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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAZIM KURALLARI

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

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

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

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

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

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

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

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

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

yazilmali; uluslararasi standardlara uygun olarak kisaltilmalidir.

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

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

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

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

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

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

11. Arastirma yazilari;

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

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

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

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

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

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

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

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

f) Bulgular: Sadece arastirmada elde edilen bulgular belirtilmelidir.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

j) GenBank/DNA Dizi Analizi: Gen kalitim numaralar ve DNA dizileri makale
icinde kaynak olarak gosterilmelidir. Konuyla ilgili ayrintili bilgi icin “National
Library of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information
(NCBI)” bélimiine bakiniz.

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

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

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

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

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

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

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Halk Saglig1 Genel Mudirlugu

Tel : (0312) 565 55 80

Faks : (0312) 565 55 91

e-posta : thsk.thdbd@saglik.gov.tr



WRITING RULES OF TURKISH BULLETIN OF HYGIENE AND EXPERIMENTAL BIOLOGY

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

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

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

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

b. The short title should not exceed 40 characters.

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

d. The study presented in a conference/symposium must be mentioned with
the type of presentation in footnotes or in the acknowledgements.
3. For Turkish studies; Terms used in articles should be in Turkish and Latin as
much as possible, according to the latest dictionary of the “Turkish Language
Institution”. Importance should e given to use pure Turkish language and as many
as Turkish references.
4. Latin names of microorganisms used for the first time in the text have to
be written in full. If these names are used later, they should be abbreviated in
accordance to international rules. The original Latin names of microorganisms
should be written in Italic: for example, Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa.
Names of antibiotics should be abbreviated in accordance with international
standards.
5. Symbols of the units mentioned in the text should be according to “The
Systeme International (SI).
6. Articles should be written in one of the “past perfect, present perfect and
past” tenses and in the passive mode.
7. Only one side of A4 paper should be used and should have a 2.5 cm margin on
each side. 12 pt, Times New Roman font and double line space should be used.
8. The Turkish Bulletin of Hygiene and Experimental Biology expects the authors
to comply with the ethics of research and publication. In human research, a
statement of the informed consent of those who participated in the study is
needed in the section of the “Materials and Methods”. In case of procedures that
will apply to volunteers or patients, it should be stated that the study objects
have been informed and given their approval before the study started. In case
the authors do not have a local ethics committee, the principles outlined in the
“Declaration of Helsinki” should have been followed. Authors should declare that
they have followed the internationally accepted latest guidelines, legislation and
other related regulations and should sent “Approval of the Ethics Committee”.
9. In case animal studies, approval also is needed; it should be stated clearly
that the subjects will be prevented as much as possible from pain, suffering and
inconvenience.
10. In case patient photos are used which shows his/her ID, a written informed
consent of the patient on the use of the photos must be submitted.
11. Research Articles;
Research papers should consist of Turkish abstract, English abstract,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements
(if any), and References sections. These sections should be written in bold
capital letters and aligned left. English articles should have a Turkish abstract
and title in Turkish. (If the all of the authors from abroad the manuscript and
abstract can be write English language).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Book chapters: The author(s) surname of the chapter initial(s) letter of the
name. Section title. In: Surname of editor(s) initial (s) letter of first name(s) ed /
eds. The name of the book. Edition number. Place of publication: Publisher, year
of publication: The first and last page numbers of the chapter.

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

Web address: If a “web” address is used as the reference address, the web
address date should be given in brackets with the address. The DOI (Digital
Object Identifier) number must be provided, when a web access article used in
the text as a reference.

Congress papeyars: Entrala E, Mascaro C. New structural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International Congress of Parasitology
(ICOPA VIII). October, 10-14, Izmir-Turkey. 1994.
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Arastirma Makalesi/Original Article
Makale Dili “Ingilizce”/Article Language “English’

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Surveillance and Control of Invasive Aedes Species in The
Eastern Black Sea Area of Turkey

Muhammet Mustafa AKINER', Berna DEMIRCI?, Hilal BEDIR®, Murat OZTURK', Ridvan DEMIRTAS',
Ahmet Ferhat DOGAN“, Akgiin GOKDEMIR®, Seher TOPLUOGLU®, Unal ALTUGE,
Zehra Ozlem KURTCEBE®, Hasan IRMAK’

ABSTRACT

Objective: Invasive mosquito species are a huge
problem world-wide and can cause serious mosquito
borne disease epidemics. Recent surveys in Europe
revealed that many autocthonous cases of chikungunya
are related to the invasive Aedes albopictus and
Aedes aegypti species. Extensive surveillance of these
species and other invasive Aedine mosquito species
is required for the prevention and timely response to
possible outbreaks. This study focuses on surveillance
and control operation success in the Eastern Black Sea

region of Turkey.

Methods:

during the 2016-2017 vector active season. Three cities

This surveillance study was performed

were surveyed according to ECDC and CDC guidelines.
Control operations were performed during the second
half of the 2017 active season under the supervision of
the Turkish Ministry of Health’s Zoonotic and Vector-
borne Diseases Department. IGR, a Bti/Bs mix and liquid
Bti were used for larval control. Different pyrethroids,

nicotine mimics and natural products were used for

OZET

Amag: istilaci sivrisinek tiirleri tiim kitalarda
buyuk problem olup bircok alanda sivrisinek kokenli
ciddi  hastalik

Avrupa Kitasindaki son arastirmalar, pek cok otonom

salginlarina neden olabilmektedir.
chikungunya vakalarimin, istilac1 Aedes albopictus ve
Aedes aegypti tiirleri ile iliskili oldugunu gostermistir.
Bu tirlerin ve diger istilaci Aedine sivrisinek tirlerinin
kapsamli  sekilde izlenmesi, muhtemel salginlan
onlemek ve zamaninda miidahale etmek icin gereklidir.
Bu calisma, Dogu Karadeniz bolgesinde izleme ve kontrol

calismalarinin basarsi uizerine odaklanmistir.

Yontem: izleme calismas1 2016-2017 vektor aktif
sezonda ve uc¢ sehirde ECDC ve CDC yonergelerine gore
gerceklestirilmistir. Kontrol calismalarn, 2017 vektor
aktif sezonun ikinci yansinda T.C. Saglik Bakanligi
Zoonotik ve Vektorel Hastaliklar Dairesi denetimi
altinda gerceklestirilmistir. Larva kontrolii icin IGR, Bti/
Bs kansimi ile siv1 Bti kullamlmistir. Ergin kontrolu icin
farkli pyrethroidler, nikotini taklit eden maddeler ve

dogal iriinler kullamlmistir. Popiilasyon dalgalanmalari
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adult control. Six areas of Ae. albopictus and four
areas of Ae. aegypti were selected for assessment of

population fluctuations and control operations success.

Results: Twenty-two widely established and two
locally established Ae. albopictus populations were
detected in 2016. Four widely established and ten locally
established Ae. aegypti populations were detected
in that the same year. In 2017, 544 potential larval
breeding sites were tested in three cities. Persistent
infestations of Ae. albopictus were discovered in 194
of these locations. Ae. aegypti was detected in only
25 locations throughout the area. Population densities
fluctuated during the season with two population peaks
(June-minor, September-major) of Ae. albopictus in
2016. In contrast, population peaks were seen in August
and October in Ae. aegypti. The average larval control
success was 69%, but adult control success was only 46%
for all areas throughout the season for Ae. albopictus.
Similar results were observed for Ae. aegypti, with
larval control success at 61% and adult control success

at 37% after control operations were performed.

Conclusion: The study revealed the persistent rapid
expansion and high population density of two invasive
mosquito species in the infested areas. Control success
was achieved at over 60% for larvae and around 40% for
adults despite the limited time of this study. The low
level of control operation success may be explained
by many factors, but the principal factors are the
geographical features of the region, climatic variations
and restrictions on insecticide usage in tea plantation
areas. Therefore, an urgent strategic plan is essential

for integrated control strategies.

Key Words: Aedes albopictus, Aedes aegypti,

invasive mosquitoes, surveillance, population

fluctuations, vector control

Turk Hij Den Biyol Derg

ve kontrol calismalarinin basarisinin degerlendirilmesi
amaciyla Ae. albopictus icin alti, Ae. aegypti icin dort
bolge secilmistir.

Bulgular: 2016 yilinda yirmi iki yaygin ve iki yerel
yerlesik Ae. albopictus populasyonu saptanmistir. 2016
yilinda yaygin oranda yerlesik Ae. aegypti popllasyonu
dort noktada, yerel yerlesik popiilasyon on noktada
bulunmustur. 2017 yiinda Uc sehirde 544 muhtemel
larva gelisim alan1 kontrol edilmis, 194 noktanin Ae.
albopictus tarafindan istila edildigi ve kalici olarak
yer aldigi bulunmus, Ae. aegypti ise tim alanda 25
noktada bulunmustur. 2016 yilinda Ae. albopictus
popiilasyon yogunluklari sezon boyunca dalgalanmis ve
iki pik yapmistir (Haziran’da kugclk, Eylil’de biyuk).
Bu durumun aksine Ae. aegypti pikleri Agustos ve
Ekim aylarinda goriilmustiir. Tim sezon boyunca tim
alanlarda Ae. albopictus icin ortalama larva kontrol
basaris1 %69 fakat ergin kontrol basarisi %46 oraninda
bulunmustur. Ae. aegypti icin de hemen hemen benzer
bir durum gozlenmistir. Kontrol calismalarindan sonra
larva kontrol basarisi %61, ergin kontrol basarisi %37
oraninda bulunmustur.

Sonug: Calisma, istila bolgesinde istilac1 iki turin
kalici, hizli yayilma bicimi gosterdigini ve yiiksek
populasyon yogunluklu oldugunu gostermistir. Kontrol
calismalar kisitli bir zaman periyodu icinde olsa da basan
orani larva icin %60’1n Uzerinde, ergin icin %40 civarinda
bulunmustur. Kontrol basarisinin dusiik seviyede kalmasi
pek cok nedenle aciklanabilirse de ana faktorler, alanin
cografik yapisi, iklimsel cesitliligi ve cay ekim alanlarinda
kisitli insektisit kullanimidir. Bu nedenle entegre vektor

miicadelesi icin acilen stratejik plan yapilmasi gereklidir.

Aedes

poptilasyon

Anahtar Kelimeler: Aedes
aegypti,

dalgalanmasi, vektor kontrolu

albopictus,

istilac1 sivrisinekler, izleme,



INTRODUCTION

Invasive mosquito species are defined by their
potentiality to be introduced into and rapidly colonize
new areas beyond their native territory. Generally,
they are the cause of harmful effects on the
environment, the economy and the health of animals
or humans. Human movement and international trade
facilities are the main reasons for their introduction to
new areas. These invasive mosquito species are well
adapted to dwelling amongst human settlements and
buildings where they have access to abundant sources
of host blood, resting places and larval breeding
sites (1). The invasive Aedes species introduction to
Europe is a well-known story; this invasion started
albopictus) in
Albania in 1979 (2), and it was discovered in Italy in
the 1990s (3). To date, Ae. albopictus has colonized
almost all Mediterranean countries and many central

with the Asian tiger mosquito (Ae.

European countries (4). The first recorded discovery
of this species in Turkey was in 2011 in the Thrace
region (5).
in the Eastern Black Sea region (6). The Asian bush

By 2015, established populations were

mosquito, Aedes japonicus, is spreading in some
Central European countries. Aedes atropalpus and
Aedes koreicus have been introduced to limited areas
in Europe (1). Ae. aegypti was established in Europe
during the 17%-19% centuries, but during the second
half of the 20™ century, it disappeared in southern
Europe. This species has since returned to Europe
and established populations are located in Madeira,
Russia, Abkhazia and Georgia'. Recently, established
populations were discovered on the eastern coast of
the Black Sea in Turkey (6).

Ae. albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae)
is a competent vector of grave arboviral infections
including dengue fever, yellow fever, chikungunya,
and Zika (7-10). There have been many studies
made about the rapid expansion of Ae. albopictus
(6, 11, 12). This species has rapidly spread from
native tropical and subtropical areas of Southeast
Asia to Europe, Africa, America, and Australia in a
few decades of the 20" century although the normal

dispersal ability is only around 800-900 meters (13-
15).

Ae. aegypti is commonly known as the yellow fever
mosquito and is a vector of dengue, chikungunya and
Zika virus diseases. It originated from Africa and has
two genetically distinct forms: Ae. aegypti formosus,
the zoophilic tree hole mosquito, and Ae. Aegypti,
the domestic form (16-17). Ae. aegypti has spread
from Africa to tropical and subtropical regions of the
World (17). It was detected in Europe, especially along
the Mediterranean coast, in the first half of the 20"
century, but it disappeared from continental Europe
after World War 1l (6). It recolonized on Madeira
Island, in the southern part of Russia, and in Georgia
after five or six decades, and it has recently been
reported in the Netherlands (18-19). In 2015, it was
discovered on the Eastern Black Sea coast of Turkey
with an expanding east-west pattern from Georgia to
Turkey (6). Due to intense commercial and passenger
flux, the World Health Organization (WHO) and the
European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) have recommended the implementation of
vector control measures and surveillance facilities
to hinder the vector’s expansion throughout the
continent (20-21).

Recent surveys of invasive mosquitoes indicate
that the Ae. aegypti and Ae. albopictus are the most
prevalent species in Europe (22). These two species
are able to transmit chikungunya, Zika virus and
dengue fever; none of which have a specific cure or
vaccine. Furthermore, Ae. albopictus is a bridging
vector between animals and humans for some
pathogens (23). Therefore, efficient vector control
strategies and operations are important tools for the
prevention of these diseases and possible epidemics.

In Turkey, mosquito control activities started
in the first years of the Republic in 1925 with
antilarval operations together with malaria control
campaigns. There is no information about mosquito
1930-1945. Through the
numerous larvicides and adulticides have

control activities from

years,
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been used for mosquito control in Turkey. DDT was
first introduced as residual spraying in 1946; hereby,
chemical control activities began in Turkey (24).
Mosquito control activities have been conducted
by the Turkish Ministry of Health, municipalities
(particularly Culex pipiens control in and around
cities), and by private companies in touristic areas.

This study aimed to report the surveillance of two
invasive mosquito species during the active seasons of
2016-17 and to assess the mosquito control operations
in the Eastern Black Sea region in the same period.

MATERIAL and METHOD

The entire Middle and Eastern Black Sea region
was surveyed from Sarp, a village which is an entry
point from Georgia, to the Amasya Province for
invasive mosquito species during the active vector
season (from May to October) in 2016. Study and
control areas were comprised of three cities which
were selected according to the surveillance study. All
three cities are located in Turkey (Artvin, Rize and

Trabzon Provinces and Districts) near the Georgian
border (Fig. 1). Possible larval habitats were checked
biweekly in order to determine vector presence,
persistence, and spread from June through October.

An active surveillance study was conducted in
2016-17 and different collection techniques were
used (larval searches with a larval dipper and human
landing catches by mouth aspirator for adults)
according to ECDC' and CDC (Center for Disease
Control and Prevention) (25) guidelines. For larval
collections, the same used tires were utilized each
time for larvae collection, and for adult collections,
individuals remained in the same location for the
human landing catches. First, used tire storage areas
and their surrounding areas were checked. Secondly,
thrown used tires or waste tires used for various
purposes which can create larval breeding areas
(man-made containers) were inspected for larvae.
Thirdly, cemeteries and their surrounding areas were
examined. Larval collection was performed with larval
dippers and a count consisted of the total larvae for
three dips. Human landing catches were conducted a

Bulgaria

N
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Figure 1. Study and control operations areas during the 2016-17 active vector seasons
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period of ten minutes per individual. All three cities
were examined throughout the months for vector
spread and the presence of colonized populations.
Population count studies were conducted to assess
abundance and in order to determine the usage,
application frequency, and effectiveness of different
control agents. Six locations for Ae. albopictus and
four locations for Ae. aegypti were surveyed for this

purpose. These population counts were conducted
for two years.

Control operations began during the third week of
July and different control agents were used for this
purpose. Control operations started with larvae control
and adulticides were used if the adult density was
high in an operational area. The utilized insecticides

are listed on Table 1. Insecticide usage profiles and

Table 1. Utilized insecticides during control operations by area

Insecticide/month July August September
Pyriproxyfen Briquet 10% X
Bti+Bs Granule 50 BS ITU/mg X
Bti liquid 1200 ITU X X

'S Geraniol 19% X X

= Cypermethrin 10%+Tetramethrin 2%+PBO 10% X X
Lambda cyhalothrin 5%+Imidaclobrid 20% X X
Cypermethrin 35%+Tetramethrin 5%+PBO 15% X X
Cyfluthrin 10%+Tetramethrin 5%+PBO 10% X
Insecticide/month July August September
Pyriproxyfen Briquet 10% X
Bti+Bs Granule 50 BS ITU/mg X
Bti liquid 1200 ITU X X

8 Geraniol 19% x x
Cypermethrin 10%Tetramethrin 2%+PBO 10% X X
Lambda cyhalothrin 5%+Imidaclobrid 20% X
Cypermethrin 35%+Tetramethrin 5%+PBO 15% X X
Cyfluthrin 10%+Tetramethrin 5%+PBO 10% X
Insecticide/month July August September
Pyriproxyfen Briquet 10% X
Bti+Bs Granule 50 BS ITU/mg X

< Bti liquid 1200 ITU X X

& Geraniol 19% X X

= Cypermethrin 10%Tetramethrin 2%+PBO 10% X X
Lambda cyhalothrin 5%+Imidaclobrid 20% X
Cypermethrin 35%+Tetramethrin 5%+PBO 15% X X
Cyfluthrin 10%+Tetramethrin 5%+PBO 10% X
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frequencies were determined according to area count
results and whether or not adults were present.

RESULTS

Established populations of Ae. albopictus and
Ae. aegypti were first detected in September 2015
during a surveillance study. Twelve established
populations of Ae. albopictus and Ae. aegypti were
identified within the area from the Georgian border
to the Giresun Province border. These established
populations were detected in eight villages or towns
within that area (Artvin, Borcka, Hopa, Kemalpasa,
Arhavi, Findikli, Pazar, and Vakfikebir) (Unpublished

data).

Widely established Ae. albopictus populations
were detected in 22 locations of the area during a
surveillance study in 2016 and last spread point in
the expansion was Espiye in the Giresun province.
Furthermore, every possible larval breeding site
in Kemalpasa, Hopa, Arhavi, Borcka, and Findikh
districts was determined. Two locally established
populations in Trabzon city were identified in 2016.
Widely established populations of Ae. aegypti were
detected in four locations: Hopa, Findikli, Pazar
and Ardesen. Additionally, ten locally established
populations were identified in 2016. The last spread
point of their expansion was discovered in an
industrial area of Trabzon.

In 2017, within the Artvin Province, 217 possible
larval breeding sites were inspected. It was found
that Ae. albopictus had widely distributed into the
Artvin city center, as well as in the Borcka, Hopa,
Kemalpasa, Sarp, Arhavi districts and their villages
within the Artvin Province (a total of 87 locations)
by the first week of June. In the Rize Province,
200 possible larval breeding sites were inspected.
Established populations were found in 60 areas. As in
Artvin, the same situation was discovered in the Rize
Province. Ae. albopictus had widely established in
Findikli, Ardesen, Camlihemsin, Pazar, Derepazar and
the Cayeli city center. Widely established populations
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were ascertained in Camlihemsin, Cayeli, the Rize
city center and Derepazari areas, although the initial
detection of the Ae. albopictus in these cities and
villages was in 2017. The Trabzon district has three
focal points and widely established populations were
found in all three areas. In June, 127 areas were
inspected and established populations were found
in 47 of these. Ae. aegypti was discovered in only
25 locations throughout the area and persisted in 10
locations.

Population counts were performed in 2016-17.
The results of the population densities varied widely
(Fig. 2). Population densities increased in June and
slowly decreased in July. In August, larval densities
decreased in the first and third weeks of August
but increased again during September. In October,
densities decreased, almost reaching zero. Adult
densities showed a similar trend. Populations showed
a small peak in June and large peak in September.

The highest larval and adult densities were
ascertained in Borcka and the second highest were
found in Pazar (Fig. 3). In 2017, the larval densities
in the areas were found to be approximately one
and a half to twofold higher than those of 2016; the
same was discovered with adult densities. Borcka
and Pazar larval densities were higher than those
of other areas. June and July larval densities were
approximately at the same levels prior to control
operations. In the third week of June, vector control
operations commenced with the application of
larvicides and adulticides. The decrease in larval
densities varied 55%-82% when compared to 2016.
The decrease in adult densities varied 17%-94% when
compared to 2016. Average larval control success was
69%, and adult control operations success was 46% for
all areas throughout the season.

Population densities for Ae. aegypti were found
to be lower than those of Ae. albopictus in 2016.
Larval densities increased gradually from June
through August but decreased in September (Fig.

4). In October, the densities increased again. Adult
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Figure 2. Population fluctuations of the Aedes albopictus in the 2016 active vector season without
control operations
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Figure 3. Population fluctuations of the Aedes albopictus in the 2017 active vector season without
control operations
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densities were neither high nor correlated with larval
densities.

Larval densities varied greatly for Ae. aegypti
during June and July and were higher than the
densities of 2016. In contrast to Ae. albopictus, Ae.
aegypti increased again in October (Fig. 5). Larval

SURVEILLANCE OF INVASIVE MOSQUITOES

density reductions varied 15%-100%; however, adult
density reductions varied 0%-100% after control
applications in August. Additional larvae and adults
were found in some places (Hopa, Findikli and
Trabzon) when compared to 2016. Average larval

control success was 61%, and adult control operations

Figure 4. Population fluctuations of the Aedes

control operation

aegypti

in the 2016 active vector season without

Figure 5.
without control operations

Population fluctuations of the Aedes
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aegypti

in the 2017 active vector season with and
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success was 37% for all areas throughout the season.
DISCUSSION

Mosquitoes can cause serious threats to human
and animal health attributable to their vectorial
capacity. Both the Asian tiger mosquito and the
yellow fever mosquito have become a significant
concern due to their seemingly uncontrollable
expansion and their many risks to public health.
Four significant infections transmitted by Ae.
albopictus and Ae. aegypti: dengue, yellow fever,
chikungunya, and Zika virus, lead to observable
consequences, such as morbidity, mortality, and
healthcare expenditure, in low and middle-income
countries (26). In addition to the diseases mentioned
above, these Aedes mosquito species can be a vector
of endemic viral infections such as West Nile Virus
infection (WNV), Mayoro virus infection, and Eastern
Equine Encephalitis virus infection (27-29).

Turkey is currently at risk for arboviral diseases
such as West Nile fever, dengue, and yellow fever.
West Nile virus was first detected in domestic animals
(30); the first human cases were ascertained in 1977
(31). Several times antibodies to WNV have been
detected in animals and humans (32-33). In 2010,
the WNV infection was detected in 47 individuals and
10 of these patients perished (34). Human dengue
virus antigens were first detected in 1980 (35-36).
Dengue virus antigens have been identified in blood
donors from central Anatolia. Yellow fever has not
been reported in Turkey, but anti-YFV antibodies
were reported in 1980 (35). Currently, YFV-IgGs
antibodies have been detected in the sera (36).
Although autochthonous chikungunya cases have
not been reported in Turkey, imported chikungunya
cases from New Delhi were detected in 2012 (37).

Due to the above risks, and for any other unknown
arboviral disease risks, there was an urgent need
for a surveillance study and control actions against
the established populations in the Eastern Black
Sea area. Here, we surveyed the invasive species

presence, persistence and expansion in three cities
in which they were first detected in 2015. Secondly,
we gauged the annual population fluctuations

prior to and following all control activities.

In 2016, a surveillance study was conducted and
locations were described in terms of the presence of
Ae. albopictus and Ae. aegypti in well-established
populations. The last spread point for the Ae.
albopictus invasion was in Espiye-Giresun and
the Ae. aegypti’s was in Trabzon. Some districts,
such as Kemalpasa, Borcka, and Vakfikebir, contain
new larval breeding areas. Larvae and adults were
detected in every possible area within these districts.
These results revealed that the dispersion and
newly established populations were around the first
discovered locations; in addition, these populations
were continuing to spread to other districts and
cities. This dispersion and establishment was possibly
affected by factors such as climate, land usage, and
waste tire usage. Population fluctuations revealed
the considerably high population areas in 2016.
Populations displayed a bimodal structure and the
first peak was determined to be in the end of June
while the second and largest peak was identified to
be in September. Densities were stable or relatively
less so during the six week period from the last
week of July to the end of August. Ae. aegypti well-
established populations were found lower than those
of Ae. albopictus, but was generally in the same
area as Ae. albopictus. Furthermore, population
densities were lower than the Aedes albopictus
and exhibited a rising trend from the beginning
to the end of the active season. Ae. albopictus
densities had two peaks and decreased from the
first peak to the second peak. Ae. aegypti had one
peak towards the end of the active season wherein
Aedes albopictus densities were low. Furthermore,
densities were relatively high between the two peak
periods of Ae. albopictus. This can be explained as

competition between the two species. Jansen and
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Beebe (38) determined this, and they revealed that
Ae. aegypti distribution and density was affected by
the invasion of Ae. albopictus in the United States.

Well-established populations in three cities and
their districts were determined in 2017. Many areas
had well-established populations, 194 points in
three cities and districts, in the initial part of the
surveillance study, prior to control operations. This
can be linked to the population movement within
Turkey and the bordering areas with Georgia and
human activity in these areas. Population movement
at the Sarp border was more than 20,000 people per
day during the active season. Local human movement
in the areas is higher due to tea harvesting and other
agricultural facilities. These correlate with the
global expansion of the Ae. albopictus; its chaotic
dispersion is facilitated by human activity (39).
Larvae were discovered in most larval development
areas in 2017, for instance, inside used tires, plastic
containers, cans, buckets, and puddles; in contrast,
in 2015 and 2016, larvae were found in some larval
development areas and only inside used tires and
waste plastic cups. Different studies indicated that
Ae. albopictus is able to tolerate climatic conditions
that differ from its native range and is able to use
different larval habitats (40-41). Climatic conditions
and rainfall regimes of the Eastern Black Sea area
are unlike other areas of Turkey. This factor fostered
an extension of the active season and the formation
of new potential larval breeding sites.

Control operations with different larvicides

and adulticides commenced in the third week

of July. Control operations began with the
application of pyriproxyfen (IGR) throughout the
entire area. At the same time, two different
adulticides, Cypermethrin+tetramethrin+PBO
and Geraniol, reduce adult
population levels.

control continued with the application of Bti+Bs,

were applied to

In the second month, larval

granular formulation, and liquid Bti formulations.

Adult  control  continued with  employing
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imidaclobrid+lambda formulations
(in  Artvin)

formulations (throughout the entire area). Only

cyhalothrin
and Cypermethrin+tetramethrin+PBO

liquid Bti formulation was utilized for larval control

in all areas; adult control was accomplished
with imidacloprid+lambda cyhalothrin (in
Artvin),  Cypermethrin+tetramethrin+PBO,  and
cyfluthrin+tetramethrin+PBO formulations in

September. Larval control reduced larval densities
by an average of 69%; whereas adult control
reduced adult densities by 46% in all areas during
the season for Ae. albopictus. Climatic conditions
and rainfall regimes in the study area affected the
control facilities and reduced control success. The
same situation was observed in Ae. aegypti control.
Larval reduction was determined as 61%, and adult
reduction was calculated as 37%. Control success was
also linked to used tire storage area conditions and
storage patterns. With the application of formulation
of pyriproxyfen briquettes, larval control operations
were found to be highly effective in the first two
weeks; but, in order to reduce the risk of insecticide
resistance development, the larvicide was changed
to Bti and Bs combination or liquid Bt in the third
week. We chose to use Bti and Bs combination
or liquid Bti for larval control operations after
pyriproxyfen in order to avoid resistance risk and
related to the detoxification
leads to a

cross resistance
mechanisms of pyriproxyfen which
reduction in efficacy. Pyriproxyfen resistance was
described in some Ae. albopictus strains in Florida
and New Jersey (42). Both Andrighetti et al. (43),
and Marcombe et al. (44) described temephos
resistance and less susceptibility to pyriproxyfen in
Ae. aegypti and implied a possible cross resistance

between the two insecticide groups in mosquitoes.

Adult
the usage of pyrethroid based insecticides and

control was achieved primarily by

secondarily with a nicotine mimic insecticide
combination with pyrethroid. Adult control success
was under 50% for the two species. Adult control in
the used tire storage area could not be performed



properly as the insecticide could not be effectively
applied throughout the entire area. Therefore, a
low level of success in adult control was achieved.
Another factor that impeded success was insecticide
usage restrictions in the areas near larval breeding
sites. The Turkish government prohibits the use of
chemical based insecticides in the vicinity of tea
plantations. Therefore, we applied insecticides to
limited areas around larval breeding sites. Adults
avoided contact with insecticides during operations
by fleeing to agricultural areas. Merely one ultra-low
volume adulticides, Geraniol, was used in crop areas.
Other adulticides were used alternately during the
operations due to an insecticide resistance risk.

Repeatedly the use of pyrethroids has increased
the resistance levels of mosquitoes. In adults of Ae.
aegypti and Ae.
pyrethroids are generally lower in Asia, Africa and the
USA, but higher in Latin America (45). The resistance
of these two species has not yet been defined for this

albopictus, resistance levels to

area, although many areas in the Middle and Eastern
Black Sea region include resistance populations of
Cx. pipiens complex species (46). Therefore, it is
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Effects of colchicine on cell cycle arrest and MMP-2 mRNA
expression in MCF-7 breast adenocarcinoma cells

Filiz BAKAR-ATES', Nuri OZMEN', Ecem KAYA-SEZGINER', Emin Emre KURT?

ABSTRACT

Objective: Colchicine is a tricyclic alkaloid drug
and it’s been clinically used for a long time because of
its anti-inflammatory effects. While colchicine has been
safely used in oral applications, it’s been demonstrated
that colchicine is toxic at higher concentrations. So,
the mechanism of effects of low dose colchicine has
been studied in cancer related researches. Matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) is a member of matrix
metalloproteinase enzyme family and it’s been
demonstrated that MMP-2 expression is increased in
cancer and it causes a metastasis of cancer cells through
degradation of extracellular matrix. Because of this
important effect of MMPs, the studies related to develop
MMP inhibitor compounds have great importance in
cancer investigations. At present study, it’s aimed to
investigate the effects of colchicine on cell cycle arrest
and MMP-2 mRNA expression in MCF-7 human breast

cancer cells.

Methods: In the study, MCF-7 human breast
adenocarcinoma cells were purchased from ATCC.
10 ve 100 pg/ml

colchicine and cell viability was determined via MTT

Cells were treated with 0.1,

assay. The effect of colchicine on cell cycle arrest was

OZET

Amag: Kolsisin, trisiklik alkaloid bir ilac olup klinikte
anti-enflamatuvar etkisinden dolay1 yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Kolsisin uygun konsantrasyonlarda

oral yolla kullanilmakta iken yuksek konsantrasyonlarda
toksik etki gosterdigi tespit edilmisti. Bu nedenle,
kanser arastirmalarinda disik doz kolsisinin etki
mekanizmalan Uzerine calismalar yapilmaktadir. Matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2), matriks metalloproteinaz
enzim ailesinin bir lyesi olup kanserde ifade seviyesinin
arttig1 ve ekstraselliiler matriksi yikima ugratarak kanser
hiicrelerinin metastazina neden oldugu bildirilmistir.
MMP’lerin bu 6nemli etkisi nedeni ile kanser hastaliginda
metastazin onlenmesi amaciyla cesitli bilesiklerin MMP
lizerine inhibitor etkisinin degerlendirilmesi kanser
arastirmalarinda onemli yer tutmaktadir. Bu calismada,
kolsisinin, MCF-7 insan meme adenokarsinoma hucresinde
hiicre dongusi tutulumu ve metastazda ©nemli rol
oynadigi bilinen MMP-2 protein ifadesi lizerine etkisinin

arastinlmasi amaclanmistir.

MCF-7

adenokarsinoma hiucreleri kullamlmistir (ATCC, HTB-

Yontem:  Calismada, insan  meme

22). Hucrelere 0.1, 10 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda

kolsisin uygulanmis ve hiicre canliligr analizi MTT testi ile
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determined by Muse Cell Analyzer and the percent of
cell populations at GO/G1, S and G2/M cycles were
identified. The effect of colchicine on MMP-2 mRNA
expression has been performed by real-time PCR (qRT-
PCR) analysis.

Results:  Colchicine has significantly inhibited
cell viability at 10 and 100 pg/ml concentrations. It’s
been also demonstrated that colchicine has induced
a cell cycle arrest at G2/M phase and downregulated
MMP-2 mRNA expression of MCF-7 cells in all treated

concentration (p<0.0001).

Conclusion: The results of this study illustrated
that colchicine may be a candidate anticancer
compound for breast cancer studies and further studies

are required to identify the underlying mechanism of

yapilmistir. Kolsisin’in hiicre dénglsu tutulumu Uzerine
etkisi analiz edilmis ve GO/G1, S ve G2/M dongusuindeki
hiicre populasyonlan yiizde (%) olarak ifade edilmistir.
Kolsisin’in MMP-2 mRNA ifade seviyesi lzerine etkisi ise
gercek zamanli PCR (qRT-PCR) yontemi ile tayin edilmistir.

Bulgular: 10 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda Kolsisin
MCF-7 meme kanser hiicresinin canliigin istatistiksel
olarak anlamli derecede inhibe etmistir. Kolsisin’in
tim konsantrasyonlarda hiicre dongustini G2/M fazinda
inhibe ettigi ve MMP-2 geninin ifade seviyesini anlamli

olarak azalttig1 saptanmistir (p<0.0001).

Sonuc: Calismadan elde edilen sonuclar ile

kolsisinin kanser calismalar icin aday bir anti-kanser

bilesik olabilecegi gosterilmis olup mekanizmanin

aydinlatilabilmesi  icin ileri calismalara ihtiyac

effects. bulunmaktadir.
Key Words: colchicine, cell cycle, MMP-2 Anahtar Kelimeler: kolsisin, hiicre dongtisii, MMP-2
expression, anticancer, MCF-7 ekspresyonu, antikanser, MCF-7
INTRODUCTION
Colchicine is a lipophilic, plant derived ion channels (5). Recent studies indicated some

alkaloid drug which is produced from Colchicum
autumnale (1). Although the first approving by the US
Food and Drug Administration was in 2009, colchicine
is used more than 2000 years for Gout disease
treatment (2,3). Colchicine has anti-inflammatory
activity and therefore is used for diseases like Gout,
FMF and other rheumatic diseases like Behcet’s
disease, idiopathic recurrent acute pericarditis etc.
(4,5). Colchicine’s most studied mechanism of action
is microtubule disruption (5,6). Colchicine blockes
the assembly and polymerization of microtubules
and this ability of compound effects further lots of
cellular processes such as maintenance of cellular
shape, migration of the cell, vesicular actions inside
the cell, secretion of cytokines, chemokines and

Turk Hij Den Biyol Derg

other effects of colchicine, like inhibition of fibrosis
and cardiovascular protective effects (5). Beside,
recently published studies discuss that colchicine
derivatives could be used as potent anti-tumoral
molecules and there are many attempts to develop
colchicine hybrids and bioactive drugs as a anti-
cancer agents (3,7). Aresearch group has investigated
the anticancer effects of colchicine on hepatocellular
carcinoma (HCC), cholangiocarcinoma and gastric
cancer cells in different studies and has indicated
that colchicine has achieved potential anticancer
effects at acceptable concentrations and could be
used as a palliative treatment in these cancer types
(8-16).



MATERIAL and METHOD

Cell Culture and Treatment

Human breast cancer cell line MCF-7 (HTB22) was
purchased from American Type Culture Collection.
Cells were grown as monolayer cultured in DMEM
(ATCC, 30-2002) media supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS, Lonza), 1% penicillin/streptomycin
(PAA, The Cell Culture Company) and 1% L-glutamine
(PAA, Austria) and incubated in a 5% CO2 humidified
atmosphere at 37°C. Colchicine was dissolved in % 0.1
DMSO and cells were treated with 0.1, 10 and 100 pg/
ml colchicine for 24 hours as described by Sun et al.
(17).

Cell viability

The effects of colchicine on cell growth of MCF-
7 cells were determined by 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay.
Briefly, a 180 pl of 5x10* cells/ml were treated with
0.1, 10 and 100 pg/ml of colchicine for 24 h and the
cells treated with DMSO were used as control. The
cells were washed with PBS, 20 pl MTT solution was
added to the wells and incubated at 37 °C for 4 h.
Following incubation, the absorbance at 540 nm was
recorded with microplate reader (Thermo, Germany).
Data were obtained from four repeats per condition
and represented meanststandard deviation (SD) of
three independent experiments.

Cell Cycle Assay

Effects of colchicine on cell cycle analysis was
performed using Muse Cell Cycle Assay Kit (Merck
Millipore, Germany). The cells were treated with 0.1,
10 and 100 pg/ml of colchicine for 24 h and harvested
by trypsinization. The cells were then fixed and
prepared for analysis according to the manufacturer’s
instructions. The cell population at different stages
of the cell cycle was measured by Muse Cell Analyzer
(Millipore).

RT-PCR Analysis

MCF-7 cells were treated with 0.1, 10 and 100 pg/

ml of colchicine and total cellular RNA was extracted
using RNEasy plus mini kit (Qiagen, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. The
cDNA was synthesized from isolated total RNA using
RT2 First Strand Kit (Qiagen, Germany), according
to the manual’s intructions. Briefly, 8 pl of RNA
(adjusted to 100 ng) and 6 pl of genomic elimination
buffer were mixed and incubated at 42 °C for 5
min and then place immediately on ice for at least
1 min. A 6 pl of reverse transcriptase was added
to each tube and mixed gently by pipetting up and
down. The tubes were incubated at 42°C for exactly
15 min. Then the reaction was immediately stopped
by incubating at 95°C for 5 min. 90 pl RNase-free
water was added to each reaction and mixed by
pipetting up and down several times. The reactions
were placed on ice and proceeded with the real-time
PCR protocol. For real-time PCR analysis, reactions
were performed in triplicate using Rotor Gene System
(Qiagen, Germany). The primers used to amplify
specific gene products were as follows: MMP-2 sense
5'-CATGTCGCCCCTAAAACAGA-3; MMP-2-antisense,5'-
CCATCAAACGGGTATCCATC-3'; GAPDH-sense,
5-CCCATCACCATCTTCCAG-3';GAPDH-antisense,5’
CAGTCTTCTGGGTGGCAG T-3'.

The PCR conditions were given below.

Cycles Duration Temperature
1 10 min 95°C
45 15s 95°C
1 min 60 °C

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 6.0 version (GraphPad Software Inc.). Data
obtained from the cell culture experiments were
expressed as mean +SD and One-way ANOVA test was
applied for multiple comparisons. The data from
PCR studies were analyzed using the comparative
AACt method calculating the difference between the
threshold cycle (Ct) values of the target and reference
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gene of each sample. The results of treated groups
were compared to the results of non-treated control
group.

RESULTS

The effect of colchicine on cell viability was
determined by MTT test and the results were shown
in Figure 1. Colchicine has significantly induced
cell death at 10 and 100 pg/ml in MCF-7 cells when
(p=0.0012 and p<0.0001,
respectively). The viable cell amount was 77.48+1.91
at 10 pg/ml concentration, and 53.85+4.69 at 100
pg/ml.

compared to control
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Control 0.1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
Figure 1. Effects of different concentrations of colchi-

cine on MCF-7 human breast adenocarcinoma cell viability.
The viable cell amount was determined by MTT assay. The
cells were treated with 0.1, 10 and 100 pg/ml colchicine
for 24 h. The results are expressed as percentage of live
cells compared with untreated control. The data present
the mean+SD of three independent experiments. The differ-
ences are * from control, (p<0.05).

In order to evaluate the possibility that colchicine
may involve an arrest of cells at a specific cell
cycle check point, we performed cell cycle analysis
assay. The results indicated that colchicine induced
a significant arrest of cell cycle at G2/M phase of
the cell cycle at all treated concentrations (Figure
2). The percent amount of cell population at G2/M
phase in control group was 62.98+0.98%, whereas the
increased amounts were recorded as 63.70+2.50%,
73.20+2.10% and 80.00+2.20% for 0.1, 10 and 100
colchicine-treated respectively

pg/ml groups,
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(p<0.0001). The increase of cell population amount
at G2/M phase was accompanied with the decrease
at G0/G1 and S population.

Control 0.1 pg/mi 10 ug/mi
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Figure 2. Colchicine induced a cell cycle arrest at G2/M
phase in MCF-7 cells. Data belongs to the results of 0.1, 10
and 100 pg/ml colchicine treatments and non-treated group
is accepted as control and data are representative of one
experiment. The peak panels show cell population at check
points of cell cycle. Bar graphs belong to quantified values
of Muse Cell Analyser data. The graph shows the mean+SD
of the three independent cell cycle experiments. The differ-
ences are given as compared to control, * p<0.0001.

The real-time PCR experiments have shown that
MMP-2 mRNA expression has significantly decreased in
colchicine-treated cells in a dose dependent manner
(Figure 3) (p<0.0001).

0,025
0,02
0,015
0,01
*
*
- G
0

0.1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/mi

Relative mRNA levels of MMP-2

Figure 3. Colchicine inhibited MMP-2 mRNA expression in a
dose dependent manner. Meanzs.d. are shown (n=3).
* p<0.0001.



DISCUSSION

Colchicine is an alkaloid drug compound and it’s
widely used in clinical applications. The studies have
shown that colchicine prevents growth of cancer
cells by antimitotic activity through interacting with
microtubules, and contributes to the establishment
of improved cancer therapies (11,12). Colchicine
causes antiproliferative effects through the inhibition
of microtubule formation, which leads to mitotic
arrest and cell death by apoptosis (13). Previous
studies also reported that colchicine and its potent
derivatives showed a favorable therapeutic effect
on hypopharyngeal, pancreatic, gastric, colon and
hepatocellular carcinoma (10, 13-17).

At present study we evaluated antiproliferative
and antimetastatic effects of colchicine in MCF-7
breast adenocarcinoma cells. We found that colchicine
has significantly inhibited cell growth at 10 yg/ml and
higher concentrations. The researchers have shown
that colchicine induced a dose-dependent reduction
in cell viability and early apoptosis in HT-29 colon
cancer cells treated with 20 pg/ml colchicine (16).
The anti-proliferative effect of colchicine at 2 and
6 ng/mL was observed on hepatocellular carcinoma
and cancer-associated fibroblast cell lines (8). A study
by Sun et al. showed that colchicine can inhibits
proliferation of MCF-7 breast cancer cells and induce
cell apoptosis, strongly at 40 pg/ml concentration
for 72 h (17).
microtubule depolymerizing colchicine analogue

In a similar manner, treatment with

arrested cell cycle at the G2/M transition in HCT-
116 colon cells (16). Conversely, colchicine at 2.5 nM
which is defined as clinically acceptable concentration
caused no G2/M arrest in A549 lung cancer cells (18).

The
differences among different cell lines (8,9,10). For

susceptibility to colchicine can show

instance, the antiproliferative effects of colchicine
on gastric cancer cells were observed only at

concentration of 6 ng/mL (10), whereas colchicine at
2 ng/mL showed significant antiproliferative effects
on hepatocellular carcinoma and cholangiocarcinoma
cells (8,11).

Moreover, colchicine-treated nude mice showed
lower increased tumor volume ratios and tumor
growth rates than the control mice (9,10). In clinical
studies, colchicine administration prevented and
delayed the development of hepatocellular carcinoma
and decreased risk of incident all-cause cancers in
male Taiwanese patients with gout (19,20).

During the carcinogenesis process, tumor cells
interact with tumor microenvironment such as
extracellular matrix (ECM), growth factors, ECM-
fibroblasts,
macrophages, adipocytes, etc. (21,22). The studies

related cytokins, endothelial cells,
have revelaed that the enzymes which degrade ECM
are essential for tumor progression. Tumor cells
are well organized to produce enzymes which have
ability to degrade matrix barrier of tumor tissue,
and so, they enable the metastasis of cancer to
further tissues. For the last decades, MMPs have
been accepted as potential enzymes for such tumoral
activities since they can degrade all of the structural
components of ECM. In addition, these enzymes have
been up-regulated in nearly all human and animal
tumors as well as tumor cell lines (23). Since there is
limited data about the effects of colchicine on types
of cancer and its mechanisms of effects, our study
is the first to evaluate the effects of colchicine on
MMP-2 mRNA expression in MCF-7 cells. According to
our data, the downregulation of MMP-2 expression,
has demonstrated that colchicine may be important
features on preventing metastasis of cancer cells.

In conclusion, the results of our study indicate
that colchicine can be identified as a potential anti-
cancer compound for MCF-7 breast cancer cell line.
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Bruselloz ve atipik pnomoni siipheli hastalarda Coxiella burnetii
antikor varliginin ELISA ve IFA yontemleri ile arastirilmasi

Alev GETIN-DURAN', Cem ERGON?

OZET

Amacg: Query (Q) atesi, Coxiella burnetii’nin neden
oldugu zoonotik bir hastaliktir. Bulas yollar ve klinik
bulgular acisindan Bruselloz ile oldukca benzerlik
gostermektedir. Ayrica, C. burnetii onemli bir atipik
pnomoni etkenidir. Bu calismada, atipik pnomoni
ve bruselloz siuipheli klinik bulgulann olan hastalarda
C. burnetii antikorlarinin ELISA ve IFA yontemleri ile

arastirilmas1 amaclanmstir.

Yontem: Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Rose
Bengal testi ile Brucella spp. yoniinden, ELISA ve IFA
yontemleri ile C. burnetii disindaki diger onemli atipik
pnomoni etkenleri olan Mycoplasma pneumoniae ve
Chlamydia pneumoniae yoniinden negatif saptanan hasta
serumlar alindi. Dosyalari incelenen ve Q atesi agisindan
klinik ve laboratuvar bulgularn olan hastalara ait serum
orneklerinde C. burnetii faz | ve faz Il antikorlar ELISA ve
IFA yontemleri ile arastinldi. Q atesinin en sik rastlanan
klinik belirtileri olan ates, bas agrisi, myalji, artralji, grip
benzeri hastalik bulgulan, oksiriik, gogiis agrisi, solunum
sikintisi gibi belirtileri ve eritrosit sedimantasyon hizinda
(ESR) ve transaminazlarda (AST, ALT) yukseklik olan 84

hasta serumu calismaya dahil edildi. Calisma grubu 46

ABSTRACT

Objective: Query (Q) fever is a zoonotic disease
caused by Coxiella burnetii. The transmission routes and
clinical manifestations of C. burnetii are similar with
brucellosis. C. burnetii is important agent of atypical
pneumonia. In this study, C. burnetii antibodies were
investigated by ELISA and IFA methods in patients whose
clinical findings suspected with atypical pneumonia and

brucellosis.

Methods: In this study, the sera of patients were
chosen who were determined to be negative for
Brucella spp. by Rose Bengal test and for Mycoplasma
pneumoniae and Chlamydia pneumoniae infections
by ELISA and IFA in Microbiology Laboratory of Dokuz
Eylul University Hospital. C. burnetii phase | and
phase Il antibodies were investigated by ELISA and IFA
methods in serum samples of patients whose clinical
and laboratory data were compatible with Q fever.
Eighty four patients were included in the study who
had symptoms and findings such as fever, headache,
flu-like
cough, chest pain, respiratory distress, elevation of
ESR, ALT, AST. The study group consisted of 46 (54.8%)

women (median / min-max = 38.0 / 3-67 years) and 38

myalgia, arthralgia, syndrome symptoms,
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(%54.8) kadin (ortanca/min-max=38.0/3-67 yas) ve 38
(%45.2) erkek hastadan (ortanca/min-max=35.0/1-65

yas) olusmaktadir.

Bulgular: C. burnetii’ye karst %13.1 oraninda
seropozitiflik saptanmis olup bu pozitiflikler %9.5
oraninda gecirilmis enfeksiyon, %1.2 oraninda akut Q
atesi ve %2.4 oraninda C. burnetii IgM antikoru pozitifligi
seklindeydi. C. burnetii IgG antikoru cocuk hastalarda
saptanmazken eriskinlerde %16.1 oraninda ve en fazla

41-60 yas arasindaki hastalarda (%19.2) saptanmistir.

Sonug: Atesli olgularda, influenza benzeri
hastaliklarda, atipik pnomonide ve bruselloz siipheli
klinik bulgular olanlarda, Q atesinin ayirici tanida

akilda tutulmasi gerektigini diisinmekteyiz.

Anahtar
pnomoni, ELISA, IFA

Kelimeler: Q atesi, bruselloz, atipik

(45.2%) male patients (median / min-max = 35.0 / 1-65

years).

Results: Seropositivity of C. burnetii was detected
in 13.1% of the study group, and 9.5% of theme was
past infection, 1.2% was acute Q fever and 2.4% was C.
burnetii IgM antibody positivity. While C. burnetii 1gG
antibodies were not observed in paediatric patients,
positivity rate was 16.1% in adult patients and IgG
positivity was highest between 41-60 years of age
(19.2%).

Conclusion: Q fever should be taken into
consideration in the differential diagnosis of a febrile
diseases, influenza-like illness, atypical pneumoniae,

patients with symptoms suggestive of brucellosis.

Key Words: Q fever, brucellosis, atypical pneumonia,
ELISA, IFA

GIRIS

Query (Q) atesi, Coxiella burnetii’nin neden oldugu
zoonotik bir hastaliktir. C. burnetii, insanlara en sik
koyun, keci, sigir gibi hayvanlardan bulasmaktadir.
Bulasta en onemli yol, enfekte hayvanlann idrar,
diski, siit, dogum artiklan ile etrafa yayilan
mikroorganizmanin inhalasyonla alinmasidir. Pastorize
edilmemis sit ve st Urtinlerinin oral alimi ile de bulas
mimkinddr (1).

Bakteri ile temas eden kisilerin yaklasik %601
hastaligi asemptomatik olarak gecirmektedir. Akut Q
atesi, grip benzeri tablodan yogun bakim gerektirecek
ciddi pnomoni ve hepatite kadar degisen klinik
formlarda kendini  gosterebilmektedir.  Gebelik,
immunsupresyon, kalp kapagi ve vaskiiler problemlerin
varliginda kronik enfeksiyon gelisebilmektedir (2, 3).

Etkenin yuksek enfeksiyozitesi nedeniyle tanida,
tarama amacli ELISA yontemi, dogrulama icin ise IFA
yontemi tercih edilmektedir. IFA testi, Q atesi tanisinda
referans yontem kabul edilmektedir (3).

C. burnetii iki farkli faz formu gdstermektedir.

Turk Hij Den Biyol Derg

Hastaligin baslangicindan itibaren 14 giin icinde faz Il
IgM antikorlan yiksek seviyelere ulasir ve 10-12 hafta
varligim surdiriir. Faz | IgM antikorlari ise daha duistik
diizeyde olusur. Faz Il 1gG antikorlar ise hastaligin
baslangicindan 2-3 hafta sonra ortaya cikar ve yillarca
pozitif kalabilir. Oysa Faz | IgG antikorlar daha dusuk
diizeyde ortaya cikar ve konvelesan doneme gecisle
birlikte hizli bir dusus gosterir. Kronik Q atesinde, faz |
antijenine kars1 daha yuksek diizeyde olmak uzere, her
iki faz antijenine de antikor yaniti gelismektedir (1,3).

Ulkemizde Q atesinin varligi uzun yillardir
bilinmesine ragmen, &zgiil olmayan semptomlarla
kendini gostermesi ve laboratuvar testlerinin kisith
sayidaki merkezlerde yapiliyor olmasi nedeniyle tanisi
siklikla atlanmaktadir. Hem bulas yollar1 hem de klinik
bulgulan acisindan Bruselloz ile olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Ayrica C. burnetii onemli bir atipik
pnoémoni etkenidir (2). influenza benzeri hastaliklarda,
atipik pnomonide, nedeni bilinmeyen ates olgularinda,
brusellozu dustindiiren semptomlart olan hastalarda,



hepatitte ve endokarditte; ayirici tamda Q atesinin goz
onunde bulundurulmasi gerekmektedir.

Bu calismada, Brucella spp. ve C. burnetii
disindaki diger onemli atipik pnomoni etkenleri
yoninden negatif saptanan ve Q atesi acisindan
klinik ve laboratuvar bulgularn olan hastalara ait
serum orneklerinde, C. burnetii’ye ait antikorlarin
arastirilmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Calisma Grubu

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi,
Mikrobiyoloji  Laboratuvari’na  Brucella spp.,
Mycoplasma pneumoniae ve Chlamydia pneumoniae
enfeksiyonlarinin arastirilmasi amaciyla gonderilen ve
bu etkenlere yonelik test sonuclarn negatif saptanan
hastalarin dosyalan incelendi. Bu incelemede, Q
atesinin en sik rastlanan klinik belirtileri olan ates, bas
agnsi, myalji, artralji, grip benzeri hastalik bulgulari,
Okstiriik, gogus agrisi, solunum sikintis1 gibi belirtileri
gosteren ve eritrosit sedimentasyon hizi (ESR),
transaminazlarda yiiksekligi (AST, ALT) olan hastalar
saptandi. Q atesi ile uyumlu klinik ve laboratuvar
bulgular olan hastalar calismaya dahil edildi ve serum
ornekleri ELISA ve IFA testleri calisilana kadar -20 °C’
de sakland.

Ornekler Brucella spp. acisindan, tarama testi olan
Rose Bengal testi ile arastinlmisti. C. pneumoniae
IgM ve IgG antikorlar indirekt immunofloresan antikor
(IFA; Vircell, Ispanya) yontemiyle; M. pneumoniae
IgM ve IgG antikorlar1 ise ELISA (Euroimmun,
Almanya) yontemiyle test prosedurlerine uygun olarak
arastinlmistir.

Ocak-Agustos 2013 tarihleri arasinda, belirtilen
kriterlere uygun 1-67 yaslar arasinda 84 hasta secilerek,
bu hastalara ait serumlarda Coxiella burnetti’ye
yonelik antikorlar ELISA ve IFAyontemleriyle arastirildi.

Coxiella burnetti ELISA ve IFA Yontemleri

C. burnetti faz Il antijenlerine kars1 olusan IgM
ve IgG antikorlan, ELISA kitleri kullanilarak arastirildi.
ELISA ile pozitif veya kuskulu saptanan ornekler, IFA
testi ile degerlendirildi.

ELISA: C. burnetii faz Il antijenlerine kars1 olusmus
antikorlar, C. burnetii ELISAIgM ve 1gG (Vircell, ispanya)
kitleriyle, Uretici firmanin onerilerine gore arastinldi.
Bu yontemde, antijen olarak C. burnetii “Nine Mile”
susu (ATCC VR 616) faz Il antijeni kullanmlmaktadir.

IgM olciimlerinde yalanci pozitiflikleri onlemek icin
serumlar IgG sorbent ile muamele edildi. Her hasta icin
(serum optik yogunluk/cut-off kontrol optik yogunluk)
x 10 formulu ile antikor indeksi hesaplandi. Sonug
antikor indeksi < 9 sonuclar negatif, 9-11 kuskulu, > 11
sonuclar ise pozitif olarak kabul edildi.

IFA: ELISA ile kuskulu veya pozitif saptanan orneklere
IFA testi uygulandi. Antijen olarak C. burnetii “Nile
Mile” susu (ATCC 616-VR) kullanilan “C. burnetii
Phase I+1” kiti (Vircell, ispanya) ile, faz | ve faz
Il antijenlerine kars1 olusan IgM ve IgG antikorlan
arastinldi. IgM 6lclimiinde yalanci pozitifligi 6nlemek
icin serum ornekleri IgG sorbent ile muamele edildi.

IFA IgM testi Uretici firmamin onerilerine gore 1/24,
1/48, 1/96 diliisyonlarda, IFA 1gG testi 1/64, 1/128,
1/256 dilusyonlarda calisildi. IlgM testi icin pozitif
kabul etme simn (negatif “cut off” titresi) 1/24, (gG
testi icin ise 1/64 olarak kabul edildi. Literaturdeki
calismalarla karsilastirma yapabilme ve akut ile kronik
enfeksiyon kriteri olan titrasyonlan icermeleri nedeni
ile IgM testi icin 1/50 ve 1/100, IgG testi icin 1/50,
1/100, 1/200, 1/400, 1/800 titrasyonlarn da calisildi
(3, 4). Hazirlanan preparatlar floresan mikroskobunda
iki ayrn uzman tarafindan degerlendirildi.

Negatif “cut off” titresinin secimi, antijenin
safligina, kaynagina ve incelenen popiilasyonun antijen
stimiilasyon alt yapisina gore degismektedir ve pek cok
calismada farkli titrasyonlar kullamilmistir (4).

Calismada, faz Il IgG > 1:200 ve faz Il IgM > 1:50
olmas1 akut Q atesi, faz | IgG > 1:800 olmas1 kronik
Q atesi olarak degerlendirildi. Faz | ve faz Il IgM
antikorlan negatifken, ozellikle faz Il 1gG antikor
pozitifligi gecirilmis enfeksiyon olarak tanimlandi (3-
7).

istatistiksel Yontem

Elde edilen veriler dogrultusunda SPSS 15.00
programinda veri tabam olusturuldu ve tammlayici
istatistik analiz uygulandi. Verilerin analizinde ki-kare
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ve “Fisher’s exact” testleri kullamldi. istatistiksel
olarak anlamlilik sinirn p < 0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calisma Grubundaki Hastalarin Yas ve Cinsiyete
Gore Dagilim

Calismaya alinan 84 hastanin (yas ortalamasi: 36.0
+ 21.8 yil, yas araligi: 1-67 yas) 28 (%33.3)’i cocuk
(<18 yas), 56 (%66.7)’s1 ise yetiskin hastaydi (32 kadin
(%38.1), 24 erkek (%28.6)). Tum grubu cinsiyete gore
ayirdigimizda, hastalarin 46 (%54.8)’s1 kadin (ortanca/
min-max=38.0/3-67 yas) ve 38 (%45.2)’i erkek hastadan
(ortanca/min-max=35.0/1-65 yas) olusmakta idi.

ELISA ve IFA IgM ve IgG Test Sonuclari

C. burnetii IgM antikorlar, calisma grubunun %3.6
sinda (3/84) ELISA ve IFA yontemlerinin her ikisi ile
de pozitif saptandi. I1gG antikorlar, ELISA yontemi ile
olgularin %10.7 (9/84)’sinde pozitif, %2.4 (2/84)’Unde
ise kuskulu olarak bulundu. Pozitif ve kuskulu olgularin
IFA ile degerlendirilmesinde, pozitif saptanan sonuclar
dogrulanirken, ELISA ile siipheli olarak saptanan
iki hasta (%2.4) C. burnetii 1+ll IFA lgG testi ile
dogrulanmadi ve ELISA 1gG pozitifligi yalanci pozitiflik
olarak degerlendirildi (Tablo 1).

IFA yonteminde, dretici firmamn onerdigi
dilisyonlar ve literatiirlerde yer alan diliisyonlan
kullanarak aldigimiz sonuclar birbiriyle uyumlu
bulundu. Serolojik testlerinin sonuglarn ve yorumu
Tablo 2’de 6zetlendi.

Pulmoner emboli tanisiyla izlenen ve antifosfolipid
antikoru olan antikardiyolipin IgM ve IgG antikorlarinin
pozitif olarak belirlendigi bir hastada, C. burnetii faz
Il 1gG (1/800), faz Il IgM (1/100) ve faz | IgM (1/50)
pozitif saptandi. Bu hastanin laboratuvar sonuglan

Tablo 1. Hastalarin C. burnetii ELISA ve IFA test sonuclan

akut Q atesi ile uyumlu bulundu (akut Q atesi tani
kriteri, faz Il IgM >1:50 ve faz Il IgG >1:200) (3-7) (Tablo
2).

Sonuglarin Cinsiyete ve Yasa Gore Dagilimi

IFAile elde edilen test sonuclarinin cinsiyet ve yasa
gore dagiimi Tablo 3’de verilmis olup, C. burnetii
IFA I1gM ve IgG seropozitif ve seronegatif hastalarda
cinsiyet ile iliski acisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi (p = 0.587 ve p = 0.725).

IFA yontemi ile belirlenen C. burnetii IgM
sonuclan acisindan, cocuk (< 18 yas) ve eriskin (>
18 yas) hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmazken (p = 1.000), C. burnetii 1gG
seropozitifligi ve seronegatifligi acisindan, eriskin
ve cocuk hastalar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p= 0.026). C. burnetii 1gG antikoru
cocuk hastalarda saptanmazken eriskinlerde en fazla
41-60 yas arasindaki hastalarda (%19.2) saptandi
(Tablo 3).

TARTISMA

C. burnetii enfeksiyonunun prevalansi, cografi
bolge, mevsim, populasyon ve kullanilan yontem
farkliliklarina  gore  onemli  Olciide  degisiklik
gostermektedir (3, 6).

1982-2010 yillan arasinda Avrupa tlkelerinde Q
atesini arastirmaya yonelik yapilmis calismalarda,
genel populasyonda seropozitiflik  Hollanda’da
%12.2-24.0, Almanya’da %22.0, Bulgaristan’da %38.0
olarak bildirilmistir (8). Fransa’da 1985-2009 yillan
arasinda yapilan calismalar incelendiginde, Q atesinin
prevelansinin yillar icinde %10.4’den %21.9’a dogru bir
artis gosterdigi dikkati cekmektedir (9).

Yontem Pozitif (%) Kuskulu (%) Negatif (%) Toplam

ELISA IgM 3 (%3.6) 81 (%96.4)

ELISA IgG 9 (%10.7) 2 (%2.4) 73 (%86.9)

IFA I+11 [gM 3 (%3.6) 81 (%96.4) 84 (%100.0)
IFA I1+I1 lgG 9 (%10.7) 75 (%89.3)
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Tablo 2. C. burnetii ELISA ve IFA test sonuglar ve yorumu

ELISA IFA

Hasta Sayis1 (n)
(%) Faz | Faz Il Faz | Faz Il Yorum

1M 1sG IgM IgM IgG IgG
1 + 1/50 1/100 D D C. burnetii’ ye karsi IgM
n:2 (%2.4) + - 1/100 D D antikoru varligi
1 .
n:1 (%1.2) + + 1/50 1/100 1/800 Akut Q atesi
] 1/400

1/200
2 - + D D 1/100 Gegirilmis enfeksiyon
1
2 - 1/50
n:8 (%9.5) 1/50 1/200
2 - . .
n:2 (%2.4) - Supheli D D Yalanci pozitiflik
71 ) C. burnetii’ ye kars1 antikor
n:71(%84.5) 2 2 2 2 yok
D: degerlendirilmedi
Tablo 3. IFA test sonuglarinin cinsiyet ve yas gruplarina gore dagilimi
IFA IgM IFA 1gG
T

Pozitif n(%) Negatif n(%) Pozitif n(%) Negatif n(%) oplam
Cinsiyet
Kadin 1(%2.2) 45 (%97.8) 4 (%8.7) 42 (%91.3) 46 (100.0)
Erkek 2 (%5.3) 36 (%94.7) 5 (%13.2) 33 (%86.8) 38 (100.0)
Yas
<18 yas (gocuk) 1 (%3.6) 27 (%96.4) 0 (%0.0) 28 (%100.0) 28 (100.0)
>18 yas (eriskin) 2 (%3.6) 54 (%96.4) 9 (%16.1) 47 (%83.9) 56 (100.0)
18-40 yas 2 (%12.5) 14 (%87.5) 2 (%12.5) 14 (%87.5) 16 (100.0)
41-60 yas 0 (%0.0) 26 (%100.0) 5 (%19.2) 21 (%80.8) 26 (100.0)
261 yas 0 (%0.0) 14 (%100.0) 2 (%14.3) 12 (%85.7) 14 (100.0)
Toplam 3 (%3.6) 81 (%96.4) 9 (%10.7) 75 (%89.3) 84 (100.0)
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Turkiye’de genel popiilasyonda ve Q atesi acisindan
stpheli klinik bulgulan olan hastalarda, C. burnetii’ye
yonelik ELISA ve/veya IFA yontemleri ile yapilmis
calismalar Tablo 4’ de ozetlenmistir.

Bu calismalarda, gecirilmis enfeksiyonu gosteren IgG
antikorlarina, genel populasyonda %7.1-39.3 oranlan
arasinda rastlanilmistir (10-14). Bu sonuclar, tilkemizde
genel popiilasyonda, C. burnetii seropozitifliginin
%40’lara  kadar ulasabildigini ve mikroorganizma
ile temasin azimsanmayacak diizeyde oldugunu
gostermektedir. Pnomoni on tamli ve atesli hastalarda
yapilan calismalarda, C. burnetii IgM antikoruna %2.0-
9.2 oraninda, C. burnetii IgG antikoruna ise %30.1-36.0
oraninda rastlanmistir (15-18).

Calismamizda, ELISA ve IFA yontemlerinin her
ikisi ile de IgM ve IgG pozitiflik oranlan sirasiyla %

3.6 ve %10.7°dir. C. burnetii’ye kars1 %13.1 oraninda
seropozitiflik saptanms olup, gecirilmis enfeksiyon
%9.5 oraninda, akut Q atesi %1.2 oraninda gozlenmistir.
Q atesi ile uyumlu klinik ve laboratuvar bulgular olan
ve C. burnetii IgM antikoru saptanan iki hastanin
(%2.4), 1gM tipi antikorlarn olusup, IgG tipi antikorlarin
heniiz olusmadig1 erken donem akut Q atesi olabilecegi
gorusune vanldi. Ancak bu hastalarin kesin tanmsinin
serolojik testlerle izlem sonucunda konulabilecegi
dusuinuldu. Akut Q atesi tamsini, 2-4 hafta ara ile alinan
serum orneginde serokonversiyonun goriilmesi veya faz
Il antikor titresinin dort kat artis1 koydurmaktadir (3, 6).

Benzer hasta grubuyla yapilan diger calismalara gore
calismamizda elde edilen C. burnetii seropozitifligi
daha dusuk bulunmustur (15, 18). Bu durum, bolgemizin
kirsal yasamla iliskisinin daha zayif olmasindan
kaynaklanabilir. Gunal ve arkadaslarinin (18) calismasi,

Tablo 4. Turkiye’de genel popiilasyonda ve suipheli klinik bulgulari olan hastalarda C. burnetii’ye yonelik ELISA ve/veya IFA

yontemleri ile yapilmis calismalar

Kaynak Bolge-Yil Say1 Calisma Grubu Prevelans (%)
Berberoglu ve ark. Antalya, Samsun, .
339 Genel L IFAFaz Il 1gG: % 7.1
(10) Diyarbakir (2004) enet poptiasyon azll’s
. Genel poptlasyon
Sertpolat ve ark.(11) izmir (2005) 303 e IFA Faz Il 1gG: % 39.3
(kan dondrleri)
Karabay ve ark.(12) Bolu (2007) 293 Genel poptilasyon IFA Faz Il 1gG: % 20.8
Genel ul IFA Faz Il IgM: % 2.8
Kilic ve ark.(13) Ankara (2008) 601 enet poptiasyon azts
(kan donorleri) IFAFaz Il 1gG: % 32.3
IFA ile seropozitiflik %13.5
Gozalan ve ark.(14) . -Gecirilmis enf: % 8.1
Samsun (2009) 407 Genel popiilasyon
-Akut enf: % 4.2
-Kronik enf: % 1.2
. IFA IgM: % 7.5
S k.(15 Izmir (2003 53 Pno i on taml
ayan ve ark.(15) zmir ( ) nomoni 6n tamli IFA 19G: % 30.1
Bozkurt ve ark.(16) Van (2007) 50 Pnomoni on tanili IFA IgM: % 2.0
Glines ve ark.(17) Ankara (2007) 87 Pnomoni on tanili ELISA IgM: % 9.2
-Gecirilmis enf: % 36.0
Giinal k.(18 Tokat (2012 53 Atesli hastal ’ ’
unal ve ark.(18) okat ( ) esli hastalar -AKUt enf: % 4.0
IFA il itiflik %13.1
Bruselloz ve atipik e se.r(?po.ZI e
Sunulan Calisma izmir 84 némoni siipheli “Gecirilmis enf: % 9.5
5 2 hast:larp -Akut enf: % 1.2
-IFA IgM: % 2.4
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Tokat Bolgesinde yapilmis olup seropozitiflik %36.0
olarak bulunmus ve bu oranin yiiksekligi bolgenin kirsal
kesimle ic ice olmasi ile iliskilendirilmistir.

Seropozitiflik oranlar, incelenen grup, ornek sayisi,
risk faktorlerinin varligi, kirsal hayatla iliski, cografi
kosullar, hayvanlardaki prevalans, kullanilan serolojik
yontem ve tamsal titre degerleri gibi pek cok faktore
bagli olarak degismektedir. Genel olarak insanlardaki
calismalarda, ornek sayisimin az olmasi, farkl serolojik
yontemlerin kullanilmasi ve IFA yonteminde kullanilan
tamsal titre farkliiklan nedeniyle calisma sonuclarin
karsilastirmak oldukca zordur (19).

Kenya’da 1067 atesli hastada C. burnetii variginin
ELISA, IFA ve real-time PCR yontemleri ile arastirildig
calismada, %16.2 oraninda akut Q atesi olgusu tespit
edilmis olup, faz | ve/veya faz Il IgG pozitifligine ise
%19.1 oraninda rastlanmmstir (20). Bulgaristan’da
atipik pnomonili hastalarda, %15.0-18.0 oraninda C.
burnetii seropozitifligi bildirilmistir (8). Q atesinin
cogunlukla asemptomatik veya hafif grip benzeri
bulgularla seyretmesi nedeni ile hastalik siklikla gozden
kacmaktadir (2). Ozellikle atesli ve atipik pnémonili
hastalarda, Q atesinin dusunulmesi ve arastinlmasi
gerekmektedir.

Calismamizda, IgM ve IgG tipi antikorlarn pozitiflik
orani, erkeklerde kadinlara gore daha yiksek olsa
da seropozitif ve seronegatif hastalar arasinda
cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Benzer olarak cesitli calismalarda da
erkeklerde daha yiksek oranda seropozitiflik saptanmis
olup bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(14, 18). Genel olarak cinsiyete bagh bir predispozisyon
olmadigi kabul edilmesine karsin, hayvancilik, ciftlik
ve endustriyel aktivitelerde erkeklerin daha fazla yer
almasina bagli olarak, erkeklerde enfeksiyon daha
yiksek oranda gorulebilmektedir (21).

Calismamizda cocuk hastalarda IgG tipi antikorlara
rastlanmazken, eriskin hasta grubunda en fazla 41-
60 yas arasinda (%19.2) olmak lizere %16.1 oraninda
pozitiflik saptanmistir. Karabay ve ark. (12), faz Il 1gG
pozitifligini 18 yas Ustlinde %23.8, 18 yas altinda ise
%4.4 oraminda saptayarak, eriskin ve cocuk hastalarda
seropozitiflik acisindan bu durumun istatistiksel olarak

anlamli  oldugunu vurgulamislardir.  Yapilan diger
calismalarda da IgG pozitifligi 40 yas lizeri gruplarda
daha yuksek oranda saptanmistir (11, 14). Bizim
bulgulanimiza benzer olarak IgG pozitifligi, Cardenosa
ve arkadaslarinin (22) calismasinda, en sik 44-65 yas,
Gunal ve arkadaslarinin (18) calismasinda ise 40-59 yas
arasinda saptanmistir. Yasla birlikte prevalans artisimin,
endustriyel ve ciftlik aktivitelerinde artan temasa bagli
oldugu kabul edilmektedir (3, 6).

Klinik ve laboratuvar bulgulan akut Q atesi ile
uyumlu (faz Il IgM > 1:50 ve faz Il 1gG > 1:200) olan
hasta, pulmoner emboli tamsiyla izlenmekte olup,
bir antifosfolipid antikor olan antikardiyolipin IgM ve
IgG antikorlan pozitif olarak saptanmistir (Tablo 2).
Bu vakada da oldugu gibi, baz1 enfeksiyonlar sirasinda
antifosfolipid antikorlar pozitiflesebilmekte ve baz
hastalarda  tromboemboli  gerceklesebilmektedir.
C. burnetii enfeksiyonu sirasinda, %50 oraninda
antifosfolipid antikorlar tespit edilebilmektedir (3).
C. burnetii’nin molekiiler taklit mekanizmasi ile bu
otoantikorlarda pozitiflige neden oldugu ve tromboza
egilime yol actig literatiirde yer alan makale ve olgu
sunumlan ile bildirilmistir. Fakat C. burnetii’ye bagl
gelisen pulmoner emboli vakalarina literatiirde cok az
rastlamlmaktadir (23, 24). Atipik klinik bulgularla kendini
gosteren Q atesi seyrinde, antikardiyolipin antikorlar
basta olmak Uzere, anti duiz kas antikorlar, ANA, RF gibi
otoantikorlarda pozitiflik siklikla karsirza cikmaktadir.
Bu yoniiyle sistemik inflamatuvar hastaliklan taklit
ederek siklikla gozden kacmakta ve klinisyenleri
gereksiz invaziv islemlere ve immunsupresif tedavilere
yonlendirmektedir. Immunsupresif tedaviler akut gelisen
Q atesini daha da agirlastirarak kroniklesmesine yol
acabilmektedir. Bu nedenle, Q atesinin atipik sistemik
klinik belirti ve bulgulara neden olabilecegini akilda
tutulmalidir (25, 26).

Sonuc olarak, nedeni bilinmeyen ates olgularinda,
bruselloz supheli klinik bulgular olanlarda, influenza
benzeri hastaliklarda ve atipik pnomonide Q atesinin
ayiricl tamda disiiniilmesi ve arastinlmasi gerektigi
kanaatindeyiz. Hastaligin saptanma oranlarinin, Q atesi
icin farkindaligin artinlmasi ve laboratuvar testlerinin
daha fazla merkez tarafindan uygulanmasi ile artacagim
dustinmekteyiz.
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Der:

2-pirazolin yapisindaki yeni bir bilesigin sentezi, molekiiler
modellemesi ve monoaminoksidaz inhibitorii etkisinin
arastirilmasi

Begiim EVRANOS-AKSOZ', Giilberk UCAR?, Kemal YELEKGI®

gisi

OZET

Amagc: Noromediatorlerin yikimindan sorumlu olan
(MAO)
(MAO-A ve -B) bircok hastalik ile yakindan iliskili oldugu;

MAO inhibitorlerinin depresyon, Parkinson ve Alzheimer

monoamin oksidaz enziminin izoformlarinin

hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildigi
bilinmektedir. Grubumuzca daha etkin, tersinir ve az yan
etkili yeni bir MAO inhibitori (SH2U bilesigi) sentezlenmis
ve bu bilesigin insan MAO enzimini (hMAO) inhibe etme
yetenegi incelenmistir. Ayrica bu yeni bilesigin hMAO ile
etkilesimi, molekiler modelleme calismalar ile detayl
bir sekilde arastirilmistir. Sentezlenen yeni bilesigin
hMAQO’yu kuvvetli bir sekilde yarismali ve tersinir olarak
inhibe ettigi bulunmustur. 56z konusu bilesigin Parkinson
ve Alzheimer hastaliklaninin tedavisinde Umit verici bir

ilag etken maddesi olabilecegi distiniilmektedir.

Yontem: 3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi
ile p-tolualdehit’in metanol icinde KOH varliginda
reaksiyona girmesiyle 1-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-
3-p-tolil (3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi-4-

metil salkon) bilesigi sentez edilmisti. Daha sonra

asetofenon

prop-2-en-1-on

elde edilen bu bilesigin etanol icerisinde geri ceviren

sogutucu altinda izonikotinik asit hidrazit ile muamele

ABSTRACT

Objective: Isoforms of monoamine oxidase (MAO-A
and -B) which are responsible for the degradation
of neuromediators are involved in many diseases,
and MAO inhibitors are used for the treatment of
some diseases such as depression, Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases. Thus, a novel compound, SH2U
was synthesized and its ability for the inhibition
of human MAO (hMAO) activity was investigated by
our group. In addition, the interaction of SH2U with
hMAO isoforms have been investigated in detail using
molecular modelling technics. It has been found
that SH2U inhibited hMAO-B potently, selectively,
competitively and reversibly suggesting that the
novel compound may be a promising drug agent
for the treatment of Parkinson’s and Alzheimer’s

diseases.

Methods:
p-tolylprop-2-ene-1-on

1-(3,5-dichloro-2-hydroxyphenyl)-3-
(3’,5’-Dichloro-2’-hydroxy-
4-methyl chalcone) was prepared via the reaction
3’,5’-Dichloro-2’-hydroxy
acetophenone in methanol in the presence of KOH.
Then,

of p-tolualdehyde and

the obtained chalcone was treated with
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edilmesiyle [3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-tolil-4,5-
dihidropirazol-1-il] (piridin-4-il) metanon bilesigi sentez
edilmistir. Yapisi dogrulanan bu bilesigin hMAO enzimi ile
etkilesimi, ticari tayin kiti kullamlarak fluorometrik bir
yontemle incelenmistir. Ayrica, soz konusu yeni bilesik
ile hMAO arasindaki etkilesimler, molekiler modelleme

calismalan ile aydinlatitmistir.

Bulgular: Sentezlenen bilesigin yapisi, IR, Mass,
1H-NMR ve elemental analiz yontemleri kullamlarak
dogrulanmistir. Yapist dogrulanan bu bilesigin etkin,
secici, tersinir, toksik olmayan bir hMAO-B inhibitoru
oldugu ve inhibisyonun yarismali oldugu goriilmustiir.
Molekiiler yerlestirme programi kullamlarak bilesigin
hMAO-B enziminin aktif bolgesinde hangi amino asit yan
zincirleri ile ne tur girisimleri yaptigi belirlenmistir.

Sonug: Yeni sentezlenen SH2U bilesigi, hMAO-B
enzimini kuvvetle, secici, yansmali ve tersinir olarak
inhibe etmistir. Sentezledigimiz bilesik, bilinen secici
ama tersinmez MAO-B inhibitori olan selejilin’den daha
etkin ve secici, tersinir olarak hMAO-B enzimini inhibe
etmistir ve Parkinson ile Alzheimer hastalig1 tedavisinde
kullanilabilecek bir ilac etken maddesi olarak umit

vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Monoamin oksidaz (MAO),

pirazolin, alzheimer hastaligi, parkinson hastalig

isonicotinic acid hydrazide under reflux in ethanol
to give (3-(3,5-Dichloro-2-hydroxy phenyl)-5-p-tolyl-
4,5-dihydropyrazol-1-yl) methanone.

The interaction of SH2U with hMAO isoforms was

(pyridin-4-yl)

investigated fluorometrically using commercial Kkits.
The interaction between SH2U and hMAO was also

analyzed using AutoDock 4.2.6 program.

Results: The structure of compound SH2U was
confirmed using IR, Mass, 1 H-NMR and elemental
analysis methods. SH2U appeared as a potent,
selective, reversible and nontoxic hMAO-B inhibitor.
Mode of inhibition was found to be competitive.
Interactions of the new compound with the active site
of hMAO-B were clarified using molecular modelling

studies.

Conclusion: Compound SH2U inhibited hMAO-B

potently, selectively, competitively and reversibly.
The synthesized compound is found to be more potent
and selective than selegiline, the known irreversible
MAO-B inhibitor, indicating that SH2U appears as a
promising active molecule to be used in the treatment

of Parkinson’s and Alzheimer’s diseases.

Key Words: Monoamine oxidase (MAO), pyrazoline,

alzheimer’s disease, parkinson’s disease

GIRIS
MonoaminOksidaz (MAOQ), karaciger, beyin, bagirsak
mukozas1 ve diger organlarin mitokondrilerinin dis
membraninda yer alan ve flavinadenozin dinikleotid
MAO,
triptamin gibi
aminlerin oksidatif deaminasyonundan sorumludur

iceren bir enzimdir. serotonin, dopamin,

norepinefrin, tiramin, biyojenik
(1) ; ancak histamin gibi diaminlere afinitesi dusuktur
(2). Memelilerde MAO, MAO-A ve MAO-B olmak uzere
substrat ve inhibitor ozellikleri farkliik gosteren iki
izoform halinde bulunmaktadir (3). Ozellikle MAO-B
katalizlenen oksidatif

tarafindan deaminasyon

Turk Hij Den Biyol Derg

reaksiyonu, hidrojen peroksit ve aldehitler gibi
norotoksik maddelerin olusumuna neden olmaktadir
ve noron hasarina yol acmaktadir (4). Yaslanma
ile birlikte beyinde MAO-B enziminin aktivitesinin
arttigr gosterilmistir ve yilkksek MAO-B dizeyinin
ozellikte yaslilarda ortaya c¢ikan norodejeneratif
bozukluklardan sorumlu olabilecegi fikrine varilmistir.
MAO-B enzim aktivitesinin artisi ile dopamin
metabolizmasinin artisi paralellik gostermektedir (5).
Bu nedenle dopaminin terapotik siirdiriilebilirliginin

yaslibiktaki bilissel fonksiyonlarin duzeltilmesinde



etkin rol oynayabilecegi distiniilmektedir. Beyindeki
dopaminerjik noronlarda meydana gelen oksidatif
hasarin, alzheimer ve parkinson hastaliklarn gibi
norodejeneratif ~ hastaliklarin gelisiminde onemli
MAO-B inhibitorleri
bu nedenle parkinson ve alzheimer hastaliklarinin

tedavisinde kullanilmaktadir (8, 9).

rolii oldugu bilinmekte (6, 7);

Bu calismada, grubumuzun daha once yaptig
calismalann verilerine dayanarak kuvvetli MAO-B
inhibitor etki bilesik
(SH2U) molekiiler modelleme yontemi kullanarak
tasarlanmis;

gostermesi  beklenen bir

sentezlenmis ve karekterizasyonu
yapilmis; bilesigin MAO inhibitor etkisi insan MAO
(hMAO) enzimi kullanilarak arastinlmistir.

GEREC ve YONTEM
Kimyasal yontemler
Kullanilan kimyasallar

3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi asetofenon, izonikotinik
asit hidraziti, p-Tolualdehit, KOH, HCl, etanol,
metanol.

Kimyasal yap1 aydinlatmasinda kullanilan cihazlar

Sentez calismalarn Ankara Universitesi, Eczacilik
Fakiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali’'nda
gerceklestirilmistir. IR spektrum olcumleri Jasco FT/IR
420Spektrofotometresinde (Easton, USA) (4000-400 cm-
1) KBr (Merck) diski hazirlanarak gerceklestirilmistir.
NMR 6lciimleri, internal standart TMS sifir sinyaline
gore CDCI3 veya DMSO-d6 icinde Varian Mercury-400
MHz FT-NMR Spektrometresinde (Varian Inc.,
Alto, CA, USA) gerceklestirilmistir. Mass spektrumlari;
Waters ZQ micromass LC-MS spektrometresinde
(Waters Corporation, Milford, MA, USA), elektrospray
iyonizasyon (ESI) yontemi uygulanarak cekilmistir. C,
H, N tayinleri, Leco CHNS 932 analyzer (Leco-932, St.
Joseph, MI, USA) cihaz1 ile yapilmistir. Erime noktasi
tayinleri Electrothermal 9100 (Eng. Ltd., Essex, UK)
aletinde,

Palo

kapiller yontemle yapilmis ve sonuclar
diizeltilmeden verilmistir. Sentez calismalar sirasinda
reaksiyonlardaki gelismeyi izlemek ve elde edilen

maddelerin saflik derecelerini belirlemek amaciyla
ince tabaka kromatografisinden yararlamlmstir. Bu
amacla adsorban olarak (Kieselgel-60 F254, Merck)
ile kaplanmis aluminyum plaklar kullanmilmistir. Uygun
¢ozucu sistemi ile suriiklenme islemi tamamlandiktan
sonra acik havada kurutulan plaklardaki lekeler, UV
lambast altinda, 254 nm dalga boyunda incelenmistir.

Sentez yontemleri

Salkon Sentezi

4.99 mmol 3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi asetofenon’un
20 ml metanoldeki cozeltisine %50 (a/h) KOH cozeltisi
(5ml) damla damla buz banyosunda eklendi ve karisim
oda sicakliginda yarim saat kanstirildi. Sonra lizerine
6.018 mmol (0.723g, 0.71ml) p-tolualdehit ilave edildi
(10, 11).
kanistinlan reaksiyon ortaqmm buza dokuldi, 1N HCL

Bir gece boyunca manyetik karistincida
cozeltisi ile asitlendirildi (12), suzilerek etanolden
kristallendirildi.
Pirazolin Tiirevi Bilesigin Sentezi
3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi-4-metil salkon (500 mg;
1.63 mmol), izonikotinik asit hidrazit (230 mg; 1.63
mmol) 20 ml etanol icinde 78 °C’ de 32 saat 1sitildi.
Kat1 halde aynlan ham uriin etanolden kristallendirildi
(13). Beyaz renkli 310 mg Uriin elde edildi. Verim %
44.68 E.N. 246.3 °C. Cozucu sistemi: n hekzan(1): etil
asetat(9).
gosterilmistir.

=0 0
cocH,
_xon \
c113011 CH.
oH
a 3
0

II T
NHZ—NH—g—@N

EtOH

Bilesiklerin sentez basamaklar Sekil 1’de

geri geviren
sogutucu

Sekil 1. (3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-tolil-4,5-dihi-
dropirazol-1-il)(piridin-4-il)metanon sentez basamaklari.
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Molekiiler Modelleme Calismalar

Kadir
Has Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri

Molekuler  modelleme  calismalar,
Fakiltesi, Biyoinformatik ve Genetik Bolumi’nde

gerceklestirilmistir.
Protein sistemi

hMAO-A (PDB giris kodu: 2BXS, inhibitor klorjilinle
birlikte kristalize) ve hMAO-B (PDB giris kodu: 1S3E
inhibitor  6-hidroksi-N-proparjil-1(R)-aminoindanla
birlikte kristalize)
Protein Data Bank’tan elde edilmistir (www.rcsb.

enzimlerinin kristal yapilar,
org). Calismalar, enzimlerin sadece bir alt birimi olan
B zincirleri Uzerinde yurutulmustur.

Kristal yapinin gerilimini dustirmek ve proteinleri
Autodock
kullamlmaya elverisli hale getirmek icin tum polar

doklama  simiilasyon  programinda

hidrojenler Accelrys Discovery Studio 4.6 modelleme

paketiyle eklenmistir. Elde edilen yap1, vakum

ortaminda minimize edilmis; minimizasyon boyunca,

agir atomlar baslangic kristal koordinatlarinda
sabitlenmis;  hidrojenler  hareket  etmelerine
imkan verecek sekilde serbest birakilmistir.

AutoDockTools (ADT) grafiksel kullanici ara yuzi
programi, enzimleri ve inhibitorleri hazirlamak icin
kullamlmistir. Gasteiger yukleri hesaplanmis ve non-
polar hidrojenler karbon atomlariyla birlestirilmistir.
Makromolekiiller icin, olusturulmus pdbqt dosyalan
kaydedilmistir.

Yeni sentezlenen bilesigin 3 boyutlu yapisi
(PM3)

(Wavefunction

hazirlanmus, seviyesinde optimize edilmis

ve  Spartan Inc.)  molekiiler
modelleme programinin yardimiyla mol2 formatinda
kaydedilmistir. Bu dosyalarin kismi yikleri sonradan
ADT paket programi (versiyon 1.5.6) kullanilarak
modifiye edilmis, boylece non polar hidrojen
atomlarinin yiikleri hidrojenin baglhi oldugu atoma
atanmistir. Sonu¢ dosyalar, pdbqgt dosyalar halinde

kaydedilmistir.
Molekiiler Modelleme

AutoDock 4.2.6 kullamlmistir. Doklama veri girisi
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dosyalarin1 olusturmak icin AutoDockTools programi
kullamlmistir. Tium doklamalarda x, y, z yonlerinde
80x80x80 nokta boyutlarinda karelere ayrilmis
bir kip olusturulmus ve komplekste inhibitorin
yeri bilindigi icin eslemelerde proteinin katalitik
bolgesindeki flavinin (FAD) N5 atomu merkez olarak
ainmistir. 0.375 A’luk bir uzunluk (karbon-karbon
kovalent baginin yaklasik dortte biri uzunlugunda)
ve dielektrik sabitinin mesafe bagimli bir fonksiyonu
eslemelerin enerji hesaplanmasinda kullamlmistir.
Lamarckian genetik algoritma mantig1 kullanilarak 10
islem yuritilmustir. Baslangic popiilasyonu 50 olan
rastgele yerlestirilmis parcalar, maksimum 2.5 x 10¢
enerji degerleriyle ve maksimum 2.7 x 10 olusumla
kullanmlmistir. 0.02 mutasyon oran1 ve 0.8 genetik
degisim orani secilmistir. Root mean square deviation
(RMSD)‘da 0.5 A’ dan daha az farklilik gosteren
sonuclar bir araya toplanmis ve baglanmanin en
uygun serbest enerjisinin sonuclari, nihai kompleks
yapilar olarak secilmistir.

Biyokimyasal Yontemler

Enzimatik calismalar Hacettepe Universitesi,
Eczacibk Fakultesi, Biyokimya Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir.  ELISA temelli calismalarda
BMG LABTECH MULTIMOD Microplate
spektrofotometrik tayinler icin Shimatzu UV-1800
hMAO-A ve -B

rekombinant enzimleri (expressed in baculovirus

Reader;

spektrofotometresi  kullamlmistir.
infected BTl insect cells), ve diger kimyasallar Sigma-
AldrichTM, Almanya’dan satin alinmistir. Amplex®-
Red MAO Assay Kit, Molecular Probes, ABD’den
saglanmistir.

hMAO izoformlarinin Aktivitelerinin Tayini

hMAOQ izoform aktivitesinin tayini substrat olarak
p-tiramin (0.05-1.00 mM) kullanilarak belirlenmistir.
hMAO
etkilesimleri, daha oOnce tammlanan ve modifiye

Sentezlenen bilesiklerin izoformlan ile
edilen fluorometrik bir yontem ve kit kullanilarak
tayin edilmistir (14-16). SH2U bilesiginin degisik
bilinen MAO-A ve -B inhibitorlerini
ve rekombinant hMAO-A

miktarlarini,
(selejilin ve moklobemid)



veya hMAO-B enzimlerini iceren 0.1 mL sodyum fosfat
tamponu (0.05 M, pH 7.4) 15 dakika boyunca 37°C’de
1.5 mllik
karanlikta

semi-mikro fluorimetre kiivetlerinde

inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonrasinda 200 uM Amplex Red reaktifi, 1U/ml yaban
turbu peroksidazi ve MAO-A ve MAO-B tirleri icin
subtrat olan 1 mM p-tiramin eklenerek reaksiyon
ZOZ’

rezorufin, eksitasyon 545 nm, emisyon 590 nm de

baslatilmistir. Olusan H dolayisiyla olusmus olan
izlenmistir. Bu surede baslangica gore fluoresans
dogrusalliginda artis gozlenmistir.

SH2U bilesigi ile Amplex red reaktifi arasindaki
etkilesimler reaktifi
iceren sodyum fosfat tampon c¢ozeltisine bilesigin
eklenmesiyle tayin edilmistir. MAO izoformlan haric

olasi yalnizca Amplex red

tutularak diger tiim bilesiklerin bulundugu MAO
izoformlar yerine sodyum fosfat tamponu eklenen
kiivetten tayin edilen arka plan aktivitesi cikarildiktan
sonra spesifik fluoresans emisyonu elde edilen son
sonuclarla hesaplanmistir.

Kinetik Calismalar

SH2U, DMSO
olacak sekilde hazirlanmis ve 0.01-10.00 uM derisim

icinde, maksimum derisimi %1

araliginda kullanmilmistir.  Inhibisyon, Lineweaver-
Burk grafigi

(Ki) degerleri Lineweaver-burk grafik egimlerinin

ile gosterilmistir. inhibisyon sabiti
inhibitor konsantrasyonuna karsi grafiklenmesi ile x
eksenini kestigi noktadan belirlenmis ve bu grafiklerin
(R2) en az 0.98 olarak
hesaplanmistir. Ozgiillik indeksi (SI), Ki(hMAO-A)/
Ki(hMAO-B) olarak hesaplanmistir. Protein, Bradford
yontemi ile tayin edilmistir (17).

korelasyon katsayilari

Tersinirlik Calismalan

SH2U ile MAO inhibisyonun tersinirligi diyaliz
16x25
mm capindaki diyaliz tipleri kullamilmistir (SIGMA,

metodu kullanlarak tayin edilmistir (18).

Almanya). Tuplerin, 12 000’e kadar molekil agirligi
simr1 vardir ve 0.5-10 mL arast ornek hacmine
sahiptir. Yeterli miktarda rekombinant enzim (hMAO-A
veya B, 1 U/mL) ile SH2U (derisimi potasyum fosfat

tamponu, 0.05 M, pH 7.4 ,%1 DMSO iceren %5’lik
sukroz, icerisinde hMAO-A ve-B’yi inhibe eden 1C50
degerlerinin dort katina esit olacak sekilde) 37°C’de
15 dakika inkiube edilmistir. Baska bir set ise aym
miktarda enzim ve bildirilen IC50 degerlerine uygun
olarak referans inhibitorler (moklobemid, selejilin
ve lazabemid) ile hazirlanmistir. Moklobemid’in 1C50
degerih MAO-Aicin 4 pM olarak alinmistir (19). Selejilin
ve lazabemid’in IC50 degerleri hMAO-B inhibisyonu
icin sirasiyla 0.079 pM ve 0.03 pM olarak alinmistir
(20). Enzim inhibitor karisimlar daha sonra, 4°C’de
80 ml diyaliz tamponu (100 mM potasyum fosfat, pH
7.4, % 5 sakaroz) icerisinde diyaliz edilmistir. Diyaliz
tamponu diyalizin 3. ve 7. saatlerinde yenilenmistir.
kalan MAO aktiviteleri
olculmustur. Butun reaksiyonlar, Uc tekrar olacak

Diyalizin 24. saatinde,
sekilde gerceklestirilmistir ve sonuclar ortalama +SEM
olarak ifade edilmistir.

Sitotoksisite Calismalan

Sentezlenen bilesigin hiicre lizerindeki olas1 toksik
etkisi, MTT (metiltiazol difenil tetrazolyum) testi ile
olclilmistiir (21). Bu calismada hiicre kaynagi olarak
insan hepatoma HepG2 hiicre hatti (Invitrogen)
kullamlmistir. insan hepatoma HepG2 hiicre hatts,
cabuk cogalabilme, deneylere iyi uyum, nispeten ucuz
ve kolay erisilebilir olmasi gibi nedenlerle ozellikle
akut ve ana bilesik sitotoksisite taramalarinda
tercih edilmektedir (22, 23). HepG2 hicreleri, 2
mM L-Glutamine, %10 1siyla inaktive edilmis fotal
s1gir serumu (FBS), 100 U/mL penisilin, ve 100 pg/
mL streptomisin ile desteklenmis Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) icinde ekilmistir. Hucreler
37 °C de, %5 CO, ve %95 hava kangiminda bliydtulup
plakalara aktarilmistir. SH2U bilesigi (1, 5 ve 25 pM
derisimde, %0.1 DMSO icinde) 24 saat inkiibe edilmis
ve inkubasyon sonunda kuyucuklara son derisim 5
mg/mL olacak sekilde MTT eklenmistir. 4 saatlik
inkiibasyon sonunda olusan formazan 100 pL DMSO ile
c¢ozulmus ve MTT rediksiyonu 590 nm de olculmustur.
Kontrol olarak hucreler %1 DMSO ile muamele edilmis;
kontrolin canlilik miktar1 %100 canlilik olarak kabul
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edilmistir (24). Sonuclar, ortalamazstandart hata
olarak ifade edilmistir. Gruplar arasi fark, student’s t
testi ile analiz edilmis; ve p<0.05 istatistiksel olarak
onemli kabul edilmistir.

BULGULAR

Senteze iliskin Bulgular
3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi
p-tolualdehitin

asetofenon ile
metanol icinde KOH varliginda
reaksiyona girmesiyle 1-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-
3-p-tolilprop-2-en-1-on bilesigi sentez edilmistir. Daha
sonra elde edilen bu bilesigin etanol icerisinde geri
ceviren sogutucu altinda izonikotinik asit hidraziti ile
muamele edilmesiyle (3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-
5-p-tolil-4,5-dihidropirazol-1-il)(piridin-4-il)
metanon bilesigi sentez edilmistir. Sentez edilen
bu bilesigin yapis1 IR, Mass, 1H-NMR ve elemental
analiz yontemleri kullanilarak dogrulanmistir. SH2U
bilesigine ait asagidaki fiziksel ve spektral bulgular
elde edilmistir.

(3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-tolil-4,5-
dihidropirazol-1-il)(piridin-4-il)metanon (SH2U):
Beyaz toz. - Verim: %44.68. -E.N. 246.3 °C. - IR
(KBr): n=3411(0OH), 1671 (amid C=0) cm-1. 1H NMR
(DMSO-d6, 400 Mhz): = 2.33 (s, 3H, -CH3), 2.99 (dd,
1H, HA, JAB=12 Hz, JAX= 12 Hz), 3.55 (dd, 1H, HB,

JAB=2.8 Hz, JBX= 2.8 Hz), 5.39 (dd, 1H, HX, JAX=2.8
Hz, JBX=2.4 Hz), 7.26-8.75 (10H, Aromatik-H),
11.26 (s, 1H, -OH). 13C NMR (DMSO-d6, 100 Mhz):
d =21.23, 32.05, 77.75, 122.42, 123.10, 123.39,
124.95, 125.62, 126.29, 126.96, 129.55, 131.18,
136.28, 138.47, 143.06, 150.53, 151.95. -MS (ESI):
m/z =426 [M+H]+, 428 [M+H+2]+, 429 [M+H+3]+,
430 [M+H+4]+. -C22H17CI2N302 : C 61.84, H 4.11, N
10.00; hesaplanan C 61.98, H 4.02, N 9.86.

Molekiiler Modelleme Calismalarina iliskin Bulgular

Oncelikle, molekiiler modellemede kullanilan
insan MAO-A ve B enzimleri ile bilinen MAO-A
ve MAO-B
dogrulama calismalar1 yapilmis ve asagidaki bulgular
elde edilmistir:

inhibitorlerinin etkilesimlerine iliskin

Elde edilen baglanma enerjilerinden (Tablo 1)
de anlasildig1 ilizere SH2U bilesigi MAO-B enzimine
MAO-A enziminden daha kuvvetli baglanmaktadir. iki
boyutlu (2D) sekillerde bilesigin enzimin aktif kisimda
hangi amino asit yan zincirleri ile hangi tir girisimleri
yaptig1 farkli renklerde gosterilmistir.
MAO-A:  2-Hidroksi  3,5-diklorofenil
TYR444 ve TYR407 yan zincirleri arasina girerek
P-P girisimi, diger fenil halkas1 da PHE208 ile P-P
girisimi yapmaktadir. Piridil halkas1 ise CYS323,
PHE362, LEU337, TYR69 ve ILE335 amino asitleri ile
etkilesmektedir (Sekil 2).

halkasi,

Tablo 1. SH2U bilesiginin insan MAO-A ve MAO-B enzimleri ile etkilesimine iliskin hesapsal bulgular

hMAO-A igin hMAO-A igin hMAO-B icin hMAO-B icin
Bilesik hesaplanan hesaplanan K hesaplanan hesaplanan K SI* Secicilik
DG (kcal/mol) (UM) DG (kcal/mol) (UM)
SH2U (R) -8.85 9.55 -9.88 0.057 167.54 MAO-B
SH2U (S) -7.40 3.76 -9.96 0.051 73.73 MAO-B
Moklobemid -8.04 1.28 -7.25 4.83 0.265 MAO-A
Safinamid -7.60 2.68 9.42 0.124 21.61 MAO-B

*Secicilik indeksi (S/): K; (MAO-A)/K. (MAO-B) olarak hesaplanmistir.
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MAO-B: SH2U inhibitorintn piridil halkas1t TYR398 ve
TYR435 amino asitleri arasinda sandvi¢c etkilesmesi
bazinda P-P girisiminde bulunmaktadir. Karbonil
grubu, CYS172 ile etkili bir hidrojen bagi yapmaktadir.
2-Hidroksi 3,5-diklorofenil halkasi ise TYR326, ILE199,

TRP119 ve PHE168 amino asitleri ile degisik siddetlerde

girisimlerde bulunmaktadir. Diger taraftan pirazolin
halkas1 ise TYR326 ve LEU171 amino asitleri ile etkili
girisimler yapmaktadir. Bitiin bu baglann siddetleri
bir arada degerlendirildiginde, SH2U inhibitoriiniin

MAO-B enzimine MAO-A enziminden daha guclu bir
sekilde baglandig1 goriilmektedir (Sekil 3).

GO
Adas

A'I‘_YR
PHE A43S
Al6S
ILE .
A1S9 l
TYR
A l ~A398
A ovs)
\ SSUP 57
LEU
Ad71 T
TYR
A326 A206
PHE
A343 TYR
ILE ABO0
A316
LEU
A328
Interactions
[] vender waals ] Pitonerar
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked
|: Carbon Hydrogen Bond |:] Akyl
B ~suer (-

Sekil 3. SH2U bilesiginin 3D (solda) ve 2D (sagda) MAO-B enzimi baglanma bdlgesindeki durusu ve yaptig girisimler.
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Biyokimyasal Calismalara iliskin Bulgular

Dahaonceyapilan calismalar, salkon ve turevlerinin
MAO enziminin inhibitorii oldugunu géstermistir (25,
26). Bu calismada, onceki calismalarimizin 1s18inda
sentezledigimiz SH2U bilesiginin insan rekombinant
MAO izoformlar ile etkilesimi, molekiler modelleme
ve biyokimyasal calismalarla incelenmistir.

Rekombinant enzimlerin spesifik aktiviteleri
hMAO-A ve hMAO-B icin sirasiyla 0.175+0.012
nmol/mg/dk ve 0.134+0.010 nmol/mg/dk olarak
bulunmustur.  Deneysel bulgular Tablo 2’de
sunulmaktadir.

SH2U bilesigi, insan MAO-B enzimini kuvvetli,
secici ve yarismali olarak inhibe etmistir. Bilesigin
MAO-B enzimine olan ilgisini gosteren Ki degeri
bilinen tersinmez ve intihar tip MAO-B inhibitoru
olan selejilin’in ve tersinir, yarismali inhibitor olan
lazabemid’in  Ki degerleriyle karsilastirildiginda
SH2U bilesiginin etkisinin selejilin’den cok daha
kuvvetli oldugu ancak lazabemid’den disiik oldugu
gorilmistiir (selejilin’in - hMAO-B icin Ki degeri
0.31+0.02 pM, lazabemide’in Ki degeri 0.005+0.001
UM, SH2U bilesigininki ise 0.046+0.001 uM dir). SH2U

bilesiginin hMAO-B izoformuna ilgisi, SI=272.83 olarak
bulunmustur. SH2U bilesiginin MAO-B izoformuna
ilgisi selejilin’den cok daha fazladir (Tablo 2).

SH2U bilesiginin hMAO-B enzimi ile etkilesiminin
kinetigi Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak inhibitor
inhibitor
Grafikte dogrularin vy

yoklugunda ve degisik derisimlerdeki
varliginda incelenmistir.
ekseninde kesistigi; maksimum hizin degismedigi
ancak Km degerinin degistigi goriilerek inhibisyonun
yarismali oldugu fikrine vanlmistir. ikincil grafikte
SH2U’nun derisimlerine kars1 dogrularin egimi tekrar
grafiklenerek Ki degeri hesaplanmistir. Ki degeri
grafikte goriildiigli gibi 46.00 nM olarak bulunmustur
(Sekil 4).

hMAO enziminin SH2U bilesigi ile inhibisyonunun
tersinirligi dializ yontemi ile arastinlmistir. Bu
amacla hMAO-A ve B izoformlar, SH2U ile ( 1C50
degerinin 4 kat1 derisimde hazirlanmistir) inkiibe
edilmis, daha sonra 24 saat diyalize tabi tutulmustur.
Diyaliz sonrasinda inhibisyonun geri donuisumu, kalan
aktivitenin olciilmesi ile bulunmustur. SH2U bilesiginin
MAO enzimini inhibe edici aktivitesinin tersinir oldugu
goriilmiistiir (Tablo 3). SH2U bilesiginin bu 6zelliginin,

Tablo 2. SH2U bilesiginin insan MAO-A ve MAO-B enzimleri ile etkilesimine iliskin deneysel bulgular®
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o K, (MAO-A) K, (MAO-B S|x** inhibisyon " Secicilik
Bilesik [UM]** [UM]** T Tersinirlik
SH2U 12.55+1.06 0.046+0.001 272.83 Yarismali Tersinir MAO-B
intihar tipi
Selejilin 17.50+1.49 0.31:0.02 56.45 Tersinmez MAO-B
inhibitor
Lazabemid 6540.50+220.00 0.005+0.001 1308.00 Yarismali Tersinir MAO-B
Moklobemid 0.010+0.001 1.52+0.11 0.007 Yarismali Tersinir MAO-A

* Deneylerde rasemik bilesikler kullanilmistir.
**Bulgular, 3 bagimsiz deneyin ortalama =+ standart hatasi olarak ifade edilmistir.
*** Secicilik indeksi (SI): Ki (MAO-A)/Ki (MAO-B) olarak hesaplanmistir. SI bilyuidiikce MAO-B izoformuna afinite artmaktadir.
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Sekil 4. (A) hMAO-B izoformunun SH2U bilesigi ile inhibisyonuna iliskin Lineweaver-Burk grafigi. inhibitoér derisimleri grafigin

sol tarafinda gosterilmistir.

(B) Lineweaver-Burk grafiginde elde edilen dogrularin SH2U bilesiginin derisimlerine karsi grafiklenmesi sonucu bulunan Ki=

46.00 nM.

bilesigin ilac olarak gelistirilmesi ile ilgili yapilacak
calismalarda bir avantaj oldugu fikrine varilmistir.
SH2U bilesiginin sitotoksisitesi, MTT testi ile
tayin edilmistir. In vitro sitotoksisite calismasinda
insan HepG2 hiicreleri kullamlmis; SH2U bilesigi

1, 5 ve 25 pM derisimlerde hazirlanarak hiicrelerle
muamele edilmis ve hiicre canliig1 lciilmistiir. Elde
edilen bulgular Tablo 4’de sunulmustur. Gorildugi
tizere, SH2U bilesigi uygulanan derisimlerde hiicreler
uzerinde toksik etki gostermemistir.

Turk Hij Den Biyol Derg 26 l



Tablo 3. hMAO enziminin inhibisyonunun tersinirligi*

262

Dializ oncesi Dializ sonrasi Dializ oncesi Dializ sonrasi
Bilesikler hMAO-A aktivitesi | hMAO-A aktivitesi | hMAO-B aktivitesi | hMAO-B aktivitesi | Tersinirlik
(%) (%) (%) (%)
inhibitér yoklugunda 100+0.00 100+0.00 100:0.00 100:0.00
Moklobemid 23.66+1.12 92.00+4.01 85.22+2.78 96.02+5.01 Tersinir
Selejilin 91.87+3.07 97.00+3.56 44.80+1.99 45.02+2.30 Tersinmez
Lazabemid 89.22+3.01 94.55+2.76 12.45+1.06 94.22+1.92 Tersinir
SH2U 80.26+3.11 97.00+4.19 18.50+1.52 97.26+3.47 Tersinir
*Bulgular, 3 bagimsiz deneyin ortalama + standart hatasi olarak ifade edilmistir.
Tablo 4. In vitro sitotoksisite bulgulan
% Canhhk
Bilesikler
1 pM 5 pM 25 pM
SH2U 97.55+3.01 96.74+2.10 92.45+1.98
Moklobemid 96.21 +2.78 78.44 £ 2.33 57.95 + 1.87"
Selejilin 94.26 + 3.02 85.24+1.78 62.20+3.16"
Lazabemid 96.33 + 1.85 89.24+2.30° 59.64+2.00"

Hiicre canliligi, kontrol degerin % si olarak belirtilmistir. Bulgular, 3 bagimsiz deneyin ortalama + standart hatasi olarak
ifade edilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak onemli kabul edilmistir.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

TARTISMA

Daha onceki calismalarimizin sonuclarina gore
(25, 26) pirazolin yapisindaki bilesikler monoamin
oksidaz enzim inhibisyonu yapmaktadirlar. Bu
amacla 3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi-4-metil salkon ile
izonikotinik asit hidrazitinin etanol icinde reaksiyona
sonucu 3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-
tolil-4,5-dihidropirazol-1-il)(piridin-4-il)metanon
(SH2U) bilesigi elde edilmistir. Elde edilen bu madde

orijinal olup yapiaydinlatmasi IR, 1H NMR ve elemental

girmesi

analiz yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bilesigin IR spektrumunda 3411 cm-1’de -OH ve 1671

Turk Hij Den Biyol Derg

cm-1’de de karakteristik amid karbonil (C=0) pikleri
gorulmustur. 1H NMR spektrumunda 2.99 ppm’de
HA, 3.55 ppm’de HB ve 5.39 ppm’de HX olmak Uzere
dublet dublet olarak goriilen Uc pik karakteristik
kiitle
spektroskopisi verilerinden goriilen molekiler iyon

pirazolin yapisint  kanitlamaktadir.  Yine
piki ([M]+) SH2U bilesiginin yapisin1 kanitlamaktadir.
[M+2] izotop pikleri bilesigin bir halojen atomu
tasidigim1 gosterirken, [M+4] izotop piklerinin varlig:
bilesigin iki halojen atomu tasidigin1 gostermektedir
(26). Elemental analiz verileri de bilesigin yapisim

kanitlamaktadir.



Tablo 1’de goriilen baglanma enerjileri ve molekiiler
modelleme calismalarindaki baglanma 6zellikleri SH2U
bilesiginin MAO-B enzimine MAO-A enziminden daha
glicli sekilde baglandigin1 gostermektedir. hMAO-B
enzimi ile etkilesimin genellikle hidrofobik etkilesimler
ve hidrojen bag ile oldugu rapor edilmistir (27).
Molekiiler modelleme calismalar gostermistir ki, SH2U
bilesiginin hMAO-B enzimiyle etkilesiminde hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen bagi rol oynamaktadir.
Bilesiklerin yapisinda bulunan hidrojen atomlarinin
halojen atomlan ile yer degistirmesinin molekiiliin
hidrofobisitesini ve hacmini arttirarak hMAO-B enzimine
baglanma giiciinii yiikselttigi dusiniilmektedir (27).
Bilesigimizde A halkasinda bulunan iki klor atomunun,
molekiilii daha hidrofobik bir hale getirerek hMAO-B
enzimiyle etkilesimi artirdig1 kanisina varilmstir. Chen
ve ark., bilesiklerin hMAO-B enzimine olan seciciliginin
temelde en az iki amino asit tarafindan belirlendigini
ve bu amino asitlerin Ile 199 ve Cys 172 oldugunu 6ne
surmuslerdir. Bu iki amino asit, hMAO-A enziminde
Phe 208 ve Asn 181 olarak bildirilmistir (27). hMAO-B
enziminin seciciliginde rol oynayan diger iki amino asit
Tyr 326 ve Leu 171°dir (27, 28). Tum bu veriler dikkate
alindiginda SH2U bilesiginin hem Ile 199 ile hem de
Cys 172 amino asitleri ile etkilesime girerek hMAO-B
enzimine baglandigim diisiinebiliriz. Yine hMAO-B
enziminin seciciliginde rol alan Tyr 326’nin A halkasinin
5. konumundaki klor atomu ve 2- pirazolin halkasi ile
etkilestigi goriilmektedir. Leu 171’in ise 2-pirazolin
halkasi ve B halkasi ile etkilestigi goriilmektedir. Oysa
bilesigimiz, hMAO-A enzimindeki iki amino asitten
sadece Phe 208 ile etkilesime girmektedir. Bu da
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bilesigimizin hMAO-A enzimiyle daha az etkilesime
girerek hMAO-B secici etki
olmaktadir. hMAO enziminin A ve B izoformlarinin,

gostermesine neden

dizilim kimligi acisindan %70 oraninda benzerlik

gosterdigi  disuinlildiiginde baglanma ceplerinde
sadece birkag¢ amino asitin farkli oldugu goriilmektedir.
hMAO-A ve hMAO-B enziminin baglanma ceplerindeki
farki dikkate alinarak hMAO
izoformlarina ozgiil inhibitorler tasarlanabilmektedir
(27).

molekiiler modelleme sonuglar ile uyumlu oldugu

amino asitlerinin

Calismamizda, biyokimyasal verilerimizin
gorulmustur.

Sentezi gerceklestirilen bu orijinal bilesigin MAO-B
izoformunu secici, tersinir ve yarismali olarak inhibe
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Uclincii basamak bir hastanede tespit edilen cerrahi alan
enfeksiyonlarinin degerlendirilmesi
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OZET

Amagc: Cerrahi  mudahalenin  en  onemli
komplikasyonlarindan biri Cerrahi Alan Enfeksiyonlaridir
(CAE). Bu calismada 2009-2014 yillarn arasinda bes
cerrahi Uinitede karsilasilan cerrahi alan enfeksiyonlarinin
tirlerinin ve izole edilen etkenlerin antibiyotik direnc

oranlarinin belirlenmesi amacland.

Yontem: Bu calismada alt1 yillik siire icinde (Ocak
2009 - Aralik 2014) aktif siirveyans metodu ile CDC
kriterlerine gore tanimlanan cerrahi alan enfeksiyonlan

degerlendirildi.

Bulgular: Alt1 yillik siirede bes cerrahi tnitede 800
cerrahi alan enfeksiyonu tesbit edildi. Cerrahi alan
enfeksiyonu nozokomiyal enfeksiyonlar icinde baz
yillarda ikinci, baz1 yillarda uclinci en sik gorulen
enfeksiyon idi. Hastalarin ortalama yasi 58,18+16,86
olup %53,07’si erkekti. Calismaya dahil edilen hastalarin
87 (%10,87)’si yiizeyel CAE, 299 (%37,37)’u derin CAE
ve 414 (%51,75)’0 organ bosluk CAE idi. En fazla organ
bosluk CAE Genel Cerrahi Klinigi’nde tesbit edildi. izole
edilen mikroorganizmalar Escherichia coli (% 26,16),
spp.
(%14,63), Enterococcus spp. (%11,78), Klebsiella spp.

Acinetobacter (%22,53), Staphylococcus spp.

(%8,16), Pseudomonas spp. (%7,64), Enterobacter spp.

ABSTRACT

Objective: One of the most important complications
of surgery is postoperative surgical site infections (SSI).
In this study, it is aimed to investigate the species and
antimicrobial resistance rates of the isolates in SSI in

five surgical units between 2009-2014.

Methods: In this study, the SSI’s which were detected
by active surveillance method and defined according
to Centers for Disease Control and Prevention criteria
(CDC) were evaluated in the five surgery units during the
six-years period (January 2009-December 2014).

Results: During six-years period, 800 SSI were
detected in five surgery units. SSI was the second most
common type in some years and the third most common
type in other years of hospital-acquired infections. The
mean age was 58,18+16,86 years, and 53,07% were
males. Of the patients included in the study 87 (10,87%)
were incisional SSI, 299 (37,37%) were deep SSI, and 414
(51,75%) were organ space SSI. The most prevalent organ
space SSI was detected in General Surgical Clinic. The
isolated microorganisms were Escherichia coli (26,16%),
spp.
(14,63%), Enterococcus spp. (11,78%), Klebsiella spp.

Acinetobacter (22,53%), Staphylococcus spp.

(8,16%), Pseudomonas spp. (7,64%), Enterobacter spp.
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(%3,36), Candida spp. (%1,68), Proteus spp. (%1,42)
ve diger mikroorganizmalar (%2,59) idi. Acinetobacter
spp. yiiksek oranda (%82,60-%100) meropeneme ve cok
ilaca direncli yapiya sahiptir. Genislemis spektrumlu
beta laktamaz (GSBL) lreten E. coli oran1 2009-2014
yillarinda %46,93-%16,66 arasinda idi. Tim Enterobacter
spp. karbapenem duyarli idi. S. aureus’un %73,33’u
ve koagilaz negatif stafilokoklarin %78,26’s1 metisilin
direncli idi. Enterokoklarda 2011 yilinda 2, 2014 yilinda

1 vankomisin direncli bakteriye rastlamlmistir.

Sonug: Her unite uygun antimikrobiyal profilaksi
ve ampirik tedavi icin, kendi epidemiyolojik verilerini,
CAE sikligim ve etiyolojisini tanimlamalidir. Boylece
akilcr ampirik antibiyotik kullanimim yayginlastirmanin
yani sira, CAE iliskili saglik harcamalar ile morbidite ve

mortalitenin azalmasina da yardimci olunabilir.

Anahtar Kelimeler: cerrahi alan enfeksiyonu,

antimikrobiyal direng, enfeksiyon etkenleri

(3,36%), Candida spp. (1,68%), Proteus spp. (1,42%) and
other microorganisms (2,59%). Acinetobacter spp. are
higly resistant to meropenem (82,60%-100%) and has
multidrug resistant patern. The ratio of E. coli which
produces extended spectrum beta lactamase changed
between 46,93%-16,66% in 2009-2014. Enterobacter spp.
was susceptible to carbapenem. Methicillin resistance
was found in 73,33% of S. aureus and 78,26% of CNS
strains. It was observed that of the enterecocus, in 2011

two, and in 2014 one were resistant to vancomisin.

Conclusion: Every unit should define her own
epidemiologic data, frequency and etiology of SSI in
order to approach their antimicrobial prophylaxis and
empric treatment rationally. It may help to organize
proper antibiotic use, minimize morbidity, mortality and

healthcare costs associated with SSI.

Key Words: surgical site infections, antimicrobial

resistance, infection agents

GIRIS

Hastane kaynakli enfeksiyonlar (HKE), gelismis
ve gelismekte olan Ulkelerde onemli bir morbidite
ve mortalite nedeni olup, tedavi maliyeti ve yatis
suresinde onemli artislara neden olmaktadir (1).
Hastane kaynakli enfeksiyonlar icinde ise cerrahi alan
enfeksiyonlar1 (CAE) en sik goriilen enfeksiyonlardan
biri  olup, HKE’lerin %3871
bildirilmektedir. Buna karsin CAE’nin risk dizeyi

yaklasik olarak
dusuktur. Her yil cerrahi girisim yapilan 30 milyondan
daha fazla hastada %2-5’i gibi dusiik bir oranda CAE
gelistigi tahmin edilmektedir (1, 2, 10). CAE’nin
gelisimini hastane ve ameliyathane kosullari, cerrahi
teknik, hastaya ait faktorler, asepsi ve antisepsi
uygulamalar gibi pek cok faktor etkilemektedir (1,
3, 11).

Bu calismada Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesinde 01 Ocak 2009 -31 Aralik 2014 tarihleri

Turk Hij Den Biyol Derg

arasinda tespit edilmis olan CAE’nin, diizenli olarak
yurutilmekte olan surveyans kayitlar ve 2008 yilindan
itibaren kullanilan web tabanli Ulusal Hastane
Enfeksiyonlar1 Sirveyans Ag1 (UHESA) incelenerek,
kullanmlmaya baslanmadan onceki

durum degerlendirilmistir.

yeni tammlar

GEREC ve YONTEM

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinde
1 Ocak 2009 ile 31 Aralik 2014 tarihleri arasinda alti
yillik aktif siirveyans ile UHESA’ya girilen, CDC’nin
2008 tami kriterlerine gore CAE tanmisi almis olan
hastalarin verileri incelenmistir (4). Cerrahi girisim
sonrasinda implant yok ise 30 giin, implant var ise
1 yil icinde cerrahi uygulanan alan ile iliskili gelisen
enfeksiyonlar cerrahi alan enfeksiyonu olarak kabul
edilmistir. Ayrintilar1 Tablo 1’de verilmistir (4).



Tablo 1. Cerrahi alan enfeksiyonlarinda tani kriterleri (CDC 2008)

Cerrahi Alan Enfeksiyonu Tani Kriterleri

Yiizeyel insizyonel cerrahi alan enfeksiyonu icin tami kriterleri

insizyon yeri ile iliskili cilt ve cilt alt1 dokusunda, operasyonu izleyen 30 giin icinde, asagidakilerden en az birinin var
olmasi gereklidir:

1. insizyon yerinden piiriilan drenaj olmas1 (laboratuvar verileri ile dogrulanmasi gerekli degildir)

2. Yara yerinden gelen ve aseptik sartlarda alinan siv1 veya yara yeri dokusu kiiltirinde mikroorganizmanin uretilmesi
3. Lokalize sislik, kizariklik, hassasiyet, agri ve 1s1 artisi gibi enfeksiyon bulgularindan en az birinin eslik etmesi ve
cerrah

tarafindan yaranin enfeksiyon tanisi ile acilmasinin gerekli gorilmesi

4. Hastanin doktorunun veya cerrahin enfeksiyon diisinmesi

Derin insizyonel cerrahi alan enfeksiyonu icin tam kriterleri

Cerrahi insizyon ile iliskili fasia, kas veya derin yumusak dokular ilgilendiren ve operasyonu takiben 30 giin icinde veya
operasyon yerinde bir yabanci cisim (implant vs) yerlestirildi ise bir yil icinde, asagidakilerden en az birinin var olmasi

gereklidir:
1. Fasya katlar arasindan purilan drenaj olmasi

4. Cerrahin enfeksiyon distinmesi

2. Hastann atesi, lokalize hassasiyet ve agrisi nedeniyle cerrah tarafindan kiiltiirde tireme olmaksizin yaranin agilmasi
3. Cerrahi miidahale sirasinda veya histopatolojik, radyolojik goriintiileme ile apse varliginin gosterilmesi

Organ / bosluk cerrahi alan enfeksiyonu icin tam kriterler

Operasyon esnasinda acilan veya manipule edilen herhangi bir anatomik bolgede ve operasyondan sonra 30 giin veya
implant varsa bir yil icinde, asagidakilerden en az birinin var olmasi gereklidir:

1. Organ veya alan icine konulmus drenden pirilan drenaj olmasi

2. Organ / bosluktaki dokudan veya sivinin kiiltiirinden mikroorganizma izole edilmesi

3. Fizik muayene, reoperasyon, histopatolojik veya radyolojik incelemede organ/boslukta enfeksiyon veya abse bulgusu
4. Cerrah veya konsultan hekim tarafindan organ/bosluk cerrahi alan enfeksiyonu tanisinin konulmasi

Genel cerrahi, ortopedi ve travmatoloji, beyin
cerrahisi, Uroloji ve kalp damar cerrahisi kliniklerinde
operasyonaalinanhastalardancerrahialanenfeksiyonu
gelisen, hastanede yatarak tedavi alan hastalarin yas,
cinsiyet, operasyon adi, cerrahi alan enfeksiyonunun
tipi, elde edilen enfeksiyon etkeni mikroorganizma
ve direng paternleri degerlendirilmistir. Hastanemiz
mikrobiyoloji  laboratuvarina  gonderilen  hasta
ornekleri koyun kanli agar besiyerine (BD Diagnostic
Systems, USA) ve Eosin Methylene Blue agar (EMB,
Oxoid)

Suslarin tanimlanmasinda Gram boyama, oksidaz

besiyerine es zamanli olarak ekilmistir.

testi gibi konvansiyonel mikrobiyolojik yontemler
ile birlikte Ocak 2009-Mart 2014 tarihleri arasinda
bakterilerin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik

testi VITEK 2 (BioMérieux, Fransa) otomatize sistemi
ile yapilmistir. Mart 2014-Aralik 2014 tarihleri arasinda
TOF MS
(Bruker, Almanya) sistemi, antibiyotik duyarliiklarinin

ise bakterilerin tanimlanmasinda MALDI

tespitinde ise Phoenix (Becton Dickinson-Belcika)
sistemi kullanilmistir. Antibiyotik duyarlilik sonuclan
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kriterlerine uygun olarak belirlenmistir (5). MRSA
tespitinde Ocak-2009-Mart 2014 tarihleri (VITEK 2
sefoksitin MiK>4ug/ml) ve Mart 2014-Aralik 2014
tarihleri (Phoenix sefoksitin MiK>4ug/ml) arasinda
sefoksitin mikrodilisyon, yontemleri kullamlmistir.
Kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 ve P.

aeruginosa ATCC 27853 kullamlmistir.
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BULGULAR
Calismaya dabhil butin klinikler
degerlendirildiginde, 2009 yilinda HKE’ler icinde
CAE %31.52 oram ilk sirada iken daha sonraki bes
yil boyunca ikinci ve uclncu sirada (%16.41

edilen

ile
%24.57 arasinda degisen oranlarda) yer almis,
solunum yolu enfeksiyonlar ilk siraya yerlesmistir.
Toplam 800 CAE tespit edilmistir. Yas ortalamasi
58.16+16,86, cinsiyet dagiim %53.07 erkek ve
%46.93 kadin olarak bulunmustur (Tablo 2). Sadece
beyin cerrahisi kliniginde yas ortalamasi 50 yasin
altinda iken (47.53+16,37), en yiiksek yas ortalamasi
(63.19+19,35) ortopedi kliniginde tesbit edilmistir.
Degerlendirmeye CAE
hastada yiizeyel, 299 hastada derin ve 414 hastada
organ bosluk enfeksiyonu tespit edilmistir. Organ

bosluk enfeksiyonu en sik genel cerrahi kliniginde

alinan icerisinde 87

gorlilmiistiir (Tablo 2). Yillara gére dagiim Grafik
1’de verilmistir.

Tespit edilen 772 etken mikroorganizmadan
(202, %26.16),
sirasiyla Acinetobacter baumannii (174, %22.53),
Staphylococcus spp. (113, %14.63), Enterococcus
spp. (91, %11.78), Klebsiella spp. (63, %8.16),
Pseudomonas spp. (59, %7.64), Enterobacter spp. (26,

en sik Escherichia coli sonra

%3.36), Candida spp. (13, %1.68) ve Proteus spp. (11,
%1.42) tespit edilmistir. Seksen alt1 CAE’de ise tam
klinik tan seklinde olup etken tespit edilememistir.
Yillara gore etkenler Grafik 2’de verilmistir.
Staphylococcus tirlerinin 90’ 1nin (%79.64) S. aureus
ve bunlarin da %73.33’Unin metisilin direncli (MRSA)
oldugu belirlenmistir. Koagiilaz negatif stafilokoklarin
ise %78.26’sinin metisilin direncli (MRKNS) oldugu
bulunmustur. Vankomisin ve teikoplanin direncine
rastlanmamistir. Enterokoklarda (91, %11.78) 2011
yiinda 2 adet, 2014 yilinda 1 adet vankomisin
(VRE)
negatif ve Gram pozitif bakterilerde antimikrobiyal

direncli bakteriye rastlanmamistir. Gram
direnc oranlan Grafik 3, 4, 5, 6 ve 7’de verilmistir.
E. coli direnc oranlarina bakildiginda 2009’da
seftazidim direnci %89 iken 2014’e kadar her yil
azalmis ve %59.52’a kadar dusmustur. GSBL oranlan
ise 2009 ile 2014 yillan arasinda %46 - %16.66 arasinda
seyretmistir.

CAE

Acinetobacter

siklikta tesbit
meropenem,

ikinci
spp.
tazobaktam, siprofloksasin ve seftazidime yiksek

‘lerde ettigimiz

piperasilin

oranda diren¢ gostermis ve genellikle yillar icinde
%80’lerin Uzerinde seyretmistir. Sadece amikasine

kars1  %40-87.50 arasinda degisen oranlarda

Tablo 2. Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinde 01 Ocak 2009-31 Aralik 2014 tarihleri arasinda CAE gelisen
hastalarin kliniklere gore yas ortalamasi, cinsiyet dagilimi ve tipleri

Yas Kadin Erkek Yiizeyel Derin Organ bosluk Toplam

Klinikler
Ortalamasi (%) (%) n (%) n(%) n(%) n(%)

Ortopedi 63.19+19.36 | 49.72 | 50.28 | 35 (14.28) | 154(62.86) 56 (22.86) 245 (30.62)
Genel cerrahi 57.34+15.28 48.98 51.02 37 (8.94) 92(22.22) 285(68.84) 414 (51.75)
Beyin cerrahisi 47.53+16.38 41.37 58.63 7 (8.75) 25(31.25) 48 (60.0) 80 (10.0)
Uroloji 59.27+12.73 | 27.45 | 72.55 | 6 (11.11) | 24(44.44) 24 (44.44) 54 (6.75)
Kalp damar cerrahisi 56.83+15.59 50.00 50.00 2 (28.57) 4(57.14) 1(14.29) 7 (0.87)
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Sekil 4. Acinetobacter ssp.’in yillar icinde direng oranlari.
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Sekil 6. Pseudomonas spp. yillar icinde direng oranlari.
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Sekil 7. MRSA ve MRKNS’nin yillar icindeki orani.

direnc tespit edilmistir. Kolistine kars1 dirence
rastlanmamistir.

Pseudomonas spp. turleri ise Acinetobacter
spp. turlerinin tersine daha duyarli bulunmustur.
Seftazidime kars1 en yliksek %23.07 oraninda (2010
yilinda) direnc bulunmustur. Meropeneme karsi direnc
2011 yiinda en yiksek diizeyde tesbit edilmistir
(%40,00).

Tespit edilen Enterobacter spp. tirlerinde ise
meropeneme kars1 dirence hic rastlanmamistir.

Candida spp. 13 adet (%1.68) saptanmis, 8’i
C. albicans, 4’U C. glabrata, 1’i C. krusei olarak
identifiye edilmistir.

TARTISMA

Cerrahi alan enfeksiyonlar1 onemli morbidite ve
mortalite nedeni olup, CAE insidans1 Amerika Birlesik
Devletleri’nde %2-5 seklinde bildirilmistir (1, 2, 11).
Uygulanan cerrahi girisimin tiri, laparoskopik-acik

cerrahi teknik, acil-elektif cerrahi, hastaya iliskin
faktorler, sterilizasyon yontemleri, ameliyathane
kosullar1 gibi pek cok faktdre bagli olarak degisen
insidanslar (%0.1-%50.4) bildirilmistir (3, 6, 7, 11).
Ulkemizden de farkli oranlar bildirilmistir
(%13-%36) (8, 10). Ulkemizden 16 sehirden 20
hastanenin katildig1 prospektif bir calismada CAE
oranlan kraniotomi icin %5.3, ventrikiiler sant icin
%11.9, koroner by pass icin %4.9, kalca protezi
icin %3.5 ve sezeryan kesisi icin %3.0 olarak tespit
edilmis, International Nosocomial Infection Control
Consortium (INICC) ile benzer bulunmustur (16).
Cesitli calismalar, yas ile birlikte enfeksiyon
riskinin arttigim gostermistir. 144000 den fazla
eriskinin degerlendirildigi bir kohort calismada 17-
65 yas arasinda her yil CAE riskinin %1.1 arttigini, 65
yasin uzerinde ise eklenen her yil CAE riskinde %1.2
azalma oldugunu gostermistir (15). Hastanemizin
Uclincli basamak saglik hizmeti veren bir hastane
olmasi, komplike ameliyatlarin ve de eklem protez
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ameliyatlarinin daha fazla yapildigi bir birim olmasi

nedeniyle yas ortalamasi yiksek bulunmustur.
Kayitlarda hastalara ait diger faktorler detayli yer

almadig icin calismada degerlendirilememistir.
Hastane enfeksiyonlarinin dagilimi servislere,

yogun bakimlara gore degismektedir. Cerrahi
kliniklerde CAE ilk sirada yer alirken, yogun bakim
unitelerinde pnomoni ya da uriner sistem enfeksiyonu
on plana gecebilmektedir (12, 13).

Yiizeyel, derin ve organ/bosluk CAE seklinde
siniflandirildiginda, alt1 yillik siirecte en fazla organ/
bosluk enfeksiyonlarn tespit edilmis olup, genel
cerrahi kliniginde goriilmistiir. Beyin cerrahisinde
organ/bosluk enfeksiyonlar1 on planda bulunmustur.
Ortopedi kliniginde derin cerrahi alan enfeksiyonuna
daha sik rastlanmistir.
hastaya vyapildigi icin poliklinik takibine gelen
hastalarin sayis1 tespit edilememistir. Bu nedenle
de yizeyel
enfeksiyonlarinin sayis1 daha fazla tesbit edilmistir.

Kalp damar cerrahisinde yedi adet enfeksiyon tesbit

Siirveyans sadece yatan

enfeksiyon sayist az, organ bosluk

edilmistir. Hastanemizde bu klinik 2012 yilinda aktif
olarak surveyans programina alinmistir. Yillara gore
CAE dagiim degerlendirildiginde ortopedi ve genel
cerrahi kliniklerinde 2011 yilinda azalma oldugu
Egitim programlanimizin dizenli bir
sekilde yapilmaya devam etmesinin katkis1 oldugu

gorulmustur.

disuinilmektedir.

Ulkemizden bildirilen etken dagilimlarinda Dogan
coli %28, P.
aeruginosa %14, S. aureus %15; Bayram ve ark.lar (18)

ve ark. (17) yara yeri orneklerinde E.

Acinetobacter baumannii %24 , P. aeruginosa %12,
S. aureus %11, E. coli %10; Demirtirk ve arkadaslan
(10) E. coli %25, P. aeruginosa 14%, S. aureus %28
oranlarinda bildirmislerdir. Bizim calismamizda ise
hastalarda tespit edilen etkenler incelendiginde
alti yilda benzer sekilde gram negatif bakteriler
on plandadir. En sik E. coli (%26.16), ikinci siklikta
Acinetobacter spp. (%22.53), daha sonra sirasiyla
Staphylococcus spp. (%14.63) ve Enterococcus spp.
(%11.78) tespit edilmistir. Gram negatif etkenleri
daha fazla gormemizin nedeni organ/bosluk ve derin

enfeksiyon sayimizin yatan hasta surveyansinda daha
fazla olmas1 ve cogunlugun genel cerrahi kliniginden
hastalar olmasi yogun sevk alan iciincli basamak bir
hastane olmamiz ve daha 6nce miidahele edilmis olan
komplike vakalarin takibi olabilir.

MYSTIC Avrupa 2007 calismasinda 5208 izolatin
meropenem ve diger genis spektrumlu ajanlara karsi
duyarliigr degerlendirildiginde Enterobacteriaceae
meropeneme %99.4 oraninda duyarli bulunmus,
nonfermenterlere karst meropenem cok etkin
bulunmasina ragmen cok ilaca direncli Acinetobacter
spp. ve imipenem direncli Pseudomonas spp. de rapor
edilmistir (14).

The European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC)’un siirveyans raporuna gore E.coli’nin
bildirim yapan Avrupa iilkelerinin yarisindan ¢cogunda
en az bir antimikrobiyal grubuna direncli bulunmus, en
yliksek direnc ylizdeleri bizim de icinde bulundugumuz
gliney ve giliney-dogu Avrupa da tesbit edilmistir.
Ortalama florokinolon direnc yuzdesi 2014’de %22.4
olup, 2011 arasinda anlamli bir egilim (artis/azalis)
saptanmamistir.  Sefalosporinlere %25’in lizerinde
direnc rapor edilen {ilkeler giiney ve giineydogu Avrupa
ulkeleri olup Bulgaristan ‘da 2014’ de %40,4 olarak
belirtilmistir. Avrupa’da, Uclincl kusak sefalosporin
direnc ortalamas1 2011’de %9.6 iken 2014’de %12
seklinde raporlanmistir. Aminoglikozidler icin anlamli
bir egilim tesbit edilmemis olup,
direnci 2014’de Avrupa’da ortalama %0,1 olarak
raporlanmistir. Yunanistan’da %1,2 bulunmustur. Dort

karbapenem

yillik siirede anlamli bir degisiklik goriilmemistir (19).

UHESA’'nmin Tirkiye genelinde cerrahi kliniklerdeki
verilerine gore E. coli’'nin 2009’da seftazidim
direnci %83 iken 2013’de %43’e kadar gerilemistir
(20). Bizim tesbit ettigimiz oranlarda benzer sekilde
olup, direnc oranlarim dusurebilmek amaci ile bir
sire hastanemiz eczanesine seftazidim alinmayarak
kullanimina ara verilmistir. Siprofloksasin, amikasin,
piperasilin tazobaktama kars1 ise direnc seyri aym
diizeylerde kalmistir.  Hastanemizde 2012 yilinda
siprofloksasin direnci (%2,77) Turkiye genelinin (%57)

altinda bulunmustu. Karbapenem direnci Avrupa
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ortalamasinin Uzerinde 2014 yilinda %4,76 tesbit
edilmistir. Bunun sebebi ise komplike ve uzun sure
yogun bakimda yatan hastalarimizda gelisen direncli
Acinetobacter spp. enfeksiyonlarimizin sik etken
olarak gorilmesi ve karbapenem kullanimimizin artis
olabilir.

Acinetobacter  spp. Avrupa’da kuzeye gore
dogu ve giiney iilkelerinden daha yiiksek direng
oranlart  bildirilmistir.  Fluorokinolonlara  karsi
%2.9 %95.3

oraninda, aminoglikozidlere kars1 Danimarka’da %1.7

Danimarka’da iken  Yunanistan’da
italya’da %89.1, karbapenemler icin Hollanda’da
sifir iken Yunanistan’da %93.2 olarak raporlanmistir
(19). Bizim calismamizda ise Acinetobacter spp.’nin
aminoglikozidlere olan direnc oranlarn %40-%87.5
arasinda, siprofloksasin, piperasilin tazobaktam,
%100’lere  kadar

Bu sonuclar UHESA Tirkiye geneli

seftazidim, meropenem icin
yukselmistir.
cerrahi kliniklerin verileri ile ve de Turkiye’den
yapilan baska calismalar ile uyumlu bulunmustur (20-
23). Hastanemizde Acinetobacter spp. ile gelisen
enfeksiyonlarin tedavisi glic duruma gelmis, fakat
henuz hastanemiz cerrahi kliniklerinde kolistin
direnci gorilmemistir.

Avrupa’da Klebsiella spp., de 2011-2014 siiresinde
fluorokinolonlara, uciincu kusak sefalosporinlere,
aminoglikozidlere, karbapenemlere direnc oraninda
artis egilimi goriilmustir. Karbapenemlere karsi en
yuksek direnc Yunanistan’da %62.3 (2014) tesbit
edilmistir (19). UHESA’ya gore karbapenem direnci
2009’da sifir iken 2011°de %32 olarak tesbit edilmistir.
(20). Benzer sekilde hastanemizde de 2009’da
sifir iken, 2012’de %28.57’ye cimistir.  Bu durum
kayg vericidir. Seftazidim direnci 2014’de %88.88,
siprofloksasin %66.06 iken piperasilin tazobaktam
6 yillik surecte daha dusuk (%50-%22.22) seyretmis,
hastanemizde secenegi
tedavide tercih seceneklerinden biri olmustur.

ECDC’e
cogunlugunda P. aeruginosa icin %10 lizerinde direng

bildirilmistir. Karbapenem (2011’de %16.8 ve 2014’de

tedavi olarak ampirik

gore Avrupa’da, llkelerin  blyilk
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%18.3), (2011°’de %16.0,
2014’de %16.9) direnci artma egilimi gosterirken,
(%22.1-%19.4)
(%16.7-%14.8) direncte azalma oldugu raporlanmistir.
(19). UHESA verilerine
karbapenem direnci %25-%75 iken (20), hastanemizde

piperasilin tazobaktam

fluorokinolon ve aminoglikozidlere

gore P aeruginosa

%10-%40 oranlanyla Turkiye geneli oranlarindan
diisik seyretmistir. Diger antibiyotikler icin de
direnc oranlarimiz disuktir. Cerrahi  birimlerdeki
Pseudomonas spp.’ler nisbeten duyarli bulunmustur.

Enterobacteriacea’lar Tirkiye genelinde (2009-
2014) karbapeneme duyarli olarak bildirilmistir (20).
Hastanemizde de kinolonlara ve karbapenemlere hala
duyarli oldugu, Tirkiye verileri ile uyumlu oldugu
gorulmustur. Toplamda 26 Enterobakterin, ikisinde
GSBL tesbit edilmistir.

GSBL oranlarnn UHESA’ya gore cerrahi kliniklerde
(%64.52-%72.92) (20).
Hastanemizde Turkiye verilerine gore daha dusuk
oranda tesbit edilmistir (E. coli icin %46.93-%16.66,
Klebsiella icin %0-33.33 arasinda).

%0.9-%56.0 arasinda
bildirilmistir. Yine giiney ve giineydogu lilkelerinde

yuksek seyretmistir

Avrupa’da MRSA oram

kuzeye gore daha yiksek oran bulunmustur. Dort
yillik (2011-2014) surecte MRSA oraninda azalma
egilimi gozlenmistir (%18.6-%17.4) (19).

Enterokoklar Avrupa’da oOnemli saglik iliskili
enfeksiyon etkenlerinden biri olarak goriilmektedir.
E. faecium’da anlamli artis egilimi gozlenmistir (19).
UHESA’ya gore cerrahi kliniklerde 2009-2014 yillarinda
Vankomisin direncli Enterokok (VRE) oranlar (%22.97-
%0) giderek dusmustur (20). Hastanemizde ise cerrahi
kliniklerde 2011°’de iki, 2014’de bir VRE tesbit
edilmistir. Hastanemizde 2011 yilinda VRE surveyans
protokolii olusturulmus ve hasta yattig1 siire boyunca
VRE
etkenlerimiz Turkiye verilerinin altinda seyretmistir.

takip edilmis, tim personel egitilmistir.
Sonucolarak, hastane enfeksiyonlarinda etkenlerin,
bolgeden

hatta ayni

direnc oranlan bolgeye, hastaneden

hastaneye, hastane icinde servisden

servise degismektedir. Ulkemiz karbapenemaz iireten



suslar acisindan riskli bir bolgedir ve duyarliklarinda
azalma tespit edilen suslarin mutlaka ileri molekiler
tetkiklerle arastirilmasi ve siirveyansinin yapilmasi
gerekmektedir. Dizenli surveyans, geri bildirimler,
personel egitimleri, uygun profilaksiler, ameliyat
oncesi hazirliklar, hastanin cabuk taburcu edilmesi
enfeksiyon kontrolinde onemli basamaklardir (1).
Ayrica en uygun antibiyotigin uygun doz ve siirede
uygulanmasi direnc gelisimi onlemleri arasindadir.
Bu calismada CDC’nin 2013’de degisen hastane
enfeksiyonlar1 tanimlar hastanemizde uygulanmaya
baslamadan onceki CAE’larimiz degerlendirilmistir.

En sik karsilasilan E. coli direnc oranlarinin henuz
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Bir hastane yemekhanesinde yasanan gida zehirlenmesinin
incelenmesi

Ozlem TERZi', Sule OZDEMIR', Mustafa Yasin SELCUK?

OZET
Amac: Bu calismada bir hastane yemekhanesinde
verilen 0©gle yemegi sonrasi ortaya c¢ikan gida

zehirlenmesi salgininin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Bu calisma salgin inceleme basamaklan
takip edilerek retrospektif bir kohort arastirmasi olarak
yapildi. Calismada 08/08/2017 tarihli gida zehirlenmesi
hakkinda veri toplamak amaciyla 18 soruluk bir anket
hazirlandi. Gida hazirlanmasi ve sunulmasi asamasinda
besin zehirlenmesine yol acabilecek faktorler g6z oniine
alinarak calisanlarin portorlik incelemeleri ve mutfak
ortamindan suiriintii 6rneklerinin mikrobiyolojik analizleri
yapildi. Ayrica, resmi kurumlara gerekli bildirimlerin
yapildigi, gida o6rneklerinin ve gida yikama-hazirlama
icin kullanilan su orneklerinin alindig1 belirlendi. Anket
sonuclarina gore risk faktorlerinin degerlendirilmesi icin
Binary Lojistik Regresyon analizi yapildi. Rolatif Risk
(RR) %95 gliven araliginda p<0,05 ise istatistiksel anlamli
kabul edildi.

Bulgular: Soz konusu tarihte hastanede bulunan
personel, intorn ve refakatci toplam 279 gondllu kisinin
anketi yamtladigr belirlendi. Tim katiimcilarin yas
ortalamas1 36,7+9,5 yildi ve %64,6’s1 kadindi. En sik

ifade edilen sikayetlerin sirasiyla ishal (%55,2), karin

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to evaluate
the food poisoning outbreak after lunch given in a

hospital cafeteria.

Methods: This study was conducted as a retrospective
cohort study following the outbreak investigation steps.
A survey of eighteen questions was designed in order
to collect data on food poisoning dated 08/08/2017.
Considering the factors that may lead to food poisoning
during the preparation and presentation of food,
microbiological analyzes of employees’ portraits and swab
samples from the kitchen environment were carried out.
In addition, it was determined that necessary notifications
were made to official institutions and also food and water
samples used for food washing and preparation were
taken. Binary Logistic Regression analysis was performed
to evaluate the risk factors according to the survey
results. Relative Risk (RR) was considered statistically

significant when p <0.05 for 95% confidence interval.

Results: A total of 279 volunteers from staff, interns
and patient companions in the hospital answered the
questionnaire. The average age of all participants
was 36.7+9.5 years and 64.6% were female. The most

frequently reported complaints were diarrhea(55.2%),
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agnis1 (%54,8) ve bulanti (%43,0) oldugu belirlendi. ishal
sikayeti olan toplam 153 kisinin %79’unda sulu ishal
oldugu tespit edildi. ilk sikayetlerin baslama siiresine
gore ortalama inkiibasyon siiresi (iS): 8,7+3,4 saatti.
Cizilen salgin egrisinin tek bir tepe noktasinin olmasi bu
salginin tek kaynakli bir salgin oldugunu gostermekteydi.
Sikayetlerinin varlig1 ve sayis1 dikkate alinarak yapilan
degerlendirmede katiimcilardan 171 kisinin (%61,3)
“vaka” ve 108 kisinin ise (%38,7) “saglam” oldugu
belirlendi. Vaka ve saglam olarak belirlenenlerin
tikettikleri yemeklere gore yapilan regresyon analizinde
“finnda tavuk” icin RR=20,9 (p=0,004) ve “salata”
icin RR=2,2 (p=0,019) olarak hesaplanirken, besinler
icin hesaplanan atak hizlan ise %5,8 ile 66,6 arasinda
degisiyordu. Yapilan mikrobiyolojik analizlerde ise gida
yikama ve hazirlama suyunda tireme olmadigi, alinan gida
orneklerinden sadece salatada Bacillus cereus Uremesi
oldugu, yemekhane calisanlarinin portorliik incelemesi
sonuclarinin normal oldugu tespit edildi. Yemekhaneden
alinan cevre orneklerinden ekmek dograma tahtasi,
robot acma diigmesi ve firin agma koluna ait érneklerde

de B. cereus iiremesi oldugu belirlendi.

Sonug: Yapilan degerlendirmeler sonucunda salgin
etkeninin B. cereus oldugu belirlendi. Muhtemel bulas
yolunun salata yapiminda kullanilan ¢ig sebzelerin
yeterince yikanmamasi veya mutfaktaki gida hazirlama
alanlarinin ve/veya malzemelerin yeterli diizeyde
temizlenmemesi nedeniyle kontamine olan salatanin

tiiketimi oldugu kanaatine vanlmistir.

abdominal pain (54.8%) and nausea (43.0%). It was
determined that 79% of the total 153 people complaining
of diarrhea had watery diarrhea. The mean duration of
incubation according to the onset of first complaints was
8.7x3.4hours. There was only one peak of the outbreak
epidemic, and it showed that this epidemic was a single-
source epidemic. The 171 (61.3%) participant were
determined as “case” and 108 (38.7%) participant were
determined as “healthy” in the evaluation based on the
presence and number of their complaints. In the regression
analysis according to the foods consumed by the case and
the healthy ones, RR=20.9(p=0.004) for the “chicken in
the oven” and RR=2.2(p=0.019) for the”salad”. While the
attack rates calculated for food ranged from 5.8 to 66.6%.
In the microbiological analyzes made, it was determined
that there was no reproduction in the food washing and
preparation water, only the salads were Bacillus cereus
urea among the food samples taken, and the results of
the portraits of the cafeteria workers were found to be
normal. It was determined that B.cereus was found in the

samples of taken from the hospital kitchen examples.

Conclusion: As a result of the evaluations made, it was
determined that the outbreak agent was B. cereus. It has
been concluded that the probable route of contamination
is that raw vegetables used in making salads should not
be washed sufficiently or that contamination has occurred
through the consumption of the salad, which is contaminant,
due to the fact that the food preparation areas and/or

materials in the kitchen have not been sufficiently cleaned.

Key Words: epidemic investigation, food poisoning,

Bacillus cereus

Anahtar Kelimeler: salgin incelemesi, gida
zehirlenmesi, Bacillus cereus
GIRIS

Bircok gida, mikroorganizmalarin Uremeleri

icin uygun bir ortam olusturmakta olup uretimden

tiketime kadar olan tum asamalarda cesitli

kaynaklardan
bulasabilmektedir. Kontamine olmus gida ve/veya
suyun tuketilmesi sonucu ortaya cikan hastaliklara

mikroorganizmalar gidalara

genel olarak “gida kaynakli enfeksiyon hastaliklar”
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denmektedir (1). Gelisen gida kaynakli hastaliklarin
siddeti, hafif bir karin agrisindan, zehirlenmelere ve
olimlere kadar degisen genis bir spektrum seklinde
gorulebilir (2-4). Yapilan calismalarda gida kaynakl
enfeksiyonlardan sorumlu 27 temel patojen oldugu
bildirilmektedir.
Campylobacter, Salmonella spp, Clostridium tirleri,

Bunlarin icinde en onemlileri



Staphylococcus aureus, Escherichia coli 0157:H7,
Bacillus cereus ve Listeria monocytogenes olup,
bu patojenler gida kaynakli enfeksiyonlarin toplam
tahmini sayisinin sadece %19’unu olusturmaktadir (5,
6).

Gidalarda ureyen mikroorganizmalarin salgiladig
toksinlere bagli olarak ortaya cikan durumlara
Gida

yoreden yoreye

ise “gida zehirlenmeleri” denmektedir (7).
zehirlenmeleri llkeden llkeye,
biiyiik degisiklikler gostermekle birlikte, ozellikle
yaz aylarinda enfeksiyon hastaliklari polikliniklerine
basvuran hastalarin biyik bir kismini olustururlar.
Ancak cogu zaman Onemsenmedigi icin bildirimi
nedenle

yapilmamakta ve bu toplumlardaki

gercek insidans1 bilinmemektedir (8). Oysa gida
zehirlenmeleri bircok iilkenin 6nemli bir saglik sorunu
olarak karsimiza cikmaktadir (9, 10). Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi (CDC) raporlarina gére, gida
kaynakli hastaliklardan dolayr her yil yaklasik alti
Amerikalidan birinin (48 milyon kisi) hastalandig,
128.000 kisinin hastaneye kaldinldigi, 3.000 kisinin ise
oldugu bildirilmektedir. Yine ayni kaynaklarda 2011 yili
tahminlerine gore gida kaynakli hastaliklarin, Birlesik
Devletler’de en sik goriilen hastaliklar oldugu ifade
edilmektedir (11).

ait yeterli veri olmamakla birlikte yapilan farkl

Ulkemizde gida zehirlenmesine

calismalarda zehirlenme vakalarinin % 2-21’inin gida
zehirlenmesi seklinde oldugu belirtilmektedir (12-14).
Gida zehirlenmesi tek bir Kkisiyi

yemis bir

veya ayni
grup
etkileyebilir (2, 3). Aynmi yemekleri yiyen ya da suyu
icen iki ya da daha cok sayida kiside bulanti, kusma,
ishal, norolojik semptomlar ve barsak dis1 baska

kontamine yiyecekten insam

belirtiler ortaya ciktiginda gida kaynakli bir salgin
oldugu dusiinilmelidir (15-17).

Gida kaynakli hastaliklarin olusumunda en onemli
etkenin, gidalarin hijyenik olmayan kosullarda
hazirlamas1 ve muhafaza edilme asamasinda yapilan
hatalar oldugu bilinmektedir (18). Ozellikle toplu
tiketime sunulan gidalar icin hazirlama, nakledilme,
depolama ve servis edilme asamalannda cesitli

riskler bulunmakta ve dikkat edilemedigi durumlarda

gidalarda kontaminasyona neden olmaktadir (19).
Bu calismada bir hastane yemekhanesinde verilen
Ogle yemegi sonrasi ortaya cikan gida zehirlenmesi
salgininin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma salgin inceleme basamaklar takip
edilerek retrospektif bir kohort arastirmasi olarak
yapildi. Bashekimlik ve Dekanlik tarafindan acilen bir
inceleme komisyonu olusturuldu ve komisyon kararina
istinaden bu calismadaki arastirmacilar tarafindan
bir anket yapilmasi planlandi. Salginin nedenlerine
yonelik bir calisma olmasi nedeniyle kurum izinleri
disinda ayrica etik kurul onayr alinmasina gerek
gorulmedi. Calismaya 08/08/2017 tarihinde hastanede
olan personel, intorn ve refakatcilerin dahil edilmesi
kararlastirildi. Yemeklerin ozel bir yemek sirketi
tarafindan hastane mutfag1 kullanilarak giin iginde
hazirlandig1 ve aynm giin icinde 6gle ve aksam yemegi
olarak servis edildigi belirlendi. Gida hazirlanmasi
ve sunulmasi asamasinda besin zehirlenmesine yol
acabilecek faktorler goz onune alinarak calisanlarin
portor incelemeleri ve mutfak ortamindan surunti
orneklerinin mikrobiyolojik analizleri yapildi. Ayrica
resmi kurumlara gerekli bildirimlerin yapildigi, gida
orneklerinin ve gida yikama-hazirlama icin kullanilan
su orneklerinin alindig1 ve yemekhanede kullanilan
icme sularinin 200 ml’likambalajli su oldugu belirlendi.

Calismada 08/08/2017 tarihli gida zehirlenmesinin
kimleri etkiledigi, hangi sikayetlere sebep oldugu,
sikayetlerin baslama zamani, s6z konusu giin ortak
olarak tuketilen gidalar ve olayin gidisati hakkinda
veri toplamak amaciyla bir anket hazirlandi. Anket
formu  sosyo-demografik  ozellikler, sikayetler,
tiketilen gidalara iliskin 18 sorudan olusturuldu. S6z
konusu salgin icin literatur verileri dikkate alinarak
“vaka” ve “saglam” tanimlar belirlendi (20). Olasi
vaka “08/08/2017 tarihinde hastanede 0gle yemegi
08-09/08/2017
sikayeti olanlar veya bulant1, kusma, karin agrisi, ates

yiyenlerden, tarihlerinde ishal

ve halsizlik vb. sikayetlerinden en az ikisi olan kisiler”
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olarak tamimlandi. ishal veya diger sikayetlerin en az
ikisi yok ise “saglam” olarak degerlendirilmesine karar
verildi. Hazirlanan anketler 10/08/2017 tarihinde,
hastanede gorevli personele ve refakatcilere on
bilgilendirilme yapilarak dagitildi. 56z konusu tarihte
hastanede bulunan personel, intorn ve refakatci
yanitladig
belirlendi. Yapilan anketlerin sonuclan bilgisayar

toplam 279 gonullu kisinin  anketi

ortaminda SPSS programina aktarilarak, istatistiksel
analizleri yapildi. Veriler degerlendirilirken siirekli
degiskenler ortalama+ standart sapma ve ortanca (en
kiicuk-en bilylk) ile, frekans veriler ise yiizde (%) ile
ifade edildi. Gida zehirlenmesi icin risk faktorlerinin
degerlendirilmesinde Binary Lojistik Regresyon
analizi yapildi ve bulunan Rolatif Risk (RR) %95 gliven
araliginda p<0,05 ise istatistiksel anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Ankete katilanlardan bes kisi refakatci ve iki kisi hasta
iken, diger 272 kisi ise hastanede gorevli kisilerdi.
Tum katilimcailarin yas ortalamasi 36,7+9,5 yildi ve %

64,6’s1 kadindi. Katiimcilardan 08/08/2017 tarihinde
hastane yemekhanesinden 6gle yemegini yiyenlerin
oranm %91,8’idi. En sik yemek vyedikleri saatlerin
dagiimi sirasiyla saat 12:00- 12:30 arasi (%61,6)
ve saat 12:30-13:00 aras1 (%16,1) olarak belirlendi.

Katiimcilarin ilk sikayetlerinin baslama siresi
dikkate alinarak hesaplanan ortalama inkibasyon
siiresi (iS): 8,7+3,4 saat ve ortanca IS: 8(Min:2-
Maks:22) saatti. Cizilen salgin egrisinde sikayetlerin
ilk olarak 08/08/2017 tarihinde saat 15:00 itibariyle
basladig1 ve egrinin saat 18:00-20:00 aras1 pik
yaptigi ve daha sonra ki saatlerde ise azalarak
devam ettigi gozlendi. Salgin egrisinin tek bir tepe
noktasinin olmasi bu salginin tek kaynakli bir salgin
oldugunu gostermekteydi  (Sekil 1. Salgin Egrisi).

Sikayetlerinin dagilimlan incelendiginde
%55,2’sinde  ishal, %54,8’inde  karin  agrisi,
%43,0’linde bulanti, % 17,6’sinda ates, %15,8’inde
kusma ve %12,9’unda diger (halsizlik, terleme vb)
sikayetlerinoldugu tespit edildi (Birden cok sikayet
bildirenlervardi). Sikayetlerininvarligive sayisidikkate

SALGIN EGRISI

35

30

Vaka Saysi
(3

10

15:0016:0017:0018:0019:0020:0021:0022:0023:0000:0001:0003:0004:0005:0006:0007:00 08:0009:0010:00

08/08/2017

09/08/2017

Sikayetlerin baslama saatleri

Sekil 1. ilk sikayetin baslama saatlerine gore 08/08/2017 tarihli salgin vakalarimin dagilim (salgin egrisi)
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alinarak yapilan degerlendirmede katilimcilardan
171 kisinin (%61,3) “vaka” ve 108 kisinin ise (%38,7)
“saglam” oldugu belirlendi. Buna gore vakalarin
yas ortalamasi 36,5 + 10,0 yild1 ve %64,2’si kadindi.
Saglamlarin ise yas ortalamasi 36,8+8,9 yildi ve % 59’u
kadindi. Vakalar ve saglamlar arasinda yas ve cinsiyet
acisindan istatistiksel anlamli fark yoktu (p>0,05).
Vakalarin  %99,4’untn “finnda tavuk”, %81,8’inin
“bulgur pilavi”’, %86,8’inin “salata” ve %69,8’inin
“tarhana corbas1” tikettigi belirlendi (Sekil 2).

ishal sikayeti olan toplam 153 kisinin %79’unda sulu
ishal, %12’sinde sari1-yesil renkli ishal, %8’inde mukuslu
ishal ve %1’inde kanli ishal oldugu ve giinde ortalama
5,8+3,4kez(min:1-maks:20)ishalolduklaritespitedildi.

Vakalarin ~ %47,2’sinin  sikayetlerinden dolay1
herhangi bir saglik kurulusuna basvurmadigi,
%39,6’simin ise Fakilte acil servisine basvurduklan
ifade edildi. Vakalardan %25,8’inin aynm gin
icinde vyatarak tedavi gordugi, %7,5%inin (12
kisi) ise saglik raporu/izin aldiklar1 belirlendi.

Arastirmaya katilanlardan vaka ve saglam olarak

e — Cilt 75 B Say1 3H 2018

belirlenenlerin s6z konusu tarihte tikettikleri
yemeklere gore yapilan regresyon analizinde “firinda
tavuk” tiiketenlerdevakaolmaolasiligitiketmeyenlere
gore 20,9 kat daha yiiksekti ve bu olasilik istatistiksel
olarak anlamliydr (p=0,004). Benzer sekilde “salata”
tuketiminde ise risk 2,2 kat bulunmustu (p=0,019).
Tiiketim durumuna gore besinler icin hesaplanan atak
hizlan ise %5,8 ile 66,6 arasinda degisiyordu (Tablo 1).

Salgin  incelemesinde  yapilan istatistiksel
analiz sonuclar degerlendirildiginde 08/08/2017
tarihinde meydana gelen besin zehirlenmesi
olayinin aym giin hastanenin 0gle yemegi
menisiinde bulunan “firinda tavuk” ve “salata”
tiketiminden kaynaklanabilecegi dusunalda.

Konuyla ilgili yapilan diger incelemelerde
15/08/2017 tarihli Samsun Halk Sagligi Laboratuvar
analiz sonuclarina gore gida yikama ve hazirlama
suyunda herhangi bir kimyasal ve/veya mikrobiyolojik
anormallik olmadigi, 14/08/2017 tarihli Samsun Gida
Kontrol Laboratuvar Midirlugi’niin analiz rapor
sonuclarina gore ise salatada Bacillus cereus tremesi

180
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Tarhana ¢orbasi  Firin tavuk  Bulgur pilavi Salata

B Vaka

B Saglam

Sekil 2. Katitimcilarin 08/08/2017 tarihi 6gle yemeginde tiikettigi gidalara gére dagiimlan
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Tablo 1. Katiimcilarin tiikettikleri besinlere gore dagilimlar, besinler icin atak hizlar ve risk analizleri

Tiiketen (n) Tiiketmeyen (n) Risk analizi sonuglar
Yemek Tiirii Atak Atak
o al < al o

Vaka Saglam hzi(%) Vaka Saglam hz1(%) OR %95GA p
Tarhana corbasi 138 70 66,3 33 38 53,5 1,4 0,8-2,5 0,180
Firinda tavuk 170 92 64,8 1 16 5,8 20,9 2,6-164,5 0,004*
Bulgur pilavi 155 88 63,7 16 20 44,4 0,9 0,4-1,8 0,840
Salata 160 80 66,6 11 28 28,2 2,2 1,1-4,2 0,019*

Tablo 2. Tiiketilen gidalardan alinan 6rneklerin mikrobiyolojik analiz sonuglan

Degerlendirilen parametreler
Tarhana corbasi

Firin tavuk Bulgur pilavi Salata

Salmonella spp -

L. monocytogenes -

Koagilaz (+) Stafilokok -

E. coli 0157 -

Bacillus cereus -

4,3x10°kob/g

Silfit indirgeyen Anaerob - - - <10
Termo. Camplobacter spp. = -
Degerlendirme sonucu Uygun Uygun Uygun Uygun degil

olurken diger gidalarda mikrobiyolojik iireme olmadigi
belirlendi (Tablo 2). Yemekhane calisanlarina yonelik
yapilan portorluk incelemesi sonuclarinda ise herhangi
bir anormallige rastlanmadi. Yemekhaneden alinan
cevre tarama orneklerinden ekmek dograma tahtasi,
robot agma diigmesi, firin agma koluna ait 6rneklerde
de Bacillus cereus uremesi oldugu belirlendi.

Elde edilen laboratuvar bulgularn calismadaki

Turk Hij Den Biyol Derg

logistik regresyon analizleri ile karsilastirldiginda
finnda tavuk icin OR= 20,9 ( %95 GA:2,6-164,5
p=0,004) olmasina ragmen alinan gida Orneginde
herhangi bir mikrobiyolojik lreme saptanmadig
bununla birlikte OR=2,2 (%95 GA:1,1-4,2 p=0,019)
salatadan alinan  ornekte

olarak  belirlenen

ve Bacillus cereus Uremesi oldugu belirlendi.



TARTISMA

Ulkemizde gida kaynakli salginlar genellikle okul,
hastane, otel, yurt, diigiin organizasyonu gibi ortak
gida titketiminin oldugu ve cok sayida yemek hazirlanan
yerlerde gorilmekte olup en sik yaz aylarinda
(21).
salginda Agustos ayinda, ortalama sicakligin 30 °C

rastlanmaktadir Bu calismada incelenen
olclildigl giinlerde ve kalabalik yemek tiiketiminin
oldugu bir hastane yemekhanesinde gerceklesmistir.

Salginda ilk sikayetlerin yemekten yaklasik 2 saat
sonra basladig1 ve ortalama i5=8,7+3,4 saat oldugu
belirlenmistir. En sik sikayetlerin ishal ve karin agris
oldugu ve ishal sulu ishalin 6n planda oldugu (%79)
dikkate alinarak, literatiir bilgisi degerlendirildiginde,
gida zehirlenmesinden ozellikle S.
cereus gibi etkenlerin sorumlu olabilecegi kanaati
olusmustur (22).

aureus veya B.

Calismada tiketilen gidalardan firinda tavuk
ve salatanin RR degeri istatistiksel olarak anlamli
duzeyde vyiksek bulunurken bu bulguyla celiskili
olarak tiim gidalar icin atak hizlan, tiketicilerde
birbirine yakin olarak belirlenmistir (%63,7 ile %66,6
arasinda). Bu durum katiimcilarin ayn1 anda birden
cok tirde giday1 tiuketmelerinden, firinda tavuk
ve salata tiiketim sikliginin digerlerinden yiiksek
olmasindan ve tuketilen gida miktarlarinin farkl
olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica atak hizlarinda
salgina yol acan etkene kars1 bagisiklik diizeylerinin
kisiden kisiye farklilik gostermesi, etkenin gidada
treme potansiyeli ve miktar gibi pek cok faktoriinde
etkisinin olabilecegi ifade edilmektedir (23).

Salgina neden oldugu disiiniilen gidalardan
alinan orneklerinin kiltir sonuclarina gore; salata
da Basillus cereus Uremesi ve yine mutfak ylzey
alanlarinda ayn etkenin izole edilmesinin yan sira,
klinik tablonun ve inkiibasyon siiresinin de uyumlu
degerlendirilmesi sonucu bu salginin kesin etkeninin
B. cereus oldugu kanaatine vanlmistir. B. cereus
ortalama 28-35 °C (en diisuk 4 °C, en yuksek 48 °C)’de
ureyebilen ve enterotoksini ile gida zehirlenmelerine
yol acan bir bakteri olup en sik et, pirinc, sut, peynir,

puding, pasta, sebze, balik ve makarna gibi riskli
gidalarla bulasir. Genellikle diyareik ve emetik olmak
Uzere iki tip gida zehirlenmesine neden olur. Emetik
tip mide bulantisi ve kusmayla karakterizedir ve
inklibasyon siiresi 1-5 saattir. Bu tipin klinik belirtileri
en cok Staphylococcus aureus’un yol actigr gida
zehirlenmeleriyle kanstinlmaktadir. Diyareik tipte
ise karin agnsi, bol sulu diyare, bazen mide bulantis
ve kusma goriilmektedir, inkiibasyon suresi 8-16
saattir ve Clostridium perfringens’in olusturdugu
hastalik tablosuyla karismaktadir. B.cereus kaynakli
hastaliklarin cogu kendiliginden gecen, kisa siireli ve
hafif-orta siddette semptomlarla seyretse de nadiren
oliimle sonuclanabilmektedir (23-25). Ulkemizde de
B. cereus’a bagh bir gida zehirlenmesi salgininda
olum vakas1 bildirimi yapilmistir (26). B. cereus
toprak kokenli bir etken olmasi nedeniyle ¢ig sebze ve
meyvelerde siklikla rastlanilmaktadir (27). Ulkemizde
yapilan bir calismada zehirlenme veya uygunsuzluk
sikayet nedeniyle mikrobiyolojik analizi yapilan 79
adet tiketime hazir yemek uriiniin 18’inde uygunsuz
mikrobiyolojik parametrelerin oldugu ve bu gidalardan
12 sinde ise B. cereus lredigi tespit edilirken bu
gidalarin siklik sirasinin et ve sebze yemekleri,
makarna. pilav ve meze oldugu belirtilmistir (28).

Bu calismada salginin bulas yolu kesin olarak
birlikte;
kullanilan ¢ig sebzelerin yeterince yikanmamasi

belirlenememekle salata  yapiminda

veya mutfaktaki gida hazirlama alanlarinin ve/
veya malzemelerin yeterli diizeyde temizlenmemesi
nedeniyle kontamine olan salatanin tiketimi yoluyla
bulasin oldugu o6ngoriilmiistii. Diinya genelinde
cig sebze ve meyvelere baghi cok sayida salgin
bildirilmistir. Dewall ve ark’nin calismasinda 1990-
2005 yillar arasinda ABD’de yesillik bazli salatalardan
kaynaklanan yaklasik 200’iin Gstiinde salgin oldugu
(29).
gidalara kiyasla ¢ig sebzelerde daha az patojen

belirtilmektedir Genel olarak hayvansal

mikroorganizmaya rastlanilsa da, cig tiiketilen
sebzelere uygulanan kesme, dograma, parcalama
gibi gibi

mikroorganizmalarin iiremesine daha duyarli hale

islemlerin  sonucunda, bu urunlerin
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geldikleri de ifade edilmektedir (30). Gidalarin Gretim
ve islenmesi asamalarinda kullanilan kesme tahtalari,
dilimleyici, kanstinci ve ogitiiciler, isletmenin suyu,
ortamin havasi ile Uretim kosullarinda bulunmamasi
gereken copler bulasma kaynaklar olarak karsimiza
cikabilmektedir (9). Demirdal ve ark. calismasinda,
benzer sekilde bir Universite hastanesinde yasanan
salginin nedeni, gidalarin yikandigi su tanklarinin
kontaminasyonu olarak ifade edilmistir (31). Dindar
ve ark.nin bir calismasinda da, hastane mutfaklarinda
ve oOzellikle besin hazirlama alanlarinda cesitli
uygunsuzluklar tespit edilmis olup, hastalar ve
hastane calisanlar icin olasi saglik risklerine dikkat
cekilmistir (32).

Bu calismada istatistiksel olarak risk faktori olarak
belirlenen finn tavukta herhangi bir ireme olmamasi
dikkat cekici bir bulgudur. Ancak gida kaynakl
zehirlenmelerde, etkilenen kisilerden ve sipheli
gidalardan her zaman kultiir ainamamakta veya kultur
alinanlarin hepsinde etken izole edilememektedir.
Diyarbakir’daki
arastirmalarinda vakalardan ve gidalardan alinan

Ornegin  Manisa’daki ve salgin
orneklerde herhangi bir etken uretilememistir (18,
33). Demirdal ve ark.nin yaptigi salgin incelemesinde
ise gida ve su analizlerinde etken saptanamazken,
bazi hastalarin diski orneklerinde iki ayr1 bakteri
izole edilebilmistir (31). Bir salgin incelemesinde
mikrobiyolojik analiz sonuglar1 ile elde edilen
diger sonuclarin tutarliig elbette onemlidir. Ancak
etkenin her salgin durumunda tespit edilemeyecegi
diistiniildiigiinde, yapilan anket calismasindan elde
edilen istatistiki sonuclar, salgindan sonra alinacak
onlemler icin yol gésterici olacaktir. Ustelik salgina
yol acan etken belirlenebilmis olsa dahi, laboratuvar
sonuclar cikana kadar yapilacak ilk mudahalelerde
zaman kazanmlmasi saglanacaktir. Salginlarda tanm

kesinlesinceye kadar hastalara yonelik tedavi, elde
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edilen ilk bulgular 1s181nda olas1 etkenlere yonelik
yapilmaktadir (34).

Calismada sonuc¢ olarak salginin etkeninin B.
cereus oldugu ve hazirlanma asamasinda kontamine
olmus salatanin tiiketilmesiyle bulasin gerceklestigi
kanaatine vanlmisti. Hastane yemekhanesinde
tuketime sunulmadan once, salatanin cok miktarda ve
onceden hazirlandigi, uygun kosullarda saklanmadig
ve hava sicakliginin yiiksek olmasi nedeniyle ortamdan
salata malzemelerine bulasan B.cereus’un saldig
toksinlere bagli salginin ortaya cikmasi olasiliginin
yliksek oldugu disiniilmektedir.  Genel olarak B.
cereus zehirlenmelerinin onlenmesinde, bu bakteri
acisindan riskli gidalarin tiiketimden hemen once
ve kiicuk porsiyonlar halinde hazirlanmas1 ve yeterli
1sil isleme tabi tutulmas1 onerilmektedir. Hemen
tiiketilmeyecek gidalarin ise hizla sogutularak uygun
kosullarda saklanmasi ve tekrar 1sitma uygulanacaksa
1sitma isleminin 74° C’yi gececek sekilde uygulanmasi
gerektigi ifade edilmektedir (35).

Benzer salginlanin tekrar yasanmamasi icin; gida
sektoriinde hizmet verenlerin gida hijyeni, sanitasyonu
ve saklama kosullarnn konularinda bilin¢lendirilmesi,
halka acik olan ve toplu tiiketim yapilan isyerlerinin,
kamuya ait yemekhanelerin denetimlerinin sk
yapilmasi, ulkemizde sik goriilen diigiin, cenaze vb
etkinliklerde
tiiketim asamasina kadar her siirecin konu hakkinda
uzman kisilerce dikkatlice takip edilmesi, benzer
durumlarin evlerde yasanmamasi icin de yemek

sunulan gidalarin hazirlanmasindan

hazirlama ve saklama kosullaryla ilgili halka yonelik
egitimlerinin verilmesi 6nerilmektedir. Ayrica konuyla
ilgili yapilacak her tiir egitim ve denetimde ozellikle
yaz aylarinda hazirlama ve saklama kosullarina
daha fazla hassasiyet gosterilmesi gerektiginin
vurgulanmasinin azaltacagim

olas1  salginlan

dustinmekteyiz.
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Psychoda albipennis’e bagh tekrarlayan iiriner miyazis

Cigdem TORUN-EDIS', Ozlem EROL',

Aycan GAZYAGCI2, Mehmet KAVAK?

OZET

Miyazis canli insan ve vertebrali hayvanlarin,
cesitli sinek tirlerinin larvalan tarafindan istilasi
olarak tanimlanir. Tropikal ve subtropikal ulkelerde
insanlarda miyazise neden oldugu bilinen sineklerin
50’den fazla tipi vardir. Miyazis, kotu hijyen ve
saglik kosullari, hareketsizlik ve ilsere lezyonlarla
iliskilidir. Insanlarda genitoiiriner sistemi cok nadiren
tutar ve alisilmadik semptomlar olusur. Bu olguda,
insanlarda tipik olarak Urogenital miyazise neden
olmayan Diptera takimina ait Psychoda albipennis’in
etken oldugu tekrarlayan Uriner miyazisli bir hasta
sunulmustur. Sosyoekonomik seviyesi yiiksek, sehirde
kadin
tekrarlayan, idrarda gri-krem renkli canli kurtcuk

apartmanda yasayan 29 yasindaki hasta

diisirme sikayeti ile poliklinigimize basvurdu.
Hastanin sikayetinin ilk iki periyodu 15-20’ser giin
devam edip gecmis; 10 giin once baslayan son periyot
ise azalarak halen devam ediyordu. Bu periyotlarda
hastada karin agnsi, pelvik agr, karinda siskinlik,
sik idrara cikma, idrar yapmada zorlanma sikayetleri
de mevcuttu. Hastanin laboratuvar tetkikleri normal
degerlerde idi. Urolojik ve genital muayenelerinde de
ozellik saptanmadi. idrardan toplanan canli larvalar
arastinlmak uizere Veteriner Fakiltesi’ne yollandi ve
Psychoda albipennis 4. donem larvasi oldugu teyit
edildi. Hasta bir hafta uriner antiseptik ve antibiyotik

kullanimi1 ile hijyen onerilerinin uygulanmasindan

ABSTRACT

Myiasis is defined as the infestation of live human and
vertebrate animals by larvae of varied species. There are
more then 50 types of fly known to cause myiasis in humans
in the tropical and subtropical countries. Myiasis is usually
associated with poor health and hygiene, inactivity and
ulcerating lesions. Human cases involving the genitourinary
system are very rare and present with unusual symptoms.
In this case, a patient is presented with recurring urinary
myiasis caused by Psychoda albipennis from the Diptera
order, which typically does not cause urogenital myiasis in
humans. 29-year old woman with high socioeconomic status,
living in an apartment in the city center was admitted to
our hospital with repeated complaints of live maggots in the
urine. The first two periods of gray, creamy-colored grubs
live in patient’s urine lasted for 15-20 days; The third period
started 10 days before resorting to the hospital and still
continues slowly decreasing in intensity. In these periods,
the patient had abdominal pain, pelvic pain, abdominal
bloating, frequent urination and urinary difficulties. The
patient’s laboratory tests were within normal values.
Urologic and genital examination did not show any detectable
features. The live larvae collected from urine samples were
sent to investigate Veterinary Medicine. It was identified as
the fourth stage of the moth fly Psychoda albipennis. The
patient completely recovered after one week of urinary
tract antiseptic, antibiotic usage and implementation of
hygiene recommendations. No risk factor was identified in
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sonra tamamen iyilesti. Sosyoekonomik ve hijyen
kosullar yuksek olan hastada baska risk faktoru tespit
edilemedi. Tekrarlayan miyazis icin hasta ayrintili
Hastanin banyosuna,

olarak sorgulandi. apartman

bosluguna acilan havalandirma penceresinden
devamli kiiciik sineklerin geldigi ogrenildi. Hastaya
banyo, tuvalet ve ortam dezenfeksiyonu anlatildi.
Bunlarin yapilmasin1 takiben hastanin sikayetleri
tamamen kayboldu. Alt1 aylik takiplerinde de miyazis
enfestasyonu tekrar izlenmedi. Sanildigindan ve
kliniklerde karsilasilandan daha fazla vaka oldugunu
distindiiglimiiz Uirogenital miyazis konusunda toplum
ve klinisyen bilincinin artinlmasina dikkat cekmek

amaciyla sunulmus bir olgudur.

Anahtar Kelimeler: Psychoda albipennis, miyazis,
Urogenital miyazis

the patient who had proper hygienic conditions, was living
in urban area and was of high socioeconomic status. The
patient was questioned in detail for recurrent myiasis. It
was learned that the continuous existence of small flies in
the patient’s bathroom. Flies were found to come from the
opening of the apartment space ventilation. Disinfection of
toilet, bathroom and environment was described in detail
to the patient. After that the patient’s complaints were
completely disappeared. Myiasis infestation in our patient
6 months of follow-up was not seen again. It is thought that
there are more cases than encountered in clinical urogenital
myiasis; this case is presented to increase awareness of
the public and the clinicians and to draw attention to the

phenomenon.

Key Words: Psychoda albipennis, myiasis, urogenital
myiasis

GIRIS

Hope tarafindan 1840’da kullanilan miyazis
terimi, Diptera takimindaki baz1 sineklerin yumurta
ve larvalarinin canli doku ve organlarda yerleserek
patolojik lezyonlar olusturmasidir.  Yunanca’da
myia sinek anlaminda oldugundan sinek hastaligi da
denilebilmektedir (1-4).

Miyazis etkenleri Artropoda subesi Diptera
takiminda bulunurlar. Diptera takimindan 50’den
fazla sinek turu tropikal ve subtropikal ulkelerde
insanlarda miyazisolusturabilir. Diptera takiminin
Nematocera ve Brachycera alt takimlarindan
genellikle Brachycera alt takiminin Cyclorrapha alt
dizisindeki tlrler insanlarda miyazise neden olsa
da Nematocera’larin baz alt turleri de rastlantisal
veya fakiiltatif miyazis etkeni olabilirler. insanlarda
genitolriner sistem cok nadiren tutulur ve alisilmadik
semptomlar goriilebilir. Urogenital sistemde zorunlu
parazit olan iki kanathilar yoktur. Ephydridae,
Fanniidae,  Muscidae, Phoridae, Psychodidae,
Sarcophagidae, Syrphidae, Scenopinidae gibi tiirlerin
hepsi guindelik (fakultatif) isgalcilerdir (1,4-6).

Miyazis Uc¢ baslikta simflandintir. 1- Larvalarin
yerlesim yerlerine gore: Kutanoz, subkutanoz ve
kaviter, 2- Klinik yerlesime gore: Kutanoz, eksternal,
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travmatik, furunkular, oftalmik, aural, kavikol,
gastrikol, intestinal, Urogenital ve yara, 3- Patojen
ve olusturdugu enfestasyonun cesidine gore: Larval
gelisimde konaga mutlak gereksinimi olup insanlarda
nadir olan zorunlu (obligator) tip, bir konaga ihtiyaci
olmay1p yumurtalarim curiiyen hayvan dokulari, yara,
travmatik dokular ya da organik materyallerin lizerine
birakan fakiltatif (istege bagl) tip ve mutlaka konaga
gereksinim duymayan sineklerin yumurtalarinin
vicut bosluklarina girmesi veya gidalara birakilan
yumurtalarin agizdan alinmasi ile olusan aksidental
(rastlantisal/pseudomyasis)  tip. insanlarda sik
gorilmeyen Urogenital miyazisler fakiltatif ve
rastlantisal miyazisler icinde degerlendirilir (1, 3 - 5,
7, 8). Bu olguda Psychoda albipennis’in etken oldugu
nadir bir Girogenital miyazis olgusu sunulmustur.

OLGU

29 yasindaki kadin hasta, idrar yaparken giinde
2-3 defa 1-1,5 cm boyunda, yuvarlak, gri-krem renkli
canli kurtcuk dislirme sikayeti ile poliklinigimize
basvurdu. Anamnezinde bes ve dokuz ay once benzer
iki donem gecirdigi 6grenildi. Dokuz ay once her
idrara ciktiginda 2-3 kurtcuk disiirdiigii ve azalarak
bir hafta devam etmesi Uzerine kadin dogum



poliklinigine basvurdugu; doktorun inanmayarak
adim hatirlamadigi ilaglar verdigi; kullandiktan sonra
sikayetinin 15 giinde azalarak kayboldugu ogrenildi.
Hasta, 3-3,5 ay sonra ayni olayin tekrarladigi ve ilac
kullanmadan 20 giin icinde azalarak kayboldugunu
ve 10 gindir sikayetlerinin tekrar baslayarak
giinde 1-2 kurtcuk dislirmeyle devam ettigini
belirtti. Muayenede diger donemlerde de olan sik
idrar yapma, karin-kasik bdlgesinde agni-siskinlik,
idrar yaparken zorlanma ve kurtcuk dusurirken
kesik kesik idrar yapma sikayetleri de mevcuttu.

Hastanin getirdigi yaklasik 0,5 cm boy ve 0,5 mm
enindeki kahve/siyah renkli materyal mikrobiyoloji
laboratuvarinda incelendiginde olii-kurumus larva
oldugu goriildi. Hastadan idrar, gaitada parazit
incelemesi, idrar-gaita kiiltirleri ile kadin dogum ve
uroloji konsultasyonlari istendi. Laboratuvar tetkikleri
ile Urolojik/vajinal muayenelerinde ozellik olmayan
hastadan yalanc1i miyazisi ekarte etmek amaciyla
idrarin1 siseye yaparak getirmesi istendi. Ertesi gun
getirdigi canli kurtcuk musluk suyu icinde Veterinerlik
Fakultesi’ne goturulerek Psychoda albipennis4. donem
larvast oldugu kesinlestirildi (Sekil 1). Hastaya bir
haftalik idrar yollar antiseptigi ve antibiyotik tedavisi
verildi ve Uclincu giinden itibaren sikayetleri duzeldi.

Hastanin merkezde bir apartmanin st katlarinda
oturdugu; ayakta dus aldigi, alaturka tuvalet
kullandig1, beklemis taharet/dus suyu kullanmadig
ve esinde benzer sikayetlerin olmadigl; ancak
banyo/tuvalet havalandirmasindan siirekli kiiciik
sineklerin iceri geldigi, havlu/bornozlarinin
da slirekli banyoda asii  oldugu Ggrenildi.

Hastaya havalandirmalarn telle kapatmasi,

p———_.

havalandirma  boslugunun  ayrintii  temizlenip
sineklerin ilaclanarak yok edilmesi ve bornoz/
havlularin1  kaynatarak  temizlemesi  onerildi.

Hasta bunlarn uyguladiktan sonra alt1 ay boyunca
takip edildi; sikayetleri bir daha tekrarlamadi.

TARTISMA

Urogenital miyazisler insanlarda nadiren goriilen
fakultatif veya rastlantisal miyazislerdendir. Malezya,
Hindistan, Cezayir, Ispanya, Brezilya ve iran gibi
tropikal/subtropikal bolgelerle gelismekte olan
ulkelerde farkli sinek tirleriyle; llkemizdeyse daha
cok Eristalis tenax ve Lucilia sericata’yla olusan
urogenital miyazis olgulan tammlanmistir (1, 3 - 5).

Diptera takimi, Psychodidae ailesinin 6 alt
uyesinden Psychodinae alt ailesinden, Psychoda
albipennis turu sineklerin Cin ve Avrupa’nin iliman
bolgelerinde ve lilkemizde de Ankara, Edirne,
Tekirdag, istanbul ve Bursa basta olarak yaygin
oldugu, intestinal/iirogenital miyazis yapabildikleri
bildirilmistir (3-5,8). Glive benzeri ergin sinekleri
1-2 mm boyutlu, sivri parlak kanatli olup yogun
killarla kaplidir. Evlerde nemli tuvalet, banyo ve
klima Unitelerinde vyasarlar. Disiler yuze yakin
yumurtlayabilir ve bunlar 30-40’l yiginlar halinde
birakirlar.Larvalarin sicak, soguk ve disiik oksijen
ortamlarina toleran olmalart miyazis olusumunu
kolaylastirir. Larvalar yassi silindirik, gri-beyaz renkli,
Uzeri soluk kisa tlyll veya pullu olup bazen kenarlari
disciklidir. Dort donemde iic kez gomlek degistirerek
pupa safhasina gecerler. Hastamizda oldugu gibi
enfekte insanlarin idrarlarinda 4-10 mm boyutlarindaki
dordiincii donem larvalan goriilebilir (1, 3 - 8).

(TN
24 25 26

Sekil 1. Psychoda albipennis 4. donem larva goruntusu
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Ulkemizden de Ankara, Sakarya, Eskisehir,
Kirsehir, Diyarbakir, Adana, Trabzon ve Samsun’dan
Psychoda albipennis kaynakli Urogenital
miyazis olgulann bildirilmistir (1, 3 - 6, 9).

Psychoda albipennis’e  bagli  genitoliriner
enfeksiyonlarin ~ genellikle  kirsal  bolgelerde,
sosyoekonomik seviyesi dlisiik, saglik ve hijyeni bozuk,
hareketsiz, idrar yollarinda tikaniklik veya iilsere deri
lezyonlan bulunan kisilerde gelistigi bilinmektedir.
Kentlerde de uzak bolgelerde biriken copler, durgun
sular uygun yasam alanlan olusturmaktadir. idrar
deligi etrafina birakilan yumurtalardan larvalar
1-2 saat icinde cikar, Uretral orifisten mesaneye
ulasir; yerlesip gelisir ve idrarla atitirlar (1, 3 - 5).
Hastarmzda larvalarin idrara sonradan karigsmasiyla
olan yaniltici miyazisi ekarte etmek amaciyla ilk
larva degerlendirilmemis, idran siseye yaptirilarak
diisiirdiigi canli larva degerlendirmeye alinmistir.

Hicbir risk faktori bulunmayan hastamizda
oldugu gibi Urogenital miyazisli baz1 vakalarda
yumurta veya larvamin viicuda nasil girdigi

aciklanamamaktadir (1,3-5,9). Hastamizda bornoz,
musluk ucu gibi alanlara birakilan yumurtalarin
Uretra veya vajen girisine indirekt temasla tasinarak
enfestasyona yol acmis olabilecegi dusiintilmistiir.

Urogenital miyaziste semptomlar, larvalarin
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yerlesim yeri, tirii ve sayisina baghidir. Kasinti,
diziri, pollakuri, obstriksiyon, aniiri ve bazen
de hematliri gibi semptomlar goriilmektedir (5).
Hastamizda da Uriner sistem semptomlar mevcuttu.

Tedavide yara debritman, ilgili dokuya antiseptik
ve komplikasyonlara karsi antibiyotik kullanilmasi
onerilmektedir.  Urogenital miyazis olgularinda
larvalar canli veya oli olarak kendiliginden atilir
(1, 3-5). Hastamiza larvalarin atilmasin1 saglamak
ve komplikasyonlar1 onlemek amaciyla Uriner
antiseptik ile birlikte antibiyotik tedavisi verildi.
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hastalarin bircogu saglik kuruluslarina basvurmadan
bu sureci evde tamamlamaktadir. Dinyada
ve llkemizde miyazisi Onlemenin baslica yolu
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Viral enfeksiyonlarda otofaji

Onur ULGENALP?, Bahattin Taylan KOC?, Tuba Cigdem OGUZOGLU'

OZET

Viruslar hucre ici obligat parazit olmalarindan ve
bircok virus ailesinin farkli replikasyon stratejileri
olmasindan otiiri diger mikroorganizmalara kiyasla
hiicre ici daha cok organel ve islev ile yakin iliskili olup bu
mekanizmalar Uzerinde etkileri mevcuttur. Bu etkilerin
basinda da hic suiphesiz hiicre 6lim mekanizmalari yer
almaktadir. Viruslar ile yapilan replikasyon-patogenez
calismalarinda hicre olumu olarak apoptoz ve nekroz
Uzerine pekcok calisma yapilmistir. Otofaji ise son yillara
kadar viral enfeksiyonlarda cok degerlendirilmemis
ama giindeme gelmesiyle viral enfeksiyonlarla iliskisi
arastirilmaya baslanmistir. Otofaji (“Auto” ve “Phagy”;
kelime anlam1 “kendi kendini yeme”); hucrelerin cesitli
stres durumlarinda kendilerini yok olmaktan korumak
ve hemostazi devam ettirmek icin kullandiklan
katabolik bir strec olup hucre bu siirecte ihtiyaci olan
enerjiyi kendi 0z kaynaklarini sindirerek elde eder.
Otofaji; organizmada cift katli membrana sahip vezikdl
olusumu ile sekillenen ve makro-, mikro-, saperon
iliskili- otofaji olmak uzere bugiline dek tanimlanmis
Uc cesidi bulunan fizyolojik bir olaydir. Son yillarda
otofaji ve viral enfeksiyonlarla ilgili calismalarin
sayisinda hizli bir artis yasanmasinin sonucu olarak;
otofaji ve viruslar arasindaki karsiikli etkilesim, DNA

veya RNA virusu ailesinde bulunan bir¢ok virus tiiri icin

ABSTRACT

Because of the fact that viruses are intracellular
obligatory parasites and many virus families have
different replication strategies, their intracellular
interactions are more closely related to organelles
and function than other microorganisms and they have
effects on these functions. Undoubtedly, cell death
mechanisms are located at the top of these effects.
Many studies have been carried out on apoptosis and
necrosis as cell death in replication-pathogenesis
studies performed with viruses. Autophagy has not
been evaluated in viral infections until recent years,
however, by the fact that autophagy has become a
popular topic in biotechnology, investigation of the
relationship between autophagy and viral infections
has been begun.Autophagy (“Auto” and “Phagy”,
meaning “self-eating”); is a catabolic process that
cells use to protect themselves from extinction in
various stress situations and to maintain hemostasis,
and the cell obtains the energy it needs by digesting
its own resources. Autophagy; the organism is
a physiological phenomenon with two types of
membrane-shaped vesicle formation and three
types of macro-, micro-, and chaperone-related
autophagy up-to-date. As a result of a rapid increase

in the number of studies on autophagy and viral
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arastirma konusu olarak ilgi cekmistir. Viruslarin otofaji
mekanizmasini immunolojik yanittan kacabilmek ve
viral yasam dongiilerini devam ettirebilmek adina
ve viral

nasil kullandiklan patogenezin molekiiler

mekanizmalarinda otofajinin yerinin sorgulanmasi

temel calisma konularimi  olusturmaktadir.  Bu

arastirmalar 1518iInda elde edilen bilgilere gore;
otofaji ve viruslar arasinda iki tarafi keskin bir bicaga
benzetilebilecek bir iliski bulunmaktadir. Hiicre olim
mekanizmalarindan olan apoptoz ve nekrozdan farkli
olarak bu fizyolojik olay; hiicrenin stres durumunda
olusan besin ihtiyacina bir cevap olarak ortaya
cikacagr gibi, konak¢i hiicrenin bazi patojenlerden
kurtulmak amaciyla baslattigi bir seri mekanizmay1 da
tetiklemektedir. Hatta bu olay, viruslar tarafindan kendi
lehlerine olacak sekilde replikasyonlarin1 baslatabilmek
veya devam ettirebilmek ve viral zarflarinin olusumuna
yardimci olarak da kullanilmaktadir. Bu fizyolojik olay
ile viruslar arasindaki iliskiyi anlamaya yonelik bilgilerin
mekanizmalari,

sunuldugu bu derlemede; otofaji

kullanilan yolaklar, otofajiyi uyaran ve baslatan
proteinler, otofajinin cesitli viruslar (tek basina bir
virus veya ayni aileden iki virus arasindaki etkilesim
durumunda) tarafindan nasil kullanildigina yonelik

bilgiler bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: otofaji, viral enfeksiyon, hiicre

olimi

infections in recent years, the interaction between
autophagy and viruses has attracted interest as a
research topic for many types of viruses in the family
of DNA or RNA viruses. The fact of how viruses use
the autophagy mechanism to avoid immunological
response and maintain viral life cycles and to
question the location of autophagy in the molecular
mechanisms of viral pathogenesis constitute
main study subjects. According to the obtained
information in the context of these studies; there is
a relationship between autophagy and viruses that
can be likened to a sharp blade on both sides. Unlike
apoptosis and necrosis, this physiological event; it
also triggers a series of mechanisms initiated by the
host cell to get rid of some pathogens, as will the
response of the cell to the need for nutrients in the
event of stress. In fact, this incident will be in their
favor by the viruses; replication can be initiated
or sustained and used to assist in the formation
of viral envelopes. In this review in which present
information on relation between viruses and this
physiological pathway; there are the knowledge
that autophagy mechanism, pathways, proteins
stimulating and starting autophagy, how to use

autophagy by various viruses.

Key Words: autophagy, viral infection, cell death

GIRIS

Otofaji; tip alanminda yerlesmis bir terim olup,
kelime anlami olarak “kendi kendini yemek” seklinde
tanimlanmaktadir. Fizyolojik bir olay olan otofaji;
hiicrenin stres faktorleri altinda (aclik, kanser,
bakteriyel-fungal-viral enfeksiyonlar vs) s6z konusu
organizmanin homeostazin1 korumak adina gelisen

hiicre olim mekanizmasidir (1).
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Otofaji, ilk kez Saccharomyces cerevisae’nin
acliga duyarli mutant suslarinda tanmimlanmasiyla,
bilim dunyasinin dikkatini cekmis olup (2, 3), bu
calismalarda tanimlanan genler, otofajinin genetik ve
molekiiler biyolojisinin blyik oOlcide aciklanmasini
saglamistir. Japon bilim insan1 Ohsumi, bu fizyolojik
olayin  mekanizmalarim

aydinlatmaya yonelik



calismalari nedeniyle 2016 yilinda Nobel Tip Odiiliine
lay1k gorulmus ve bu sayede otofaji diinyada ilgi goren
arastirma konular arasina girmistir (4). ilk tespitin
ardindan soz konusu otofaji genleri memelilerde ve
bitkilerde de tamimlanmaya baslanmistir (5, 6).

Hiicresel homeostazi tesvik eden yapisal bir yikim
mekanizmasi olarak belirtilen otofaji, cesitli gelisimsel
tepkileri ve bagisiklik
mekanizmalari icin de gereklidir. Hic suphesiz viruslar

surecler, hucresel stres
hiicrede pekcok degisimi
basinda gelmektedir. Son on yila kadar konakci hucre

ile virus arasindaki iliskide otofaji konusu izerinde

indiikleyen etmenlerin

cok durulmamis farkli hicre olum mekanizmalar
arastinlmistir. Ancak son yillarda yapilan calismalar
gostermektedir ki; virus enfeksiyonu sonucu otofaji
tetiklenmekte ve farkli mekanizmalar
girebilmektedir. Bu baglamda s6z konusu derlemede;

otofaji ve viruslar arasindaki iliski hakkinda simdiye

devreye

kadar yapilmis calismalar ve bu calismalarda elde
edilen bulgular hakkinda genel bilgiler sunulmaktadir.

Hiicre Oliimii Mekanizmalar

Otofajiyi tanimlamak ya da anlamak icin oncelikli
olarak hucre 6lum mekanizmalarinin ve birbirlerinden
farkliiklarinin anlasilmas1 gerekmektedir. Ginuimuze
dek yapilan calismalarda hiicre o6lim mekanizmalari
temel olarak ikiye ayrnilmistir (5, 7, 8). Bunlar:

I. Programli hiicre 6lumu: Apoptoz, Otofaji

IIl.  Kontrolsiiz (Programsiz) hicre olumiu:
Nekroz’dur.
Apoptoz  genetik olarak kontrol edilebilen

programli hiicre olimuinun asil tipi olarak kabul edilir.
Nekroz ise fiziksel travma veya hiicrenin ustesinden
gelemeyecegi stresler sonrasinda meydana gelen

kazara olan kontrolsuz hiicre olum tipidir.
Otofaji tamamen kontrol

edilemeyen hiicrenin kendi dinamikleri ile devreye

ise, apoptoz gibi
giren programli hiicre olumudir. Ancak yapilan son
calismalarda sadece bir hiicre 6lim mekanizmasi degil,
hiicrede sistematik olarak gorilen bir degredasyon ve

buna bagli diger hiicreler icin enerji ve geri doniisiime
ugramaolayiolarak vurgulanmaktadir. Yaniapoptozdan
farkli olarak hiicrelerin yenilenmesi ve giiclenmesi
icin ayrica bir kaynak oldugu vurgulanmaktadir. Ayn
apoptozda oldugu gibi otofajiyle de ilgili proteinler
vardir. Bu proteinler otofaji iliskili proteinler olarak
isimlendirilirler ki; bunlar arasinda Beclin, ATG, LC3
gibi proteinler yer almaktadir. Bu proteinler icinde
ATG proteinleri, mekanizmadaki ¢esitlilik ve yogunluk
bakimindan one c¢ikmaktadir. Simdiye kadar 35 ATG
proteini tespit edilmis, ancak otofaji mekanizmasinda
daha cok gorev alan 18 ATG proteini lizerinde
calismalar yogunlasmistir (5).

Programli hiicre oliimu olan otofaji kendi arasinda
uc temel tip mekanizmaya aynlmistir (makro, mikro,
saperon aracili). Genelde bu ¢ mekanizmada da
degredasyon
karsin,

lizozomlar yardimiyla yapilmasina
isleyis bakimindan birbirlerinden farklilik

gostermektedir (9).

Makrootofaji

ilk akla
iceren otofaji tipidir. Bu mekanizma; protein ve

gelen ve otofagozom olusumunu

hasarlanmis hiicre organellerinin  parcalanmasin

saglar. Otofagozom olusumunun tanimlandigi bir
mekanizma olan makrootofaji sirasinda, sitoplazmik
proteinler, organel ya da diger maddeler, fagoforlarla
cevrelenir. Bu otofagozomlar sitoplazmik kargolarin
yerlesik hidrolazlar tarafindan bozundugu
otolizozomlar olusturmak icin lizozomlarla (veya
bitkilerde vakuollerle) kaynasir. Elde edilen bozunma
urinleri daha sonra yeniden kullanim icin membran
gecirgenligini aktivitesi

saglayan permeazlarin

vasitasiyla sitozole geri tasinir (9).

Makrootofaji, secici olmayan ya da son derece
secici olan bir surec olarak iki sekilde islev gorebilir.
Bu siireclerden birincisi acliga bagh ve secici olmayan
yol; ikincisi ise hedefe o0zgu ve selektif bir otofajik
yoldur (10).

Seciciolmayanveyaacligabagliotofajinin, hiicrenin
stres anindaki enerji ihtiyacinm karsilayabilmek adina
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proteinlerin ve organellerin bozunumu sirecinde
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir (11). Oysa
selektif otofaji, p62, NBR1 (BRCA1 geninin komsusu),
BNIP3 (BCL2 ve adenovirus E1B 19 kDa etkilesen
gibi
spesifik adaptor proteinler sayesinde; mitokondri

protein 3) ve NIX (NIP3 benzeri protein X)

(mitofaji), peroksizomlar (peksofaji) ve ribozomlar
gibi
protein komplekslerinin tanimlanmasin1 takiben bu

(ribofaji) organellerin ve ubiquitinlesmis
yapilarin yikimlanmalari icin onlarin otofagozomlarca
tanimlanmasini icerir (10). Yapilan calismalar secici
otofajinin, ksenofaji olarak adlandirilan tipinin,
patojen bakterilerin ve viruslarin yok edilmesinde
cok onemli bir rol oynadigim, boylece otofajinin
islevlerinin patojenlere karsi dogustan ve adaptif

bagisikliga kadar etkin oldugunu gostermistir (12).

Secici otofaji uzerine yapilan calismalar, otofaji

adaptor protein fonksiyonunu otofaji substrat

kullamlan
gibi  translasyon
ksenofajideki

tamimaya  baglarken, fosforilasyon

ve  ubiquitinasyon sonrasi
modifikasyonlarin, oneminin altim
(10). birlikte, adaptor
proteinlerinin secici olmayan otofajideki rolu hala
tam olarak belirlenmemistir.

cizmektedir Bunlarla

Mikrootofaji

Mikrootofaji, sitoplazmik materyallerin lizozomal
veya vakuoler membranin izerinde bulunan kiicik
kesecikler tarafindan cevrelenip sindirilmesi olarak
tammlanir (13).

Saperon Aracili Otofaji

Saperon aracili otofaji (CMA), bir sitozolik
saperonun amino asit diziliminde bir pentapeptiti
tanimasi ile baslar. Anilan bu peptit motifi KFERQ
(Lizin, Fenilalanin, Glutamat, Arjinin, Glutamin)’dur.
Bu yapinin tespit edilmesini takiben, okside olmus
veya yanlis katlanmis proteinlerin taninmasi ve bu
yapiya sahip olan proteinlerin lizozomal yiizeye
iletilmesi ile CMA meydana gelir. Ardindan bu yapilar

degrede olarak ortamdan uzaklastiritir (14).
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Hucrenin fizyolojik bir olay olan aclik olgusunun,
hem makrootofaji hem de CMA'y1 aktive ettigi
aciklanmistir. Bununla birlikte, her iki tip aktivasyon,
aynt anda gerceklesmez. Makrootofaji’den CMA’ya
geciste, hiicresel yakiti saglamak icin gerekli amino
asitleri elde etmek ve bu kosullar altinda protein
biyosentezini korumak adina hidrolize olabilen
hiicresel bilesenleri belirleyen bu iki olaydan CMA;
daha yiksek seviyelerde secicilik saglayabildigi
belirtilmektedir (14).

Makrootofaji; 4-6 saat boyunca aclik ceken cogu
hiicre tipinde maksimum aktiviteye ulasir ve kademeli
olarak bazal seviyelere iner. CMA’da ise bu durum
farklidir. Eger aclik bu siirenin tizerine ¢ikacak olursa,
makrootofaji de azalma CMA aktivitesinde sirekli
bir artisa eslik eder. CMA cogu hiicrede 12 saatlik
bir aclik sonrasinda maksimum aktivasyona ulasir ve
aclik devam ettigi siirece aktif kalir (14).

Viruslar ile Otofajinin iliskisi

Viruslar ile otofajinin iliskisinin kesfi tahmin
edilenin aksine uzun bir siire oncesine dayanir.
“Otofagozomlarin” gozlenmesi ilk kez 1965 yilinda
George Palade ve grubunun, Poliovirus ile enfekte
HelLa hiicrelerinin elektron mikroskobu goriintulerini
yayinlamasi ile gerceklesmistir (1).

Arastirmacilar, enfeksiyonun ileri evrelerinde
yaptiklan gozlemlerde; cift lipid tabakali vezikulleri
tespit etmisler ve bu vezikillerin yakininda ve
cogunlukla icinde bulunan, goriiniir haldeki virionlan
gozlemlemislerdir. O donemicin bu gozlem; tam olarak
anlasilamamis ve adlandinlamamis, bu vezikillerin
normal lizozomal veya transport vezikiiller oldugu
disunulmistur. Daha sonra, “bilesik zar vezikilleri”
Coxsackievirus

olarak adlandirilan bu yapilarin

ile enfekte fare pankreast goruntilerinde de
mevcut oldugu tanimlamis (15); bu yapilarin yani
otofagozomlarin, hicre ici vezikillere benzer
olmasina ragmen farkli gorevleri oldugu anlasilmistir.
Gunumuzde bu benzersiz, cift membranli, “otolitik

vezikiiller”, hucresel otofaji yolunun karakteristik
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Resim 1. Otofaji tipleri ve i§l-eyi§ mekanizmalari. Her Uc otofa

Lizozim./ G-e; ec Endozom

Otofaji
Ko-saperon

jiden sonra ortaya cikan degredasyon Uriinleri; yeni protein

sentezi, enerji Uretimi ve glikoneogenez gibi farkli amaclar icin kullanilabilir (Mizushima ve ark., 2011 (5) ’den uyarlanmistir).

organelleri olan “otofagozomlar” olarak bilinir
olmustur (1).

Viruslar ve otofaji arasindaki iliski; Polioviruslar
Uzerine vyapilan calismalarla percinlenmis, bu
arastirmalar sonras1 belli basli viruslar ve bunlarin
otofaji ile olan iliskileri sorgulanir olmustur.
Poliovirus ile yapilan ilk arastirmalarda enfeksiyonu
veya viral protein ekspresyonunu takiben enfekte
olmus hiicrelerdeki vezikiillerinin incelenmesine
odaklanilmis ve bu vezikillerin otofagozomlarin

ozelliklerini tastyan isaretler icerdigi tespit edilmistir
(16). Daha sonraki calismalarda, otofagozomlarin
spesifik hiicresel markeri olarak LC3’{in tanimlanmasi,
Poliovirus’un indiikledigi vezikiiller icin otofajik
orijininin dogrulanmasina ve tespit edilmesine olanak
saglamistir (1).

Vezikiillerin otofajik orijinleri belirginlestikce,
otofajinin viruslar uzerine negatif etkileri haricinde
bircok virusa faydasi oldugu da fark edilmistir.
Hiicresel otofajinin artmasinin virus Uretimini
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arttirdigi, otofajik inhibisyonun viral yiiki azalttigi
ve Poliovirus’ta cift membranli vezikillerin, RNA
replikasyonu icin bir substrat gorevi gorebilecegi
yine bu arastirmada tespit edilmistir (1). Bu durumun
Picornaviruslar ve diger cok sayida baska virus igin
de gecerli oldugu gozlenmistir (17). Bu arastirmalar
takiben diger bazi viruslarla ilgili bulgular tespit
edilmeye baslamistir. Ornek olarak Hepatit C Virusu
(HCV)’nun viral
otofajinin gerekli oldugu, replikasyonun siirdirilmesi

replikasyonunu baslatmak icin
icin gerekli olmadig1 belirlenmistir (18). Dengue Virus
(DENV) enfeksiyonunda; viral giris, translasyon ve
replikasyonun otofajik yol ile baglantili oldugu (19),
lipofizlerin otofajisinde (lipofaji), DENV replikasyonu
icin metabolik enerji saglandig1 tespit edilmistir (20).

Hayvansal orijinli viral enfeksiyoz ajanlardan olan,
Ulkemizdeki sigirlarda da varligi/yayginlig1 ve farkli
genotipleribelirlenmis (21, 22) Flaviviridae ailesinden
Pestivirus genusundaki Bovine Virus Diarrhoea Virus
(BVDV) hakkinda da otofaji calismalar yapilmistir
(23, 24). Bu enfeksiyoz ajanin konakci hiicrelerinde
morfolojik bozukluk meydana getiren (sitopatojen-
cpe) ve getirmeyen (nonsitopatojen-ncpe) iki biyotipi
BVDV’nin
her iki biyotipi ile enfekte edilen hiicrelerde, iki
biyotipin de otofajiyi indiikledigi gosterilmistir. Aym
calismada otofaji inhibe edici ilac olan 3-metiladenin

bulunmaktadir. Yapilan bir calismada;

(3MA) kullamminin otofajiyi ve viral replikasyonu
anlamli olarak azalttigi, ayrica otofaji uyarici ilag
rapamisin kullaniminin otofajiyi ve viral replikasyonu
belirgin olarak arttirdig1 tespit edilmistir. Sonuc
olarak BVDV’nin cpe ve ncpe suslarinin benzer
seviyede otofajiye neden oldugu ve viral replikasyon

icin otofaji mekanizmalarini kullandiklar1 ortaya
konulmustur (24).

Otofajinin Viral Regiilasyonu

Otofajinin  indiiksiyonu  besin  yoksunlugu,

Endoplazmik Retikulum (ER) stresi, tehlike ile iliskili
molekuler kaliplar (DAMP’ler), hipoksi, redoks stresi
ve mitokondriyal hasar gibi cesitli stres uyarlan
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tarafindan tetiklenir. Bu uyaranlar cesitli hucresel

sinyaller dizisi ve fonksiyonlar icerir. Viruslar
hiicreye giris sirasinda ve cogalma donguisiiniin farkl
asamalarinda bu uyaranlardan cogunu tetikleyebilir
ve bu sekilde otofajiyi indiikleyebilir. Ornegin; bazi
yayinlarda, hedef hiicrelerin yiizeyine baglandiginda,
bazi viruslarin otofajiyi uyarabilecegini gostermistir.
insan Herpesvirus 6, Adenovirus B ve D, Measles
(Kizamik) virusu da dahil olmak lizere bircok viral
patojen tarafindan taninan bir hicre ylizeyi reseptoru
olan CD46’nin otofajiyi indiiklemek icin yeterli oldugu
bilinmektedir (1).

Otofajik sinyal sisteminin virus kokenli bircok
tespit edilmis, ancak etkinlestirme

mekanizmalan heniiz fazla detayli anlasilamamistir.

aktivatoru

Bircok virus, otofajik sinyal olusmasin indiikler,
ancak bu sinyali veren spesifik proteinler her virus
icin ayrintili olarak bilinmemektedir (1).

Otofajinin viral regilasyonu calisilmis viruslara
ornek olarak Herpes Simpleks Virusu 1 (HSV-1), Kaposi
Sarkoma Virusu (KSHV), Murine Gamma Herpesvirus
68 (MHV-68), Influenza A, Coxsackie virusu B3 (CVB3),
insan Parainfluenza Virusu 3 (HPIV3) ve Epstein-
Barr Virusu (EBV) verilebilir. Bu viruslarin kodladig
proteinler ve islevleri kisaca sunlardir:

HSV-1, US11 proteini kodlayarak, PKR’yi inhibe
eder ve bu sekilde otofajik sinyallesmeyi inhibe
ettigi gibi ayrica ICP34.5 proteinini kodlayarak,
otofaji sinyal molekiilii olan Beclin 1’e baglanarak
otofagozom olusumunu engeller (25). Ayn olgu KSHV
icin orf16 proteini ve MHV-68 icin M11 proteini ile
saptanmistir (26).

Influenza A Virusu, Influenza A2 proteinini
kodlar, bu protein amfizom olusumunu inhibe etmek
icin LC3’e baglamir. HPIV3 tarafindan kodlanmis P
proteini, SNAP29’a baglanir ve endozom-otofagozom

flizyonunu inhibe ederek otofajiyi engeller (27).

CVB3 enfeksiyonunda ise virusun otofagozom
olgunlasmasin1 engellemesi icin, konaga ait olan
BPIFB3’ln vezikul olgunlasmasim onlemesi gerekir
(28). Bu mekanizmanin aydinlatildig1 diger viruslar,



- | |
Tablo 1. Bazi viruslar ve ilgili otofaji mekanizmasi ve otafaji iliskili proteinleri.
; OTOFAJi MEKANIZMASI ILE VIRUSUN VIRAL OTOFAJI ILE
UL iLisKisi PROTEINLER | iLiSKiLi PROTEINLER ERERESE
Otofajiyi ve ER stresini tetikler
i Otofagozom birikmesi gozlenir. Otofajik o S
EI\(/?rESepatltls kargonun degredesyonundan sorumlu S ﬁgl;\rdegl UPR 18
cathepsin S’nin ekspresyonu HVC cekirdegi
ve NS5A tarafindan azaltilir.
Influenza virus otofajiyi tetikler fakat Matrix 2
Influenza virus otofagozom ve lizozom flizyonunu engeller. Proteini LC3, Atg 5 27
Otofagozom birikmesi gozlenir. (MP2)
Dengue virus ile enfeksiyon in vitro
DENV Dengue ortamda otofajiyi indukler. Viral g g
- - . . . . Bilinmiyor Bilinmiyor 19
virus replikasyon proteinleri ampizomlar ile
iliskilidir.
KSHV Kaposi Viral kaynakli Bcl-2 benzeri proteinler
Sarkomu Herpes | direkt olarak Beclin-1 E baglanir ve Bilinmiyor Bilinmiyor 26
Virus otofajiyi inhibe eder.
EBV Epstein-Barr | EBV’ye ait Latent Membran Proteini 1 g
Virusu (LMP1) vasitasi ile otofajiyi indiikler Litd AlE7 2
. HIV otofajiyi tetikler fakat otofagozom ve
HIV Insan lizozom flizyonunu engeller. HIV virusuniin 30
Imminyetmezlik | otofagozom ile ilskili degredasyonuna Nef Proteini Beclin-1
Virus miidahale ederken CD4 T hiicrelerinde
otofagozom birikmesi gozlenir.
- HVB DNA’sinin replikasyonunu tercih eden
HVB. HSRRHEE otofajiyi tetikler. Viral zarf lretimi ve Bilinmiyor Bilinmiyor 31
B Virus - -
ciplak kapsidlerin salinmasi
. VZV glikoproteinlerinin biyosentezini ve
LA Var1§ella islenmesini kolaylastiran komple otofajiyi Bilinmiyor Bilinmiyor 32
Zoster Virus .
tetikler
Adenovirus Otofaji Bilinmiyor Bilinmiyor 10
CVB3 R . . Konaga ait e
CoxsackieVirus Otofajiyi indiikler. Viral replikasyonu artirir. BPIFB3 Bilinmiyor 28
HSV-1 HSV-1 otofajiyi tetikler fakat otofagozom v34.5
Herpes Simpleks |ve lizozom flizyonunu engeller. Otofagozom protein, Beclin-1, Atg5 25
Virus 1 birikmesi gozlenir. Us11,
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ilgili proteinler ve otofaji ile iliskileri yukaridaki
tabloda (Tablo 1) verilmistir.

Otofajinin Antiviral Fonksiyonlar

Otofajinin antiviral yamttaki gorevi ile ilgili
bulgular, farelere verilen rekombinant Sindbis Virus
ile yapilan deneysel bir calismaya dayanmaktadir (33).
Bu calismada; otofajik yolu uyaran Beclin 1 proteini,
Sindbis virus verilmesi ile sentezlenerek virus titresini
ve farede olusacak virus kaynakli noral apoptozisi
azaltmis ve virus kaynakli Merkezi Sinir Sistemi
Enfeksiyonundan farelerin korundugu gézlenmistir.
Bu konu ile ilgili hipotez, ekspresyonu artan Beclin
arttirdigi  ya
da buna alternatif olarak otofajinin yukari yonde

1’in sinir hucrelerinde ksenofajiyi

regiilasyonunu arttirarak, noral hiicrelerde apoptozis
miktarin1 azalttig1 seklindedir. Bunu takip eden
sonraki calismalarda, Beclin 1’in antiviral yanitin bir
ana diizenleyicisi oldugu fikri gelistirilmistir (1).

antiviral

Otofajide yer alan otofagozomlar,

fonksiyonlarda gorev alabilirler. Virofaji olarak
adlandinlan ve intrasitoplazmik viral bilesenlerin
degredasyonu ile sonuclanan olgular, virusa ait niikleik
asitlerin endozomal reseptorlere (TLR’ler) iletilmesi

yoluyla dogal immuniteye ait olan sinyalizasyonun

aktivasyonu, major histokompatibilite kompleksi
(MHC) simf | ve Il molekillerine endojen viral
antijenlerin  sunulmasi ile edinsel immunitenin

aktivasyonu, reaktif oksijen tirleri tretimi ile dogal
bagisikligin aktivasyonunun diizenlenmesi ve hiicrenin
sag kalimimin tesvik edilmesi sayilabilir (34).

Viruslar ve otofaji Uzerine yapilan arastirmalar
sonucunda, bazi viruslarin otofajiyi inhibe etmek icin
cesitli proteinler salgiladigini ortaya koymustur. Ornek
olarak Herpes Simpleks Virus tip 1 (HSV-1) otofajiyi
inhibe etmek icin iki ayr protein sentezlemesi
verilebilir. HSV-1 Beclin 1 baglayici protein olarak
ICP34.5 proteinini kodlar, bu protein direkt olarak
Beclin 1’e yapisir ve otofaji olusmasim onler. HSV-1
buna ek olarak US11 olarak isimlendirilmis baska bir
protein salgilayarak PKR Kinaz ile etkilesime girerek
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de otofajiyi inhibe edebilir. HSV-1 virusunun otofajiyi
inhibe etmek icin iki ayr1 yol birden gelistirmesi
otofajinin antiviral bir gorevi oldugunun kanmtidir
(25). Bu duruma birka¢ farkli ornek olarak Murine
Gamma Herpesviruslar icin Bcl-XL2, ve M11 proteini
gibi
Sarkoma virusu icin ORF16 proteini verilebilir (25).

Bcl-2 homologlarinin kodlanmasi ve Kaposi

Anilan bu proteinlere farkli viruslar yoniinden Tablo
1’de deginilmistir.

Dogal Katil (NK) hiicreler dogustan gelen bagisiklik
sisteminin bir parcasi olarak viral enfeksiyonlara
karst konakc1 savunmasinda kilit rol oynamaktadir.
NK hucrelerinin aktivasyonunun ve fonksiyonunun,
inhibitor ve aktive edici sinyaller arasindaki etkilesim
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (35). Atg 7
ve Atg 5 geninin susturulmas ile yapilan farkli iki
calismada; Dogal Katil hiicrelerinin fonksiyonu ve
gelisimleri uzerine otofaji komponentlerinin rolu
oldugu anlasilmistir. Atg 7 ve Atg 5 genlerinin silinmesi
sonucunda Dogal Katil
bozuldugu tespit edilmis

hiicrelerinin

(36),
sirasinda otofajinin Dogal Katil hiicrelerinin gelisimi
ve fonksiyonu lizerinde de etkisi olduguna hemfikir
olunmustur. Aym sekilde dendritik hiicrelerde de
HSV-1, HSV-2 ve hRSV enfeksiyonlarindaki dogal katil
hiicrelerin, hiicre populasyon farkliiklarinin da buna
bagli oldugu disiiniilmistiir (37). Murine Noroviruslarla

gelisiminin

antiviral cevap

(MNV) yapilan baska bir arastirmada bu virusa karsi
basarili bir IFNy cevabi icin otofaji mekanizmasinin
yaratacagi etkinin gerekli oldugu, ancak bu etkinin
otofajik bozunmay1 icermedigi tespit edilmistir (38).

Otofaji konak¢i savunma sisteminin bir parcas
olarak ortaya cikmaktadi, ancak antimikrobiyal
otofajinin in vivo onemi ve enfeksiyon sirasinda
dizenlenmesinin mekanizmas1 ve sinyal yolaklan
fazla anlasilamamistir. Antiviral otofaji konusundaki
sinyal yollaklari; insanlarda ve hayvanlarda hastalik
meydana getiren ve sivrisinek yoluyla tasinan bir
virus olan Rift Vadisi Hummasi Virusu (RVFV) ile
yapilan bir calismada irdelenmistir (39). Hem sinek
hem de memelilerde var olan otofaji genlerinin tespit



edildigi bu calismada, enfeksiyon ile miicadelede
anahtar olabilecek bu genlerin yoklugunda RVFV
sineklerde Toll-7
reseptori ve memelilerde toll adaptori olan MyD88’in

enfeksiyonunun arttigi ayrica
antiviral otofaji icin gerekli oldugu anlasilmistir. Bu
baglamda, otofaji modiilasyonu ile herhangi asisi ve

terapotik sagaltimi olmayan RVFV enfeksiyonunun

tedavisinde etkili bir strateji gelistirilebilecegi
bildirilmistir.
Anti-viral  otofajik  olgularin  induklenmesi

hiicreden hiicreye sinyal yolu ile de olabilir.
Materno-fetal enfeksiyonlarda, trofoblastlarin viral
enfeksiyonlara direnci bilinmektedir.  Plasental
trofoblastlar, fetal ve maternal ortamlar arasindaki
ara ylzeyi olusturur ve viruslarin maternal yolla
fetise yayiimim sinirlandirmaya yarar. Yapilan bir
calismada Kromozom 19 uyeleri olan ve neredeyse
tamaminin insan plasentast tarafindan eksprese
edildigi microRNA’larin (miRNA) trofoblast kaynakli
eksozomlar ile birlestigi ve otofajik indiksiyon
sayesinde duyarli hiicrelerde virus replikasyonunu
azaltig1 bu yolla viral enfeksiyondan fotusu korudugu
gozlenmistir. Bu  arastirmanin

nakledilebilir miRNA’larin otofaji aracili antiviral

sonucu olarak

yanitta etkin bir rolii oldugu kanitlanmistir (40).

Viruslar ve Otofajiyi Kendi Yararlarina
Kullanmalan
Viruslar  sentezlenmelerine araci  olduklan

proteinler vasitasi ile ya da hiicrede stres yaratarak
otofajiyi indiikleyebilir ve bu uyarlar sonucu otofajiyi
baslatabilirler. Bazi viruslar baslatilan otofajik akisa bir
daha mudahale etmezken, bazilar kendi ihtiyaclarina
gore otofajik mekanizmanin belli basamaklarina
muidahale ederler (1). Bilinen otofaji indukleyicileri
haricinde viruslarin otofajik mekanizmaya nasil
miidahale ettigine dair bazi arastirmalar yapilmis,
bu arastirmalarda otofajiyi indiikledigi goriilen baz
viruslarin ayn1 zamanda otofajik bozunumu inhibe
ettikleri fark edilmistir.

Viruslarin otofajiyi kendi yararlar icin kullandigina

dair yapilmis calismalara ornekler olarak sunlar
verilebilir:

Zarfli bir virus olan Dengue virus; yapisal bir
protein olan prM’nin hiicresel Furin tarafindan pr ve
M’ye bolunmesine gereksinim duyarki bu, bulasic
virusun Uretilmesi icin gereklidir. Sayet otofaji
engellenirse, pr peptidinin viriondan saliniminin yani
bolinmenin azaldigi dolayisiyla viral titrenin distugu
gozlenmistir (41).

Zarfsiz bir virus olan Poliovirus’un yapisal bir
proteini olan VP0O’in, VP2’ye ve VP4’e boluinmesi
genom iceren virionun viral komponentlerinin sentezi
ve birlesmesi (asamble) asamasindan sonra meydana
gelir. Bu bolunme, bulasici virusun replikasyonu icin
gereklidir. Bu bolunmenin olabilmesi icin gerekli olan
asidik ortamin otofagozomlar sayesinde saglandigi
tespit edilmistir (42)

Coxsackievirus
LC3’ln
mikrovezikiilleri (EMV) hiicre disina salindigini ve

B3’Un,
lipidlestirilmis

otofaji  isaretleyicisi

olan formunu  tasiyan
bu mikrovezikiillerin otofaji yolagindan tiiretildigi
gosterilmistir (43).

Picornaviruslar enfeksiyonlarinda otofagozomlarin
virusun replikasyonu icin substratlar sagladigi ve bu
nedenle picornaviruslarin iretiminde de otofajinin
cok sayida rol oynadigi tespit edilmistir (42).
(HCV)’nun, kendi RNA
tesvik etmek katlanmamis

Hepatit C  Virusu

replikasyonunu icin
protein yamt1 (UPR) kaynakli otofajiyi indiikledigini
bildirilmektedir. UPR kaynakli otofaji yolunun gen
susturulmas1 veya aktivasyonu sonucu HCV tirevi
patojen iliskili molekiiler modelin (PAMP) aracilik ettigi
IFN-B aktivasyonunu, aktive ettigi veya baskiladig
ortaya cikmmistir. Aymi arastirmada DENV’den turetilen
bir PAMP ile de benzer sonuclar elde edilmistir, bu da
HCV ve DENV’nin dogal immun tepkiden kurtulmak icin
UPR-otofaji yolagin1 kullanabilecegini gostermistir
(41).

Baska bir ornek olarak bazi Paramyxoviruslarin
otofajiyi indiikledigi ve virus Uretimini artirmak
icin otofaji yolaklarin1 kendi ¢ikarlari icin kullandig
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da yapilan arastirmalarda bildirilmistir (44). Bir
Paramyxovirus olan, insan parainfluenza virusu tip 3
(HPIV3), otofagozom-lizozom fiizyonunu bloke ederek
tamamlanmams otofajiyi indikler ve bunun sonucu
olarak kendi viral replikasyonunu artirir. Viral bir
fosfoprotein (P), otofagozoma bagli degredasyonun
inhibe edilmesi icin gerekli ve tek basina yeterlidir. Bu
fosfoprotein, SNAP29’a baglanir ve syntaxin17 ile olan
etkilesimini engeller, boylece konaga ait bu iki SNARE
proteininin otofagozom-lizom flizyonuna aracilik
etmesini onler. Bunun sonucu olarak tamamlanmamis
otofaji sekillenir ve bu durum otofagozom birikimini
ve hiicre digi viral Uretimi artirir. Ancak bu durum viral
protein sentezini etkilemez. Bu bulgular, viruslarin
SNARE proteinlerinin islevini bozarak otofagozom
degredasyonunu nasil engelleyebilecegine giizel bir
ornektir (45).

immin virusu-1

insan (HIV-1)

kendine ait yeni virion olusumunu

yetmezlik
enfeksiyonu,

kolaylastirmak
neden olur. LC3, HIV-1’e ait bir protein olan Gag’in

icin otofajik yolagin yikilmasina
virion cekirdek yapisal proteinlerine islenmesini
kolaylastirir. Diger bir HIV-1 proteini Nef, otofajinin
merkezi dizenleyicisi olan Beclin-1 ile etkilesime
girerek otofagozom olgunlasmasin1 engeller. Nef’in
viral genomdan silinmesi, viral kapsid proteini olan
p24’lin otofajiye bagimli bozulmasina neden olur.
HIV-1, Gag proteini olusumu icin otofaji indiklemeyi
gerektirir, ancak virion uUretimini artirmak icin bu
yolagin degredasyon yetenegini inhibe eder (30).

Ayn1 Aileden Olan Viruslarin Birbirleri ve
Otofaji ile iliskisi

Bircok virus otofajik mekanizmay1 kendi yaralarn
dogrultusunda kullanabilir. Bu durum, genetik
ozellikler yonunden birbirine yakinlik gosteren ve ayni
aileye mensup viruslarin otofajiyi kendi yararlan icin

benzer sekilde kullanabileceklerini dustindirmustur.

Ayn aileye ait viruslarin otofajiile iliskileri farklibik
gosterebilir. Bircok vakada genetik olarak yakin iliskili
viruslarin otofajik bozulma ve sinyal verme Uzerine
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cok farkli etkileri oldugu gosterilmistir. Buna en
glizel ornek; Picornavirus ailesi lyesi Coxsackievirus
B3 (CVB3) ve Poliovirus’tur. Coxsackievirus, otofajik
sinyal vermeyi ve otofagozom olusumunu indukler
ancak enfeksiyon esnasinda otofagozom iceriklerinde
cok az veya hic bozunma olmaz (43). p62, otofaji ile
etkili bir sekilde bozunan spesifik bir substrattir; bir
hiicre icindeki p62 miktan, hiicrenin otofajik etkinligi
iletersorantilidir (5). Busebeble, p62 birikimi, otofajik
akinin engellendigin gosteren iyi bir belirtectir. P62
normal olarak baslamis ve tamamlanmis bir otofaji
fakat CVB3
ile yapilan deneysel bir calismada p62’nin degrede

mekanizmas1 sonunda degrede olur,

olmadig1 gozlenmistir (46). CVB3’de gozlenen bu
durumun tersi olarak, poliovirusun p62’nin lizozomal
olarak parcalanmasinin da dahil oldugu komple
indikledigi (42). Aynca CVB3
tarafindan degredasyonun inhibasyonu icin hiicresel

otofajiyi kesindir
hedef faktor olarak, bakterisidal/gecirgenlik arttirici
protein (BPI - bactericidal/permeability-increasing
protein) katlama iceren B ailesi 3 (BPIFB3 - fold-
containing family B member 3) belirlenmistir (47).
Deneysel olarak BPIFB3’lin susturulmasi, hem otofajik
bozunmay1 hem de CVB3 replikasyonunu arttirr,
ancak bu islem Poliovirus icin tekrarlandiginda
virusun replikasyonunu etkilemez, bu durum iki ayn
aileye mensup virusun otofajiyle birbirinden farkli bir
iliskiye sahip oldugunun 6nemli bir 6rnegi ve kanmtidir
(40).

Baska bir ornek olarak birbiriyle yakin iliskili iki
herpes virus; HSV ve Varisella Zoster Virus (VZV),
otofajik degredasyon ile farkli iliskilere sahiptir.
Bu iki virus, enfeksiyon esnasinda otofajik cevabi
indiikler fakat bu cevabin sonucu iki virus icinde
oldukca farklidir. HSV, otofajik sinyallesmeyi inhibe
etmek icin ICP34.5 ve US11 olmak lizere iki proteini
kodlar; ancak VZV ‘da bu proteinleri kodlayacak
genler bulunmadigindan bu proteinlerin her ikisi icin
de homologlan kodlayamaz. Bunun sonucu olarak HSV
enfeksiyonunda farkli olarak degradatif otofaji inhibe
edilirken, VZV enfeksiyonunda otofajik degredasyon
engellenmez (32).



Viral Zarflarin
Membranlarin Rolii

Olusumunda  Otofajik

Cesitli kullanarak kendi

zarflarin1 sentezledigi cesitli arastirmalarla ortaya

viruslarin  otofajiyi

konmustur. Bu olguyla alakali en onemli orneklerden
biri (HBV)’nun kendi
olusturmak icin otofaji mekanizmasini kullanmasidir.

Hepatit B Virusu zarfinm
HBV’ye ait olan X proteini, fosfatidilinositol-3-
kinaseclass 3 (PI3KC3) ve protein kinaz (DAPK)
ile baglanarak bunlar aktive eder ve otofajik
sinyalizasyonu baslatir (48), otofajik bozunmay1 ise
inhibe eder (31). Bu siirecin sonunda enfeksiyon
sirasinda olusan ve bozunma sekillenmedigi icin
biriken otofajik membranlar viral zarflama icin
kullanilir (49).

Epstein-Barr virusunun (EBV)
fiziksel

membranlar lrettigi gozlenmistir. Bliylik zarfli bir

otofaji yolunu

bozarak aym zamanda olarak viral
DNA virusu olan EBYV, viral membran olusturmak icin
hiicresel membran havuzundan vyararlanir. Ayrica
EBV’nin Rta transkripsiyon faktori, otofaji genlerinin
ekspresyonunu tesvik eder (29). Bununla birlikte,
EBV enfeksiyonu sirasinda otofagozom olusumu
uyanlirken, olusan bu otofagozomlar lizozomlarla
kaynasmazlar, bunun sonucunda ayni HBV orneginde
oldugu gibi otofagozom bozunumu engellenir. Bu
inhibisyonu EBV kendi virus parcacigi {retimi igin
kullanir. Buna ek olarak, EBV’nin enfeksiyon sirasinda
otofajik membranlar stabilize ettigi ve sitozolik
olgunlasma sirasinda zarf icin bu zarlar kullandig

bilinmektedir (50).

HPV’nin oldugu enfeksiyonda,
otofajinin rolu ve bu rol sirasinda zarf olusumu icin

neden viral
ortaya cikan urinlerin kullanmasi dikkat cekmistir.
HPV otofajiyi indiikler, bunu yaptiktan sonra genom
replikasyonu ve viral zarf olusumu icin bu hicresel
surecin bilesenlerini kullamir. Fakat bu tespitlere
ragmen HPV enfeksiyonu sirasindaki otofaji bilesenleri
ile virus belirleyicileri arasindaki etkilesimde rol
oynayan mekanizmalar halen tartismalidir (49).

Lizis Olmadan Otofajik Cikis

Viruslar ile otofaji arasindaki iliskiler arasinda
ki belki de en ilging fenomen, bircok yayinda AWOL
olarak isimlendirilen Lizis Olmadan Otofajik Cikistir
(1).

Virion cikisinda otofajinin etkisinin gorulmesi ilk
olarak Poliovirus arastirmalarinda goze carpmistir.
Yapilan calismada enfeksiyondan alti saat sonra
Poliovirus ile enfekte edilmis hiicrelerde belirgin
bir hiicre lizisi gozlenmemistir. Bununla beraber
virus partikulleri hem hicre icinde hem de hicre
disinda tespit edilmistir. Bu durum beklenmeyen bir
durum degildir, fakat LC3 miktarnn deneysel olarak
azaltildiginda, hiicre ici virus miktarinda iic katlik
bir azalmaya neden olurken hiicre disindaki birikimin
20 kat azaldigimin tespit edilmesi arastirmacilarin
dikkatini cekmistir. Arastirmacilar bu bilgiler 15181nda,
poliovirus enfeksiyonunda gec olusan cift zarfli
vezikillerin yani otofagozomlarin, bulasici virionlan
ve diger

sitoplazmik  bilesenleri icerebilecegi

hipotezini ortaya cikarrmslardir.  Bu hipotez
arastirmacilari baska bir hipoteze daha yoneltmistir,
bu da enfekte olmus hiicrelerin membranlarinin virus
icin litik olmayan bir viral kagis yolagi saglayabilecegi
hipotezidir. Fenomenin ad1 “Out Lysis” ile “Autophagic
Daha

sonra, Pichia Pastoris ve Dictyostelium Discoideum

exit” veya “AWOL” olarak adlandinlmistir (1).

ile yapilan calismalarda, otofajinin kanonik olmayan
bir salg yolagim tesvik ettigi bulunmustur (51). Bu
bilgilerin dogrultusunda arastirmacilar poliovirus
ve morbillivirus gibi baz1 zarfsiz viruslarin hiicreye
zarar vermeden cikmasinda otofaji mekanizmasim
kullanilabilecegini diisiinmiistiir (52). Ama viruslar igin
bu cikis yollan ayrintili olarak belirlenemediginden
bu durum su an icin gercege yakin bir hipotez
konumundadir.

Viroporinlerin Otofajideki Rolii
Viroporinler kucuk, genellikle hidrofobik, cok

fonksiyonlu, viruslar tarafindan uretilen, konakc

hiicrenin membranindaki oligomerik iyon kanallarina
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veya gozeneklerine yerlesen ve bu kanallan daha
gecirgen hale getiren proteinlerdir. Bu ozellikleri
sayesinde virionlarin hiicreden ¢ikmasini kolaylastirir
ve cogalma hizlanm arttinr. Hicrelerin zarlarim
degistirerek enfekte hiicrelerden virus salimimin
kolaylastirirlar (53).

Virus kaynakli bu hidrofobik yapilarin yani
viroporinlerin otofajiyle olan iliskileri de tespit
edilmistir. influenza virusunun virion morfogenezisi
(M2) (54). M2

proteininin, ayn1 zamanda otofajinin bozulmasi icin

icin Matrix Proteini gereklidir
gerekli olan ve LC3 ile etkilesen bir alan (domain)
icerdigi tespit edilmistir Bu ozelligi sayesinde M2,
otofagozom-lizozom flizyonunu bir viroporin olarak
engeller ve otofajiye engel olur (27).

Genel olarak bir viroporinde olmasi gereken
yapisal motiflere sahip olan ve rotavirus enfeksiyonu
sirasinda salinan bir protein olan NSP4’iin normal
gorevi ER’den kalsiyum salimmidir (55). Yapilan
calismalarda bu proteinin otofajik sinyallesmeyi
tetikleyen bir etki yaratarak otofajiyi uyardigi tespit
edilmistir (56).

Poliovirus proteini

LC3-1I'yi
ile enfekte hiicrelerde gorilen cift

olan 2BC’nin tek basina

ekspresyonu indukleyebilir, ancak
poliovirus
membranli yapilarin olusumu icin hem 2BC hem de
poliovirus protein 3A’nmin ekspresyonu gereklidir (1).
Otofagozomlari olusumu icin her ikisinin birlikte ifade
edilmesi gereken, poliovirus 3A ve 2BC’nin de otofaji

ile iliskili viroporinler oldugu bildirilmistir. (16).
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SONUC
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otofajiyiindiikledigi ve/veya bu yolu kendi kazanimlar
icin maniplile ettigi spesifik mekanizmalar bulunmaya
calisilmaktadir.

birlikte, otofajiyi dlizenleyen spesifik molekiiller

Otofajik alan hizla ilerlemekle
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patojenlerle savasta guiclu bir silah olabilir.
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virus
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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Ozel saklama kosulu gerektiren veya soguk zincire tabi ilaclar
ve uygulamalar ac¢isindan degerlendirmeler

Berrin KUCUKTURKMEN', Asuman BOZKIR'

OZET

Soguk zincir; sicakliga hassas bir tibbi Uriiniin

hammadde asamasindan ambalajli nihai urine

donusiip kullaniciya ulasincaya kadar gecen siirede
ruhsat sahibinin  0ngordigli onaylanmis  sicaklik
araliklan icerisinde kalmasini saglayan, depolama,
tasima ve dagitiminda uygulanan 0ozel saklama
kosuludur. Soguk zincir uygulamasina tabi Urinler;
imminomodiilatorler, monoklonal antikorlar,
hormonlar, enzimler, buyiime faktorleri, plazminojen
aktivatorleri, koagulasyon faktorleri ve immunolojik
urinler seklinde simiflandirilabili.  Soguk  zincir
uygulamalarinin biyofarmasotik iriiniin  endistride
Uretiminden, dagitimina ve uygulanmasina kadar her
asamasinda saglanmasi gerekmektedir. Soguk zincir
kirilmast durumunda driinlerin uygulanmasi hasta
sagligi icin risk olustururken, bu iriinlerin bozularak
kullamlan hammaddelerin

atilmasi, Uretiminde

ve yontemlerin maliyetli olmasi nedeniyle ke

ekonomisine zarar vermektedir. Biyofarmasotik
urtinlerin, yapisinda yer alan protein(lerin) kararsizligi
nedeniyle soguk zincir uygulamasina ihtiyac duydugu
saptanmistir. Bu derlemede; biyolojik ve biyoteknolojik
Urtinlerin tasinmasi, saklanmasi ve dagitimi sirasinda

ve uriin kalitesinin

ABSTRACT

Cold chain; is a special storage condition applied
in the storage, transportation and distribution, which
ensures that the temperature-sensitive medicinal
product remains within the approved temperature
ranges prescribed by the registration holder from
the raw material stage to the packaged final product
until reaching the user. Products subject to cold chain
application can be classified as; immunomodulators,
monoclonal antibodies, hormones, enzymes, growth
factors, plasminogen activators, coagulation factors,
immunological products. Cold chain applications
determined by the authorities need to be supplied at
every stage ranging from the industrial production,
distribution and administration of biopharmaceutical
products. While the application of products in case of
cold chain breakage poses arisk to the patient health, the
disruption of these products causes pecuniary damage
to the country economy because of the use of expensive
raw materials and methods in the production of these
products. In this review, the cold chain conditions
applied to biotechnological and biological products to
avoid the loss of activity and to provide stability at

every stage during transport, storage and distribution

aktivite kayb1 yasanmamasi have been extensively assessed. Unlike synthetic drugs,
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her asamada stabil kalmasi icin uygulanan soguk
zincir kosullart kapsamli olarak degerlendirilmistir.
Ayrica, biyofarmasotik uriinlerin temel yapisi olan
proteinlerin degredasyon yollar1 ve degredasyona

neden olma kosullarinin preparatlar Uzerindeki
etkileri incelenmis, donma ve sicakliga maruziyetin
protein stabilitesi Gizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
Bu kapsamda asilardaki soguk zincir uygulamalar,
asilarin nakli ve saklanma kosullar1 acisindan verilen
orneklerle degerlendirilmistir. Bunu takiben soguk
zincir yonetimi ile ilgili uluslararas1 diizenlemeler,
kilavuzlar ve Tirkiye’deki soguk zincir uygulamalarina

yer verilmistir.

Anahtar Kelimeler: soguk zincir, protein

degredasyonu, liyofilizasyon, asi, stabilite

biopharmaceutical products were found to require
cold chain application due to protein instability. In
addition, the degradation pathways of proteins, the
basic structure of biopharmaceutical products, and the
effect of degradation causing conditions on preparations
were examined and the effect of exposure to freezing
and exposure to temperature on protein stability was
evaluated. In this context, cold chain applications have
been evaluated with the examples given for transport
and storage conditions of the vaccines. Following this,
international regulations and guidelines on cold chain
management and cold chain applications in Turkey have

been included.

Key Words: cold chain, protein degradation,

lyophilization, vaccine, stability

GIRIS

Hastaliklarin tanisinda, tedavisinde ve
hastaliklardan korunmada kullanilan tibbi urlinlerin
Uretiminde saglanan stabilitenin raf omri boyunca
korunmas1 icin etiketlerinde belirlenmis saklama
kosullarina uyulmalidir. Baz1 tibbi urlnler icin ozel
saklama kosulu veya soguk zincir uygulamalan
gerekmektedir. Soguk zincir; sicakliga hassas bir
tibbi Uriiniin hammadde asamasindan ambalajli nihai
urine donusup kullanmciya ulasincaya kadar gecen
slirede, ruhsat sahibinin 6ngordigli onaylanmis

sicaklik araliklan icerisinde kalmasim saglayan,
depolama, tasima ve dagitiminda uygulanan o&zel
saklama kosuludur. Uriin kalitesi ve stabilitesinin
degismemesi icin tasima sirasinda soguk zincir
sicakliginin devam ettirilmesi, bu amacgla sicakliginin
kontroliiniin saglanmasi zorunludur (1). Bu nedenle
derlemede soguk zincire tabi biyolojik/biyoteknolojik
urunlerde stabilitenin Urinun kullanimina kadar
korunmasi icin neden soguk zincirle saklanmasi

gerektiginin WHO (World Health Organization), ICH
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(International Conference on Harmonisation) ve EMA
(European Medicines Agency) kilavuzlarinca belirtilen
soguk zincir uygulama kurallarinin ve ilkemizdeki
uygulamalarin anlatilmas1 amaclanmistir.

Biyofarmasotik (Biyolojik/Biyoteknolojik)
Uriinlerin Ozellikleri

Avrupa Birligi biyolojik maddeyi; biyolojik bir
fiziksel,
kombinasyonu ile

kaynaktan retilen veya ekstre edilen,
ve biyolojik test
karakterize edilen,

kimyasal

Uretim sureci kontrolliniin

saglandigi maddeler olarak tanimlamistir. Biyolojik/
biyoteknolojik tibbi driinler; immiinolojik Urinleri
(asilar), kan ve plazma urinlerini, monoklonal
antikorlari, peptidomimetikleri, gen ilaclarim ve
rekombinant DNA teknolojisi ile uretilmis protein ve
peptid yapida ilaclan icerir (2).
drunlerin biyuk

Biyofarmasotik cogu

molekillli, karmasik ve  altbirimli  yapilar



icerirler. Biyofarmasotiklerin biyolojik kaynaklan

ve Uretimleri kendilerine ozglidur ve Uretimin

her asamasi icin hassas biyokimyasal analizler
gereklidir. Biyofarmasotik aktif maddelerin yapisal,
islevsel, guvenlilik ve etkililikleri ile ilgili ozellikleri
ana yapilannin yanmisira Uretim metodlaryla da
iliskilidir (3,4). Calismalarimizda uygulanan farkl
formiilasyonlar, formilasyon vyardimci maddeleri
ve uygulamalar ile biyolojik/biyoteknolojik etkin
maddelerin ve antijenlerin etkinlikleri stabiliteleri
korunarak artirnlmistir (5-9). Degisken oksidasyon
durumlari, molekiillerin agregasyonu, disiilfiir baglan
olusturmalari, amidasyon, glikozilasyon gibi Uretim
sonras1 goriilen yapisal degisimler biyofarmasotik
urunleri farkli kilar. Baz1 biyofarmasotiklerin tretim
asamasinda hucreler veya organizmalar da yer alir.
Bu da molekiiler karakterizasyonlarini tam olarak
(10).

molekiiler yapisindaki kovalan ve kovalan olmayan

belirlemeyi giiclestirir Biyolojik  Urtnlerin

etkilesimlerin, aktivite kaybina yol ag¢mamasi
icin Urlin stabilizasyonunun saglanmasi ve soguk
zincir uygulamasi ile bunun surdurulmesi de onem

tasimaktadir (11).

Soguk zincir ile tasinan bu {riinler, izole edilen

veya rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen iyi
karakterize edilmis proteinleri ve polipeptidleri kapsar
(12). Bu drlinler; immiinomodiilatorler, monoklonal
antikorlar, hormonlar, enzimler, biiyime faktorleri,
plazminojen aktivatorleri, koagiilasyon faktorleri,

imminolojik trinler seklinde siniflandinlabilir.

Protein Yapisi ve stabilizasyonu

Proteinik molekillerin baslica birincil, ikincil,
Uciincul ve tersiyer yapilan yanisira yapilar arasinda
spesifik olmayan hidrofobik etkilesimleri, spesifik
etkilesimleri (tuz kopriileri, hidrojen baglan, disilfir
baglart) goriilir. Baz1 protein molekiillerinin ise
distilfir baglarinin kovalan olmayan etkilesimleriyle
birkac polipeptid zincirinin birlesmesi ile olusan
dordiincul yapilan da bulunur. Proteinik yapilar
islevleri ile dogrudan iliskilidir. Yapinin seklini bozacak
her turli olumsuz etki proteinik yapinin biyolojik

aktivitesini engeller (12, 13).

Proteinler; dogal cevrelerinden uzaklastiginda

kararsiz yapidadirlar. Proteinlerin kararsizliklarina
neden olan faktorler ve stabilizasyon yollarn Tablo

1’de Ozetlenmistir. Biyolojik/biyoteknolojik Uriinlerin

Tablo 1. Protein kararsizligina etki eden faktorler ve proteinlerin stabilizasyonu [14].

Protein Kararsizligi

Protein Stabilizasyonu

Kimyasal Yapisal Mutasyonel
-Cozelti olusturma
- Hidroliz -pH )
-Immobilize etme
- Oksidasyon -Hidrofobik yap1
-Kofaktor/Substrat
- B-Eliminasyon - Basing
. ekleme
- |zopepdid olusumu - Sorbsiyon

- Rasemizasyon - immobilizasyon

- S-S yer degistirmesi -Metalbaglanmasi
- Tiyo/S-S alisverisi - Sicaklik/Is1
- Maillard reaksiyonu - Surtinme

- Liyotropizm

. -Asin sogutma
-Dizilim degisimi .
-Capraz bag olusturma
-Kimyasal modifikasyon
-Kat1 formda tutma
-Dondurma

-Mutasyon
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tamponlama kosullarn korunmazsa ¢ozunurlikleri
azalir ve biyolojik aktiviteleri kaybolur. Proteinik
molekiiller Tablo 2’deki

aktivitelerini kaybedebilir (14).

reaksiyonlar  sonucu

Proteinlerin dogal yapisi ve saklama kosullarina

gore raf omri degismektedir. Her protein icin
uygun saklama kosulu kendine ozgiidiir. Proteinlerin
saklama sicakliklar degisiklik gostermektedir (Tablo
3). Uriinleri mikrobiyal ve proteolitik degredasyondan
korumak icin gerekli onlem alinmalidir. Liyofilizasyon
islemi degredasyonu azaltarak proteinin uzun sureli

saklanmasini saglayabilir (15).

Protein ve peptid yapili formilasyonlarda
karsilasilan en buyuk sorun raf omirleri suresince
stabilitelerinin saglanma giicliigiidiir. Proteinler, en
stabil oldugu sicaklik ve pH kosullar altinda muhafaza
Cogu protein buzdolabi
stabildir ve liyofilize Urlin olarak bulunmaktadir
(16).

normal buzdolab1 sicakliginda saklamak, kimyasal

edilmelidir. kosullarinda

Bazi durumlarda, peptid ve proteinleri

ve fiziksel bozunmasina karsi korumada yeterli
olmayabilir. Ornegin; sigir insiilinini deamidasyon
ve polimerizasyon reaksiyonlarindan korumak icin
-20 °C’de saklamak gerekmektedir (17). Donma-
cozme dongiileri protein stabilitesini bozabilecegi
icin Urunlerin dondurulmus halde tek kullanimlik

flakonlarda saklanmasi en iyi yoldur (15).

Proteinlerin,
denatiirasyonlarina yol

yapisal degisimlerine ve

acan mekanizmalar
onlendiginde en kararli hale ulasirlar. Bu ylizden
proteinlerin  kristalize formlart ya da yogun
viskoziteye sahip camsi amorf matris formlari (6rnegin
liyofilizasyon veya puskiirterek kurutma yontemi
kullamlmis Urun) oldukca stabildir. Protein yapili
biyolojik/biyoteknolojik Urlinlin stabilizasyonunda
kullanilan her yontemin amaci, uygun bir raf
omrii saglamaktir. Biyomolekiillerin stabilizasyonu
amaciyla geleneksel yontemler (liyofilizasyon, katki
maddelerinin kullanmimi, puskirterek kurutma) ve
yeni yontemler (asinn sogutma, permazim yontemi)
kullanilmaktadir.  Liyofilizasyon, biyomolekullerin
stabilizasyonu icin en cok tercih edilen yontemdir

(14, 18, 19).

Liyofilizasyon
Protein yapisindaki aktif maddelerin cogu
parenteral olarak kullamlmaktadir. Cozelti

stabilitesi dusiik oldugundan, stabiliteyi artirmak
ve raf omriinii uzatmak icin cogunlukla liyofilize
edilirler. Spiers ve arkadaslan (1999) tarafindan
mukozal ve parenteral asilama icin hazirlanan
rekombinant V ve F1 antijenlerini iceren mikrokure
formulasyonunun eldesinde liyofilizasyon yontemi

kullamlmistir. Rekombinant V ve F1 antijenlerinin

Tablo 2. Protein yapili biyofarmasotik Urtinlerde degredasyon mekanizmalari

Stabiliteyi Bozan Kimyasal Durumlar

Stabiliteyi Bozan Fiziksel Durumlar

1. Hidroliz
Deamidasyon
Molekiil ici Aminolizis
Transpeptidasyon

. Oksidasyon

. Rasemizasyon

. B-Eliminasyon

g AN W N

. Disiilfiir Yerdegisimi

Denaturasyon
Yiizey Adsorpsiyonu

Agregasyon

= PP s

Presipitasyon
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Tablo 3. Proteinlerin saklama kosullarinin karsilastirilmasi [15].

Saklama Kosullar

-20°C’de etilen glikol veya

-20°C’den -80°C’ye kadar

Karakteristik 4‘_C"de . %25-50 gliserol icinde dondurulmus veya sivi azot Liyofilize

¢oziinmiis S P

¢oziinmiis icinde
Genel raf omrii 1Ay 1Yl Birkac yil Birkag yil
Gerekli steril
estllar e Evet Genellikle Hayir Hayir
eklenen
koruyucular
Bir kez;

Bir iiriiniin - o Bir kez; donma-cozme dongusi !'ly.c')ﬁ.l.lze bl

Cogu kez Cogu kez . . urtinin coklu
kullanmilma sayisi proteinleri degrade eder. kullanim

elverissizdir.

37°C’deki konsantrasyonu ve immunolojik aktivitesi
iki haftanin lizerinde degismeden kalmistir (20).
Liyofilize tozlar, sulandirnlmadiklan siirece oldukca
stabildirler. Ornegin Activase® liyofilize toz, kontrollii
oda sicakliginda dort yildan daha fazla saklansa
dahi onemli bir aktivite kayb1 gostermemistir (21).
Liyofilizasyon genel olarak basarnli bir yontem
olsa da islem suresince veya saklama kosullarinda
proteinler inaktif duruma gecebilmektedir. Liyofilize
proteinlerin degredasyonuna cogunlukla neme bagli
agregasyon neden olmaktadir (17). Alblimin, insulin,
B-galaktosidaz ve riboniikleaz A gibi proteinlerin
¢cozelti icindeki agregasyonlar1 non-kovalent gliclere
kat1 haldeki

giiclere baglidir. Ornegin; alblimin nem icerigi yiiksek

bagliyken, agregasyonlarn kovalent
oldugunda agregasyona ugrar ve coziinirligi azalir.
Liyofilize B-galaktozidazda vyapilan bir calismada
yiiksek su miktarinin denatiirasyon oranini artirdig
(22).
bilesenlerinin kristalizasyonu,

gozlemlenmistir Liyofilize yapilarin amorf

saklama suresince
gozlenen bir diger olaydir. Su adsorpsiyonu ¢cokmeye
ve molekiiler hareketliligin azalmasina neden olurken,

kristalizasyonun gelismesine yol acar (23).

Uriiniin  saklama siiresince stabil kalmasi icin,
saklama sicakligi cams1 gecis sicakliginin altinda
olmak zorundadir. Protein degredasyonu, Tg’den daha
dusuk sicaklikta (cams1 durumda) azalmakta bunun
aksine Tg’ye yakin sicakliklarda (kaucuk durumda) bu
oran artmaktadir (23).

Bitmis Urin formilasyonuna eklenen yardimc

maddelerin  dogru secimi, kurutma zamaninin
kisalmasina yardim eder ve stabil bir driin
olusturulmasini saglar. Protein cozeltisinin

stabilitesinde; konsantrasyon, sicaklik, pH, tuz ve/
veya eklenen koruyucu turu gibi stabiliteyi bozan
olasi etkenlerin, suyun asamali olarak uzaklastirildig
dondurma asamasinda onemli degisiklikler meydana
getirdigi  bilinmelidi. ~ Dondurma  kosullarinin
optmizasyonu, homojen bir bilesim ve dokuya sahip
donmus protein konsantrasyonu olusturmada onem

tasimaktadir (14).

Soguk Zincir
Biyoteknolojik Urilinlerin cogu reaktif yapida

olup kararsiz ve pahalidir. Proteinik yapilan
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sicaklik, karistirma suresi ve hizi, formilasyona
giren maddelerin eklenme sirasi, pH ayarlanmasi ve
kontrolu, filtre ve kaplann yiizeyleriyle temas etme
suresi gibi cevresel kosullara ve imalat kosullarina
kars1 cok hassastir. Bunun sonucunda Uretimi,
ambalajlanmasi ve saklanmasi son derece dikkat
gerektirir ve kullanmldigi tim alanlarda yapisinin

kontroliiniin saglanmasi gerekir (24, 25).

Soguk zincir, biyolojik/biyoteknolojik uriinlerin

ve ozellikle asilarin  saklanmasinda kullanilan
sicaklik kosullarim iceren sistemdir. Uriinleri iiretim
noktasindan uygulama noktasina kadar, oOnerilen
sicaklik araliklarinda tutmak icin tasarlanan bir

dizi uygulamadan meydana gelmistir (Sekil 1). Alt

satirdaki oklar biyolojik/biyoteknolojik uriinlerin
saglik tesislerine akisim, st satirdaki oklar
verilerin toplanip, kaydedilip, kontrol ve analiz

edilip, raporlanip yedeklenerek sonraki zincirdeki
akisim gosterir. Bu diziyi takip etmek soguk zincir
performansinin diizenli izlenmesini ve soguk zincir
uygulamasi ile ilgili gerekli bilgilerin toplanmasini
saglar (26).

Bu boliimde soguk zincir isleyisi asilar tUzerindeki
orneklerle anlatilmistir ancak genel kurallar1 tum
soguk zincire tabi ilaclar icin gecerlidir.

Asilarda Soguk Zincir Uygulamasi

Giivenilir bir as1 soguk zincir sistemi olusturmak
icin, asagida belirtilen temel prosediirler takip
edilmelidir:

- Asilar ve dilue edici maddeler her asamada
gerekli sicaklik araliginda saklanmalidir.

- Asilarin paketlenmesi ve tasinmasi tavsiye
edilen prosediirlere uygun olarak yapilmalidir.

- Asilama siiresince de soguk zincir kurallarina
uyulmalidir (24).

FDA (Amerikan Gida ve ilac Dairesi) ve Amerikan
Halk Sagligi Birimi tarafindan desteklenen Asi Yan
Etki Bildirim Sistemi (The Vaccine Adverse Event
Reporting System-VAERS) verilerine gore, 2000-2013
yillar1 arasinda ABD’de raporlanan asilama hatalarinin
%23’Unun saklama ve hazirlama asamalarindan
kaynaklandig1 tespit edilmistir (Sekil 2). Bu hatalarin
coguna asinin stabil oldugu saklama sicakligi disinda
tutulmas1 veya tavsiye edilen saklama sicakligindan
daha disiik bir sicakliga maruz kalmasi neden
Hata grubu buzdolabi/
dondurucu sicakligi uygun olmadigr ve hastalara
yanlis sicaklikta muhafaza edilen asilarin uygulandig

olmustur. verilerinde,

belirlenmistir (27).

Uretici firma

Talebin saglanmasi

Yillik istatistikler ve tahminler

< R

Analiz

/

Ayhk rapor/kontrol

,3/

Gunlak kayrt

a/‘

—

’ Uygulama

Sekil 1. Soguk zincir asamalan [26]
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2,500 -

2,000

Raporlar

Hata Grubu
= = Uygun olmayan dénem
e Saklama/Dagitim
=== Yanhs asi
= Genel hatalar

==+ Yanhs doz
=== Y 6netim hatalan

Yil
Sekil 2. 2000-2013 yillar arasi asilama hatalar1 dagilim grubu VAERS raporu.

Asilar icin Gerekli olan Sicaklik

Asilar cevre kosullarina hassas biyolojik Urtinlerdir.
Baz1 asilar donmaya, bazilar sicaklik artisina veya
15182 duyarlidir. Asinin etkisi, yani asilanmis hastada
yeterince koruma saglamasi, asinin uygun olmayan
sicaklik kosullarina maruz kalmasi ile azalabilir ve
kaybedilen etki (biyolojik aktivite) tekrar kazanilamaz.

Asilarin kalitesi ve stabilitesi belirli sicakligi saglayan
soguk zincir uygulamasi kullanilarak korunur. En cok
kullamlan asilar icin saklama sicakliklarn Tablo 4’te
verilmistir ve dondurulmus asilarda -15 ile -25°C
arasl, buzdolabinda saklanmasi gereken ve asla
dondurulmamasi gereken asilarda ise +2 - +8°C arasi

sicaklik olarak belirlenmistir (28).

Tablo 4. Soguk zincirin her asamasinda bazi asilarin tavsiye edilen saklama sicakliklari.

As1 Merkez Depo

Bolge Depolan

ilVilce Saghk Ocag

Depolama siiresi 6 Ay

3 Ay

1 Ay 1 Ay

Oral polio
Kizamik -15°Ciile -25°C arasi

Kabakulak

-15°Cile -25°C arasi

-15°Ciile -25°C arasi -0°Cile +8°C arasi

DBT
HepB
DT
Td
T
BCG

-0°Cile +8°C arasi

-0°C ile +8°C arasi

-0°C ile +8°C arasi -0°C ile +8°C arasi
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Donmaya ve Istya Karsi Hassasiyet

duyarliigr  Sekil
kategoride

Asilarin  degisen 1siya kars

3’de gosterilmektedir. Bu asilar alti
incelenmektedir. Istya en hassas grup A grubu, en az

hassas olan F grubudur (24).

Saklama kosullarn 1stya hassasiyet gosteren
liyofilize asilarin sadece acilmamis flakonlarinda
gecerlidir, cogu liyofilize asilar rekonstitiie edildikten
sonra etkisini hizlica kaybeder. Asilama esnasinda
veya ilk 6 saat icerisinde +2 ve +8°C arasindaki
sicakligin korunmasi saglanmalidir. Asilarin donmaya
maruz kalmasi da soguk zincir asamasinda problemler
meydana getirmektedir. Donma, 6zellikle aliminyum
adjuvanli asilarda geri donusumsiz aktivite kaybina
yol acar. Donmaya kars1 koruma ya da sv1 asilarin
kriyoprotektanlarla korunmasi, ozellikle aliminyum
hidroksit ve aluminyum fosfat gibi tuzlarin adjuvan
olarak kullamldig1 asilarda cok onemlidir. Adsorbe
asilarin (DBT ve tetanoz asisi)) donmaya maruz
kalmas1 durumunda icerisindeki aliminyum hidroksit
kristallesir ve asinin etkinliginin kaybedilmesine,
ast uygulama yerinde apse olusumuna yol actig
bilinmektedir. Difteri, tetanoz, bogmaca, hepatit B
ve Haemophilus tip b konjuge asilarinda koruyucu

maddenin formiilasyonda kullanimi en az 3 donma-

cozme dongusune kars1 asiy1 korumustur. Aluminyum

adjuvanli asilarin donmaya karst korunmasinda
yiiksek konsantrasyonda (%20) poloksamer 407 uygun
bulunmustur (29). Braun ve ark.(2009) yaptiklan
calismada, -20°C’de tekrarlanan donmaya karsi
stabil olan ve 37°C’ de 12 ay siiresince stabil kalan
yeni bir Hepatit B as1 formulasyonu gelistirmislerdir.
Bu termostabil asinin pH’s1t 5.2°dir ve orijinal as1
iceriginin yamsira %7.5 (h/h) propilen glikol, 40 mM
fosfat ve 40 mM histidin icermektedir. Propilen glikol
donmaya karsi stabilite saglarken diger bilesenler
1stya karsi stabilite saglamaktadir. Bu formiilasyonun,
tavsanlarda yapilan deneylerde lokal ve sistemik yan
etki gostermedigi, iyi tolere edildigi gozlenmistir
(30). Hepatit B asisinin stabilitesinin artirilmasi;
as1 etkinliginin saglanmasi, bagisiklik kapsaminin
uzamasi, asilama lojistiginin basitlesmesi ve soguk
zincire ait maliyetin disurilmesi acisindan onem
tasir. Kesinlikle dondurulmamasi gereken asilar;
kolera, DTaP-hepatit B-Hib-IPV (hexavalent), DTwP
ya da DTwP-hepatitis B-Hib (pentavalent), Hepatit
B, Hib, insan papillomavirlis (HPV), inaktif polioviris
(IPV),
DT ve Td’dir. Bu asilarin bir kez donmaya maruz

influenza, pnomokok, rotavirus, tetanoz,

kaldiklarinda tekrar kullanilmalarn mimkiin degildir.

Isiva oK duvarll  —) 5]\ 37 Juyarl

GrupA  |GrupB | GrupC Grup D GrupE Grup F
Oral influenza | [naktive Polioviriis (IPV) Kolera Verem (BCG) Hepatit B
Poliovigits Iapon Ensefaliti (Livofilize) | DTaP:Hepaty B-Hib-PV (Heksavalen) | losan  Papilloma | Hib (iyofilize)
(OPV) Kuzamuk yada kzamuk-kizamukerk | DTwP ya da DTyP-HepatitB-Hib | Virisi (HPV) Menmngokok A
yada izaouk-kabakulak- | (Pentavalen) Japon Ensefaliti | Promokok
kizamukgik (Livofilize) Hib (S) Tetanoz
Rotavirtis (s1v1 vada liyofilize)

Sekil 3. Soldan saga dogru 1siya en duyarli asidan en az duyarli asiya dogru gruplandirma.
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Isiga Hassasiyet

Isiga maruz kaldiginda etkisini kaybeden asilar her
zaman giines 1s181ndan veya yapay bir 1s1k kaynagindan
korunmalidir. BCG, kizamik, kizamikcik ve kabakulak
asilan bu gruptadir. Bu asilar genellikle 151k hasarindan
koruyan koyu renkli cam flakonlarda saklanir (24).

Kontrollii Sicakhik Zinciri

Asilarin  uygunlugunun saptanmasi  Kontrolll
Sicaklik Zinciri (Controlled Temperature Chain-CTC)
ile incelenmektedir. WHO, kontrollu sicaklik zincirini
sinirtll zaman araliginda +2°C ile +8°C aras1 soguk
zincirin disina ¢ikmis asilarda bir WHO-onyeterlilik
gostergesi olarak tamimlamaktadir. Asilar, +40°C nin
uzerindeki sicakliklarda sadece kullanimdan hemen
once bulunabilir. CTC yaklasimi, Ulkelere gore ozel
stratejiler veya toplu asilama kampanyalar gibi
kosullar belirlenerek kabul edilir ve asilar bir CTC’ye
gore ruhsatlandinlabilir (24).

Saglik Merkezlerinde veya Merkeze Uzak
Bolgelerdeki Saghk Kurumlarinda Soguk
Zincir

Saglik merkezlerinde asilar asagida belirtilen
maddeler uygulanarak korunabilir:

- As1, uygun sicaklikta muhafaza edilmelidir.

+2°C ve +8°C
sicaklik izleme cihazi

Sicakligin arasinda

kalmasint  saglamak icin

kullanmlmalidir.

- As1, uygun sicaklikta muhafazasini saglayacak
sekilde hazirlanmis bir as kab1 icinde
uygulanacagi bolgeye nakledilmelidir.

nakil

- Asilama siiresince, asi1 nakil kabinin istiine
kopuk koruyucu (varsa) takilmalidir.

Saglik kurulusunda, bir kisi asilarin soguk zincir
yonetiminin genel sorumlulugunu almak zorundadir.
Asil kisi olmadig1 zaman ikinci kisi bu sorumlulugun
sahibidir. Bu kisiler sabah ve gun sonunda olmak
uzere giunde iki kez as1 sicakliklarin1 kontrol etmek

ve kayit altina almak, asilar, seyrelticileri ve su
akiilerini uygun bir sekilde saklamak ve soguk zincir
ekipmanlarinin bakimini saglamaktan sorumludur. Bir
saglik kurumundaki tiim saglik calisanlarinmin, soguk
zincirin nasil izlenecegini ve sicaklik tamimlanan
degerlerin disina ¢iktiginda ne yapacaklarini bilmeleri
gerekmektedir (24).

Saglhik
Ekipmani

Merkezlerinde  Soguk  Zincir

Soguk zincir sistemi, asilarin ve seyrelticilerin
gereken sicaklik araliginda tasinmasi ve saklamasi
icin farkli tipte ekipmanlara ihtiyac duyar. Asilarin
tasinmasinda genellikle soguk ve dondurucu odalar,
buzdolaplar, soguk kutular ve bazi durumlarda
tasima icin soguk hava diizenegine sahip kamyonlar
kullamblir.

Saglik merkezi veya saglik ocaginda

ise buzdolaplann (baz1 durumlarda dondurulmus/
sogutulmus su akileri), soguk kutular ve as1 nakil
kaplar kullanilir. Asilama programlarinda kullanilan
her seviyedeki soguk zincir ekipmaninin optimum
performans saglamasi icin WHO’nun tamimladig
on-yeterlilik standartlarina veya ulusal diizenleyici
kurumlarin belirledigi ilgili teknik spesifikasyonlara

uygun olmasi zorunludur (24).

Buzdolabi1

Asilarin saklanmasi icin en emniyetli glic kaynagi
secilmelidir. Ev tipi buzdolaplarn as1 saklanmasina
ozel olarak dizayn edilmedigi icin WHO tarafindan
tavsiye edilmemektedir. 2009’dan beri tim WHO on-
yeterliligine sahip buz kapli, giines bataryali ve giinesi
direkt kullanan buzdolaplari; kullanic1 tarafindan
ayarlanamayan termostatlarla donatilmistir.
Giic kesintileri cok uzun siireli olmadiginda, bu
buzdolaplarinin sicakligi her zaman +2°C ile +8°C
arasinda olmalidir. Havanin serbestce sirkiilasyonu icin
preparatlar aralikli yerlestirilmeli, her zaman asilarin
ve seyrelticilerin etrafina genis yer birakilmalidir.
Buzdolab1, en az bir aylik as1 ve seyreltici tedarigini

saglayacak, as1 ve seyrelticilerin bir veya iki haftalik
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yedek dondurucu/
sogutucusunda en az dort su akiisli icerecek bolmeye

sahip olmalidir (31, 32).

stoklarina yer verebilecek,

Soguk Kutular

Soguk kutular, tasima sirasinda veya kisa siireli
saklamada as1 ve seyrelticilerin gerekli sicaklik
araliginda kalmasin1 saglayan su veya buz akiileri
ile kapli yatitilmis kutulardir. Modeline bagli olarak
soguk kutular, asilan iki giinliik periyotlarda veya
elektrigin olmadig1, buzdolabinin bozuk oldugu veya
buzunu ¢ozmek gerektigi zaman saklayabilir. Bir kere
paketlendigi zaman soguk kutular asi ihtiyaci olana
kadar acilmamalidir. Saglik kurulusundaki soguk
kutular as1 ve seyrelticileri saklamak Uzere eldeki
stok miktarina uygun olmalidir. Soguk kutularin,
farkli as1 saklama kapasitesine ve gereken su veya
buz akiisii sayis1 ve boyutuna gore degisen modelleri
vardir. Soguk kutular, ilcelerden saglik kurumlarina
aylik as1 stogu tasimak ve bu kurumlardan daha
uzak bolgelere, asi nakil kaplarinin yetersiz oldugu

durumlarda asiy1 tasimak icin kullanirlar (24).

As1 Nakil Kaplan

Soguk kutulardan daha kiiciik boyutta ve tasimanin
daha kolay oldugu asi1 nakil kaplari, asi ve seyrelticileri
asilama donemlerinde saglik kurumundan daha uzak
bolgelere tasimak, buzdolab1 bozuldugunda asilan
gecici olarak saklamak, ilce saglik kurumlarindan
kiiclik saglik kuruluslarina aylik as1 stogu gondermek
icin kullamurlar (31, 32). As1 tasiyicilan, +43°C’de
test edildiklerinde soguk zincirde kalma siireleri,
buz akiileri ile birlikte 18 saat ile 50 saat arasi,
soguk su akiileri ile birlikte 3 saat ile 18 saat arasi
degismektedir (24).

Soguk Su veya Buz Akiileri

Diiz, sizdirmaz plastik kaplar olan su akiileri su
ile doldurularak soguk kutu veya asi tastyicilarimin
icine bir hat boyunca yerlestirilirler. Bu sekilde
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asilarin  gerekli sicaklik araliginda tutulmasin
saglarlar. Asilarin korunmasi icin tastyici kapaklarinin
icine basilmis talimatlar uygulamak, dogru sayida
ve buyuklukte su akusu kullanmak onemlidir. En
yliksek performansin saglanmasi icin WHO tarafindan
onerilen su akiileri kullamlmalidir. Saglik kurumlan,
her bir soguk kutu ve as1 tasiyicisi icin en az 2 takim
su akisu bulundurmak zorundadir. Boylece bir set
dondurucuda veya buzdolabinda donarsa veya sogursa
diger set kullamlabilir (31, 32). Donmus buz akiileri,
-10°Cve -25° C sicakliklar arasindaki bir dondurucudan
dogrudan alinmalidir. WHO, soguk zincir gerektiren
urlinlerde kuru buz kullanimini dogru bulmamaktadir.
Uriinle dogrudan temas eden kuru buzlar donmaya
hassas biyofarmasotiklerde olumsuz etkilere yol acip

aktivite kaybina neden olmaktadir (33).

Kopiik Koruyucular

Kopuk koruyucular, bir as1 tasiyicis1 icindeki su
akilerinin Ustiine tam olarak uyan ve asi tasiyicisinin
kapaginin tamamen kapanmasini saglayan yumusak
slingerimsi ureticileri

malzemedir. As1 tasiyicis

tarafindan temin edilir. Kopuk koruyucular, asi
flakonlarinin rahatca yerlestirilmesine ve korunmasina
gore kesilir. Asilama esnasinda, acilmamis flakonlar
tasiyict icinde sogukta tutulurken, 1siya duyarli
asilarin acilmis flakonlar kopuk koruyucular icinde

sicakligin hasarindan uzun siire korunabilir (24).

Sicaklik Takip Cihazlan

Soguk  zincir  yonetimi  boyunca  asilarin
sicakliklarinin izlenmesi ve kayit altina alinmasi
zorunludur. Asilarin  dogru sicaklikta saklandigin
ve tasindigim kanitlamanin tek yolu bu siireclerde
sicaklik takip cihaz1 kullanilmasidir. Sicaklik izlem
gostergeleri cok cesitlidir. Tek Uniteye veya coklu
kutulara uygulanmasina gore, zamana bagl kiimiilatif
sicakligr olgmesi veya onerilen sicakligin asildigin
gostermesine gore degisen 30 giinlik elektronik
sicaklik kaydediciler, elektronik donma indikatorleri,

entegre dijital termometreler, civali termometreler



gibi cesitleri vardir.

WHO, United Nations International Children’s
Emergency Fund (UNICEF) gibi kuruluslar ve baz
Ulkelerin saglik bakanliklar 1siya duyarli asilarin
izlenmesinde ilk olarak Vaccine Vial Monitors (VVM)
VVM,
boyunca asilara eslik eden, asinin sicakligin1 takip
eden, dretici tarafindan asinin icinde bulundugu
flakon, ampul veya damlaliga yapistirilmis kimyasal bir

gostergelerini  kullanmislardir. soguk zincir

indikator etiketidir. Asi, soguk zincir siiresince hareket
ettikce, VVM tarafindan kumdulatif 1s1 maruziyeti
asamali renk degisimi saglanarak kaydedilir (Sekil 4).
Eger daire icindeki karenin rengi daire ile ayni renkte
veya daha koyu ise as1 yuksek miktarda 1stya maruz
VVM’nin
amaci 1stya maruz kalmis asilarin uygulanmamasini
saglamaktir. ilk olarak hangi as1 grubunun kullamlmasi
gerektigini tayin etmede yardimci olur. Eger VVM

kalmistir, kullanilmamali ve atilmalidir.

flakon Uzerindeki etikete yapistinlmissa asi flakonu
bir kez acildiginda onu izleyen 28 giinliik bagisiklama
suresi boyunca, urinin formilasyonu (siv1 veya
liyofilize) goz ardi edilerek kullanilabilir. VVM’in
etiket Uizerinden baska bir yere 6rnegin kapak uizerine
veya ampuliin boynuna yapistinldigi asilar bir kez
acildiginda asilama sonunda veya acildiktan sonra
alt1 saat icinde atilmalidir (34). As1 izlem monitorleri,
donmaya maruziyeti olcmezler. Eger asi donmaya kars

hassas ise ve donmadan siipheleniliyorsa calkalama

VVM baslangic rengi

o BERRRRRR AR RRREE o BERERBERERERERE

Bu renkte VVM've sahip asi kullamimahdir.

Kiimilatif It Maruziveti
Anlma Noktasi

!

testine basvurulmalidir.
Calkalama Testi

Calkalama testi, 0°C’nin altindaki sicakliklara

maruz kalan, donmaya karsi hassas asilarin
hasara ugrayip ugramadigini kontrol etmek icin
kullamlmaktadir. WHO tarafindan belirlenen sadece
tek bir calkalama testi
Uluslararas1 tasimalarda calkalama testi rastgele asi

ornekleri Uzerinde yapilmalidir. Fakat birden fazla

yontemi kullanilabilir.

seri tasima urlinii varsa her gruptan bir ornek rastgele
secilmelidir.

Calkalama testi icin aym dUreticiye sahip, aym
tip ve grup numarali urunlerden bir as1 flakonu
alinir ve “dondurulmus” olarak isaretlenir. Flakon
bir dondurucuda icerik tamamen katilasana kadar
dondurulur. Daha sonra eritilir fakat asla 1sitilmaz.
“test”
olarak isaretlenir. Bir elde iki flakon beraber tutulur.

Donmus olmasindan siphe edilen flakon

Her iki flakon da 10-15 saniye boyunca siddetle
calkalanmir. Diiz bir yiizeye yan yana konulan her iki
flakonda iceriklerin dibe cokmesi gozlemlenir (Sekil
5). Eger test flakon ¢okelmesi dondurulmus flakondan
daha yavassa as1 kullanlabilir, herhangi bir hasar
gormemistir. Eger ¢cokelme siiresi her iki flakonda da
ayni ise veya test flakonunda dondurulmus flakondan
daha hizli cokelti olusuyor ise as1 zarar gormustir ve
asla kullamlmamalidir (24, 31).

BEERERARARERE RN BERRRERE

Asla Hlmlmmsn gereken asi

Sekil 4. VVM’de renk degisimi ve yorumlanmasi [33].
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Kasith dondurulmus flakon

kisim

Kat
cokelti

Bu as1 kullamlabilir.

Asla
kullanmilmamalidir.

Sekil 5. Kasith olarak dondurulmus flakon ile donmasindan siiphelenilen flakonun karsilastinlmasi [32].

Eczacilarin Soguk Zincir Uygulamasindaki
Yeri

ilaclarin hazirlanmasi ve dagitiminda yetkili meslek
mensubu olan eczacilar, eczane ve hastanelerde ozel
saklama kosulu gerektiren ve soguk zincirde saklanan
ilaclarin depolanmasinda gorevlidir. Biyoteknolojik
Uriinlerin eczaneye girmesiyle eczacilarin bu triinlerin
saklanmas1 ve soguk zincir uygulamalar1 konusunda
bilgilendirilmesi, meslek ici egitim almasi Onem
kazanmistir (35). Farmasotik urunlerin kalitelerinin
glivence altinda olmasi icin saklanmasindan sorumlu
olan iretim, dagitim, bagimsiz eczane ve hastane
eczanesi personelinin nitelikli ve yeterli sayida
olmas1 gerekmektedir. Tiim sorumlu personel, soguk
zincir ile ilgili iyi saklama uygulamalar, duzenleme,
prosediir ve giivenlik egitimini almalidir. Sicakliga
duyarli biyolojik iiriinlerin saklanmasi ve kullanilmasi
ile ilgili kilavuzlara uyulmali, saklama kosullarina

bagli gelisen emniyetsiz Uriin kullanilarak insanlarin
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saglig1 riske edilmemelidir. Cogu biyolojik Griin,
urlin etiketinde belirtildigi gibi giivenlik, saflik ve
etkinliginin korunmasi icin 6zel saklama kosullar
gerektirir. Bakteriyel asilar, viral asilar ve plazma
uriinlerini de kapsayan bu tiir biyolojik/biyoteknolojik
urtinler sogutulmus veya dondurulmus saklamayi
gerektirir. saklanmasi

Disuk sicaklikta gereken

uriinler kesinlikle dondurulmamalidir.  Kontrollu
oda sicakliginda saklanabilen biyolojik iriinler de
mevcuttur. Kapali bir buzdolabinda veya dondurucuda
saklanan Uriunler elektrik kesintisi
buzdolab1 veya dondurucunun sicakligi onemli dlciide

yukselmedikce etkilerini koruyabilirler. Eczaci belirli

durumunda,

bir irlinlin etkinligi veya maruziyeti konusunda endise
ettiginde Uretici firmaya danisilabilir. Eczanede aylik
151 izlem cizelgesi ve eczane buzdolab1 ginluk 1s1
kontrol formu soguk zincir sorumlusu olan eczaci
tarafindan dizenli olarak doldurulmalidir (36).



ilgili Kilavuzlar ve Diizenlemeler

Soguk zincire tabi Uriinler i¢in mevcut durumda
tek bir standart, kilavuz, belge veya belirli bir bolgeye
uyumlu soguk zincir diizenlemesi yoktur. Bunun
yerine lretim ve dagitimlan icin bircok diizenleme,
konferans, teknik raporlar ve oneriler mevcuttur (37).
Soguk zincir yonetimiyle ilgili WHO, FDA, Kanada
Federal Saglik Bakanligi (Health Canada) ve Avrupa
Birligi Komisyonu (EC)’nun kilavuzlar bulunmaktadir.
Bu kilavuzlardaki ana fikir tibbi urlinlerin belirlenen
saklama kosullarin1  tasima siiresince saglamasi,
kontrollii saklama sicaklig gerektiren Uriinlerin uygun,
ozel bir aracla tasinmasi ve sicakligin izlenerek kayit

altina alinmas1 gerekliligidir.

WHO tarafindan farmasotik uriinlerin baslangictaki

kalitesini korumak amaciyla dagitimindaki her
Good Storage
Uygulamalar (GSP)
iyi Dagitim Uygulamalar (GDP) prensiplerine gére
GSP’ye

saklama alanlan

faaliyetin Practices-lyi  Saklama

ve Good Distribution Practice-
gerceklestirilmesi gerektigi belirtilmistir.
gore biyofarmasotik urlinlerin
iyi saklama kosullarina goze tasarimlanmali ya da
Ozellikle alanlarin temiz,

uyarlanmalidir. kuru,

yeterince aydinlatilmis ve kabul edilir sicaklik
araligini korumus olmas1 gerekmektedir. Ozel saklama
kosulu gerektiren (sicaklik ve nem gibi) durumlarda
uygun sartlar saglanmali, kontrol edilmeli, izlenmeli
(33).
Orgiitiiniin, QAS/04.068 numarali GSP uygulamalari

ve kayit altina alinmalidir Diinya Saglik
kapsaminda, farmasotik triinlerin dagitiminda gérev
alan tiim kisilere ve ureticilere yani ara iiriin ve/veya
bitmis Urunlerin Ureticileri, aracilan, tedarikcileri,
dagitimcilan, toptancilar, nakliye sirketleri vb. igin
uygulanmaktadir.  Tasima suresince ozel saklama
kosullarinin (6rnegin sicaklik ve bagil nem) gerektigi
urunlerde kontrol, izlenme ve kayit altina alma
saglanmalidir. Bu kilavuz farmasatik tiriiniin kalitesinin
tim dagitim asamalarinda saglanmasin1 amaclamistir
(38).

FDA tarafindan yayinlanan stabilite kilavuzu,
olumsuz tasima ve cevre kosullarinin riin kalitesinde

zararli etkiler olusturabildigini isaret etmistir (39).
GDP’deki eksiklikler, arastirmacilarin calismalaryla
saptanarak tasima sirasindaki sicaklik kontrolii ve
izleminin 6nemi vurgulanmistir (40).

Kanada Federal Saglik Bakanligi; tibbi driinlerin
tedarik zincirindeki Uretim, dagitim, tasima ve
satisinda gorevli kisilerin, ilacin kullaniciya ulasimina
kadar olan sorumluluklarint belirten bir kilavuz

yayinlamistir (41).

Avrupa Birligi GDP Kilavuzuna gore tibbi triinlerin
kalite
tasima siresince

dagiticilar tarafindan yiritilen sistemi,

belirlenen saklama kosullarini
saglamali ve kontrolli saklama sicakligi gerektiren

urunler uygun, ozel bir aracla tasinmalidir (42).

UsP
Uygulamalari’nda <1079> belirtilmistir (43). ilaclar

standartlar, lyi Saklama ve Tasima
ve asilarin tasima siiresince sicaklik ve nem degisimi
goriildiigt, sicaklik kayit cihazlarinin 60°C gibi
yiiksek sicaklik degerleri kaydetmesi dolayisiyla 1siya
maruziyetin belgelendigi, bu nedenle GSP ve GDP’nin

onemi vurgulanmistir (44).

ICH”1n diger otoritelerle ortak yayinladigi Q1A(R2)
(Yeni ilac Hammaddeleri ve Uriinlerinin Stabilite
Testleri) calismasina gore bir tibbi Urinun saklama
kosullar altinda termal stabilitesi, neme hassasiyeti
ve cozicli kayb1 olasiigi degerlendirilmelidir (45).
depolama,
karsilamak icin yeterli

Saklama kosullar; tasima ve sonraki

kullanim olacak sekilde
secilmelidir. Hizlandinlms ve ara urin saklama
kosulunun, etiketteki saklama kosulu disinda kisa
(Ornegin  tasima

donemli sicaklik degisimlerinin

sirasinda) Uriine etkisini degerlendirmek icin

kullanilabilecegi belirtilmistir (12).

ICH, biyoteknolojik/biyolojik urlinlerin stabilite
testleri icin yayinladigi kilavuzda saklama kosullarini
alti ana baslik altinda incelemistir (12). Bunlar
sicaklik, nem, hizlandinlmis ve stres kosullar, 151k,
ambalaj/kapak etkilesimi ve liyofilize Urinlerin
cozicl ile kanstinldiktan sonraki stabilitesidir. Bu

kilavuza gore;

- Biyoteknolojik/biyolojik bitmis urun icin kesin
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saklama sicakliklar belirlenmelidir. Ger¢cek zamanli/
gercek sicaklikta yapilan stabilite calismalarina bagli
olarak belirlenen saklama kosullari, onerilen saklama
sicakligi ile simirlandinlabilir.

-Biyoteknolojik/biyolojik  urunler  genellikle
neme kars1 koruyucu kaplarda tasinirlar. Bu nedenle
onerilen kaplarin neme kars1 yeterli koruma sagladig

ispat edilmelidir.

-Son kullanma tarihi, gercek zamanli/gercek

sicaklik verilerine dayanmalidir.

Stres kosullar1 altinda yapilan calismalar, uriine
zarar veren ve onerilen kosullarin disinda yer alan
hava kosullarinin belirlenmesinde vyararlidir. Uriin
stabilitesinde, hangi spesifik test parametresinin en
iyi indikator oldugunu degerlendirmede kullanilabilir.
ilac hammaddeleri ve ilac iiriinlerinin iizerinde,
ekstrem kosullarda yapilan calismalar degredasyon
yollarinin ortaya konulmasina yardimci olur.

Biyoteknolojik/biyolojik  uriinler  etkinligini,
safigim ve kalitesini; ambalajlardaki, paketlerdeki
ve/veya prospektuslerdeki

en uzun slrede sirdirmelidir. Bu tir etiketlemeler

talimatlarda belirtilen

ulusal / bélgesel gerekliliklere uygun olmalidir. Uriin
kalitesindeki degisiklikler, biyoteknolojik/biyolojik
uriin ile ambalaj/kapak arasindaki etkilesimlere bagh
olarak meydana gelebilir. Stabilite calismalar, dik
konumdaki Uriinde oldugu gibi, ters cevrilmis veya
yatay pozisyondaki numuneleri de icermeli, Urun
kalitesinde kapagin etkileri bulunmalidir. Cok dozlu
flakonlarda kullanilan kapagin, tekrarlanan batirma
ve cekme durumuna dayanabilecek kapasitede
oldugu gosterilmelidir. Liyofilize iirlinlerin ¢oziici ile
karistirtip sulandirildiktan sonraki stabilitesi; Urinun
ambalaji, paketi veya prospektislerin Uzerinde
belirtilen en uzun saklama siiresi ve kosullarinda

aciklanmalidir (12).

Tiirkiye’de Soguk Zincir Uygulamalan

T.C. Saglik Bakanligi’min 2009 yilinda yayimladig
Genisletilmis Bagisiklama Programi (GBP) Genelgesine
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gore, soguk zincire tabi asilarin il ve ilce diizeylerinde,
saglig
merkezlerine nakli ve bu merkezlerde saklanmasi
belirli
Genelgede; zamaninda ve istenilen miktarda as

saglik ocaklar/ aile hekimleri/ toplum

kurallar  cercevesinde yuritulmektedir.
temin edilemediginde as1 uygulamalarinda aksamalar
olacagi, kullanilan asilar etkin degilse %100 asilama
hizlarina ulasilsa bile bagisik bir toplum olusturma
hedefine ulasilamayacagi, bu nedenle soguk zincirin
olarak

bliyik onem tasidigi vurgulanmistir. Soguk zincir

GBP’nin en oOnemli bilesenlerinden biri

uygulamasinda strekli 1s1 izlemlerinin yapilarak
kayit altina alinmasinin 6nemli oldugu ve sirekli 1s1
kaydeden sistemlerin kullanmilmasi yayginlastirilmasi
gerektigi belirtilmistir. Ayrica, buzdolaplari, asi
nakil kaplar ve buz akuleri gibi uygun ekipmanlarin
kullanimina ait kurallar ve sorumlu personelin gorev
ve sorumluluklan detayli bir sekilde yer almaktadir

(46).

SONUC

Cevre kosullarina hassas yapidaki biyolojik/
biyoteknolojik Urinlerin imalat1 sentetik geleneksel
ilaclara gore daha pahali, zor ve karmasik uygulamalar
gerektirir. Uriin, bircok stabilizasyon islemi sonrasinda
kullamcilara etkin bir sekilde ulastinlmaktadir. Bu
ulasim asamasinda urinun uretimden stabil halde
cikmasi tek basina yeterli olmamaktadir. Istya duyarli
olan etkin maddeyi bozunmaya ugramadan, kararli
bir yapida formiilasyon icerisinde tutmak icin soguk
zincirle saklama, tasima ve dagitim gerekmektedir.
Uretim yerinden ecza

depolarina, depolardan

saglik merkezlerine ve eczanelere nakledilen
biyofarmasotik Urlinlerin stabilite kayb1 genellikle
tasima evresinde ortaya ¢ikmaktadir. Soguk zincirden
sorumlu personelin bu konuda yeterince egitimli
olmamasi, uygun sicaklik takip cihazlarina gore takip
edilmemesi, yanlis bilinen uygulamalar (dondurulan
baz1 as1 vb. biyolojik uriiniin ¢ozilunce tekrar aktif
olabileceginin sanilmasi) soguk zincir kirilmasim

kacinilmaz hale getirmektedir.



Soguk zincirden sorumlu kisilerin, diger saglik
calisanlan ve urunu kullanacak hastayr da saklama
kosullar1 hakkinda bilgilendirmesi gerekmektedir.
Saglik hizmetlerinde ilacin her asamasinda yetkin
ve donanimli olan eczacilarin; eczane, hastane ve
calistiklar diger ortamlarda soguk zincir uygulamalan

ve isleyisinde daha aktif olmalar gerekmektedir.

Sonucg her formunun etken

maddesinin,

olarak;
yardimci

dozaj
maddesinin, Uretim ve
formilasyon ozelliklerinin birbirinden farkli olmasi
gelistirdikleri

stabilite testleri

nedeniyle, Uretici firmalarin kendi

urunleri icin yapmis olduklarn

sonucu, kanitlanarak belirlenmis depolama kosullan
ve son kullanma tarihleri ile ilgili bilgiler son derece
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