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KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZ CALISMASI
ETIK BEYANI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirma ve Yaymn Etigi Yonergesini
okudugumu ve anladigimi ve Kirsehir Ahi Evran Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez

Yazim Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

e Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

e Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik kurallarina uygun olarak
sundugumu,

e Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

e Kullanilan verilerde ve ortaya ¢ikan sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigima,

e Tez olarak sundugum bu ¢alismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda bu konuda hakkimda yapilacak tiim yasal islemleri ve aleyhime

dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim. ...... [...... 120......

Hasan Shareef ALMUSAWI
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Bu ¢alismanin amaci, Dhi Qar vilayetindeki yenidoganlarda ishale neden olan ¢esitli
mikrobiyal tiirleri (mantar, bakteri ve protozoa) tanimlamaktir. Cocuk Hastanesinde Temmuz
ve Ekim 2023 tarihleri arasinda ishal semptomlar1 gosteren bebeklerden 110 diski 6rnegi
alimmigtir. Toplanan bilgiler arasinda bebeklerin isimleri, cinsiyetleri, muayene tarihleri ve
antibiyotik alip almadiklar1 yer almistir. Bu ¢aligmada 62'si (%56.4) erkek yenidogan ve 48'i
(%43.6) kiz bebek olmak {izere toplam 110 6rnek alinmistir. Bulgular, bakteriyel izolatlarin
toplam izolatlarin 47'sini (%56.6) olusturdugunu, maya izolatlarmin 15'ini (%18.1) ve parazit
izolatlarimin 21'ini (%25.3) olusturdugunu goéstermistir. Son bulgular ayrica Escherichia coli
enfeksiyonu prevalansinin (%84.2) oldugunu ortaya koymustur. ishalden muzdarip bebeklerin
diskilarindan farkli tiirlerde ii¢ ayri izolat elde edilmistir. Pseudomonas aeruginosa varligi
(%5.3) oraninda tespit edilmistir. Ishalli bebeklerin digkilarindan farkli tiirlerde alt1 farkli izolat
elde edilmistir. Staphylococcus aureus %10.5'lik bir prevalansa sahiptir. Buna karsilik bulgular,
yenidoganlarda ishale neden olan g¢esitli mikrobiyal tiirlerden biri olan Entamoeba
histolytica'nin (%25.3) varligin1 gostermistir. E. histolytica enfeksiyonunun erkekler arasindaki
prevalanst (14/21, %66.7) kadinlardakinden daha yiiksektir; durum, erkek olmanin E.
histolytica'ya yakalanma riskinin olduk¢a yiiksek oldugunu gostermektedir. Candida tiirleri
maya Orneklerinde Kkiiltiirel ve mikroskobik o6zelliklerin yani sira biyokimyasal testlerin
incelenmesi yoluyla tanimlanmigtir. Candida ayrica CHROM-agar Candida besiyeri
kullanilarak da tanimlanmustir. Sonuglar, Candida tiirleri arasinda en yiiksek prevalans oraninin
%60.0 ile Candida albicans'a ait oldugunu, bunu % 26.7 ile Candida glabrata'nin izledigini ve
en diigiik oranin ise % 13.3 ile Candida krusei'de goriildigiinii gostermektedir. Candida
mayalarinin tanist alti Candida izolat1 i¢in PCR teknolojisi kullanilarak dogrulanmistir. Bu
dogrulama gerekli olmustur c¢iinkii fenotipik kriterlerin belirlenmesine dayanan olagan tani
yontemleri, Candida tiirleri cinsine ait olanlar da dahil olmak iizere mayalarin tanimlanmasinda
yeterli olmamustir.

Mevcut ¢aligmaya gore, ishal vakalarinin ¢gogundan bakteriler, parazitler ve mantarlar
gibi cesitli mikrobik hastaliklar sorumludur. Ozellikle, Escherichia coli yenidoganlarda
ishalden sorumlu en yaygin bakteri olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, Candida albicans, Entamoeba histolytica,
Staphylococcus aureus
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The purpose of the current study was to identify the various microbial species (fungi,
bacteria, and protozoa) that cause diarrhea in newborns in the governorate of Dhi Qar. 110
obtained fecal samples from infants exhibiting symptoms of diarrhea at the Children's Hospital
between July and October 2023. The collected information included the infants' names, genders,
review dates, and whether they had taken antibiotics or not. The present study had a total of
110 samples, with 62 (56.4%) being male newborns and 48 (43.6%) being female infants. The
findings indicated that the bacterial isolates accounted for 47 (56.6%) of the total isolates, while
the yeast isolates comprised 15 (18.1%), and the parasitic isolates comprised 21 (25.3%). The
latest findings also revealed that the prevalence of Escherichia coli infection was 84.2%. Three
distinct isolates of different sorts were obtained from the feces of infants suffering from
diarrhea. The presence of Pseudomonas aeruginosa is detected at a rate of 5.3%. Six distinct
isolates of different kinds were obtained from the feces of infants suffering from diarrhea.
Staphylococcus aureus has a prevalence of 10.5%. Conversely, the findings indicated the
presence of E. histolytica (25.3%), one of several microbial species that cause diarrhea in
newborns. The prevalence of E. histolytica infection among males (14/21, 66.7%) was greater
than that among females, indicating that being male is associated with a considerably higher
risk of contracting E. histolytica. Candida spp. was identified in yeast samples through the
examination of cultural and microscopic features, as well as biochemical assays. Candida was
also identified using CHROM-agar Candida medium. The results indicate that C. albicans had
the highest prevalence rate of Candida spp. at 60.0%, followed by C. glabrata at 26.7%, and
the lowest rate was seen for C. krusei at 13.3%. The diagnosis of Candida yeasts was confirmed
using PCR technology for six Candida isolates. This was necessary because the usual
diagnostic methods, which rely on determining phenotypic criteria, were not adequate for
identifying yeasts, including those belonging to the Candida spp. genus.

According to the current study, various microbial illnesses like bacteria, parasites, and
fungi are responsible for the majority of diarrhea cases. Notably, Escherichia coli was found to
be the most prevalent bacterium responsible for diarrhea in newborns.

Keywords: Escherichia coli, Candida albicans, Entamoeba histolytica, Staphylococcus aureus
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1. GIRIS

Ishal, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan en fazla on dort giin boyunca giinde
iic veya daha fazla gevsek veya sivi digskilama olarak tanimlanmaktadir (WHO, 2013).
UNICEF'e (2016) gore ishal siklikla gastrointestinal bir hastaligin belirtisidir. Rotaviriis
ve E. coli bakterileri, sinirlt kaynaklara sahip bolgelerde ishalin baglica nedenleridir. Bu
mikroplar, sagliksiz su ve kontamine gidalarin yani sira kigiden kisiye bulasma yoluyla
da yayilmaktadir. Ozellikle hijyen uygulamalarmin yetersiz oldugu, temiz igme suyu ve
sanitasyon tesislerinin sinirli oldugu ortamlarda yaygindirlar (Rosenberg, 2007; Null ve
ark., 2018; Kakoullis ve ark., 2019). Ishal, 6zellikle yoksul ve orta gelirli iilkelerde ikamet
eden 5 yasin altindaki ¢ocuklar arasinda ¢ocuk Oliimlerine 6nemli bir faktor teskil
etmektedir (You ve ark., 2015; Priiss-Ustiin ve ark., 2019).2015 yilinda diinya genelinde
toplam 5,9 milyon ¢ocuk bes yasina ulasamadan hayatin1 kaybetmistir ve bu oliimlerin
%?9'u ishalden kaynaklanmaktadir. Yilda yaklasik 1,7 milyon ishalli hastalik vakasi
meydana gelmekte ve 5 yasin altindaki yaklasik 760.000 cocugun Oliimiiyle
sonuclanmaktadir (WHO, 2016). Cocuk ishalleri, hane halki diizeyinde sosyoekonomik,
cevresel ve davranigsal risk faktorleri olarak kategorize edilebilecek cesitli dolayli risk
faktorleriyle baglantilidir. Cok sayida arastirmaci bu risk faktorlerini tanimlamistir. S6z
konusu faktorler annenin yasi, ikamet yeri, egitim diizeyi, ailedeki bes yas alti ¢cocuk
say1si, tuvalet ve igme suyunun mevcudiyeti, sosyoekonomik durum, istihdam durumu
ve diger cesitli faktorleri kapsamaktadir (Amugsi ve ark., 2015; Kumi-Kyereme ve ark.,
2016; Myat ve ark., 2021). Bu risk degiskenleri birbiriyle baglantilidir ve bir¢ok nedene
bagli olarak dalgalanabilir. ishalli hastaliklarin nedeni ¢ogunlukla viral, bakteriyel ve
paraziter enfeksiyonlardan olusan c¢esitli bir spektrumdan kaynaklanmaktadir. Spesifik
neden, cografi ve iklim kosullari, konake1 6zellikleri ve sosyoekonomik kosullar gibi
faktorlere bagli olarak degisebilir (Hodges ve Gill, 2010). Noroviriis ve rotaviriis dahil
olmak tizere viral enfeksiyonlarin varligi, 2 yasin altindaki ¢ocuklarda ishal gelisiminde
birincil faktor olarak kabul edilmektedir. Bu patojenler arasinda rotaviriis en Sliimciil
olarak tanimlanmis ve ¢ocuklar arasinda en fazla sayida 6liimle sonug¢lanmistir (Tate ve
ark., 2016). Entamoeba histolytica, Giardia lamblia ve Cryptosporidium parvum gibi
parazitlerin siddetli ishal ataklarina neden oldugu belgelenmistir (Gilchrist ve ark., 2016;
Yang ve ark., 2021).

Viral hastaliklarin yani sira bakteriyel, protozoan veya parazit istilalar1 da
dizanteriye neden olmaktadir. Bu patojenler genellikle agiz yoluyla viicuda girerek,

kontamine gida veya su tiiketerek ya da kontamine nesneler veya ellerle agiz yoluyla



temas ederek kalin bagirsaga ulasir (Al-Kubaisy ve ark., 2015). E. histolytica subtropikal
ve tropikal bolgelerde yaygindir. Kolondaki epitel hiicrelerine niifuz ederek kanli ishale
neden olur, mikroabse ve iilser olusumuna yol acar (Naous ve ark., 2013). Kiiresel olarak
en yaygin Ugilincii parazit 6liim nedenidir. Prospektif arastirmalar, E. histolytica ile
enfekte olan kisilerin %4-10'unda amebik kolit gelistigini gostermistir (Edsel Maurice ve
ark., 2016).
Calismanin amaclar1

% Bebeklerde ishale neden olan bakterilerin farkli tani yontemleri kullanilarak
izolasyonu ve tanimlanmasi.

¢ Bebeklerde ishale neden olabilen parazitlerin laboratuvar yontemleri kullanilarak
teshis edilmesi.

% Bebeklerde ishale neden olabilen mantarlarin secici besiyerleri kullanilarak teshis
edilmesi.

¢ PCR teknolojisi kullanilarak ishale neden olan mantarlarin saptanmasi.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. ishal

Cocuklarda ishal, 24 saatlik bir zaman diliminde ii¢ veya daha fazla kez meydana
gelen gevsek veya sulu digkinin varligi veya hastanin normal kivamina kiyasla digkinin
sertliginde azalma ile karakterize edilir (Mohammed ve ark., 2013). Cocukluk ¢ag1 ishal
nobetlerinin cogu genellikle siddetli olmamakla birlikte, akut vakalar 6nemli dlciide s1vi
kaybma ve dehidrasyona neden olabilir. Bu nedenle, ishalin ilk belirtisinin ardindan
derhal siv1 takviyesi yapilmamasi Oliimlere veya diger vahim sonuglara yol acabilir.
Viriisler, protozoa ve bakteriler ishale neden olabilen patojenlerden sadece birkagidir
(Ahs ve ark., 2010). Gelismekte olan iilkelerdeki bireyleri etkileyen ve yasami tehdit eden
cesitli viral ve bakteriyel patojenler arasinda rotaviriis 6nemli bir patojen olarak 6ne
cikmaktadir. Akut ishalin birincil kaynagi olup, diinya genelinde bes yas alt1 cocuklarda
ishal nedeniyle hastaneye yapilan basvurularin yaklagik %401 olusturmaktadir
(Parashar ve ark., 2006). Baslica bakteriyel patojenler E. coli, Shigella, Campylobacter
ve Salmonella'dir (Ahs ve ark., 2010). Cryptosporidium, genglerde en sik izole edilen
protozoan patojen olup genellikle HIV pozitif olan bireylerde tespit edilmektedir. Kolera
genellikle ishalden kaynaklanan ¢ocuk Oliimleriyle iliskilendirilse de vakalarin ¢ogu
aslinda yetiskinleri ve daha biiyiik cocuklari etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (2008)
tarafindan belirtildigi tizere Vibrio cholerae, Afrika ve Asya gibi ¢esitli bolgelerde dogal
olarak ortaya c¢ikmakta ve yaygin salginlardan sorumlu olmaktadir. Keusch ve ark.
(2006)'a gore, etkin vaka yonetimi ve hassas epidemiyolojik takibin gerceklestirilebilmesi
i¢in, ishal vakalar1 genellikle semptomlara dayali olarak taninmakta ve ii¢ ayr1 grupta
siiflandirilmaktadir: Kolera gibi akut sulu ishal, enfekte olmus bir bireyde dnemli 6l¢iide
stvi azalmasina ve derin dehidrasyona yol agan bir durumdur. Genellikle birkag saat veya
giin siirer. Tipik olarak akut sulu ishalle iliskili patojenler V. cholerae ve E. coli bakterileri
ile rotaviriistiir. Diskida goézlemlenebilir kan varligi, kanli ishal olarak da bilinen
dizanteriyi ayirt eder (DuPont, 2008). Bagirsak hasar1 ve etkilenen kiside besin
maddelerinin tiikenmesi ile baglantilidir. Kanli ishalin baglica sorumlusu olan Shigella,
ayni zamanda siddetli ataklarin ve en az 14 giin siiren inat¢i ishalin de 6nde gelen
nedenidir. Yetersiz beslenen ¢cocuklar ve AIDS gibi baska rahatsizliklar1 olan bireylerin
kronik ishal yasama riski daha yiiksek olup, bu durum daha sonra saglik durumlarin1 daha

da kotiilestirmektedir. (WHO ve UNICEF, 2009).



2.2. Ishal Yiikii

Ishal hastaligmin yaygmlig diinya ¢apinda énemli bir sorundur. Naghavi ve ark.
(2017) ishalin hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde yaygin bir pediatrik
rahatsizlik oldugunu bildirmistir. ishal, sanayilesmis iilkelerde nadiren dliimciil olsa da
gelismekte olan iilkelerde yilda yaklasik 1,6 milyon ¢ocugun bu durum nedeniyle hayatini
kaybettigi tahmin edilmektedir. Naghavi ve arkadaslarina (2017) gore, Giiney Asya ve
Sahra Alt1 Afrika iilkeleri kiiresel hastalik yiikiiniin 6nemli bir kismin1 ve ¢ocuklarda
ishalle iligkili 6liim oranlarinin yaklasik %9011 olusturmaktadir. Arastirmalar, ishal
enfeksiyonlarinin saglik hizmetlerine erisimin sinirl oldugu, su ve sanitasyon tesislerinin
yetersiz oldugu ve diisiik gelirli veya marjinallesmis iilkeler tizerinde daha biiyiik bir
etkiye sahip oldugunu gdstermektedir (Troeger ve ark., 2017).

Diisiik gelirli bir lilke olan Kenya'da ishal 6nemli bir halk saglig1 sorunu olmakla
birlikte bes yas altt ¢ocuklar arasinda Oliim ve hastalik nedenlerinin ilk onda yer
almaktadir. Bu yiik, cesitli calismalarda belirtildigi tizere Etiyopya ve Somali gibi diger
Afrika iilkelerinde de yasanmaktadir (Ayele ve ark., 2014; Fartun ve ark., 2017; Children,
2018; Asfaha ve ark., 2018; Kabew ve ark., 2018). Ayrica, tekrarlayan ishal ataklar, tim
ev iglerinin ve ¢ocuklarmin bakiminin sorumlulugunu tasidiklari i¢in birincil anneler veya
bakicilar iizerinde maddi ve psikolojik bir baski olusturabilir. Bakicilarin yogun bakim
tinitesindeki is yiikiine iliskin goriis ve algilarin1 degerlendirmek amaciyla yapilan bir
calisma, c¢alisma saatlerinin yaklasik %30'unun evlerindeki diski maddelerini
temizlemeye ayrildigini ortaya koymustur. Anket, katilimcilarin %70'inin ishali
temizlemek i¢in ikiden fazla bakicinin yardimina ihtiya¢ duydugunu ve %69'unun bu
yardimin genellikle mevcut oldugunu belirttigini ortaya koymustur. Ne yazik ki,
personelin incelenmesi, mesailerinin yaklasik %50'sini ishal vakalarini temizlemek i¢in
harcarken ciddi bir hayal kiriklig1 yasadiklarini ortaya koymustur (Heidegger ve ark.,
2016). Ayrica ishal, hastaligin yonetimiyle iliskili mali yiiklerin artmasi nedeniyle evlerde
stres ve gerginlige yol agabilir. Ruanda'da yapilan bir ¢alisma, ishal nedeniyle bir cocugun
hastaneye yatirilmasinin mali etkisini belirlemeyi amaglamigtir. Calisma, ishal nedeniyle
hastaneye yatisla iliskili mali yiikiin biiylik kisminin haneler tarafindan iistlenildigini ve
bu yiikiin 6zellikle en diisiik gelir grubundaki haneler i¢in 6nemli olabilecegini ortaya
koymustur (Ngabo ve ark., 2016). Dahasi, ishalin karmasiklig1 ve tedavisiyle ilgili artan
masraflar saglik sektoriinii daha da zorlamaktadir.

Bu olgu, rotaviriis gastroenteritinin yonetimi ve tedavisi ile ilgili masraflarin

onemli boyutlarda oldugu Kenya gibi iilkelerde yapilan arastirmalarla ortaya konmustur.



Buna ek olarak, rotaviriis ishalinin ortaya ¢ikmasi, saglik tesislerinde ve bir biitlin olarak
toplumda 6nemli miktarda kaynak kullanimina neden olmaktadir (Osano ve ark., 2011).
Dahasi, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda ishal, biiylimenin durmasina ve belki de kalici
bozukluklara neden olabilir. Cocukluk c¢ag1 ishalinin 6liimciil olmayan sonuglar
tizerindeki etkilerini inceleyen bir calisma bunu desteklemektedir. Caligma, ishalin
bolgede daha sonraki fiziksel biiylime ve biligsel gelisim bozuklugu olasiligin1 6nemli
Olclide artirdigini ortaya koymustur (Khalil ve ark., 2016). Bunun nedeni, yetersiz
beslenen cocuklarda tekrarlanan ishalli hastalik ataklarinin bagirsaklarin isleyisini
olumsuz etkileyebilmesidir. Ayrica, kronik ishalin beslenme durumu, biiylime ve bilissel
yetenekler iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi kesfedilmistir (Ochoa ve ark.,
2004). Ek veriler, ¢ocukluk ¢ag1 ishalinin, 6zellikle de yasamun ilk iki yilinda, besinlerin
emilimi lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilecegini ve bunun da yetersiz fiziksel
biliylimeyle sonuc¢lanabilecegini gostermektedir (Steinhoffa, 2018; Kassebaum ve ark.,

2019).

2.3. Ishale Neden Olan Bashca Etkenler

Metabolik hatalar, kimyasal irritanlar veya organik bozukluklar birgok ishal
vakasindan sorumlu olabilse de vakalarin ¢ogunda ana neden enfeksiydz
mikroorganizmalardir (Gracey, 2000).

Bakteriyel enfeksiyonlar: Ishale yol acan enterik bakteriyel enfeksiyonlar,
ozellikle tropikal ve yoksul tilkelerde 6nemli bir kiiresel sorundur. Bu sorun sadece yeni
doganlar1 ve kiiglik ¢ocuklar1 degil, ayn1 zamanda daha biiylik ¢ocuklar1 ve yetiskinleri
de etkilemektedir. Etken patojenlerin spektrumu Escherichia coli, Salmonella, Shigella,
Campylobacter, Yersinia, Vibrios ve Clostridium difficile'yi kapsayacak sekilde genistir
(Gracey, 2006).

Viral enfeksiyonlar: Rotaviris, siddetli ishalin yaygin bir etiyolojisidir. Norwalk
viriisii, Norwalk benzeri viriisler, enterik adenoviriisler, kalisiviriisler ve astroviriisler gibi
ek virtisler de insanlarda ishal hastaligina 6nemli katkida bulunabilir (Gracey, 2006).

Parazitler: Parazitler, kontamine yiyecek veya igeceklerin yutulmasi yoluyla
viicuda sizma ve nihayetinde sindirim sistemine yerlesme yetenegine sahiptir. Ishale
neden olan parazitler Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Cyclospora catagenesis ve
Cryptosporidium'dur.

Gida intoleranslari: Bazi bireyler laktoz (siitte bulunan seker) veya gluten

(bugday ve arpada bulunur) gibi belirli gida bilesenlerini sindirmekte zorluk yasarlar.



Tlaglara karsi reaksiyonlar: Klindamisin, sefalosporinler ve siilfonamidler gibi
belirli antibiyotik tiirlerinin yani sira laksatifler ve antiasitler.

Bagwsak hastaliklari: Inflamatuar bagirsak hastalig1 veya ¢olyak hastaligi gibi.

Fonksiyonel bagiwrsak bozukluklari: Ornegin, bagirsaklarm isleyisinin anormal

oldugu irritabl bagirsak sendromu gibi durumlar (Gracey, 2006).

2.4. ishal Tiirleri

Ishal, altta yatan mekanizmaya bagli olarak dort ana kategoride siiflandirilabilir:
ozmotik ishal, sekretuar ishal, ekstlidatif ishal ve motilite problemli ishal. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve (Banerjee ve ark., 2003) tarafindan yapilan ¢aligmalar, klinik
sendromlara dayali olarak dort farkl ishal tiirii tanimlamistir. Bu tipler akut sulu ishal,
dizanteri, inat¢1 veya uzun siireli ishal ve kronik ishaldir. Her bir tip, altta yatan farkli bir

nedeni veya mekanizmay1 temsil etmektedir.

2.4.1. Akut sulu ishal

Bu terim, goriiniir kan igermeyen ve genellikle iki haftadan kisa stiren sik, sulu,
gevsek diskilarin ani baglangicr ile karakterize edilen akut ishali tantmlamaktadir. Tipik
olarak, akut sulu ishal vakalar1 basladiktan sonra 72 saat icinde diizelir. Asir1 gaz, genel
rahatsizlik ve karmn agrist buna eslik edebilir. Hastalarda bulanti, kusma ve ates
goriilebilir. Viral, bakteriyel ve paraziter hastaliklar akut sulu ishalin ortaya ¢ikmasina
neden olan baslica faktorlerdir. Bakteriler de gida kaynakli akut hastaliklara neden
olabilir. Az gelismis iilkelerde ishal olusumundan sorumlu enterik mikroorganizmalar,
dagilimlar: farklilik gosterse de cogunlukla zengin tilkelerde bulunanlarla aynidir. Tipik
olarak, bakteriyel enfeksiyonlar yetersiz hijyenik kosullarla karakterize edilen iilkelerde
daha biiylik 6neme sahiptir. Yoksul iilkelerdeki baslica ishal etiyolojileri Rotaviriis,
Shigellae, Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC), Vibrio cholerae, Campylobacter
jejuni, Enteropatojenik E. coli (EPEC), Salmonella tiirleri ve Cryptosporidium'dur
(Vesikari ve ark., 1994).

Viicuttan asir sivi ve elektrolit kaybindan kaynaklanan dehidrasyon en tehlikeli
komplikasyondur. Kusma dehidrasyonun siddetini artirir. Dehidrasyon, hizli viicut suyu
dongiisii, yiiksek viicut suyu igerigi ve nispeten daha genis viicut yiizey alani1 nedeniyle
yenidoganlar ve kii¢iik ¢ocuklar i¢in 6nemli bir risk olusturmaktadir. Hafif dehidrasyon
gosteren bireyler sadece susuzluk hissi ve agiz boslugunda kavrulma ile karsilasabilir.

Ortostatik hipotansiyon, senkop, idrar ¢ikisinda azalma, siddetli halsizlik, sok, bobrek



yetmezligi, konfiizyon, asidoz ve koma orta ile siddetli dehidrasyonun potansiyel

sonuglaridir (Molbak, 2000).

2.4.2. Dizanteri

Dizanteri, diskida kan ve mukus bulunmasi ve bunun ishale yol agmasi ile
karakterize edilir. Hastalik karin kramplar1, ates ve rektal agri ile karakterizedir. Shigella
kanl1 ishalin birincil nedeni olup, S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii ve S. sonnei olmak
tizere dort tiirden olusan bir bakteri cinsidir: Yoksul iilkelerdeki dizanterinin baslica
etiyolojik ajanlar1 S. flexneri, S. boydii ve S. dysenteriae iken, S. sonnei sanayilesmis
ilkelerdeki baskin nedendir (Abram, 2005). S. dysenteriac tip 1 (Sdl) sigelloz
salginlarina neden olur. S. dysenteriae tip 1 uzun siireli ishal, septisemi, rektal prolapsus
ve hemolitik iiremik sendrom (HUS) gibi ciddi sonuglara yol acabilir. Hemolitik Uremik
Sendrom (HUS) hem bdbrekleri hem de kan pihtilasma sistemini etkileyen ciddi bir tibbi
bozukluktur. S. flexneri, S. boydii ve S. sonnei genellikle S. dysenteriae tip 1'den daha az
viriilan olup genis ¢apl salginlara yol agmazlar (Waldman ve ark., 2004).

Ampirik veriler, bes yasin altindaki ¢cocuklarda goriilen ishal vakalarinin yaklasik
yluzde 10'unda diskida goézlemlenebilir kan oldugunu gostermektedir. Yiizde 10'unu
olusturan bu olaylar, bu yas araliginda ishale bagli 6liimlerin yaklasik yiizde 15'ine neden
olmaktadir. Bebekler, yaslilar ve diisiik kilolu kisilerin S. dysenteriae tip 1 enfeksiyonuna
yakalanma olasilig1 daha yiiksektir. Bu gruplar ayn1 zamanda en yiiksek 6liim oranlarina
sahiptir. Cocuklarda endemik dizanteriden sorumlu diger bakteriler arasinda
Campylobacter jejuni, invaziv E. coli suslar1 (EIEC), tifo olmayan Salmonella suslar1 ve
E. histolytica yer almaktadir (Waldman ve ark., 2004). Tipik olarak Entamoeba
histolytica, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda goriilen kanli ishal vakalarinin yilizde 2'sinden
daha azindan sorumludur (WHO, 1999).

2.4.3. Inatc ishal

Molbak'a (2000) gore inatg1 ishal, en az 14 giin siiren ve bulasici bir ajanin sonucu
olduguna inanilan uzun siireli ve inatci ishal ataklari ile karakterize edilir. Geligmekte
olan iilkelerde yasayan ¢ocuklardaki ishal vakalarinin yaklasik %10, 6zellikle ii¢ yasin
altindakiler ve bebekler arasinda c¢ok daha fazla olmak {iizere, inat¢1i bir yap1
sergilemektedir. Ishal, sulu ishal ya da dizanteri ile aniden baslayabilir. Bu ishal durumu,
bireylerin ¢cogunda 6nemli lciide kilo kaybina neden olur. Ishalin neden oldugu tiim

oliimlerin %30 ila %50'sinden potansiyel olarak sorumludur. Siirekli ishalin yoksul



tilkelerde yetersiz beslenmeye yol a¢an birincil faktdr oldugu goz 6niine alindiginda, daha
az siddetli ve Olimciil olmayan ishal vakalar1 bile bu iilkelerde genellikle yetersiz
beslenmeyle baglantili olan siirekli yiiksek 6liim oranlarina neden olmaktadir. Kronik
ishalin etiyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Soruna neden olabilecek seylerden bazilar
enteroagregatif E. coli (EAgQEC), enteropatojenik E. coli (EPEC) ve Cryptosporidium
enfeksiyonlari, gida intoleranslari, kotii beslenme veya A Vitamini veya ¢inko eksikligi
nedeniyle iyilesmesi uzun siiren hasarli bagirsaklar, yeterli bagisiklik hiicresine sahip
olmamak (kronik ishale neden olabilen Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu

(AIDS) olmamak) ve antibiyotikleri dogru kullanmamaktir (Vesikari ve ark., 1994).

2.4.4. Kronik ishal

Kronik ishal olarak bilinen durum, dncelikle bulasici olmayan nedenlere bagl
olarak tekrarlayan veya uzun siireli gevsek diski ataklar1 ile karakterizedir.
Gastrointestinal hastalik, sistemik hastalik veya psikojenik faktorlerin hepsi potansiyel
olarak kronik ishale neden olabilir (Vesikari ve ark., 1994). Kronik ishal, altta yatan
nedenlere gore farkli kategorilerde siiflandirilabilir. Inflamatuar ishal, bolgesel enterit
ve llseratif kolit gibi hastaliklardan kaynaklanir. Diger tipler ozmotik veya malabsorptif
ishal olup laktoz intoleransi, tropikal sprue, ¢6lyak hastaligi, Whipple hastaligi, kronik
pankreatit ve safra kanali tikaniklig1 gibi durumlardan kaynaklanir. Son olarak, salgi
ishaline ilaglar, bagirsak rezeksiyonu veya mukozal hastalik neden olur. Son olarak,
dismotilite ishaline diyabetik noropati veya irritabl bagirsak sendromu gibi durumlar
neden olur. Gastrointestinal bozukluklar sik ve gevsek bagirsak hareketleri ile

karakterizedir (Armon ve ark., 2001).

2.5. Ishal Risk Faktorleri

Cocukluk ¢agi ishalinin ortaya ¢ikmasi iizerindeki etkilerini belirlemek igin ¢esitli
faktorler degerlendirilmistir. Bu faktorler genel olarak sosyo-ekonomik (annenin yas,
cocuk sayisi, meslek durumu, hane halki biiyiikliigii ve egitim diizeyi gibi), cevresel (igme
suyu kaynaklari, banyo olanaklar1 ve su aritma gibi) ve davranissal (biberonla besleme ve
sabunla el yikama gibi) olarak smiflandirilabilir. Bir¢ok calisma, sosyoekonomik
faktorlerin ¢ocukluk ¢agi ishalinin ortaya ¢ikmasinda énemli bir etkiye sahip oldugunu
ortaya koymustur. Pakistan, Mogadisu ve Somali'de yapilan ¢alismalar, yiiksek egitimli
annelere veya bakicilara sahip ¢ocuklarin, su ve sanitasyon tesislerinin kalitesinden

bagimsiz olarak daha diisiik bir ishal prevalansi sergiledigini gostermistir. Bu durum,



uygun hijyen uygulamalar1 ve dogru beslenme teknikleri konusundaki iistiin bilgilerine
baglanabilir (Afzal, 2017). Ayrica, Gana ve Kenya'da yapilan bir arastirma, egitimsiz
annelere kiyasla orta egitimli anneler arasinda cocukluk ¢agi ishalinin yayginliginda
kayda deger bir diisiis oldugunu ortaya koymustur (Asfaha ve ark., 2018). Etiyopya'da
yapilan bir arastirma, anneleri veya bakicilart orgiin egitimden yoksun olan 5 yasin
altindaki ¢ocuklarin, anneleri 6rgiin egitim almis olan ¢ocuklara kiyasla ishal yasama
olasiliginin 3,97 kat daha fazla oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgu, (Connell ve ark.
2017) tarafindan yapilan ve annelerin egitim seviyesinin c¢ocukluk c¢agi ishalinin
olusumunu belirlemede 6nemli bir rol oynadigini gosteren aragtirma ile uyumludur.
Annenin veya bakicinin mesleki durumu, ¢ocukluk cagi ishalini etkileyen bir diger
onemli sosyoekonomik faktor olarak tanimlanmistir. (Afzal 2017) tarafindan Pakistan'da
yapilan bir aragtirmaya gore, ev hanimlar1 calisan annelere kiyasla dogru beslenme
uygulamalarina daha istikrarli bir sekilde uymaktadir. Bunun nedeni, ¢alisan annelerin
saglikli  ve besleyici yemekler hazirlamak i¢in yeterli zaman ayirmakta
zorlanabilmeleridir. Sonug olarak, ¢ocuklar1 i¢in dnceden paketlenmis yemekleri tercih
edebilirler, durum da bagisiklik sistemlerini zayiflatarak onlar1 ishal ve diger
enfeksiyonlara kars1 daha savunmasiz hale getirebilir. Bes yasin altindaki ¢ocuklarda
ishal goriilme sikliginin azalmasinda onemli belirleyiciler oldugu tespit edilen diger
sosyo-demografik faktorler ise daha yiiksek hane geliri, ¢ocugun yasi ve cocugun
cinsiyetidir (Mamboleo ve ark., 2016). Ayrt bir ¢alisma, ¢ocuklarin cinsiyetinin ve
yasinin ishal olusumunu belirlemede ¢ok ©6nemli bir role sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bir¢ok calisma, c¢evresel faktorler ile ¢ocukluk cagi ishalinin olusumu
arasinda bir korelasyon oldugunu ve bu faktorlerin miidahale degiskenleri olarak hareket
ettigini kesfetmistir.

Korunmayan i¢gme suyu kaynaklari, bir¢ok ¢aligmada gosterildigi lizere, daha
yluksek ishal goriilme olasilig ile giiglii bir sekilde iligskilendirilmistir (Getu ve ark., 2014;
Id ve ark., 2018). Bunun nedeni, korumasiz su kaynaklarinin yiizey akisindan
kaynaklanan kirlenmeye acik olmas1 ve suyu biyolojik olarak tiikketim i¢in giivensiz hale
getirmesidir. Ayr1 bir arastirma, yagmur suyu ve sig kuyular kullanan ¢ocuk bakim
tesislerinde ishalli hastaliklarin  %86.7 oraninda goriildiigiinii ortaya koymustur
(Mamboleo ve ark., 2016). Onceki arastirmalar, hanelerde tuvalet bulunmasinin gocukluk
cag1 ishallerinin goriilme sikligin1 azaltabilecegini ortaya koymustur (Getu ve ark., 2014;
Id ve ark., 2018). Gana’da yapilan bir aragtirma, kapali tuvaleti olan hanelerde ikamet

eden cocuklarin ishalli enfeksiyonlara yakalanma olasiliginin, agik tuvalet kullananlara



kiyasla %50 daha diisiik oldugunu ortaya koymustur (Hung, 2006). Etiyopya'nin Dale
bolgesinde yapilan bir arastirma, ¢opleri uygunsuz sekilde bertaraf eden hanelerdeki 5
yas alt1 ¢ocuklarin, ¢opleri uygun sekilde bertaraf eden hanelerdeki ¢ocuklara kiyasla
ishal olma olasiligimin 3,23 kat daha fazla oldugunu ortaya koymustur (Melese ve ark.,
2019). Bunun nedeni, ¢oplerde ishalli rahatsizliklara yol agabilen ve boceklerin tiremesi
icin uygun bir ortam saglayan ¢esitli patojenlerin bulunmasidir. Atiklarin uygunsuz
sekilde bertaraf edilmesi, bocek vektorlerinin gida {iriinleriyle temas etme riskinin
artmasina neden olabilir ve bu da tiim ailenin genel sanitasyon ve hijyenini kotiilestirir.
Birgok c¢alisma anne temizligi, davranigsal faktorler ve cocukluk ishalinin goriilme sikligi
arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. Ornegin Kenya'da yapilan bir arastirmada,
tuvaleti kullandiktan sonra sabunla el hijyeni uygulamanin ishalli hastaliklarin goriilme
sikligin1 6nemli dlcilide azalttig1 ortaya ¢ikmistir (Mamboleo ve ark., 2016).Etiyopya'nin
Dejen Bolgesi'nde yapilan bir aragtirma, anneleri sadece suyla el yikayan ¢ocuklarin
ishalli hastaliklara yakalanma olasiliginin, anneleri el yikamak i¢in su ve sabun ya da kiil
kullanan ¢ocuklara kiyasla neredeyse iki kat daha fazla oldugunu ortaya koymustur (Getu
ve ark., 2014). Arba Minch'te yapilan bir ¢alismada, cocukluk cagindaki ishalli hastaliklar
ile yetersiz el hijyeni aliskanliklarina sahip anneler arasinda gii¢lii bir iliski bulunmustur
(Mohammed ve ark., 2014). Cocuk asilamasinin ¢ocukluk ¢agi ishalinin gériilme sikligi
tizerinde 6nemli bir etkisi olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Ruanda'nin Nyarugenge
bolgesinde yapilan bir ¢alisma, rotaviriis asis1 olmayan ¢ocuklarin asi olanlara kiyasla
ishalli hastaliklara yakalanma riskinin sekiz kat daha fazla oldugunu ortaya koymustur
(Habtu ve ark., 2017). Ayrica, bir evde zemin désemesi i¢in kullanilan malzemenin
tiirtiniin bebek ishali olasilig1 lizerinde 6nemli bir etkisi oldugu kesfedilmistir.
Etiyopya'nin Dale bolgesinde yapilan bir arastirma, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda
ishal vakalarinin camur zeminli ailelerde ¢imento zeminli ailelere kiyasla 3.22 kat daha
fazla oldugunu ortaya koymustur (Melese ve ark., 2019). Bunun nedeni, ¢imento zeminli
evlerin hijyenik bir yagam ortami olarak goriilmesine baglanabilir. Etiyopya'nin Zana
bolgesinde yapilan bir ¢alisma, ¢ocuk besleme uygulamalari ile ¢ocukluk ¢agi ishali
arasinda Onemli bir iliski oldugunu gostermistir. Calisma, sadece anne siitiiyle
beslenmeyen ve 6 ayliktan sonra tamamlayici beslenmeye baglayan c¢ocuklarin, diger
cocuklara kiyasla sirasiyla bes kat ve iki kat daha fazla ishal riski altinda oldugunu
belirlemistir (Asfaha ve ark.2018). Bu bulgular, Etiyopya'nin Mecha Bolgesi'nde yapilan
onceki calismalarin sonuglarin1 desteklemektedir (Habtu ve ark., 2017). Sekil 2.1,
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cocukluk cagi ishali lizerinde etkisi oldugu bildirilen unsurlara kisa bir genel bakis

sunmaktadir.
Bagimsiz Degiskenler
Bagimh Degisken
Cocukluk Cag Ishali
a) Cevresel Degiskenler b) Davranissal Degiskenler ¢) Sosyo-ekonomik Degiskenler
- Igme suyu kaynagi - El yikama uygulamalari - Cocugun yast
- Tuvalet imkanlari - Bagisiklama durumu - Cocugun cinsiyet1
- Su aritma - Beslenme ve emzirme uygulamalari - Meslek
- Ev tabam - Tuvalet kullanimi1 - Egitim diizeyi
- Hanehalki buyukligu
- Hanehalk: gelir durumu

Sekil 2.1. Bes yas alt1 ¢ocuklarda ishalin belirleyicileri.

2.6. Mevcut Cahsmada Incelenen Mikroorganizmalar
2.6.1. Escherichia coli

Ishalli hastaliklar, 6zellikle 5 yasin altindaki ¢ocuklarda olmak iizere, kiiresel
capta onemli bir 6lim nedenidir (Croxen ve ark., 2013). Hastalik mekanizmasina ve
virtilans faktorlerinin varligina dayali olarak tanimlanmis yedi ishal yapici E. coli sinifi
vardir. Bu siniflar arasinda enterotoksijenik E. coli (ETEC), enterohaemorajik E. coli
(EHEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), Shigella'y1 da igeren enteroinvaziv E. coli
(EIEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), diffiiz olarak yapisik E. coli (DAEC) ve yakin
zamanda ortaya ¢ikan yapisik invaziv E. coli (AIEC) yer almaktadir (Jafari ve ark, 2012;
Allocati ve ark., 2013; Martinez-Medina ve Garcia-Gil, 2014).

Ishale neden olan tiim E. coli tiirleri arasinda insan hastaliklar1 acisindan en
onemlisi Shiga-toksin veya Vero toksin tireten EHEC/STEC'dir (Wani ve ark., 2003).
STEC'in (Shiga toksini iireten E. coli) birgok tiirii bulunmakla birlikte, EHEC'in
(enteromorajik E. coli) O157:H7 tiirii en tehlikeli olanidir. Bu serotipin diinya ¢apinda
yaygin kanli ishal ve hemolitik liremik sendrom (HUS) vakalarina neden oldugu
bilinmektedir. Ruminantlar, E. coli O157:H7 i¢in dogal rezervuar konaklari olarak hizmet
vermektedir (Nataro ve Kaper, 1998; Wyrsch ve ark., 2020). Goldwater ve Bettelheim'a
(2012) gore, EHEC'in neden oldugu enfeksiyonlar i¢in etkili bir tedavi bulunmamaktadir.

EHEC i¢in mevcut bir tedavinin olmamasi, salgmlar sirasinda epidemiyoloji, patoloji ve
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kontrol stratejileri lizerinde ¢alismaya odaklanma ihtiyacin1 vurgulamaktadir. Patojenik
E. coli, hasta hayvanlarin ve insanlarin diskilariyla atildiklar igin su ve toprak gibi kirli
ortamlarda bulunabilir. Hayvansal iiriinlerin kontaminasyonu, kesim ve pansuman siireci
boyunca yanlis uygulamalarin bir sonucu olarak, 6zellikle de bagirsak igeriginin ve i¢
organlarin ¢ikarilmasindan sonra digkinin varhigindan kaynaklanabilir (Al-Mustapha ve
ark., 2020).

2.6.1.1. Epidemiyoloji

Her bir patojenik E. coli'nin epidemiyolojisinin, E. coli'nin spesifik tiirlerine ve
suslarina baglh olarak farklilik gosterdigi ortaya konulmustur. Bu patojenik E. coli
suslariin tespiti farkli hayvan rezervuarlarinda gézlemlenmis ve hem hayvanlarin iginde
hem de diger hayvanlar arasinda bulagmistir (Croxen ve ark., 2013).

Cesitli epidemiyoloji calismalari, farkli cografi bolgeler, popiilasyonlar, yas
gruplari, sosyoekonomik siniflar ve tespit teknikleri arasinda yaygimnlik oranlarindaki
degisiklikleri etkileyen c¢ok sayida faktor belirlemistir (Ochoa ve ark., 2008).
Enterohemorajik E. coli (EHEC) epidemiyolojisi cok dikkat ¢ekmis ve 6zellikle O157:H7
serotipinin bulunmasi s6z konusu oldugunda arastirmacilar tarafindan ¢ok Onemli
goriilmiistiir. Bununla birlikte, O157 olmayan diger suslarin da Kuzey Amerika,
Avustralya ve Avrupa gibi gesitli bolgelerdeki ¢ok sayida salginda 6nemli bir rol
oynadigini belirtmek gerekir (Angulo, 2007; Kumar ve ark., 2018).

EHEC'in neden oldugu hastaliklarin ciddiyetinin bir sonucu olarak, hastaligin
yayilmasini izlemek ve kontrol etmek i¢in mekanizmalar uygulanmistir. Bu eylemlerden
biri, hizli salginlar durumunda gerekli bilgileri toplamak ve yaymak i¢in tasarlanan
PulseNET adl1 6zel bir programin baslatilmasi olmustur. PulseNET ag1 su anda Sahra-
alt1 Afrika disinda tiim diinyada erisilebilir durumdadir (Swaminathan ve ark., 2001).
PulseNET verilerine gore 2011 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde rapor edilen
EHEC vakalarimin sayis1 984'tiir. Bu vakalardan 463"l 6zellikle O157:H7 serotipine ait
olmakla beraber, dlimler de bildirilmistir (Allos ve ark., 2004). Kanada'da, bildirilen
genel EHEC vakalar1 son on yilda nispeten sabit kalmasina ragmen, O157:H7 insidansi

2010 yilinda 2005 yilina kiyasla azalmistir. (Ulusal Enterik Siirveyans Programi, 2010).

2.6.1.2. Bulasma
Hayvan diskisi, patojenik E. coli'nin birincil rezervuari olarak kabul edilmektedir.

Ciftliklerdeki hayvanlarin yakinligi, hastaliklarin diger hayvanlara aktarilmasina neden
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olabilir (Karch ve ark., 2005). Hayvan diskisi, tarimsal atiklar ve giibre ve ¢camur gibi
organik giibreler, genellikle mahsul gilibreleme ve silaj tiretimi i¢in kullanilir ve sigir
otlatma, sigirlarda enfeksiyonlarin bulasmasina ve tekrarlanmasina katkida bulunur
(Milinovich ve ark., 2011). Shiga toksini iireten E. coli'nin (STEC) topraktaki varlig1 ve
dayanikliligi, sigirlardaki enfeksiyonlari artirmakta ve c¢evredeki wvarliklart insan
enfeksiyonlari i¢in de tehlike olusturmaktadir (Howie ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2020).

Kotii kesim ve isleme teknikleri, hastalikli hayvanlarin etinin yan1 sira ette de
patojenik E. coli varligina neden olabilir. Ayrica, ¢iftlik personelinin sagliksiz faaliyetleri,
patojenin sagim islemi sirasinda siite bulasmasina neden olabilir.

Kontamine olmus ¢ig veya az pismis sigir etinin tiiketilmesi ve pastorize
edilmemis siit veya aritilmamus su i¢ilmesi, patojenik E. coli, 6zellikle de serotip O157
ile enfeksiyona neden olabilir (Karch ve ark., 2005). EPEC; sebzeler, peynir, ton baligi,
patates ve makarna salatalar1 gibi enfekte gida maddelerinin yani sira aritilmamis su
yoluyla da bulasabilir. Ayrica, ¢ocuklar arasinda oyuncaklar, kauguk meme uclar ve
fomitler yoluyla da bulagsma gergeklesebilir. Gida, EAEC i¢in bir bulagsma araci olarak
hizmet edebilir. DAEC'nin bulagma sekli heniiz belirlenmemistir (Jianghong ve Carl,
2007). Patojenik E. coli enfeksiyonlari, kotii hijyen uygulamalari nedeniyle bireyler
arasinda bulasabilir. Viriisiin bulagmasi bir topluluk i¢inde, ¢ogunlukla aileler ve yakin
temaslilar arasinda, ozellikle gengler arasinda oral yolla gergeklesebilir (Karch ve ark.,
2005; Pakbin ve ark., 2021). Salgin, hastaligin hastalardan aile iiyelerine aktarilmasina
baglanmistir (Parry, 1998). Patojenik E. coli'nin g¢ocuklara bulasmasi genellikle
ciftliklerdeki, hayvanat bahgelerindeki veya hayvan digkisiyla kirlenmis ortamlardaki
enfekte hayvanlarla dogrudan etkilesimleri yoluyla gerceklesir. Enfeksiyonlar, ¢ocuklar
da dahil olmak {izere uygun el hijyeni uygulamay1 ihmal eden bireylerde ortaya ¢ikabilir
(CDC, 2009). Hikiimet diizenleyici makamlari, ¢evreciler, plaj yoneticileri ve
kanalizasyon operatorleri E. coli'nin varlig1 konusunda alarma ge¢mistir. Sudaki E. coli
kontaminasyonu ¢iftlikler, vahsi hayvanlar, su kuslar1 ve evcil hayvanlar da dahil olmak
tizere hem insan hem de insan dis1 kaynaklardan gelebileceginden, su yonetimi i¢in uygun
risk degerlendirmesi ve kontrol dnlemlerinin uygulanmasi gerekmektedir (Harwood ve
ark., 2000).

2.6.1.3. Viriilans faktorleri ve genetigi
Viriilans, bakterilerin hastalia neden olma kapasitesini ifade etmekte ve

patojenitelerinin nicel bir 6l¢iisii olarak hizmet etmektedir. E. coli tiirleri, bakterilerin
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enfeksiyon ve hastalifa neden olmasini saglayan ¢ok sayida viriilans 6zelligine sahip
olup, idrar yolu enfeksiyonlart (IYE) bu kosullar arasinda en dénemlisidir. Patojenite
adalar1 (PAI), belirli bakteri tiirlerinin bagisiklik sisteminden saklanabildigi ve hastaliga
neden olabildigi yerlerdir. Bu miimkiindiir ¢ilinkii hastaliklar1 kodlayan genlere
sahiptirler. Adalar 10-200kb arasinda degisen Dboyutlar sergiler ve G+C
konsantrasyonundaki varyasyonlari nedeniyle genomun diger bolgelerinden ayrilirlar.
Patojenik E. coli suslari, patojenik olmayan suslara kiyasla daha fazla patojenite adasi
(PAI) sergiler.

Bu PATller adezyon proteinleri, toksinler, sideroforlar, kapsiiller,
lipopolisakkaritler ve enzimler dahil olmak iizere bir¢ok viriilans faktoriiniin
iretilmesinden sorumludur. (Parvez ve Rahman'a 2018) gore, bu bilesenlerin her biri, onu
kodlayan kendi gen setine sahiptir. Siirekli evrim geciren yeni E. coli suslari,
mutasyonlar, gen c¢ogalmasi ve yatay gen transferi gibi mekanizmalarla ortaya
¢cikmaktadir. E. coli suslar1 tipik olarak yaklasik 4.1 Mb'lik bir genetik omurgaya sahiptir.
Bununla birlikte, patojenik E. coli suslari, yatay gen transferi siireci yoluyla, ek genetik
materyal edinebilir ve bu da commensal E. coli'ninkinden 1 Mb'ye kadar daha biiyiik
genomlarla sonuglanabilir. Bu genislemis genom, patojenik suslari1 farkli konakgilarda
cesitli hastaliklara neden olma kabiliyetiyle donatir (Frankel ve Ron, 2018). Bir bakteri
olan E. coli, DNA'sin1 bakteriyel konjugasyon olarak bilinen bir siire¢ yoluyla
aktarabilmektedir. Bu, genetik materyalin yatay gen transferi yoluyla bir bakteriden
digerine aktarilmasini igerir. E. coli, genetik materyalini aktarmanin bir yolu olarak
transdiiksiyonu  kullanabilir. Bu, genlerinin bir bakteriyofajin genomu ile
rekombinasyonunu icerir ve daha sonra farkl bir bakteride baska bir enfeksiyon dongiisii

baglatir (Nair ve ark., 2019; Riedel ve ark., 2019).

2.6.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, saglik hizmeti ortamlarinda, 6zellikle de yogun bakim
iinitelerinde edinilen enfeksiyonlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Kistik fibrozis (KF),
kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) veya saglik hizmeti ile iligkili pndmonisi
olanlar da dahil olmak iizere ¢esitli popiilasyonlarda, bu patojenin enfeksiyonlari ciddi
hastalik ve Olimle iliskilidir (Wunderink ve ark. 2017; Garcia-Nuez ve ark. 2017
Riguelme ve ark. 2020).

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan "kritik" bir hastalik olarak

smiflandirilmaktadir, bu durum da onunla miicadele etmek igin yeni antibiyotiklerin

14



arastirilmasina ve gelistirilmesine acil ihtiya¢ oldugu anlamina gelmektedir (Kubes ve
ark. 2019; Botelho ve ark. 2019). Cesitli ve firsatg1 bir organizma olan P. aeruginosa hem
akut hem de kronik enfeksiyonlara neden olma yetenegine sahiptir. P. aeruginosa'nin
patojenik oOzellikleri, genomunda bulunan genis ve cesitli viriilans faktorleri ve
antibiyotik diren¢ genleri koleksiyonundan kaynaklanmaktadir. Bu genetik unsurlar,
bakteriye biiyiik bir metabolik esneklik ve konagin bagisiklik sisteminin zayif oldugu
ortamlar da dahil olmak iizere bir¢ok ortamda basarili olma yetenegi kazandirmaktadir
(Francis ve ark., 2017; Maurice ve ark., 2018).

P. aeruginosa-konak etkilesimlerinin anlasilmasi sinirlt kalmakta, bu da etkili ilag
ve asilarin gelistirilmesinde ilerlemeyi engellemektedir. Yarim ylizyila yayilan 6zel bir
arastirma cabasina ragmen, yakin zamanda degerlendirildigi gibi, su anda bu hastaliklari

onlemek i¢in uygulanabilir bir as1 bulunmamaktadir (Sainz-Mejias ve ark. 2020).

2.6.2.1. Epidemiyoloji

P. aeruginosa, pnomoni, cerrahi bolgelerdeki enfeksiyonlar, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve kan dolasimi enfeksiyonlar1 seklinde ortaya ¢ikan hastane kaynakli
enfeksiyonlarin yaygin bir kaynagidir. Weiner'a (2016) gore, P. aeruginosa'nin tiim
saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlar arasindaki sikliginin %7,1 ila %7,3 arasinda olacagi
tahmin edilmistir. Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonu en sik akcigerlerde goriiliir ve
pnomoniye neden olur. Hastane kaynakli pnémoni vakalarinda bulunan baskin Gram-
negatif bakteri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insidansi son on yilda artis gostermektedir
(Parker, 2008). P. aeruginosa, yogun bakim {initesindeki (YBU) hastalarda saglik
hizmetiyle iliskili enfeksiyonlarin daha biiyiik bir boliimiinden sorumludur. Yogun bakim
iinitelerindeki (YBU) hastalarda goriilen enfeksiyonlar iizerine yapilan kapsamli bir
kiiresel caligmada, P. aeruginosa'nin tiim enfeksiyonlarin %16.2'sini olusturdugu ve
YBU'de edinilen tiim enfeksiyonlarm %23"inden sorumlu oldugu kesfedilmistir.
Solunum sistemi, P. aeruginosa enfeksiyonlarinin birincil kaynagi olarak tanimlanmistir
(Vincent, 2020). Saglik hizmetiyle iligkili pndmoni (HAP) ve ventilatorle iliskili pndmoni
(VAP), saglik sistemi lizerinde onemli bir yilik olusturmakta ve hastane ortamlarinda
edinilen tiim enfeksiyonlarin %22'sine neden olmaktadir (Kalil, 2016). P. aeruginosa,
ventilatorle iligkili pnomoni (VAP) vakalarindaki izolatlarin %10-%20'sini temsil
etmekte olup Staphylococcus aureus'tan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Diger yaygin
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarla karsilastirildiginda, hastane ortaminda ortaya

¢ikan ve P. aeruginosamin neden oldugu pnémoni daha kot sonuglarla iligkilidir
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(Planquette, 2013). P. aeruginosa'nin neden oldugu ventilatorle iligkili pndmoniden
(VAP) kaynaklanan 6liim oraninin %32 ila %42.8 arasinda degistigi tahmin edilmektedir
(Micek, 2015). Cok merkezli gézlemsel bir ¢aligmada, P. aeruginosa'nin neden oldugu
ventilatorle iligkili pnomoninin (VAP) kiiresel prevalansinin %4.1 oldugu tahmin
edilmektedir. P. aeruginosa diinya genelinde VAP'In en sik nedeni olup vakalarin
%?26'si1 olusturmaktadir. P. aeruginosa VAP igin ana risk faktorleri, bakteriyle 6nceden
kolonizasyon ve uzun hastane yatislaridir (Kollef, 2014).

ABD'de 28 YBU'de yiiriitiilen prospektif gozlemsel bir ¢alismaya gore P.
aeruginosa'nin saglik hizmeti ortaminda edinilmis pnémoni riski tasidig1 diisiiniilen YBU
hastalar1 arasinda tiim hastane kaynakli pndmoni (HAP) ve ventilator iliskili pnomoni
(VAP) vakalarmin %]11'inden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. P. aeruginosa, S.
aureus'un ardindan etken patojenler acisindan ikinci sirada yer almistir (Bergin, 2020).
P. aeruginosa, nozokomiyal idrar yolu enfeksiyonlarmin (IYE), yani kateterle iliskili
[YE'lerin (CAUTI) yaygin bir etiyolojik ajanidir. P. aeruginosa, tiim kateter iliskili idrar
yolu enfeksiyonlarinin (CAUTI) %10'undan fazlasindan ve yogun bakim iinitesindeki
(YBU) hastalarda idrar yolu enfeksiyonlarmin (IYE) %16'sma kadarindan sorumludur
(Rosenthal ve ark., 2016). Hastane ortaminda P. aeruginosa'nin neden oldugu idrar yolu
enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasi 6nemli hastalik ve 6liimlerle baglantili olup bakterinin
kan dolagiminda bulunmas1 da olas1 bir komplikasyondur (Kitagawa, 2019).

Ayrica, P. aeruginosa CAUTI, yerel bolgedeki spesifik antimikrobiyal direng
modellerine gore degisen yiiksek antimikrobiyal direng seviyeleriyle baglantilidir.
Uluslararas1 Hastane Enfeksiyonu Kontrol Konsorsiyumu analizi, YBU hastalarinm
florokinolonlar, piperasilin-tazobaktam ve meropenem gibi antibiyotikler i¢in %40'n
tizerinde direng oranlarma sahip oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte, bu direng
oranlarinin diger yerlerde gozlemlenenlerden daha yiiksek oldugunu vurgulamak

onemlidir (Rosenthal ve ark., 2016).

2.6.2.2. Patojenitesi

Alkali proteaz, elastaz, piyoverdin, piyosiyanin, ekzotoksinler ve sitotoksinler P.
aeruginosa'yl potansiyel olarak zararli kilan parcalardan bazilaridir. Bu viriilans
faktorleri tipik olarak bagisiklik sistemi zayif olan bireylerle sinirlidir. Patovarlar ayrica
kronik solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda aljinat ad1 verilen bir ekzopolisakkarit
salgilar. Aljinat kat1 yilizeylerde yapiskan olarak islev goriir ve bakteriler i¢in olumsuz

cevresel kosullara karsi koruma saglar (Streeter ve Katouli, 2016). Bakteriler ayrica
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polisakkariti daha kiiciik oligosakkarit birimlerine parcalayabilen aljinat liyaz enzimi
salgilar. Aljinatin hem iiretiminin hem de parcalanmasinin enfeksiyon silirecinde 6nemli
bir rol oynadig1 belirtilmistir (Alhazmi, 2015). Organizmanin patojenitesi, hiicre disi
viriilans faktdrlerinin ve hiicre yiizeyiyle iligkili yapilarin varligiyla artar (De Bentzmann
ve Plésiat, 2011).

P. aeruginosa, lipopolisakkarit ve bakteriyel adezinler, 6zellikle de tip IV pili ve
flagella kullanarak konak epitel yiizeyinde bulunan ganglioside baglanir. Tip-I1V sistemi
ayrica bakterilerin konak hiicrenin yiizeyi boyunca hareket etmesini saglar; bu siire¢
biyofilm olusumunu destekleyen "segirme hareketliligi" olarak adlandirilir (Sousa ve

Pereira, 2014).

2.6.2.3. Viriilans faktorleri

Cok sayida silahli P. aeruginosa hem hiicrelerinin yilizeyinde hem de disinda,
hastalifa neden olma kabiliyetine bagli olarak cok c¢esitli viriilans faktorleri
sergilemektedir. Bu patojen, bu faktorleri kontrol eden olduk¢a karmasik ve birbirine
bagl devreler ve sinyal sistemleri sayesinde basarili bir sekilde adapte olabilmekte ve
degisebilmektedir. Bu incelemede, solunum yolu hastaliklarindaki en 6nemli viriilans

faktorlerinin organizasyonunu ve roliinii inceledik (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Solunum yolu enfeksiyonlari sirasinda P. aeruginosa tarafindan kullanilan
ana viriilans faktorlerinin sematik sunumu.

2.6.2.4. D1s Membran
P. aeruginosa'nin dis membrani (OM), zararli maddelere kars1 bir bariyer gorevi

goren asimetrik bir ¢ift tabakadan olugmaktadir. Bir fosfolipid i¢ yiizii ve bir
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lipopolisakkarit (LPS) dis yiizi vardir. LPS dis yiiziinde, bir¢ogu hala tam olarak
anlasilamamis cesitli islevlere sahip yaklasik 300 protein (OMP) bulunur (Remans ve
ark., 2010; Bianconi ve ark., 2018).

2.6.2.5. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit, lipid A, ¢ekirdek alan ve O-antijen veya O-polisakkarit (OPS)
olmak {izere {li¢ alandan olusur. Patojenitesine toplu olarak katkida bulunan ¢ok sayida
glikoform iiretir. Bu madde fiziksel bir engel olusturur, konak reseptorleri ile iletisimi
kolaylastirir ve endotoksik 6zellikleri araciligiyla dokulara zarar verir (Huszczynski ve
ark., 2019). LPS, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve hava yollarin1 kaplayan hiicrelerde
jel olusturan miisin iiretimine neden olur. Sonug olarak astim, KOAH ve KF'li kisilerin
hastalanma ve 6lme olasilig1 artar. Hava yolu epitel hiicrelerinin gecirgenligini artirir ve
timor nekroz faktorii-alfa (TNF-alfa), interlokin-1 (IL-1), IL-6 ve interferon-gammayi
(IFN-gama) aktive ederek akcigerlerde iltihaplanmayi tetikler. Lipopolisakkarit (LPS) de
antibiyotik direncinin gelisiminde rol oynar ve dis membran vezikiillerinin (OMV'ler) ve

biyofilmlerin olusumu {izerinde etkisi vardir (Huszczynski ve ark. 2019).

2.6.2.6. Flagellum

Pseudomonas aeruginosa'nin bir ucunda, polimerize flagellinden (F1iC) yapilmis
sarmal olarak diizenlenmis bir filamentten olusan tek bir flagellum bulunur. Ayrica FliD
ad1 verilen bir baglik proteini, filamentin tabaninda FIgE ad1 verilen bir kanca, filamenti
kancaya baglayan FlgKL ad1 verilen iki protein ve dis ve i¢ membranlar1 kapsayan bazal
govdeyi olusturan diger parcalar da vardir (Haiko ve ark., 2013). FliC proteini, DO, D1
(hem korunmus hem de immiinojenik olan) ve D2 (degisken olan) olmak {i¢ farkli alandan
olusur (Song ve ark., 2014). Ayrica, FIiC proteini, Heterojen olan Fli-a ve serolojik olarak
tek tip olan Fli-b olmak iizere iki serotip olarak siniflandirilmaktadir. Pseudomonas
aeruginosa kat1 yiizeylerde stirii davranigi sergiler, ancak kamgisi esas olarak sivi veya
disiik viskoziteli kosullarda yilizme yeteneginden sorumludur. Flagellum tirbuson

tarzinda donerek bakteriyi ileriye dogru iten bir itici gii¢ saglar (Sampedro ve ark., 2015).

2.6.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, farenks, gastrointestinal sistemler, genitoiiriner sistemler
ve On yariklar gibi bircok viicut bolgesinin deri ve mukoza zarlarinda yasayan ¢ok yaygin,
uyarlanabilir ve esnek bir patojendir (den Heijer ve ark. 2013). S. aureus hem insanlarda

hem de hayvanlarda ¢esitli enfeksiyonlara neden olan ve genel saglik lizerinde 6nemli bir
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etkiye yol agan patojenik bir mikroorganizmadir (Luzzago ve ark. 2014). Konake1
ozelligi, kayip direnci ve viriilans genlerinin varligi halk saghigi agisindan 6nemli
sonuglar dogurmaktadir (Saleha ve Zunita, 2010; Luzzago ve ark., 2014). S. aureus,
Staphylococci cinsinin en zararli liyesidir ve cilt apseleri, gida zehirlenmesi ve ¢ocuklarda
bakteriyemi ve nekrotik pndomoni gibi ciddi durumlar dahil olmak {izere g¢esitli
hastaliklara neden olur. Ayrica akut solunum yolu enfeksiyonlarina ve endokardite de yol
acabilir (Shaw ve ark., 2004). Hastaligin ciddiyeti, ¢ok sayida potansiyel viriilans
faktoriinlin iiretilmesine ve mecA, VanA, staphylococcusal ekzotoksinler ve hastaligin
baslamasina, bagisiklik sisteminden kagisa ve konakg¢1 dokularinda antibiyotik direncinin
gelismesine yardimei olan diger faktorler dahil olmak iizere antibiyotik direng genlerinin
varligina baglanmaktadir. S. aureus'un kesfi 1940'l1 yillarin ortalarinda gerceklesmistir.
S. aureus, penisilinaz olarak bilinen hidrolize edici bir enzim iireterek penisiline direng
gostermektedir (Basset ve ark., 2011). Daha sonra hem Birlesik Krallik'ta hem de
Amerika Birlesik Devletleri'nde bakteriyemi vakalarinda penisiline direngli S. aureus
suslar1 yaygin olarak goriilmeye baslanmistir. Hastaneyle iligkili penisiline direngli S.
aureus suslart baslangicta yalnizca hastalar ve saglik personeli tarafindan tespit
edildiginden bu adi almistir. Bununla birlikte, daha sonra toplumdaki insanlarin,
genellikle hastane enfeksiyonlariyla baglantili herhangi bir risk 6zelligi gostermeyen

direngli suslarla enfekte oldugu gosterilmistir (Chuang ve Huang, 2013).

2.6.3.1. MRS A'nin epidemiyolojisi

Baglangigta, MRSA oncelikle hastanelerde bulunan bir patojen olarak
tanimlanmis ve oncelikle saglik tesislerine maruz kalan veya madde bagimlilig1 gibi ek
risk faktorlerine sahip olanlari etkilemistir (David ve Ark, 2010). Daha sonra, MRSA'nin
bu varyant1 saglik hizmeti ile iligkili MRSA veya saglik hizmeti kaynaklit MRSA (HA-
MRSA) olarak adlandirilmistir. Cok sayida HAMRSA susu kiiresel olarak yayilmis ve
Kuzey Amerika, Giiney Amerika, Avrupa ve Asya'da énemli bir baskinlik gostermistir
(Stefani ve ark., 2012).

HA-MRSA'min ortaya ¢ikisinin cografi bolgelere gore onemli Slgiide farklilik
gosterdigini gozlemlemek Onemlidir; bu durum arastirmacilar tarafindan eradikasyon
programlarinin ve Onlemlerinin etkinligine baglanmaktadir (Stefani ve ark., 2012).
MRSA'n saglik kurumlarindaki izolasyonu, enfeksiyonun baslangigta saglik tesisleri
veya diger risk faktorleriyle herhangi bir iligkisi olmayan saglikli bireylerde tespit edildigi
1990'larda bir doniisiim gegirmistir (David ve Ark, 2010). Daha kapsamli bir incelemenin
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ardindan, yeni MRSA varyantlarinin tanimlandig tespit edilmistir. Daha sonra, bu suslar
saglikli topluluklarda bulunduklari i¢in toplumla iliskili veya toplumdan edinilmis MRSA
(CA-MRSA) olarak adlandirilmistir (David ve Ark, 2010; Hussein ve ark., 2017). CA-
MRSA ve HAMRSA suslari, genetik yapilari, enfeksiyon riskini artiran ilgili faktorler ve
ne kadar yaygin olduklar1 agisindan énemli 6l¢iide farklilik gostermektedir. HA-MRSA
ve CA-MRSA arasindaki genetik farkliliklarin ¢ogu, DNA'da bulunan staphylococcusal
kromozomal kaset mec (SCCmec) tipi ile ilgilidir. HA-MRSA suslar1 daha biiyiik
SCCmec tip I, II veya III iizerinde mecA genine sahiptir (David ve Ark, 2010). HA-
MRSA veya CAMRSA ile kolonizasyon veya enfeksiyonla baglantili risk faktorleri
tamamen farklidir. Saglik tesislerine maruz kalmak ve bir¢ok saglik sorununa sahip
olmak HA-MRSA enfeksiyonu i¢in birincil risk faktorleridir (David ve Ark, 2010). Buna
ek olarak, (Klein ve ark. 2013) raporuna gore, yasl insanlarin HA-MRSA fenotipleri
nedeniyle hastaneye yatma olasiligi daha yiiksektir. Pndmoni, bakteriyemi ve invazif
enfeksiyon HA-MRSA enfeksiyonunun baskin formlaridir (Nimmo ve ark., 2003). Buna
karsilik, CA-MRSA enfeksiyonu tipik olarak saglik durumu iyi olan ve yakin zamanda
saglik tesisleriyle temas1 olmayan bireylerde ortaya ¢ikmaktadir (Herold ve ark., 1998).

2.6.3.2. Bulasma ve viriilans faktorleri

S. aureus bakterisi, sicanlar ve lagomorflar da dahil olmak iizere tim memeliler
de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hayvanlar1 kolonize etme kapasitesi nedeniyle bir tiirden
digerine kolayca bulasir. Insanlar ve hayvanlar arasinda gegis. Staphylococcus
enfeksiyonlar: hayvanlar ve insanlar arasinda bulagabilme 6zelligine sahiptir. Hastaligin
bulasmasi, insanlar ve hasta hayvanlar arasinda, deri lezyonlariyla dogrudan temas,
enfekte hayvanlardan alinan doku veya kemiklerin ellenmesi ya da 1sirik ve siyriklar
yoluyla temas oldugunda gergeklesir (Gulzar ve Zehra 2018). Hyluronidaz, proteazlar,
lipazlar ve niikleazlar dahil olmak iizere viriilans faktorlerinin varligi, bakterilerin
penetrasyonuna yardimct olur.

Ayrica, fibrinojeni fibrinojene doniistiiren bir kan pihtisi, aglomerasyon ajanlari
(CIf A), fibrinojen baglayici proteinler (Fnbp A) ve koyulasmay1 ve fagositozu onleyen
protein A bulunmaktadir. Panton-Valentine leucocidin (PVL) doku nekrozundan
sorumludur. Bakteriler, penetrasyonlarina yardimei olan hyluronidase, proteaz, lipaz ve
niikleaz dahil olmak iizere cesitli viriilans faktorlerine sahiptir. Ayrica fibrinojeni fibrine
doniistiiren koagiilaz enziminin yani sira fibrinojene yapismalarina yardimci olan

kiimelenme faktorleri (CIf A) ve fibrinojen baglayici proteinler (Fnbp A) {iretirler.
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Bakteriler ayrica opsonizasyondan kag¢malarmma yardimci olan protein A ve doku
nekrozundan sorumlu panton-valentin 16kosidin (PVL) igerir. Staphylococcus aureus,
Staphylococcal Enterotoxin, Exfoliative Toxins (A, B), Toksik Sok Sendromu Toksin-1
(TSST-1) ve hem alfa hem de beta hemolizinler iiretir. Bu toksinler, S. aureus'un neden
oldugu cesitli hastaliklarin gelisimine onemli 6l¢iide etki etmektedir (Higgins ve ark.,
2006; Raygada ve Levine, 2009; Nasution ve ark., 2018).

S. aureus, l6kositlerin yutulmasini engelleyen kalin bir polisakkarit tabakasi olan
bir kapsiile sahiptir. S. aureus izolatlarinin yaklasik %901 bu kapsiile sahiptir. Gram-
pozitif bakterilerin duvari, hiicrelerin yapisma mekanizmasinda rol oynayan
peptidoglikan ve lipoteikoik asitten olusur. Bu bilesenler, S. aureus'ta enfeksiyonu
indiiklemek i¢in 6zellesmis proteinlerle kovalent olarak birlesir (Reddy ve ark., 2017).
Ayrica, bazi S. aureus suslar1 toksik sok sendromu toksini (TSST) olarak bilinen
kromozomal olarak kodlanmis protein molekiiliinii iiretir. Bu toksin, toksik sok sendromu

ile iliskili klinik semptomlarin gelismesinden sorumludur (Reddy ve ark. 2017).

2.6.4. Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica, insan viicudunu istila eden tek hiicreli bir protozoan
parazittir. Amipler, sitoplazmalarmin dil benzeri ve jole benzeri bir uzantis1 olan bir
psodopodyum araciligiyla kendilerini ilerletirler. E. histolytica ile enfeksiyon,
asemptomatikten siddetli bagirsak hastalifina ve potansiyel olarak o6liimciil
ckstraintestinal hastaliga kadar degisen bir dizi semptomla sonuglanabilir. E. histolytica,
E. dispar, E. mshkoveskii, E. hartmanii, E. polecki ve E. coli, Entamoeba cinsinin
insanlar1 enfekte edebilen alt1 farkl: tiiriidiir. E. histolytica hastalikla baglantili tek tiirdiir
(Fotedar ve ark., 2007; Romano ve ark., 2010; ElI-Dib, 2017).

Enfeksiyonlarin ¢ogunda herhangi bir belirti gériilmez, ancak bagirsaklarda bir
enfeksiyon varsa, haftalar boyunca kramp, mide agrisi, sulu veya kanl ishal ve kilo
kaybina neden olabilir (Kantor ve ark., 2018). Tengku ve ark (2011) gore, morfolojik
olarak ayirt edilemedikleri i¢in mikroskobik incelemede E. histolytica, E. dispar ve E.
moshkovskii arasinda ayrim yapilamamaktadir. Mikroorganizmalarin DNA analizi
yapilabildiginden beri, patojenik amip tiirleri artik patolojik 6rneklerde dogru bir sekilde
tanimlanabilmektedir. Bu durum, E. histolyticanin daha az yaygin hale gelecegi anlamina
gelmektedir. Hem E. dispar hem de E. moshkovskii asemptomatik tasiyicilarin kaynagi
olarak kabul edilmektedir (Slack ve ark., 2012). E. histolytica geleneksel olarak gezgin

ishalinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir faktér olmustur. Enfeksiyonlarin ¢ogu orta Giiney
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Amerika, Afrika ve Hindistan alt kitasinda yogunlasmistir. Seyahat edenler icin risk,

organizmanin yerel varligiyla baglantilidir (Lo ve ark., 2014).

2.6.4.1. Kiiresel dagilim

Paraziter hastaliklar, genel hastalik yiikii tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmakla
birlikte, genellikle o©liimle sonug¢lanmaktadir. Gelismis diinyanin yiiksek gelirli
bolgelerinin yan1 sira gelismekte olan tilkelerdeki insanlar1 da etkilemektedirler (WHO,
2008; Ben Ayed ve ark., 2017). Amebiyaz, 6zellikle saglik hizmetleri, sanitasyon ve
altyapiin yetersiz oldugu tropikal ve subtropikal bolgelerde, kiiresel dl¢cekte hastalik ve
oliime 6nemli dlciide yol agmaktadir. Oliimlerin ¢ogu, bagirsak veya invaziv bagirsak digt
hastaliklara bagl ciddi komplikasyonlardan kaynaklanmaktadir (Fotedar ve ark., 2012).
Amip parazitini tagtyan bireylerin %4 ila 10'unda bir yil i¢inde hastalik belirtileri ortaya
cikmaktadir. Amipli dizanteri, sitma ve sistozomiyazdan sonra kiiresel olarak paraziter
hastaliklardan kaynaklanan oliimlerin en yaygin {i¢lincii nedenidir (Ghasemi ve ark.,
2015).

Ali ve ark. (2003) Banglades'te E. moshkovskii enfeksiyonunun 6nemli dlgiide
goriildiigiinii ortaya koymustur. E. moshkovski'nin 2 ila 5 yas arasi ¢ocuklarda goriilme
siklig1 %21.1 olarak bulunurken, ¢cocuklarin %15.6's1 E. histolytica paraziti ile enfekte
olmustur. Hindistan'da E. moshkovski ile enfeksiyonun E. histolytica ile enfeksiyondan
daha nadir fakat daha yaygin oldugu bir gergektir (Parija ve Khairnar, 2005). Vietnam'da
amipli karaciger apsesi prevalansi davranmigsal faktorlere bagli olarak yiiksektir ve
100.000 kiside yaklasik 21 vakaya rastlanmustir. E. histolytica enfeksiyonu bu vakalarin
%11'inin temel nedenidir (Blessmann ve ark., 2002).

Amebiyaz Suudi Arabistan'daki gengler arasinda yaygin bir saglik sorunudur.
Aralik 1995 ve Ekim 1996 arasinda, akut ishal yasayan 0-5 yas aras1 576 ¢ocuktan olusan
bir 6rneklemde E. histolytica goriilme sikliginin %2.2 oldugu tespit edilmistir (EI Sheikh
ve El Assouli, 2001).

2.6.4.2. Patojenitesi

E. histolytica'nin patogenezi karmasik olup hem parazit tarafindan tiretilen viriilan
kimyasallar1 hem de konagin immiinolojik tepkisini igermektedir. Bu faktorler, parazitin
sistemik alanlara girmesine izin veren doku hasari olusturarak hastaligin gelisimine
katkida bulunur (Souza Passos ve ark., 2021). E. histolytica, hedef hiicrelerle dogrudan

etkilesim, hiicre parcalanmasi, hiicrelerin yutulmasi ve yutulan hiicrelerin pargalanmasi
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gibi ¢esitli yikict siiregler kullanir. Hiicreler epitelyumdaki trofozoitlere dokundugunda
paraseliiler gecirgenlik artar. Bunun nedeni TJ baglantilarinin agilmasi ve
mikrovilluslarin deforme olmasidir (Shahi ve ark., 2019). Konak plazma zarmin
ylizeyinde, hiicreleri yan yana hareket ettiren ve ayiran ve zarin biitiinliglinii etkileyen
kiigiik yumrular ve kabarciklar vardir (Betanzos ve ark., 2019).

E. histolytica tipik olarak kolonda bulunur ve hastalarin yaklasik yiizde 90'inda
asemptomatik bir enfeksiyona neden olur. Bununla birlikte, E. histolytica ile enfekte olan
kisilerin kii¢iik bir yilizdesinin neden patojenik bir fenotip gelistirdigi belirsizligini
korumaktadir (Begum ve ark., 2020). Kapsamli arastirmalar boyunca, patojenik
molekiillerin E. histolytica enfeksiyonu ile iliskili ¢esitli olaylara neden olmada bir rolii
oldugu kanitlanmistir. Asagidaki fizyolojik olaylar iizerinde c¢ok sayida arastirma
yapilmustir: (1) parazitin bagirsaklarin mukus tabakasina yerlesmesi; (2) trofozoitlerin
konagin bagirsak epiteline baglanmast; (3) epitelin hiicresel baglantilariyla etkilesim; (4)
konak hiicrelerinin tahrip edilmesi; (5) parazitin pargaciklar1 yutmasi ve yemesi; (6)
konagin bagisiklik tepkisinin aktivasyonu ve (7) konagin bagirsak mikrobiyotasinin etkisi

(Begum ve ark., 2020; Rawat ve ark., 2021).

2.6.4.3. Klinik 6zellikleri

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1997 yilinda yayilanan belgelere gore amipiyaz,
protozoan parazit E. histolytica ile fark edilebilir semptomlar olsun ya da olmasin enfekte
olma durumudur (WHO, 1997). Hastaliin, hi¢bir belirti gdstermemesinden amipli kolit
ve/veya amipli karaciger apsesi ile seyreden ciddi bir enfeksiyona kadar farkli sekillerde
ortaya ¢ikma olasiligi bulunmaktadir (Castellanos-Castro ve ark., 2020). Kronik non-
disenterik kolit, tiim yas gruplarindan bireyleri etkileyen en yaygin amipiyaz tiirtid{ir.

Spesifik olmayan semptomlarla karakterizedir (Ximénez ve ark., 2009). Parazite
maruz kalmay1 takiben, hastalarin %80'i birka¢ giin ile 4-6 hafta arasinda degisen bir
zaman diliminde semptomlar sergiler. Maruziyetten birkac giin veya hafta sonra ishalin
baslamasi, invazif intestinal amipiyaz i¢in akut bir seyir oldugunu gdsterir. Bu durumun
siiresi tipik olarak dort ila bes haftay1 gegmez, ancak bulasici bir kaynaga maruz kaldiktan
yillar sonra ortaya ¢iktig1 belgelenmis vakalar da vardir (Ximénez ve ark., 2021). Ikinci
senaryoda, neden-sonug iligkisini dogrulamanin son derece zor oldugu varsayilmaktadir
(Shirley ve ark., 2019). Bu klinik tip, irritabl bagirsak sendromunun semptomlarini da
taklit edebilir ve dogal ilerleyisine benzeyebilir. Bu durumda o6zellikle 6nemli olan

semptomlar, tekrarlayan karm agrisi (kolik) ataklar1 ve kabizlik ile doniisiimlii olarak
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kendini sinirlayan ishal ataklaridir. Disenterik olmayan amipli kolit ve irritabl bagirsak
sendromu klinik uygulamada tartisma konusudur (Ximénez ve ark., 2021). E. histolytica
enfeksiyonu gegiren bazi kisilerde karaciger apseleri, piiriilan perikardit, akciger apseleri,
pnomoni, peritonit, cilt lezyonlar1 ve hatta beyin apseleri gibi bagirsak disinda ek
semptomlar goriilebilir. Bu semptomlar, trofozoitler kan dolagimina yayildiginda ortaya
cikar (Kantor, 2018; Victoria-Hernandez, 2020). Karaciger apsesi en yaygin klinik

Ozelliktir ve derhal teshis ve tedavi edilmemesi 6liimle sonuc¢lanabilir.

2.6.5. Candida albicans

Candida albicans, insanlarin mukozal dokularinda hastaliklara neden olmak igin
uygun kosullardan yararlanan bir mantar patojenidir. Candida albicans'in neden oldugu
olimciil enfeksiyonlarin insidansi, bagigiklik sistemi baskilanmis hastalar veya implante
edilmis tibbi ekipmani olan hastalar gibi bu tiir enfeksiyonlara duyarli bireylerin artan
popiilasyonuna paralel olarak giderek artmaktadir. Yaygin enfeksiyon, antifungal
ilaclarin uygulanmasiyla bile %40'!n {izerinde Oliim oranmiyla Onemli bir risk
olusturmaktadir (Vellanki ve ark., 2019). Mantar dimorfiktir ve insanlarla kommensal bir
iliskiye sahiptir. Agiz bosluklari, vajina ve gastrointestinal sistemdeki mukozal
yiizeylerde kolonize olur ve c¢esitli hastaliklara neden olma potansiyeline sahiptir
(Kadhum, 2019). Hiicre duvari, siirekli bilesimsel degisikliklere ugrayan ve cogunlukla
polisakkaritler, polipeptitler ve proteinlerden olusan degisken ve akiskan bir yapidir (Di
Cosola ve ark., 2021).

Candida albicans'in SDA besiyerindeki kolonileri 25°C'de beyazdan kreme kadar
degisen bir renk sergiler, piiriizsiiz bir dokuya sahiptir ve burusukluk gosterebilir.
Koundal ve Cojandaraj tarafindan 2020 yilinda bildirildigi tizere, organizmanin biiyiimesi
42°C sicaklikta gergeklesmektedir. Bu maya, hastane ortamlarinda idrar yolu
enfeksiyonlarina neden olmaktan sorumlu yaygin, firsatci bir patojendir. Kronik bir idrar
yolu enfeksiyonunun (IYE) olusumunda, ilk énemli asamalar istila ve temel yapismayi
icermektedir. Candida albicans, ¢ok ¢esitli cansiz doku ve yiizeylere tutunma kapasitesi
sergiler. Ornek olarak, mayalar ag1z ve vajinay1 kaplayan hiicrelerin yan1 sira kateterin
yiizeyine de yapisma kabiliyetine sahiptir. Ayrica, Hosseini ve ark. (2019) tarafindan
yapilan arastirma, mikroorganizmalarin idrar sondalarinin yiizeylerine tutunmasinin idrar
yolu enfeksiyonlarina neden olabilecegini gostermistir.

Candida albicans, yapisma proteinleri, sekil degisikligi, aspartil proteinleri,

fosfolipazlar ve biyofilm olusumu gibi birgok viriilans faktorii nedeniyle zararlidir. Bu
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organizma omurcuklanan maya, pseudohyphae ve filamentdz formlar olmak {iizere ii¢
farkli form sergilemektedir. Candida albicans hiicreleri baslangigta konake1 hiicrelere
tomurcuklanan maya olarak tutunur ve konakg¢inin mukoza zar1 ve deri ylizeyinde
immiinolojik bir reaksiyona yol agmadan diizgiin bir sekilde ¢ogalabilir. Uygun gelisim
kosullart altinda maya hiicreleri, dokulara sizma konusunda dikkate deger bir kapasiteye
sahip olan hiflere doniisiir. infiltrasyon yoluyla hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol
iistlenirler. Hiicre dis1 matrisler, karmasik yapilar olan Candida albicans biyofilmlerini
olusturan psddopodlari, maya hiicrelerini ve hifleri ¢evreler. Hiflerin biiylimesi
biyofilmlerin biiyiimesine yardimci olabilir. Bu matrisler koruyucu bir bariyer goérevi

gorerek etkili antifungal tedaviyi 6nler (Li ve ark., 2019).

2.6.5.1. Viriilans faktorleri

Bir organizmanin sergiledigi patojenite diizeyi viriilans olarak bilinmekte ve
patojenin hastalifa neden olma yetenegini gostermektedir (Khamees, 2012). Viriilans
faktorleri patojene cesitli 6zellikler kazandirarak konak savunmasini etkili bir sekilde
etkisiz hale getirmesine ve hastaliga neden olmasina olanak tanir. Bu faktorler bakteriyel
toksinleri, enzim sentezini ve antibiyotik direncini kapsar. Tiim bu 6zellikler patojenin

farkli habitatlara adaptasyonunu kolaylastirir (Talan ve ark., 2008; Antao ve ark., 2009).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Arag ve Gerecler

3.1.1. Laboratuvar ekipmanlari ve cihazlar

Tablo 3.1. Calismada kullanilan laboratuvar ekipmanlari.

Ekipman adi Uretici Firma Mensei Ulke
Buzdolabi Beko Tiirkiye
Otoklav Triup ftalya
Distilator Triup Italya
Santrifiij Triup Italya
Dijital fotograf makinesi Huawei Japonya
Inkiibator Elektro.mag Tiirkiye
Benmari Gallenkamp Ingiltere
Elektrikli firm Elektro.mag Tiirkiye
Dondurucu Beko Tiirkiye
Isik mikroskobu Boeco Almanya
Elektronik terazi Kern Almanya
Vorteks Lab.Tech Kore
Elisa BioTek ABD
Sicak plaka Witeg Almanya
Elektroforez Helena ABD
Densicheck Biomeriux Fransa
Baslik dolabi Memmert Almanya
Bunsen briilorii Locally Irak

Tablo 3.2. Calismada kullanilan laboratuvar cihazlari.

Cihaz Adx Uretici Firma Mensei Ulke

Déngii John Bolton Ingiltere
Kademeli Silindir Jiassco Hindistan
Petri Kaplari Himedia Hindistan
Test Tiipleri Pyrex Ingiltere
Filtre kagidi Germier Almanya
Millipore Filtre Sigma Ispanya
Konik Sise Jiassco Hindistan
Lamlar ve Kapak Lamlar1 Superstar Hindistan
Bant Supreme Cin
Tahta Cubuklar Supreme Cin
Parafilm Neenah, WI ABD
Vidali Kapakli Siseler Pyrex Ingiltere
Lateks Eldivenler Greatglove Malezya
Pipetler Top dragon Avrupa
Siringa Sterileo Cin
Mikrotitre plakalari Elabscience Hindistan
Mikropipet Winlab Almanya
Plastik ask1 Citotest Cin
Steril kap Bipzek Hollanda
Forseps National Japonya

27



3.1.2. Kimyasal materyaller

Tablo 3.3. Calismada kullanilan kimyasallar.

Materyal Adi Uretici Firma Mensei Ulke
Hidrojen Peroksit Oxoid Ingiltere
Etanol %95 BDH Ingiltere
Glikoz Biomark Hindistan
Glyserol BDH Ingiltere
Hidroklorik asit BDH Ingiltere
Hidroksit potasyum Merk Alrmanya
Kloramfenikol Mission Hindistan
Macfarland Coztiimii Biomerieux Fransa
Novobiocin Diskler Bioanalyse Tiirkiye
[zoamilalkol BDH Ingiltere
Pepton Difco Ingiltere
Sodyum kloriir Didactic Ispanya
Ure Merck Alrmanya
Stilfiirik asit BDH Ingiltere
Baryum kloriir BDH Ingiltere
Laktofenol pamuk mavisi BDH Ingiltere
Agar-Agar Fluka Almanya
Gram boyasi BDH Ingiltere
Kristal menekse boyasi BDH Ingiltere
Metil kirmizist BDH Ingiltere
a-naftol BDH Ingiltere
Tripton Difco ABD
Potasyum fosfat Fluka Almanya
Etanol %70 BDH Ingiltere
Agaroz BiobasicINK Kanada
Fosfat tampon ¢6zeltisi Fluka Almanya
Normal salin BDH Ingiltere

3.1.3. Kiiltiir besiyeri

Tablo 3.4. Calismada kullanilan kiiltiir ortama.

Materyal adi Uretici Firma Mensei Ulke

Krom agar Candida Himedia Hindistan
Sabouraud's Dekstroz agar Himedia Hindistan
Kanli Agar Himedia Hindistan
MacConkey Agar Mast Group Ingiltere
Agar-Agar Fluka Almanya
Ure Agar Baz Himedia Hindistan
Besin Agari Oxoid Ingiltere
Metil kirmizisi-Voges Proskauer Himedia Hindistan
Eozin Metilen mavisi Oxoid Ingiltere
Simmon Sitrat Agar Himedia Hindistan
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Tablo 3.4. Calismada kullanilan kiiltiir ortami (devam).

Materyal adi Uretici Firma Mensei Ulke
Pepton Su Himedia Hindistan
Beyin Kalp Infiizyon Siv1 Besiyeri Oxoid Ingiltere
DNAse Agar Himedia Hindistan
Tryptone Soya Sivi Oxoid Ingiltere
Simmon Sitrat Agar Himedia Hindistan
Kligler'in Demir Agari Oxoid Ingiltere
Mannitol Tuz Agari Himedia Hindistan
Misir unu Agar Himedia Hindistan
Patates dekstroz Sivi Himedia Hindistan

3.1.4. Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknolojisi kullanilarak yapilan molekiiler tani
Candida tiirleri tanisini dogrulamustir. Bu yontem ITS gen bolgesindeki genetik
farkliliklar1 bulmaktadir. Mantar DNA's1 ekstrakte edilmis ve ITS hedef bolgesi Tablo
3.5'te belirtildigi gibi ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir.

Tablo 3.5. Candida tiirleri tanisin1 dogrulamak i¢in kullanilan DNA primerleri ve
bunlarin azotlu baz dizileri.

Primer nada DNA Dizisi (5-3)
ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3)
ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3")

3.2. Sterilizasyon Yontemleri
Kiiltlir besiyeri ve c¢ozeltiler Brown ve Smith'e (2017) gore asagidaki sekilde

sterilize edilmistir.

3.2.1. Isitma yoluyla sterilizasyon

Yiiksek sicakliklara dayanikli kiiltiir besiyerleri ve cozeltilerin ¢ogu, 121°C
sicaklikta calisan ve 15 dakika siireyle in¢ kare basina 15 pound basing uygulayan bir
otoklav araciligiyla sterilizasyona tabi tutulmustur. Cam malzeme, iki saat siireyle 180°C

sicaklikta elektrikli firina tabi tutularak sterilize edilmistir.

3.2.2. Filtreleme yoluyla sterilizasyon
Bu yaklasim, farkli gézenek genisliklerine (0.22 pm) sahip Millipore filtreleri
kullanarak iire ve sekerler gibi 1siya duyarli sivilarin ve malzemelerin sterilize edilmesini

icermektedir.
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3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. Normal salin ¢ozeltisi
Bakteriyel veya fungal siispansiyon olusturmak i¢in kullanima hazir tuzlu su

kullanilmustir.

3.3.2. Ure cozeltisi

Bu yontem {ireaz enziminin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir. Bu ¢o6zeltinin
hazirlanmasi, 20 gram iirenin 10 mililitre damitilmig suda ¢6ziilmesini ve ardindan 100
mililitre nihai hacim elde etmek icin yeterli miktarda damitilmis su eklenmesini
icermektedir. Cozelti daha sonra 0,22 mikrometre gézenek boyutuna sahip Millipore

filtreler kullanilarak sterilize edilmistir (MacFaddin, 2000).

3.3.3. Fosfat tampon salin (PBS)

Bu ¢ozeltiyi olusturmak i¢in, dnceden hazirlanmis tek bir fosfat tamponlu salin
(PBS) tableti 100 ml damitilmis suda ¢oziiliir. Daha sonra, 0,22 mm Millipore filtreleri
kullanarak ¢ozelti sterilize edilir. Son olarak, ¢ozelti kullanima hazir olana kadar
buzdolabinda muhafaza edilir. Bu ¢6zelti membran tespit tekniginde yikama asamasinda

kullanilir.

3.3.4. McFarland bulamiklik ¢ozeltisi

Cozelti asagidaki prosediir kullanilarak laboratuvarda hazirlanmigtir:

Cozelti A: Bu c¢ozeltiytr hazirlamak icin 1,175 gram sulu baryum kloriir,
BaCl2.2H20, 100 mililitre damitilmis suda ¢oziilir.

Cozelti B: 1 mililitre siilfiirik asit (H2SOj4) ile 99 mililitre saf su karistirilir.

Bulaniklik konsantrasyonunu 1,5 x 108 hiicre/ml elde etmek icin 0,5 mililitre (A)
cozeltisi ile 99,5 mililitre (B) ¢oOzeltisi birlestirilir. Elde edilen ¢6zeltide buharlagmay1
onlemek icin karanlik, sikica kapatilmis bir cam tiip i¢inde iyice karistirilir. Cozelti,
bakteri kiiltiiriinii belirlemek i¢in kullanilmaya hazir olana kadar karanlik bir yerde

saklanmalidir (Vandepitte ve ark., 2003).

3.3.5. Gram boyama ¢ozeltisi

Hemen kullanim i¢in hazirlanmistir. Gram boyama prosediirti, kristal viyole boya
cozeltisi, 1yot ¢ozeltisi, saf alkol ve safranin boyasi dahil olmak iizere bir¢ok ¢dzeltinin
kullanimini igermektedir. Bu ¢ozeltiler, bakteri ve mantar kiiltiirlerinden elde edilen cam

lamlar1 boyamak i¢in kullanilarak mikroskobik 6zelliklerinin ve niteliklerinin
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gdzlemlenmesine olanak saglamistir. Bu durum, kiiltiirlerin spesifik boya i¢in pozitif ya

da negatif olarak siniflandirilmasini kolaylastirmistir (Babapour ve ak 2016).

3.3.6. Laktofenol mavi boyasi
Mayalar1 tanimlamak i¢in kullanima hazir bir boya kullanilmistir (Ellis 1994).

3.3.7. Kristal menekse ¢ozeltisi

Bu ¢6zeltiyl hazirlama stireci, 0,1 g kristal menekse tozunun 10 ml damitilmis su
ile birlestirilmesini ve ardindan 0,22 gozenek genisligine sahip Millipore filtrelerle
sterilize edilmesini igermektedir. Filtreden ge¢irilen ¢ozelti daha sonra gerekli olana
kadar 4 santigrat derece sicaklikta tutulur. Bu ¢ozelti, izolatlarin biyofilm gelistirme

kapasitelerini degerlendirmek icin kullanilir (Babapour ve ark., 2016).

3.4. Reaktiflerin Hazirlanmasi
3.4.1. Oksidaz reaktifi

Cozelti, 0.1 g parafenilendiaminin 10 ml damitilmis suda ¢oziilmesiyle formiile
edilmis ve daha sonra koyu renkli bir sisede saklanmigtir. Bu test, izolatlarin oksidaz

enzimi iretme kapasitesini degerlendirmek i¢in kullanilmistir (Brown ve Preston, 1991).

3.4.2. Katalaz reaktifi
Saglanan reaktif, %3 hidrojen peroksit igeren hazir bir ¢ozeltidir. Bakterilerin

katalaz enzimi liretim kapasitesini belirlemek amaciyla 6zel olarak tasarlanmistir (Forbes

ve ark., 2007).

3.4.3. Metil kirmmzi reaktifi
Reaktif, 0.1 g metil kirmizist tozunun 300 ml %95 etil alkolde ¢oziilmesinin

ardindan 200 ml distile su eklenmesiyle hazirlanmistir (Cawon ve Steel, 2004).

3.4.4. Kovac reaktifi

Reaktifi hazirlamak igin 5 gram para-dimetil aminobenzaldehit 75 mililitre
izoamil alkol i¢inde ¢oziliir. Daha sonra, reaktifin rengi soluk sariya doniisene kadar
yavas yavas 25 mililitre gii¢lii hidroklorik asit (HCI) ilave edilir. indol halkasinin varligin
tespit etmek i¢in ¢ozelti seffaf olmayan bir siseye konur, buzdolabinda saklanir ve

kullanilmadan 6nce ¢alkalanir (Baron ve ark., 1999).
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3.4.5. Voges-Proskauer reaktifi
Cozelti, %96 etanol iginde %40 potasyum hidroksit ile %5 alfa-naftol
birlestirilerek formiile edilmistir. Bu ¢ozelti Voges-broskauer testi i¢in bir gdsterge gorevi

gormektedir (Gunnemann ve ark., 2013).

3.5. Kiiltiir Besiyeri
3.5.1. Hazr Kkiiltiir besiyerinin hazirlanmasi

Kiiltlir besiyerleri, daha sonra ele alinacak olan bazi sentetik besiyerleri harig
olmak {izere, iireticinin talimatlarina ve etiketine uygun olarak olusturulmustur.
Sterilizasyon islemi, 15 psi bir basinci korurken 15 dakika siireyle 121°C sicaklikta bir
otoklava tabi tutulmalarmi kapsamaktadir. Ornekler, sterilitelerini garanti altina almak
icin 24 saat siireyle 37°C sicakliktaki inkiibatore yerlestirilmistir. Daha sonra, kullanilana

kadar 4°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.5.2. Sentetik Kiiltiir besiyerlerinin hazirlanmas1 (Laboratuvarda hazirlanan
besiyerleri)
3.5.2.1. Kanli agar

Ureticinin talimatlarini izleyerek, besiyerini olusturmak igin 40 g madde 1000 ml
damitilmis suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra, nesne bir otoklavda sterilizasyona tabi
tutulmus ve burada 15 dakika siireyle 121°C sicaklik ve 15 psi basinca maruz
birakilmistir. Bunu takiben, nesnenin 50°C sicakliga kadar sogumasina izin verilmistir.
Daha sonra nesneye %5 konsantrasyonda insan kani eklenmistir. Bu besiyeri, belirli
bliyiime ihtiyaglaria karst hassasiyet gosteren bakterilerin yetistirilmesi i¢in

kullanilmaktadir (Forbes ve ark., 2007).

3.5.2.2. Ure Agar besiyeri

Besiyerinin hazirlanmasi, tiretici tarafindan saglanan talimatlar izlenerek 24 g kati
tire bazli besiyerinin 950 ml damitilmis suda ¢6zlilmesini kapsamigtir. Daha sonra karisim
bir otoklav kullanilarak sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminin ardindan karisim 50°C
sicakliga ulasana kadar sogumaya birakilmistir. Daha sonra 50 ml %40 {ire ¢ozeltisi
eklenmistir. Bu ¢6zelti, 40 g tirenin 100 ml damitilmis suda ¢6ziilmesi ve 0,22 mikrometre
capl Millipore filtreler kullanilarak sterilize edilmesiyle elde edilmistir. Daha sonra kat1
iire besiyerine eklenmis ve aseptik tiiplere aktarilmistir. Bu besiyeri, bakteri ve mayalarin

tire liretim kapasitesini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (Tille, 2017).
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3.5.2.3. Yagsiz Siit Agar besiyeri

Besiyeri, 28 gram besin agarmmin 875 mililitre damitilmis suda ¢oziilmesiyle
hazirlanmistir. Karisim tamamen ¢oziinene kadar kaynama noktasina kadar 1sitilmis ve
ardindan 15 dakika boyunca in¢ kare basina 15 pound basing ve 121 °C sicaklikta bir
otoklavda sterilize edilmistir. Daha sonra 45-50 °C sicaklik araligina sogumaya
birakilmistir. Daha sonra, kiiltiire 125 ml pastorize siit eklenmis, iyice karigtirilmis ve

aseptik petri kaplarina aktarilmistir (Collee ve ark., 1996).

3.5.2.4. Motilite besiyeri

Besiyeri, 1 litre distile suda 5 gram sodyum klortir, 5 gram agar-agar ve 10 gram
tripton ¢oOziilerek hazirlanmigtir. pH 7.2'ye ayarlanmis ve ardindan besiyeri
otoklavlanmigtir. (Harley ve Prescott bu islemi 1996) yilinda tanimlamistir. Bu besiyeri

hareketi degerlendirmek i¢in kullanilmistir (Collee ve ark., 1996).

3.5.2.5. Metil kirmizi- voges proskauer

Bu besiyerinin hazirlanmasinda 5'er gram glikoz, potasyum monohidrojen fosfat
(K2HPO4) ve pepton 950 mililitre damitilmis suda ¢6ziilmiistiir. Daha sonra hacim 1000
mililitreye tamamlanmadan 6nce pH 7.2'ye ayarlanmistir. Besiyeri bir otoklavda sterilize
edilmis ve ardindan her tiip 5 mililitre icerecek sekilde tiiplere esit olarak dagitilmistir.

Uriin 4 santigrat derece sicaklikta saklanmustir (Wistreich, 1997).

3.5.2.6. 1'lik glikoz iceren siv1 soya besiyeri

Hazirlik, 2,5 gram s1vi soya tripton besiyerinin 90 ml damitilmis suda ¢6ziilmesini
ve ardindan 121°C sicaklikta 15 saniye siireyle ve 15 pound basingla otoklavlanmasini
icermektedir. Bir glikoz ¢ozeltisi olusturmak i¢in 1 gram glikoz 10 mililitre damitilmig
suda ¢Ozilmiis ve 0,22 mikrometre gozenek genisligine sahip bir Millipore filtre
kullanilarak sterilize edilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti 40 ila 45 santigrat derece arasindaki
bir sicaklikta sivi soya tripton besiyerine eklenmistir. Bu besiyeri, biyofilm {iretimi

sergileyen bakteri izolatlariin tanimlanmasi igin kullanilir (Deka, 2014).

3.5.2.7. Beyin kalp infiizyonu gliserol s1v1 besiyeri
Bu besiyerinin bilesimi kalp ve beyin dokularinin infiizyonu ile birlikte %15
konsantrasyonda gliserol igermektedir. Sterilizasyonun ardindan triin 5 ml'lik

porsiyonlara boliinerek steril tiiplere yerlestirilmistir. Daha sonra kullanima hazir olana
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kadar 4 °C sicaklikta tutulmustur. Bakteri izolatlar1 bu yontem kullanilarak -20 °C
sicaklikta uzun siire saklanabilir (Riddell ve Sanyal, 2019).

3.5.2.8. Sabouraud dekstroz agar besiyeri

Mayalar bu besiyeri kullanilarak izole edilmistir. Besiyerinin hazirlanmasinda 65
gram saprodextrose agar 1000 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Elde edilen besiyeri daha
sonra bir otoklavda sterilize edilmis ve 45°C sicakliga kadar sogutulmustur. Daha sonra
besiyerine 250 mg bakteriyel antibiyotik kloramfenikol eklenmis ve pH 5.6'ya
ayarlanmistir (Kwon-chung ve Bennett, 1992).

3.6. Calisma Yontemleri
3.6.1. Diskr 6rneklerinin toplanmasi

110 digki 6rnegi Temmuz ve Ekim 2023 tarihleri arasinda Cocuk Hastanesi'nde
ishal belirtileri gosteren bebeklerden alinmistir. Bebekler hakkinda toplanan bilgiler
arasinda isimleri, cinsiyetleri, muayene tarihleri ve antibiyotik alip almadiklar1 yer
almistir. Digk1 6rnekleri, toplanmasini kolaylastirmak i¢in genis agizli steril plastik siseler
kullanilarak almmis ve herhangi bir kontaminasyonu oOnlemek ic¢in kap derhal
kapatilmistir. Daha sonra, ornekler derhal mikroskobik analize ve kiiltiire tabi tutulmus
ve bu islemler orneklerin alinmasindan itibaren iki saatten kisa bir siire icinde

gergeklestirilmistir.

3.6.2. Diskimin mikroskobik incelenmesi

Diski 6rneklerinden 5-10 ml'lik bir hacim alinmis ve normal salin damlaciklariyla
birlikte bozulmamis bir cam lamel {lizerine birakilmistir. Daha sonra, lamel kapagi
ornegin lizerine yerlestirilmis ve irin hiicreleri, epitel hiicreleri, bakteriler ve parazitlerin
varligini tespilt etmek i¢in mikroskobik incelemeye tabi tutulmustur. Candida mikroskop

altinda kiicliciik ve elips seklinde goriilmektedir.

3.6.3. Bakteriyel tani testleri
3.6.3.1. Morfolojik ve mikroskobik tani

Bakteri izolatlar1 ilk olarak kanli agar ve MacConkey agar besiyerlerindeki
sekillerine ve kiiltlirlerine bakilarak adlandirilmistir. Bu kapsamda kolonilerin rengi,
boyutu, dokusu, yiiksekligi ve seklinin yani sira MacConkey agar besiyerinde kani
metabolize etme ve laktozu fermente etme kabiliyetleri analiz edilmistir. Izolatlarin

mukus iiretimi ve diger Ozelliklerinin degerlendirilmesi, yagli mercek mikroskobik
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incelemesinin sonrasinda gelmektedir. izolatlar bir cam lam {izerinde 1s1 ile sabitlenir ve
bakterinin seklini, diizenini ve boyama yetenegini ayirt etmek i¢in gram boyasi ile

boyanir (Benson., 1967; Prescott ve ark., 2005).

3.7. Biyokimyasal Testler
3.7.1. Oksidaz testi

Cogalan koloniler aseptik tahta ¢ubuklar kullanilarak filtre kagidina aktarilmus,
ardindan oksidaz reaktifinden bir damlacik eklenmistir. Renk tonu 20-30 saniyelik bir
zaman dilimi i¢inde mor bir tona donlismiis, bu durum oksidaz enziminin iiretildigini

gosteren olumlu bir yanitla sonuc¢lanmistir (Biswas ve Rather, 2019).

3.7.2. Katalaz testi

Bu test, katalaz enzimi iiretme yetenegine sahip mikroorganizmalari tanimlamak
icin kullanilmaktadir. Deney, steril tahta ¢ubuklar kullanilarak bir bakteri kolonisinin
temiz, kuru ve steril bir cam lam {izerine aktarilmasini icermistir. Daha sonra, bakteri
kolonisine bir damla %3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi uygulamak icin bir Pasteur pipeti

kullanilmistir. Yiizeyde hava kabarciklarinin ortaya ¢ikmasi olumlu bir test sonucunu

saglamaktadir (Tille, 2015).

3.7.3. Indol testi

izole edilen bakterilerin bir kismi indol besiyeri iceren test tiiplerine ekilmis ve
ardindan 24 saat siireyle 37°C sicaklikta kiiltiire edilmistir. Daha sonra tiipe 5 ml Covax
reaktifi eklenmistir. Besiyerinin ylizeyinde kirmizi bir halkanin belirmesi basarili bir

sonuca isaret etmektedir (triptofanin indole hidrolizi) (Collee ve ark., 1996).

3.7.4. Voges-Proskauers testi

Bakteri kolonileri Metil Kirmizisi-Voges Proskauer besiyeri iceren tiiplere
konulmus ve ardindan 24 saat siireyle 37°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Bir sonraki adim
10 damla VP1 (alfa-naftol) ve ardindan 5 damla VP2 (KOH) eklemek olmustur. Renkteki
degisiklik 30 dakikalik bir zaman dilimi i¢inde goriilmiistiir. Besiyerinin rengi saridan
kirmiziya gegerek olumlu bir sonuca isaret etmistir. Bu test, bakterinin seker
fermantasyonu siireci yoluyla asetoin iiretme kapasitesini degerlendirmek icin

kullanilmaktadir (Brown ve Smith, 2017).
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3.7.5. Metil kirmmiz testi

Saf bakteri kolonileri Metil kirmizisi-Voges-Proskauer besiyeri iceren tiiplere
asilanmis ve 37°C sicaklikta 24-48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra, 5 damla
metil kirmizist reaktifi eklenmistir. Besiyerinin koyu kirmizi renge donligmesi, olumlu

bir sonucu ve glikozun hidroliz yoluyla tamamen pargalandigin1 gostermektedir

(McFaddin, 2000).

3.7.6. Sitrat kullanim testi

Simmon'un sitrat besiyerini igeren tiipler, bicaklama ve stre¢leme yoOntemi
kullanilarak saf bakteri kolonileriyle agilanmistir. Daha sonra tiipler 37° sicaklikta 24 saat
stireyle inkiibe edilmistir. Besiyerinin renk tonunun yesilden maviye doniismesi olumlu
bir sonucun gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu deney, bakterilerin 6zel karbon
kaynag1 olarak sitrat ve azot kaynagi olarak amonyum tuzlarini kullanma kapasitesini

degerlendirmek ic¢in yapilmistir (Brown and Smith, 2017).

3.7.7. Ureaz testi

Bakteriler iire agar besiyerine saplama teknigi kullanilarak ekilmis ve tiipler 24
saat slireyle 37°C sicakliktaki bir inkiibatore yerlestirilmistir. Besiyerinin renginin
saridan pembeye donmesi olumlu bir sonu¢ anlamina gelmekte ve bakterinin iireaz

enzimi liretme kapasitesini gostermektedir (Tille, 2017).

3.7.8. Kligler demir agar testi

Deney, MacConkey besiyerindeki bakterilerin bicak ve plan teknigi kullanilarak
kati demir disakkarit besiyerine eklenmesini i¢ermistir. Karisim daha sonra 37°C
sicaklikta 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Sonug, besiyerinin alt ve egimli
ylizeylerindeki asidik pH diizeylerindeki degisikliklerle belirlenmistir. Sonug,
fermantasyon tliriiniin gozlemlenmesi ve ardindan reaktifin renginde meydana gelen
degisiklikle belirlenmistir. Fenol kirmizisi sartya dogru bir renk degisimine ugrar ve gaz

tiretebilir ya da tiretmeyebilir (Forbes ve ark., 2007).

3.7.9. Motilite testi
Incelenecek bakteriler, yar1 kat: bir hareketlilik besiyeri iceren tiiplere delinerek
yerlestirildikten sonra 37°c sicaklikta 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Uremenin delme

bolgesinin tesine yayilmasi olumlu bir sonug anlamina gelmektedir (McFaddin, 2000).
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3.8. Parazit Enfeksiyonu Tanisi

Ornekler laboratuvara ulasir ulasmaz derhal analiz edilmis ve trofozoit fazini
tanimlamak i¢in kan veya mukus igeren bdlgelerden alindiklarindan emin olunmustur. Bu
faz genellikle s1v1 6rneklerde bulunmakta ve tipik olarak kist faz1 iceren kat1 veya yar1
kat1 digkida nadiren gozlenmektedir. Amip histolytica parazitinin varligini tespit etmeye
yonelik inceleme, Ornekte kan veya mukus bulunmasi ile gosterilebilir (Clark ve
Diamond, 2002). Disk1 6rnekleri, asagidaki tan1 prosediirleri kullanilarak enfeksiyonu

teshis etmek amaciyla igleme tabi tutulmustur.

3.8.1. Fizyolojik tuzlu su c¢ozeltisi ile hazirlanmis siiriintii

Cam lamin temiz oldugundan emin olduktan sonra iizerine dnceden hazirlanmis
fizyolojik tuzlu su cozeltisinden bir damla damlatarak siiriintii ¢ubugunu hazirladim.
Tahta bir ¢ubukla kiiciik bir miktar diski1 aldim ve homojen bir kivama gelene kadar
fizyolojik cozeltiyle iyice karistirdim. Daha sonra, kapak lamini 6rnegin iizerine
yerlestirdim ve 10x bilyiitme kullanarak analiz etmeye devam ettim. Onemli bir
bliyiikliigii x40 olan (Baron ve ark., 1994) bu teknik, trofozoiti teshis etmek ve tutarl tek
yonlii hareketiyle diger amiplerden ayirt edilebilen amipli dizanteri parazitinin hareketini

incelemek i¢in kullanilmustir.

3.9. Maya Tam Testleri
3.9.1. Morfolojik ve mikroskobik tani

SDA besiyerine ekilen kolonilerin fenotipik 06zellikleri, koloni rengi, sekli,
dokusu, kokusu ve yiiksekligi incelenerek tespit edilmektedir. Daha sonra, SDA
besiyerinde gelisen kolonilerin mikroskobik bir analiz yapilir. Koloninin bir kismi bir
vektor kullanilarak ¢ikarilir ve lam iizerine birakilir. Sonrasinda, bir damla normal salin
eklenir ve laktofenol mavisi boya ile boyanir. Lam daha sonra kapatilir ve yiiksek giiclii
bir 151k mikroskobu altinda incelenir. Psodohifler ve biiyiik sporlar 40X biiyiitme ile
gozlemlenmistir. Daha sonra steril bir cam lam toplanmis ve Gram boyasi ile boyanmustir.
Lam daha sonra alev iizerinde sabitlenmis ve filizleri gozlemlemek i¢in mikroskop altinda

incelenmistir (Ellis ve ark., 2007).

3.9.2. Krom agarda biiyiime testi
Farkli Candida tiirleri agar kromojenik besiyeri kullanilarak ayrilmigtir. Bu tiir
besiyerleri, izolatlar kendisiyle etkilesime girdiginde renk olusturur (Musa ve ark., 2020).

Candida kolonisinin bir 6rnegi, 24 saatlikken steril bir dongii tastyict kullanilarak elde
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edilmigtir. Koloni SDA besiyerine ekilmis ve ardindan Chromium Agar besiyerine
ekilmigstir. Plakalar 24-48 saat boyunca 37°C sicaklikta tutularak farkli renklerde

kolonilerin olugsmast saglanmistir (Ibrahim ve Yehia, 2017).

3.10. Mayalarm Molekiiler Tanis1

Dhi qar sehrindeki Golden Steps laboratuvar1 Candida tiirleri tanimlamak igin bir
polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirmistir. Mantardan DNA izole edilmis ve ITS
hedef bolgesi Cizelge 3.6'da listelenen primerler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Prosediir,
White (1990) tarafindan saglanan yonergelere uygun olarak, asagidaki adimlar izlenerek

gergeklestirilmistir:

3.11. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu islemi, Kit 100® Chelex kullanilarak tek basina, kontamine
olmamis ve metabolik olarak aktif bir Candida mayasi kolonisinden gergeklestirilmistir.
Chelex 100® ¢ozeltisi Amerika Birlesik Devletleri'nde BioRad tarafindan iiretilmis ve
ekstraksiyon islemi i¢in agsagidaki adimlari igeren iireticinin tavsiyelerini izlemistir:

% Yaklasik 200 mg ¢ogalan maya kolonisi s1v1 nitrojen igeren steril bir seramik kaba
aktarilmistir. Maya kolonileri toz haline getirilmis ve daha sonra aseptik 1,5 ml'lik tiiplere
aktarilmistir.

¢ Sonrasinda, her bir érnege 180 pul Universal Pargalama Tamponu ve 20 pl K-
Proteinaz enzimi eklenmistir. Karisim bir karigtirma cihazi kullanilarak iyice karigtirilmis
ve 56°C sicaklikta 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemi sirasinda her
tiip i¢in bir benmari kullanilmistir.

¢ 100 pl PF Evrensel Tampon Cozeltisi dagitilmis ve bir karistiricr kullanilarak
calkalanmistir. Daha sonra, tiipleri 30 dakika siireyle 20 °C sicakliga ayarlanmis bir
inkiibatore yerlestirilmistir.

< Ornekler 5 dakika siireyle dakikada 10.000 devir hizinda santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Daha sonra, siipernatant olarak bilinen tortunun tizerindeki sivi kisim yeni
bir 1,5 ml'lik tiipe aktarilmistir.

% 100 pl Evrensel Tampon BD ¢ozeltisi dagitilmis ve bir karistirict kullanilarak
calkalanmistir. Numuneler, %96 saf etil alkol ilavesinden sonra bir karistirici ile iyice

karigtirilmugtur.
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¢ Kit kullanilarak iiretilen DNA'y1 ekstrakte etmek igin karisim bir filtre ile
donatilmis 6zel tiiplere aktarilmistir. Tiipleri 2 ml'lik toplama tiiplerine yerlestikten sonra
1200 rpm hizda bir dakika boyunca santrifiij edilmistir. Daha sonra tortu atilmistir.

% 500 pl Evrensel PW Cozeltisi eklendikten sonra tiipler 1200 rpm hizinda santrifiij
edilmis ve ardindan tortu ¢ikarilmistir.

¢ 500 pl Evrensel Yikama Cozeltisi eklendikten sonra, tortuyu ayirmak igin tiipler
1200 rpm'de santrifiijlenmistir.

% DNA'y1 igeren EZ-10 steril 1,5 ml'lik tiiplere aktarilmistir. Daha sonra bu tiipler
bir santrifiije yerlestirilmis ve 1200 devir/dakika hizda dondiirilmistiir. Bu iglem alkolii
uzaklastirmayr ve EZ-10 kolon membranindaki c¢okeltiyi ortadan kaldirmayi
amagclamstir.

% DNA'y1 ¢6zmek i¢in EZ-10 kolon filtresine 50 pl TE tampon ¢ozeltisi enjekte
edilmistir. Karisimin oda sicakliginda bir dakika inkiibe olmasina izin verilmistir. Daha
sonra tlipler santrifiijje aktarilmis ve DNA'min toplanmasi i¢in 1200 devir/dakika hiza
ayarlanmustir.

% Tim Ornekler i¢cin DNA safligmin nanodrop spektrofotometre ile

degerlendirilmistir.

PCR icin reaksiyon karisiminin hazirlanmast: Tablo 3.6'da gosterildigi gibi, {ireticinin

talimatlarina gore bir PCR reaksiyon karisimi (25 mikrolitre) hazirlanmistir.

Tablo 3.6. PCR karigim bilesenleri.

PCR ana karisim Hacim
Ana karigim Sul
[leri primer 1 pl
Geri primer 1 ul
Niikleaz igermeyen su 13 ul
Genomik DNA 5ul
Toplam 25 ul

Yukarida belirtilen ¢izelgede belirtilen kombinasyon bilesenleri, kalan PCR
reaksiyon bilesenleri ile birlikte 0.2 ml'lik tiiplere yerlestirilmistir. Tiipler karigimi i¢eren
santrifiije aktarilmis ve 3000 devir/dakika hizda 3 dakika boyunca dondiiriilmiistiir. Daha
sonra, amplifikasyon siirecini baslatmak icin PCR termal dongiileyicisine
yerlestirilmistir. DNA, Tablo 3.7'de belirtildigi gibi iireticinin protokoliinde belirtildigi

gibi tiim genler i¢in en uygun kosullar altinda 1s1 dongiilerine tabi tutulmustur.
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Tablo 3.7. ITS geninin PCR asamalari i¢in optimum termal kosullar.

PCR Adim Tekrar Dongiisii Sicakhik Siire
[k denatiirasyon 1 95°C 3dk
Denatiirasyon 35 95°C 30 sn
Tavlama 1 56 °C 1dk
Uzatma 1 72 °C 50 sn
Son uzatma 1 72°C 5 dk

3.12. PCR Veri Analizi
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) iiriin analizi sonucu, daha 6nce belirtilen
yontem izlenerek %1.5 agaroz jel kullanilarak elektroforez yapilarak belirlenmistir:

% Karigimu iki dakika siireyle 1sitmak i¢in bir mikrodalga cihazi kullanilmigtir. 1.5 g
agaroz jel ile 100 mililitre TBE tamponunu 1 x 1 konsantrasyonda birlestirerek bir ¢ozelti
hazirlanmustir.

% Agaroz jel 50°C sicakliga kadar sogutulduktan sonra 3 ml radyoaktif DNA boyasi
Ethidium Bromide eklenmis ve jel ile iyice birlestirilmistir.

¢ Jel, PCR oOrneklerinin konumlarini tespit etmek igin bir tarak igeren rdle kalibina
yerlestirilmistir. Ardindan, jelin oda sicakliginda 15 dakika siireyle katilagmasina izin
verilmistir. Daha sonra tarak jelden ¢ikarilarak elektroforez havuzuna aktarilmistir.

++ PCR iiriiniinii i¢eren ornekler jel lizerinde belirlenmis alanlarda biriktirilmistir.

% PCR sonucunu olgmek igin 100 ila 1000 baz ¢ifti arasinda degisen DNA
merdiveni kullanilmis ve ilk kuyucuklara yerlestirilmistir.

% Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra agaroz jeli 1X konsantrasyonunda TBE
tamponuna daldirilmistir. Transfer kapagi sabitlenmis ve elektrikli role cihazi 100 volt ve

80 amper akimla bir saat siireyle aktive edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Orneklerin Dagilim

Mevcut arastirmada, Tablo 4.1'de gosterildigi lizere 62 (%56.4) erkek yenidogan
ve 48 (%43.6) kiz bebek olmak iizere toplam 110 6rnek kullanilmistir. Caligma, kanl
agar, mannitol agar, ¢ikolata agar, Sabouraud dekstroz agar ve MacConkey agar gibi
uygun Dbesiyerlerinde  biyiitiildiiglinde toplam  Orneklerin  83'linlin  (%75.5)
mikroorganizma tespiti agisindan pozitif oldugunu ortaya koymustur. Toplam 6rneklerin

%24.5'ini olusturan 27 6rnek mikrobiyolojik tan1 agisindan negatif ¢ikmustir.

Tablo 4.1. Calisma 6rneklerinin bulgulara gore dagilimu.
Enfekte Sayis1 (%) Enfekte olmamis Sayisi (%) Toplam

Gruplar

+ve Kiiltiir -ve kiiltiir Say1 (%)
Erkek 46 (55.4) 16 (59.3) 62 (56.4)
Kadin 37 (44.6) 11 (40.7) 48 (43.6)
Toplam 83 (75.5) 27 (24.5) 110 (100)

m Pozitif Sonu¢ = Negatif Sonug

Sekil 4.1. ishalli hastalarda bakteriyel, fungal ve parazit yiizdesi.

Akut ishalli ¢cocuklarin ¢ogunda patojen mikroorganizmalar i¢in yapilan diski
muayenesi negatif sonu¢ vermistir. Bu bebeklerde ya bagirsaklar diginda herhangi bir
hastalik belirtisi goriilmemis ya da alakasiz nedenlere bagl ishal goriilmiistiir. ishal, gida
alerjilerine veya tespit ig¢in 6zel kiiltiir besiyeri gerektiren diger mikroorganizmalara
atfedilebilir. Digki incelemesi pozitif ¢ikan bebeklerin cogunlugu tipik olarak 6 ayliktan
biiyiik olup bulunan en yaygin mikroorganizma E. coli'dir. Bu durum, yasamm ilk 6
ayinda insan siitiiniin koruyucu ozelliklerinin yani sira tamamlayict beslenmeye
gecildiginde kontamine yiyecek ve igceceklerden kaynaklanan enfeksiyon riskinin

artmasina baglanabilir. Gana ve Nijerya'da yapilan bir arastirma, anne siitii ve diger
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gidalarin bir arada verildigi 6-11 aylik ¢ocuklarin ishal olma ihtimalinin, sadece anne
stitliyle beslenen bebeklere kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Newburg
ve ark., 1998). Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bir arastirma, emzirmenin daha
diisiik hastalik orantyla baglantili oldugunu ortaya koymustur. Yetersiz emzirmenin
cesitli hastaliklara kars1 koruma saglamadigi da gosterilmistir (Raisler ve ark., 1999).
Entamoeba histolytica, 6 aydan biiyilk bebeklerin diski orneklerinde, muhtemelen
yiyecek ve icecek kontaminasyonunun bir sonucu olarak tespit edilmistir. Alt1 ayliktan
kiiclik bebeklerin ¢cogunlugu kismi anne siitii alirken, yenidoganlarin az bir kisminda
sadece anne siitii ile beslenme gozlenmistir (Wan ve ark., 1999). Cinsiyet, 6 yasin
altindaki ¢ocuklarda ishalli enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina sebep olan bir faktor olarak
goriilmektedir. Tiim enfeksiyonlarin goriilme sikliginin erkeklerde kizlara kiyasla daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum, aralarindaki fizyolojik farkliliklara
atfedilebilir olmakla beraber, kesin nedeni bilinmemektedir (Chopra ve ark., 1989).
Erkeklerde karisik enfeksiyonlarin ve spesifik bir enteropatojenezin tanimlanamadigi
vakalarm goriilme sikligi kadinlara kiyasla daha yiiksektir. Ishal yapict E. coli suslari,
cogunlukla enfekte ellere, kontamine bebek mamalarina veya kontamine mamalara
dokunmak suretiyle diskidan agza gecis yoluyla yayilmaktadir. Ishal yapict E. coli
enfeksiyonunun kaynaginin semptomatik veya asemptomatik ¢ocuklarin yani sira anneler
ve yenidoganlarla temas edenler de dahil olmak iizere asemptomatik yetiskin tagiyicilar
oldugu disiiniilmektedir. Bircok iilkede yiiriitiilen epidemiyolojik arastirmalar,
asemptomatik bireylerin hastaligi tagidigini ortaya koymustur. Bazi arastirmalara gore, 2
yasin altindaki saglikli bebeklerin %20'sinin digkilarinda EPEC serotiplerinden E. coli
salgiladig tespit edilmistir (Paniaqua ve ark., 2007).

4.1.1. Tammlama

Bakteri izolatlarinin morfolojisi, ¢ap1 ve formlar1 kanli agar, mannitol agar,
cikolata agar ve MacConkey agar iizerinde degerlendirilmistir. Mikroskobik ve
biyokimyasal incelemelerin yani sira her bir tiir i¢in 6zel testler, biyokimyasal tanimlama
bulgularini dogrulamak i¢in kullanilmistir. Sonuglar, bakteri izolatlarinin toplam
izolatlarin 47'sini (%56.6) olusturdugunu, maya izolatlarinin 15'ini (%18.1) temsil ettigini

ve parazit izolatlarinin toplamin 21'ini (%25.3) olusturdugunu gostermistir.
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Tablo 4.2. ishalli bebeklerden elde edilen mikrobiyal izolatlarin sayisi ve yiizdesi.

Mikrobiyal izolatlar N Yiizde
Bakteriyel izolat 47 56.6
Maya izolatlar1 15 18.1
Parazit 21 25.3
Toplam 83 100

Tablo 4.3. Izole edilen bakteri yiizdeleri.

Gram negatif bakteriler N %
Escherichia coli 48 84.2
Pseudomonas aeruginosa 3 5.3
Staphylococcus aureus 6 10.5
Toplam 57 100

4.2. Bakterilerin Tanimlanmasi
4.2.1. Escherichia coli

E. coli, MacConkey agar iizerinde kiiglik, kuru, pembe koloniler sergilemistir
(Sekil 4.2). EMB besiyerinde biiylitiildiigiinde yesil metalik bir parlaklik sergilemistir.
IMVC testi Fox Perseure ve sitrat testleri i¢in negatif, indol ve kirmizi metil germ i¢in
pozitif sonuglar goOstermistir. Bu bakteri sekerleri fermente ederek asit ve gaz

iiretmektedir. Ancak iireaz testi negatif ¢ikmustir.

Sekil 4.2. MacConkey agar tizerinde E. coli kolonileri.

Yapilan son arastirmalar, bebek enfeksiyonlarinin en yaygin nedeninin bakteriler
oldugunu ortaya koymustur. E. coli, ¢esitli yas gruplarindaki erkeklerde yaygin olarak
solunum yolu enfeksiyonlarina (RTI) neden olan oldukga inatg¢1 bir bakteridir (Khan ve
Khan 2004). Son bulgular, E. coli enfeksiyonu prevalansinin %84.2 oldugunu ortaya
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koymustur. insanlarda hemorajik kolit ve HUS gibi iki ciddi tibbi durumun birincil nedeni
olarak kabul edilen E. coli, énemli bir halk sagligi sorunu teskil etmektedir (2008).
Mevcut ¢aligma, iki yagin altindaki ¢ocuklarin E. coli'ye baglh kanli ishal insidansinin en
diistik oldugunu, iki yasmn iizerindekilerin ise en yiiksek riske sahip oldugunu
gostermistir.

Mevcut calismanin bulgulari, (Baqir ve arkadaglari 2008) tarafindan ytiriitiilen
onceki arastirmalarla uyum gosterirken, iki yasin altindaki kiiclik cocuklardan toplanan
orneklerin higbirinde E. coli bulunmadigimi bildiren (Trung ve arkadaslarinim 2005)
bulgulariyla ¢elismektedir. Bu bakterilerin yayginlik orani1 biberonla beslenen
cocuklarda, anne siitiiyle beslenen veya karisik beslenen ¢ocuklara kiyasla énemli 6l¢iide
daha ytiksektir (%76). Bu bulgu, Ali (2009) tarafindan daha 6nce yapilan ve biberonla
beslenen veya karisik beslenen bebeklere kiyasla anne siitiiyle beslenen bebeklerde daha
diisiik oranda E. coli enfeksiyonu gézlemlenen bir ¢alismayla da tutarlidir. Buna karsilik,
Sekil 4.3'te API sistemi kullanilarak mikroorganizmalarin teshis edilmesi siireci

gosterilmektedir.

Sekil 4.3. API sistemi kullanilarak E. coli bakterilerinin tanilanmasi.

4.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Mevcut aragtirmanin bulgulari, ishalden muzdarip bebeklerin disk1 6rneklerinden
ti¢ farkli izolatin elde edildigini ortaya koymaktadir. P. aeruginosa'nin varligi Sekil 4.4'te
gosterildigi gibi %5.3 oraninda tespit edilmistir. Buna karsilik, Sekil 4.5 API sistemi

kullanilarak mikroorganizmalarin teshis edilme siirecini gostermektedir.
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Ayrica, izolatlar1 ve cinsleri siniflandirmak i¢in koloninin rengi, dokusu, metalik
parlaklig1 ve pigment sentezi gibi 6zellikleri kullanilmistir. P. aeruginosa i¢in molekiiler
diizeyde yapilan tani testlerinde, indol testi, H2S testi, M-R testi ve V-P testi sonuglarinin
tiimii negatif olup sirasiyla indol, hidrojen siilfiir, karisik asit fermantasyonu ve asetoin
iiretiminin olmadigin1 géstermistir. Ancak, oksidaz testi, iireaz testi, sitrat kullanim testi,
motilite testi ve katalaz testinin tiimii, sirasiyla oksidaz enzimi, lireaz enzimi, sitrat
kullanim yetenegi, motilite ve katalaz enziminin varligin1 gdsteren pozitif sonuglar

vermistir.

nnnnn

Ident. / Tauronoinon : |

%mc!cmo)ggs aerug inosq|

Sekil 4.5. API sistemi kullanilarak Pseudomonas bakterilerinin tanilanmasi.
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P. aeruginosa'nin enfeksiydz ishale neden olmasi nadirdir. Tipik olarak,
bagisiklik sistemi zayiflamig bir kiside hastane kaynakl1 bir enfeksiyona isaret etmektedir
(Porco ve ark., 1995). Kemoterapiye bagl ishalde, normal fekal mikrofloranin
bilesiminde bir degisiklik olur. Bircok hastada anaerobik bakterilerin oraninda bir diisiis
yasanirken, aerobik ve oksijene toleransli bakterilerin sayisinda bir artig olur. (Stringer ve
ark 2007) tarafindan yapilan arastirmaya gore, P. aeruginosa izolatlarinin %80'inden
fazlasi sitotoksik aktivite sergilemis ve bakterilerin %40'indan fazlas1 insan bagirsaginda
yasama kabiliyetine sahip olmustur. Izolatlarin bircogu yavru farelerde hafif
enterotoksijenik aktivite sergilemis ve birkaci da klindamisin ile 6nceden tedavi edilmis

siganlarda enterit semptomlarina ve belirtilerine neden olmustur (Adlard ve ark., 1998).

4.2.3. Staphylococcus tiirleri

Mevcut aragtirmanin bulgulari, ishalden muzdarip bebeklerin disk1 6rneklerinden
alt1 farkli izolatin elde edildigini ortaya koymaktadir. S. aureus'un varlig: Sekil 4.6'da
gosterildigi gibi %10.5 oraninda goriilmektedir. Buna karsilik, Sekil 4.7'de API sistemi
kullanilarak mikroorganizmalarin tanilanmasi siireci gosterilmektedir. S. aureus igin tani
testlerinde, oksidaz, iireaz, indol ve V-P testlerinin sonuglar1 Tablo (4-4) ve (4.5)'da
gosterildigi gibi negatif ¢ikmistir. Ancak, M-R testi, sitrat testi, motilite testi ve katalaz

testinin tiimii pozitif sonug vermistir.

Sekil 4.6. Mannitol salt agar iizerinde S. aureus.
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Sekil 4.7. API sistemi kullanilarak S. aureus'un tanilanmasi.

Tablo 4.4. izole edilen gram negatiflerin biyokimyasal testleri.

Biyokimyasal Kliguler - Simmon . .
Test Tiirii Katalaz testi Motilite H.S sitrat V-P M-R Indol EMB Oksidaz

Escherichia coli - - - . - - T + + _

P. aeruginosa + - + - - + - - - +

Tablo 4.5. izole edilen gram pozitiflerin biyokimyasal testleri.

Biyokimyasal - . Ureaz Mannitol .. . Gram
Test Tiirii Motilite Hemoliz Testi  Tuz Agar Koagiilaz Oksidaz Katalaz boyama

Staph. aureus - B + + + - + +

4.3. Parazit Tamsi

Hastaneye kabulii sirasinda bebegin digkisinda E. histolytica varligi tespit
edilmistir. Digki 6rnegi kapsamli bir sekilde analiz edilmis ve enfeksiyon varligini
dogrulamak i¢in tanimlanmigtir. Mukus benzeri bir dokuya sahip bir ishal vakasi
gorilmiistir.

Orneklerden lamlar hazirlanmis ve Sekil 4.8'de gosterildigi gibi parazitin

diskisinin kistik fazi ortaya ¢ikarilmstir.
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Sekil 4.8. Bebeklerin diskisinda E. histolytica'nin kistik evresi.

Tablo 4.6'da sunulan veriler, yenidoganlarda ishale neden olan bir tiir
mikroorganizma olan E. histolytica'nin, vakalarin %25.3"inii olusturarak hastalarda
bulunan baskin enteropatojen oldugunu gostermektedir. Cevresel ve egitimsel kosullarin
yani sira sosyal ve kiiltiirel uygulamalar1 da igeren yoksulluk, farkli bolgelerdeki gesitli
gruplar arasinda ishal prevalansi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Cocuklarda parazit
enfeksiyonlarinin yiiksek prevalansi, parazitlerin fekal-oral yolla, bir ¢ocuktan digerine
ya da kontamine gida ve/veya su yoluyla giardiazise yol agacak sekilde bulasmasina
baglanabilir (Paniker, 2002). Amebiyaz enfeksiyonu orani, digskilarinda E. histolytica
kistlerinin stirekli olarak atilmasi nedeniyle Onemli bir enfeksiyon kaynagi olan
asemptomatik hastalarin varligindan etkilenmektedir (Markell ve ark., 1999).

E. histolytica enfeksiyonu prevalansi erkeklerde (%66.7, 21 vakanin 14'i)
kadinlara kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Erkek olmak, E. histolytica enfeksiyonuna
yakalanma riskinin oldukc¢a yiliksek olmasiyla iliskilendirilmistir. Diger ¢aligmalar da
asemptomatik E. histolytica enfeksiyonunun cinsiyetler arasinda esit dagilim gosterdigini
ortaya koymustur. Ancak, bir ¢alismada (Acuna-Soto ve ark., 2000) erkeklerin invazif
amebiyaz gelistirme olasiliginin daha yiiksek oldugu bulunmustur; bu durum erkeklerin
ciddi hastaliga kars1 daha duyarli olabilecegini diisiindiirmektedir. Baska bir ¢calismada
(Tasawar ve ark., 2010) E. histolytica enfeksiyonunun erkek konakgilarda (%22.36) kadin
konakeilara (%20.9) kiyasla daha yaygin oldugu bulunmustur.
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Tablo 4.6. izole edilen bakteri yiizdeleri.

E. histolytica N %
Erkek 14 66.7
Kadin 7 33.3
Toplam 21 100

E. histolytica ile enfekte olan 1 yasin altindaki bebekler, agizdan beslenmede daha
fazla zorluk, sik sik gevsek bagirsak hareketleri ve dehidrasyon yasama egiliminde olup
bu durum genellikle hastaneye yatisa neden olmaktadir. Buna karsilik, 1 yasin izerindeki
cocuklarda bebeklere kiyasla daha belirgin bir karin agris1 semptomu goriilmektedir. Bu
olaylar, diizenli ishal yasayan ve agizdan beslenmeyi tolere etmekte zorlanan
yenidoganlarin dehidrasyona yol acan artan duyarliligina baglanabilir. Bu durum kiiciik
bebeklerde daha biiyiik ¢cocuklara kiyasla daha yaygindir.

Daha biiyiik ¢ocuklarda mide agris1 goriilme sikliginin daha yiiksek olmasi,
sadece spesifik olmayan hickiriklar gosterebilen kiigiik bebeklere kiyasla duygularini
daha etkili bir sekilde ifade etmelerini saglayan daha biiyiik gelisimsel olgunluklarina
baglanabilir.

Hem 1 yas alt1 hem de 1 yas {istli bebeklerin 6nemli bir kisminda (sirastyla %63.6
ve %64.5) ¢ok yiiksek dereceli ates goriilmiistiir. Bu durum daha 6nceki ¢aligmalarda
hastalarin sadece tligte birinde rapor edilmistir (John ve Salata 2010). Uluslarin evrimi,
gelismekte olan iilkeler de dahil olmak tizere tiim iilkeleri kapsayan, diinya lizerindeki
bireysel varolusla ilgili glinlik mesguliyetlerle ilgilidir. En 6nemli hedefleri saglik,
giivenlik ve hastaliklardan uzak bir yasam saglamaktir. Bunu bagarmak i¢in, temiz igme
suyuna erisimin saglanmasi, saglikli beslenmenin tesvik edilmesi, ¢evrenin korunmasina
yiiksek Oncelik verilmesi ve erken egitim kurumlarinin performansinin yakindan
izlenmesi gibi yasamin siirdiiriilmesi i¢in temel gerekliliklere odaklanmak dnemlidir. Cok
sayida arastirma, en yaygin amoebiasis enfeksiyonlarinin bulagsmasmin E. coli, E. nana
ve E. hartmanni gibi kistler yoluyla ger¢eklesmedigini kanitlamistir. Bu tiir enfeksiyonlar
her iki cinsiyeti de esit derecede etkileyebilir (Walsh ve ark., 1986). Onceki arastirmalar
E. histolytica'nin anatomik yapisi nedeniyle erkekleri kadinlara kiyasla daha fazla enfekte
etme egiliminde oldugunu gostermistir. Amibiyaz enfeksiyonu vakalari lizerinde yapilan
bir takip sonucunda, enfekte olan erkeklerin oraninin kadinlardan daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu soruna neden olan onemli bir faktér de ¢ocuklarin uzun siireli
davraniglarinin ve oyuncaklarinin nerede oldugunun izlenememesidir. Buna ek olarak,

yiyecek, giyecek ve yatak takimlarinin kontamine olma riski de bulunmaktadir. Ayrica,
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hormonlarin etkisi cinsiyete gore degismekte ve bu da bagisiklik sistemini ve etkinligini
etkilemektedir.

Ayrica, E. histolytica'li hastalarin gogunlugu 11 ila 21 ay arasinda olup, 6nemli
bir yiizdesi sirastyla 10 aydan kiiciik ve 21-30 ay yas araligindadir. Bu olgu, zayif bir
reaksiyonla sonug¢lanan nispeten giiclii bir bagigiklik sisteminin potansiyel varligi ile
aciklanabilir. Bu bakis agisi, E. histolytica'nin CRD-aktif bolgesine karst [gA'nin sinirh
bir bagisiklik tepkisi verdigini gosteren onceki arastirmalarla uyumludur (Gatti ve ark.,
2002). Dikkat ¢ekici bir sekilde, kirsal alanlara kiyasla kentsel bolgelerde 6nemli 6l¢iide
daha ytiksek bir enfeksiyon prevalansi gozlemlenmistir. Ne yazik ki bunun nedeni, saglik
ve gevre sektorlerindeki yetersiz hizmet sunumuna baglanabilir. Irak'taki bir¢ok metropol
bolgesi, yetersiz saglik izleme ve takibi, yiiksek ¢evresel kirlenme ve kaynak kitlig1 gibi
zorluklarla kars1 karsiyadir. Bitki Ortiisiiniin varligi havanin ve gida kaynaklarinin
kirlenmesine neden olmustur.

Ayrica, enfekte olan bireylerin ezici cogunlugu ¢ogaltmak amaciyla evcil hayvan
sahibi degildir. Bu durum, hayvanlar ile enfeksiyon arasinda bir korelasyon olmadigini
gostermektedir. E. histolytica enfeksiyonunun yayginligi Irak'ta, 6zellikle de Diyala
bolgesinde karmasik bir seyir izlemistir. Cok sayida arastirma, E. histolytica'nin neden
oldugu enfeksiyonlarin tipik olarak c¢ok az semptomdan neredeyse hi¢ semptom
gostermemeye kadar degisen kiiclik semptomlarla sonuglandigini tutarli bir sekilde
gostermistir (Haque ve ark., 2003).

Son ¢alismamizin bulgularinin aksine, tiim katilimcilar karin agris1 ve renkleri
degiskenlik gosteren siddetli veya orta siddette ishal yasamistir. Sonu¢ olarak,
mikroskobik inceleme i¢in digk1 6rnekleri toplanmistir. Morfolojik agidan bakildiginda,
orneklerin cogunlugu diskilarinda kahverengi bir renk sergilemistir. Bu olgu, karacigerde
yaglarin sindirimine yardimci olan safra salgisinin yiiksek oranda olmasina baglanabilir.
Alternatif olarak, sindirim sisteminin zarar gormesinden kaynaklanan hastaliklar da buna
neden olabilir. Baz1 bireylerde sar1 renkli digki goriilmiistiir. Olas1 agiklamalar arasinda
besin kaynaklarindaki farkliliklar veya sindirim siirecinde enfeksiyonu engelleyen
fizyolojik aksakliklar yer almaktadir. Irin hiicreleri, kistler ve kirmiz1 kan hiicrelerinin
varligini belirlemek i¢in bir degerlendirme yapilmistir. Bulgularimiz, her bir bolgede irin
hiicreleri, kistler ve eritrositlerin varligimin 10'a esit veya daha yiiksek  oldugunu
gostermektedir. Bazi katilimcilarda art1 1 degerini asan diizeyler tespit edilmis olup bu
durum ciddi bir E. histolytica enfeksiyonuna igaret etmekte ve sindirim sisteminde ciddi

bir iltihaplanmaya yol agmaktadir.
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4.4. Maya izolatlarimin Tanmilanmasi

Candida tiirleri tanisi, kiiltiirel ve mikroskobik 6zelliklerin yani sira biyokimyasal
testlerin incelenmesiyle konulmugtur. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi
kullanilarak taninin dogrulanmasina ek olarak, Candida ayrica CHROM Agar Candida

besiyerinde de tanimlanmustir.

4.4.1. Morfolojik ve mikroskobik ozellikler

SDA besiyerinde 37°C sicaklikta 24-48 saat siireyle yetistirilen Candida
kolonilerinin morfolojik 6zellikleri beyazdan kreme kadar degisen bir renk araligi
sergilemistir. Sekil 4.9'da gosterildigi gibi disbiikey bir sekil, piiriizsiiz bir doku
sergilemisler ve belirgin bir koku yaymiglardir (Bhavan ve ark., 2010).

’ '

Sekil 4.9. SDA besiyerinde (24-48) saat siireyle 37°'de Candida tiirleri kolonileri.

Koloniler laktofenol mavisi ve Gram boyasi ile boyandiktan sonra mikroskop
altinda incelenmistir. Hiicrelerin kiireselden oval veya uzunlamasina bir sekle sahip
oldugu veya tek ya da tomurcuklanmis olduklar1 goriilmiistiir (Ellis ve ark., 2007). Sekil
4.10'da gosterildigi gibi, mayalar Kristal Menekse boyasi ile boyandiktan sonra
Laktofenol Pamuk Mavisi boyasina kiyasla daha belirgin bir sekilde goriilmiistiir. Maya
hiicrelerinin mavi renk almasi, hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakanin boyay1
tutmasinin bir sonucudur (Sudbery ve ark., 2004). Candida hiicreleri gram-pozitif olarak
smiflandirilir (Anderson ve Soll, 1986). Ayrica, laktofenol mavisi boyasi mantar

hiflerinin ve klamidya sporangiyasinin gézlemlenmesinde énemli bir islev goriir (Webb
ve ark., 1998).
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Sekil 4.10. Gram boyasi ile boyanmig C. albicans mayasi (a) (100X biiyiitme altinda)
(b) laktofenol ile boyanmis (40X biiyiitme altinda).

4.4.2. Chrom agar Candida iizerinde tam

CHROM Agar Candida besiyeri kullanilarak Candida tiirlerinin tanisi, bu 6zel
besiyerinde farkli renkler sergileyen kolonilerin varligini ortaya ¢ikarmistir. Chrom Agar
Candida besiyeri, farkli tiirler arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilan ayirici bir besiyeri
olarak smiflandirilmaktadir. C. albicans mayasi1 yesil bir renk tonu olarak ortaya
cikmistir; C. glabrata mayasi soluk pembe ila krem rengi olarak ortaya ¢ikmistir ve maya
da bulunmustur. C. krusei, Sekil 4.11'de gosterildigi ve Tablo 4.7 ve iretici talimatlar
ile desteklendigi iizere koyu pembe bir renk sergilemektedir. Bu sonug Al-Bajilan (2016),
Ali (2015), Al-Hamdani (2020) ve Kumar ve Edward (2014) tarafindan yapilan bulgularla

uyumludur.
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Sekil 4.11. CHROM Agar besiyerinde 24-48 saat siireyle 37°C'de Candida tiirleri tanisi.

4.4.3. 45 °C'de biiyiime testi

Bu testin amaci C. albicans't diger Candida tiirlerinden ayirt etmek olmustur.
Bulgular, C. albicans'in bu spesifik sicaklikta gelisen tek Candida tiirii oldugunu, diger
Candida tiirlerinin ise Tablo 4.7'de gosterildigi gibi ayni kosullar altinda gelisemedigini
gostermistir. Bu bulgu Abbas (2013) tarafindan ortaya konan arastirma bulgulariyla
ortiismektedir. C. albicans mayasi, yiiksek sicakliktaki ortamlarda gelisen bu mantarin
bir 6zelligi olan termotoleransi nedeniyle 45°C sicaklikta gelisebilmektedir (Pinjon ve
ark., 1998).

Izolasyon ve teshis siirecinin ardindan, idrar yolu enfeksiyonu gegiren hamile
kadinlardan ti¢ farkli Candida mayasi susu elde edilmistir. Tablo 4.7, ¢esitli Candida
mayast tiirleri arasinda kayda deger farkliliklar (P<0.05) oldugunu gostermektedir.

Candida albicans insan diskisinda bulunan baskin maya tiiriidiir. Yetersiz
beslenen ¢ocuklarin digkilarinda ishalle birlikte siklikla biiyiik miktarlarda bulunur.

Ayrica, ishalli gocuklarin digkilarinda tek etken olarak gozlenmistir (Krause ve Reisinger,
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2005). Birden fazla Candida tiirii enfeksiyonunun varligi géz 6niine alindiginda, Tablo
4.7 C. albicans'in en yiiksek prevalansa (%60.0) sahip oldugunu, C. glabrata'nin %26.7
ile ikinci sirada yer aldigini ve C. krusei'nin en diisiik prevalansa (%13.3) sahip oldugunu

gostermektedir.

Tablo 4.7. Calisma sirasinda izole edilen Candida tiirlerinin sayis1 ve yiizdesi.

Candida Tiirleri N %
Candida albicans 9 60.0
Candida glabrata 4 26.7
Candida krusei 2 13.3
Toplam 15 100.0

Jobst ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 ¢alismada, gastrointestinal sistemde en sik
tanimlanan cinsin Candida tiirleri oldugunu ve C. albicans'm en sik izole edilen tiir
oldugunu ortaya koymuslardir. C. tropicalis ikinci en yaygin tiir olarak bulunmustur.
Amer ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 ¢aligmada, toplam 32 diski 6rneginin %93.7'sinde
pozitif kiiltiirler oldugunu, %15.6'sinda ise karisik enfeksiyonlar bulundugunu tespit
etmistir. En yaygin bulunan suslar C. tropicalis (%50), C. albicans (%26.7), C. krusei
(%20) ve C. glabrata (%3.3) olmustur. Vaishnavi ve ark (2008) gore, antibiyotik
kullanimini takiben gastrointestinal sistemde en sik goriilen mantar enfeksiyonu
Candida'dir.

Ponnuvel ve ark (1996) ishalli hastalarin digki 6rneklerinde bulunan tek etkenin
Candida oldugunu tespit etmistir. Ayrica, tedaviden sonra semptomlarin iyilestigini
gozlemlemislerdir. Yetersiz beslenen ¢ocuklarin digkilarinda genellikle yiiksek miktarda
Candida tiirleri bulunmakta ve buna genellikle ishal eslik etmektedir (Danna ve ark.,
1991). Ayrica, yenidoganlarda antibiyotikle iligkili ishale katkida bulunan potansiyel bir
faktor olarak One siiriilmiistiir (Dongyou 2017). Uppal ve arkadaglar1 (2016) yaptiklari
calismada, Candida izolatlarinin %56.3"liniin tek izolat olarak, %43.7'sinin ise karisim
olarak elde edildigini tespit etmistir. En sik karsilasilan tiir, izolatlarin %52'sini olusturan
C. krusei olurken, bunu C. tropicalis (%16), C. albicans (%0.02) ve C. parapsilosis
(%0.01) izlemistir. Hem Candida albicans hem de C. tropicalis, toplamin %12'sini
olusturan bir karigim halinde bulunmustur. Ayrica, C. krusei ve C. tropicalis'in bir
karisimi ayrilarak toplamin yaklasik %16'sin1 olusturmustur. Banglades'te mantar ishali
iizerine yaptiklar1 ¢alismada Enweani ve arkadaslari (1994), vakalarin %359.4'ini
olusturan C. albicans'm baskin tiir oldugunu tespit etmistir. Bunu %5.0 ile C.
pseudotropicalis ve %30.9 ile C. tropicalis takip etmistir. Almanya'da yapilan bir
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calismada, Krause ve arkadaslar1 (2001) ilaca bagli ishali olan hastalar arasinda en sik
tespit edilen izolatlarin Candida albicans (%55) oldugunu, bunu C. glabrata (%26), C.
tropicalis (%5), C. krusei (%3) ve diger Candida tiirlerinin (%25) izledigini ortaya
koymustur. Bununla birlikte, (Banerjee ve ark 2013) kronik ishal vakalarindan izole
edilen Candida tiirleri arasinda en sik C. tropicalis'in (%43.8) goriildiigiinii, bunu C.
albicans (%15.6), C. krusei (%15.6) ve C. famata'nin (%6.3) izledigini ortaya koyan yeni
bir ¢alisma yiritmiistir. Bu ¢alismadaki hastalarin  ¢ogunlugu sefalosporinler,
aminoglikozidler ve makrolidler gibi bir veya daha fazla antibiyotigin uygulanmasini
iceren antibiyotik tedavisi almistir. Payne ve arkadaslart (2003) normal bagirsak
florasinin varliginin C. albicans'a dogal diren¢ kazandirabilecegini, ancak antibiyotik
kullanildiginda bu direncin azaldigin1 gostermistir. Helstrom ve digerlerine (1979) gore,
antibiyotik kullanimi bagirsaklardaki dogal bakterileri azaltmakta ve bu da Candida
tiirlerinin kisitlama olmaksizin ¢gogalmasina olanak saglamaktadir. Arastirmacilar ayrica
antibiyotik kullaniminin bagirsak astarinin yapisina zarar verebilecegini ve bagisiklik
tepkisini  degistirerek ~ Candida  tiirlerinin ~ enfeksiyona  neden  olmasini
kolaylastirabilecegini 6ne siirmiistiir. Chaudhury ve arkadaslar1 (1996) ¢aligmalarinda,
arastirmalarina dahil edilen 26 klinik susun ¢ogunun diski 6rneklerinden elde edildigini
ve en yaygin olaninin C. albicans oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Bishop ve ark (1974) akut gastroenterit gegiren ve 1 yasindan kiigiik bebeklerin
%33"inlin digkisinda C. albicans varligini tespit etmistir. Chaudhury ve arkadaslar
(1996) 12 aylik veya daha kiigik bebeklerde 6nemli oranda Candida albicans
enfeksiyonu gériildiigiinii ortaya koymustur. Ileri yas, antibiyotik ve steroid kullanimi
gibi faktorler Candida ishali gelisme olasiligini artirabilir (Maroszynska ve ark., 2013).
Bu durum mevcut aragtirmada elde edilen bulgularla 6rtiismektedir. Kentsel hastalara
kiyasla kirsal kesimdeki hastalarda Candida seroprevalansinin artmasi, yetersiz kisisel
temizlik, uygun atik bertarafinin olmamasi, kontamine su kaynagi ve genis ailelerin

varlig1 gibi faktorlere baglanabilir (Gracey ve Stone 1973).

4,44, Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknolojisi kullanilarak molekiiler tani
konulmasi

Candida mayalarinin tanisi, altt Candida izolati i¢in PCR teknolojisi kullanilarak
dogrulanmistir. Bu yontem gerekli olmustur zira fenotipik kriterlerin belirlenmesine
dayanan olagan tani yontemleri yeterli olmamistir. Bu kriterler ayn1 cins i¢indeki diger

tiirlerinkilerle ortiisebilir ve aralarinda genetik varyasyon olabilir. Belirli bir grup i¢inde
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bile mikrobiyal kiiltiirler, genetik yapida bir farkliliga isaret etmeksizin farkli fenotipik
ve biiylime 6zelliklerine sahip olabilir. Bu durum 6zellikle ayni cins ve tiire ait ¢iftlikler

ve izolatlar i¢in gegerlidir (Mohieldin ve Jeegan, 2013).

Sekil 4.12. Candida tiirleri ITS genini ¢ogaltmak i¢in agaroz jel kullanilarak yapilan
elektroforez.
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5. SONUC VE ONERILER
5.1. Sonug¢

Mevcut bulgulara gore, erkek bebeklerin kizlara kiyasla farkli mikroplar
nedeniyle akut ishale daha yatkin oldugu tespit edilmistir.

Mevcut calismadan E. coli'nin bebeklerde akut ishale neden olan en tehlikeli
bakteri tiirii oldugu sonucuna varilmistir.

Histolytica, bebeklerde akut ishalin 6nemli bir nedenidir ve dehidrasyon ve ¢esitli
saglik sorunlarinin bir nedeni olarak kabul edilmektedir.

Maya enfeksiyonlar1 bebeklerde akut ishale neden olmada oOnemli bir rol
oynamaktadir ve C. albicans bu ¢alismada teshis edilen diger maya tiirleri arasinda en

tehlikeli olanmidir.

5.2. Oneriler

Bebeklerde ishal goriilme sikliginda artisa neden oldugu i¢in bebek hijyenine
dikkat edilmesi ve suni beslenmeden ka¢inilmasi 6nemlidir.

Enfeksiyonun bebekler lizerindeki etkisinin boyutunu belirlemek i¢in akut ishalli
bebeklerde bazi fizyolojik parametreler tizerinde ¢esitli caligmalar yiiriitiilmelidir.

Bebeklerde akut ishale neden olan birgok farkli bakteri ve parazit tiirlinlin tanisini

dogrulamak i¢in bir¢ok genetik calisma yiiriitiilmelidir.
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