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Amag: Calismada astim tanisi olan ve olmayanlardan elde edilen balgamlarin, eozinofil yiizdesi, Charcot-Leyden Kristalleri (CLK) varhigi ve balgam
orneklerinin kiilttr sonuclari acisindan degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cebeci Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari'na Subat 2021-Haziran 2021
tarihleri arasinda gelen 74 adet balgam kiiltlr 6rnedi degerlendirildi. Gonderilen 6rneklerin mikroskobik degerlendirmeleri Gram ve Giemsa boyal
preperatlar ile yapildi. Gram boyama sonucuna gdre “uygun érnek” olarak kabul edilen balgam drneklerinin kiiltiir sonuclari degerlendirildi. Ureyen
mikroorganizmalar konvansiyonel yontemler ve otomatize sistemler ile tanimlandi. Otomatize sistemler olarak VITEK Il (BioMérieux, Fransa) ve
MALDI-TOF MS (BioMérieux, Fransa) kullanildi. Antimikrobiyal duyarlilik testleri European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
onerileri dogrultusunda uygulandi ve degerlendirildi.

Bulgular: Toplam 74 balgam 6rnedi degerlendirildi. Astimli hastalarin %40,9'unda balgamda eozinofili saptandi. Astim tanisi almamis (n=52)
hastalarin ortalama eozinofil yiizdesi %0,63 olarak bulunurken, astim hastalarinda (n=22) bu oran %3,04 olarak saptandi. Astim tanisi alanlarin
balgam orneklerinin dérdiinde CLK tespit edildi. Astimi olan hastalarin balgam &rneklerinin 6'sinda (%27,2) astimi olmayan hastalarin 16'sinda
(%30,7) iireyen mikroorganizmalar etken olarak degerlendirildi. Orneklerden en sik izole edilen etken Pseudomonas aeruginosa'dir. Tiim ilaclara
direncli mikroorganizma izole edilmedi.

Sonug: Astim gibi havayolu hiperreaktivitesi olan olgularda klinik taniya yardimci olacak laboratuvar parametreleri olarak hem eozinofil ylizdesi
hem de CLK varhginin birlikte degerlendirilmesinin uygun olacagi distintilmustr.

Anahtar Kelimeler: Astim, Balgam Eozinofil, Charcot-Leyden Kristalleri

Abstract

Objectives: The aim of the study was to evaluate sputum obtained from asthmatic and non-asthmatic patients in terms of eosinophil percentage,
presence of Charcot-Leyden Crystals (CLC) and culture results of sputum samples.

Materials and Methods: In the study, 74 sputum culture samples sent to Ankara University Medical Faculty Hospital Cebeci Central Microbiology
Laboratory between February 2021 and June 2021 were evaluated. Microscopic evaluations of the sputum samples were made with Gram and
Giemsa stained preparations. The culture results of the sputum samples, which were accepted as “appropriate samples” according to the Gram stain
results, were evaluated. Microorganisms were identified by conventional methods and automated systems VITEK Il (bioMérieux, France) and MALDI-
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Abstract

TOF MS (bioMérieux, France) were used as automated systems. Antimicrobial susceptibility tests were applied and evaluated in accordance with the
recommendations of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.

Results: A total of 74 sputum samples were evaluated. Eosinophilia was detected in 40.9% of the sputum of asthmatic patients. While the mean
percentage of eosinophils was found to be 0.63% in patients without a diagnosis of asthma (n=52), this rate was found as 3.04% in patients with
asthma (n=22). CLC was detected in four of the sputum samples of those diagnosed with asthma. Microorganisms isolated from 16 (30.7%) of non-
asthmatic patients in 6 (27.2%) of the sputum samples of patients with asthma were considered as causative agents. Pseudomonas aeruginosa is
the most frequently isolated agent from the sputum samples. None of the panresistant microorganisms were not isolated.

Conclusion: It was thought that it would be appropriate to evaluate both the percentage of eosinophils and the presence of CLC together as
laboratory parameters that will help clinical diagnosis in cases with airway hyperreactivity such as asthma.

Key Words: Asthma, Sputum, Eosinophil, Charcot-Leyden Crystals

Astim genel tanim olarak epizodik geri donustimlii havayolu
daralmasi ile seyreden kronik havayolu enflamasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Astim patogenezinde bircok hiicre ve
hiicresel element 6nemli rol oynamaktadir. Eozinofillerin, mast
hicrelerinin ve T lenfositlerin infiltrasyonu ile birlikte havayolu
duvarinda asiri duyarliiga neden olan vyapisal degisiklikler
vardir (1). Eozinofilik enflamasyon hem akut astimda hem de
cocukluk cagr astiminda siktir. Astimin en sik goriilen fenotipi
olan eozinofilik astim tipi havayollarinda eozinofil artisinin
gosterilmesi ile konulmaktadir. Eozinofilik astimin tanisinda,
klinik ile degerlendirilmesinde biyobelirte¢ olarak eozinofiller
kullanilmaktadir (2-4). Balgam Grneginde %3 tizerinde eozinofil
goriilmesi ile eozinofilik astim fenotipi tanisi konulmasinda
yardimci olmaktadir.

Astimh hastalarda epitelyal butlnligiin bozulmasi ile
brons mukozasinda bulunan eozinofiller brons limenine geger.
Bu eozinofiller eozinofil katyonik protein salgilayan aktive
eozinofillerdir ve bunlardan aciga cikan lipofosfolipaz enzimi
in vitro ve in vivo ortamda kristallesir. Bu kristallere Charcot-
Leyden Kristalleri (CLK) adi verilir, uzunlugu 50 pm olan eskenar
dortgen lizofosfolipaz kristalleridir (5). 1853 yilinda Charcot,
astimhlarin havayollarinda hiicre disi bipiramidal kristaller rapor
etmistir. 1872'de de Leyden tarafindan yapilan bir gozlemlendi
(6). CLK'ler, insan eozinofillerinde en bol bulunan proteinlerden
biri olan galektin-10'dan (Gal10) olusur. Son calismalar, Gal10'un
aktive edilmis eozinofillerin sitoplazmasindan salindigini
gostermektedir (7). CLK olusumu hakkinda belirsizlikler olsa
da ylz elliden fazla hastalikta tanimlanmistir (8). Siklikla
astim olmak Uzere, alerjik reaksiyonlar, fungal ve helmintik
enfeksiyonlar, nadiren hematolojik ve neoplastik hastaliklar gibi
eozinofilik bozukluklarda da goriilebilir (5).

Astim  tanmisinda,  prognozunun  degerlendirilmesinde
cesitli laboratuvar parametreleri  kullanilabilir. Havayolu
enflamasyonunun bir belirteci olan balgam eozinofil yiizdesi ve
eozinofilik yanitla iliskilendirilen CLK varligi, astim hastalarinda
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tedaviye yanitin, hastahgin siddetinin  ve
degerlendirilmesinde kullanilabilir (2-5).

prognozun

Alt  solunum  yolu enfeksiyonlarina  yol  acan
mikroorganizmalar cok viriilan olabilecegi gibi saglikli bireylerin
orofarinkslerini kolonize eden ve patojenlikleri son derece
dustik olan mikroorganizmalar da olabilir. Toplumdan edinilmis
enfeksiyonlarda izole edilen bakteriyel etkenler arasinda
Streptococcus pneumoniae, Heamophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Staphylococcus aureus, Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila, ve aerop gram negatif basiller
sayilabilir. Hastane kokenli enfeksiyonlarda etkenler farklihk
gostermektedir ve Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
spp., Enterobacter spp. gibi gram negatif basiller en sik etken
olarak karsimiza cikmaktadir (9-11). Astimin enfeksiyon ile
alevlendigi bilinmekle birlikte, dogrudan etiyolojisi bakteriyel
bir enfeksiyona baglh degildir.

Bu calismada, Subat-Haziran 2021 tarihleri arasinda,
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'narutin olarak gelen balgam 6rnekleriincelenmistir.
Astim tanisi olan ve olmayanlarda, balgamda bulunan eozinofil
ylzdesinin saptanmasi, CLK varliginin arastirilmasi ve balgam
orneklerinin kiltur sonuclarinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem

izolatlarin Toplanmasi

Calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cebeci
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari'na Subat 2021-Haziran
2021 tarihleri arasinda, balgam kiiltlirli icin gonderilen 74 adet
balgam 6rnegi [astim tanisi olan (n=22), astim olmayan (n=52)
ornek] degerlendirildi. Hasta dosya kayitlari hastane bilgi
sistemi incelenerek, hastalarin astim tanilari arastirildi.

Gram ve Giemsa Boyalar ile Degerlendirimi

Gonderilen Grneklerin es zamanli olarak Gram (PREVI®
Color Gram, bioMérieux, Fransa) ve Giemsa boyali preperatlari
hazirlandi. Gram boyali preperatlar yassi epitel hiicresi,
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polimorfoniikleer I6kosit ve mikroorganizma varligr acisindan
degerlendirildi. Giemsa boyali preparatlarda CLK varligi ve
eozinofil ylizdesi acisindan incelendi.

Balgam kiiltiirti icin gonderilen Grneklerin, kanli agar (Becton
Dickinson, ABD), MacConkey agar (Becton Dickinson, ABD) ve
cikolata agara ekimi yapildi, cikolata agar 24 saat 37 °C'de CO,'li
ortamda, diger besiyerleri 24-48 saat 37 °C'de normal atmosfer
kosullarinda inkiibe edildi.

Bakterilerin Tanimlanmasi

Gram boyama sonucuna gbre “uygun ornek” olarak
kabul edilen balgam &rneklerinde Ureyen mikroorganizmalar
konvansiyonel yontemler ve otomatize sistemler ile tanimlandi.
Otomatize sistemler olarak VITEK Il (bioMérieux, Fransa) ve
MALDI-TOF MS (bioMérieux, France) kullanildi.

Antimikrobiyal Duyarlilik Testlerinin Yapiimasi

izolatlarin  antimikrobiyal ~duyarlilik testlerinin  (ADT)
uygulanmasi ve degerlendirilmesi European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing oOnerileri dogrultusunda
yapiimistir. ADT uygulanmasinda Kirby-Bauer disk diflizyon
testi kullaniimistir. Kolistin duyarlihidgi sivi mikrodillisyon testi
ile belirlenmistir (12). Kalite kontrol suslari olarak E. coli ATCC
25922 ve S. aureus ATCC 25923 kullaniimistir.

istatistiksel Analiz

Tanimlayicr  istatistikler;  kategorik  degiskenler icin
frekans (%), stirekli degiskenler icin ortalama + standart
sapma ve ortanca (minimum-maksimum) olarak verildi.
Eozinofil ylizdesi ile astim olan ve olmayan grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik olup olmadigina
bakilirken normal dagilim varsayimi saglanmadigindan Mann-

Whitney U testi kullanildi. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05

olarak kabul edilmistir. Verilerin degerlendirilmesi SPSS 11.5 for
Windows programi kullanilarak yapildi.

Calisma icin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar ve Etik Kurulu'ndan onay alinmistir (karar no: i02-
59-23, tarih: 09.02.2023).

Bulgular

Toplam 74 balgam 0ornegi degerlendirildi. Balgam
orneklerinin tamaminda ortalama eozinofil ylizdesi %1,34
olarak belirlendi. Astim tanisi almamis (n=52) hastalarin
ortalama eozinofil yiizdesi 90,63 olarak bulunurken, bu
hastalarin 25'inin  (%35,1) balgam 6rneginde hi¢ eozinofil
goriilmedi. Astim hastalarinin (n=22) balgam Grneklerinde
ortalama eozinofil yiizdesi %3,04 olarak saptanmis olup, dort
ornekte CLK tespit edildi ve bu dort drnekte ortalama eozinofil
ylizdesi 93,25 olarak belirlendi (Tablo 1). Astimh hastalarin
%%40,9'unda balgamda eozinofili saptand.

Kiiltirde Gremeler degerlendirildiginde; astim hastalarinin
16'sinda (%72,7), astimi olmayan hastalarin 36'sinin (%69,2)
balgam o6rneginde st solunum yolu flora elemanlari Uredi.
Astimi olan hastalarin balgam Grneklerinin 6'sinda (%27,2)
astimi  olmayan hastalarin  16'sinda  (%30,7) (reyen
mikroorganizmalar etken olarak degerlendirildi (Tablo 2). Gram
pozitif ve negatif bakterilerin antimikrobiyal diren¢ oranlari
Tablo 3 ve Tablo 4'te gosterildi. Calismamizda astimli hastanin
balgamindan izole edilen S. aureus izolatinda sefoksitin direnci
saptanmistir, metisilin direncli S. aureus (MRSA) olarak kabul
edilmistir, astim hastasi olmayanlardan izole edilen S. aureus
izolatlarinda sefoksitin direnci saptanmamistir ve metisilin
duyarli S. aureus (MSSA) olarak kabul edilmistir.

Tablo 1: Astim tanisi olan ve olmayan hastalarda, Giemsa boyasinda tespit edilen eozinofil yiizdesi, CLK, Gram boyasinda epitel ve PMNL

sayilar ile balgam kiiltiirlerinde iireme sonuclan

Astim tanili hastalarin balgam
ornekleri (n=22)

Eozinofil (%) 3,04
Charcot-Leyden Kristalleri (n) 4
<10, >25 (9)
Gram Boyama Sonucu <10, <25 (1)
(Epitel, PNL) (n) >10, >25 (6)
>10, <25 (6)

CLK: Charcot-Leyden Kristalleri, PMNL: Polimorfontikleer I5kosit

Astim tanisi olmayan hastalarin
balgam 6rnekleri (n=52)

0,63 <0.001

p-degeri

<10, >25 (20)
<10, <25 (5)
>10, >25 (22)
>10, <25 (5)

Tablo 2: Astim tanisi olan ve olmayan hastalarin balgam kiiltiirlerinde iireme sonuclar

P. aeruginosa H. influenzae
n (%) n (%)

Astim hastalarinin balgam

ornegi (n=22) 2(9) 2(9)

Astim olmayan hastalarin 6 (11.5) 4 (%7,7)

balgam 6rnegi (n=52)

S. aureus S. pneumoniae A. baumannii E. coli
n (%) n (%) n (%) n (%)
1(4,5) 1(4,5) - -

2(398) 2 (3,8) 1(1,9) 1(1,9)
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Tablo 3: Balgam orneklerinden izole edilen Gram negatif bakterilerde direnc oranlar (%)

P. aeruginosa (n=8)

Astimhi
hastalar Astimi olmayan
(n=2) hastalar (n=6)
Ampisilin - -
Gentamisin - -
Amikasin 0 0
imipenem 0 0
Meropenem 0 0
Siprofloksasin 0 0
Levofloksasin 0 0
Piperasilin tazobaktam 0 0
Sefuroksim - -
Seftazidim 0 50
Seftriakson - -
Sefepim 0 50
Tetrasiklin - -
Trimetoprim-sulfometoksazol - -
Kolistin 0 0

H. influenzae (n=6) A. baumannii (n=1) E. coli (n=1)
ﬁ;?tr::;r ﬁlsr::;r;lan Astimi olmayan Astimi olmayan
hastalar hastalar (n=1) hastalar (n=1)
(n=2) (n=4)
50 25 - 100
- - 100 100
- - 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 25 - 100
50 50 - 100
0 - 100
- 100
- - - 100
50 50 - -
100 50 100 100
- - 0 0

Tablo 4: Balgam orneklerinden izole edilen Gram pozitif bakterilerde direng oranlari (%)

S. aureus S. pneumoniae
Astimh hastalar Astimi olmayan hastalar ~ Astimli hastalar Astimi olmayan hastalar
(n=1) (n=2) (n=1) (n=2)
Penisilin 100 100 0 50
Vankomisin 0 0 0 0
Teikoplanin 0 0 0 0
Linezolid 0 0 0 0
Siprofloksasin 0 0 - -
Levofloksasin 0 0 - -
Eritromisin 100 50 100 50
Gentamisin 100 50 -
Trimetoprim-sulfometoksazol 100 50 0 0
Bir calismada balgam eozinofil sayisi ve zorlu

Astim, eozinofillerin 6nemli rol oynadigi, devam eden
enflamatuvar sirec ile karakterize kronik bir havayolu
hastahigidir. Eozinofillerin degerlendiriimesi tani ve tedavi
takibinde ©nemlidir. Havayollarinda eozinofillerinin artisinin
klinik ile uyumlu oldugunu gésteren calismalar mevcuttur (3).
Farkliastim tiplerinde biyobelirteclerin incelendigi bir calismada;
116 (%35) hastanin balgaminda eozinofil oranini %3'ten fazla
oldugu, balgamda eozinofil ortalamasinin 90,8 (0,1-6,6)
saptanmistir (13). Bizim calismamizda balgaminda eozinofili
olan hastalarin orani %40,9, ortalama eozinofil sayisi ise astimli
olanlarda %3,04, tiim grupta %71,34 olarak bulunmustur.
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ekspiryumun birinci saniyesinde cikarilan hava hacmindeki
degisiklik ile tedaviye yanit arasindaki iliski degerlendirilmistir.
Calismada balgam eozinofil sayisinin, astim hastalarinda hastalk
siddetini, tedavi sonucunu ve prognozu degerlendirmek icin
yararl bir belirtec olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Bizim
calismamizda da havayolu hiperreaktivitesi olan ve olmayan
balgam &rneklerinde tespit edilen eozinofil yiizdeleri arasinda
fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) (14).

CLK'lerin astim gibi hastaliklarda ortaya ciktiklarina dair cok
sayida rapor olmasina ragmen, enflamatuvar potansiyelleri tam
olarak bilinmemektedir. Bir calismada; CLK'lerin proenflamatuvar
sitokin IL-1B'nin  sahimimini indiikledi§i gosterilmistir (15).
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CLK'lerin sadece eozinofilik enflamasyon belirteclerinden daha
fazlasi oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur (7). Hem
astimi hem de bronkopulmoner enfeksiyonu olan bazi hastalarda
Gal10 duzeyi ylkselmistir, bu da CLK'lerin eozinofillerle ilgili
astimin bir belirteci olarak kullanilabilecedini gdstermektedir
(6). Bizim cahsmamizda CLK'lerin varli§i 22 astim hastasindan
sadece dordiinde goriilmistiir, bu hastalarin ortalama eozinofil
ylzdesi %3,04 olarak bulunmustur ve CLK yoklugunun astim
hastaligi icin dislayici bir kriter olmadigr yorumlanmistir.

Astim alevlenmelerinde enfeksiyonlar daha sik karsimiza
ctkmakla birlikte, bakteriyel enfeksiyonlar, mukosiliyer klirensi
bozabilir ve akcigerde mukus Uretimini artirabilir ve kronik
alt solunum yolu enflamasyonuna neden olabilir. Bakteriyel
enfeksiyonlari akut astim alevlenmeleriyle iliskilendiren
kanitlar sinirli olmakla birlikte, solunum virisleri insan alveolar
makrofajlarinin antibakteriyel savunmasini bozabilir ve boylece
bakteriyel enfeksiyonlarin ortaya cikmasini veya mikrobiyomda
degisimi kolaylastirabilir (16,17). Bizim calismamizda astimli
hastalarin %18,2'sinde lireme saptanmistir.

Solunum vyolu &rneklerinden izole edilen bakteriler ve
direnc¢ oranlarinin bildirildigi cesitli calismalar bulunmaktadir.
Bir calismada 245 balgam kultirt degerlendirilmistir, en sik
treyen ilk tic bakteri A. baumannii (%28,1), Klebsiella spp.
(%24,5), P. aeruginosa'dir (%23,5) (18). Kronik obstriktif
akciger hastaliginda bakteriyel kolonizasyon ve akut alevienme
sikhiginin iliskisinin arastinldigi bir calismada en sik izole edilen
bakteriler S. pneumoniae, P. aeruginosa ve H. influenzae olarak
belirtilmistir (19). Bizim ¢alismamizda benzer olarak izole edilen
ilk Gc bakteri P. aeruginosa, H. influenzae ve S. pneumoniae ve
S. aureus'tur.

Ulkemizdeki 2016 yili ulusal antimikrobiyal direnc siirveyans
sistemi (UAMDSS) verilerine gdre, invaziv Acinetobacter spp.
izolatlarinda coklu ila¢ direnci %83,5 olarak hesaplanmis ve
kolistin direnci ise %6,7 olarak saptanmistir (20). Calismamizda
bir tane olan A. baumannii izolati ise kolistin haricinde tiim
antimikrobiyallere direncli olarak saptanmistir.

UAMDSS 2016 yili verilerine gore, invaziv P. aeruginosa
izolatlarinda; c¢oklu ila¢ direncli izolatlarin orani %32,6 olup,
bu izolatlardaki kolistin direnci 9%5,2'dir. Seftazidim direnci
%23,5, sefepim direnci %30,5 olarak belirtilmistir (20). Bizim
calismamizda ise coklu ilag direncli izolat bulunmamakla birlikte,
kolistin direncgli izolat elde edilmemistir, izolatlarda sadece
seftazidim (%37,5) ve sefepim (%37,5) direnci saptanmistir.

Calismamizdaki H. influenzae'nin en direncli oldugu
antibiyotik trimetoprim sulfometoksazol olarak saptanmistir.
Altay Kocgak ve ark. (18) calismalarinda H. influenzaeizolatlarinin
en direncli oldugu antibiyotigin trimetprim sulfometoksazol
(direng orani %354,5) oldugunu belirtmistir.

Avrupa Antibiyotik Diren¢ Siirveyans Sistemi verileri, S.
pneumoniae izolatlarinin %10,9'unun penisiline direncli ve
%21,1'inin eritromisine direncli oldugunu goéstermektedir (21).
Ulkemizdeki 2016 yili UAMDSS verilerine gére %?13,8'i penisiline
direncli, %41,3' ise eritromisine direnclidir (20). Calismamizdaki
S. pneumoniae izolatlarinin sayisi az olmakla birlikte %33,3'l
penisiline direncli bulunurken, %66'si eritromisin direnclidir ve
izolatlarin direnc orani yiiksektir.

Calismamizdaki Ui¢ S. aureus izolatindan biri MRSA (%33,3)
diger ikisi MSSA'dir (%66,6). Ulkemizde UAMDSS 2016 verilerine
gore MRSA orani 9%23,6 olarak saptanmistir. Altay Kocak ve ark.
(18) calismalarinda da MRSA oranini %28,6 olarak saptamistir.

Calismanin Kisithliklar

COVID-19 pandemisi nedeniyle kontrol grubuna oranla astim
tanisi almis olan hastalarin sayisinin az olmasi calismamizin
kisitliligidir, sayiin az olmasinin érneklem biiyiikligi acisindan
negatif etkisinin oldugunu dustinmekteyiz.

Her ne kadar astim tanisi almis olan hastalara ait balgam
ornek sayisi kontrol grubuna oranla daha az olsa da, eozinofil
ylizdesi astim hastalarinin balgam o6rneklerinde istatistiksel
olarak daha yuiksektir. Eozinofil yuksekligi CLK varhgr ile paralel
artis gostermemekte olup, sadece CLK varli§i ile havayolu
hiperreaktivitesinin degerlendirilmesinin tek basina yeterli
olmayacag, ancak hem eozinofil yiizdesi hem de CLK varliginin
birlikte degerlendirilmesinin literatiirle uyumlu olarak, astim gibi
havayolu hiperreaktivitesi olan olgularda klinik taniya yardimci

olacak laboratuvar parametreleri olarak kullanilabilecegi
kanaatine variimistir.
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