cogu zaman
kendilerini korumak amaciyla, insan ve hayvanlar
sokarak zehirlenme ve olimlere neden olabilirler
(4,5). Bu nedenle akrep sokmasi sonucu meydana
gelen zehirlenmeler (skorpionizm) tropikal ve
subtropikal bolgelerde halk sagligin1 tehdit
etmektedir (4-6).

Skorpionizm Ulkemizin cografi konumu, iklim
kosullar ve sosyo-ekonomik yapisi itibar ile gorul-
mekte olup, ozellikle Giineydogu Anadolu Bolgesinde
onemli bir halk sagligi sorunudur (1, 5, 6). Turkiye'de
skorpionizme neden olan en onemli akrep tirleri
Buthidae ailesinden Androctonus, Leiurus ve
Mesobuthus cinsine ait turlerdir (1, 5, 6). Bunlardan
Androctonus crassicauda turiinden elde edilen ve-
nom, antivenom uretiminde antijen olarak kullanil-
maktadir (7, 8). Tiirkiye'de gorilen skorpionizm va-
kalarinda, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bas-
kanlig1 (RSHMB) tarafindan iiretilen ulusal antivenom
kullanilmaktadir (7-9). Diinyada skorpionizm
vakalarina kars1 kullanilan tek ve o6zglin sagaltim
secenegi antivenom kullanimidir (10-13). Bu
makalede, llkemizde kullanilan antivenom uretim
protokoliine yonelik bilgiler sunulmustur.

ANTIVENOMUN URETIMININ TARIHCESI

ilk antitoksin calismalar1 difteri ve tetanoz
hastaliklarin tedavisine yonelik olarak von Behring ve
Kitasato tarafindan yapilmistir (Sekil 1). Bu calisma-
lar takiben Calmette tarafindan 1894 yilinda deney-
sel olarak tavsandan yilan venomuna kars1 ilk anti-
venom uretilmistir (12, 13).

Akrep telsonlarindan maserasyon yontemi ile
venom elde etme calismalar 1872 yilinda Jousset de
Bellesme tarafindan baslatilmistir (14). Bu yontem
gecmiste oldugu gibi giinlimiizde de bircok arastir-
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mada ve antivenom uretiminde halen kullanil-
maktadr. ilk akrep antivenom iiretimi, Todd tarafin-
dan 1909 yiinda gerceklestirilmistir. Daha sonraki
yillarda Cezayir (1936), Turkiye (1942), Tunus (1958),
Bombay (1961) ve iran (1965) da akrep antivenom
uretimine baslanmis (14) ve ginimuzde de Ureti-
mine devam edilmektedir.

Sekil 1. Atlardan ilk antitoksin tretimi (Shore, 2002).

Turkiye'de akrep antivenomu, 65 yil ara
verilmeden RSHMB biinyesinde uretilmektedir (7-9).
Turkiye'de Androctonus crassicauda turunden elde
edilen venomun, antivenom Uretiminde antijen ola-
rak kullanilmaktadir (7, 8). A. crassicauda venomuna
kars1 Uretilen antivenomun, diger akrep tirlerinin
(A.australis, Buthus occitanus [Cezayir], Tityus
serrulatus, T. bahiensis [Brezilya], Parabuthus spp.
[Guney Afrika], Centruroides sculpturatus ve C.
vittatus [ABD] (15), Leiurus quinquestriatus, (9)
Mesobuthus gibbosus (16) sokmalarina kars1 koru-
yucu oldugu bildirilmistir.

Baslangicta saflastinlmadan kullanilan at kay-
nakli serumlar cok ciddi reaksiyonlarla birlikte, ba-
zen venomun kendisi kadar tehlikeli sonuclara neden
olmustur. Bu baglamda antivenom uretimine yonelik
arastirma ve gelistirme calismalann gecmisten
glinimiize kadar devam etmistir (10, 12, 17).



0. OZKAN

ANTIVENOM iCiN URETiM HAYVANININ SECiMi

Antivenom Uretiminde at, keci, koyun, deve ve
embriyolu tavuk yumurtasi (ETY) kullanilmaktadir
(7, 8, 10-12, 18-21). ETY ile daha spesifik Urlin elde
edilmesine karsin saflastirma (purifikasyon) siste-
minden kaynaklanan oldukca biiyik maliyete sahip-
tir. Antivenom iretiminde bakim kolayligi, adaptas-
yon yeteneginin yiiksek olmas, iretim siirecinde di-
ger hayvanlara gore daha fazla serum elde edilmesi
ve saflastirma yonteminin iyi gelismis olmas1 nede-
niyle yaygin olarak at modeli kullanilmaktadir (10,
17,21).

Antivenom uretiminde kullanim1 planlanan
hayvanlar, uretim suriisiine alinmadan 6nce en az bir
ya da iki ay izole edilmis bir mekanda karantinaya
alinmalidir. Karantina siiresince hayvanlara degisik
testler uygulanir (18, 19, 22). Hastalik etkeni tasima-
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yan hayvanlar cesitli asilama ve antiparaziter tedavi
programina alinir (Tablo 1). Karantina sonucunda ve-
teriner hekim denetimindeki hayvanlardan; saglikl,
kondisyonlu, genc, kuvvetli hayvanlar secilerek
tretime alinir (18, 19, 22).

Secilen hayvanlarda yapilmasi gereken bazi
rutin testler ve kontroller bulunmaktadir:

Ruam (Glanders-Malleus Rotz); akut ve kronik
seyirli, bulasici, zoonoz bir hastaliktir. Enfeksiyon at-
larda kronik seyirlidir. Enfekte hayvanlar ve tasiyi-
cllar enfeksiyon kaynagidir. Ruam, Kuzey Amerika,
Bat1 ve Orta Avrupa'da eradike edilmistir. Ancak Dogu
Avrupa ve Asya'da hala gorulmektedir. Bu nedenle
hem retim siriistiniin saglig1 acisindan hem de elde
edilen biyolojik lirlintin giivenliginin saglanmasi icin
kullanilan atlara intradermik mallein testi uygulanir
ve test sonuclar degerlendirilir (Tablo 2), (23, 24).

Tablo 1. Saglik raporu, uretim icin uygun olan atlar iiretim siiriisiine alinmadan 6nce uygulanacak asilar, as1 takvimi,

antiparaziter tedavi plani ile yapilmasi gereken kontroller.

ASI TAKVIMI
ASI UYGULAMA 0. GUN 1.AY 2.AY 6.AY 12.AY
Tetanoz IM \ \ N - N
Influenza IM \ \ - - N
Rhinopneumonia IM v v - N Vi
Gazli Gangren IM v \ - - N
Kuduz IM - - \ - x

*: Alt1 ayda bir tekrarlanir. **: Her yil tekrarlanir.

Antiparaziter Tedavi Plani

Tedavi Uygulama 40. Giin 60. Giin 70. Giin
Endoparazit Derialt1 (SC) \ y y
Ektoparazit Piilverizator v - -
Kontroller
Serolojik Muayene 3 ayda bir
Paraziter Muayene 3 ayda bir

Tam Biokimya Analizi

Tam Kan Analizi

Immunizasyon oncesi/sonrasi

Immunizasyon oncesi/sonrasi
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Tablo2. intradermik Mallein uygulamasindan iic giin sonra
olusan reaksiyon sonucu deri kalinigindaki degisiklige gore
testin degerlendirmesi

Deri Kalinhig Degerlendirme;
5 mm veya> Pozitif (+)t
3-5 mm (4.9 dahil) Suipheli (?)
0-3 mm (2.9 dahil) Negatif (-)

"Pozitif degerlendirilen hayvanlar; Hayvan Sagligi ve Zabitasi (23) ve
Ruam savas yonetmeliginde (24) belirtilen ve bildirilen prosedurler
ivedilikle uygulanir.

Uretim yapilan lilkenin cografi ve epidemiyolojik
verilerine uygun olarak Tablo 3'de gosterilen diger
enfeksiyonlar yoniinden karantinada bulunan atlara
serolojik testler uygulanir. Test degerlendirmeleri
sonunda negatif kabul edilen atlar asilanabilir (18,
19,22, 25).

Uygulanan tim islemler hayvanlarin kimlik
kartlarina kayit edilerek uretim suristne dahil edi-
lirler. Uretime alinan hayvanlar, immunizasyona bas-
lamadan once ayn olarak yedi glin karantinada tutu-
lur. Uretim 6ncesi karantinaya alinan hayvanlarin
genel saglik durumlarina ait veriler kayit edilir. Bu
siire sonunda veteriner hekim denetiminde immiini-
zasyon programina uygun olan hayvanlar immuni-
zasyonicin hazirlanir (18,19,22).

VENOMELDESI

icerigindeki etken maddelerin cesitliligi nede-
niyle fizyolojik ve farmakolojik calismalarda, aras-
tirma materyali olarak sikca kullanilan akrep zehiri,
akreplerin telsonunda (Sekil 2) bulunan zehir bez-
lerinden salgilanir ve bircok protein, peptid ve biyo-
lojik yonden etkin bilesiklerden olusan norotoksik et-
kili bir salgidir (4, 5, 14, 26, 27) (Sekil 3). Venomun
toksisitesi, bolgeden bolgeye ve ayni tur icersinde bi-
le degiskenlik gosterebilmektedir. Bu nedenle akrep
sokmasi sonucu olusan zehirlenmelerde; akrebin tu-
ri, beslenme durumu, zerk edilen zehir miktan ve
icerigi, sokma sayis1, hastanin yasi, kilosu, saglik du-
rumu ve bolgenin iklimi gibi faktorlere bagli olarak
degisik klinik tablolarin olusabilecegi vurgulanmistir
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Tablo3. Uretim yapilan iilke ve ithal edilme durumu
g0z onuine alinarak hayvanlarda arastirilmasi gereken
viral enfeksiyonlar

Atlarin Viral Enfeksiyonlar

Eastern, Western & Venezuelan Equine encephalitis viruses*
St Louis encephalitis virus (SLEV)*

Japanese B encephalitis virus*
Vesicular stomatitis virus (VSV)*
Equine herpes virus, tip 1-5*

West Nile fever virus (WNFV)*
Reovirus tip 1-3*

Equine influenza virus*

Equine morbili virus (Hendra)*

Borna disease virus*

Equine rotavirus

Equine and bovina papillomaviruses (EqPV 1-2 ve BPV 1-2)
Equine infectious anaemia virus (EIAV)
Equine arteritis virus

African Horse Sickness (Orbi)

Equine parvovirus

*: Zoonotik enfeksiyonlar.

(4-6, 28). Ayrica arastirmalarda ve antivenom lre-
timinde venom kaynagi olarak kullanilan telsonlarin
nakil kosullar, kurutma yontemi, depolanmasi ve
kullanim siiresi gibi faktorlerin de venom toksisitesi

uzerinde etkili olabilecegi bildirilmistir (14, 29).

Sekil 2. Akreplerin, savunma ve beslenmede kullan-
diklan, icinde oval armut seklinde zehir bezinin bu-
lundugu son segment (Ozkan, 2005).
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Sekil 3. Elektrik akimi ile istem dis1 olarak elde
edilen seffaf venomun gorunusu.

Uretimi yapilacak antivenomun kokeni (orijini)
belirtilmelidir. Kaynaga yonelik bu bilgiler icerisinde
akrebin tirl ve bolgesinin tam olarak tanimlanmasi
gereklidir (18, 22).

Venom eldesinde maserasyon ve elektriksel uya-
rimla sagim yontemlerinden yararlanilmaktadir.

a) Maserasyon Yontemi: Akrep telsonlarinin
kahve degirmeninde 6giitiilmesinden elde edilen to-
zun fizyolojik tuzlu su (FTS) ile +4° C' de 72 saat sire
ile yapilan ekstraksiyon islemidir (7, 28, 29).

b) Elektriksel Uyaranla Sagim Yoéntemi: 0-50
V'luk bir elektrik kaynagi ile canli akreplerin telson
bolgesine verilen elektrik akimi ile zehirin akrepten
istem dis1 olarak elde edilmesidir. Sagim sonucu elde
edilen zehir, FTS ile sulandinlir ve liyofilize edilerek -
20 ° Cde kullanincaya kadar muhafaza edilir (29).

LETALITE TESTLERI

Maserasyon veya elektrik uyarimi ile elde edilen
venomun memeliler icin toksik duzeylerinin belir-
lenmesi amaciyla kigcik laboraruvar hayvanlan
(fare, sican) uzerinde yapilan testlerle, hayvanlarda
gorilen intoksikasyon semptomlar ve olduriici olan
venom miktarlar (mg/kg) tespit edilir.

Lethal Doz 50 (LD,,): 18-20g agirliginda erkek
veya disi farelere farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan venom solusyonlarinin deri alt1 yolla
uygulanmasini takiben farelerin 24-48 saat sure ile
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izlenerek olen hayvan sayisina gore istatistiki
yontemler yardimi ile LDy, sinin hesaplanmasi ile
venomun toksisitesi belirlenir (7, 10, 17, 29-31).

Behrens & Karber ve Spearman Karber ile LD,,
Hesaplama icin genellikle, 18-20 g agiriginda en az
5 en fazla 10 tane fare kullamlir, 0.5 ml icerisinde
venom deri alti, periton ici ya da damar ici
yollarindan biri kullanilarak artan miktarlarda
verilir. Geometrik ilerleme ile venom miktarlan
secili. Dozlar % 0100 mortalite araliklarina
cekilmelidir. Hayvanlar 24 ya da 48 saat gozlenerek,
olen sayilar kayit edilerek ve asagidaki formiiller ile
LD, hesaplanir (25, 28);

Spearman Karber;
Log,, LD, = - ( X,-d/2+dZ ri/n)

X, : % 100 oldiren Log,, konsantrasyonu
D Dilisyon faktoru

n Hayvan sayisi

ri : Her bir venom dozunda 6len hayvan
say1sl

Behrens ve Karber;
LD, = LD 4~ a.b+...... +a.b/n

a : Birbirini izleyen iki doz arasindaki fark;
b : Birbirini izleyen iki dozdan ileri gelen
oluimlerin aritmetik ortalamasi;

n : Her bir gruptaki hayvan sayisi

Minimal Lethal Doz (MLD): 150 g agirliginda
erkek sican alinarak farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan venom solusyonlarinin deri alt1 yolla
uygulanmasin1 takiben Ug¢ saat sure sonunda olen
hayvan sayisina gore en disuk oldiren doz olarak
belirlenir (7, 32, 33).

IMMUNIZASYON PLANI

Venomun toksisitesine bagli olarak, kullanilacak
venom miktari(lar) degiskenlik gosterebilmektedir.
Prensip olarak sublethal dozla baslanir ve artan
dozlar seklinde hayvanlar immunize edilir (7). Bu

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi l 0 1
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nedenle Uretim surusiine dahil edilen hayvanlara
antivenom Uretimine yonelik antijen olarak kulla-
nilan venomun LD,, (Tablo 4-5) ve MLD (Tablo 6-7)
toksisite degerine gore baslangic immunizasyon
plani ile Uretim tekrarinda uygulanacak immuni-
zasyon planlarn Tablo 5 ve 7'de aciklanmistir.

AKREP ANTIVENOM URETIMi

BIOASSAY

Hayvanlarin boyun bolgesinden Vena Jugularis dext-
ra/sinistradan kanalinir (7, 35). Kanalmaisleminde de en-
jeksiyonda oldugu gibi saha temizlenir ve dezenfekte edilir
(18). Alinan kan 6rnegi (20 ml) 5,000 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edilirerek serum 6rnegi hazirlamr (32).

Tablo 4. Uretim siiriisiine alinan hayvanlara LD,, degerine gére venomun uygulanan baslangic immunizasyon plan.

LD,, Gore immunizasyon Plam

Giin Venom (mg) Adjuvant

0 1mg CFA

14 2 mg IFAY

21 4mg ALOH

28 8mg AlOH'

35 10mg AlOH*

42 15mg AlOH*

POTENS BELIRLEME
KAN ALMA’

45 5L Plazmapheresis/ Apheresis

48 5L Plazmapheresis/ Apheresis

51 5L Plazmapheresis/ Apheresis
51-70 iSTIRAHAT

* Complete ve Incomplete Freund's Adjuvantlari, Ribi Adjuvant Sistemi, TiterMax® Adjuvant Sistemi ya da diger adjuvant sistemleri Uretici

tarafindan tercih edilebilir (31). “ Kan alma proseduriinde; toplam kan alimi iiretici tarafindan kullamlan prosediire gore degismektedir.

Tablo 5. Birinci immunizasyon sonucu istirahate ayrilan hayvanlara iiretim tekrarinda uygulanan immunizasyon plan

1. IMMUNIZASYON (Uretim Tekrari)

Giin Venom (mg) Adjuvant

70 2 mg IFA

77 4mg ALOH

84 8 mg AlOH

91 10 mg AlOH

98 12 mg AlOH

105 15 mg AlOH

POTENS BELIRLEME
KAN ALMA

108 5L Plazmapheresis/ Apheresis

111 5L Plazmapheresis/ Apheresis

114 5L Plazmapheresis/ Apheresis
114-140 iSTIRAHAT

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
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Tablo 6. Uretim siiriisiine alinan hayvanlara MLD degerine gére venomun uygulanan baslangic immunizasyon plani.

MLD Gore immunizasyon Plam

Giin Venom (telson) mg Adjuvant

0 180 mg CFA

14 360 mg IFA

21 720 mg AIPO

28 1000 mg AIPO

35 1000 mg AIPO

42 1500 mg AIPO

POTENS BELIRLEME
KAN ALMA

45 5L Plazmapheresis/ Apheresis

48 5L Plazmapheresis/ Apheresis

51 5L Plazmapheresis/ Apheresis
51-70 iSTIRAHAT

Tablo 7. Birinci immunizasyon sonucu istirahate ayrilan hayvanlara tretim tekrarinda uygulanan immunizasyon plani.

11.IMMUNIZASYON (Uretim Tekrar1)

Giin Venom (telson) mg Adjuvant
70 360 mg IFA
77 720 mg AIPO
84 1000 mg AIPO
91 1000 mg AIPO
98 1500 mg AIPO
105 2000 mg AIPO
POTENS BELIRLEME
KAN ALMA
108 5L Plazmapheresis/ Apheresis
11 5L Plazmapheresis/ Apheresis
114 5L Plazmapheresis/ Apheresis
114-140 ISTIRAHAT
LD,,'ye Gore Etkili Doz 50 (ED,,) Belirleme; ali- kek veya disi fareye derialti yolla uygulanir. Ayni 6-
nan kan serum ornekleri farkli oranlarda hazirla- zellikteki farelere kontrol grubu olarak 5 LD,, venom
narak LD,,'si belirlenen venomun 50 kati ile karisti- verilir. Hayvanlar 24 ya da 48 saat gozlem altinda tu-
rlir. Olusan karisim oda sicakliginda bir saat veya tularak yasayan hayvan sayisina gore istatistiki yon-
37°C de yarim saat notralizasyona birakilir. Her bir temler yardimi ile ED,,'sinin hesaplanmasi ile serum
karisim en az alt1 adet 1820 g agirliginda, saglikli er- orneginin potensi belirlenir (7, 10, 17, 31, 35-37).
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MLD’e Gore Etkili Doz Belirleme; venomun si-
canlarda belirlenen MLD sabit tutularak alinan kan
serum ornekleri farkli oranlarda hazirlanarak iki MLD
venom miktar ile karstirnlir. Olusan karisim oda si-
cakliginda bir saat notralizasyona birakilir. Her bir
karisim en az iki adet 150 g erkek sicana derialti yolla
uygulanir. Aym ozellikteki sicanlara kontrol grubu
olarak iki MLD venom verilir. Hayvanlar Ui¢ saat gozlem
altinda tutularak yasayan hayvan sayisina gore etkili
serum dozu belirlenir. Yapilan bioassay degerlendirme
sonunda immunizasyonu tamamlanan atlardan kan al-
maislemi gerceklestirilir (7, 32, 33, 37).

KAN ALMA

Ureticinin kullandig1 prosediire bagli olarak
immun hayvanlardan kan alma islemleri apheresis
veya plasmapheresis yontemleri kullanilarak yapilir.
Apheresis yonteminde hayvandan alinan kandan
plazma ayrsim sonrasi kanin sekilli elemanlar kul-
lamlmazken, plasmapheresis isleminde plazma ay-
risimi sonunda kanin sekilli elemanlan tekrar hay-
vana geri verilir. Bu yontemler;

a) Apheresis: immiinizasyon ve hiperimmiini-
zasyon periyodu boyunca onceden hazirlanan liretim
planina sadik kalinarak antikor titresi yiiksek olan
atlardan kan alinir. Atlardan kan boyun bolgesinden
Vena jugularis dextra/sinistra'dan alinir. Kan alma
isleminde de enjeksiyonda oldugu gibi saha temiz-
lenir ve dezenfekte edilir. Onceden hazirlanmis steril
torakar yardimiyla V. jugularise girilerek 46 litrelik
steril sitratli cam silindirlere veya steril kan torbala-
rina kan alinir (Sekil 4). Alinacak miktar hayvanin kon-
disyonuna ve agirligina gore 35 litre olabilir. Kan alma is-
leminden sonra saha dezenfekte edilerek kompres uy-
gulanmirarak olast kanamalar onlenir (7, 21, 22).

Kamin pihtilasmasini 6nleyen antikoagulan madde o-
lan Trinatriyumsitratdehidrat %15'1ik cozeltisi (saf su/
trinatriyumsitrat dehidrat; 1000 ml:15 gr) kullamlmak-
tadir. Hazirlanan cozeltiden steril cam silindirlere hac-
minin %10'u oraninda (6 000 ml : 600 ml sodyum sitrat ¢co-
zeltisi) steril sartlarda konulur (32, 41).

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
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b) Plazmapheresis: immiinizasyon ve hiperim-
munizasyon periyodu boyunca 6nceden hazirlanan u-
retim planina sadik kalinarak antikor titresi yuksek o-
lan atlara Plazmapheresis islemi uygulanir; Atlarin
boyun bdlgesinden V. jugularis dextra/sinistra saha-
lar tras edilir. Bu bolgeler antiseptikler yardimiyla
dezenfekte edilir. Dezenfekte edilen saha lokal a-
nestezik preparatlarla kateter uygulamasi icin hazir-
lanir. V.jugularise kateter yerlestirilerek Plazmap-
heresis cihazindan kan akis hiz1 (70-100ml/dk) ayar-
lanir. Cihaz tarafindan plazma ayirma islemi sonunda
kanin sekilli elemanlar laktath ringer solusyonu ile
hayvana geri verilir. Ayrilan plazma (steril plazma
torbasinda) toplanarak plazmapheresis islemi ta-
mamlanir (39, 40) (Sekil 5).

Kanlarin Muhafazasi: 4-6 litrelik (apheresis so-
nucu) steril sitratli cam sedimantasyon silindirlerine
veya steril kan torbalarina (Sekil 5) alinan kanlar 4-

Sekil 4. Boyun bolgesinden Vena jugularis sinistra'dan
apheresis yontemiyle kan alinma islemi.
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Sekil 5. Atlarda plazmaferesis islem semasi (Feige ve

8°C 'de soguk odada, plazma ayrigmasi siiresince mu-
hafaza edilir ve cam sedimentasyon silindiri veya kan
torbalar1 Uzerine, alinan kana ait bilgiler (hayvanin
uretim numarasi; uretim tarihi; potens durumu)
kaydedilir (41).

PLAZMANIN ELDE EDILMESI

Steril sitratli cam sedimantasyon silindirlerine
veya steril kan torbalarina aseptik sartlarda atlardan
alinan kan, soguk odada (4 - 8°C 'de) 10 giin bekletilir.
Bu siire icerisinde, cam sedimantasyon silindirlerin-
deki kanin 2/3'4 plazmadan, 1/3' U kanin sekilli ele-
mentlerinden olusur. Olusan plazma hayvanin bes-
lenmesine bagli olarak acik kehribar renginden acik
yesil renge kadar degisen renklerde olabilmektedir
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(41). Aseptik sartlarda plazma steril cam silindirlere
veya steril plazma torbasina aktarilir. Bu aktarma
islemi sirasinda; sepsi/asepsi kurallarina uygun ve
dibde cokmus olarak bulunan eritrositlerin (alyu-
varlarin) plazma ile birlikte cekilmemesine dikkat
edilir. Dikkat edilmedigi taktirde eritrositlerin par-
calanmasiyla aciga c¢ikan hemoglobin plazma rengi-
nin degismesine neden olur (41).

Plazma Alma islemi Sirasinda Dikkat Edilecek
Baslica Hususlar: Plazmanmin hemolize olmamasi i-
¢in kan dogrudan akitilmamali, cam silindirin ci-
darindan kanin kayarak akmasi saglanmalidir. Akan
kan sitrat cozeltisi ile yavas yapilan dairesel hareket-
lerle kan/sitrat karisim homojenize edilmelidir. U-
retim maliyetine yonelik tek kullanimlik cam silin-
dirler kullanilmiyorsa, cam silidirlerin temizlenmesi
isleminde kesinlikle deterjan kullanmlmamalidir.
Sayet deterjan ile yikama yapilirsa iyice durulan-
diktan sonra tekrar saf sudan gecirilmelidir (41).

Kreozol Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Plaz-
maya Katilmasi: Koruyucu madde olarak hazirlanan
kreozol cozeltisi (sodyum kreozol: dietileter; 2:1)
plazmaya % 0,45 oraninda ilave edilir. Plazma krezol
cozeltisi ile homojen hale getirilerek karanlikta ve
soguk odada 4 - 8°C' de muhafaza edilir (41).

Plazmanin Saklanmasinda Dikkat Edilecek Hu-
suslar: Plazmanin donmamasina cok dikkat edilme-
lidir. Plazma 0 °C'de muhafaza edilirse 5 yil siire ile
etkinliklerinden (potens) hemen hemen hicbir kayip
olmaz. Ancak 5°C'de ve karanlikta muhafaza edil-
dikleri takdirde plazmalarin etkinliklerinde; her yil
azami %5, 20 °C'de %20, 37°C' de %50 oraninda kayip
meydana gelmesine karsin saflastirilmis ve kon-
santre serumlarda ise kayip cok daha az olmaktadir.
0-5°C' de muhafaza edilirlerse hemen hicbir kayip
olmamakla birlikte 15°C' yilda ortalama %3, 20°C’
yilda ortalama %5, 37°C' de ise saflastirilmis ve kon-
santre serumda %10-20 oraninda kayip olur. Bu ne-
denle raf omri siiresinde meydana gelebilecek si-
caklik degisimlerindeki kayiplara karsiik olarak,
tevzi asamasinda %20-25 fazla antivenom konul-
maktadir (38).
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SAFLASTIRMA ISLEMI

Kullanilan saflastirma yontemi Ulusal kontrol
otoritesi tarafindan onaylanmalidir (22). Antivenom-
larin cogu ya kismen saflastirilmis immunglobulin G
(IgG) ya da antijenin baglandig1 fragment (F(ab'),)
kullanilarak hazirlanmaktadir (10-19).

Pozitif Ayirma: Alinan plazmalar bir araya
getirilir (Protein miktar1 70 mg/ml). Plazma protein
miktar 40 mg/ml olacak sekilde steril distile su ile
seyreltilir. Seyreltilmis plazmanin pH's1 2N HCL ile 3,2
ayarlanir. pH 3,2 olan plazmaya 1:8 oraninda Pepsin
ilave edilir. Bir saat 37°C de yavas bir sekilde
kanistirilir ve peptik parcalama islemi baslatiniir. On
parcalama islemi sonunda plazmanin pH's1 2N NaOH
ilave edilerek 4,3'e ayarlanir. Plazma 1sis1 oda
sicakligina ayarlanir (22-24 °C), pH's1 4,3 olan plazma
karisimina %14'4 amonyum sulfat ((NH,),SO,) tuzu
olacak sekilde amonyum siilfat ilave edilir. Oda si1-
cakliginda olan plazma bir saat yavas bir sekilde ka-
nstinlir. Plazma karisimin sicakligi 56°C yiikseltilir.
Bir saat sonunda plazma sicaklig1 40°C ye indirilir. is-
tenmeyen proteinlerin cokmesi saglanir ve Whatman
K300 filtre kagidi ile filtrasyon islemi yapilir. Bu
filtrasyon sonunda, filtrat ve cokiintu kismi ayrilmis
olur. Filtrat kism1 alinarak pH 7,2 olarak ayarlanir.
pH's1 7,2 olan plazma karisimina % 31'i amonyum sul-
fat tuzu olacak sekilde amonyum siilfat ilave edilir.
Oda sicakliginda olan plazma bir saat yavas bir se-
kilde karistinlir. immunoglobulinler coker (Sekil 6).
Tekrar filtrasyona tabi tutulur ve c¢okintu kismi a-
linir. Amonyum Sulfat tuzundan aynstirmak icin di-
yaliz islemine tabi tutulur ve steril FTS (%0,85 NaCl)
ilave edilerek serum hazirlanir (Sekil 7), (42-46).

Negatif Ayirma: F(ab'), Immunoglobulin solus-
yonu (Protein miktar1 70 mg/ml) 1,76 N asetik asit ile
pH 5,8 ayarlanir. Bu karsima %2,5 kaprilik asit ilave
edilir. Bir saat sure ile kuvvetlice karistirilir. Karigim,
5000 x g, 30 dk. Santrifuj edilir. Supernatant alinir ve
cokuntu atiir (Sekil 6). Supernatant F(ab'), ultra-
filtrasyon yapilir. pH 1 N NaOH ilave edilerek 6,8-
7,0'e ayarlamr. immunoglobulin F(ab'), antivenom
hazirlanir (42-46).
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POZITiF AYIRMA NEGATIF AYIRMA

Sugerannl

Amonyum siilfat Kaprilik asit

Santrifilj Y Immunglobulinler

P

&

Immunglobulinler

Santrifj

Anitikor (Y), albumin
ve diger proteinleri
iceren 1mmun serum

Sekil 6. Negatif ve pozitif ayirma (Smith, 2001).

Sekil 7. Saflastirilms iirtin (Ozkan, 2001).

STANDARDIZASYON VE KALITE KONTROL TESTLERI

Antivenom uretiminde, son Uriine uygulanan ka-
lite kontrol testleri, ulusal ve uluslar arasi stan-
dartlarla belirlenmistir (18, 19, 22, 47, 48). 16 Ocak
1996 tarih ve 22525 sayili Resmi Gazete de yayila-
narak yirilige Ulusal Asgari Uygunluk Kriterleri
Tebliglerine (96/7-8-9) uygun olmalidir (48-51).

Gelisen ulkelerde dahi akrep sokmalar sonucu
zehirlenme vakalarn yaygin olarak goriilmektedir
(17). Bu nedenle yuksek kalitede, ucuz, standardize
edilmis antivenom ulusal kontrol otoritesi tarafindan
kontrol edilmelidir (18, 19, 47). Antivenom
hazirlama prosedirleri ulusal ve uluslararas:
diizeyde iyi liretim uygulamalar (iUU-GMP) ilkeleri
gerekleri yanisira WHO, US farmakopesi ve Avrupa
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farmakopesindeki

oneriler de dikkate alinarak

hazirlanmalidir (12, 47, 48).
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