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VARLIGININ ARASTIRILMASI

islam KAKLIKKAYA, Faruk AYDIN, Nese KAKLIKKAYA, Kurtulus BURUK, jlknur TOSUN,
Metin SANCAKTAR, Didem TIGDA$ Ugur DINC,

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173




P21

P22

P23

P24

P25

P26

P27

P28

P29

P30

P31

P32

P33

. &

NOZOKOMIYAL ENTEROBACTER SUSLARININ PLAZMID VE ERIC-PCR PATERNLERININ
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Osman Birol 0ZGUMUS, Metin SANCAKTAR, Kurtulus BURUK, Nese KAKLIKKAYA,

itknur TOSUN, Faruk AYDIN, Yelda YAZICI, Kemalettm AYDIN

DNA DIZi ANALIZi ILE KLINIK ENTEROBACTERIACEAE iZOLATLARINDA GENI$LEMIS
SPEKTRUMLU SHV-2, SHV-5 VE SHV-12 BETA LAKTAMAZLARININ GOSTERILMESI
Hiseyin TASLI, i. Hakk1 BAHAR
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INFEKSIYONU OLGULARI . i
Kenan MIDILLI, Yiicel TASTAN, Melda OZDAMAR, Gikhan AYGUN, Kemal ALTAS
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NESTED PCR YONTEMI iLE ARASTIRILMASI
Ali ALBAY, Abdullah KILIC, Ahmet OZGUL, Ozgiil KISA

MIDE BiYOPSI ORNEKLERINDE HELICOBACTER PYLORI KLARITROMISIN DIRENCININ
MOLEKULER "BEACON" ILE SAPTANMASI

Meltem Yalinay CIRAK, Doruk ENGIN, Ozgiir DOGAN, Tarkan KARAKAN, Selahattin UNAL,
Sevgi TURET, Siikrii DUMLU

COCUK HASTALARDA HELICOBACTER PYLORI KLARITROMISIN DIRENCININ SAPTANMASI
Yakut AKYON YILMAZ, Serdar TUNCER, Hiilya DEMIR, Miige MISIRLIOGLU, Yusuf USTA

KORONER ARTER HASTALARININ ATEROSKLEROTIK PLAKLARINDA VE MONONUKLEER
KAN HUCRELERINDE CHLAMYDIA PNEUMONIAE DNA’SININ NESTED PCR iLE GOSTERILMESI
Meltem Yalinay CIRAK, Erkan IRIZ, Ozgiir DOGAN, Doruk ENGIN, Hakan ZOR, Sevgi TURET

LABORATUVARIMIZDAKI CAPRAZ KONTAMINASYONA BAGLI YALANCI KULTUR
POZITIFLIKLERININ OUT-PCR YONTEMI ILE DOGRULANMASI
Gillnur TARHAN, ismail CEYHAN, Fatih OCAK

SALMONELLA TYPHIMURIUM SUSLARININ ANTIMIKROBiYAL DUYARLILIK TESTLERIi VE
MOLEKULER METOTLAR ILE DEGERLENDIRILMES|
Belkis LEVENT, Fiigen DURLU OZKAYA, Revasiye KAYALI, Ese Aslan BASBULUT, Berrin ESEN

FARKLI BAKTERI VE MANTAR TURLERININ ALT TiPLENDIRILMESI ICIN ORTAK BIR
"ARBITRARILY PRIMED" POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU PROTOKOLU
Barig OTLU, Riza DURMAZ, Elif AKTAS, Zeynep CIZMECI

I';ME SULARINDAN IZOLE EDILEN AEROMONAS SUSLARININ "ARBITRARILY PRIMED"
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU iLE DEGERLENDIRILMESi
G. EMEKDAS, G. ASLAN, S. TEZCAN, C. YILDIZ, H. OZTURHAN, R. DURMAZ

MORAXELLA CATARRHALIS TASIYICISI OLAN COCUKLARDA BRO BETA LAKTAMAZLARIN
MOLEKULER TiPLENDIRILMESI _
Ozgen KOSEOGLU, Alper ERGIN, N.Giirkan AYDIN, Giilsen HASCELIK

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARINDA RiIFAMPIN DIRENC MUTASYONLARININ
DNA DiZi ANALIZI ILE BELIRLENMES] ESNASINDA KARSILASILAN HETEROREZISTANSA
BAGLI BiR PROBLEMIN ENZIMLE KESIM YONTEMI iLE ¢cOZUMU

Zeynep Ceren KARAHAN, Nejat AKAR
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P34  MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KLINIK SUSLARINDAKI IZONIAZID VE RIFAMPIN DIRENCININ 187
MOLEKULER YONTEMLERLE SAPTANMASI
Elif AKTAS, Riza DURMAZ, Dong YANG, Zhenhua YANG

P35  MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iZOLATLARINDA FOSFOLIPAZ C GEN BOLGELERINDEKI 188
GENETIK DEGISIMIN ARASTIRILMASI
Sarah E. TALARICO, Riza DURMAZ, Zhenhua YANG

P36  POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON SISTEMININ (ROCHE AMPLICOR) TUBERKULOZUN 189 '
TANISINDAKI YERI .
Elif AKTAS, Sahin DIRKEL, Selami GUNAL, Riza DURMAZ

P37  MARMARA BOLGESINDE YASAYAN HASTALARDAN iZOLE EDILEN MYCOBACTERIUM 190
TUBERCULOSIS COMPLEX IZOLATLARINDA rpoB ve katG MUTASYONLARI
Ahmet SANIC, Engin SEBER, Adil KARADAG, Ozlem TANSEL, Murat GUNAYDIN, ilker URUK,
Birsen DURMAZ, Elif OZTURK, Erol GUNDUZ, Hakan LEBLEBICIOGLU

P38  MIKOBAKTERI TURLERININ PCR-RESTRIKSIYON ENZIM ANALIZI ILE TANIMLANMASINDA 191
f MYCOTYPE-ALL KiTiNIN DEGERLENDIRILMESI _
Alpaslan ALP, Dolunay GULMEZ, Sule COLAKOGLU, Zeynep SARIBAS, Giilsen HASCELIK

P39 KLiNiK ORNEKLERDEN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SAPTANMASINDA COBAS AMPLICOR 192
SISTEMI VE MIKROSKOBIK INCELEME YONTEMLERININ, BACTEC RADYOMETRIK YONTEMI
H ILE KARSILASTIRILMASI
Alpaslan ALP, Ahmet PINAR, Giilsen HASCELIK

P40 AKCIGER VE AKCIGER DISI KLINIK ORNEKLERDE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 193
KOMPLEKSININ HIZLI TANISINDA COBAS AMPLICOR M. TUBERCULOSIS (MTB) TESTININ
RETROSPEKTIF DEGERLENDIRILMES]

Giilnur TARHAN, Mehmet Bakir SAYGAN, Salih CESUR, Fatih OCAK, ismail CEYHAN

. P41 DEGISIK KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN MYCOBACTERIUM BOVIS SUSLARININ MOLEKULER 194
| TIPLENDIRILMESI
ismail CEYHAN, Hakan YARDIMCI, Giilnur TARHAN

P42 LASER IN-SITU KERATOMILEUSIS (LASIK) SONRASI MIKOBAKTERI KERATITI SUPHESI OLAN 195
BiR OLGUNUN INNO-LIPA YONTEMI iLE HIZLI TANISI VE TIPLENDIRILMESI
ismail CEYHAN, Giilnur TARHAN, Salih CESUR, Feyzullah GUMUSLU

P43 ULKEMIZDE COK iLACA DIRENCLI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS IZOLATLARININ 196
MOLEKULER EPIDEMiYOLOJisi: ON RAPOR
Riza DURMAZ, Ahmet SANIC, Selami GUNAL, Engin SEBER, Vildan Avkan OGUZ,
Akglin YAMAN

P44 SOLUNUM YOLU ORNEKLERINDEN KLASii_( YONTEMLERLE SAPTANAN MYCOBACTERIUM 197
TUBERCULOSIS iZOLATLARININ OTOMATIZE PCR YONTEMIYLE ARASTIRILMASI
Aysen BAYRAM, Canan KORKMAZ, Tekin KARSLIGIL, Iclal BALCI

P45 CANDIDA TURLERININ GENOTlPLENDIRILMESINDE M13 PRIMERLERI ILE UYGULANAN 198
“ARBITRARILY PRIMED" POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU YONTEMININ ETKINLiGI VE HIZLI
BIR EKSTRAKSIYON YONTEMI
Bang OTLU, Riza DURMAZ

P46 NOTROPENiK HASTALARDAN iZOLE EDILEN CANDIDA ALBICANS SUSLARININ MOLEKULER 199

TIPLENDIRILMESI
Baris OTLU, Semra KUSTIMUR, Esin SENOL, Riza DURMAZ, Ayse KALKANCI, Oztem GUZEL
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P47

P48

P49

P50

P51

P52

P53

P54

P55

P56

P57

P58

P59

P60

P61

YOGUN BAKIM HASTALARINDAN iZOLE EDILEN CANDIDA ALBICANS SUSLARININ MOLEKULER
TIPLENDIRILMESI ‘
Bans OTLU, Semra KUSTIMUR, Riza DURMAZ, Ayse KALKANCI

RASTLANTISAL cDNA KLONLAMASINDAN YARARLANILARAK ASPERGILLUS FUMIGATUS
ICIN OZGUL TANI YONTEMININ GELISTIRILMESI ‘
Alper SOYLER, Zumrut B. OGEL, Ufuk BAKIR, Ceyda PEMBEC]

KANDAN MANTAR DNA IZOLASYONU iCIN ONERILEN HIZLI BiR TICARI YONTEMIN
DEGERLENDIRILMESI . _
Sibel AYDOGAN, Ayse EREN, Ayse KALKANCI, Doruk ENGIN, Semra KUSTIMUR

VISERAL LEISHMANIA TANISINDA KEMIK iLiGi KULTURU VE RK39 DIPSTIK TESTININ
SENSITIVITESI
Giilnaz CULHA, Soner UZUN, Yesim TASOVA, Kadri OZCAN, K.P. CHANG

CEVRE ORNEKLERINDE T2, T3, TAVET7 GENOTIPLERINE AIT ACANTHAMOEBA iZOLASYONU
Abdullah KILIC, Mehmet TANYUKSEL, Engin ARAZ, James SISSONS, Samantha JAYASEKERA,
Naveed Ahmed KHAN, Levent DOGANC|

HEPATIT B VIRUSU (HBV) SEROLOJIK GOSTERGELERI iLE HBV DNA ARASINDAKI iLiSKi
Asli Gamze SENER, Zafer BUYRAC, Serdar GUNGOR, Metin TURKER, Belkis UNSAL

HEPATIT C VIRUSU (HCV) iNE EKS_i_YONUNUN TANISINDA HCV RNA SAPTANMASININ ONEMI
Asli Gamze SENER, Serdar GUNGOR, Zafer BUYRAC, Meral TURK, Belkis UNSAL,
Metin TURKER

HEPATIT C VIRUS iINFEKSIYONU TANISINDA ENZiM IMMUN YONTEMI ILE POLIMERAZ ZINCIiR
REAKSIYONUNUN KARSILASTIRILMASI .
Tuncer OZEKINCI, Selahattin ATMACA, Nezahat AKPOLAT, Hakan TEMIZ, Eralp ARIKAN

HEPATIT D VIRUS (HDV) IgG ve IgM ANTIKORLARININ HDV RNA iLE KORELASYONU
Tuncer OZEKINCI, Selahattin ATMACA, Nezahat AKPOLAT, Hakan TEMIZ, Eralp ARIKAN

HEMODIYALIZ HASTALARINDA TT VIRUS PREVALANSI
Sinem AKCALI, Tamer SANLIDAG, Beril OZBAKKALOGLU

FARKLI GRUPLARDA HEPATIT G VIRUS PREVALANSI
Sinem AKCALI, Tamer SANLIDAG, Beril OZBAKKALOGLU,

ISPARTA KAN DONORLERINDE HEPATIT G VIiRUS PREVALANSI
Selcuk KAYA, Buket Cicioglu ARIDOGAN, Mustafa DEMIRCI

HEPATIT B VIRUS DNA’SININ SAPTANMASINDA SIVI HIBRIDIZASYON VE REAL-TIME PCR
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI
Sinem AKCALI, Tamer SANLIDAG, Beril 0ZBAKKALOGLU

SAGLIKLI COCUKLARDA TTV, SIMIAN TTV ve SEN VIRUSLARIN PREVALANSI ve ONEMLI
GEN KISIMLARININ KLONLANMASI

Yasemin BULUT, Aykut OZDARENDELI, Ahmet KALKAN, Mehmet KILIC, Zilal Asct TORAMAN
SITOMEGALOVIRUS (CMV) SEROPOZITIF SAGLIKLI KISILERIN PERIFERIK KAN LOKOSITLERI

VE PLAZMASINDA CMV DNA'SININ ARASTIRILMASI
Kenan MIDILLI, Sevgi ERGIN, Melda OZDAMAR, Mert KUSKUCU, Kemal ALTAS

8

Sayfa No
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201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214




P62

P63

P64

P65

P66

P67

P68

P69

P70

P71

P72

P73

P74

P75

LENFOSITOZISLI HAYVANLARDA BOVINE LEUKEMIA VIRUS VARLIGININ PCR ILE
ARASTIRILMASI
irem GULACTI, Sitkrii TONBAK, Hakan BULUT, Yusuf BOLAT

HEMODIYALIZ HASTALARINDA SEN-D ve SEN-H VIRUS PREVALANSI
Ziilal Asct TORAMAN, Yasemin BULUT, Aziz AKSOY, Aykut OZDARENDELI, Adnan SEYREK

HEPATIT B VIRUS (HBV) DNA KANTITASYONUNDA DIGENE HIBRID YAKALAMA YONTEMI
iLE ROBOGENE HBV REAL-TIME PCR KANTITASYON KiTi SONUGLARININ UYGUNLUGUNUN
ARASTIRILMASI

Riichan YAZAN SERTOZ, Aysin ZEYTINOGLU, Tijen OZACAR, Selda ERENSOY

NORMAL POPULASYONDA INSAN HERPES VIRUS 6 ve 7 DNA SIKLIGI
Metin SANCAKTAR, Cavit BOZ, Nese KAKLIKKAYA, ilknur TOSUN, Kurtulus BURUK,
Yelda YAZICI, Faruk AYDIN

H_EPATiT B _ViRUS DNA KANTITASYONUNDA ABI PRISM 7000 VE 7700 SEKANS SAPTAMA
CIHAZLARI ILE ALINAN SONU(;LARIN._UYGUNLUGUNUN ARASTIRILMASI
Selda ERENSQY, Riichan YAZAN SERTOZ, Suzan PAS, Hubert NIESTERS

HERPESVIRUSLARIN TESPITi VE TUR TANIMLAMASI iCIN "IN-HOUSE" POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONUNUN KULLANIMI )
ELif AKTAS, Riza DURMAZ, Yasar BAYINDIR, Atilla OZCAN, Hiilya SAGLAM

UST SOLUNUM YOLU KANSERLERI ILE HERPES SIMPLEX ViRUS ILISKISININ ARASTIRILMASI
Ayla OZCAN, Firat DEMIRTASOGLU, I. Mehmet Ali OKTEM, Semih ONCEL

INFLUENZA SALGIN D'ON_EMiN_DE PCR iLE ELDE EDILEN SONUCLAR
Glilden YILMAZ, Kenan MIDILLI, Ayse ISTANBULLU, Salih TURKOGLU, Kemal ALTAS

ISTANBUL’DA SAPTANAN HIV-1 ALT TiPLERI o
Emine OZKAN, Ziibeyir BAYRAKTAROGLU, Ahmet Mert KUSKUCU, Salih TURKOGLU,
Kenan MIDILLI, Giilden YILMAZ, Leman ATASEVER, Semra CALANGU, Kemal ALTAS

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILI DORT COCUK HASTADA PARVOVIRUS B19 VARLIGININ
ARASTIRILMASI . .
Orhan Cem AKTEPE, Sevgi YETKIN, Namik OZBEK, Lale OLCAY

PEDIATRIK YAS GRUBUNDA REAL TIME PCR iLE SITOMEGALOVIRUS DNA’SININ SAPTANMASI
Seyyal ROTA, Giilendam BOZDAY!, Aytiil DEMIRAG, Bora DOGAN, Bedia DINC

TRANSPLANTASYON HASTALARINDA REAL TIME PCR iLE SITOMEGALOVIRUS DNA’SININ
SAPTANMASI ) : .
Seyyal ROTA, Giilendam BOZDAYI, Aytiil DEMIRAG, Bedia DINC, Bora DOGAN

KLINIK ORNEKLERDEN KANTITATIF OLARAK HCV RNA SAPTANMASINDA COBAS AMPLICOR
VE COBAS TAQMAN SISTEMLERININ KARSILASTIRILMASI
Alpaslan ALP, Gulsen HASCELIK

BATI NiL VIRUSU’NUN REAL TIME PCR _Y('jNTEMi ILE SAPTANMASI )
Koray ERGUNAY, Semsettin USTACELEBI, Nurdan OZER, Miige MISIRLIOGLU

Sayfa No
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218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228




P76

P77

P78

P79

P80

|

UCUNCU VE DORDUNCU JENERASYON iKi ANTI HCV ELISA KITININ PERFORMANSININ HCV
RNA SONUCLARI ILE DEGERLENDIRILMESI
ibrahim Hakki OZEROL, Riza DURMAZ, Sahin DIREKEL

ViRAL MENINGOENSEFALIT SUPHELI VAKALARIN BEYIN OMURILIK SIVISI ORNEKLERINDE
HERPES SIMPLEKS VIRUS ARASTIRILMASI
A. AKCALI, E. OZKAYA, D.YILMAZ

VIRAL KONJUNKTIVIT ETKENI OLARAK ADENOVIRUS VE HERPES SIMPLEKS ViRUS
ARASTIRILMASI VE ADENOVIRUSLARIN MOLEKULER TiP TAYINi
E. OZKAYA, H. ISHIKO, R. YAGCI, H. KARADEMIRTOK, A.AKCALI

REANIMASYON iZOLATI PSEUDOMONAS AERUGINOSA SUSLARININ ARBITRARILY PRIMED
POLIMERAZ ZINCIRLEME REAKSIYON YONTEMIYLE DEGERLENDIRILMESI
G. ASLAN, N. DELIALIOGLU, C. YILDIZ, S. TEZCAN, G. EMEKDAS, R. DURMAZ, U. ORAL

TOXOPLASMA GONDII TANISINDA REAL- TIME PCR YONTEMIYLE 1.5 YILLIK DENEYiMLERfMiZ
Sibel AYDOGAN, Funda DOGRUMAN AL, Ayse EREN, Ayse KALKANCI, Semra KUSTIMUR

Eaers o H R

Sayfa No
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230
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233




KONGRE YURUTME KURULU

Baskan
Ayfer Giinalp

Baskan Yardimcilan
Selim Badur
Riza Durmaz

Genel Sekreter
Giilsen Hascelik

Bilimsel Sekreter
Burcin Sener

DUZENLEME KURULU

Hakan Abacioglu
Alpaslan Alp
Sevtap Arikan
Koray Ergilinay
Ahmet Pinar
Diirdal Us
Semsettin Ustacelebi
Yakut Akyon Yilmaz

BILIMSEL KURUL

Yurdanur Akgiin
Hande Arslan
Biilent Baysal

Levent Doganci
Selda Erensoy

Meral Giiltekin

Murat Glnaydin

Tanl Kocagoz

Fatih Koksal
iftihar Koksal
Ayhan Kubar
Ethem Ozkaya
Murat Ozsan

Seyyal Rota
Glner Soyletir

Bulent Sumerkan
Okan Tore

Emel Tumbay
Salih Tiirkoglu
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ONEMLI TARIHLER
Kongre Tarihi
28 Haziran-1 Temmuz 2004

Kongre Merkezi
Bilkent Otel-Ankara

Kongre Dili
Kongre resmi dili Turkce'dir.

Kongrenin Web Adresi
www.molekulermikro2004.org

izinler
Kongre katiimi icin kurumlara verilmek lizere talep edilecek izin yazilar1, Kongre Yiriitme Kurulu aracihia ile isteyen
katilimcilara gonderilecektir.

iptaller
Kayit ve konaklama iicretlerinde, 15 Nisan 2004 tarihine kadar yapilacak iptallerde %50'si iade edilir. Bu tarihten
sonra yapilacak iptallerde iade yapilmayacaktir. Tiim iadeler kongre bitiminden sonra yapilacaktir.

Kongre Danisma ve Kayit Masasi Calisma Saatleri
28 Haziran -1 Temmuz 2004 tarihleri arasinda:
Saat 08:30-18:30

Yaka Kartlan
Tam katiima ve refakatcilere yaka kart1 dagitilacaktir. Yaka karti olmayan misafirler kongre aktivitelerine kesinlikle
katilamayacaklardir.

Kredilendirme
Toplantilar Tirk Tabipler Birligi tarafindan kredilendirilecektir.

Katilim Sertifikas:

Tum katiimailara katiim sertifikalar 30 Haziran 2004 tarihinde dagitilacaktir. Bu tarihten nce aynlacaklari,
adreslerini mutlaka damsma masalarina bildirmeleri veya bir baskasimin alabilmesi icin yazili yetki vermeleri rica
olunur.

Ulasim
Kongre Merkezine ulasim saatlerini www.molekulermikro2004.org adresinden veya Flap Tour Kayit Deski'nden
6grenebilirsiniz.
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KONGRE PROGRAMI
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28 Haziran 2004 Pazartesi

09:00 -16:00

16:00- 16:30

16:30 - 17:30

18:00- 20:00

20:30

Kayit

Acilis Konusmasi; Ayfer Gunalp - Giilsen Hascelik
Konferans 1 - Timdr Supressor Genler ve Onkogenez
Oturum Baskani : Semsettin Ustacelebi

Konusmaci : Mehmet Oztiirk

Kokteyl - (Becton Dickinson)

Tele Konferans : Polymerase Chain Reaction in Diagnostic Microbiology
Oturum Baskanlan : Hakan Abacioglu, Yakut Akyon Yilmaz
Konusmac : Kerry Mullis

29 Haziran 2004 Sah

09:00 - 10:00

10:00 - 10:30

10:30 - 11:30

11:30 - 12:30

12:30 - 13:00

13:00 - 14:30

14:30 - 15:00

15:00 - 17:00

17:00 - 18:30

Panel 1: HIV Molekiiler Patogenezi
Oturum Baskani : Okan Tore

« HIV Molekiiler Yapisi (Ali Agacfidan)

= HIV Molekiiler Patogenezi (Selim Badur)

Kahve Arasi (Tayanc Medikal)

Konferans 2: Real Time PCR and New Developments in Molecular Diagnostic Techniques
Oturum Baskam : Giiner Soyletir
Konusmaci : Harald Kessler

Poster Sunum
Yemek (Bio DPC)

Yuvarlak Masa: Tanisal Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Karsilasilan Sorunlar

Oturum Baskan : Selda Erensoy

= Tamsal Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Niikleik Asit Testlerinin Secimi ve Degerlendirilmesi
(Selda Erensoy)

«» Niikleik Asit Testlerinin Uygulamasinda Karsilasilan Sorunlar (Arzu Sayiner)

= Laboratuarlarda Biyonformatik Kullamim (Salih Tlrkoglu)

Kahve Arasi (Tayanc Medikal)

Panel 2: tAolekiiler Testlerin Standardizasyonu ve Kalite Kontrolil
Oturum Baskani : Gulsen Hascelik

» Turkiye'de Molekiiler Testlerin Giincel Durumu (Glilsen Hascelik)

« Molekiiler Laboratuvarlarnnin Standardizasyonu (Engin Yilmaz)

« Quality Control in Molecular Diagnostics (Paul Wallace)

Sozlid Sunumlar
Oturum Baskanlar : Yurdanur Akgln, Seyyal Rota
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30 Haziran 2004 Carsamba

09:00 - 10:00

10:00 - 10:30

10:30 - 12:00

12:00 - 12:30

12:30 - 13:30

13:30 - 15:30

15:30 - 16:00

16:00 - 17:00

17:00 - 19:00

20:30

Konferans 3: Molecular Mechanisms of Beta-Lactam Resistance in Gram Negative Bacteria
Oturum Baskan : Ali Albay
Konusmaci : Patrice Nordmann

Kahve aras1 (Tayanc Medikal)

Panel 3: Antimikrobiyal Direncin Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi

Oturum Baskani : Taml Kocagoz

= Gram Pozitif ve Gram Negatif Bakterilerde Antibiyotik Direncinin Molekiler Yontemlerle Saptanmasi
(Deniz Gir)

» Helicobacter Pylori'de Antibiyotiklere Direnc Olusturan Mekanizmalar ve Molekiiler Tam Yontemleri
(Yakut Akyon Yilmaz)

« Mycobacterium Tuberculosis'de Antitiiberkiiloz ilaclara Direnc Olusturan Mekanizmalar ve Molekiiler
Tam Yontemleri (Ahmet Sanic)

Yemek Arasi (Medkim) - Poster Sunumlan
Uydu Sempozyum 1 (Euroimmun)

Panel 4 : Molekiiler Epidemiyolojide Neredeyiz?

Oturum Baskam : Riza Durmaz

« Molekiiler Epidemiyoloji Neden Gerekli? Baslarken Nelere Dikkat Etmeliyiz? (Riza Durmaz)
« Molekiiler Epidemiyolojide Temel Yontemler (Salih Hosoglu)

= Bakterilere Yonelik Molekiiler Epidemiyolojik Calismalar (Burcin Sener)

« Viral Molekiiler Epidemiyolojik Calismalar (Cafer Eroglu)

« Mantarlara Yonelik Motekuler Epidemiyolojik Calismalar (M. Ali Saracli)

Kahve Arasi (Tayanc Medikal)

Panel 5: PCR icin Primer Prob Dizayni

Oturum Baskani : Ayhan Kubar

« Primer Prob Dizaynminin Onemi (Ayhan Kubar)

= Primer Prob Dizaynminin Onemli Oldugu Yéntemlere Kisa Bakis (Cakir Giiney)

= Primer Prob Dizayminda Kullamlan Bilgisayar Programlarimin Degerlendirilmeleri ve Biyoinformatik
Analiz (Mehmet Yapar)

Uydu Sempozyum 2: Molekiiler Teknolojide Yenilikler
Oturum Baskan : Dirdal Us
Roche, ATC Artus, Euroimmun, Medek

Gala Yemegi (Roche Diagnostik)
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| 09:00 - 10:30  Panel 6 : Molekiiler Yantemlerin Bakteriyel Tam ve Tiplendirmede Kullammi
Oturum Baskani : Murat Ozsan

« Bakteriyolojide Molekiiler Tam Niye Gerekli? (Murat Ozsan)

= Anaerob Bakterilerin Molekiiler Tams1 (Benglil Durmaz)

« Mikobakterilerin Tam ve identifikasyonunda Molekiiler Yontemleri (Alpaslan Alp)
» Helicobacter pylori Tanisinda Kullamlan Molekiiler Yontemler (Fatih Koksal)

10:30 - 11:00  Kahve Arasi (Tayanc Medikal)

11:00 - 12:00  Konferans 4: Utility of Molecular Methods in Diagnosis of Fungal Infections
" Oturum Baskani: Sevtap Arikan
Konusmaci : Lena Klingspor

12:00 - 13:00 Yemek Arasi - Sozel Sunum

13:00 - 14:30  Panel 7: Parazitlerin Molekiiler Tamsi
Oturum Baskani : Sibel Ergliven
« Amebiasisde Molekiiler Yontemlerin Yeri (Mehmet Tanytiksel)
= Leishmaniasisde Molekiiler Yontemlerin Yeri (Seray Ozensoy Toz)
« Sitma Tamisinda Molekiler Yontemlerin Yeri (Dilek Turgut Balik)
« Helmint Hastaliklarimin Tamisinda Molekiiler Yontemlerin Yeri (Metin Korkmaz)

14:30 - 15:00  Kapams Konusmalan ve Temenniler

15
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K2  REAL-TIME PCR AND NEW DEVELOPMENTS IN MOLECULAR DIAGNOSTIC TECHNIQUES

Harald H. KESSLER
Molecular Diagnostics Laboratory and Reference Laboratory for Hepatitis A, B, C; Institute of Hygiene; Medical
University Graz; Austria

Nucleic acid-based tests (NATs) have become the "Gold Standard" for a huge range of applications in molecular
diagnostics. The majority of those assays include polymerase chain reaction (PCR). Widespread use of molecular
diagnostics, however, depends upon automation. Recently, a large number of more or less automated assays have
been introduced but there are still bottlenecks in molecular diagnostics.

Sample preparation is currently considered the major weakness in molecular diagnostic technigues. Conventional
sample preparation protocols are usually time consuming, labor-intensive and susceptible to human error as, e.g.,
contamination. Instruments for automated sample preparation have been introduced providing excellent results.
Currently, those instruments allow just nucleic acid extraction from a limited range of specimens but further
improvements are already on the horizon.

Conventional PCR requires hybridization and detection of amplification products; quantification is limited by a short
dynamic range (2-3 logs). Recently, real-time PCR has been introduced. Real-time PCR combines amplification and
hybridization of target DNA with detection of amplification products in the same closed vessel, thus reducing the
analytical turnaround time as well as the risk of contamination. For the routine clinical laboratory, detection formats
include use of hybridization probes, TagMan probes, and molecular beacons. Similar to conventional PCR, the
introduction of internal controls is essential to meet quality criteria. Quantitative real-time PCR shows a significantly
greater quantification range (5-6 logs).

It may be suggested that real-time PCR testing formats largely replace conventional PCR technology in the near
future.
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MOLECULAR MECHANISMS OF RESISTANCE TO B-LACTAMS IN THE GRAM NEGATIVE
RODS PSEUDOMONAS AERUGINOSA AND ACINETOBACTER BAUMANNII

Patrice NORDMANN
Dept. Bacteriology-Virology, Hospital Bicétre, South-Paris Medical School,
University Paris XI, Le Kremlin-Bicétre, 94275, France

Resistance to B-lactams in gram-negatives is the result mostly from B-lactamases, porin deficiency, and efflux over-
expression, and rarely from penicillin binding protein changes. These mechanisms of resistance have been reported
in P. aeruginosa and A. baumannii that are peculiar gram-negatives, clinically relevant since both of these species
have naturally-occurring low level outer-membrane permeability. The most interesting and novel mechanisms of
resistance to B-lactams in those species are as follows. For P. aeruginosa, extended-spectrum B-lactamases and
carbapenemases are reported increasingly. Carbapenem-resistant A. baumannii strains are also a matter of concern.
These latter isolates contained either an oxacillinase or a metallo-enzyme, or have outer-membrane protein changes.




K4  UTILITY OF MOLECULAR METHODS IN DIAGNOSIS OF INVASIVE FUNGAL INFECTIONS

Lena KLINGSPOR
Mycology Unit, Division of Clinical Bacteriology, Karolinska Institutet, Karolinska University Hospital, Huddinge,
Stockholm, Sweden.

Invasive fungal infections (IFl), are important causes of morbidity and mortality in immuno-compromised patients.
Invasive candidosis (IC) is also an increasing problem in the intensive care units. Candida blood stream infections
(BSI) carry an attributable mortality of approximately 40 to 50%. Candida albicans accounts for the majority of all
such infections, but there has been a shift towards more non-albicans spp. in BSI. Invasive aspergillosis (IA) is common
in allogeneic stem cell transplant recipients, with an incidence of 4-10%, and with a mortality rate of 80-90%.

Although conventional diagnostic tests, such as microscopy and culture, remain the corner-stone of mycology diagnosis,
their sensitivities in immuno-compromised patients are low (Blood cultures for Candida spp. are positive in < 50%).
Non-culture based techniques that have been used in the past, have lacked sensitivity and specificity in immuno-
compromised patients.

New rapid methods that can detect IFl early in the course of disease, with high sensitivity and specificity, are needed
since treating these infections at an early stage is often essential for a favourable outcome.

Specifically the polymerase chain reaction (PCR), offers great promise for the rapid diagnosis of fungal infections.
Different protocols for sensitive detection of fungal DNA by amplification with PCR (conventional PCR, nested PCR,
real-time PCR ) have been established using universal fungal PCR primers and species-specific probes for a broad
variety of fungal pathogens.

One of the problems with fungal PCR has been contamination and that will be addressed.

New methods including real-time PCR, which allow for the online quantification of the DNA-load, have been developed
and evaluated for the detection of fungal DNA in clinical specimens.

Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) is an isothermal amplification technology which specifically
amplifies RNA sequences in a DNA back ground by using T7 RNA polymerase. NSBA-based assays have been described
for both Candida and Aspergillus spp. The technique may become a valuable tool for sensitive, specific, fast and
reliable detection of both Candida and Aspergillus RNA, with potential for routine diagnosis, including the possibility
to test the viability of cells.

Also the DNA-chip technology and different sequencing methods such as pyrosequencing , will help to establish nucleic
acid-based detection methods in the routine mycology laboratory. Pyroseguencing is a rapid and easy method for
short sequences (up to 60 bases). This method can be used for rapid typing of Candida to species level.

PCR fingerprinting, such as arbitrarily (AP)-PCR mediated genotyping , and pulsed-field gel electrophoresis are
methods used as epidemiological tools to investigate for example transmission of Candida strains between individuals.

Prospective studies evaluating the potential benefits of early therapy based on real-time PCR in patients at high risk
for IC and |A, are ongoing at the Karolinska University Hospital, Huddinge.

In our clinical mycology laboratory we have established an assay, using a robot for fully automated extraction of
Candida and Aspergillus DNA, achieving high purity and speed in combination with real-time PCR. The whole assay
takes approximately 5- 6 hours to perform. This assay has a sensitivity of 1 to 10 fungal cells per ml of blood.
Furthermore, to assess its clinical applicability, a large number of patient samples such as blood samples, and samples
from ather normally sterile body fluids from patients with suspected IFl have been analysed with real time PCR
and compared to culture assay, and /or CT-scan results.
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P1 HIV: MOLEKULER OZELLIKLERI

Ali AGACFIDAN
istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Capa, Istanbul

HIV kiire seklinde ve yaklasik 100-120 nm capinda RNA virusudur. Zarfli bir virustur. Bu zarf koni bicimli niikleokapsidi
kusatan cift tabakali bir yap1 gdsterir. HIV'in hiicre membranindan tomurcuklanma esnasinda b2 mikroglobulin, insan
lenfosit DR antijeninin a ve b zinciri, siklofilin gibi baz1 hiicresel proteinleri aldig1 gésterilmistir Elektron mikroskopi
teknikleri kullamlarak nikleokapsidin 40-60 nm capinda genis bir ucu ile yaklasik 20 nm capinda bir ucunun oldugu
gosterilmistir. HIV genomunda yapisal olan gag, pol ve env geni basta olmak iizere dokuz adet gen vardir. Virusta
bulunan dokuz adet proteinden gag geni, virus kapsid proteinlerinin énciilerini; pol geni, bircok virion enzim dnciilerini
(proteaz, revers transkriptaz, Rnase H ve integraz); env geni ise zarf glikoproteinlerinin dnciilerini sentezler.

HIV virionunun kolesterol bakimindan zengin olan zarfimin lzerinde lc kdseli simetri gdsteren 72 adet cikinty
bulunmaktadir. Uzunluklart 9-10 nm olan her bir ¢cikintida yaklasik 15 nm capinda ovoid bir uc bulunmakta ve 7-8
nm uzunlukta bir sapla lipid zarfa baglanmaktadir. Bu cikintilar gp41 denilen transmembran alt birimi ve gp120
denilen yiizey alt birimlerinden olusmaktadir.

Genom dizi analizleri ve serolojik 6zelliklerine gore insanlardan izole edilen HIV iki tipe ayrnilmaktadir. iki tipde de
en buyik dizi farklibg env geninde bulunur. Afrika’da maymun tiirlerinde bulunan Simian immunodeficiency virus
(SIV) dogal konaklarinda hastalik olusturmaz. Sooty mangabey tiriinde bulunan SIVsm HIV-2 ile yiiksek derecede
benzerlik gosterir. Buna karsin sempanzelerde bulunan SIVcpz HIV-1’e daha cok genetik benzerlik gostermektedir.
Bu durum SIV’in HIV etkenlerinin atasi oldugu fikrini ortaya cikarmaktadir. Aynca HIV-1'in deneysel olarak sempanzelerde
uretilebilmesi ve diger maymun tiirlerinde hastalik olusturmamasi bu tezi dogrulamaktadir.

HIV-1 ve HIV-2 arasinda genetik yakinlik bakimindan %40 oraninda bir benzerlik vardir. HIV-2'nin yapilan arastirmalar
sonucu HIV-1'den daha az virulan oldugu gasterilmistir.

gp41 ve gp120 HIV'in env geni tarafindan kodlanan 6nciil gp160’dan olusmustur. Non-kovalent baglarla gp41 ve gp120
birbirlerine siki bir sekilde baglidirlar. HIV gp120 glikoproteinleri, yardimc T lenfositlerinin yiizeyinde bulunan CD4
antijenine baglanan zinciri icerir. Ayrica pol geni niikleokapsid ve virion zarfi arasinda bulunan p17 matriks proteinini,
5 nm kalinligindaki kapsidin kabugunu olusturan p24 kapsid proteinini ve viral genoma bagli bulunan p7 niikleokapsid
proteinlerini; gag geni ise proteaz (PR), revers transkriptaz (RT) ve integraz (IN) enzimlerini kodlamaktadir.

RT, p51 ve p66 alt Unitelerinden olusmaktadir. RNA’y1 cift zincirli konak hiicre niikleik asidine entegre olacak DNA
sekline cevirir. Aynca replikasyon sirasinda sentezlenen RNA/DNA hibridinde RNA’y1 parcalayan riboniikleaz aktivitesi
icerir.

HIV’in Yapisal Proteinleri

gag proteinleri

HIV’de gag dncll proteininin viral proteazlar tarafindan parcalanmasi sonucu daha ufak virus proteinleri olusmaktadir.
Viral mRNA’dan virusun kapsid yapisim olusturmak icin 55 kilodalton agirhiginda biiyiik bir protein olusturulmaktadir.
p55 de denilen gag onciil proteini daha sonra pol geninin 5 ucunda kodlanan 34 kilobaz agirigindaki viral proteaz
tarafindan en az bes yapisal proteine parcalanmaktadir. Bu parcalanma sonucu olusan kapsid proteinleri MA (p17),
CA (p24), NC (p7) olarak adlandiritmaktadir.

Matriks proteini (MA;p17)

Matriks proteini virusun hiicre yiizeyinde yer almasinda, konak hiicreye yonelmede ve virusun hiicre niikleusunu hedef
almasinda, integrasyon oncesi gorev almaktadir. 17000 molekiil agirhiginda ve yaklasik 130 aminoasit iceren olgun
matriks proteini matrikste virion kapsidi ve zarfi arasinda bulunur.
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Kapsid proteini (CA;p24)

Bu protein p55'in orta kismindan kaynaklanmir ve p17’nin altinda koni bicimli kabugu olusturur. 24-27 kilodalton
molekiil agirhgindaki CA’mn olgun sekli cok fazla hidrofobik dzellik gdstermekte ve kapsid kabugunun esas alt birimini
olusturmaktadir. Kapsid proteininin virusun toplanmasi ve dagilmasi esnasinda fonksiyonu bulunmaktadir. Aynca viral
penetrasyon ve/veya soyulmada rol oynamaktadir. HIV-1 p24, hiicresel proteinler olan siklofilin A ve B'yi baglar ve
diger proteinlerin tam olarak toplanmasim saglar. Partikiil olusmas icin Gnemli olan p24 ve siklofilin A ve B arasindaki
bu etkilesim virusun infektivitesi icin gereklidir. infekte kisilerin serumlarinda p24 en kolay saptanan proteindir.

Niikleokapsid proteini (NC;p7)

gag poliproteininin C terminal ucunda bulunan dizilerin proteaz araciligi ile parcalanmasiyla olusan ve zarfin ic
yiizeyinde bulunan NC, yaklasik 70 aminoasit uzunlugunda ve 7-9 kilodalton molekiil agirigindadir. NC’nin fonksiyonlar
arasinda revers transkripsiyonu uyarmak, genomik RNA’nin virion icinde paketlenmesine yardimci olmak ve viral
RNA’'min dimerizasyonu yer almaktadir.

Tablo 1. HIV'in gen ve proteinleri

Gen Protein Fonksiyon Lokalizasyon

gag Prss Virion Kor proteinlerinden MA (p17), CA (p24), NC Nikleokapsit
(p9), p7 icin prekiirsor poliprotein

pol Pri60 Virion enzimlerinden olan PR:p10, RT, RNAse H: Nikleokapsit ‘
p51/66, IN:p32 ,

tat pl4 Transkripsiyonel transaktivator ve hiicre Primer olarak
faktorlerine baglanir hiicre niikleusu

vpr p15 Virion proteini, fonksiyonu bilinmiyor Virion .

rev \ p19 Transkripsiyon sonrasi transaktivator, Primer olarak
viral mRNA “splicing” transportu ve translasyonu . hiicre nukleusu

vif p23 Viral infektivite faktorii, fonksiyonu heniiz tam Hiicre sitoplazmasi

\ cozulmus degil

‘ nef p27 T-hlicre aktivasyonunu etkiler, virion Hicre sitoplazmas
| infektivitesini artinr plazma membrani
env gp160 Kilif glikoproteini icin prekirsor. SU (gp120): CD4 Virion zarfi,
reseptor baglayan, TM (gp41):membran flizyonu plazma membram
i vpu* p16 Virus salimmim etkiler integral hiicre

membran protein

vpx*™ | p16

Virion proteini, fonksiyonu bilinmiyor Virion

*Sadece |V-1'de vardir.
** Sadece HIV-2’de vardir.
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Viral enzimler

HIV-1"in pol geni 5 ucundan 3" ucuna dogru kodlanan ve PR, RT ile IN denilen tic enzimi olusturmaktadir. Bu viruslar
gag geni Urlnleri gibi aym mRNA’dan olusmaktadir. 55 kilodalton gag prekiirsor poliproteinlerinin oldugu gibi, 160
kilodalton prekiirsor poliproteinin parcalanmasi da HIV-1 proteazi tarafindan olusturulmaktadir.

PR: PR’nin olgun sekli, 99 aminoasit uzunlugunda ve 10 kilodalton molekiil agirhg@indadir. HIV-1 proteazinin defektif
mutantlan olgunlasmamis ve dolayisiyla infeksiyoz olmayan partikiilleri olusturmaktadir.

RT ve RNase H: Revers transkriptaz, tek zincirli RNA’y1 konak hiicre genomuna integre olacak olan cift zincirli DNA’ya
cevirmede rol oynamaktadir. p66 ve p51 denilen iki alt birimden olusmaktadir.

IN: HIV-1 integraz1 yaklasik 36 kilodalton agirliginda ve 228 aminoasitten olusmakta, viral DNA’nin konak hiicre
genomuna integre olmasinda rol oynamaktadir.
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HIV MOLEKULER PATOGENEZI

Selim BADUR
istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji ve Temel
immunoloji Bilim Dali, Capa, istanbul.

ilk kez 1981 yiinda ABD’den bildirilen ve Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) olarak isimlendirilen agir
immun yetmezlik tablosunun etkeni, iki yil sonra, mayis 1983’de Fransiz bilim insanlari, Luc Montagnier, Francoise
Barre-Sinoussi ve Jean-Claude Chermann tarafindan, Paris’de Pasteur Enstitiisinde tanimlanmistir; ekip tarafindan
Lymphadenopathy associated virus (LAV) olarak adlandinlan bu Retrovirus, daha sonra uluslararasi nomanklatiir
gruplarninin calismasi dogrultusunda Human immunodeficiency virus (HIV) olarak isimlendirilmistir (1). Buglin HIV’in
tammlanmasinin tizerinden 20 yildan fazla bir siire gecmis olmasina ve pandemiye yol acan bu etken hakkinda, kisa
siirede cok fazla bilgiye sahip olmamiza ragmen, AIDS konusunda hentiz yamt bekleyen bir cok sorunun bulundugu
yadsinmaz bir gercektir. Son yillarda bati llkelerinde basariyla uygulanan tedavi protokollerinden, hastaligin yaygin
olarak gorildigli Afrika kitasi ekonomik nedenlerle yararlanamamakta; Asya ulkeleri ve Rusya’da epideminin hizla
yayildigi saptanmakta; ve sonucta yeryiiziinde bugiin icin 50 milyona yaklastigi hesaplanan infekte kisi sayisimn giderek
artis gosterecegi kabul edilmektedir. Her ne kadar konu ile ilgili olarak cok sayida arastinci milyarlarca dolarlik
biitceleri ile calismalarnim strdiirse de; PubMed data bazinda, HIV/AIDS konusundaki yayin sayisi 125.000°1 asmis olsa
da, yapilan hesaplamalara gore her giin 16.000 kisinin HIV ile infekte oldugu; bir milyonu cocuk olmak lizere her yil
yaklasik bes milyon yeni olgunun listeye eklendigi kabul edilmektedir. Ote yandan son yillardaki gelismelere ragmen
heniiz tedavi konusunda tiim bir basan saglanamadi@i, yogun bilimsel cabalara ragmen etkili bir as1 beklentisinin
bir tirll gerceklesmedigi, bugline dek pilot calismalara konu olan ve 10.000 kadar goniilliide denenen 20’den fazla
imminojenin hicbirisinin kesin sonuca ulasilmasimi saglayamadig gériilmektedir (2). Ayrica HIV/AIDS konusu, viroloji
ve immunoloji alanlarinda bircok yeni kavramin gelismesine; bilim insanlarinin o giine dek dogru olarak kabul ettikleri
bazi kavramlarin tartisilir hale gelmesine yol acrmistir. Burada, HIV/AIDS immiinopatogenezinde ortaya konan yeni
kavramlarn kisaca ozetlemeye calisacagim.

Dogrusunu isterseniz HIV/AIDS konusu, kendi icinde bir cok celiskiyi icermektedir; bu acidan bakildiginda, ilk akla
| gelen bazi gariplikleri su sekilde siraliyabiliriz:

a. HIV infeksiyonu sirasinda, hastalarin CD4+ T hiicrelerinin ¢ok az bir bélimiiniin infekte oldugu; ama bu
hiicrelerin denetimindeki immun fonksiyonlarda agir hasar goriilmektedir;
b. infeksiyon siirecinde, immun sistemin son derece aktif oldugu, buna karsin agir bir immun yetmezligin
ortaya ¢iktig1 saptanmaktadir;
c. Etkene kars1 olusan Anti-HIV antikorlar1, gecirilmis bir infeksiyondan cok persistan infeksiyonun gostergesi
olarak karsimiza cikmaktadir;
d. HIV infeksiyonu stiresince gozlenen, cesitli sitokinlerin asir iiretimi viral ekspresyonunun dengesiz bicimde
gelismesine yol acmaktadir ;
e. infekte kisilerde saptanan: nétralizan antikorlar ile HIV spesifik CD8+ ve CD4+ T hiicrelerine ragmen, etkeni
denetim altina almak mimkiin olamamaktadir;
f. Ozellikle uzun stireli asemptomatik olgularda (USAO) giiclii CD8+ hiicre yamiti gériilmesine ragmen, baska
virus modellerinde cok etkili olan bu dldiirlicli hiicreler, HIV'e 6liim Splictigind konduramamaktadirlar;
g. son olarak immun yanita ragmen persistan infeksiyonun varligini, sadece virusun yapi degistirmesi ile
aciklamak olanaksizdir; bu tip bir kronik infeksiyonda, aksakligi, acaba etken yerine farkli islemeye baslayan
ve sonucta yetersiz kalan immun sistemde mi aramak gereklidir?
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iste HIV/AIDS de goriilen ve klasik immiinoloji bilgileri ile aciklanamayan bazi aykiriliklar! HIV infeksiyonunda, dogal
direncin yamsira humoral ve hiicresel bagisik yamit ortaya ¢ikar; ancak, 6rnegin polio, hepatit A, influenza ya da
kizamik gibi etkenlere karsi oldukca etkili olan spesifik antikorlann, persistans 6zelligine sahip olan ve genomik
degisime acik bulunan Retroviruslar gibi etkenler icin aym basanyi yakaladiklan soylenemez. Buna karsin T lenfositleri,
hem infekte hicreler lzerine sitotoksik etki gostererek, hem de lenfokinler iireterek etkili olmaya calisirlar; CD8+
hiicrelerce uretilen sipresor faktorler non-sitolitik yoldan HIV replikasyonunu engelleme &zelligi gosterirler; HIV
replikasyonunun cesitli hiicrelerden, 6rnegin makrofajlardan ya da stromal hiicrelerden kemokinlerin salgilanmasim
kamgiladig1 bilinmektedir. Bu durum baslangicta degindigim, HIV modelindeki celiskili davramslara bir diger Grnektir:
HIV replikasyonu arttikca, daha cok kemokin ve antiviral mediatdrler sentezlenecek; bunlar ise, infeksiyonu baskilama
ozelligi gostereceklerdir (3, 4).

Klasik bir HIV infeksiyonunun seyrine bakildiginda, baslangicta kisa bir siire i¢in yogun virus replikasyonu oldugu, bu
asamada etkili bir immun yamtin siratle devreye girerek bu yogun iremeyi dnledigi; ancak tamamen ortadan
kaldiramadié gorulmektedir. Mutasyonlar sonucu olusan degisiklikler HIV'in immun sistemden kacmasina yaradig
gibi, ornegin virusun yiizeyel kilif tabakasimin asin glikozile olma ozelligi tasimasi, ndtralizan antikorlarin etkisini
kisitlamakta; provirusun latent kalma 6zelligi, antijen sunum isleminin aksamasi, HIV-spesifik lenfositlere karsi saldir
ve nihayet immiinokompetan- prekirsor hucrelerin infekte olmalan gibi bir dizi mekanizma uyannca, giiclii immun
yanit,etkili olamamaktadir (4).

1. HIV’e kars1 savunmada ilk asama: Dogal direnc

Dogal direncin ¢oziinmis yapitaslar arasinda, 6zellikle mannozu baglayan lektin (MBL) ve kompleman sisteminin
Anti-HIV etkinligi on plana cikmaktadir; her iki komponent, etken (izerine baglandiktan sonra, ya virusu direkt olarak
lizise ugratirlar, ya da etkeni makrofajlarin gerceklestirecedi fagositoza duyarli kilarlar. Nitekim, disik dizeyde
MBL uretiminin, HIV infeksiyonuna duyarbig arttirchgr gosterilmistir. Bu iki nemli komponentin disinda, a- defensinlerin,
kemokinlerin ve diger sitokinlerin de ( IL-12,1L-4, 1L-6, IFN’lar ve TNF- a) farkli mekanizmalarla HIV infeksiyonu ile
mucadele ettikleri bilinmektedir ( 5,6).

Dogal direncin hiicresel yapitaslarindan ise, tip - | interferon (IFN) tireten hiicreler (IPC) ile non-sitotoksik CD8+ T
hiicrelerinin, Anti-HIV miicadelesinde 6n plana ciktiklan gériilmektedir. Yapilan calismalarda IPC sayisinin azaldig
ve [FN-a Uretiminin aksadig1 bireylerde, HIV- RNA dizeyinin arttig1; Kaposi sarkomu lezyonlarinin siireklilik kazandig
ve nihayet bu tip olgularda firsatci infeksiyonlann daha sik ortaya ¢iktigi gsterilmistir (7). IPC‘in Anti-HIV etkinligi
incelendiginde, bu hicrelerin HIV replikasyonunu baskilayarak direkt etki gdsterdikleri; ayrica NK hiicreleri gibi, diger
dogal direnc komponentlerini uyardiklari; antijen sunan hiicreler (ASH) yiizeyindeki MHC-I ve B7 ekspresyonunu
arttirarak indirekt yoldan 6zgiil bagisikiga katkida bulunduklari ve nihayet CD4+ T hiicrelerini tip 1 yamta dogru
yonlendirdikleri saptanmistir. Bu grupta ele alacagimiz diger hiicreler olan ve non-sitotoksik etkinlige sahip CD8+ T
hiicrelerinin 6nemi, USAQ'da gosterilmistir; bu hiicreler MHC | /11 bagimlibg olmayan, HIV spesifik etki gostermeyen
ve antiviral etkinlige sahip ozel bir sitokin grubu olarak kabul edilen CAF salgilayan hiicrelerdir (8). Belirtilen bu
hiicrelerin disinda, nétrofillerin, dendritik hiicrelerin (DC), NK hiicrelerinin, ve _d T hiicrelerinin , HIV infeksiyonlarindaki
koruyucu rollerini gosteren calismalar vardir. Notrofiller, fagositik etkinliklerinin yaninda, bazi proteinleri ve inflamatuar
sitokinleri; DC’ler, kemokinler ve tip-1 IFN’lan salgilayarak; NK hiicreleri ya direkt ya da antikora bagl hiicresel
sitotoksisite (ADCC) mekanizmalar uyarinca, HIV ile infekte hilcreleri yikima ugratarak; mukoza yiizeyinde bulunan
_d-T hiicreleri ise, yine HIV ile infekte hiicrelere saldirarak etkili olan yapitaslandir (5).

Tum bu veriler, ilk yillarda Uzerinde fazla durulmayan dogal direncin, HIV bulasimin yamsira, firsatci infeksiyonlara
ve kanserlesmeye kars1 énemli bir savunma sistemini olusturdugunu; ozellikle USAO’lardaki calismalar ile bu
mekanizmamin rolliniin daha iyi anlasildi@ini gostermektedir. Sonucta gelecekte hazirlanmasi planlanan etkili bir HIV
asisinin, Ornegin non-sitotoksik CD8+ T hiicrelerini uyaracak; yada dogal direncin etkili silahlar olarak kabul edilen
bir dizi sitokinin Uretimini kamcilayacak sekilde dizayn edilmesi dngérilmektedir.

Bu arada insan disinda cok sayida primatin HIV infeksiyonuna direncli olduklar; bu durumda, immun sistemden cok,
konak hiicrelerde bulunan TRIM5-alfa gibi bazi restriksiyon faktérlerinin viral replikasyonu baskilayarak etki etmelerinin
rol oynadig1 saptanmistir (9).
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2- HIV’ e kars1 ikinci savunma asamasi: Ozgiil bagisikhik

Guinlimiizde uygulanmakta olan antiretroviral tedavinin (ART) HIV replikasyonunu baskiladigi; ancak virusun dzellikle
yasam sureleri uzun olan bellek CD4+ T hiicrelerinde latent infeksiyona yol agmasi nedeniyle, HIV eradikasyonunu
saglayamadi@i bilinmektedir. Bu durumda, ART'ye destek amaciyla imminoterapinin devreye girmesi; buna bagh
olarak da immiin sistemin Anti-HIV yamtinin aynntili bicimde ortaya konmas1 gerekmektedir; bu bilgi dogal olarak,
etkili a1 Uretimi igin de gereklidir.

a) Immiin sistemin yoneticisi:CD4+ T hiicreleri

HIV infeksiyonlarin dogal seyri sirasinda, normal kosullarda cesitli sitokinler salgilayarak immun yamti bir orkestra
sefi gibi yoneten CD4+ hiicrelerinin hem sayisal hem de islevsel acilardan zayifladiklar bilinmekte; son asamalarda,
CD4+ hiicrelerinin baskilanmasinin, CTL aktivitesini de olumsuz yonde etkiledigi goriilmektedir. CD4+ yamti ile viral
yiik arasindaki denge cesitli calismalarda ve farkli gruplarda kanitlanmistir; 6rnegin p24 antijeni ile uyarilan CD4+
T hiicrelerinin proliferasyon orani saptanarak ya da bu hiicrelerdeki hiicre ici IFN-_ ekspresyonu &lciilerek, USAQ’da
kronik infekte bireylere oranla daha giiclii CD4+ yaniti saptanmistir. CD4+ T hiicrelerinin sayisal ve islevsel dengesizliginde
direkt ve indirekt mekanizmalar rol oynar; drnegin: a) viral DNA yi@imi, b) hiicre icinde gp 120-CD4 otofiizyonu, c)
membran biitinliigiiniin bozulmasi, ya da d) spesifik immun yamtin etkisi ile infekte hiicrelerin yikim gibi direkt
mekanizmalarin yanisira; a) sinsityum olusumu, b) otoimmunite, c) apoptoz, d) lenfopoezisin baskilamsi, e) uygun
olmayan sinyal iletimi, ya da f) henliz infekte olmayan ama yiizeyine viral antijenler baglanmis olan hiicrelerin
yikilmas: gibi indirekt mekanizmalar uyarinca, CD4+ T hiicrelerinin yasamlanm ve islevlerini yitirdikleri gosterilmistir
(10). Son yillarda, etken virusun, dzellikle bellekli ve HIV'e spesifik CD4+ T hiicrelerine saldirarak, onlara afinite
gosterdiginin kamtlanmis olmasi, AIDS olgularinda gozlenen ve 6zel olarak TH ‘lere yonelik etkinin bu denli yogun
olmasini aciklayan bir bulgudur (11).

CD4+ hiicreler ele alindiginda, elbet sitokinler ile HIV/AIDS iliskisine yer vermek uygun olacaktir. Bu infeksiyonu
Sitokin hastalig1 seklinde tamimlayan yazarlar vardir. Genel anlamda HIV infeksiyonu siiresince, HIV replikasyonunu
cesitli yollardan kamcilayan proinflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1b, IL-6, IFN-_, IL-10) ekspresyonunun arttigi;
immiinoregiilator sitokin (IL-2, IL-12 gibi) tiretiminin ise azaldig gorlilmektedir. (5).

b) Hiimoral yamt triinleri: Anti-HIV antikorlari

Genel anlamda viral infeksiyonlara karsi savunmada, nétralizan antikorlarin onemli rolleri oldugu bilinmektedir. Bu
genellemeden hareketle, HIV/AIDS immiinopatogenezinin ele alindig calismalann yamsira, asi konusunda baslatilan
incelemelerde, hiimoral yanit iizerinde cok durulmustur. Bu konuda gerceklestirilen ilk calismalarda, diger kilifl
viruslarda oldugu gibi, HIV'e karsi olusan nétralizan antikorlarin, 8zellikle kilif (env) bdlgesine karst meydana geldikleri;
ve gp 120’nin V3 parcasinin bu antikorlari uyaran en etkili epitop bolgesi oldugu anlagilmistir. Ancak bu bélgenin asin
degiskenligi (hipervariabilite) virusun, liretilen nétralizan antikorlardan kolaylikla kagabilmesinin en Gnemli nedenini
olusturur. Bu arada, 1990’1 yillara kadar yapilan calismalarda elde edilen olumlu sonuglar, 1995°li yillarda ciddi
bicimde elestirilerek yadsinmistir; o giine dek yapilan calismalarda kullanilan ve hiicre killtirlerine adapte edilmis
suslarin (T-cell line adapted strains-TCLA) yapay bicimde nétralizasyona duyarl hale geldikleri; hastalardan izole
edilen ve cok az pasaji yapilrmis primer suslarin ise  ( primary isolates-Pl), epitoplarindaki erisim gicligl nedeniyle,
aym duyarligi gostermedikleri anlasilmistir (12). Sonraki yillarda, HIV-env bolgesi daha ayrintili bicimde incelenmis;
gp120-gp41 oligomerlerinin, virion iizerindeki yerlesim dzellikleri, konformasyonel yapilan, CD4 ve koreseptorler ile
baglanma bicimleri ve nihayet IgG1b12, 2F5, 4E10, 2G12 gibi elde edilen bir dizi monoklonal nétralizan antikorun
baglanma verleri aydinlatilmistir (13).

Sonucta , etkili bir as1 hazirlarken gozardi edilmemesi gereken humoral bagisiklik konusundaki, su dogrular yeniden
vurgulamak gerekir:

a) Infeksiyonun erken déneminde gozlenen yiiksek diizeydeki vireminin heniiz nétralizan antikorlar olusmadan diistise
gecmesi, bu antikorlarin savunmadaki etkisini tartisihir kilmaktadir;

b) Hayvan deneylerinde antikorlar ile yapilacak pasif bagisiklamanin etkili olabilmesi icin cok yiiksek titrede antikora
gereksinim vardir;
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c) infeksiyona direnc gdsteren bazi bireylerde, nétralizan antikorlara hic rastlanmamistir.

d) infekte kisilerde saptanan antikorlarin biiyiik kisrmi, non-nétralizan 6zelliginde olup, virion artiklarina spesifiktirler;

e) Notralizan antikorlar, HIV-env lizerinde lic ayr bolgeyi tamyabilir:V3-hipervariabl kismini; env’un CD4 baglanma
bolgesini; ya da transmembraner gp41 proteinini. Bunlar arasinda en etkili goriilen Anti-V3’lerin asilama sonucu
olusturulmasinda bazi sorunlar bulunmaktadir: herseyden dnce asin degiskenlik 6zelligi, izolata spesifik ntralizasyon
ozelligini beraberinde getirir. Aynca env bélgesinin glikolizasyonu sonucu epitoplarinin maskelenisi, olusacak antikorlarin
erisimini engellemektedir. Ikinci bélge olan CD4, degiskenligi env'a gore cok daha az olan bir bolgedir; ancak buraya
baglanacak antikorlarin nétralizan 6zelligi zayiftir; gp41 konusunda ise yapilan calismalarin sayisi azdir; ancak bu
bolgenm korunur olusu, ilerideki as1 calismalan icin hedef bélge olarak degerlendirilmesini ekte getirir (14,15).

f) Immiin yetmezlikli farelere, HIV ile infekte lenfoid dokular ve nétralizan monoklonal antikorlar injekte edildiginde,

viral replikasyonun etkilenmedigi goriilmustiir;

g) Infekte kisilere HIV hiperimmun gamaglobiilin inflizyonu uygulamasi, viral ylik ve hastalik gelisimini pek
etkilememektedir.

Tum bu sonuglar, HIV - nétralizan antikorlar iliskisinde séyle bir genellemeyi mimkiin kilmaktadir: infekte kisilere
sonradan uygulanan pasif bagisiklamanin; ya da gec olusmalar nedeniyle, primer infeksiyon sirasinda olusacak
antikorlarin koruyucu etkisi énemli degildir. Buna karsin yerlesmis infeksiyona etkili olamayan antikorlar, eger canlida
onceden var iseler yeni bir infeksiyonda kesin koruyucu etki gésterebilirler(15). Bu arada son yillarda lizerinde calisitan
insan notralizan monoklonal antikorlarinin oldukca etkili olduklar deneysel olarak gdsterilmis ve goniillilerde faz |
calismalarina gecilmistir (16).

¢) Hiicresel sitotoksisite: sitotoksik T hiicreleri (CTL-CD8+ hiicreler)

infekte bireylerde, HIV’in yapisal ve regiilatér gen bolgelerine kars giiclii CTL yamitimin ortaya ciktigini biliyoruz;
bu lenfositler bir yandan infekte hiicrelere, yiizeylerindeki MHC-| esligindeki viral peptidler aracili@i ile tutunup onlan
lize ederek; diger yandan MIP-1 a ve b, RANTES gibi kemokinler salgilayip virusun CD4+ T hiicre koreseptori ile
birlesmesine engel olarak ve nihayet CAF , MDC, IL-16 gibi baska bazi céziinmiis faktorler Ureterek etki gosterirler
(15).

CTL'nin, HIV infeksiyonlarim baskilamadaki rolleri cesitli deneylerle kamtlanmistir; &rnegin akut infeksiyon dénemini
takiben vireminin azalmasi, HIV spesifik CTL"in ortaya cikmasi ile eszamanlidir; ayrica in vitro kosullarda, HIV ile
infekte kisilerden alinan CTL’nin, otolog CD4+ T hiicrelerinde viral replikasyonu baskiladigi gosterilmistir; ve nihayet,
virusa 6zgui CTL'in nakledildigi hastalarda, bu hiicrelerin HIV infeksiyonunun bulundugu bélgelere yoneldikleri ve
etki ettikleri gosterilmistir. Aynica hastaliligin yavas seyir gosterdigi kisilerde, CTL yamti oldukca giicliidiir; kantitatif
olarak HIV spesifik CTL ile viral yiik arasinda ters oranti vardir ve nihayet, infeksiyonun ilerlemis dénemlerinde,
hastalarin lenf nodiillerindeki CTL oram kademeli olarak azalmaktadir. Ozellikle son yillarda kullamlmaya baslanan,
radyoaktif krom isaretli CD8+ T hiicrelerin ya da tetramer boyama tekniklerinin yayginlasmasi ile, CTL ile viral yik
arasindaki kantitatif denge daha net bicimde ortaya konmustur. Bu arada Elispot testi ile yapilan calismalar, primer
infeksiyon sirasinda gézlenen CD8+ T hiicre yamtinin, simdiye dek kabul edilenden farkli baz1 ézelliklerini ortaya
gikarmaktadir; bu duyarl test ile elde edilen bulgulara gére, primer infeksiyonda CD8+ hiicre yamiti sanmldiginin aksine
gliclli degildir ve olgularin ancak %60"inda saptanabilir diizeydedir; ayrica bu hiicrelerin, erken dénemde tanidiklan
viral peptid sayis1 cok kisithidir; dar bir tamima alanina isaret eden béyle bir bulgu, primer infeksiyonda viral
replikasyonun CTL araciligi ile tam olarak denetim altina alinamamasimin nedenidir (17,18). Bu durumun, primer
infeksiyon asamasinda bazi peptidlerin ( 6rnegin gag 77-85 ; pol 476-484) taninmadig1; ancak sonraki asamalarda
ortaya cikan ve bu peptidlere dzgii CD8+ T hiicreleri sayisi ile viral yilk arasinda ters orantili bir iliski oldugu ve bu
hiicrelerin gercek antiviral etkiye sahip olduklan gdsterilmistir (19). Ve nihayet, CD8+ T hiicrelerinin sitokin tiretiminin
olctim yontemleri, CTL havuzundaki aktif hiicrelerin saptanmasini saglarms; biylece, yeterli CD4+ hiicrenin bulunmadig
ortamlarda, gerekli oranda uyar alamayan CD8+’lerin islevsel acidan yetersiz kaldiklan gdsterilmistir (20).
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3- Olusan immiin yamtin basarisizhg@ ve yanita ragmen HIV infeksiyonunun gelisimi:
yukarida belirtilen sekliyle, HIV infeksiyonuna karst immun sistemin her koldan harekete gecmesine ragmen, nasil
oluyor da viral replikasyon giiclenerek varligim stirdiirmekte ve sonucta immiin sistemi nasil cokertmektedir? Yillardan
beri yapilan galismalar ve zellikle USAO’lar gibi baz1 ézel gruplar da saptanan bulgular, HIV’in bu istenmeyen
basarisinin nedenlerini ortaya koymustur.

Her seyden &nce virusun kilif bolgesinin yapisal ozellikleri nétralizan antikorlarn etkisiz kalmasina yol agmakta;
HIV'in siiratli ve yamlgilara yatkin replikasyonu cesitli mutasyonlara ve antijenik degisimlere yol acarak hiicresel ve
humoral yanittan saklanmasina neden olmaktadir. Ote yandan olusacak giiclii CTL yamti ya da NK saldinsina karss,
MHC molekiilil diizeyindeki oynamalar ile, HIV bu tip imminokompetan hiicrelerden kagmayi becerebilmektedir;
ornegin ozel bazi HLA allellerinin (HLA-B35 ve Cw4) stratli AIDS gelisimi ile; bazilarimin ise (HLA B 57 gibi) hastahigin
daha agir ilerlemesi ile paralellik gosterdikleri saptanmistir. Ayrica kemokin reseptor genotipleri gibi, konaga 6zgu
baz faktorlerin de, hastalizin daha agir seyretmesinde rolleri oldugu gésterilmistir; viral faktdrlerden ise, érnegin
Nef bolgesindeki bazi mutasyonlarin viral patojeniteyi bozdugu kamtlanmstir ( 21) .

Ancak, gerceklestirilen calismalarin genel bir degerlendirilmesi yapildiginda HIV infeksiyonlarinda immin sistem
yetersizliginin en agirlikli nedeninin, sistemin yoneticisi olan CD4+ T hicrelerinin su ya da bu sekilde devre dis1
birakilmasi oldugu gériitmektedir. Bu durumda IL-2 , IL-12 gibi sitokin kullamm; CTL veya CD4+ T hiicre nakli; terapgtik

as1 kullanimi (DNA asist, viral vektorlerin kullamm, DC ‘lerden yararlanma....) ya da gen tedavisi uygulamalar gibi
bir dizi immiinoterapi yontemlerinden yararlanarak AIDS ‘e karsi basan kazanma girisimleri gittikce ivme kazanmaktadir
(14).

Bu arada, HIV/AIDS siirecinde olaylarin virus yararina gelismesini agiklamak icin baz1 farkl kuramsal gorisler one
strlmiistiir. Bunlardan ilging buldugum bazilarina kisaca deginmek istiyorum:

a) Bir yaklasima gore, HIV infeksiyonunun ( kendi agisindan) basarisinda, persistan antijenemi durumu belirleyici
bir faktérdiir. Bu goriise gore, iyilesme ile sonlanan akut bir infeksiyon modelinde, antijen uyansim alan naif CD8+
T hiicresi (CTL) cogalir ve kismen farklilasmms efektor hiicrelere doniistir; son asamada IL-2"in katkisi ile, bu hiicreler
sitotoksik etki icin gerekli olan perforin ekspresyonu 6zelligi kazanirlar. Bu modelde, efektdr hiicrelerin bliytik kismi
dliirken, apoptozisden kacabilenler bellek hiicrelerine dénstirler (bellek hiicreleri, kismen farkhilasms effektor
hiicrelerin IL-15 ve IL-7’ye maruz kalmasi sonucu da ortaya cikabilirler ). Bir stire sonra aym antijenin uyarisim alan
ve IL-2"nin etkisine giren bellek hiicreleri, effektor CTL'ne déniistirler. Persistan antijenemi soz konusu oldugunda
ise, CD4+ T’lerin anerjisine bagli olarak, ortamdaki IL-2 miktar azalir ve CD8+ hiicreler, sitotoksik etki gostermeden
anerji yoluyla yok olurlar. Sonucta, CTL nin antiviral sitotoksisite zelliklerinin azalcigi ve HIV ile miicadelenin aksadi@
goriilecektir (22).

b) HIV’in, infekte olmus ya da virusla hic karsilasmamis hiicrelerde apoptoz programlarim indiikleyerek, yikimlarina
neden oldugu ve sonucta immun sistemi harap ettigi saptanmistir (23); bu tip bir mekanizmamn harekete gegmesinde,
etkenin genomu tarafindan pro-apoptotik proteinlerinin sentezlenmesi, ya da HIV'in immun sistemin kronik aktivasyonuna
neden olarak, klonal delesyona yol acmasi séz konusudur. Ayrica makrofajlarin, infekte olmarms hiicreleri apoptozise
iterken, infekte hiicrelerin de apoptoza ugramalarim dnledigi saptanmistir (24); sonugta ikinci ozelligi gdsteren
IF makrofajlar, virus rezervuarlari rolii oynamaktadirlar .

c) HIV infeksiyonunun gelismesinde ve bir bireyin HIV’e kars duyarlik oraninda insan genlerinin roli bulunmaktadir;
rnegin virusun hiicreye girisinde rol oynayan proteinleri (CCR5, RANTES,vb) kodlayan genlerin disinda; IL-10, TNF
gibi sitokinlerin ve nihayet HLA gibi immun yanitta énemli rolleri bulunan yaps taglanimin Uretimi ile ilgili genlerin
l ozellikleri, HIV infeksiyonunun seyrini etkileyebilmektedir. Ornegin Nef proteininin etkisi ile, antijen sunumu

asamasinda 6nemli rolii olan MHC-| ‘in hiicre yiizeyinde yeterince eksprese edilmesi engellenmekte; sonucta CD4 -gp |
J 120 birlesmesi gerceklesmemektedir; bdyle bir durumda, NK hiicrelerinin devreye girmesi beklenirken, virusun etki |
etmedigi HLA-C ve HLA-E gibi antijenlerin varliklanm strdiirmeleri, NK’lann inhibitor reseptorlerini devreye sokmakta;
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HIV “in HLA-A ve HLA-B’yi etkilemesine ragmen, devreye girmesi gereken NK’lar etkisiz kalmaktadir. Yapilan bir
calismada, yiizeyinde HLA-B Bw4-80x molekiilii tasiyan HIV ile infekte T hiicrelerinin, NK’lara baglanmadigi; buna
karsin yiizeyinde HLA-B Bw4-80! molekiilleri tasiyanlarn ise, KIR3DS1 eksprese eden NK’larin hedefi haline gelerek,
kolaylikla yikildiklar gosterilmistir (25). Ayrica, B27, ya da B57 gibi baz1 HLA tipi Gzelligindeki kisilerde, hastaligin
daha hafif seyrettigi; buna karsin HLA tip B35 yada Cw04’de ise prognozun daha olumsuz gerceklestigi saptanmistir
( 26,.27).

Sonugta, HIV/AIDS konusunda ¢ok sayida arastirma ekibinin calismalarim yogun bicimde siirdiirdiiklerini biliyoruz.
Her ne kadar bugtin gelinen noktada, eradikasyon ya da korunma gibi pratik 6nemi olan konularda somut gelismeler
kaydedilmedi ise de; saptanan her dogru, atilan her adim, HIV/AIDS gizemini ¢6zmemize yarayacak asamalar olarak
degerlendirilmelidir.
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p2  TURKIYEDE MOLEKULER TESTLERIN GUNCEL DURUMU

Giilsen HASCELIK
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Diinyada her yil 17 milyon kisi enfeksiyon hastaliklari nedeniyle 6lmekte, bunun ¢cogunlugunu bakteriyel enfeksiyonlar
olusturmakta ve bu enfeksiyonlara bagli saglik harcamalari her gecen giin artmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon
hastaliklarimn en kisa zamanda dogru tam ve tedavisi énem kazanmaktadir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikroorganizmalarn tammlanmasi ve antimikrobiyal ajanlara duyarlilik testleri
en az iki glinli almakta, bu da klinisyenleri pahali ve bircok hasta icin toksik olan ampirik antibiyotik tedavisine
zorlamaktadir. Bu amacla son yillarda, enfeksiyon hastaliklarinin tanisi ve tedaviye yol gosterici olmas1 acisindan
kisa zamanda sonuc verebilen molekiiler tam yontemleri gelistirilmistir. Bu testler dnceki yillarda yavas Ureyen,
kiiltiirii zor olan veya yapilamayan mikroorganizmalarin tamsinda kullamlirken, bugtin otomatik niikleik asit ekstraksiyon
sistemlerinin kullammi ve hizli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hedef bdlgenin cogaltilmasiyla bircok mikroorganizmanin
tamsinda kullamlmaya baslanmis ve bu alanda enfeksiyon hastaliklaninin tan1 ve tedavisine yeni bir bakis acisi
kazandirmistir.

Molekiiler testler enfeksiyon hastaliklannda etken mikroorganizmanin saptanmasi ve tamimlanmasinin yanisira,
antimikrobiyal direnc ve virulansla ilgili genlerin ve mutasyonlann belirlenmesinde de yardimer olmaktadir. Bu testler
son yillarda 6zellikle bazi viral enfeksiyon hastaliklarinin tamsinda konvansiyonel yontemlerin yerini almaya baslarmstir.
Molekiiler testler cesitli klinik érneklerden cogunlukla niikleik asit saptanmas: temeline dayali olup, 1-2 saat icinde
sonuc verebilmektedir. Gelecekte bu alanda spesifik patojenlerle enfekte kisilerde gen ekspresyon profil analizleri
yapilarak enfeksiyon hastaliklarimin dogasi ve kona&in bu ajanlara kars1 yamti belirlenebilecektir. Molekiiler alanda
goriilen bu ilerlemenin yamsira, yapilan tim testlerin hastalann klinik ozellikleri ve laboratuvar performansi ile
birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica testlerin gecerlilii, klinik yararliligi ve yarar-zarar iligkisi gbzden
gecirilmelidir.

Molekiiler testlerde kullamlan yontemler ve sistemler llkeler ve laboratuvarlar arasinda degiskenlik gostermektedir.
Bu nedenle molekiiler testlerin standardizasyonu ve kalite kontrolii 6nem kazanmaktadir. Gerek rutin, gerekse
arastirma laboratuvarlarinda standardizasyon, laboratuvar testlerinin yapilmasi ve degerlendirilmesinde ilk basamag
olusturmaktachir. Standardizasyonun iyi yapilmadi@ durumlarda gereksiz test tekrar, is glicli ve zaman kayb1, sonucta
ekonomik kayip gdzlenmektedir. Molekiiler laboratuvarlarda standardizasyon, dncelikle testlerin calisildig1 laboratuvar
kosullarindan baslamaktadir. Bunu laboratuvarda kullamlan alet , gerec ve reaktifler, kitler ve kullamlan yontemler
izlemektedir.

Molekiiler laboratuvarlarda kalite kontroliiniin iyi yapilabilmesi icin oncelikle test edilecek 6rnegin toplanmasi, kalitesi
ve uygun kosullarda laboratuvara génderilmesi gerekmektedir. Ornegin laboratuvarda islenmesi, PCR inhibitorlerinin
etkileri, farkli metod performansi, yalanci pozitif ve negatif sonuclar kalite kontroliini etkileyen diger faktérler
olarak géze carpmaktadir. Molekiiler testler icin standartlar 1995 yilinda Ulusal Klinik Laboratuvar Standartlar
Komitesi (NCCLS) tarafindan belirlenmisse de bugiin icin molekiiler testlerde kalite kontrolii henliz emekleme
donemindedir.

Bu panelde mikrobiyolojide kullamlan molekiiler testlerin standardizasyonu ve kalite kontrolli gozden gecirilecektir.
Bu amacla yurdumuzun farkl bolgelerinde bulunan 40 farkli laboratuvara (iiniversite, devlet ve ozel) hangi molekiiler
testlerin hangi metodlarla yapildigim ve bu konuda karsilasilan problemlerin ne oldugunu iceren anket formu
gﬁnderilmigtir. Otuz iki laboratuvar anketimize yanmit vermistir. Anket sonuclan panelde tartisilacaktir.
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MOLEKULER GENETIK LABORATUVARLARININ STANDARDIZASYONU

Engin YILMAZ
Hacettepe Universitesi, Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Ankara

Son 15 yil icinde biiylik gelismeler gdsteren Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Otomatik DNA dizi analizi, hibridizasyon
teknolojisi, DNA mikro array teknigi, ve biyoinformatik gibi, molekdler biyolojik tekniklerin uygulama alanlarinin
giderek artmasi, genetik ve enfeksiyon hastaliklarinin daha iyi analiz edilmelerine ve molekiiler tam testlerinin hizla
gelismesine olanak saglamistir.

Onceki yillarda kiltiir ve biyokimyasal testler ile analiz edilmeye calisilan enfeksiyoz ajanlar (bakteriler, mantarlar
ve viruslar) giiniimiizde molekiiler genetik tam ydntemleri ile daha mzl tammlanmaya baslanmis ve tedavinin
yonlendirilmesine yeni bir bakis acis1 kazandirmistir.

Niikleik asit amplifikasyonuna dayali test sistemlerinin klinik tam laboratuvarlarinda kullamlmaya baslanmasi, test
kalitesi ve giivenligi icin laboratuvar ve test protokollerinin yeniden organizasyonunu glindeme getirmistir.

Molekiiler genetik tam hizmeti veren laboratuvarlar, biyolojik materyalin alindig, hazirlandig, pre-amplifikasyon
ve post amplifikasyon laboratuvarlan olmak izere en az dort laboratuvardan olusmalidir. Saglik Bakanliginin 16.06.1998
tarih ve 23368 sayili resmi gazetede yayinladigi genetik hastaliklar tam merkezleri yonetmeliginde bu laboratuvarlarin
ozellikleri bildirilmistir.

Laboratuvarlarin her biri ilgili cihazlan ve reaktifleri icermeli, bu cihazlar ve reaktifler kontaminasyona neden
olmamasi icin bir laboratuvardan digerine tasinmamalidir. Tum reaktifler yeterli miktarlarda ayr1 ayn tiplere
béliinmeli, etiketlenmeli ve uygun kosullarda saklanmalidir. Reaktifler gerekli oldugundan daha uzun siire saklanmamalidir.
Kullamlan tiim reaktiflerin "batch" numaralan kaydedilmelidir.

Niikleik asit amplifikasyonuna dayali testlerin duyarlibginin yiiksek olmasi nedeni ile uygulamalar sirasinda olabilecek
yalanci pozitif veya negatif sonuclarin anlasilabilmesi icin pozitif, negatif ve internal kontrol drnekleri kullamlmalidir.
Yalanci pozitif veya negatif sonuclar, érnekten drnege kontaminasyonla olabilecegi gibi genellikle DNA'mn bir dnceki
amplifikasyonundan bir sonrakine aktarilmasi ile olur. Ayrica klonlanmis DNA’lar ve hiicre kiiltiiriindeki viruslar da

kontaminasyon kaynagi olabilirler. Bu nedenle pre ve post amplifikasyon laboratuvarlaninin kullanimi ok iyi kontrol
edilmelidir.

Molekiiler genetik tan laboratuvarlarinin calisma alanlan sodyum hipoklorit soliisyonlari ile veya DNAzap gibi ticari
olarak satilan soliisyonlar ile diizenli olarak temizlenmeli, laboratuvarlarin genel dezenfeksiyonlan ise ultra-viyole
lambalar ile yapilmalidir.

Molekiiler biyolojik tant laboratuvarlarinin ulusal veya uluslararas: kalite giivencesi ve degerlendirmesi programlarina
katilmalan ve sertifika edinmeleri, uyguladiklar testlerin giivenilirligini ve kalitesini arttiracaktir. Molekiiler biyolojik
tam testlerinin uygulamalan sirasinda kullamlan negatif, pozitif veya internal kontroller testin dogru calisip
calismachigimn gostergesi olup, yapilan testlerin kalitesini gdsterir (Quality Control). Laboratuvar tarafindan hastaya
rapor edilen sonuclarin dogrulugu ve giivenilirligi, uygun testin uygun ornekte calisilmasi ve dogru sonuc ve yorumun
dogru zamanda uygun kisiye verilmesi ise, laboratuvarin kalite glivenini (Quality Assurance) gostermektedir.
Laburatuvar tarafindan yapilan testlerin kalitesinin belirlenmesi ve degerlendirilmesi ise, kalite degerlendirilmesi
(Quality Assessment) dir ve bu ulusal ve uluslararas programlarla saglanabilir.
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Ulkemizde molekiiler genetik tam testlerinin kalite giivencesinin degerlendirilmesi icin bir organizasyon (Ulusal
Molekiiler Genetik Kalite Giivencesi Ag1: UMGEKA) kurulmus olmasina ragmen molekiiler mikrobiyolojik tam testlerinin
kalite giivencesini degerlendirecek ulusal bir organizasyon heniiz kurulamamistir. Bunun yam sira laboratuvarlarin
bireysel olarak katilabilecekleri UK-NEQAS, HKMTA, EMQN gibi uluslararas kalite degerlendirme programlan
bulunmaktadir.

Sonuc olarak, laboratuvar alt yapisi, kullamlan ekipmanin kalitesi, reaktiflerin stabilitesi ve kalitesi, laboratuvar
personelinin egitimi ve deneyimi, sonuglarin yorumlanmasi, sonuglarin rapor edilmesi asamalan laboratuvarlann
kalitesini etkileyen faktorlerdir.
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QUALITY CONTROL FOR MOLECULAR DIAGNOSTICS

Paul WALLACE
QCMD, Glasgow, UK

External Quality Assessment or Proficiency Testing has always formed an integral part of the laboratories quality
system, complementing the internal quality control process in order to support Quality Assurance. It is the most
important means of monitoring the entire laboratory in terms of practice and procedure, thus ensuring that routine
quality is both sufficient and consistent.

The formation of the European Union Quality Control Concerted Action (EU-QCCA) in 1998, contributed significantly
to the quality monitoring through its 14 programs to an average of 85 laboratories in over 20 countries in infectious
diseases such as BBV, Enterovirus, and Chlamydia trachomatis. Quality Control for Molecular Diagnostics has continued
the work of the EU-QCCA since June 2001 with the re establishment of its QC programs as well as the introduction
of further clinically relevant programs for viruses such as Ebstein Barr (EBV). The results from these programs have
shown significant progress with regards to method specificity with reported false positives for most programs <3%.
In contrast, there is still a vast range in reported sensitivity for the various methods used both within an individual
QC program and across QC programs and the issues of nucleic acid extraction and the requirement for improved assay
precision remain problematic. In addition, the limited availability of suitable reference materials as well as the
general lack of internationally accepted standards is still the major obstacle in the integration and subsequent QC
of molecular infectious disease diagnostics

The number and range of ‘clinically relevant’ viral targets that a diagnostic laboratory will be asked to identify and
possibly quantify will undoubtedly rise. As a result the number of Nucleic Acid technologies and test protocols
available will also increase. This has the potential to place an enormous burden on the diagnostic laboratory in terms
of finance, technical resource, and QC requirements. To cope with this increasing demand there will be a necessity
to rationalize the diagnostic process. This will undoubtedly lead to combination or multiplex tests and the creation
of disease specific diagnostic tests and therefore patient group specific disease management.

In order to fascilitate these advances and support the molecular technologies as they develop, it is essential that
complementary QC mechanisms are in position on a unified and international basis.

The QCMD proficiency programs help to educate as well as regulate and thus bridge the gap between compliance
and science. This provides an infrastructure from which expert International Scientific Advisory Groups in specific
infectious disease areas can define quality issues and develop consensus best practice through the provision of
proficiency testing and characterized reference materials.
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P3  GRAMPOZITIF VE GRAM NEGATIF BAKTERILERDE ANTIBIYOTIK DIRENCININ MOLEKULER
YONTEMLERLE SAPTANMASI

Deniz GUR
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi,
Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara

infeksiyon etkenlerinin antimikrobik ilaclara in-vitro duyarliigim belirlemek icin yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde
alinan sonuclar hem tedavide, hem de direncli bakterilerin surveyansinda kullamlmaktadir. Standartlara uygun olarak
yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuclar cogunlukla tedavide alinan yamt ile paralellik gostermekte ise de
direnc geninin varligi her zaman tedavide basarisizliga yol acmayabilir veya tam tersi olarak in vitro olarak ifade
edilmeyen bir gen in vivo olarak ifade edilebilir.

Bakteriler Ug farkli mekanizma ile antibiyotiklere direnc gdsterebilmektedir:

1. llacin hedefinde degisiklik olusturulmas

a. Reseptoriin afinitesinde azalma olmasi

b. ilactan etkilenmeyen farkli bir enzim ya da metabolik yol kullanilmas:
2. Sentezlenen enzimle ilacin inaktive edilmesi
3. Hicreye giren ilac miktarimn azaltilmas

a. Gecirgenligin azaltilmas:

b. Atim pompalan ile ilacin disart atilmas:

Bir bakteri, bu mekanizmalardan bir kacini ayni anda kullanarak degisik antibiyotiklere direnc kazanabilmektedir.
Bu durumda direnc mekanizmasimin fenotipik olarak belirlenmesi oldukca giictiir. Son yillarda molekiiler mikrobiyoloji
alaninda gelistirilen yeni yontemler ile baz1 antibiyotiklere karsi direnc genlerinin varligi hizli ve duyarli bir bicimde
belirlenebilmektedir.

B-LAKTAM ANTIBIYOTIKLER

Stafilokoklarda metisilin direnci

Tim B-laktam antibiyotikler gibi metisilinin bakteri hiicresindeki hedefi, hiicre duvar sentezinde rol oynayan penisilin
baglayan proteinler (PBP) dir. RB-laktam antibiyotikler bu enzimlerle baglamnca, enzimin kendi substratina baglanmasini
engellemekte, boylece duvar sentezi inhibe olmakta ve bakteri lizise ugramaktadir. Duyarli Staphylococcus aureus
suslarinda PBP2 ve PBP3, peptidoglikan sentezinde rol oynayan proteinlerdir. Metisiline direncli suslarda (MRSA) ise
kromozomdaki mecA geninden kodlanan PBP2' (PBP2a) proteini PBP2 ve PBP3' Uin islevini yiiriitebilmekte, ayrica tiim
B-laktam antibiyotiklere kars diisiik afinite géstermektedir.

Son on yildir S.aureus’ da metisilin direncinin saptanmas: icin cesitli molekiiler yéntemler denenmistir. Fenotipik
yontemler ile kiyaslandiginda bazi celiskiler bulunabilmesine karsin, mecA PCR giinimiizde oksasiline direncli
stafilokoklann saptanmasi icin kullamlabilecek en giivenilir yontemdir ve MRSA'min tanimlanmasinda kullamilan tarama
yontemlerinin kiyaslanmasinda “altin standart” olarak kullanilmaktadir. Bu, koagiilaz negatif stafilokoklar icin de
gecerlidir.

Streptococcus pneumoniae’ da penisilin direnci

Penisiline direncli S.pneumoniae suslar 1969'dan itibaren tim diinyada gozlenmeye baslanmistir. Penisilinin minimum
inhibisyon konsantrasyon (MiK) degeri 0.12-1 mg/ml olan izolatlar "orta diizeyde", 2 mg /ml veya iizerinde olanlar
"yliksek diizeyde" direncli olarak tamimlanmaktadir. Pnémokoklarda penisilin direnci, PBP’lerdeki degisimlere baglidir.
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PBP’lerdeki degisiklik sonucunda B-laktam antibiyotiklere afinite azalmakta, boylece enzime baglanma ve inhibisyon
icin daha yiiksek konsantrasyonda B-laktam gerekmektedir. S.pneumoniae’de alt1 adet PBP bulunmaktadir. Bunlar
yiiksek molekl agirliktaki PBP1a, PBP1b, PBP2a, PBP2x, PBP2b ve diisiik molekiil agirliktaki PBP3’diir. Bunlarin
tiimiiniin afinitesinde azalma olabilir. Direncli suslarda diisiik afiniteli PBP1a, PBP2b ve PBPZx bulunmaktadir. Degismis
bu PBP’leri kodlayan genler "mozaik gen" olarak tammlanmaktadir clinkii bu genlerde konak hiicre DNA segmentlerinin
arasinda biiyiik olasilikla direncli baska bir tiir; drnegin S.mitis'den alinan DNA segmentleri bulunmaktadir.
s.pneumoniae'de penisilinin esas hedefi PBP2b, sefotaksimin hedefi ise PBP2x'dir.

5.pneumoniae’'da penisiline direncin belirlenmesi icin farkl yaklasimlar denenmistir. Bir grup arastirici disik afiniteli
PBP2b genlerine dzglil primerler ile calismis, diger bir grup PBP2b, PBP2x ve PBP1a'min duyarh sekillerine ozgiil
primerler ile orta direncli izolatlarin %85'ini, yiiksek direncli izolatlarin timiini dogru olarak tammlammstir. Uciincii
bir yaklasim ise PCR sonrasi uygulanan restriksiyon enzim analizidir (PCR-RFLP). Bu yontem ile PBPZb'nin duyarl ve
direncli genotipleri ayirdedilebilmistir. Duyarl izolatlarin tiimintin RFLP paterni aymdir. Orta ve yilksek diizeyde
direncli suslarda cok degisik paternler gdzlenmistir. Bu PCR calismalarinin sonuglarina gére PBP'lerde bulunan mutasyon
ve mozaik genler nedeni ile penisiline direncli suslarda yalanci negatif sonuclar alinabilecegi gozlenmektedir.

Gram negatif bakterilerde B-laktamazlar

Gram negatif bakterilerde B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direncte en nemli mekanizma, B-laktamazlar ile
ilacin inaktive edilmesidir. Bu enzimlerin bakterilerde bulunup bulunmadid gesitli yontemler ile gosterilebilmektedir;
buna karsin degisik enzimlerin fenotipik yontemler ile birbirinden ayrilmas: giictiir. On yil dncesine kadar enzimler
izoelektrik odaklama (IEF) yontemi ile izoelektrik noktalari (pl) belirlenerek tammlanmakta iken glintimuzde bilinen
baz1 B-laktamazlarin aym veya birbirine cok yakin izoelektrik noktalara sahip olmalari nedeniyle bu yontem yeterli
olmamaktadir. Artik IEF tek basina B-laktamazlarin tamimlanmalar igin yeterli degildir, molekiiler yontemler ile
birlikte kullamlmaktadir.

B-laktamazlara bagli direncin tammlanmasi amaciyla hibridizasyon veya PCR yontemleri kullanilmaktadir. Bilinen B-
laktamaz genlerinden restriksiyon fragmentleri ayni veya benzer genlerin belirlenmesi i¢in prob olarak kullamlabilir.
Ayrica, problar PCR ile amplifikasyon yolu ile elde edilebilir. Bunlardan baska sentetik oligoniikleotidler de prob
olarak kullamlabilir. Son yillarda genis spektrumlu B-laktamazlar (ESBL) ve metallo-B-laktamazlarin tamimlanmasina
yonelik cesitli molekiiler ydntemler denenmistir, ancak bu enzimlerin tammlanmasi rutin tam icin gerekli olmayip,
epidemiyolojik olarak gnem tasimaktadir.

AMINOGLIKOZIDLERE DIRENG

Aminoglikozidler ribozomlarin 30S alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe etmekte, ayrica hiicre duvarindaki
polisakkaritleri birbirine baglayan Mg+2 ve Ca+2 ‘mn yerine gecerek, hiicre duvarinda delikler olusmasina ve sonucta
hiicre duvarnimin permeabilitesinin bozulmasina yol acmaktadir.

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerde aminoglikozidlere karsi kazanilan direncte en énemli olan mekanizma,
bu antibiyotiklerin amino ya da hidroksil gruplarinin enzimatik olarak degistirilmesidir. Degisiklige ugrayan aminoglikozid
molekiilti ribozomlara iyi baglanamaz ve bakteri aminoglikozid varhiginda iiremeye devam eder. Aminoglikozid
molekiiliinii degistiren enzimler, aminoglikozid fosfotransferazlar (APH), aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC) ve
aminoglikozid nitkleotidiltransferazlardir (ANT). Bu lic grup enzim aminoglikozid molekiiliindeki etki bélgesine gore
alt gruplara ayrilmistir ve bu alt grup parantez icinde bir rakamla belirtilmektedir; érnegin, AAC(27), 2"-amino
grubunun asetile edildigini gdstermektedir. Benzer etki gosteren enzimlerin ayirdedilmesi icin buna Romen rakamlar
eklenmektedir; drnegin AAC(3) enzimi, AAC(3)-I' den AAC(3)-VI 'ya kadar numaralanmistir. Ayrica, ayni gruptan olup
aym direnc fenotipini gosteren, buna karsin farkli genlerden sentezlenen enzimler kicik harf ile gosterilmektedir.
Ornegin, AAC(6')-1 enzimleri AAC(6')-la, AAC(6')-1b, AAC(6')-lc vs. farkli genlerden kodlamp 6 pozisyonda degisime
y({l acan asetiltransferazlardir ve tobramisin, amikasin, netilmisin, kanamisin ve dibekasini degisiklige ugratmaktadir.
Bir aminoglikozid molekiilu birden fazla bolgede degisiklige ugrayabilir, drnegin, gram negatif bakterilerde gentamisini
AAC(2')-1, AAC(3)-1, ve ANT(2")-l enzimleri degistirebilmektedir. Bugiine degin 50’den fazla aminoglikozid modifiye
eden enzim saptanmistir; bunlarin cogu gram negatif bakterilerde bulunmaktadir.
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Aminoglikozidleri degisime ugratan enzimlerin substrat ve direnc profilleri farklidir. Oniki farkli aminoglikozid
kullamlarak bir izolattaki enzim tiirlerini belirlemek olasidir. Buna karsin, tek bir susta birden fazla enzim bulunabilir
ve bunlarin direng profilleri birbiri ile &rtiisebilir. Nitekim, tUlkemizde gram negatif bakterilerde aminoglikozidlere
karsi direnc mekanizmalarim arastiran cok merkezli bir calismada, Klebsiella spp, E.coli ve Enterobacter spp. de
en sik bulunan 5 enzim ve direnc olusturduklan aminoglikozidlerin, ANT(2")-1 (gentamisin-tobramisin), AAC(3)-11
(gentamisin-tobramisin-netilmisin), AAC(6')-1 (tobramisin-netilmisin-amikasin), AAC(6')-1V (gentamisin-tobramisin-
netilmisin-amikasin) ve AAC(6')-1ll (tobramisin-netilmisin-amikasin-isepamisin) oldugu ve bu enzimlerin bir kacimin
aym bakteride bulunabildigi gézlenmistir. Bu nedenle, aminoglikozidlere direnc olusturan enzimlerin belirlenmesinde
fenotipik direng profilinin ctkanlmasi ile birlikte DNA hibridizasyon veya PCR tekniklerinin birlikte kullamlmas: gerekli
hale gelmistir.

Aminoglikozidleri degistiren enzimleri kodlayan genlerin isimlendirilmesinde en sik kullamilan yéntem, enzim isimlerinin
kiiciik harf ve italik olarak yazilmasidir. Ornegin AAC(6')-la ve AAC(3)-la enzimlerini kodlayan genler sirasiyla aac(6')-
la ve aac(3)-la olarak belirtilmektedir. Aminoglikozidlere direncin molekiiler yontemler ile arastirilmasi epidemiyolojik
6neme sahiptir ¢linkii dirence yol acan enzimleri kodlayan genlerin tiimiinii kapsayacak hibridizasyon veya PCR
teknikleri hem pahali, hem de vakit alicidir.

FLOROKINOLONLARA DIRENG

Kinolonlar bakterilerde DNA replikasyonu icin gerekli olan iki tip topoizomeraz; DNA giraz (topoizomeraz ) ve
topoizomeraz [V ile etkilesime girerek DNA sentezini durdurmaktadir. DNA giraz, iki GyrA ve iki GyrB alt biriminden
olusan tetramerik bir enzimdir; gyrA ve gyrB genlerinden kodlamr. Topoizomeraz IV de ParC ve ParE alt birimlerinden
olusmaktadir. Florokinolonlarin gram negatif ve gram pozitif bakterilerdeki enzim hedefleri farklidir. Gram negatif
bakterilerde birincil hedef DNA giraz iken gram pozitif bakterilerde florokinolona bagli olarak DNA giraz veya
topoizomeraz IV'diir.

Kinolon grubu antibiyotiklere direng hedef enzimlerdeki mutasyonlara, gecirgenlikte azalmaya veya antibiyotigin
aktif atimina bagl olabilmektedir. Bunlarin timi kromozom kontrolundadir .

Klinikte en sik gozlenen florokinolon direnci hedef enzimlerdeki degisikliklere baglidir. Bu degisiklikler séz konusu
enzimleri kodlayan genlerde olusan spontan nokta mutasyonlar ile olusmaktadir. GyrA ve ParC'de direnc ile iliskili
mutasyonlar daha sik olarak enzimin amino ucundaki bir bdlgede olusmaktadir. Bu bélgeye "kinolon-direncini belirleyen
bolge" (QRDR) denilmektedir ve Escherichia coli'de 67 ila 106. amino asitleri icermektedir. Birincil hedef enzimdeki
tek bir nokta mutasyonu ile olusan direng diizeyinin hem enzimin afinitesindeki azalmaya, hem de florokinolonun
ikinci hedefine afinitesine bagli oldugu distintilmektedir. Buna gére, her iki hedefe giiclii afinitesi olan florokinolonlarin
direncten daha az etkilenmesi beklenir, ciinkii birincil hedefte mutasyon olussa bile ikincil hedefe kars aktivitenin
devam etmesi bakterinin inhibisyonu i¢in yeterli olacaktir. Tek bir mutasyon sonucu minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinda (MiK) 6nemli bir yiikselme gézlenen florokinolonlara (6rnegin S.aureus ve P.aeruginosa'da
siprofloksasin) kars1 direncli mutantlarin kisa siirede cikmasi beklenir, ki gercekten klinikte de boyle olmustur.

Bugtine degin incelenen gram negatif bakterilerin klinik izolatlarinda yiiksek diizeyde kinolon direnci hem GyrA hem
de ParC enzimlerinde mutasyon oldugunu gdstermektedir. Sadece GyrB'deki mutasyonlara bagli direnc diisiik
diizeydedir. Gram negatif bakterilerde ParC veya ParE mutasyonlari, GyrA mutasyonu var ise gézlenmektedir.

Florokinolonlara kars: direncte gecirgenlikte azalma veya antibiyotigin aktif atimim saptayan genetik testler
bulunmamaktadir. Buna karsin hedef genlerdeki nokta mutasyonlar1 belirleyen "diziye tzgiil oligoniikleotid prob
hibridizasyonu”, " SSCP analizi", "mismatch amplification” “mutasyon analizi”, "alele 6zgiil PCR ile birlikte RFLP" gibi
cesitli molekiler yontemlerin uygulandigi bildirilmektedir.

Arastirmalarin cogunda PCR ile cogaltilan DNA'da dizi analizleri yapilarak hedef enzimlerdeki degisimler belirlenmistir.

Ancak primerlerin ¢ogunlukla tire 6zgiil olmalan nedeniyle kinolon direnci icin PCR dizi testleri DNA dizi analizi
yapilabilen laboratuvarlarca uygulanabilir.
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Kinolon direncinin temelini arastirmada kullamlan bir teknik, "plazmid dominans testi dir. Bu testte kinolona direncli
olan izolata gyrA’ mn (veya gyrB) duyarli alelini tagiyan bir plazmid transforme edilir. Eger gyrA'min kromozomdaki
kopyasinda bir iki nokta mutasyonu olusmus ise transformasyon sonrasinda izolat tamamen duyarl hale gecer. Bu
genetik dominantlik, plazmiddeki genlerden kodlanan GyrA ve GyrB alt birimlerinin mutasyona ugramis kromozomal
alt birimler ile rekabete girmesi ve hiicrenin kinolonlara duyarli hale dénmesine baglidir.

Florokinolonlarda hedef degisiklikleri her zaman dirence yol agmayabilir, bu nedenle de QRDR'deki degisikliklerin
saptanmasi arastirma amaclidir.

| MAKROLID, LINKOZAMID VE STREPTOGRAMIN (MLS)

ANTIBIYOTIKLERE DIRENG

Makrolid, linkozamid ve streptogramin antibiyotikler kimyasal olarak farkli, buna karsin biyolojik dzellikleri ve etki
mekanizmalarn benzer olan, bakterilerde protein sentezini inhibe eden antibiyotiklerdir. Gram negatif bakteriler dis
membranlan nedeniyle bu antibiyotiklere yapisal olarak direnclidir. Gram pozitif bakterilerde ise lc degisik mekanizma
ile direnc olusmaktadir.

MLS antibiyotiklere karsi enzimatik olarak inaktivasyon ya da atim pompalari ile direnc olusabilse de MLS antibiyotikler
icin en 6nemli direng mekanizmasi, ribozomlara baglanmanin engellenmesidir. erm geni tarafindan kodlanan metilaz ;
enzimleri ile 23s RNA degisiklige ugratilir ve sonucta MLS antibiyotiklerin ribozomlara baglanmasi engellenmis olur.
Cesitli bakteri tiirlerinde saptanmis olan en az 30 adet erm geni vardir.

Atim mekanizmalan bir cok gram pozitif bakteride giderek artan bir siklikta bulunmaya baslanmis ve mef, msr ve
vga olmak Uizere {ic gen grubu tammlanmistir. mef genleri cogunlukla kromozomda bulunur ve konjugatiftir. Bugiine
degin iki mef geni ayrintili olarak tammlanmistir. mefA geni Streptococcus pyogenes'de, mefE geni de S.pneumoniae’
de bulunmustur. Sadece mef geni iceren streptokoklar makrolidlere direncli, ancak linkozamid ve streptograminlere
duyarlidir. msr geni icerenler ise MS fenotipi gosterir, makrolid ve streptogramin B'ye direnclidir. msrA ve msrB genleri
S.aureus 'da bulunmustur. Ayrica S.aureus' da bulunmus olan vga ve vgaB genleri streptogramin direncine yol acmaktadir.

Farkli erm genlerinin saptanmas icin cesitli DNA fragment problar ve PCR kullamlmistir. MLS direncinin tam amach
kullammi sadece mef genleri ile simrlidir. Makrolidlere direncli bir izolatta sadece mef geni bulundugu saptanirsa
tedavide klindamisin kullamlabilir. Bunun disinda MLS direncinin taranmasi amaciyla genetik yontemlerin kullamlmasi
direnc mekanizmalarin ve genlerin cok cesitli olmasi nedeniyle glictir.

GLIKOPEPTIDLERE DIRENG
Glikopeptid antibiyotikler, peptidoglikan prekiirsérlerinin terminal bolgesinde bulunan D-alanin-D-alanine baglanmakta .
ve gram pozitif bakterilerde hiicre duvarn yapim sirasinda capraz baglanma reaksiyonunu engellemektedir. Gram
negatif bakteriler dis membranlar nedeniyle glikopeptid antibiyotiklere dogal olarak direnclidir. Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc ve Enterococcus gallinarum da dogal direncli olan gram pozitif bakterilerdir. Peptidoglikamn
sentezlenmesi ve capraz baglarin olusmasinda bir cok enzim rol oynadigindan peptidoglikamin yan zincirlerine bagl
olarak glikopeptid direncinin cikmasi beklenmeyen bir durumdu. Buna karsin 1988'den itibaren vankomisine direncli
enterokoklar bildirilmeye baslanmistir.

Glikopeptidlere direncli enterokoklarda 4 tip direnc bildirilmistir. Bunlar VanA, VanB, VanC ve VanD olarak
isimlendirilmistir. VanA tipi direncte hem vankomisin hem de teikoplanine indiiklenebilen tiirde direng vardir. vanA
gen kiimesine bagh olarak yeni bir D-Ala-D-Ala-ligaz olan VanA dretilir, bunun sonucunda glikopeptidlere daha duisiik
afinite gésteren D-alanil-D-laktat peptidoglikan zincirinde yer alir. VanB tipi direnc vanB gen kiimesi ile VanA tipi
dirence benzer bir mekanizma ile olusmaktadir.VanB, VanC ve VanD tipi direncte teikoplanine direnc yoktur. VanC
tir direnc E. gallinarum’da (vanC-1 geni), E. casseliflavus (vanC-2 geni), E. flavescens (vanC-3 geni) ve VanD ise
E.faecium’da yapisaldir.
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Stafilokoklarda ilk kez 1996 yilinda vankomisine orta derecede direncli (MIK 8 mg/mL) bir Staphylococcus aureus susu
(VISA) Japonya’dan, daha sonra da farkl yerlerden bildirilmistir. VISA izolatlarinda teikoplanin MIK degeri ise 16
pg/ml olarak bulunmaktadir. Glikopeptidlere azalan duyarliligin kesin mekanizmas1 bilinmemekle birlikte buyiik
olasilikla hiicre duvan sentezinin artisina, PBP2’nin asin ifadesine, PBP4’deki degisikliklere ve kapsil tip5’in Uretimine
bagli oldugu disiinilmektedir. Bu, vankomisinin dnceden bulunan hiicre duvarina baglanmasinin artmasina ve sonucta
stoplazmik membrandaki hedefe ulasabilen vankomisinin miktarinda azalmaya yol acmaktadir. Bu izolatlarin klinikte
tedavi basanisizliklan ile ilgili elde kesin kanitlar olmamasina karsin uzun siire vankomisin verilmesini gerektiren,
glic tedavi edilen olgularda VISA izolatlaninin klinik onem tasiyacagi belirtilmektedir. Koagulaz negatif stafilokoklarda
da vankomisine duyarlih@ azalms izolatlar gozlenmektedir. S.haemolyticus’ larda teikoplanine orta derecede duyarh
izolatlar %30 civannda gozlenmektedir, S.epidermidis’ de bu daha nadirdir. Hentiz stafilokoklarda glikopeptid direncini
belirlemek amaciyla kullanilabilecek molekiiler yontemler bulunmamaktadir.

Fenotipik yontemler ile yuksek diizeyde glikopeptid direnci belirlenebilir iken dusiik diizeyde direncin saptanmas:
ve farkli Van tiplerinin ayirdedilmesi giictir. vanA ve vanB genlerinin saptanmasi icin PCR ve hibridizayon teknikleri
kullamlmistir. Ayrica VanA direncini kodlayan transpozon Tn1546'y1 belirleyen molekiiler teknikler de uygulanmistir.,

Rutin kiltdr,yerine PCR teknigi ile dogrudan vankomisin direng genlerinin saptanmas uygun olabilir, hatta bazen PCR
testleri daha dogru sonuc verebilmektedir. Rutin tam icin olmasa da vankomisine direncli enterokoklarn surveyansinda
PCR'a dayali yontemler etkili ve glivenlidir.

TETRASIKLINLERE DIRENC
Tetrasiklin, amino acil-tRNA"nin ribozoma baglanmasin dnleyerek tRNA ile mRNA arasindaki kodon-antikodon
etkilesiminin bozulmasina ve sonucta 30s ribozomda protein sentezinin inhibisyonuna yol agmaktadir.

Bakterilerde tetrasikline direnc (i) sitoplazmik membrandaki proteinler ile ilacin enerjiye bagh olarak hiicre disina
pompalanmasi (atim), (ii) ribozomal koruyucu proteinler (iii) enzimatik olarak ilacin inaktive edilmesi ile olusabilmektedir.
ilk iki mekanizma direnc olusumunda en 6nemli olanlardir. Direnc cogunlukla Tet determinantlarinin alinmasi ile
ortaya cikmaktadir. Bugline degin 30'un Uzerinde determinant belirlenmistir, her giin yenileri bulunmaktadir. Bunlardan
bazilan atim pompasinda rol alan proteinleri, bazilan ise ribozomal koruyucu proteinleri kodlamaktadir. Bu genler
hem gram pozitif, hem de gram negatif bakterilerde bulunmaktadir (Tablo). Tetrasikline direnc determinantlarinin
cogu plazmid veya transpozonlarda bulunmaktadir.

Tablo. Tetrasikline direnc determinantlarina ornekler

| Atim pompas1 Ribozomal koruma
_Gram negatif | Gram pozitif Gram negatif ~ Gram pozitif
TetA-E | Tet M Tet M
TetG,H | Tet O Tet O
Tet | 7 Tet A (P) Tet S
Tet K 7 TetK Tet Q \ Tet Q
Tet L Tet L \ Tet B(P)

Atim proteinleri tetrasikline direnc olusturmakta, minosikline olusturmamaktadir. Koruyucu proteinler ile olusan
direncte ise tetrasiklin, doksisiklin ve minosikline direnc cikmaktadir.




DNA-DNA hibridizasyonu farkli direnc genlerinin tammlanmasi icin standart yontemdir. 1990'lara kadar tet genlerinin
tam ve epidemiyolojik amach olarak arastinlmasinda hibridizasyon teknigi uygulanmis ve ya tet gen fragmenti iceren
bir plazmid ya da sadece fragment kullanilmistir. Son yillarda 6zgll direnc genlerinin saptanmasi icin PCR testleri
gelistirilmistir. Bunlarin avantaji protein K ile eritilmis bakterinin veya saflastinlms DNA'min kalip olarak kullamlabilmesidir.
PCR ile dogrudan hasta drneginde direng geninin bulunup bulunmacigina da bakilabilir. Tetrasiklin direncinin genetik
yontemler ile arastinlmasi direncin mekanizmasinin belirlenmesi icin bir yol saglayabilir. Ayrica, degisik tet genlerinin
belirlenmesi epidemiyolojik agidan dnemlidir. Bunun disinda kullanmim alant sinirlidir.

Yukandaki antibiyotikler disinda kalan bazi antibiyotikler ve coklu direnc mekanizmalan ile ilgili cesitli molekiiler
arastirmalar vardir, ancak bunlar yaygin degildir. Stafilokoklarda mupirosine dirence yol acan mupA genini saptamak
icin hibridizasyon ve PCR teknikleri denenmis ve kullamsl bulunmustur.

Bakterilerde antibiyotiklere direnc mekanizmalarinin molekiiler yontemler ile arastirilmasi, bu alanda énemli bir bilgi
alas1 saglarmstir. Bakteri tiirlerindeki direng determinantlan ve bunlann yayihmina iliskin dnemli bulgular saglanmistir.
Buna karsin, molekiiler yéntemler heniiz rutindeki duyarlilik testlerinin yerine gececek diizeye ulasmamstir. Bunun
nedeni, dirence yol acan sayisiz nokta mutasyonu ve gen olusu, ayrica amplifikasyon yontemlerinin cok emek
gerektirmesidir. Bir slire daha molekiiler tekniklerin rutin testlerin yerini alamayacag anlasilmaktadir.
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HELICOBACTER PYLORI’DE ANTIMIKROBIYAL AJANLARA KARSI DIRENC OLUSTURAN
MEKANIZMALAR VE MOLEKULER TANI YONTEMLERI

Yakut Akyon YILMAZ
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Helicobacter pylori diinya niifusunun yarsinin gastrik mukozasini kronik olarak enfekte eden Gram negatif mikroaerofil
bir bakteridir. Bir cok enfekte kisi asemptomatik olmasina karsin, H. pylori gastritin, gastrik ve duodenal iilserin
baslica nedeni ve gastrik kanserin erken risk faktoriudur (1, 2).

H. pylori enfeksiyonu cogunlukla cocukluk caginda edinilmekte ve konagin savunma mekanizmalarina ve enflamatuar
yanitina ragmen antimikrobiyal ajanlarla tedavi edilmedigi siirece yillarca varligim devam etti rmektedir. Maastrich
2-2000 uzlasisina gore H. pylori saptanan, duodenum ve mide iilserli, MALT lenfomali, atrofik gastritli kisiler, yeni
rezeke edilmis mide kanserli hastalar, mide kanserli hastanin birinci derece akrabasi olan kisiler ve isteyen hastalar
ilk olarak tedavi edilecek gruptur. ikinci grup tedavi edilmesi gereken kisiler ise fonksiyonel dispepsili hastalar, uzun
siireli yogun asit baskilamasi uygulanacak hastalar (gastrodzefajiyal reflii hastaligi), non-steroid antienflamatuar ilag
kullanan hastalardir (3).

H.pylori enfeksiyonunun tedavisinde heniiz ideal bir kemoterapi rejimi bulunmamaktadir. Metronidazol, klaritromisin,
amoksisilin ve tetrasiklin enfeksiyonun tedavisinde secilen antimikrobiyal ajanlardir. Tedavi protokollerinde kombine
antimikrobiyallerin yamsira H2-reseptdr antagonistleri, proton pompa inhibitérleri ya da bizmut tuzlan yer almaktadir.
Standart tedavi rejimlerinin uygulandig1 hastalarin %10-20’sinde H. pylori eradikasyon girisimleri basansizlikla
sonuclanmaktadir. Tedavideki bu basarisizliga hasta uyumu, ilaclarin yan etkilerinden dolay tedavinin yarim kalmasi
ve secilen antimikrobiyallere karsi gelisen veya varolan diren¢ neden olmaktadir (4).

Maastrich 2-2000 uzlasisinda onerilen ilk secenek klaritromisin, amoksisilin ve proton pompa inhibitériinin kombine
olarak uygulanmasidir. Tedavi basansizliginda, ikinci secenek metronidazol, tetrasiklin, bizmut tuzu ve proton pompa
inhibitsriiniin dortli tedavi seklinde uygulanmasi yolundadir. Bu uygulama da basansizlikla sonuglamrsa tedavi hasta
ve doktorun ortak secimine birakilmaktachr (3). Kinolon grubu ve furozolidonlar, basvurulan diger antibiyotikler icinde
yer almaktadir.

H. pylori’ye karst varolan ya da gelisen direnci tespit etmek igin antimikrobiyal duyarlilik testlerinin yapilmasi son
yillarda artan bir ihtiyac haline gelmistir. H. pylori’de "Food and Drug Administration” (FDA) onay1 almis tek antibakteriyel
duyarlilik testi agar dilisyon testidir. Kiiltiire bagl testler gerek bakterinin Uretilmesindeki zorluklardan gerek
uygulamadaki zorluklardan ve sonucun 10-14 giin gibi uzun bir siirede alinmasindan dolay arastirmacilar molekiler
yontemlerle direnc tespitinin gelistirilmesi icin calismalara yonelmistir.

Nitroimidazol grubundan olan metronidazoliin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bakteri sitoplazmasina
inaktif 6n ilac olarak girer, H. pylori oksijene duyarsiz nitrorediiktaz enzimleri ile metronidazolu aktive eder.
Nitrorediiktaz enzimlerinin kodlanmasindan rdxA ve frxA genleri sorumludur. Metronidazol DNA, RNA, proteinler, yag
asitleri gibi yasamsal molekiller Uzerine etkilidir. Nitrorediiktaz ve/veya flavin oksidorediiktaz enzimlerinin
inaktivasyonuyla, H. pylori’de metronidazol direnci gelismektedir. rdxA geninde "frame shift" (cerceve kaydiran) ve
anlamsiz mutasyonlar metronidazol MIK degerlerini cok yiikseltir. frxA genindeki mutasyonlar daha dusiik diizeyde
direncten sorumludurlar (5, 6). Metronidazol direncini molekiiler olarak saptamak icin polimeraz zincir reaksiyonuna
(PCR) bagli molekiiler testlerden yararlanmilmaktadir. DNA dizi analizi uygulanabilecek bir diger yontemdir. Molekiler
yontemlerle metronidazol direncinin saptanmasi rutin uygulamada onerilmemektedir (Douglas E Berg ile kisisel
ggrisme).
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Makrolid grubundan olan klaritromisin, dzellikle son yillarda kullamm kolayhigindan dolayr H. pylori eradikasyon
tedavisinde tercih edilen antibakteriyel ajanlardan biridir. Klaritromisin, ribozomlarin 505 alt Unitesine baglanarak
protein sentezini inhibe ederek antimikrobiyal etkisini gosterir. Klaritromisine karsi olusan direnc nokta mutasyon
seklindedir. 235 rRNA’da 2143-2144 bazlarinda olusan nokta mutasyonlardan, A$G siklikla, A$C nadiren olusur ve H.
pylori’de klaritromisin direncinden sorumludur. PCR'a dayali cesitli molekiler teknikler, klaritromisin direncini
saptamada kullamlmaktadir (7). Klaritromisin direncinin, indiiklenebilir bir direnc olduguna dair yayinlar vardir (8).
Ancak yapilan bir calismada bu direncin indiiklenebilir olmadigi gésterilmistir (9).

Amoksisilin bakteri duvar sentezini inhibe ederek etkisini gosterir. Bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere kars:
gelisen direnc beta-laktamaz tUretimlerine, penisilin baglayan proteinlerdeki (PBP) yapisal degisikliklere veya hiicre
duvar sentezindeki diger proteinlerin degisimine bagli olarak gelisir (10, 11, 12). H. pylori’de 7 PBP tanimlanmistir
(13, 14, 15) Mittl ve ark. tarafindan yapilan bir calismada da H. pylori’ye 6zgii beta-laktamaz saptanmistir (16) Ancak
bu beta-laktamazlarin amoksisiline karsi H. pylori’de gelisen direncten sorumlu oldugu, diger bakterilerdekinin aksine,
gosterilememistir (17). Direncli suslarda penisilin baglayan protein D sentezi tespit edilememistir (18).

Yapilan son calismalar, PBP1A’da serinint arjinine degisiminin yiiksek diizeyde amoksisilin direncine yol agtigim
gdstermistir (19). Amoksisilin direnci ile ilgili tim calismalar sadece arastirmaya ydnelik PCR’a dayali molekiiler
yontemlerdir, henliz rutin olarak yapilmasi icin erkendir.

Tetrasiklinler ribozomlarin 305 alt {nitesine baglanarak protein sentezini inhibe ederek antibakteriyel etkisini gosterir.
Tetrasikline kars1 H. pylori'de gelisen direncte 165 rRNA’daki mutasyonlarin dnemi oldugu bildirilmektedir (20). H.
pylori 181 susunda bu mutasyon 165 rRNA’daki 3 baz cifti yer degisimine bagh oldugu AGA926-928 £ TTC ve bunun
PCR-RFLP (restiction fragment lenght polymorphism) ile saptanabildigi bildirilmektedir (21)

Ulkemizde metronidazol direnci % 50 civanndadir. Klaritromisin direnci ise % 20-30 civarindadir. Heniiz tetrasiklin
ve amoksisilin direnci bildirilmemistir (22). Ulkemizde cok yiiksek oranda bulunan bu enfeksiyon hastaligimin, bakterinin
virulans faktorlerine ve hastamn genetik yatkinligina bagli olarak kansere neden olabilecegi unutulmamalidir. Bulas
yolu kesin olarak bilinmediginden, bulas zincirini kirarak hastaligi énlemek mimkiin degildir. Cocukluk caginda
edinildigi icin, eriskin hastalarin tedavisi, llkemizde cok kullamlan klaritromisin ve metronidazol ile gelisen/secilen
direnc nedeniyle %100 basarili olamamaktadir. Tedavinin duyarlilik testi yapilmasindan sonra uygulanmas idealdir
ama kiiltiire bagli duyarliik testleri uygulanmasi hem alt yap1 hem uzmanlik hem de siire gerektirdigi icin pratik
degildir. Su anda rutin olarak uygulanabilen, klaritromisin direncinin PCR-bagh yontemlerle molekiiler olarak tespitidir.
Yapilan calismalar tetrasiklin direncinin de molekiiler yéntemlerle rutin olarak tespit edilebilecegi umudunu
dogurmaktadir. Hentiz metronidazol ve amoksisilin icin rutin molekiler testlerin yakin gelecekte kullamima girmesi
miimkiin gérinmemektedir.
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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’TE ANTITUBERKULOZ ILACLARA DIRENC OLUSTURAN
MEKANIZMALAR VE MOLEKULER TANI YONTEMLERI

Ahmet SANIC
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun

Cok ilaca direncli tiiberkiiloz sadece tlkemiz icin degil tim diinyada tiberkiloz kontroliini de zorlastiran Snemli
bir faktdr olarak karsimiza cikmaktadir. Diinyada en az 50 milyon insan cok ilaca direncli tiiberkiiloz basili ile
enfektedir. Antitliberkiiloz ilaclarin diizenli kullanilmamasi, HIV pandemisi ve kotl tiberkiloz kontrol programlar
bu sorunu hazirlamistir. Bu durum tiiberkiloz tam ve direng tayininde daha hizli ve glvenilir sonuclar veren yeni
yontemlere gereksinimi artirmistir.

Son on yil icinde Mycobacterium tuberculosis Complex’in (MTBC) antitiiberkiiloz ilaclara gelistirdikleri direncin
molekiler temeli daha iyi anlasilmaya baslanmis olup, bunlardan tlberkiiloz tedavisinde kullamlan énemli iki ilac
olan izoniazid (INH) ve rifampisin (RIF) ilgi odag@ olmustur. INH, pirazinamid (PZA) ve etambutol (EMB) sadece MTBC’e
ve baz1 mikobakterilere etkili olmakla birlikte, streptomisin(STR), RIF ve florokinolon gurubu antibiyotikler genis
spektrumludur ve diger bakterilere benzer diren¢ mekanizmalarina sahiptir.

MTBC’de plazmidlere bagli antitliberkiiloz ilac direnci tammlanmarms olup, bu konuda bakteriler aras1 genetik bilgi
aktarim s6z konusu degildir. Direnc spontan kromozamal mutasyonlara bagli olarak gelismektedir. Yetersiz veya
diizensiz antitliberkiiloz ilac kullamm, ilaca duyarli bakterilerin 6lmesine ve canli kalan mutasyona ugramis direncli
bakterilerin secilip, cogalmasindan kaynaklanmaktadir. Spontan direnc gelisim sikhig1 INH ve ETM icin 10-6 , RFM
icin 10-8, ve STR icin 10-5 olarak belirlenmistir. Genetik diizeyde direnc kaynag@inin saptanmasi amaci ile yapilan
calisma sonuclar tuberkiilozun tedavisinde yeni ilaclarin ve stratejilerin gelismesine yardimci olmaktadir.

IZONIAZID
Sadece MTBC ve bazi mikobakteriler Gzerine etki etmesi yoni ile dar spektrumlu antitiiberkiiloz ilactir. Deneysel
calismalarda kitlesine gire STR'den 80 kat daha giliclii oldugu bulunmustur. Piridin halkas ve hidrazid gurubu iceren
basit bir yapiya sahiptir. Ancak MTBC’e gostermis oldugu etki karmasiktir. Once, katalaz peroksidazi, pigment
prekiirsdrleri, nikotinamid adenin diniikleotid ve peroksidazlar iceren mekanizmalarla ilac tiiberkiiloz basilinin icine
alinir. Peroksidazin etkisi ile izoniazid hidrazin ve izonikotinik aside déniisiir. izonikotinik asid nikotinik asidin anti-
metaboliti olarak etki yapar ve bu reaksiyondaki koenzim A sentezini bozar. Hidrojen peroksid yikilamaz ve hiicrede
toksik ozellikteki bu maddenin yiiksek diizeyde birikimine bagli olarak hiicre 6lir. Ayrica baska bir mekanizma ile
mikolik asid sentezinin inhibisyonuna neden olur.

INH’a kars1 en dnemli direnc katalaz peroksidaz eksikligine bagl gozlenmektedir. Katalaz peroksidaz enzimleri gerek
INH"1n basil icine alinmasindan, gerek ise aktif metabolitine déniisiimiinden sorumlu oldugu icin KatG geninde olusan
bazi mutasyonlar katalaz ve peroksidaz aktivitelerinin kaybina neden olur. Ayrica inhA, kasA, mabA ve ahpC gibi
gen bolgesi mutasyonlarinda da goreceli olarak INH’a karsi direng gelisiminde rol oynamaktadir.

KatG geninin degisik bolgelerinde gelisen mutasyon degisen derecelerde enzim eksikligine, dolayist ile degisik oranlarda
INH direnci gelismesine neden olmaktadir. Yiksek diizey INH direnci (Minimal inhibisyon Konsantrasyonu: MiK >50mg/ml)
olan MTBC izolatlarinda katalaz-peroksidaz aktivitesinde rol oynayan katG geninde missense mutasyonlar, kiciik
delesyonlar ve insersiyonlar saptanmaktadir. izoniazide direcli kokenlerde katG geninde en sik 315. kodonda Ser315Thr
mutasyonu gézlenmektedir. Nadir goriilen ancak dirence neden oldugu disiiniilen diger mutasyonlar Asp63Glu,
His108Gln, Thr262Arg, Ala350Ser ve Gly628Ser’'dir. Daha @nceleri diren¢ nedeni oldugu distinilen Arg463Leu
mutasyonunun fonksiyonunun olmadigi anlasilmistir. Bir cok katalaz negatif izolatta ahpC bolgesinin promoter
bélgesinde mutasyon saptanmaktadir. ahpC genindeki mutasyonlarin INH tedavisi sirasinda segilen ve katalaz-peroksidaz
aktivitesi azalms suslarda daha sonra kompansatuvar rol oynadig ortaya ¢iktigr anlasilmmstir.




Enoil rediiktaz mikolik asit sentezinde rol oynayan bir enzimdir. MTBC’de aktive olan INH, inhA geni tarafindan
kodlanan enoil redilktaz enzimine baglanarak rediiktaz aktivitesi dnler ve mikolik asid yapimim énler. Bitisik open
reading framelerden olusan iki genlik mabA-inhA operonun kodladi@ irlinler hem INH hem de etionamid direncine
yol agmaktadir. MabA proteininin 3-ketoacil-ACP rediiktaz, InhA proteininin enoil-ACP rediiktaz enzimlerini kodladia
dustintlmektedir. InhA proteininin NADH baglayan bolgesinde olusan amino asit degisikilikleri mikolik asit biyosentezinin
inhibisyonunu &nleyerek INH direncine yol acmaktadir. INH’a direncli kdkenlerde mabA geninde herhangi bir mutasyon
saptanmamistir. izoniazide direncli direncli izolatlarin %10-15%inde InhA ve katG geninde mutasyon saptanamamaktadir.

Mikolik asit sentezinde rol oynayan diger bir enzim b-ketoagcil ACP sentetaz olup, bu enzimi kodlayan kasA geni INH
icin hedef oldugu yeni anlasilmis bir gen bélgesidir. izoniazide direncli kdkenlerin yamsira INH’a duyarl kdkenlerde
de kasA mutasyonlar saptanmaktadir. izoniazide direncli kékenlerde kasA mutasyonunun yaninda cogu kez katG ve
inhA mutasyonlan da bulunmaktadir.

Sonuc olarak cok sayida farkli gen INH direnci ile iliskilidir. Butiin bu bilinenlere karsin bir kisim INH'a direncli kdkende
direncin mekanizmas! heniiz tam olarak aydinlatilamamstir.

RIFAMPISIN

Streptomyces mediterranei’den elde edilen Rifamisin B’nin semisentetik bir derivesidir. Bakterinin DNA’ya bagiml
RNA polimerazin potent inhibitériidiir. Rifampisin RNA polimerazi rpoB geni tarafindan kodlanan b alt Uinitesine
baglanarak inhibe eder.Tlberkiiloz basili disinda M. leprae, nonspesifik bakterilere, klamidya ve pox viriislerine
etkilidir. MTBC"de siklikla RIF direnci ile birlikte isoniazid direnci de gdzlenir.

RIF’e direncli MTBC kokenlerinin %95’inden fazlasinda RNA polimeraz enziminin b-alt tnitesini kodlayan rpoB genin
507-533. kodonlar arasindaki 81 baz cifti uzunlugundaki RIF resistance determining region (RRDR) veya hot spot adi
verilen bolgede missense mutasyonlarin, kiiciik delesyon veya insersiyonlarin oldugu gésterilmistir. Buna karsin RIF’e
direncli MTBC kokenlerinin yaklasik %4-5’inde RRDR bélgesinde genetik degisiklik saptanamamstir. Bu kdkenlerin
bir bolimiinde rpoB genin RRDR bolgesinin disinda kalan 146, 490, 505, 535, 541, 553 ve 572. kodonlarda mutasyonlarin
oldugu gosterilirken cok kiiciik bir bélimiinde ise direncin mekanizmast aciklanamamaktadir.

Yapilan cok sayida calismada RIF'e direncli kokenlerin yaklasik %34-57"sinde rpoB geninin 531. kodonunda Ser531Leu
mutasyonu saptanmistir. Bunu 526. kodondaki mutasyonlar izlemektedir. Bazi istisnalar olmasina karsin genellikle
belli kodonlardaki amino asit degisiklikleri ile RIF icin minimal inhibisyon konsantrasyonu degerleri arasinda kuvvetli
bir iliski oldugu bilinmektedir. Kodon 531, 526 ve 513'deki mutasyonlar yiiksek diizey RIF direncine (MiK = 64mg/ml)
neden olurken, 514 veya 533. kodonlarda gériilen mutasyonlar genellikle diisiik diizey RIF direncine yol acmaktadir.

Rifampine direncli kdkenlerin tlimiinde rifapentine de capraz direnc gériilmekte ve her iki antibiyotik icin de aym
MIK degerleri saptanmaktadir. rpoB geninde Leu511Pro, Asp516Tyr, Asp516Val Serb22Leu ve Leu533Pro mutasyonu
olan RIF'e direncli M.tuberculosis kdkenlerinin rifabutine duyarli (MiK £0.5mg/ml) olduklar saptanmistir.

PIRAZINAMID

Pirazinamid nikotinamidle yapisal benzerlik gdsteren sentetik bir antitiiberkiiloz ilactir. Mikobakterilerin pirazinamide
duyarhiigr spesifik amidazin varligina baglidir. Clnkii, pirazinamid hiicre ici bir nikotinamidaz yardim ile pirazinoik
aside donuserek etkin hale doniisiir. Makrofaj fagolizozomlarinda pH 5.5'de aktif hale gecer. PZA'ya kars1 direnc
kolay gelisir, ancak diger ilaclarla capraz direnc gelisimi sézkonusu degildir. Direnc¢ gelisiminde nikotinamidaz
aktivitesindeki azalma sorumlu tutulmaktadir.

Pirazinamide direncli kékenlerin %72-94’linde pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA geninde cesitli tipte mutasyonlarin
oldugu bilinmektedir. Mutasyonlarimin cok fazla degiskenlik gdstermesi ve gen boyunca dagilmis olmasi pncA disindaki
direnc genlerinde gorilmeyen bir durumdur. Buna karsin pncA geninin iic bolgesinde mutasyonlar (3 - 17, 61 - 85 ve
132 - 142. kodonlar arasinda) belli bir kiimelesme gdstermektedir. Bu bélgede missense mutasyonlarin yanisira
delesyon, insersiyon ve terminasyon mutasyonlarinin da olabilecegi bilinmektedir.
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Mycobacterium tuberculosis’de kazanmilmis PZA direncinde cok sayida farkli mutasyon saptanmasina karsin PZA’ya
dogal olarak direncli olan Mycobacterium bovis ve M.bovis BCG kokenlerinde pncA geninin 169. kodonunda M. tuberculosis
kokenlerindeki histidin yerine aspartik asit bulunmaktadir,

ETHAMBUTOL
Kimyasal yapis1 dietilendiamin hidrokloriir'iin dekstro seklidir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamarms olmakla
birlikte EMB'nin bir arabinoz analogu oldugu duistiniilmektedir. EMB arabinozil transferazin 6zgiil hedefidir. ilac
arabinozun arabinogalaktan ve lipearbinomannana polimerize olmasina aracihk eden arabinozil transferaz enzimini
inhibe ederek arabinogalaktan ve lipoarabinomannanin hiicre duvarina tasinmasini engellemektedir.

Arabinozil transferaz enzimini kodlayan lic gen embC, embA ve embB genleri 10 kbp’lik bir operon (embCAB) olusturacak
sekilde organize olmustur. EmbCAB’1n sekonder yapisal analizi ile bu proteinin 12 adet transmembran domaini iceren
bir integral transmembran proteini oldugu gosterilmistir. EmbB proteininin sitoplazmik lupunda EMB-resistance
determining region (ERDR)’nin yer aldig1 ve bu bdlgenin farkli mikobakteri tiirlerinde bulunan ve iyi korunan bir bolge
oldugu 6ne surilmektedir. Muhtemelen EMB bir arabinoz analogu EmbB ise bir arabinozil transferazdir. Etambutole
direncli M.tuberculosis kékenlerinin onemli bir boliimiiniin EmbB proteininde duyarli kokenlerde olmayan amino asit
degisiklikleri bulunmaktadir. Etambutole direncli kkenlerde embB geninde en sik rastlanan mutasyonlar 306. kodondaki
missense mutasyonlardir. EMB direncinin %47-65'inden embB genindeki mutasyonlar sorumludur. Yine Phe285Leu,
Phe330Val ve Thré30ile diger sik goriilen mutasyonlardir. Met306Leu, Met306Val, Phe330Val ve Thré3lle mutasyonlarinda
EMB icin MIK degerleri (MIK = 40mg/ml) genellikle daha yiiksektir.

STREPTOMISIN
Aminoglikozid grubundan bir antitiiberkiiloz ilac olup, ribozomlarin ribozomal 512 proteini ve 165rRNA alt grubuna
etkileyerek ribozom fonksiyonlarini ve dolayisi ile protein sentezini bozar. Streptomisin etkisini ribozomal proteinlere
baglamp translasyonu engelleyerek gosterdigi diisiniilmektedir. M tuberculosis te streptomisine direncin %80 ninde
iki tiir mutasyon saptanmistir.

1. Ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL geninde nokta mutasyonu olmakta bu da tek amino asit degisimine neden
olmaktadir. Aminoasid degisimi 88. kodonda lizinin arjinine, 43. kodonda ise Lys43Arg veya Lys43Treo degisimi olarak
gerceklesmektedir.

2. Diger mutasyon ise 165 RNA y1 kodlayan rrs geninde olmaktadir. Burada 530. ve 904. niikleotidlerinin cevresindeki
bélgesinde mutasyonlar olmaktadir.

STR’ye direncli organizmalarin %65-75’inde spsL veya rrs geninde mutasyon saptanabilmektedir. RpsL proteinindeki
amino asit degisiklikleri yiiksek diizey (MiK>500 mg/ml) STR direncine neden olurken rrs genindeki mutasyonlar orta
diizey (MiK<250 mg/ml) STR direncine yol acmaktadirlar. Diisiik diizey STR direnci (MiK<50 mg/ml) olan kikenlerde
ise rpsL ve rrs genlerinde mutasyon saptanamamaktadir. Burada muhtemel mekanizma ilacin alinmasinda bir engel
olusmasidhr. Bu da hiicre duvar gecirgenligindeki degisiklige baghidir. Sonucta diisiik veya orta derecede direnc olusur.
Diger aminoglikozidlerle ( kanamisin, amikasin) veya kapreomisin gibi siklik peptik protein ile gapraz direng
gozlenmemistir. Buna karsin amikasin ile kanamisin arasinda capraz direnc¢ bildirilmistir.

FLOROKINOLONLAR
Florokinolonlarin hedefi DNA’nin negatif siipersarmal olusturmasini katalizleyen ve bir ATP-bagimli tip Il DNA
topoizomeraz olan DNA girazdir. Bu enzimin inhibisyonu ile DNA’nin siipersarmal yapisi bozulur ve bakteri hayatin
devam ettiremez. Bu durumdan insan DNA etkilenmez. Siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin ve sparfloksasin’in
0.1-4 mgr/ml’lik konsantrasyonlarn MTBC’ye etkili olup, birinci secenek antitiiberkiiloz ilaglara direncli vakalarda
alternatif olarak kullanmilmaktadir. Diger bakteriler Uizerine de etkilidir.
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DNA giraz enzimi 2A ve 2B alt Unitelerinden olusmus bir heterotetramerdir. Bunlar gyrA ve gyrB genleri tarafindan
kodlanir. Direncli suslarda gyrA ve gyrB genlerinde mutasyonlar saptanmistir. Yiiksek diizeyde siprofloksasin direnci
gyrA geninin 90.kodonu civarindaki mutasyonlarla iliskili bulunmustur. Yiksek diizey florokinolon direnci saptanan
kokenlerde bu bolgedeki 40 amino asitlik kisa bir bolimiindeki quinolone resistance determining region (QRDR) olarak
adlandirlan bdlgeyi kodlayan gen bdlgesinde mutasyonlar bulunmaktadir MTBC kékenlerinde kazanilmis florokinolon
direncinin %75-94’tinden QRDR bélgesindeki gyrA mutasyonlarimn sorumlu oldugu gdsterilmistir. Kinolon baglanma
bdlgesindeki spesifik mutasyonlarin akiimiilasyonu MIC degerlerindede kiimiilatif etki yapmaktadir, dolayisiyla tedavi
altindaki hastalarda direnc gelisme tehlikesi bulunmaktadir. .ilaca gecirgenligin azalmasi ve aktif ilagc pompalanmas
florokinolon direncine yol acabilen diger direnc mekanizmalandir. MTBC’de ilag direncine yol acan mutasyonlar ve
ilaclarin etki mekanizmalan Tablo1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Mycobacterium tuberculosis’de ilag direncinin mekanizmalar

Dirence yol

Direncli MTBC’de—]

ilag Etki mekanizmasi Gorevi
acan genler goriilen mutasyon
sikh@ (%)
izoniazid Mikolik asit biyosentez |  katG ilcin aktivasyonu 42-58
inhibisyonu ve DNA, inhA ilac hedefi 21-34
lipitler, kasA ilag hedefi Saptanamad
karbonhidratlar’daki ahpC Direnc gdstergesi 10-15
diger potansiyel coklu
etkiler ve NAD
metabolizmasi
Rifamisin Transkripsiyon rpoB ilac hedefi 96-100
inhibisyonu
Pirazinamid Sitoplazma asitlesmesi pncA ilacin aktivasyonu 72-97
Enerjisi tukenmis
membran?
Yag asit sentezi fasl? ilac hedefi NTM
inhibisyonu?
Ethambutol Arabinogalakton sentez embCAB ilac hedefi 47-65
inhibisyonu
Streptomisin Protein sentez rpsL ilac hedefi 52-59
inhibisyonu rrs(16S RNA) ilac hedefi 8-21
Fluorokinolon DNA giraz inhibisyonu ayrA ilag hedefi 75-94
gyrB Ilac baglanmasina katilir? | Saptanamadh
IfrA Tasiyia NTM
Etionamid Mikolik asit biyosentez inhA ilag hedef Bulunmad
inhibisyonu

NTM; nontuberculous mycobacteria.
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MTBC’DE MUTASYON SAPTANMASINDA KULLANILAN MOLEKULER YONTEMLER

Kultlirde tretim temeline dayali antitiiberkiiloz duyarlilik testleri yillardan beri mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda
uygulanmaktadir. Kat1 besiyerlerinde kiltir ve duyarlilik sonucun ge¢ alinmasi nedeni ile hizh kiltiir sistemleri
kullanima girmistir. E test ile yapilan calismalar hentiz NCCLS tarafindan onay almamistir. Sivi besiyeri iceren hizli
kiiltiir metodlan kullamilsa dahi, bakterinin Ureme zamam da dikkate alinirsa kiiltlr temelli direnc saptama yontemlerinin
sonuclanmast 15-30 guin stirmektedir. MTBC'de ila¢ direncinin molekiler mekanizmalarimn anlagilmasindan sonra ilac
direnci saptamaya yonelik molekiiler uygulamalar gelistirilmistir. Antitiiberkiiloz ilaclarin hedefi olan proteinleri
kodlayan genlerin PCR ile in vitro sartlarda cogaltilmasi bizlere mutasyonlan saptama olanag1 vermistir. Bu sekilde
birkac gun icerisinde MTBC nin antitlberkiloz ilaclara direncli olup, olmadigr anlasilabilmektedir. Ayrica bu yontem
ile direkt olarak balgamdan MTBC nin tiiberkiiloz direncine bakilabilmektedir.

DNA DIZi ANALIZI

DNA dizi analizi mutasyon tayininde altin standard bir test olarak kullamlmaktadir. ilaca neden olan mutasyonlarin
birden fazla gen bdlgesinde bulunabilmesi ve bu durumda her bir direng geni icin ayn islem gerektirmesi onemli
dezavantajlandir. Ayrica her mutasyon dirence yol acmaz. Buna karsin rpoB gibi yogun ve cok kisa segmentte simirh
olan direnc genlerinin saptanmasinda DNA dizi analizi uygun bir tekniktir.

DNA dizi analizinde PCR ile ¢ogaltilan hedef DNA ve bu DNA kalibina tutunacak bir primer kullamlmaktadir. Reaksiyon
tiiplinde ayrica herbiri farkli floresan boyalarla isaretlenmis 2'-3'-dideoksiniikleotid trifosfatlar (ddATP, ddCTP, ddGTP
ve ddTTP) bulunmaktadir. Dideoksiniikleotid trifosfatlar DNA polimeraz etkisiyle uzayan DNA zinzirine katilirlar fakat
3' ucularinda hidroksil grubu bulunmadigindan kendilerinden sonra 5'-3' fosfat baglanmasim engelleyerek zinciri
sonlandirirlar.

PCR reaksiyonu basladiginda PCR karisimi icinde bulunan didoksintkleotid trifosfatlar ile deoksiniikleotid trifosfatlar
yarisir. Reaksiyona didoksintikleotid girdiginde DNA zinciri daha fazla uzayamaz ve reaksiyon durur. Didoksintkleotid
trifosfat ile sonlanan cesitli biiyiikliilkte DNA dizeleri elde edilir. Bu DNA dizeleri kapiller elektroforez veya jel
elektroforezi ile yiriitiiliir. DNA parcaciklar farkl baz ciftine sahip olduklarindan, kiiciik parcaciklar 6nden, baz sayis1
arttikca DNA parcaciklan pesisira yiirliyeceklerdir. Kapiller/Jel elektroforezi sirasinda dedektor oniinden gecen her
baz ciftinin sonuna eklenen ddNTP’lerin yaydigi farkli dalga boyundaki floresan 1sinlar kaydedilir ve veriler bilgisayar
ortamina verilir. Yayilan 1s18in dalga boy farklibklarindan yararlanilarak DNA dizesi belirlenir.

PCR-SSCP

Single strand conformation polymorphism (SSCP) yonteminde ilac direncinden sorumlu gen bélgesi PCR ile cogaltilir.
Cogaltilan cift zincirli DNA, denatiire edici sartlar altinda (1s1-kimyasal) tek zincir olacak sekilde birbirinden ayrilir.
Farkli niikleotid dizilerine sahip tek sarmalli DNA fragmanlarinin katlanmalar farkl noktalardan olmaktadir. Katlanma
yerlerinin degismesi tek sarmalli DNA’mn iic boyutlu yapisim degistirerek jel elektroforezdeki gozeneklerden gecis
hzim etkiler. Mutasyon var ise birden fazla bant gozlenir.

HETERODUPLEKS ANALIZ

ilag direncine yol acan mutasyonlarin belirlenmesinde kullanim en kolay olan yontemdir. Bu yontemde duyarl oldugu
bilinen basilin ve hastadan izole edilen basilin ilac direncine neden olan gen bélgesi PCR ile amplifiye edilir. Cogaltilmig
irinlerden esit miktar katilarak tiip icinde birbirleri ile kanstinlir. 950C"de 1sitilarak DNA zincirlerinin birbirinden
ayrilmasini saglanir ve tek zincir haline getirilir. Sonra tip yavas yavas oda sicakligina kadar sogutularak, DNAnIn
birbirleri ile yeninden tutunmalarina izin verilir ve heterodupleks ve homoduplekslerin olusmasi saglamr. Son asamada
olusan homo ve heterodublekslerin olusturduklan bant paternleri elektroforetik olarak incelenir. Eger hastaya ait
bakteriden gelen gende mutasyon yok ise, dogal bir birlesme gerceklesecegi icin, tek bir bant gdzlenir. Mutasyon
var ise; mutasyon noktasinda eslesme bozuklugu olur, cifte sarmal yapisi bozulur. Bikilmeler meydana gelerek,
molekiiliin lic boyutlu yapisinda degisimler olur. Bu farklilik jel elektroforezde farkl hizda ylirimesine neden olur
ve birden farkli yerde bant gozlenir. Bu yontemle RNA-RNA heterodupleks analizi de yapilabilmektedir.
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REAL-TIME PCR
Real-time PCR’da saptama yayilan 1s1manin sistemin optik parcasi ile okunmasi temeline dayanmaktadir. Olciilen
floresans PCR sirasinda artan PCR driiniiniin miktan ile orantiidir. Sikluslar sirasinda reporter boyalarin yaydigi
floresans sistem tarafindan kaydedilerek bilgisayar ortaminda degerlendirilir ve kantite edililir. Real-time PCR ile
elde edilen Uriinlerdeki mutasyonlar cift sarmalli DNA’ya baglanma 6zelligi gésteren boyalar (sybergreen, etidyum
bromir v.b.) veya 6zgll proplar yardimiyla saptanmaktadir.

Real-time PCR’da olusan amplikonlarin Tm (erime 1sis1) degerleri belirlenen 6zgiil mutasyonlar saptanabilmektedir.
Bu teknikte cift zinciri boyayayan ve florasan verme 6zelligi olan boyalar kullamlr. Is1 yiikselmesinde cift zincir
halindeki heterodupleks yapi homodupleks yapisina gore 0.5-1,5 oC énce tek zincir haline gecerler. Yani Tm (erime
15151) degerleri daha dsiiktiir. Mutasyon varliginda heterodupleks yapilar olusacaktir. Isitma baslayinca mutasyonlu
heterodupleksler daha erken tek zincir haline déniisecegi icin boyay1 daha erken birakacak yani, daha erken 151ma
vermemeye baslayacaktir.

Ayrica real-time PCR yontemi ile mutasyon belirlemede florasan isaretli problar kullamlabilir. Férster Resonance
Energy Transfer (FRET) yontemi drnek olarak verilebilir. FRET problan iki farkl floresan boya ile isaretli oligoniikleotidlerdir.
Problardan birinin 3" digerinin ise 5' ucu floresan boya ile isaretlidir. Problar amplifiye olan hedef DNA ile birinin
kuyruk kismm digerinin bas kismina gelecek sekilde hibridize olurlar. Boylece iki floresan boya birbirine yakin konumda
bulunur. ilk propdaki floresan boya sistemin 151k kaynag ile uyarildidinda belli bir dalga boyunda floresan 151k yayar.
Eger hibridizasyon olmugsa yani iki floresan boya birbirine yeteri kadar yakinsa (1-5 niikleotid) yayilan enerji ikinci
floresan boyay: harekete gecirir ve daha uzun dalga boyunda ikinci bir floresan 151k yayilir. Bu enerji transferi FRET
olarak adlandinlir ve iki probun arasindaki uzaklikla yakindan ilisikilidir. Yapilan calismalarda Real-time PCR ile ayni
reaksiyon tlipiinde RIF ve INH direncinden sorumlu rpoB ve katG mutasyonlarimin basanyla saptandig bildirilmektedir.

LINE PROBE ASSAY
Line probe assay (LIPA) mzli RIF direnci saptamak amaciyla gelistirilmis bir kittir. Yéntem revers hibridizasyon temeline
dayanmaktadir. LIPA yonteminde RIF direncinden sorumlu rpoB geninin biyotinle isaretlenmis PCR iiriinleri denatiire
edilerek nitroseliiloz serit lzerine yerlestirimis farkli 6zgil probla hibridize edilmektedir. Olusan hibridler alkalen
fozfatazla konjuge edilmis streptoavidin ve kromojen substrat eklenerek saptanmaktadir. Kit sik rastlanan spesifik

direnc mutasyonlanyla hibridize olacak sekilde tasarlanmistir: R2 (Asp516Val), R4a (His526Tyr), R4b (His526Asp) ve
R5 (Ser531Leu).

DNA MICROARRAY
Son yillarda kiiciik bir alanda cok sayida oligoniikleotid probun yogun bir sekilde bulundugu DNA microarrayler ile
farkli DNA dizilerinin tek bir hibridizasyon basamaginda incelenmesine olanak sasglayan gen chip teknolojileri
gelistirilmistir. Yontem PCR ile elde edilen floresanla isaretli amplikonlarin cok sayida farkli oligoniikleotid prob
iceren alanda kendisine uyan probla hibridize olmasi temeline dayanmaktadir. Bagli amplikonlarin yaydig1 floresan
sinyaller daha sonra optik tarayici ile saptanarak bilgisayar ortaminda degerlendirilmektedir. RIF’e direncli M.tuberculosis
kokenleriyle yapilan DNA microarray galismalarinda DNA dizi analizi ile uyumlu sonuclar alinmistir. Farkl ilac
direnclerini [INH (katG, inhA), RIF (rpoB), STR (rpsL) ve FQ (gyrA)] birlikte saptamaya uygun problar iceren DNA
microarray gelistirilmesine yonelik calismalar siirdiriilmektedir.

HABERCI FAJ SISTEMI
Sadece MTBC'yi ve diger baz1 mikobakterileri infekte edebilen mikobakteriofajlara ates boceginin 151k Uretiminden
sorumlu gen klonlanir. Lusiferaz genini iceren faj mikobakteriye girer ve mikobakteri iirerse faj da cogalir. Olusan
lusiferaz enzimi mikobakterilerin tirettigi ATP, magnezyum ve oksijen varliginda lusiferin oksitlenir ve 151k Uretmeye
baslar. Bu 15181 luminometre ile saptanmasi bakterinin iiredigini gosterir. Klinik drnekte 500-5000 basil oldugunda

saatler icinde sonu¢ alinmaktadir. Bu sistem klinik érneklerde basil varligim gosterdigi gibi, duyarlilik testi amact
ile de kullamlabilir.
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sonuc olarak, dirence neden olan mutasyonlan belirlemek icin sozil edilen yontemler disinda pek cok molekiiler
metod gelistirilmistir. Ancak, pratik uygulamalarda bu teknikler cogu kez RIF direncinin saptanmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Tercih nedeni olarak, RIF’in en 6nemli antitliberkiloz ilaclardan biri olma ozelligi yamnda, direncli
suslarin hemen hemen tamamina yakin bir kisminda rpoB geninin 81 bp’lik bélgesindeki mutasyonlarin olmasi
gosterilebilir. Ayrica RIF’e direncli izolatlann yaklasik %90'minda INH direnci de bulunmakta olup, RIF direnci INH
direncinin de bir gdstergesidir. KatG, pncA ve gyrA gen mutasyonlan belli noktalarda kiimelestikleri icin bu bolgelerin
de mutasyonlarinin saptanmasi pratik klinik uygulamalarina girebilir. Gelecekte DNA mikroarray teknolojisinin
yayginlasmasi ile, dirence neden olan pek cok gende bulunan mutasyonlar kisa siirede bir test asamasinda
arastinlabilecektir.
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P4  MOLEKULER EPIDEMiYOLOJi NEDEN GEREKLI, BASLARKEN NELERE DIKKAT
EDILMELIDIR?

Riza DURMAZ
Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

“Molecular epidemiology is one of the most exciting and important areas of research leading into the 21st century."

"Challenge for 21st Century"
Janise S. Dorman, Ph.D.

Molekiiler epidemiyoloji, 21. yiizyila uzanan arastirmalarin en énemli ve heyecan verici alanlanindan biridir. Molekiiler
epidemiyoloji, 21. yiizyila meydan okumaktiri. Molekiiler epidemiyoloji klinisyen, epidemiyolog, cevre sagligi uzman,
biyoistatistikci, insan genetikgisi, molekiiler biyolog ve bilgisayar miihendisi gibi bircok bilim adaminin birlikte
calismasim gerektiren multidisipliner bir bilim alamdir. Molekiiler epidemiyoloji insan genom projesi (Human Genom
Project=HGP) ile halk saglig arasinda kritik bir bag kurmaktadir. Tibbi tamlarin gelistirilmesi, halk saghigim koruma
stratejilerinin olusturulmasi, HGP'nin olgunlastirilmasiyla iliskili etik, yasal ve sosyal konularin halledilmesi icin
molekiiler epidemiyoloji esastir.

Molekiiler epidemiyoloji genel epidemiyolojiye dayamr ve aym calisma diizenlerini (Ornegin; vaka-kontrol ve cok
merkezli calismalari) kullamr. Genel epidemiyolojiden farkl olarak; hastaligin gelisiminde etkili olabilecek spesifik
yollar, genler ve molekiilleri tammlayarak hastaligin patogenezindeki bilgilerin artmasina katkida bulunur. Konagin
duyarlibigim belirlemek icin aile hikayesi gibi kesin olmayan géstergeler yerine molekiiler gdstergelerden yararlamlir,

Molekiler epidemiyoloji: infeksiyon hastaliklarinin tamsi: etkenin biyokimyasal ve molekuler seviyede tammlanmasi
ve tiplendirilmesi; patogenezden sorumlu genlerin saptanmas:; genetik duyarliligin belirlenmesi; konak-patojen iliskisi;
konagin infeksiyonlara duyarlihigindan sorumlu faktérlerin incelenmesi; bakteriyel fenotipler icinde doku tropizmi,
viriilans ve bulasici olabilme yéniinden farklilik gésterebilen spesifik suslarin arastinlmasi; toplumlar ve akraba gruplan
arasinda hastaligin yayilmasi, kontrolii ve etiyolojisine, molekiiler seviyede tammlanan potansiyel genetik ve cevresel
risk faktorlerinin katkisi; infeksiyon hastaliklarinin aile ici ve toplumlar arasinda yayilmasinin énlenmesi izerinde
duran bir bilim dalidir 2.

Molekiiler tiplendirme sistemlerinin gelistirilmesiyle infeksiyon hastaliklarinin epidemiyolojisinde biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu sistemlerde tiir icinde degisken ancak suslarda stabil olan belirli bir genetik gdsterge kullamlarak
salgin esnasinda toplanan, epidemiyolojik olarak iliskili, ayn tiir icindeki izolatlarin genetik olarak da iliskili olup
olmadiklan arastinlmaktadir. Yani "izolatlar aynm mi, farkli m1 ?" sorusuna yanit aranmaktadir. Boylece infeksiyonun
kaynag belirlenmektedir. Genel olarak salgin izolatlar (epidemiyolojik yonden iliskili izolatlar) klonal olarak da iliskili
olup, ortak bir kaynaktan kok alirlar. Klonal iliskili mikroorganizmalar, ortak viriilans, biyokimyasal ve genetik
ozellikleri paylasan, ayni tiiriin lyesidirler 2,3. Bu bilgiler, hastanelerde ve toplumda hastaligin yayilmasini anlamak
ve kontrol altina almada oldukca yararlidir.

Molekiiler tiplendirme baslica su amaclar icin kullaniimaktadir 4-8:

1. Salgin arastirmalarinda. Salginlarin kaynag ve yayilma yollar1 hakkindaki hipotezlerin test edilmesi,
2. Hastalarin epidemiyolojik olarak birbiriyle olan iliskilerinin belirlenmesi,

3. Re-aktivasyonun, re-infeksiyondan ayirt edilmesi,

4. Antibiyotik tedavisinin etkinliginin belirlenmesi,

5. Hastane infeksiyonlan ve toplumsal kaynakl infeksiyonlarin ayirt edilmesi,

6. Laboratuvar kontaminasyonlarinin saptanmast,

. Antibiyotik direncinden sorumlu gen(ler) hedef alinarak yapilan tipleme (antibiyotik-rezistan genotipleme) ile
direncli suslarin (Metisiline rezistan Staphylococcus aureus=MRSA, vankomisine rezistan enterokok=VRE, penisiline
rezistan Streptococcus pneumoniae=PRSP, cogul ilaca direncli Mycobacterium tuberculosis=MDR M. tuberculosis gibi)
tanmmi ve yayginliklarinin belirlenmesi,

~
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8. Poplilasyondaki epidemik klonlarin sirkiilasyonu ve zaman icindeki prevalansim izleyerek, epidemiyolojik siirveyans
ve kontrol yontemlerinin degerlendirilmesi,

9. Viriilanstan sorumlu genlerin belirlenmesi ve bunlan tastyan suslarin toplum icindeki yayginliklarimn ortaya konulmasi
(M. tuberculosis’de posfolipase C, PLC geni 6rnek.)

Molekuler tiplemenin gerekli oldugu durumlar

Bircok kisinin hasta veya kolonize oldugu ortak bir kaynaktan gelen salginlanin gézlenmesi ve belli antibiyotik duyarlilik
profili veya biyotipe sahip izolatlarin varligi, molekiller epidemiyolojik arastirmalan akla getirir. Bdyle durumlarda
ayrintili epidemiyolojik arastirmalar yapildiktan sonra molekiler tiplendirmeye baslamir ve tiplendirme metodu klinik
ve epidemiyolojik hipotezleri dogrulamak icin kullanilir. Epidemiyolojik veri toplamadan yapilan tipleme ile salgimin
tahmin edilebilirligi oldukca dustik ve bulgularin hatali yorumlanma olasih@ yuksektir 2-4. Mumkunse, taraf olmay
onlemek icin tiplendirme, epidemiyolojik veriler bilinmeden, kor calisma olarak yapilmalidir. iki ayn veri bagimsiz
olarak olusturulmali, ancak salgin olup olmadigim belirlemek icin birlikte degerlendirilmelidir 4,5.

Agir immiin yetmezligi olan hastalar siklikla Ozel bakim birimlerinde birlikte yatmaktadirlar. Bunlardan izole edilen
bakterilerin tiplendirilmesiyle belirli bir tiir mikroorganizmanin kolonizasyonunun olup olmadig anlasilabilir. Boylece
potansiyel olarak tehlikeli olabilecek mikroorganizmalarin yayilmasi kontrol altina alinmis olur. Aynca bu tip hastalardan
izole edilen ve normal florada bulunan bakterilerin hastalik etkeni olup olmach@ hakkinda da bilgi edinilebilir. Ornegin;
serebro spinal santi olan bir hastamin kan kiiltlirlerinden arka arkaya izole edilen Staphylococcus epidermidis suslarinin
hepsi aynt genetik tipte bulunursa gercek bakteriyemiyi gosterir 7.

Molekiiler altlipleme calismalarina baslamadan once, molekiiler testlerin su ozellikleri dikkate alinmalidir (4,8-10):

1-Molekiiler yontem elde edilebilir mi, gecerli mi, standardize edilebilir mi, tekrarlanabilir mi?
2-Elde edilen biyolojik drneklere uygulanabilir mi (versatility)?

3-Tir icindeki tiim mikroorganizmalara uygulanabilir mi (tiplendirebilirlik)

3-Sosyal ve etik acidan kabul edilebilir mi?

4-Hizl ve ekonomik mi?

5-Ozgiilliik ve duyarliig1 yiiksek mi (ayinm giicii)?

6-Sonuclarinin yorumlanmas kolay mi?

Bu kriterler bakimindan, fenotipleme ve genotipleme yantemleri karsilastirildiginda:

Fenotipleme yéntemleri;
* Her bakteri icin uygulanamamakta,

_ o Orn. Serotipleme, faj tiplemesi.
* Is yiikii fazla,
* Zaman almakta,
* Hatali gruplama yapilabilmekte,
* Siklikla epidemik suslar endemiklerden ayirmada yetersizdirler.
* Cogunlukla iireme kosullar, iireme faz1 ve mutasyona bagli olarak degisken sonuclar vermekte

o Orn. Kapsiil tiplemesi.

* Patojenle-normal flora elemam arasindaki ayirnm yapilamamaktadir. Normal flora veya cevrede yaygin olarak
bulunan bakteriler (Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa gibi) izole edildiginde
konvansiyonel metotlar daha az faydali olmaktadir.

Genotipleme yéntemleri;

* Yiksek teknoloji gerektirmekte,

* Kurulma maliyeti yiiksek,

* Yontemlerin standardizasyonunda problemler var,

* Olusturulan profillerin yorumlanmasinda zorluklar cekilebilmektedir.
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Molekiiler epidemiyolojide analizlerin énemi ve problemler11-14:
Bilimin diger alanlarinda oldugu gibi, bu alanda da hipotezlerin test edilmesi ve bir molekiiler calismadan anlamly
hiiklimler ¢ikarmadan dnce, dikkate alinmasi gereken cesitli faktérler vardir. Bunlar; dogru drneklem, uygun yontem
ve gostergelerin secimi, uygun analiz ve sonuclann dikkatle yorumlanmasidir.

a-Orneklem: Orneklemin biyiikliigli, test edilen hipotez lizerine direkt etkilidir. Komple drneklem idealdir. Ancak
ozellikle belirli patojenlerde buna ulasilmasi imkansizdir. Bu nedenle ulasilabilen 6rneklemin derecesi analiz ve yorum
asamalarinda dikkate alinmalidir. Varyasyonun derecesi belirlendikten sonra, basa donerek calisilan &rnek sayisinin
testin ayiim giicii icin yeterli olup olmadigi kontrol edilmelidir, degilse yeniden 6rnek alinmalidir. Bir yéntemin "null"
hipotezi (Dogru olan deger ile hipotez degeri arasinda gercek fark yoktur) red etme glicl (null hipotezi yanlis
oldugunda onu dogru olarak red etme olasiligidir) 6rnek sayisi, veride gozlenen degisiklik ve saptanmaya calisilan
farkin derecesine baglidir. ideal olam giic analizinin, rneklem semalan dizayn edilirken yapilmasi ve drnek sayisimin
ona gaore belirlenmesidir. Ancak, bu her zaman miimkiin degildir.

b-Gostergenin secimi: Secilecek genetik gdsterge, genomdaki varyasyonlarin tamamim saptayabilecek araliga sahip
olmalidir. Eger bir gosterge cok fazla varyasyon saptiyor ise &rnek sayisi asirn derecede fazladir,

Tiplendirmede kullanilan gosterge, transmisyonu izleyebilmek icin zaman iginde yavas degismeli, fakat aym zamanda
epidemiyolojik olarak iliskisiz suslarin ayirt edilebilmesi icin spontan olan yeterli degisimlere agik olmalidir. Eger
gosterge cok az varyasyon gosteriyor ise drnekler arasindaki farklibg saptamada yetersiz kalacaktir. M. tuberculosis
suslarimin tiplendirilmesinde kullanilan insertion sequence 156110 oldukea stabildir. in vitro pasajlarda 6 ay stabil
kalmistir ve ayni hastadan bir yil siireyle izole edilen cogul ilaca direncli susun 156110 profili stabil bulunmustur.
Global epidemiyoloji nispeten yavas gelisen varyasyonun kullamimin gerektirir.

Calisilan amaca uygun gosterge secimi dnemlidir. Bir tiirii tanimlamak amaciyla kullamlacak ise, gésterge tiir icinde
istikrarli, yakin tiirde farkl olmalidir. Baylece farkli pattern saglamalidir.

Gosterge, kendisini analiz edecek modele uygun olmalidir. Baz diziliminin analizi icin basitten komplekse degisen
farkli modeller vardir. Bunlardan, amaca gére, uygun olamnin secilmesi gerekir.

Gosterge tarafsiz olarak secilebilmeli ve mekanizmalar iyi anlasilir olmalidir. "Housekeeping” genlerdeki (esansiyel
metabolik fonksiyonlari kodlayan genler) dizi degisimleri idealdir. Cinkd bunlarin genellikle tarafsiz olarak secimi
mimkiin olabilmekte ve orijinleri anlasilabilmektedir. Fakat, ayirt edici bir tipleme semasi elde edebilmek icin tek
bir "housekeeping"” gendeki varyasyon oldukca diisiiktiir. Buna ilave olarak tek bir lokusa dayali tipleme semalan
rekombinasyona karsi cok duyarlidir ve aslinda aym olan iki izolattan birinin lokusunda olusan bir rekombinasyon
bunlar iki ayr sus gibi degerlendirmeye sebep olabilir. Cogul housekeeping lokuslarin kullanilmasiyla bu problem
cozllebilir12. Birden fazla lokus veya gdsterge setinin kullamlmas! hatali guruplasmayi da onleyebilir. (M. tuberculosis’de

156110 kopya sayis1 diisiik olan izolatlarda ikinci bir gostergenin (PGRS, veya DRE) kullamlmasi hatali kiimelesmeyi
ortadan kaldirmaktadir.

c-Uygun yontem: Loboratuvarlarin tipleme, veri toplama ve analiz icin farkli yontemleri secebilmeleri, elde edilen
sonuclann karsilastirmasim zorlastirmaktadir. Yéntemlerin dikkatle standardizasyonu, kalite kontrollerinin kullammina
ozen gosterilmesi ve veri analizinin 6nemsenmesi laboratuvarlarin basaris1 acisindan 6nemli hususlardir.

Herhangi bir yontemin laboratuvarlar arasi ve laboratuvar icinde tekrarlanabilir olabilmesi deneysel degiskenlerin
iyi bilinmesi ve onlarin kontrol altina alinmasi ile miimkiin olabilmektedir. Mikroorganizmalarin Uretim ve stoklama
kosullan, niikleik asitlerin izolasyon ve saflastinlmasi, deneydeki niikleik asit konsantrasyonu, amplifikasyon kosullar,
restriksiyon endoniikleaz ile kesim, elektroforez kosullan (agaroz ve tamponun yogunlugu, uygulanan akim, siire
gibi) standardize edilmeli ve incelenecek suslarin tamamina aym kosullar uygulanmalidir.

o4

e




i)

Ortak veri tabam olusturulabilmesi icin molekiiler tiplemede kullanilacak yontemlerin standardizasyonu ilk
gereksinimlerdendir. Uygun olan tipleme metodunun seciminden sonraki asama metodun standardizasyonu ve farkl
laboratuvarlarin katiimi ile yéntemin onaylanmasidir. Mulvey ve ark15 Kanada’da metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) suslarimin tiplemesinde kullamlan PFGE yonteminin performansini test etmek icin 15 laboratuvara 25
MRSA’dan olusan panel gondermislerdir. Baslangicta laboratuvarlardan gelen sonuclar karsilastinlamaz durumda
iken, kendilerine gonderilen standardize PFGE protokoliinii sik1 uygulamalarindan sonra alinan sonuclar terarlanabilir
ve paternlerin karsilastinlabilirligi mikemmel bulunmustur.

PFGE’de DNA hazirlik ve elektroforez kosullar tizerinde durularak standardizasyon onemli olclide saglanabilmistir.
Bir DNA izolasyon metodu en az su Gzellikleri tasimalidir13: 1) Bakteriyel kromozom bozulmadan eksiksiz olarak izole
edilmeli, 2) DNA kalitesi ve deney kosullar restriksiyon enzimleriyle yeterli ve tekrarlanabilir kesimler alinmasina
uygun olmali, 3) Arzu edilen bant profillerinin elde edilebilmesi icin DNA konsantrasyonu yeterli olmalidir. Enzim
secimi en dnemli parametrelerden biridir. lyi bir ayinm icin bant sayis1 en az 10, en fazla 20-30 olmalidir13 .
Kromozomal DNA yeteri kadar kesilmediginde PFGE jelinin st kismina yakin yerde bilyiik bir bant veya parlaklastirilrms
jelde silik, kiiciik bantlar elde edilmektedir. Konvensiyonel elektroforezde oldugu gibi agarozun tipi, konsantrasyonu,
jelin kalinlig1, tamponun secimi, reoriyantasyon acisi, alana carpan elektrik (pulsed electric field) glicli (volt/cm),
total elektroforez siiresi ve carpisin degisim (pulse-switching) zamam gibi parametreler PFGE’de énemli faktérlerdir.
Jelin kalinlig1 ve/veya tamponun miktari uygun olmadiginda ya da elektrotlarda problem oldugunda DNA ytrime
cizgileri egri olabilmektedir.

d-Sonuclarin analizi: Calisilan 6rnek sayisi fazla oldugunda olusan bant profillerinin analizi bilgisayar destekli
programlarla (BioNumerics ve GelCompar gibi), tek jelde yapilan calismalarda ise gozle yapilabilir. Bilgisayar destekli
analizlerde her jelde yeterli sayida (iic adet) ve uygun molekiil agirlikta bantlar iceren molekiiler agirlik standartlan
bulundurulmalidir. Her bir bant belirlenip, artefaktlardan arindirilmali, jel ici ve jeller aras farkliliklarin giderilmesi
icin normalizasyon (ayni biiyiiklilkte olduklan halde elektroforez kosullarindan dolayi farkli gdriinim veren bantlar
normalizasyonla diizeltilebilmektedir) yapilmalidir.

Mikroorganizmalarin molekiiler tipleme profilleri icin bilgisayara bagli dinamik veri bankalarimin olusturulmasi, yeni
profillerle eskilerinin karsilastirilmasina olanak saglayacaktir. Bu karsilastirmalar epidemiyolojik calismalarda oldukca
faydalidir. Bunlarin sayesinde;

1-Spesifik bir patojenin durumu izlenebilir (stirveyans).

2-Yeni bir patojene bagl salgin kisa siirede saptanabilir.

3-Klinik izolatlarin kiimelesmesi (clusters) saptanabilir. Bu kimelesmeler belirli bir zaman dilimi ve cografik
lokalizasyonla veya diger epidemiyolojik verilerle iliskiliyse ortak bir kaynaga bagh salgini gosterebilir (salgiain
tammlanmas).

4-Salginla iliskisi olmayan gecici kiimelesmis olgular ayirt edilebilir.

5-Salginla iliskili spesifik patojenin alttiplerinin takibi ile halk saghig kontrol dnlemlerinin etkinligi dogrulanabilir.

Molekiiler epidemiyoloji iki major tip analizi kullamlir. 1) popiilasyon genetigi 2) filogenetik. Poplilasyon genetik
analizi, toplumlann icinde ve arasindaki genetik varyasyonlarin mevcut durumlarina kisa bir bakis saglar. Filogenetik
analizler, filogenetik agaci olusturmak icin benzer verileri kullamir, &rnekler arasindaki benzerliklere ilaveten,
popiilasyonun gecmisi hakkinda bilgi verebilir.

Veriler fakli yollardan analiz edildikten sonra sunulmalidir. Analizlerin biitiin formlar1 dikkate alinmali, bunlardan
herhangi biri uygun degilse sonuclar gecersiz sayilmalidir.

_E-Sonu(;lartn yorumu: Molekiiler tipleme epidemiyolojik calismalardan yalmzca biridir. Dogru degerlend?rme .yapllépilmesi
icin klasik epidemiyolojik bilgiler ve klinik verilerle birlikte ele alinmalidir. Ne kadar benzerlik epidemiyolojik veya
klonal iliskiliyi dogrulamaktadir? Bu durumu degerlendirebilmek igin;
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- kullamlan sistemin ayirim giicii,
- incelenen organizmanin genomik degiskenligi ve
- arastirma periyodunun bilinmesine gereksinim vardir,

PFGE icin gelistirilmis olan kriterlere gore, genetik farklilik sayis1 arttikca ve epidemiyolojik iliski azaldikca suslar
arasindaki farkl bant sayis1 artmaktadir.

* Restriksiyon fragment pozisyonunda < 3 bant farklib@r (veya = %85 benzerlik)
- Tek bir genetik olay sonucu olusabilir

- Aymi susun alt tiplerini yansitabilir

= Restriksiyon fragment profilinde >3 bant farki durumunda ise

- Epidemiyolojik olarak iliskili olma olasilig1 daha diistiktiir13.

Bu kriterlerin spesifik cevre (hastane ortami) ve simrli zaman diliminde Uiretilen izolatlar icin kullamlmasinin uygun
olacag belirtilmistir5. Daha acik alanlar (toplum saghigi, bélgesel, global siirveyans gibi) icin farkl orijinden gelen
izolatlardaki aym restriksiyon bantlan, aym kromozomal dizilimi yansitmayabilir. Boyle durumlarda yorumlama
kriterleri uygulamrken dikkatli olunmalidir. Aynca, cevreye bagl olmaksizin, oldukca yiiksek klonal mikroorganizmalara
(MRSA gibi, bu bakterilerde soy benzerligi yiiksektir) bagh dzellikle uzun siireli bir endemik zemin icinde gelisen
salginlar degerlendirildiginde, PFGE icin belirlenmis kriterler daha dikkatle uygulanmalidir (ornegin; tek bant fark
onemlidir). Bu durumda daha agiklayici bir yamit icin ikinci bir tipleme yontemi (PCR veya plazmit analizi) eklenmelidir.
Tipleme sonuglarinin yorumlamasinda suslarin toplandig1 zaman periyodu da kritik bir parametredir. Salgimin siiresi
kisaldikca, izolatlarin PFGE profillerini degistirecek mutasyonlarin olusma zamam azalmaktadir. Besin kaynakli salginlar
siklikla tek bir kontamine yiyecege bagh olarak aym zamanda gelistiginden, farkli hastalardan iiretilen izolatlar
arasindaki varyasyonun minimal olmasi beklenir. Diger taraftan hastane veya toplum kaynakli salginlar, suslarin
personelden personele yayilmasiyla genellikle uzamakta ve PFGE profillerinde degisiklige sebep olan mutasyonlar
icin daha fazla sans olusmaktadiri4.

PFGE sonuclar yorumlamrken iki kacimlmaz problem gz 6niinde bulundurulmalidir: 1) Elektroforez kosullar, aralarinda
%5-10"dan daha az farkliik olan bantlan ayirt etmede yetersizdir, 2) 50 kilo bazin (kb) altindaki bantlarin gériintiilenmesi
gittikce zorlasmaktadir.

Cok iyi tammlanmis, spesifik belirli durumlar miimkiin olmakla birlikte, iiniversal olarak uygulanabilecek yorumlama
kriterlerini gelistirmek muhtemelen imkansizdir. Bir molekiiler alttipleme yénteminin sonuclar degerlendirilmeden
once bazi sorularin yamtlanmasi gerekmektedir (Tablo 1). Yéntemin secimi en 6nemli parametredir. Ozgiilliik ve
duyarbiigin yliksek (%100) olmasi arzu edilir. Alttipleme spesifik bir bakteriyel susun evrimini belirlemek icin kullamlacak
ise, sus iliskisini dogru kantitatif olciimlerle belirleyen tipleme yéntemleri (multilocus sequence typing=MLST gibi)
secilmeli ve yorumlama ic¢in yalnizca filogenetik analiz programlan kullamilmalidir. Halk saglig1 veya diger saglik
merkezlerinde yapilan molekiiler alttipleme calismalarimin ¢ogu salgim tanimlamaya yoneliktir. Bu durumda bir
izolatin digeriyle filogenetik iliskisi konu disidir. Ancak béyle durumda sorulan basit soru sudur: iki kisi infeksiyonlarim
ayn kaynaktan mi almistir?

Molekiiler alttipleme sonuclarimin yorumlanmasinda dikkat edilmesi gereken son ve belki de en énemli faktor;
epidemiyolojik, cevresel ve laboratuvar bulgularimin birbiriyle ne derece ortustligldir. Laboratuvar bulgular, tek
basina, bir infeksiyonun kaynagini dogrulama veya red etmede yetersizdir. Aym susun iki kisiyi farkl yollardan infekte
etmesi her zaman miimkiin olabilecegi gibi, farkli profile sahip izolatlarin ortak bir kaynaga sahip olmalan da olasidir-
Birkac gnlik bir stirede aym restoranda yemek yiyen kisilerden {iretilen Escherichia coli 0157:H7 izolatlarinda en
az dort farkh PFGE profili (lic veya daha fazla bant farki) saptanmstir 14.




Tablo 1. Molekiiler alttipleme verilerinin yorumlanmasinda dikkate alinmas1 gereken bes sorui4.

Soru Degerlendi_rme

1-Hangi metod kullamld ? | Bu mikroorganizma icin ayirt edici ve
tekrarlanabilir mi ? Ozgiilliik ve duyarliligi nedir?

2-Organizma ne kadar genetik varyasyon gostermektedir? Sonuglarnimin yorumlanmasinda problemler var mi?
Genetik varyasyon arttikca, tipleme sonuclanndaki
benzerligin onemi daha da artmaktadir.

3-Ozel bir molekiiler tip ne kadar yayginlikta gézlenmektedir? Eslesen tiplerin 6nemi, yayginhigin goriilme
frekansiyla azalmaktadir

4-Arastirilan salgimin dogasi nedir? Siirekli bulasa bagh devam etmekte olan salginlar,
tek kaynakl salginlardan daha fazla genetik
farklilik gosterirler

5-Tiplemede asil onemli olan nedir? Molekiiler tipleme verileri, epidemiyolojik ve
cevresel arastirmalar ile ortiistiyor mu?

Molekiiler tipleme icin kalite kontrol/kalite giivence programi

Molekiiler alttipleme aginin basaril isleyebilmesi icin gliclii ve diizenli bir kalite glivence (QA)/kalite kontrol (QC)
program gereklidir. PulseNet igin gelistirilmis QA/QC programi disinda bilimsel literatlirde tammlanmis QA/QC
programlan yoktur. (PulseNet Network: 1996 yilinda Centers for Disease Control and Prevention tarafindan baslatilms,
besin kaynakli bakteriyel hastaliklar icin molekiiler alttiplemeye dayali bir uluslararas: surveyans sistemidir).
PulseNet'e goniillli olarak katilan laboratuarlara 5 giinliik bir egitim siresince PFGE tipleme yonteminin standart
protokolleri, sonuclarin analizi ve yorumlanmasi konularinda egitim saglandiktan sonra, spesifik bir patojenin 5-10
susundan olusan bir set génderilerek standart protokolle analiz etmeleri istenmekte ve sonuclarinin degerlendirilmesinden
sonra sertifikasyon/akreditasyon islemleri yapilmaktadiri4 .

Sonug ve oneriler:

Molekiiler alttipleme yontemlerini kullanacak olan arastirmacilar, laboratuvar ve klinik calismalarin her ikisinin de
beklentilerini karsilayacak uygulanabilir yontem(ler)i secmek durumundadir. Uygulanacak yontemlerin secilmesinde
su dzellikler dikkate alinmalidir:

1) Yontem miimkiin oldugunca genis mikroorganizma grubuna uygulanabilmeli,
2) Yiiksek ayinim giicli ve tekrarlanabilir 6zelliklere sahip olmali,

3) Sonuclar kolayca yorumlanabilir olmali,

4) Kurulmas1 ve uygulanmasi kolay olmali,

3) Kullamlan alet ve cozeltileri ucuz olmalidir.

Bu kriterlerin tamamim karsilayacak tek bir yontem olmadia icin sistemlerin kombinasyonunu kullanmak gerekli
bir kural gibidir 16-18. Tek merkezi ilgilendiren kisa siireli salgindan izole edilen suslarin ayrim yapilacak ise, tek
tipleme yontemi yeterli olabilir. Ancak, lilke genelinde yapilacak olan kapsamli epidemiyolojik calismalarda birkac
tipleme yénteminin birlikte kullamlmasi gerekmektedir 6. Baslangigta hizli tarama sistemleri (plazmit profil anal.i'zi_,-
PCR-bazli metotlar gibi) ile klonal iliskinin varlig1 veya yoklugu test edilir. Eger kullamlan hizli yontemin ayirim guci
yeterli degilse, giivenilir bir ydntemle dogrulama yapilabilir. Ginlimiizde bu ihtiyaci karsilayabilecek en iyi yéntem
PFGE gibi ggriinmektedir 5,19,20.
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Molekiiler alttipleme verilerinin yorumlamasi icin her kosulda, bakterilerin tamamina uygulanabilecek tek bir kural
yoktur. Tenover5 tarafindan PFGE tipleme verilerinin degerlendirilmesi icin gelistirilmis olan kriterler, yalmzca
altipleme sonuclarina gore izolatlarin ne derece iliskili olabilecekleri yoninde faydali bilgiler saglamaktadir. Ancak,
bunlar her kosul icin kesin kriterler olarak degerlendirilmemelidir. Bu kriterler primer olarak hastanede gelisen
infeksiyonlann degerlendirilmesi icin gelistirilmis olup, besin kaynakli salginlar gibi diger durumlann degerlendirmesinde
daha az faydal olabilirler. Molekiiler alttipleme sonuclarinin olasi en iyi bicimde yorumlanabilmesi icin molekiiler
tipleme ydntemlerinin sonuglari ile klasik epidemiyolojik ve cevresel arastirmalarin sonuclar kombine olarak
kullamlmalidir 14. ilave bir enzimle calisilmis PFGE veya faj tiplemesi gibi diger bir tipleme metodunun kullamilmasr,
destekleyici bulgular yoklugunda, benzer PFGE profiline sahip salginla iliskili ve iliskisiz izolatlar arsindaki ayirimda
faydali olabilir. Epidemiyolojik bilgiler yoklugunda, molekiiler tipleme yontemlerini cogunlukla iliskili olabilecek
vakalar tammlamak (olast salgini saptamak) ve salgini sporadik vakalardan ayirt etmek icin kullanmak en iyisidiri4.

Temel prensip olarak epidemiyolojik alttipleme metotlan yalmzca tammlanmis belirli amaclar icin kullamlmalidir.
Bltlin metotlarda degiskenlikler vardir. Bu nedenle; calisilan izolatlar es zamanli degerlendirilmeli, epidemiyolojik
olarak iliskisiz izolatlar kontrol olarak kullamlmalichr. Yalmzca grup icindeki izolatlar (cluster)'in iliskili olduklar
degil, epidemiyolojik olarak iliskili olmayan izolatlarin farklih@ da gésterilebilmelidir.
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MOLEKULER EPIDEMIYOLOJIDE TEMEL YONTEMLER

Salih HOSOGLU
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklan ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Diyarbakir

Giris

Molekiiler epidemiyoloji, potansiyel genetik ve cevresel risk faktdrlerinin katkilarina odaklanmis, mikroorganizmalarin
etiyolojisini, dagibmim ve yayilma yollarim molekiiler seviyede tamimlayan bir bilimdir. Son yillarda bu alanda
geleneksel epidemiyolojik arastirma ydntemlerine molekiiler biyolojik yontemlerin entegrasyonu ile biyiik oranda
gelismeler saglanmistir. Mikrobiyolojide molekiiler biyolojik yéntemlerin kullamma girmesi ile bir cok temel tammda
degismeler ve gelismeler olmustur ve bu degisim devam etmektedir.

Mikrobiyoloji alanindaki molekiiler epidemiyolojik calismalarda kullanilan yéntemler insan genetigini arastirmada
kullanilan yéntemlerle biiyiik oranda aymdir. Artik klasik molekiiler tani ve tiplendirme ydntemleri olarak
adlandirabilecegimiz yéntemlerin tamamim mikrobiyolojik molekiiler tiplendirmede kullanmaktayiz. Mikrobiyal
patojenlerin biyolojik veya genetik yakinliklarim gésteren laboratuvar yontemleri en kullamsh molekiiler epidemiyoloji
metotlandir.

Son 15 yillik donemde bircok farkli epidemiyolojik tiplendirme metodu uygulamaya girmis durumdadir. Bir kisim
fenotipik metotlar enfeksiyonlarin epidemiyolojilerini tammlamada kullamsh olsa da bunlarin cogunun epidemiyolojik
arastirmalarda kullamlmas tartismalidir. Clinki bu yéntemler yavas sonuc vermektedir ve emek yogun metotlardir,
Yeni gelistirilen DNA esash tiplendirme metotlarn bu problemleri biiyiik oranda ortadan kaldirdigi icin epidemiyolojik
arastirmalar icin en cok bunlar tercih edilmektedirler.

Molekiler tiplendirme bir veya daha fazla test ile farkli suslarin aymi veya farkl sonuclart verip vermedigini gérmek
icin yapilir. Epidemiyolojik olarak baglantili suslar aym DNA profillerini veya paternini paylasir. Aym zamanda sporadik
veya epidemiyolojik olarak baglantisiz suslar belirgin sekilde farkli paternlere sahiptirler. Sayet farkli hastalardan
izole edilen suslar aym fingerprinti paylasiyorlarsa bu suslarin ayni klondan kaynaklandiklar1, hastadan hastaya veya
ortak bir kaynak veya mekanizma ile bulastiklar kuvvetle muhtemeldir. Molekiiler tiplendirme metotlan; arastirmacilarin
aym hastada enfeksiyon ve kolonizasyona yol acan suslar arasindaki iliskiyi gézlemesinde, kontaminasyon ve enfeksiyona
yol acan suslarin ayrniminda, hastane iginde hastalar arasindaki bulasmay: takipte, tedavi sonrasinda tekrarlayan
enfeksiyonun reenfeksiyon mu yoksa rélaps mi olduguunu belirlemede ve antibiyotiklere direncli suslarin hastane
ici ve hastaneler arasinda yayihimim takip etmede yardimci olur. DNA esash tiplendirme metotlan siklikla hastane
kaynakli enfeksiyonlarin epidemiyolojisini arastirmada kullambirlar. Klinisyenlerin ve arastirmacilarin tek basina
molekiler tiplendirme metotlarinin bir kiymeti olmadigini bilmesi gerekir. Yeterli epidemiyolojik verilerle birlikte
degerlendirilmeyen ileri tiplendirme metotlan bile enfeksiyonlarin epidemiyolojisini anlamada ciddi sekilde yardimar
olamazlar ve daha fazla kansikliga yol acarlar.

Epidemiyolojik tiplendirmede baslica iki yaklasim kullamlir: ‘Karsilastirma metodu’ ile suslarin tamam aym anda
calisilarak elde edilen paternler karsilastirilir. ‘Kiitiiphane tiplendirme metodu’ ile olusturulan fingerprint kataloglar
kullanilarak elde edilen paternlerin epidemiyolojik baglantilar ortaya konulmaya cabisiir. Birincisi salgin arastirma
sistemi olarak kullamlirken, ikincisi stirveyans yaparken kullamlan tiplendirme sistemidir. Daha cok klinik sonuclarla
ilgilenen mikrobiyoloji laboratuarlan kiitiiphane tipi tiplendirmeyi pek kullanmazlar.

Molekiiler Epidemiyolojide Kullanilan Tiplendirme Yontemleri

En sik kullamlan molekiiler tiplendirme metotlar plazmid tiplendirmesi, plazmid ve genomik DNA'min restriksiyon
endoniikleaz analizi, 6zel DNA problan kullanlarak Southern hibridizasyon analizi, PCR temelli veya PFGE temelli
kromozomal DNA profil analizi ve multilocus sequence typing (MLST)dir. Baslangicta kromozomal ve plazmid DNA’larinin
restriksiyon endoniikleaz paternlerinin karsilastiriimas: seklinde baslayan molekiiler tiplendirme gittikce daha kompleks
olarak yapilmaya baslandi. ikinci jenerasyon genetik tiplendirme metotlar olarak spesifik gen problarinin kullanmildig
Southern blot hibridizasyon ribotyping, PCR-temelli yaklasimlar ve PFGE sayilabilir.
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Tiplendirilecek suslarin sayis1 kullanilacak yontemin seciminde 6nemli bir faktérdiir. Ozellikle cok sayidaki susun
tiplendirilmesi gerekiyorsa kullanilacak yontemin kolay uygulanabilen ve karsilastirma yapmaya uygun bir metot
olmast gerekir. Degisik merkezlerden toplanmis cok sayida susun molekiiler tiplendirme metotlariyla tiplendirilmesi
ve bu sonuclarin karsilastirilmasi sikca gériilen bir taleptir. Bu calisma sonunda o tirlin farkli cografyalarda farkl
alttiplerinin olup olmadigi goriilecektir. Molekiiler metotlarin ilk karsilastirmasi CDC tarafindan yapildi. Bu calismayla
eger mikrobiyoloji tecriibesi yeterli ise bu metotlarin hic birinin tamamen ise yaramaz oldugunu sdylemenin miimkiin
olmadigr ve genellikle birbiriyle &rtiisen sonuclara ulasildig goriildii. Bu calismanin ardindan molekiler metotlan
karsilastirma amacli bircok calisma yapildi. Arbitrary primer PCR, repetitif element bazli PCR ve PFGE metotlarinin
tekrarlanabilirligi, uygulanabilirligi ve merkezler arasinda veri aktarimi karsilastinildi. Bu calismalar PFGE prosediirii
kullamlarak kolayca uygulanabilir bir siirveyans tiplendirme sistemi gelistirilebilecegini gbsterdi.

Tim genom analizi yaninda amplification fragment length polymorphism (AFLP) de cok sayida bakterinin calisitlmas
gereken durumlarda iyi bir tiplendirme secenegidir. Selektif PCR-esasli AFPL reaksiyonlan tek mikrobiyal izolattan
derive edilmis tek DNA parcasindan hazirlandigi halde yaklasik % 30-40 genomu kapsayabilmektedir. Bu yaklasim
birbirine yakin karakterdeki yeni gen problari veya DNA sekanslarini belirlemede kolaylik saglar. Aym zamanda
birbirinden uzak simiflardaki mikroorganizmalar arasindaki gen transferlerini gormeyi de miUmkin kilar. Guniimiizde
bu ileri teknoloji Uriini tiplendirme metotlar hala az sayida akademik ticari kurumla sinirli kalmaktadir.

Gunumiizde en yaygin kabul géren ve uygulamasi olan molekiiler tiplendirme metodu PFGE prosedirleridir. PFGE
prosediiriintin mzindaki artis ve sonuglarin yorumlanmasinin kolaylasmasi bu metodu daha kullanisli hale getirdi.
Bircok merkezde major enternasyonal MRSA klonlarini tammlamaya yonelik cok sayida calisma yapilmaktadir. PFGE
bakteri ve funguslarin hemen tamaminda yeterince diskriminasyon gdsterebilmesi ve tekrarlanabilmesi nedeniyle
gittikce daha fazla kullamlir hale geldi.

Yukarda sayilan metotlarin cogu DNA fingerprint band paterni temelli metotlardir. Bunlarin tekrarlanmast ve yansiz
olarak yorumlanmasi genellikle zordur. Bu nedenle &zetle hibridizasyon sonuclarn evet/hayir olan "ikili" (binary) sistem
gelistirildi. Binary sistemde bakteriyel DNA probuyla bir genom parcasinin var veya yok olusu arastinlir. Cok sayida
klinik calismada 12 prob iceren bir sistem denendi. Bu metodun iyi DNA izolasyonu yapildigr takdirde merkezler
arasindaki karsilastirma icin uygun sonuclar verdigi gosterildi. DNA izolasyon protokolii gelistirildikten sonra bu
metodun bir "arsiv tiplendirme sistemi’ olusturmaya uygun goriinmektedir. Ayrica protokoliin ilk uygulamsinda ciddi
teknik problemlerle karsilasilabilmektedir.

Mikroorganizmalarin yayiimimn genetik olarak izlenmesi amaciyla degisik bakteri ve funguslarin farkls housekeeping
genlerinin DNA sekans analizi (MLST) sonuclarim igeren sema ve veri tabanlar olusturuldu. ikili tiplendirme sistemi
ve MLST sisteminin teknolojik 6zelliklerinden dolayr degerleri gosterildi. Bu sistemler kolayca tasinabilir ve ciplere
yerlestirilmesi miimkiindlr. MLST baslangicta Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae, ve Staphylococcus
aureus icin gelistirildi. Ancak daha sonra diger bakteriler ve mantarlar icin de kullamlmaya baslandi. Bu yontem bir
tiirlin genetik degiskenligini gostermede kullanilan klasik multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) metoduna
dayanmaktadir. Bes ile yedi housekeeping genin sekans analizi ile olusturulan bir veri tabam bu karsilastirmalar icin
kullamlir. Bu karsilastirma sonuclarina gore izolatlar arasindaki genetik yakinlik ve ayrismalar goriilebilmektedir.
MLST oldukca pahali, zaman alici, is yiikii fazla olan bir uygulamadir. Her izolat icin 2500’den fazla baz cifti
karsilastinlmalidir. MRSA gibi genetik varyasyonlarn housekeeping genlerde simirh oldugu durumlarda diskriminasyoen
yetersiz kalabilir. Eger yeterli diskriminasyon sagliyorsa tek-hedef bélge sekansi ucuz, hizli, objektif ve portable
genotiplendirme saglayabilir. Sekans analizine dayali metotlarin gittikce daha yaygin kullamm alant bulmas
beklenmektedir.

Molekiiler Tiplendirme Metotlarinin Dezavantajlan

Yaygin olan paternlerin yorumlanmasi kompleks ve zor olabilir. Son yillarda gelistirilen analiz programlan bu alanda
Ciddi kolayliklar saglamis bulunuyor. Teknik olarak ciddi altyap yatinmi gerektirmeleri de 6nemli bir dezavantaj
olarak karsimiza cikmaktadir. Molekiiler tiplendirme metotlarnimn cogu standardize edilmis degildir. Bu nedenle farkl
metotlar ve yorumlar 6nem kazanmaktadir.
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BAKTERILERE YONELIK MOLEKULER EPIDEMIYOLOJIK CALISMALAR

Burcin SENER
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Tim diinyada ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan bakteriyel enfeksiyon hastaliklarimin epidemiyolojisi, bu
alanda molekiiler yontemlerin kullanima girmesiyle birlikte blyiik olciide ilerleme kaydetmistir. Epidemiyolojik
tiplendirme amaciyla kullanilan fenotipik yontemler, etken bakterilerin yansittiklan genetik 6zellikleri cogunlukla
saptayabilmektedirler. Ancak fenotipik tammlama yontemlerinin yetersiz kalmasina yol acan bazi nedenler su sekilde
siralanabilir:

a) genotipik olarak farkli bazi suslarin aym fenotipik ozellikleri gostermeleri,

b) genotipik 6zelliklerin her zaman eksprese olamayan genlerde kodlanabilmesi,
c) antijen yapisinin degisken olmasi,

d) direnc genlerinin ekspresyonunun antibiyotik tedavisinden etkilenmesi,

e) bakterilerin antibiyotik direnc geni kazamp kaybetmeleri.

Fenotipik yontemlerin yetersizligi sonucunda gelistirilen genotiplendirme yontemleri sayesinde bakterilere yonelik
epidemiyolojik calismalar mz kazanmis ve bazi bakteriler icin uluslararas: boyutlara ulasmstir. Bakteriyel etkenlere
yonelik molekiiler epidemiyolojik calismalar baslica 3 ana konuda odaklanmaktadir:

1. Hastane enfeksiyonlarimin incelenmesi ve kaynak saptanmasi
2. Antibiyotik direncli bakteri klonlarimin ve direnc genlerinin poptlilasyondaki izlemi
3. Popiilasyondaki virulan klonlann epidemiyolojik stirveyansi

Bakteriyel molekiiler epidemiyolojide kullanlan yontemler
Molekiiler epidemiyolojik yaklasimlarin tiimiinde "altin standart” olarak kabul edilen optimal tiplendirebilirlik, yiksek
tekrarlanabilirlik, yeterli stabilite ve yiiksek ayristirma giici gibi 6zellikler, bakterilere yonelik calismalarda da
mutlaka dikkate alinmalidir. Bunlarin yam sira yéntemin cok pahali ve komplike olmamasi, sonuclarin kolay
yorumlanabilmesi ve hatta merkezler arasi karsilastirlabilir olmas1 tercih sebepleri arasindadir (30,32).

Calisilacak popiilasyonun lokalizasyonu, biiylikligli, hastane, sehir, (ke veya diinya capinda bir degerlendirme yapihyor
olmasi secilecek molekiiler tiplendirme yontem(ler)ini dogrudan etkilemektedir. Kiiciik capli epidemiyolojik
arastirmalarin, bir bakterinin uluslararasi yayilirmm arastirmay1 hedefleyen calismalardan farkli yontemleri temel
almasi, hem uygulama hem de sonuclar yorumlama acisindan daha uygundur. Ornegin, belirli bir hastanedeki metisilin
direncli Staphylococcus aureus (MRSA) salgimimi aciga ¢ikarmak ve kaynag@ saptamak icin basit bir yontem olan
“arbitrary primed" polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) kullamlabilirken, bir iilkede yaygin olan MRSA klonunun ulusal
klonlarla iliskisini belirlemede, "pulsed field gel electrophoresis” (PFGE) veya "multilocus sequence typing" (MLST)
gibi yiiksek tekrarlanabilirlik ve ortak sonuc yorumuna olanak saglayan "web database”leri olusturulmus sistemlerin
kullanim gerekmektedir (11, 17). Hastane salginlar veya gida kaynakl bir salgin sz konusu oldugunda, epidemiyolojik
problemin &zelliklerini belirlemek ve enfeksiyon kaynag ya da yayilma yolu konusunda hipotezler gelistirmek icin,
ek kiiltiirlerde izole edilen suslarin enfeksiyonlarda etken olanlarla benzer olup olmadig1 arastinlir.

Yukanda da belirtildigi gibi calisilan popiilasyona gore yontemler degisebilmekle birlikte, bakterilere yonelik molekiiler

epidemiyolojik calismalarda siklikla basvurulan yéntemler, plazmid profil analizi, ribotiplendirme, AP-PCR, Rep-PCR,
ERIC-PCR, PCR-RFLP, PFGE, MLST ve DNA dizi analizi seklinde siralanabilir.
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Bakteriyel molekiiler epidemiyolojik calismalarla ilgili literatiir incelendiginde, cabismalann ozellikle MRSA, vankomisin
direncli enterokok (VRE), penisilin direncli Streptococcus pneumoniae (PRSP), genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(ESBL) olusturan Enterobacteriaceae iyeleri ve ilac direncli Mycobacterium tuberculosis konularinda yogunlastig
izlenmektedir. Tirkiye’de bu konularda yapilan calismalarin heniiz sinirl sayida ve daha cok lokal boyutlarda oldugu
dikkati cekmektedir. Ulkemizde yapilan bakteriyel molekiiler epidemiyolojik calismalarla ilgili bir diger nokta en cok
tercih edilen yontemin AP-PCR oldugu, bunu PCR-RFLP ve PFGE ydntemlerinin izledigidir.

Metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA)

MRSA’a bagl hastane epidemileri 1960’lardan itibaren ingiltere ve diger Avrupa iilkelerinde, 1970’lerin sonlarina
dogru da ABD’de gittikce artis gésteren bir problem olmaya baslarmistir. MRSA, PBP2a adi verilen ve metisiline duistik
afinite gdsteren yeni bir penisilin baglayan proteinin olusumu ile ortaya ¢ikar. Bu tiir direnc kromozomal olup, S.aureus
susunun mec geni kazanmasina baglidir (23, 24). MRSA olusumu ve yayilimi, antibiyotiklerin secici baskis1 sonucu
direncli bakterilerin ortaya cikisi ve yayilimina yénelik en carpici 6rneklerden birisidir. MRSA suslar1 agirlikl olarak
hastane kaynakli olmakla beraber, son yillarda yapilan calismalar toplum kaynakli MRSA suslarinin varbigina da isaret
etmektedir. Bunun yani sira koagiilaz negatif stafilokoklarda da metisilin direncinin giderek artan boyutlara varmas
dikkat cekicidir. Boylesine ciddi bir tehditten korunmak, dogru enfeksiyon kontrol énlemlerinin ve dogru antibiyotik
kullamm politikalarimin uygulanmasini gerektirmektedir.

Belirli bir merkezdeki MRSA salgimni arastirmak ve kaynagi saptamak icin RFLP-PCR, AP-PCR gibi daha basit yontemler
yeterli olabilirken, global epidemiyolojik arastirmalarda onerilen, arcC, aroE, glp, gmk, pta, tpi ve yqiL genlerine
yonelik MLST, Smal enzimi ile PFGE ve mecA gen saptanmasi, spa (staphyloccal protein A) tiplendirmesi gibi yontemlerin
birlikte kullammdir (11,17).

1994-2000 yillar arasinda diinya capinda toplanan 3000 MRSA izolatinin mecA:Tn554:PFGE ve MLST ortak protokoliine
gore degerlendirildigi bir calismamin sonucunda, uluslararast yayiim gésteren hipervirulan * ‘'epidemik MRSA" (EMRSA)
klonlar tamimlanmistir. Bunlar; iber, Brezilya, Macaristan, New York/Japonya, pediyatrik klon, Berlin, EMRSA15 ve
EMRSA16 pandemik klonlanidir. Avrupa’da pek cok lilkede Iber klonunun, Portekiz’de Brezilya ve pediyatrik klonun,
Polonya’da pediyatrik klonunun, Macaristan’da Macar klonunun, italya’da iber ve Brezilya klonlarimin yani sira farkl
bir italyan klonunun baskin oldugu izlenmektedir. Bu EMRSA klonlarinin atalan arastinldiginda, sadece iki ana klondan
kaynaklandiklar goriillmistiir. Bu klonlardan birisinin temeli Avrupa’da ilk izole edilen MRSA izolatlarina dayanirken,
digeri de 1950'lerin ortalarinda heniiz metisilin kullanima girmeden 6nce Danimarka’da yaygin olarak saptanan
metisilin duyarh S.aureus izolatlarina dayanmaktadir (18, 23, 25).

Turkiye'den 1997 yiinda yapilan ve Ankara’dan 6, Bursa’dan bir merkezin katildig ve 39 MRSA susunun PFGE,
ribotiplendirme ve AP-PCR ydntemleriyle degerlendirildigi bir calismanin sonuclari, suslarin 38’inin genetik olarak
homojen tek bir klondan kaynaklandigim gostermistir (31). Baska bir calisma, Istanbu[ kaynakli izolatlarin da bu
suslarla genetik yakinligi oldugunu saptamistir. Ancak Tiirkiye suslarimin EMRSA klonlanyla genetik yakinliklar konusunda
henuz elimizde bir veri bulunmamaktadir.

Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi’nde 2001-2002 yillan arasinda yapilan bir calismada, MRSA izolatlarnin %40’a
yakin bir béltimiinin aym PFGE paternine sahip tek bir klondan kaynaklandigi ve bu klonun &zellikle cerrahi servislerde
yaygin oldugu belirlenmistir (26). Kayseri’den 2004 yilinda yayinlanan bir calismada, kan kiiltiiriinde etken olarak
saptanan 177 adet MRSA susu PFGE ile degerlendirilmis ve %76’sinin tek bir klona ait oldugu belirlenmistir (1).
Ulkemizde MRSA ile ilgili olarak yapilan calismalarin sonuclan gézéniine alindiginda, ¢ok merkezli ve EMRSA klonlariyla
genetik yakinligin degerlendirilecegi ¢alismalarin planlanmasinin ve aym zamanda enfeksiyon kontrol énlemlerine
daha fazla dikkat edilmesinin gerektiai goriilmektedir.
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Vankomisin direncli enterokok (VRE)

Enterokoklarin hastane ortaminda kolaylikla yasayabilen mikroorganizmalar olmalarimin en cnemli nedeni, sik kullanilan
bir cok antibiyotige karsi intrinsik direnc tasimalar ve kullamimda olan pek cok antibiyotige karsi direnc gelistirebilme
(mutasyon veya plazmid/transpozon araciligyla genetik materyal transferi) ozelligine sahip olmalandir. Kisa bir siire
oncesine kadar, coklu direncli enterokok enfeksiyonlaninin tedavisinde en glivenilerek kullamlan antibiyotigin vankomisin
olmasina ragmen, 1980’lerin sonundan baslayarak Avrupa ve ozellikle ABD’den VRE’ye bagli cok sayida hastane
epidemisi bildirilmistir. Glinimiizde enterokoklarda VanA’dan VanE’ye kadar olmak lzere bes degisjk tipte vankomisin
direnci tammlanmistir (4, 7).

VRE epidemilerinin erken donemde saptandig hastanelerde, genellikle tek bir klonun hakim oldugu dikkati cekmektedir.
Molekiiler tiplendirme sonuclar vankomisin direncinin genellikle transpozon ya da plazmidler araciligiyla cok sayida
degisik klona transfer edildigini gdstermektedir. ABD ve Avrupa’da VRE epidemiyolojisi yonuinden bazi énemli farkhiliklar
bulunmaktadir. ABD'de yapilan cesitli calismalarda, hastane disinda VRE kolonizasyonunun sik gortilmedigi ve bunun
daha ¢ok nozokomiyal bir sorun oldugu saptanmis ve VRE gastrointestinal tasiyicilanimin ana rezervuar oldugu, bunun
yam sira hastane personeli ve tibbi cihazlarin da VRE gecisindeki rollerinin yadsinamayacag belirtilmistir (15). Avrupa
tilkelerinde ise, cesitli hayvan kaynaklarindan ve lagimdan oldukca sik oranda VRE izolasyonu yapildigi belirlenmistir.
Avrupa’da saptanan bu sikligin, bu ulkelerde kullanilan glikopeptid iceren hayvan yemleri ile iliskili oldugu
distntlmektedir (22). Son yillarda yapilan galismalar VRE suslarinin sadece belirli bir hastane biinyesinde kalmayip
farkli cografi bolgelerdeki hastaneler arasinda da yayilabildigini gostermistir.

VRE yayilimini dnleyebilecek kontrol dnlemlerinin alinabilmesi igin epidemiyolojisinin iyi anlasilmasi gerekmektedir.
vanA ve vanB iliskili genler bazi diger Gram pozitif bakterilerde de saptanmis ve bu genlerin enterokoklara horizontal
transferle gecmis olabilecegi ileri stirlilmistiir. Bu sonuca gére VRE yayiiminda, klonal yayiimdan cok horizontal gen
transferi yoluyla yayiim daha etkili gériinmektedir. vanA geni, Tn1546 transpozonunda olup siklikla konjugatif plazmid
icinde bulunmaktadir. vanB ise Tn1547 konjugatif transpozonunda yer almaktadir (7).

Bir hastanede VRE ortaya cikisimin, tek bir susun yayilimindan mi yoksa farkli klonlarin aymi anda var olmasindan rm
kaynaklandigini saptamak dnem tasimaktadir. VRE epidemiyolojisine yonelik olarak antibiyotik duyarlilik profillerine
gére yapilan degerlendirmeler, bu suslarin cogunun coklu direngli olmalar nedeniyle yeterli olmamaktadir. VRE
suslan arasindaki klonal yakinligi ortaya koymak icin ribotiplendirme, plazmid analizi, PFGE, AP-PCR, 156770 "insertion
sequence"a veya vanA ve vanB genlerine yonelik problarla hibridizasyon gibi cok ¢esitli yontemler kullamlmaktadir.
Bu yontemler arasinda PFGE ve plazmid analizine dayal bir kombinasyonun en dogru sonuclan verdigi belirtilmektedir

7).

Avrupa’dan 27 iilkeden 49 merkezin katildigi ve 4208 VRE izolatimin degerlendirildigi bir calismanin sonuclarina gére,
VRE orani Avrupa’da oldukca diisiik (%2.2) olup, vanA/vanB izolatlan sik degildir. VRE izolatlarnmn %75’ vanC genotipi
icermekte ve dzellikle hastanede yatan cocuk olgularin gastrointestinal sistemlerinden izole edilmektedir. vanC’ye
bagli vankomisin direnci en sik Tiirkiye ve Litvanya’dan izole edilen enterokoklarda saptanmistir (22).

Ulkemizde VRE ilk kez 1998’de Antalya’da saptanmistir. VRE genotipleri ile ilgili olarak yapilan calismalar incelendiginde
2001’de Ankara GATA’dan vanAl/vanA2 direnc genleri saptanan bir E.faecium, Antalya’dan 2002’de yine vanA
genotipinde olup Tn1546 tasiyan bir plazmid ile yayiim gdsteren bes adet farkh E.faecium saptandi@r gorilmektedir
(2, 9). Hastanemizde 2000-2003 yillan arasinda riskli tinitelerde yatan olgulardan alinan stirveyans drneklerinin
degerlendirildigi bir calismaya gore, izole edilen tim VRE izolatlar vanA genotipinde olup, PFGE ile 3 major klon
belirlenmistir. Bu klonlarin dzellikle beyin cerrahi ve dahiliye yogun bakim lnitelerinde daha yaygin olmasi dikkat
cekicidir (8). :

Cesitli molekiiler yontemlerin uygulamyor olmasi enterokok izolatlarimin aynm konusunda sansimizi oldukea artirmakta
ve dzellikle hastane enfeksiyon kontrolli acisindan yeni bir bakis getirmektedir.
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Penisilin direncli Streptococcus pneumoniae (PRSP)

ilk kez 1967’de Avustralya’da penisilin direncli pnomokoklarin belirlenmesinin ardindan, pnémokoklarda penisilin
direnci tm dinyada sorun olmaya baslamistir. Penisiline direnc oranlar her iilkede ve iilkelerin degisik cografik
bolgelerinde farklilik géstermekle birlikte Uzak Dogu, ispanya, Macaristan, Gliney Afrika ve ABD’nin pek cok bdlgesinde
yliksek diizeydedir (16, 21). Direncli pnémokoklarin iilkeden iilkeye, hatta kitadan kitaya yayilimi bu sorunu daha
da ciddi boyutlara tasimistir. Direncli pnémokoklarin yayilimi, direnc genlerinin aktarimi ile bakteriler arasinda
(horizontal yayilim), ya da suslar araciigiyla bireyler ve toplumlar arasinda (klonal yayilim) olabilmektedir. Direncin
ylksek oldugu iilkelerin, direncli suslarin diger Glkelere yayilim acisindan kaynak rolii oynadiklar disiiniitmektedir.

Direncli pnémokoklarin epidemiyolojisini aydinlatmaya yonelik ilk cabismalar serotiplendirmeyle baslarms, ancak
kapstil serotip genlerinin transformasyon yoluyla siklikla suslar arasinda transfer olmasi, bu yéntemin yeterli 6zglilliikte
olmadigint ortaya koymustur.,

Bu noktadan sonra epidemiyolojik tiplendirme amaciyla molekiiler yontemlere ydnelinmis, PBP1A, PBP2B ve PBP2X
genlerine yonelik PBP analizi, BOX-PCR, PFGE ve MLST gibi yontemler suslarin genetik yakinligim saptamak icin
kullamilmistir (16, 32). Farkl Ulkelerde yapilan genis capli molekiiler tiplendirme calismalan, direncli bazi pndmokok
sustanimn llkeler hatta kitalararasi yayildigini ortaya koymustur. Bu klonlarin diinya capinda standart olarak
tammlanmasi, isimlendirilmesi ve yayilimin izlenebilmesi amaciyla 1997 yilinda "Pneumococcal Molecular Epidemiology
Network” (PMEN) adh altinda bir organizasyon kurulmustur. Bu ag icinde klonlar PFGE, BOX-PCR ve MLST paternleri

temel alinarak tanimlanmakta ve genetik yakinlik belirlenmektedir (16). PMEN tarafindan 2003 yili Ekim itibariyle

tammlanan toplam 26 adet direncli pnémokok klonu bulunmaktadir (20). Tammlanan ilk klon Spain23F-1 olup, ilk
kez 1980’de Ispanya’da izole edilmesini takiben daha sonra ABD, Giiney Afrika, ingiltere, cesitli Avrupa lilkeleri ve
Uzak Dogu’da da saptanmstir. Bu epidemik klonun serotip 19F, 14, 19A, 9N, 3 ve serogrup 6 varyantlar da cesitli
tlkelerde gosterilmistir. Bir diger epidemik klon Spain9V-3 klonu olup, ilk kez ispanya ve Fransa’da saptanmis, takiben
kendisi ve serotip 14, 9A ve serogrup 19 varyantlan pek cok Avrupa lilkesi, ABD, Gliney Amerika ve Uzak Dogu’da
da izole edilmistir (16).

Belirlenen klonlarin yeni klonlar m1 olduklar yoksa dnceden tamimlanan klonlardan mi geldikleri konusunda PFGE
ve BOX-PCR yetersiz kalabilmektedir. Bu amacla PFGE paternleri bir klonla iliskili bulunan suslar MLST yéntemiyle
tiplendirilmektedir. MLST, pnémokoklarda bulunan yedi adet belirli gen lokusunun alletik profillerini ortaya cikararak
ust dizey bir tiplendirme saglamaktadir. PRSP suslarinin lokal molekiiler epidemiyolojik tiplendirmesi icin PFGE
yeterli olurken, PMEN tarafindan belirlenen epidemik klonlarla iliskilerinin ortaya konabilmesi icinse MLST uygulanmas
gerekmektedir.

Ulkemizde penisiline azalmis duyarlilik gésteren pnémokok oran farkli merkezlerde %29-40 arasinda degismektedir.
Tirkiye'den alti merkezden toplam 108 adet penisilin direncli S.pneumoniae susunun PFGE paternlerinin degerlendirildigi
bir calismada, suslarin 15 PFGE paterninde toplandigi, klonal bir yayilimin séz konusu oldugu ancak direnc yayilimim
aciklayacak tek nedenin klonal yayiim olmadig sonucuna varilmistir (13).

Hastanemizde cocuk ve eriskin hastalardan enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 89 adet PRSP susunun BOX-PCR,
PFGE ve MLST yontemleriyle tiplendirilmesi sonucunda, suslarin bir béliimiiniin PMEN tarafindan tanimlanan Spain9V-
3, CSR19A-11, Portugal 19F-21 ve Spain23F-1 ile aym veya yakin iliskili oldugu, sekiz adet serotip 23B susunun da
daha 6nceden tammlanmayan direncli yeni bir klon olarak tammlandi@ saptanmistir (19, 27). Bu calisma ile ilk kez,
uluslararasi klonlardan bazilarinin Tiirkiye’de de pnémokok direncinin yayilhiminda rolll oldugu gdsterilmistir.

Pnomokoklarda bir diger direng sorunu makrolid direnci olup, bu direncten sorumlu baslica mekanizmalar, erm(B)
genine bagli ribosomal metilasyon ve mef(A) genine bagli atim pompasidir. Bunlarin yam sira L22 ve L4 ribozomal
proteinlerinde mutasyonlar da makrolid direncli suslarda bildirilmektedir. ABD, Kanada ve Japonya’da makrolid direnci
daha cok mef(A) geni varligina bagliyken, Avrupa’da direnc %80-85 oraninda erm(B) geni varligina baglidir. Ankara
Hacettepe ve Kayseri’de bu konuyla ilgili olarak yapilan calismalar, Avrupa sonuclar ile uyumlu olarak bizde de
makrolid direncinin daha ¢ok erm(B) genine bagli oldugunu gostermektedir (28).
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Mycobacterium tuberculosis

Tiberkilozun yayilmasim engelleyecek etkin kontrol onlemlerinin alinabilmesi icin izolatlar arasindaki klonal iliskinin
ortaya gikanlmast gerekmektedir. Molekiiler tekniklerin gelismesiyle birlikte M.tuberculosis’in filogenetik szellikleri
ve yayillma dinamikleri daha iyi anlasilabilir hale gelmistir. Tiiberkiloz salginlarinda bulasin tammlanmasi, reaktivasyon
ve reenfeksiyon ayrimi, laboratuvar kontaminasyonunun belirlenmesi, farkli izolatlann molekiiler benzerliklerinin
arastirilmas) ve direncli suslarin yayilimimin gésterilmesi molekiler epidemiyolojik yontemlere dayanmaktadir (6,
33).

M.tuberculosis genomunun tamami tanimlanmis olup, genomda simirli sayida sessiz niikleotid degisimleri goriilmektedir.
Genom Uzerinde saptanan farkli “insertion sequence” (IS) elementlerinin genetik polimorfizm olusturduklar ve bu
nedenle farkli suslar arasindaki ayrimda kullamlabilecekleri kabul edilmektedir. M.tuberculosis’in molekiiler diizeyde
tiplendirilmesi icin 156110 RFLP yontemi standart yontem olarak kabul edilmektedir (34).

[S6110’un genomdaki sayis tir ve susa bagh olarak degismektedir. Bazi toplumlarda 1S6110 kopya sayisi cok diisiik
oldugundan yeterli polimorfizm saglanamamakta ve 156110 tipleme yontemi yetersiz kalmaktadir. PGRS-RFLP bu
durumlarda M.tuberculosis suslarimn tiplendirilmesinde sekonder ydntem olarak kullanilimaktadir. PGRS tiiberkiiloz
kompleksinde en gok bulunan tekrarlanan element olup, pTBN12 plazmidi icindedir. PGRS-RFLP bu plazmidin prob
olarak kullamldigi tipleme yontemidir (5).

IS6110-RFLP, tiberkiilozun uluslararas1 epidemiyolojisinin ¢calisilmasi icin standart metod olarak kabul edilmektedir.
PGRS-RFLP, 156110 ile aym grup icinde tammlanan suslar arasindaki benzerligi dogrulamak veya diisiik kopyali suslan
tiplendirmek icin onerilmektedir. Lokal salgin arastirmalarinda ve laboratuvar ici capraz bulasin degerlendirilmesinde
1S6110-RFLP kullanilmakla birlikte, zaman alici bu yéntemin yerine daha basit ve hizhi yontemler olan spoligotipleme
{kromozomdaki "direct repeat”, DR lokusundaki polimorfizme dayali) veya MIRU (mycobacterial interspersed repetetive
units) bazli tipleme yontemleri tercih edilmektedir (6, 32).

IS6110-RFLP ydntemine dayanarak gerceklestirilen uluslararasi calismalar, Cin’den kaynaklanan W-Beijing genotipinin
en sik saptanan M.tuberculosis genotipi oldugunu ve bu genotipin daha sonra Rusya, cesitli Asya llkeleri ve hatta
Kuzey Amerika’da da yaygin oldugunu ortaya cikarmstir (3).

Ulkemizde tiiberkiiloz molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili olarak yapilan ve yedi cografi bolgeden 320 izolatin 156110-
RFLP ve pTBN12 yéntemleriyle degerlendirildigi calismamin sonuclan, M.tuberculosis suslar arasinda yaklasik %50
oraninda bir kiimelesme varligim ve bu kiimelerdeki olgularin ¢cogunun birbirleriyle iliskilerinin oldugunu ortaya
koymustur (10). Bu durum da, tlkemizde tliberkiiloz agisindan daha etkin kontrol 6nlemlerinin alinmas1 gerektigini
vurgulamaktadir.

Tiiberkiiloz cis1 mikobakterilerin (MOTT) tirlerinin saptanmasi, mikobakteri enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi hakkinda
bilgi edinilmesi acisindan nem tagimaktadir. Mikobakterilerde bulunan hspé5 geninin RFLP yéntemiyle incelenmesi
mikobakteri tiplendirmesinde kullamlan bir yontemdir. Hastanemizde bu ydnteme dayali olarak yapilan tiplendirme
sonuclarina gére MOTT tiirleri icinde en sik izole edilen tiir M.gordonae’dir.

Diger bakteriyel etkenler

Yukanida adi gecen bakterilerin yam sira, tilkemizde ozellikle hastane enfeksiyon etkeni olarak saptanan P.aeruginosa,
Acinetobacter spp., S.maltophilia izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisini aydinlatmaya y&nelik olarak yapilan cesitli
calismalar ve yine hastane enfeksiyon etkeni olarak saptanan Gram negatif bakterilerde tzellikle genislemis spektrumlu
beta-laktamazlarin (GSBL) tiirlerine ve genetik iliskilerine yonelik olarak diizenlenen farkli calismalar dikkati
cekmektedir (14, 29). Ulkemiz icin ciddi bir problem olan Salmonella typhi molekiiler epidemiyolojisine yonelik olarak
Diyarbakir yoresinde yapilan bir calismada, izolatlarin poliklonal ozellikte PFGE paternleri gosterdikleri saptanmis,
ancak bazi hasta-hasta ve hasta-cevre izolatlar1 arasinda genetik yakinligin belirlenmesinin, S.typhi bulasi acisindan
onem tasidig) belirtilmistir (12).

67

el




Molekiiler epidemiyolojik calismalar aym zamanda, reenfeksiyon ile relaps ve kontaminasyon etkeni ile enfeksiyon
etkeni ayriminda ve laboratuvann direncli bakterilerle kontaminasyonunun incelenmesinde de kullamlmaktadr,
Ornegin, kistik fibrozis olgularinin kronik P.aeruginosa enfeksiyonlar yéniinden izleminde, yeni bir susla enfeksiyonun
ya da hastalar aras1 capraz bulasin aydinlatilmasinda AP-PCR siklikla basvurulan yontemlerden biridir (29).
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MANTARLARA YONELIK MOLEKULER EPIDEMIYOLOJiK CALISMALAR

Cafer EROGLU
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, infeksiyon Hastaliklan ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Samsun

Epidemiyoloji hastaliklarin toplumda siklik ve yayginligini arastirir. Bir infeksiyon hastaligina toplumda yakalanma
riski etkene, konaga, toplumun davranislarina, cevre ve ekolojik faktorlere baglidir. Hastaliklarin gelisimi epidemiyoloji
sayesinde kantitatif olarak 6lciilebilmesi ile hastaliklarin dogasi daha iyi anlasitmis ve onlarin kontrolii yoniinde onemli
bir adim atilmistir. Epidemiyoloji; hastaliklarin etyolojisinde mikroorganizmalarin roliiniin aydinlatilmasinda, hastaligin
cevresel faktorleri ile etkenin iliskisini anlamarmizda, konak duyarliliginin saptanmasi ve bulas yollarinin belirlenmesinde,
as1 ve ilaclarin denenmesinde bilytk rol almistir (1-3).

Geleneksel epidemiyoloji klinik hastaligin raporlanmasina dayamr. Daha sonralar gecirilen hastaliza bagh gelisen
serum antikorlarinin ortaya konmasi daha kesin sonuclar verdigi goriilmustiir. Serolojik testlerle klinik gozlemin
korelasyonu klinik ve subklinik infeksiyonlarin oraminin tespitini saglarmstir. Seroepidemiyoloji halk sagha acisindan
son derece 6nemlidir. Seroepidemiyoloji bir hastaligin sikh@inin, eradikasyon ve asilama programlarinin belirlemesinde,
cografi yayiimin, ortaya cikma veya yeniden 6nem kazanmanin saptanmasi acisindan dnemlidir (1-3).

Molekiiler Epidemiyoloji

Molekiller epidemiyoloji terimi molekiiler biyolojik metotlarin hastaliklarin epidemiyolojisinin arastinlmasi igin -

kullanilmasini ifade etmektedir. 1950'li yillarda DNA molekiiliiniin cift sarmal yapisimn ortaya konmasindan sonra
molekiiler biyolojik testlerle ilgili calismalar cok hizlanmistir. Bunun sonucunda da giderek daha hassas molekiiler
testler ortaya konmustur. Molekiiler biyolojik testler yogun sekilde hastaliklarin ortaya konmasinda ve birbirinden
ayrilmasinda kullamlmistir. Ozellikle DNA ve RNA’min molekiiler biyolojik testlerle manipiile edilebilmesi molekiiler
epidemiyolojiye biiylik katki saglamistir. Daha sonra hibridizasyon ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler
yontemlerin ortaya konmasi molekiiler epidemiyoloji olarak bildigimiz alt dalin olusmasint saglamistir. Bu giin
guiniimuzde biitlin hastaliklarin molekiiler epidemiyolojisinin ortaya konmasi hastaliklarin tam, tedavi ve dnlenmesine
blyiik katki saglamistir (1,4).

Molekiiler epidemiyoloji &zellikle lretilmesi nispeten zor olan viriisler gibi mikroorganizmalann epidemiyolojinin
aydinlatilmasinda bilyiik fayda saglamstir. Ayrica molekiiler viroloji hassas hizli ve sofistike metotlar saglayarak viriis
genomunun arastirilmasin ve farklibiklarin ortaya koymasin saglamistir (3). Molekiiler epidemiyoloji dnceden viral
genomun arastinimasim ve farkliliklarin ortaya konmasini gerektirir. Molekiiler epidemiyolojik tekniklerle elde edilen
genom bilgisi ile virlslerin nereden kaynak aldiklan ve gelecekte ortaya cikacak epidemiler ve hastaliklar hakkinda
bilgi saglanabilir. Genetik epidemiyolojik metotlarla viriislerin orijini ortaya konabildigi gibi gelisen mutasyonlarla
virislerin degisimi ve hatta antivirallere kars gelisen direncte ortaya konup izlenebilmektedir. Molekiiler epidemiyolojik
metotlarla viriislerin alt tiplerinin tayini ve bunlarin yayginhigi ve hangi konaklar etkiledigi gdsterilebilir. Ayrica
virtslerin toplumdaki degisimleri, bulas yollan ve yayginhigi ortaya konabilir (1-4).

Genotiplerin dagilim, risk gruplan, yas ve tedaviye yamit gibi faktorler toplumdan topluma degisiklik gdstermektedir.
Ulkemizdeki ilk molekiiler epidemiyolojik calismalar 80’li yillarda baslamasina ragmen asil yogun calismalar PCR’nin
otomatize hale gelmesiyle 90’1 yillarda yapilmistir (5).

Ulkemizde yapilan viral molekiiler epidemiyolojik calismalar agirlikli olarak hepatit viriisleri ile ilgilidir. Ulkemizdeki
hepatitis C virus (HCV) genotiplerinin belirlenmesi icin yapilan calismalar ve elde edilen sonuclar tablo 1'de g@sterilmistir.
Cesitli hasta gruplarinda (kronik hepatit, hemodiyaliz hastalan ve kan donérleri) yapilan calismalann sonuclar birbirine

paralel olup genotip 1 (6zellikle genotip 1b) en bilyiik kismi olusturmaktadir (6-20). Genotip 1’in interferon tedavisine
en kotd yamt verdigi bilinmektedir.
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Tablo 1. Ulkemizde HCV genotipleri ile ilgili yapilmis calismalar

jra§t1r1c1 ‘ Kaynak vl Say1  Genotip % s 1
“fa | 1b 2a 3a “ K* T* | D*** |

" Abacioglu 6 1995 8 | 19 | 75 3

' Bozday! 7 1996 | 60 | 12 80 5 15 | 1.5 |

(Sonmez | 8 19% | 59 | | 70 | _ 5 | 25 |

Tuncer 9 1996 | 58 | 21 72 5 | 2 :

| Tiirkoglu 10 | 1996 | 79 | 88 | 46.8 5 | 4 | 25 |

Uzunalimoglu | 11 199 37 | 5.4 | 837 | 108

' Ulgen 12 1996 | 6 100 ’ |

' Arslan 13 1998 59 169  57.6 : 5.1 | 203 |
45 | 177 666 | 4.4 6.6 4.4 |

| Akkiz 14 199 | 118 | 88 8 | 1 1 ]

Yalain 15 | 1999 | 28 100 | |

Eyigtin 16 | 2000 | 30 | 10 90 | _

Sahin | 17 | 2000 58 | 3 93 | 3

Tiilek 18 | 2000 | 33 | 575 | 575 | 181 6 151 | 3

| 35 | 514 | 51.4 | 57 | 11.4| 1.4 11.4
Bozdayr | 19 | 2002 | 36 | 22 78 _
Erensoy 20 | 2002 | 50 | 30 60 7 10 | N

*K: kansik genotipler, **T: tiplendirilemeyen, ***D: diger genotipler

HCV ile ilgili bu calismalart daha sonraki yillarda Hepatit B viriisti (HBV), hepatit D (Delta) virtsd, TT virtsi (TTV)
ve hepatit G virlisi (HGV) ile ilgili molekiiler epidemiyolojik calismalar izlemistir. HBV ile ilgili genotip calismalar
diinyada oldugu gibi lilkemizde de son yillarda artmistir. Ozellikle farkli genotiplerin, olusacak hastalik tablosunu
farkli bicimlerde etkileyip etkilemedigi; tedaviye yamtta, genotipler arasinda fark olup olmadigi; ya da kroniklesme
egiliminin, bazi genotipler icin daha biiyiik olasilikla s6z konusu olup olmadig arastinlmaktadir. Genotiplerin anti
HBe Ag serokonversiyon oranini, precore ve core promoter bolgesindeki mutasyonlar ve hastaligin ciddiyetini etkiledigi
gosterilmistir (21). Diinya’da yapilan genotipleme calismalarimin bazilarinda, genotipler ile patogenez arasinda ve
tedavi yanit1 acisindan fark oldugu bildirilmistir. Ayrica bazi genotiplerde (genotip D) belli bolgedeki mutasyonlarin :
(pre cor gibi) daha sik goriildigli bildirilmektedir. Genotiplerle ilgili yapilan yogun calismalar sonucunda genotiplemenin i
gerekli olup olmadigr ortaya konacaktir (21). I

Hepatit B viriisii; DNA dizi analizi, restriction fragment length polymorphism (RFLP), Line prob assay, genotip spesifik
primerler ve ELISA ile A’dan H’ye kadar 8 genotipe aynlabilmektedir (21). Bu genotipler diinyada farkh boélgelerde |
farkli dagiim gostermektedir. Ulkemizde HBV genotipleri ile ilgili yapilan calismalarda % 79-100 arasinda genotip D
olarak tespit edilmistir (22-33). Ulkemizdeki genotip dagilim ile ilgili calismalar ve sonuglan tablo 2'de verilmistir.
Akut 158 ve kronik 88 hastada yaptigimz Turkiye’den 22 farkli merkezin katildigi calismada tilkemizdeki baskin
genotipin D oldugu gosterilmistir (29,32).

Ozellikle son yillarda yapilan calismalarda miks (ko-infeksiyon) genotiplerin ayn hastada bulunabildigi gosterilmistir
(34, 35). Miks genotiplerin ayrilmas: icin Core RFLP and genotype specific probe assay (GSPA) metotlan gelistirilmistir
(34,35). Bu metotlar kullamlarak yapilan calismalarda HBe Ag pozitif grupta miks infeksiyon % 67 bulunurken tasiyici
grupta % 10.9 olarak saptanmistir (34,35).
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onceden RFLP metodu ile tiplendirilen 20 akut, 40 kronik HBV genotip D ve 4 HBV genotip A bu metotla birbirinden
ayrilabilmistir. Bu metotla aym drnekte bulunan miks genotiplerinde (genotip D ve A gibi) birbirinden aynlabildigi
genotip D ve genotip A tasiyan drnekler bellj oranlarda karistintdiktan sonra calisilarak gdsterilmistir. Bu metot
ozellikle genotip D’nin prevalansinin yiiksek oldugu balgeler (Akdeniz ulkeleri) icin uygundur. Cogu genotipleme
metodu yeterli hassasiyete utasamazken bu metodun hassasiyeti 1000 kopya/ml civarindadir. Ayrica bu metot ekstra
alet gerektirmemekte klasik PCR alt yapisi olan her laboratuarda uygulanabilmektedir (36).

Tablo 2. Ulkemizde HBY genotipleri ile ilgili yapilmis calismalar
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HDV sekans analizi ile iic genotipe aynlmistir. Genotip | biitiin diinyada en yaygin olan tiptir (37). Ozellikle Yunanistan,
italya ve Afrika da genotip | yaygindir (37,38). Ulkemizde tzellikle gliney dogu Anadolu bélgesinde sik goriilmesine

HGV ile ilgili ilkemizde yapilan calismalarda HGV farkls hasta gruplarinda % 2.5 ile % 53 arasinda pozitif olarak
saptanmistir (41-51).

TT virusle ilgili yapilan calismalarda TTV degisik hasta gruplarinda %4 ile %80 arasinda pozitif olarak saptanmistir
(52-56). izmir ve istanbul’dan toplam 39 izolatin ORF niikleik asit dizi analizine gére, %64’(i tip 2, %36's! tip 1; tip
2’lerin %88'i ise 2c olarak belirlenmistir (57).

Aseptik menenjit etyolojisinde yer alan Echovirus’larin tiplerinin belirlenmesi icin Uysal ve ark.’larimin yaptig
calismada Echovirus 30’un en sik tip oldugu ortaya konmustur (58).
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Human papillomavirus tiplerinin belirlenmesi icin yapilan ¢alismalarda Human Papillomavirus tip 16 ve 18’in genital
patolojilerde en yaygin tip oldugu gosterilmistir (59).

Gastroenterit etkeni olan Adenoviriislerin Restriksiyon Endoniikleaz Analizi ile tiplendirildigi calismada adenovirus
izolatlarinin %3.17 tip 40 ve %2.1'i tip 41 enterik adenovirus olarak tamimlanmistir (60). Ayrica Adenovirus tip 5 icin
prob hazirlanmstir (61).

Ulkemizde poliovirus eradike edilirken son periyotta izole edilen poliovirus’larin tiplerinin belirlenmesi amaciyla
Ozkaya ve ark.’lannin yaptig1 calismada tiim suslarin poliovirus tip 1 oldugu gdsterilmistir (62).

Kizamk virusiiniin hala salginlar yaptig1 lilkemizde Yilmaz ve ark.’lari tarafindan hasta materyalinden kizamik virtisi
uretilerek RT-PCR ile dogrulanmistir (63).

Sonug olarak litkemizde yapilan viral molekiler epidemiyolojik calismalar agirlikl olarak hepatit virusleri ile ilgilidir.
Ayrica tilkemizde yapilan molekiler calismalar cok merkezli degildir ve nispeten kiiciik gruplarla yapilmistir. Aile ici
hepatit viriislerinin gecisini arastiran calismalarda genellikle ELISA kullamlmis molekiler testler kullamlmamstir.
Ulkemizde yapilan molekiler epidemiyolojik calismalar 90 yillardan bu yana giderek artmis ve teknik imkanlarin
artmasi ile son yillarda DNA dizi analizi ile desteklenmeye baslanmistir.
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MANTARLARA YONELIK MOLEKULER EPIDEMIYOLOJIK CALISMALAR

M. Ali SARACLI
GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

invaziv fungal infeksiyonlardaki artis, fungal infeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni gelismelere gereksinim
dogurmustur. Bu baglamda, infeksiyonun diger saglikli bireylerden veya cevreden ekzojen olarak mn kaynaklandig,
sadece tek bir kéken tarafindan mi olusturuldugu, reinfeksiyon ya da rekiirran infeksiyon mu oldugu gibi bazi sorularn
cevaplanmasi gerekli olmaktadir [7]. Geleneksel yéntemler, tamsal mikrobiyolojide oldugunun aksine epidemiyolojik
calismalarda genellikle yetersiz kalirlar ve cesitli genotiplendirme ydntemlerine basvurulur [24]. Bazi fenotiplerin
hem morfolojik hem de fizyolojik olarak birden fazla tiirde gdriilebilir olmasi ve yaslanma veya kiltiir sartlarina bagh
olarak serotip ve biyotip gibi fenotipik karakteristiklerde goriilen degisiklikler de epidemiyolojik acidan yaniltic
olabilmektedir. Ornegin, Candida albicans WO-1 kokeninde, beyaz-gri koleni dontislimil geri donisiimlii olarak ve
kendiliginden 10-3 siklikla ortaya cikar ve zellikle fenotipe dayali olarak gerceklestirilen biyotipleme ve serotipleme
calismalarinda hatali sonuclara neden olur. Benzer fenotipik degisiklikler C.glabrata, C.tropicalis ve Cryptococcus
neoformans icin de bildirilmistir [7]. Ancak, kromozom disi genetik elemanlar olan plasmidler ve mini kromozomlarin
da cok sabit olmadiklari, gevresel sartlara bagli olarak kaybedilebilecekleri veya mutasyona ugrayabilecekleri akilda
tutulmali ve genotipik yontemler de dikkatle yorumlanmalidir [3, 24, 25]. Kimi zaman ise, salgina neden olan alt
mikroorganizma populasyonu, tiiriin genel genomik yapisina ¢cok yakin olabilir ve yeni molekiiler teknikler bile
farklibklarimin ortaya konmasinda yetersiz kalabilirler [27].

Fungal genotiplendirme calismalarinda degisik gen bélgeleri hedef olarak kullanilmaktadir. Bu bolgeler kitin sentaz
ve beta-tubulin gibi protein kodlayan intron bélgeleri olabilecekleri gibi, rDNA gibi protein kodlamayan genler de
olabilir. Ribozomal DNA gen bdlgesinin secilme sebepleri arasinda; coklu tekrar sayisi, bazi bolgelerinin cok iyi
korunmus, bazi bélgelerinin ise asin degisken olusu sayilabilir. Ribozomal DNA gen bélgesinin 25 S ve 18 S bolgeleri
simirh oranda degiskendirler ve siklikla taksonomik incelemelerde kullamlirlar. Buna karsilik, daha degisken olan
Internal Transcribed Spacer (ITS) gen bélgeleri ise tamsal amaclarla veya mikroevrimsel incelemeler icin uygundurlar

(8].

Fungal genotiplendirmede karsilasilan sorunlar

Tip literaturinde bakteri ve viriislerle ilgili genotipik calismalara daha siklikla rastlanmaktadir. Bu durumun nedenleri
arasinda mantarlarin okaryotik yapida olmalarimn dogurdugu zorluklar 6nemlidir. Fungal genotiplendirmede karsilasilan
temel farkliliklar, okaryotlarda goriilen dogal rekombinasyonlardan, bazi fungal patojenlerin diploid yap1 gdstermeleri
dolayisiyla ortaya ¢ikan allelik degiskenliklerden ve bazi mantarlarin dimorfik yapida olmalarindan dogmaktadir [24].
Aynica, Ajellomyces capsulatus gibi bircok mantar haploid (N) yapida olup, seksiiel iirerlerken, C.albicans ve A.fumigatus
gibi baz: turler aseksiiel Urerler. Candida albicans gibi bazilan diploid (2N), C.neoformans gibi bazi basidiomicetler
dikaryon (N+N) ve baz1 bazidiomicetler ise konak viicudunda iken haploid yapida olabilmektedirler. Seksiiel tireme
gosteren mantarlarin Pseudallescheria boydii, Aspergillus nidulans ve Basidiobolus ranarum gibi bazilari kendileri ile
eslesebilirken (homotallik), Ajellomyces capsulatus, A. dermatitidis ve Filobasidiella neoformans gibi tirler farkl
eseylere gereksinim duyarlar, yani heterotalliktirler. Rekombinasyonlar, diger okaryotlarda oldugu gibi mantarlarda
da "reassortment” veya "crossing over” yolu ile mayoz sirasinda ortaya cikarken, mantarlarda ilave olarak parasekslialite
olarak adlandinlan yolla, yani birbirine cok yakin genetik dzelliklerdeki bireylerin vejetatif hifleri arasindaki birlesmeler
yoluyla da mayoz disi rekombinasyonlar olarak gériilebilirler. Bu acidan bakildiginda, homotalik seksiiel iireme gosteren
bir mantar rekombinal degil, aslinda klonal bir iireme géstermistir. Rekombinal iireme sonucunda klonal iiremeden
cok daha fazla farklilasmamin ortaya cikacagi kesindir. Ancak, ata hiicreler ile yavru hiicre arasindaki farklilik diizeyi
sadece Uremenin klonal veya rekombinal olusu ile degil, ayn1 zamanda lokuslarin kromozom iizerindeki fiziksel
yerlesimi ile de belirlenir. Bir diger karmagsik nokta ise, asin degisken lokuslarda ortaya cikan farklilasmalarin bir
rekombinasyonu taklit edebilmeleridir [26]. Bu bilgilerin 1s18inda, aseksiiel ireme gosteren bir fungus, klonal olarak
cogalacagindan tek bir asin degisken lokusun incelenmesi yeterli epidemiyolojik bilgi saglayabilirken, seksiiel treyen
mantarda rekombinasyonlar gorilecek ve genotiplendirmenin giivenilirligini arttirabilmek icin polimorfik tek lokus

76




yerine birden cok sayida lokusun paralel olarak degerlendirilmesi gerekecektir [7, 15]. Yine, C.albicans disindaki cogu
tibbi oneme sahip mantarin haploid olmasi nedeniyle mantarlarda klonal/rekombinal treme ayrimi icin tek bir lokusun
incelenmesi yeterli degildir. Haploid mantarlarda herhangi bir allelin var veya yok oldugunu ortaya koymak olas iken,
diploid olanlarda homozigot/heterozigot ayrimi prob hibridizasyonu veya Random Amplification of Polymorphic DNA
(RAPD) gibi bir yontem ile ortaya konamaz ve Hardy-Weinberg denklemine basvurulur [7, 26]. Bu sebeplerle, medikal
mikologlarin molekiiler epidemiyolojik calismalara gecmeden dnce, incelenecek mantarin lireme sekli ve genomik
ozellikleri ile ilgili bilgi sahibi olmalan bir zorunluluktur.

Fungal genotiplendirme calismalarinin itk basamaginda yapilan genel hatalarin basinda, kiiltiir ortamindaki Gremenin
klonal oldugu ve tek bir genotipik kdken icerdigi varsayimindan yola cikilmasidir. Ancak, bu varsayim kimi zaman
yanlistir ve besiyerinde genotipik olarak farkl iki veya daha fazla sayida kdkeni bulunmaktadir. Coklu koken tasyiciiginin
hasta yasi ile birlikte arttig da bildirilmistir [13]. Bu nedenle, genotipleme calismalan oncesinde tek koloni ekimlerinin
yapilmasi ve genotipik incelemelerin birden fazla koloni Uzerinde gerceklestirilmesi gerekli olmaktadir. Bir diger
onemli nokta ise drneklem siirecidir. Bu surec olabildigince kisa tutulmalidir. Ciinku lokal bir bélgede yaklasik bes
yillik bir stire icerisinde kokenlerde ortaya cikabilecek mikroevrimsel degisimler, genomik olarak farkli kdkenlerin
varligim distindiirecek kadar fazla olabilir [24]. Epidemiyolojik calismalarda @nemli olan hususlardan bir digeri,
rekombinasyonlarn arastinldig calismalarda calismamn gerceklestirilecegi bolgenin cografik olarak kokenler arasinda
akrabaliklara izin verecek kadar dar tutulmasimin saglanmasidir. Aksi halde genis saha calismalarinda incelenen
kokenlerin klonal olarak cogaldig1 gibi yanlis bir on yargiya vanlmas: kacimlmazdir [26]. Elektroforetik mobilitesi aynm
olan bandlarin aslinda ayni mi olduklar sorusu ise bir diger problemdir. Bu sorunun cevabi, eger alleller farkli
restriksiyon kesim bolgeleri tasiyorsa "Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) ile, tasimiyorlarsa baz dizi
analizi veya "Single Strand Conformational Polymorphism” (SSCP) gibi ikinci bir yontemle ortaya konabilir. SSCP
éncesinde incelenecek bandlar énce RAPD ile amplifiye edilirler ve bu uygulama "Sequence-confirmed Amplified
Region" (SCAR) analizi olarak bilinir [7].

Funguslara yonelik molekiiler tiplendirme calismalarindan optimum bilgiyi saglayabilmek icin tic noktanin hedeflenmesi
gerekmektedir;

a. Her biri icin allellerin incelenebilecegi, birbirinden bagimsiz, genetik belirtecler olarak adlandinlabilecek genomik
bélgeler saptanmalidir.

b. Kesin yorumlar dncesinde tzerinde calisilacak tiriin cok sayida kékeni incelenmis olmaldir. Clnkl, baz turlerde
cografyaya bagl degiskenlikler s6z konusu olabilmektedir. Ornegin, Coccidioides immitis’ in Kaliforniya ve Kaliforniya
dis1 kokenlerinin farklh olmalari gibi.

c. incelenen mantarin filogenetik atasi ile iliskisinin klonal veya rekombinal mi oldugu tammlanmalidir. incelenen
koken klonal Ureme sonucunda ortaya ¢ikmis ise ebeveynlerden birisinin tam kopyasi iken, rekombinasyon sonucu
ise atalarindan farkl izler tasiyacaktir [15].

Fungal genotiplendirmede incelenmesine karar verilen genetik belirteclerin belirli 6zellikleri tasimalan gereklidir;

a. Secilmis olan bolge mutasyonlara orta diizeyde acik olmalidir. Dislik diizeyde degisken gen bolgelerinde degiskenlikler
saptanamayabilir ve yetersiz ayrim giicl ortaya cikarken, yiiksek diizeyde mutasyona acik bolgelerin secilmesi
kdkenlerin gruplandirilmalarim zorlastirir.

b. Secilmis olan bélge evrimsel baski altinda olmamalidir. Aksi halde genetik iliski konusunda yanlis yargi olusturabilir.
¢. Belirtecteki mutasyonlarin geri ddniistim ihtimali dusiik olmalidir. Ornegin, transpozonlarin bu amacla segilmesi
hatali olacaktir.

d. Aym mutasyonun iki farkli kékende ortaya cikma ihtimali diistik olmalidir. Aksi halde atalar farkli, ancak ortak
karakteristikler yani homoplasi goriiliir ve yanlis yorumlara neden olur [7].
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Fungal genotiplendirmede popiiler yontemler
Fungal genotiplendirmede farkli yaklasimlar uygulanabilir. Bunlardan bir tanesi orta veya asin degisken gen bélgelerinin
incelenmesidir. Bu yaklagimda, sadece hedef secilen gen bolgesi veya gen bélgeleri incelenmektedir. Bir diger yaklasim
ise, tekrarlanan gen bélgelerinin incelenmesi yolu ile aym anda birden cok kromozomun degerlendirilmesidir. Siklikla
basvurulan genotiplenme yontemlerinden bazilan ile ilgili 6nemli noktalar soyle dzetlenebilir;

RFLP: Fungal genom, bakteri ve virlislerden daha fazla sayida tekrar bdlgeleri icerir. Bu durumun dogurdugu genomik
komplekslige bagl olarak mantar restriksiyon enzim kesim profilleri daha karmasiktir ve RFLP teknigi mantarlarda
siklikla kullanilan molekiiler yontemlerden bir tanesidir. En cok tekrarlanan bélgeler olan rDNA ve mtDNA gen bélgeleri,
RFLP paternlerindeki koyu bandlarin cogunlugunu olustururlar. Zayif bandlar ise bircok arastirmada genellikle bilgisayar
destekli programlarca taminamayacak kadar kotil ¢oziinurliiktedirler ve manuel olarak bilgisayara aktariimalar
gerekmektedir. Bu sebeple hibridizasyonla sonlandirilmamis RFLP yontemi epidemiyolojik olarak iliskisiz kdkenlerin
ayirt edilmesinde yeterli bir ayrim saglayabilirken, orta iliskili kokenlerin "cluster" analizleri icin basarili degildir.
Uygun hibridizasyon problart kullamlarak bu problem agilabilir ve degerlendirilebilir profiller olusturulur. Ancak her
seye ragmen, okaryotik ribozomal sistronlarin y1gin olarak bulunmasi, bakterilerdekinden cok daha basit prob
paternlerinin olusumuna neden olur ve etkin ayirt edicilik saglayamadi@i icin genis epidemiyolojik calismalarda
kullamlmaz. Amaca gore farkli prob tiplerinin se¢ilmesi mumkiindiir. Ornegin, tek gene yénelik problar allelik
farkliliklarin arastirilmasina uygundur ve genellikle birden cok ve birbirinden bagimsiz prob paralel kullanilarak
multilokus genotiplendirmeler gerceklestirilir. Buna karsilik, tekrarlanan gen bélgelerine yonelik problar daha cok
iliskisiz kokenlerin ayirt edilmesinde tercih edilirler. Kompleks prob olarak adlandinilan problar ise hem tek hem de
tekrarlanan genlere yonelik prob tipinin de 6zelliklerini tasirlar. Kompleks probun tekrarlanan bolgelere yonelik kismm
ile birden ¢ok kromozom aym anda degerlendirilebilirken, asin degisken yorelerden secilmis tek gene spesifik kismi
ile mikroevrimsel farklibklar arastinlir [7]. Candida albicans genotiplendirilmesi icin dnerilen en popiiler kompleks
problar Ca3, 27A ve CARE-2’ dir. CARE-2 birbiri ile yakin iliskili kdkenlerin genotiplendirilmesinde ve mikroevrim
arastirmalarinda tercih edilirken, digerleri orta derecede iliskili kékenlerin ayirt edilmeleri icin daha uygundurlar
[24]. Ozetle, fungal genotiplendirmede kokenlerin birbirleri ile muhtemel iliski seviyelerine ve genotiplemenin
gerceklestirilmek istenen diizeyine gdre prob secilmesi gerekmektedir.

RAPD: Fungal epidemiyolojik tiplendirme amaciyla en cok basvurulan yontemlerden bir digeri olan RAPD tekniginde
yaklasik 10 bazlik primerler ile amplifikasyon gergeklestirilir. Primer secimi tiplendirilecek mikroorganizmanin genom
bilgisine gereksinim olmaksizin tamamen rastgele olarak segilebilecegi gibi, genom icersindeki belirli bolgelere yonelik
olarak, 6rnegin ITS bélgeleri ve cesitli rDNA genlerine uygun ve bilincli olarak da secilebilir [17]. Candida tiirleri basta
olmak Uzere bir cok mantar tiirii icin genotiplendirmeye uygun randomize primerler tammlanmistir. T3B gibi "intergenic
tRNA spacer region” gen bélgesine ya da (GTG)5 gibi mikrosatellit gen bolgesine yonelik olarak tasarlanmis randomize
primerlerin tekrarlanabilirlikleri, 10 baz oligoniikleotidlere gére daha iyidir. Candida albicans icin CARE-2, COM-21
ve RP51 gibi bir cok gen bolgesine yonelik primerler tasarlanmistir. Ancak, RAPD yénteminin aym laboratuvar icindeki
tekrarlanabilirliginin bile bir cok faktdrden etkilenebilecegi akilda tutulmalidir [24].

Mikrosatellit analizi: Mikrosatellitler, dkaryotlarda protein kodlayan bélgelerin arasinda bulunan, genellikle 2-4
nikleotidin 10-20 veya daha fazla sayida tekrarindan olusan ve DNA polimerazin hatali okumasiyla ortaya cikan
mutasyon bdlgeleridir. Mutasyon, tekrarlanan birimlerin tekrar sayisinda azalma veya artma seklinde ortaya cikar
[7, 15]. Bu bolgeler, RFLP+Prob hibridizasyon ve RAPD gibi teknikler ile incelenebilirler [26]. Mikrosatellit bolgeleri
asin degisken olmalan dolaysiyla homoplasi yoniinden dikkatle degerlendirilmelidir. Aym elektroforetik hareketlilikteki
bandlara diger tekniklerde oldugu gibi dikkatle yaklasilmali ve aynm olup olmadiklari ortaya konmalidir [7].

Elektroforetik Karyotipleme: Elektroforetik karyotipleme, C.albicans basta olmak iizere bir cok mantar tiiriinde
uygulanmis ve tekrarlanabilirliginin oldukca yiiksek oldugu bildirilmistir. Ancak, bircok tiir icin referans yontem
olmasina kargin, C.albicans gibi hem yiiksek hem de diisiik siklikta kromozomal reorganizasyonlarin goriildiigii tiirlerde,
ozellikle orta iliskili kokenlerin birbirinden ayirt edilmesinde yetersiz kalmakta ve iliskisiz kékenlerin benzermis gibi
yorumlanmasina neden olabilmektedir [24]. Yine, elektroforetik hareketlilikleri ayni olan kromozomlarin aslinda farkli
olabilecekleri ve rDNA genlerini tasiyan kromozomlarda asin degiskenlikler gériilebilecegi akilda tutulmalidir [7].
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Bununla birlikte, elektroforez oncesi kromozomlarin enzimatik kesime ugratilmasi ile karyotiplemenin ¢oziinirliginii
arttirmak da mumkiindr.

Baz Dizi Analizi: Evrimsel acidan bakildiginda, molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda referans yontemin baz
dizi analizi olacag aciktir. Buglin icin yiksek maliyeti nedeniyle genis epidemiyolojik calismalarda kullamlmasi uygun
olmasa da, otomatize dizi analiz sistemlerinin yayginlasmasi ve maliyetlerin diismesi ile gelecekte bu yéntemin
yaygin kullamlmast muhtemeldir. Pneumocystis carinii, C.immitis ve Candida spp. gibi bircok mantar tiiriinde degisik
gen bolgeleri dizi analizine tabi tutulmus ve genotiplendirilmistir. Bununla birlikte, hangi gen bolgesinin istenen
diizeyde degiskenlikler gosterdigi ve diploid tiirler ile ilgili dizi analiz stratejileri heniiz tammlanmamistir [24].

Mantarlarda epidemiyolojik tiplendirme amaciyla yukarida 6zetlenmis olan RAPD, RFLP ve elektroforetik karyotipleme
disinda multilokus genotipleme ya da "interrepeat PCR" (IR-PCR) yontemleri gibi daha bir cok teknik kullanilmaktadir
[5, 14, 30].

Birden fazla yontemin kombine kullanilmasi ile genotiplendirme calismalarim daha da etkinlestirmek mimkindiir.
Ornegin, A.fumigatus genotiplendirmesinde RFLP, RAPD, sekans spesifik DNA primer analizi ve polimorfik mikrosatellit
marker (PMM) analizi yontemlerinin kiyaslandigi bir calismada, PMM ve Afut1 ile RFLP kombinasyonunun en basaril
uygulama oldugu saptanmistir [12]. Tiplendirme calismalarinda ilave ikinci bir molekiler yonteme basvurulma
nedenlerinden bir digeri ise, ortaya cikan patern farkliik veya benzerliklerinin teyid edilmesidir [2].

Fungal genotiplendirme uygulama ornekleri

Molekiiler yontemlerin mantarlarin epidemiyolojik amacli genotiplendirilmelerinde en yaygin kullanim alanlan séyle
ozetlenebilir;

1. Salginlarin kaynag: ve yayilma yollarimin belirlenmesi,

2. Antifungal tedavi gormis hastadan ayni etkenin tekrar izole edilmesi durumunda, bunun yetersiz tedaviye bagl
bir rolaps m1 yoksa bir reinfeksiyon mu oldugunun belirlenmesi,

3. Hastane ortamindaki mikroorganizma klonlarinin ortaya konmas,

4, Infeksiyon etkeni mikroorganizmanin endojen mi, yoksa ekzojen kaynakli mi oldugunun belirlenmesi,

5. Virulan ve kommensal mikroorganizmalarin genomik farkliliklarimin incelenmesi [1, 4, 6, 19].

Yukanda ana basliklar altinda 6zetlenmis olan uygulama alanlarinda gerceklestirilmis bazi arastirma drnekleri ise
Tablo’ da verilmistir:
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Tablo. Bazi Fungal Molekiiler Epidemiyolojik Uygulama Ornekleri

Kay;ak

Yontem

Gahsmanin Ozeti

Tiimbay E.
(Stren calisma)

PCR
Esey tiplendirme

12 klinik veya cevresel C.neoformans kdkenleri 3 farkls genotip olusturmus.
Koken dagilimlar VN6 icin 7, VN4 icin 2 ve VN3 icin 3 koken.
Esey tiplendirme dagilimlan ise MATAalfa: 8, Aa:4, Dalfa:4

9

RAPD

29 hastadan Uriner sistem kaynakli olarak soyutlanmis 38 C.albicans
kokeni iki farkli primer ile 22 ve 24 patern olusturmus.

32

RAPD

16 hastadan 27 Candida spp. OPE-03 ve RP4-2 primerleri ile
genotiplendirilmis. 21 C.albicans kokeni 12, 3 C.tropicalis kdkeni 3 ve
3 C.glabrata kokeni ise 2 ve 3 farkli patern olusturmus. Cogu endojen
kaynakl olarak tammlanmis.

20

PFGE

9 hastadan soyutlanmis fungemi etkeni C.glabrata kokenleri ayni genotipi N

gostermis, bu genotip siit sisesi kaynakli kdken ile aym bulunmus.

21

PFGE

6 hastadan soyutlanmis 6 Rhodotorula mucilaginosa kokeni
genotiplendirilmis. Kan kaynakli 5 kéken ayni, iirolojik kaynakli 1 kiken
farkli karyotip gostermisler.

22

PFGE
Esey tiplendirme

Turkiye’ de 54 il, 634 farkli cevresel érnekden 26 C.neoformans var.
neoformans kékeni soyutlanmis. PFGE ile 24 farkl; karyotip gosterilmis.
Esey tiplendirme dagilimlar ise 20 MATalfa, 4 MATa, 1 MATa/alfa ve 1
eseyi saptanamarms koken.

10

PFGE

18 C.kefyr kokeni genotiplendirilmis_. 5 farkl karyotipte kdken say1lar1—
dagilimlart 6-8-2-1-1 kdken.

ek i ‘:x e 23
Wgﬁwgﬁ?. — mg e =

16

PCR parmakizi

__heterojen, digerlerinin homojen oldugu gosterilmis.

11 llkeden 366 klinik C.neoformans kokeni PCR fin-gerprinting ve RAPD
yontemi ile genotiplendirilmis, A.B.D. kaynakli kdkenlerin genomik olarak

31

RAPD

10 hastamin timak kiiltiirlerinden 50 T.rubrum kékenlerini genotiplendirmi;
Alt1 hastanin birden fazla T.rubrum kékeni tarafindan infekte olduklan
gosterilmis. Kronik seyir nedeni olarak aciklanmis.

|11

PCR parmékizi

oldugu saptanmus.

Degisik cografi bélgeden 38 hastadan soyutlanmis 46 T.mentagrophytes
kompleks kokeni genotiplendirilmis. Birlikte yasayan iki kiside farkl
kékenlerin ve aym kisideki farkli lezyonlarda ise ayn kdkenin etken

29

RAPD

66 cevresel 19 klinik A.fumigatus_kijkeni genotiplendirilmis, hava ve su
kaynakli cevresel kikenler farklilik gostermisler. Klinik kaynakl iki grup
su, bir grup ise hava kaynakli cevresel kékenlerle uygunluk gostermistir.

23

28

PFGE

18

RFLP

AFLP

RFLP Mspl+EcoRl ‘

Hinf|

" 17 hastadan 5 aylik siirede fungem1 etkeni olarak soyutlanmis 48
C.parapsilosis kikeni 25 farkh karyotip olusturmuslar. Toplam 9 hastanin
sirali kokenleri ayni, 8 hastanin sirali kékenleri ise farkl genotipte
bulunmus. Persistan infeksiyon ve reinfeksiyon aynminda faydali bulunmus. |

genotipte C.albicans soyutlanmasi rekiirran infeksiyonu gostermis.

24 hastadan soyutlanmis 102 C.glabrata kokenleri ve 3 cevresel kéken
28 farkl patern olusturmuslar. Cevresel olanlar ve 5 hasta kkeni aym
genotipte bulunmuslar. Ekzojen nozokomiyal infeksiyon gdstergesi olarak

degerlendirilmis. ) _M
30 HIV (+) hastadan 7’ sinde flukonazol tedavisinden 90 glin sonra ayni
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P5  PRIMER PROP DIZAYNININ ONEMiI

GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji Bilim Dali, Ankara

Primer, prob ya da kisaca oligoniikleotid adi altinda sOyledigimiz 6zel DNA dizilimleri ile ugrasilar, gelisen teknolojiler
nedeniyle ciddi bir Ar-Ge alam olusturmaktadir. Laboratuvar deneyimlerimiz ve diinyada yapilan bircok calisma aym
etken mikroorganizma icin onlarca farkl oligoniikleotid dizaynim ortaya cikarabilmektedir. Tim arastincilarin ortak
hedefi ise sliphesiz daha iyiye ulasabilmektedir. Oligoniikleotid dizi ortaya koyma calismalarinin diger onemli boyutu |
da ticari gelismelerdir. Giiniimlizde herhangi bir mikroorganizma tanisi veya baska amaclar icin "daha iyi", "daha '
kolay", "daha hizli" ve "daha ekonomik" sozcuikleri ile anlatilan molekiler testler hep spesifik oligonukleotid dizi analiz .
ve performanslarimin daha iyi olmasi ile mimkin gérunmektedir.

Ayhan KUBAR ﬂ
i
M

baska bir deyisle ugrasti@imiz bir mikroorganizma ya da gen bolgesi icin dlinyada cesitli firmalarca Uretilmis primer/prop
olmasi ya da olmamasinin bizi etkileyen kismimn sadece rekabet olmas1 ve karsilastirma yapmadan 6te bir anlam
tasimamasidir. Baska acilardan bakildiginda da, eger ugrastigimiz mikroorganizma ya da gen bolgesi icin spesifik
oligoniikleotid dizilimler yoksa bunlar diinyada ilk kez yaparak dnemli bilimsel galismalar gerceklestirme sansimz ’i
olabilir. al

|
Spesifik oligoniikleotid olusturabilmenin bizim gibi arastincilara sundugu en énemli avantaj samrim ozgurlilktiir. Yani

Soylemeye calistiklarimi pratik anlamda 6rnekleyecek olursak, yakin gecmiste Ulkemizin karsilastigi Kirm-Kongo i
hemorajik hastaliginin etkeni olan ayn isimli virus icin GATA Viroloji olarak gelistirdigimiz spesifik oligoniikleotidler
ve testler bu alanda giizel bir 6zgurliik drnegi teskil etmektedir. Oligoniikleotidler ile yaptigimiz RT-PCR testleri bu
konuda yayinlanmis bulabildigimiz primerlerden daha iyi sonuclar vermistir. Diger yandan kabakulak virusu tek
basamak Tag-MAN RT-PCR testi de diinyada ilk kez laboratuvarimiz tarafindan gelistirilmis ve yayinlanmstir. Bunlar
ve benzeri érnekleri cogaltmak elbette miumkiindiir. Ancak adi gecen calismalar ve benzerlerini yapabilmemiz icin
samrim oncelikle oligoniikleotid dizaym konusunda 6zglir olmamiz gereklidir. ‘

|
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PRIMER VE PROB DIZAYNININ ONEMLI OLDUGU YONTEMLERE KISA BAKIS

Cakir GUNEY
GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji Bilim Dali, Ankara

Enfeksiyon hastaliklari ile iliskili mikroorganizmalarin saptanmasi ve &zelliklerinin ortaya konmasi icin uygulanan in-
vitro niikleik asitlere 6zgiil prob ve primer kullanma konseptinin temel harci 1970°li yillarda ortaya atilmistir. 1980°li
yillarda DNA prob tekniginin ilk pratik uygulama alanina girmesinin ardindan otomatik oligoniikleotid sentezinin de
dahil oldugu bazi teknolojik gelismeler yardimi ile in-vitro niikleik asit saptanmasinda dnemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Bu alandaki gelismelerin son halkasi olan in-vitro niikleik asit amplifikasyon ydntemi olan Polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction; PCR) 1983 yilinda Karry Mulis tarafindan tammlanmis ve 1985 yilinda Saiki ve arkadaslar
tarafindan ilk pratik uygulanmasi yayilanmistir. in-vivo niikleik asit replikasyonlarim taklit eden PCR metodunun
temel prensibi bilinen primerler (cogaltilmak istenen bélgenin iki ucuna &zgiil) kullamlarak in-vitro olarak organizmalara
ait genetik materyalin belirli bir bolgesinin enzimatik olarak cogaltilarak saptanmasidir. Yontemin ozgulliiging
saglayan ana unsur uygun primer ve problarin secimidir. Primerler ve problar hedef bdlgelere (DNA/RNA) komplementer
18-30 niikleotidli (daha uzun olabilir) baz dizileridir. Gectigimiz yaklagik 20 yil icinde PCR’nin énciiligiinde prob ve
primerlerin kullamldid niikleik asit amplifikasyonu ile ilgili say1s1z metod gelistirilmistir. Bu metodlar teknik farkliliklarina
gore Uc genel kategoriye aynlir:

1. Hedef amplifikasyon yontemleri: PCR ve modifiye sekilleri ile Transcription-Based Amplification Systems (TAS),
self-sustaining sequence replication(3SR) ve strand displacement amplification (SDA).

2. Prob amplifikasyon yontemleri, QB replicase veya thermostable DNA ligase chain reaction (LCR).
3. Sinyal amplifikasyon yontemleri veya branch DNA.

Hedef amplifikasyon sistemleri

In-vitro olarak hedef molekiilleri enzimatik olarak cogaltip saptanabilir diizeye getiren yontemlerdir. Bu yontemlerde
son rlin (amplikonlar) hedef bélgeye ait dizi bilgileri ihtiva etmektedir. Bu nedenle bu yontemlerin diger yontemlerden
farki etkenlerin tamimlanmasi yanminda cogaltilan hedef bélgelere ait dizilerin daha ileri analizleri ile patojenlerin
identifikasyonlarinda da kullanilabilir olmasidir. Hedef amplifikasyon ydntemlerinin en iyi bilinen sekli PCR’dir. Bu
yontemde hedef genomun belirli bir balgesi (~50-1500 niikleotid), spesifik primerler ve 1stya dayamkl DNA polimeraz
(tag veya Tth polimerase) enzimleri yardimi ile in vitro sartlarda cogaltilir. Bu yontemle cok kisa siirede teorik olarak
tek bir DNA dizisi milyon kere (106-1012) cogaltilarak elektroforez veya isaretli problar kullamlarak hibridizasyonla
hizla tammlamr. PCR giiniimiizde bir cok enfeksiyon ajaminin tamimlanmasi yamnda, genetik bozukluklarin saptanmasinda,
bireysel genetik materyallerin identifikasyonlarinda, adli tip alaminda, fingerprint’lerde, babalik tayini ve soy
kiittiklerinin hazirlanmas gibi daha bir cok alanda kullamlmaktadir.

PCR’nin, nested PCR, Semi-nested PCR, Multipleks PCR, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR),
in situ PCR, degenerate PCR gibi degisik uygulanma sekilleri vardir. Ornegin; Nested ve semi-nested PCR, duyarlilik
ve 6zglilligl arttirmak, Multipleks PCR, birden fazla ajamn saptanmasi icin kullamlirken, RNA veya mRNA’larin
saptanmasi icin de RT-PCR kullamlir.

1989 yilinda tamimlanan transkripsiyona dayali amplifikasyon yontemleri (Transcription-Based Amplification Systems/
self-sustained sequence replication based amplification; TAS/ 3SR), revers transkriptaz (RT), RNase H ve RNA polimeraz
enzimleri kullanilarak DNA sentezi ve RNA transkripsiyonu gerceklestirilmesi esasina dayanan iki basamakli bir hedef
amplifikasyon yontemidir. Bu yontemde primerlerin bir ucunda hedef bélgeye spesifik diziler bulunurken ayn1 primerin '
57 ucunda T7 RNA fajinin polimeraz enziminin promotor bolgesi vardir. Primerlerden biri hedef bolgeye baglandiktan {
sonra RT enzimi aracilig ile hedef niikleik asit dizisine komplementer bir DNA (cDNA) molekiilii sentezlenir ve hedef
RNA, RNase H enzimi ile yok edilir. Daha sonraki asamada ikinci primer komplementer DNA'ya baglanarak T7
promotorunu ihtiva eden cift iplikli DNA’y olusturur. Bu cift iplikli DNA’dan daha sonra RNA polimeraz araciligi ile
cok sayida RNA kopyalar cogaltilir. Cogaltilmis RNA dizileri cesitli hibridizasyon yontemleri ile gosterilebilir. 3SR(self-
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sustained sequence Replication ) ve NASBA (Nucleic acid sequence-based amplification) TAS"1n modifiye sekli olan
teknolojik yontemlerdir. Bu yontemler izotermal olup 41° C de gerceklestirilir ve cok mzhidirlar. Reaksiyon siiresince
olusan cift iplikli DNA’lar tekrar tekrar RNA sentezleri icin kalip olarak kullanmilarak reaksiyonu devam ettirirler. Ancak
PCR’dan daha az duyarhidirlar. Bu yontemlerin, thermal cycler’e ihtiyac gdstermemesi, hizli olmasi ve direkt RNA’y1
amplifiye edebilmesi gibi avantajlan vardir. Yarim saat icinde hedef nikleik asitleri 108 kez cogaltabilmektedir.

iplikcik uzaklastirarak amplifikasyon (Standart Displacement Amplification; SDA); 1991 yilinda "Becton Dickinson"
firmasi tarafindan gelistirilen, hedefin eksponensiyonel (katlamali) olarak cogaltilmasi icin spesifik primerler , bir
DNA polimeraz (ekzoniikleaz aktivitesi olmayan) ve restriksiyon enzimleri kullanilan bir hedef DNA amplifikasyon
yontemidir. 3’ ucunda hedef bélgeye komplementer baz dizileri bulunan primerlerin 5’ tarafinda restriksiyon enzimleri
icin kesim yeri bulunmaktadir. SDA iki asamali bir reaksiyondur. Birinci asama hedef jenerasyon fazi, ikinci asama
ise eksponensiyonel fazdir. Jenerasyon fazinda cift iplikli DNA 151 ile dentlre edilerek iki iplige ayrilir ve primerler
baslanarak, ekponensiyonel faz icin hedef olusturulur. Eksponensiyonel fazda ise, tekrarlanan kesme , polimerizasyon
ve iplik ayrnstirma basamaklari sonunda hedef bolgenin DNA’ s1 cogaltilir. SDA’nin en onemli avantaji, denatiirasyondan
sonra tek bir 151 basamag@inda olusturulmasi (izotermal) nedeniyle tek bir 151 kontrolll cihaz disinda ozel bir laboratuvar
donanimi gerektirmemesidir. Reaksiyon tek bir tlp icerisinde 30 dakika ile 2 saat gibi bir slirede gerceklestirilir.
Bunun yaninda diistik 1sida gerceklestirildiginden nonspesifik baglanmalar ve amplifikasyonlar sik gorulir. Bu da
duyarlibik ve ozglllik Uzerine olumsuz etki yaratir. Reaksiyon ortamina DMSO veya gliserol gibi organik solventler
ilave edilerek bu problemin Ustesinden gelinebilir. SDA ornekteki 10-50 hedef molekill saptayabilir. Bu yontemle
balgam orneklerinde 1-5 Mycobacterium tuberculosis genomu saptanabilmektedir. Ayrica yonteme RT basamagi ilave
edilerek kantitatif olarakta RNA’lar saptanabilmektedir (RT-SDA). Ornegin SDA HIV infeksiyonlarinin tamsinda viral
ylik tayininde kullamlmaktadir. Yontem boyalarla isaretli problar kullanmilarak real-time olarak da uygulanabilmektedir.

Prob Amplifikasyon Yontemleri

Hedef amplifkasyon yonteminden farkl olarak hedef niikleik asit dizileri yerine bu dizileri saptamak icin kullamlan
oligoniikleotid problan cogaltan ydntemlerdir. Hedef nilkleotid dizileri hakkinda bilgi vermez, ancak mikroorganizmalara
ait spesifik dizilerin varligim saptayarak tam konulmasini saglar. Ligaz Zincir Reaksiyonu (ligase chain Reaktion, LCR)
bu yéntemlerden en sik kullamlanlardan biridir. LCR, iki kiiciik DNA oligonikleotidi ve onlan birlestiren termostabil
ligaz enzimi kullanarak, DNA kopyalarin hizla ¢ogaltan bir sistemdir. Bu yontemde hem orijinal baz dizileri hem de
yeni olusan yeni oligoniikleotidler bir sonraki sikliislarda kalip olarak kullamlirlar. Eger baslangic asamasinda
amplifikasyon olusmazsa daha sonraki asamalarda amplifikasyonlar olusamaz. Bu nedenle, LCR yontemi dzellikle
hedef niikleik asitlerdeki nokta mutasyonlarinin saptanmasi icin yararlidir. LCR ile ornegin ml. sinde 7-10 genom
saptanabilmektedir. PCR'a gore yiiksek derecedeki 1silarda daha dzgiildiir. Ayrica otomatik uygulanma sistemleri
vardir. Disiik 1silarda calisan enzimlerle birlikte uygulandiginda nonspesifik amplifikasyon lriinlerinin olusmasi ve
kontaminasyon kontrol sisteminin olmayisi gibi dezavantajlan vardir.

Sinyal amplifikasyon yontemleri

Hedef niikleik asitlere (DNA/RNA) spesifik baz dizilerine baglanan problarnin yaydig sinyallerin arttirilma esasina
dayamr. Bu yontemde farkl hedeflere kars kullanilan cok sayida isaretli problar veya prob sinyallerini arttirmak
icin yine cok sayida primer ve prob kombinasyonlar kullamlir. Hedef amplifikasyon sistemlerinin analitik duyarlilig:
genelde sinyal amplifikasyon sistemlerinden daha fazladir. Fakat, teknolojik gelismeler bazi uygulamalarda sinyal
amplifikasyon sistemlerinde de saptama sinirlanim hedef amplifikasyon testleri ile rekabet edebilecek seviyelere
ylkseltmistir. Sinyal amplifikasyon yontemlerinin duyarliigi 103-105 molekiildiir. Sinyal amplifikasyon sistemlerinin
hedef amplifikasyonlara gore bazi avantajlan vardir. Sinyal amplifikasyon testlerinde hedef molekil sayis1 degismez
ve sonuc olarak olusan sinyal klinik érneklerde bulunan hedef dizileri ile dogru orantibdir. Bu da hem kantitatif
olciimlerin yapilmasina olanak saglar, hem de capraz kontaminasyona baglh yalanci pozitif sonuglarla ilgili kaygilan
azaltir. Sinyal amplifikasyon sistemleri hedef dizileri amplifiye edecek enzimatik islemlere bagimli olmadigindan
klinik drneklerdeki enzim inhibitor varligindan etkilenmezler ve sonuc olarak, daha az ugrasi isteyen nikleik asit
ekstraksiyon yontemlerinin kullamlmasina olanak saglarlar. Tipik olarak sinyal amplifikasyon sistemlerinde ya daha
genis ya da hedef amplifkasyon sistemlerinden daha cok prob kullamlir; bu da hedef dizilerin heterojenitesinden
kaynaklanan hatalarin daha az olmasina neden olur. Aynca, RNA diizeyleri cDNA sentez ara basamagina gerek olmadan
olclilebilirler.
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Dallanmis DNA (branched DNA, bDNA) yéntemi, cok sayida sentetik oligoniikleotid prob kullamlan bir sinyal amplifikasyon
yontemidir. Bu teknolojide anahtar rol, her birine 3 tane isaretli prob baglanabilen"amplifier” denilen 15 identik dali
bulunan bir bDNA molekiiltidir. Bu yontemde kati ylizeye baglanmis cok sayida hedefe spesifik prob ile hedef molekiilii
yakalamr. Aym zamanda ikinci bir set hedef spesifik problarda hedef molekiiline baglamr. Sonra Preamplifeir
molekiiller hedef problar ve bDNA amplifier’lerine baglanir. Enzimle (Alkalenfosfataz) isaretli dallara ¢zgl problar
amplifier’le hibridize olur. Daha sonra ortama enzime uygun substrat ilave edilerek, prob amplifier’in olusturdugu
sinyaller luminometre ile dlciliir. Olusan sinyal Grnekteki hedef miktari ile dogru orantiidir. Bu sistem, &zellikle HIV
ve HCV gibi genomik dizi heterojenitesi gosteren infeksiyoz ajanlarin saptanmasinda yararlidir.

Yukarida bahsedilen konvansiyonel PCR metodlan genelde klinik drneklerdeki mikroorganizmalann kalitatif analizlerinde
kullamlmakta ve elde edilen {riinlerin jelde yiiriitilmesiyle tespit edilmektedir. Genetik materyallerin kantitatif
analizlerinin yapilmasi genelde bu yéntemlerle simrhidir. 1990’1 yillarin baslarindan itibaren otomasyon, standardizasyon
ve minyaturizasyon alamndaki teknolojik gelismeler, daha hzl, daha dogru ve daha ekonomik yeni nesil kantitasyona
dayal PCR sistemlerinin gelismesinde Gnemli rol oynamistir. Bu gelismeler bilgisayar destekli PCR’nin lazer teknolojisi
ile birlestirilmesi sonucu hiz kazanmistir. Bu sistemlerde hem hedef amplifikasyonu hem de amplifiye olan driinlerin
her siklusta saptanmasi (kantitasyonu) ayni anda “real time" ve aym tiip icinde gerceklestirilmektedir. Cift iplikli
DNA’ya baglanan floresan boyalar kullanilarak PCR iriinlerininin saptanmasi bu yéntemlerin en basit seklidir. SYBR
Green bu tlir uygulamalarda kullamlan boyalardan biridir. Bu boya cift iplikli DNA'ya baglandiginda floresan 151nma
daha fazla iken baglanmams boyalarin 1sinmasi daha azdir. SYBR ekonomik, uygulanmas: kolay ve duyarlibigi oldukca
fazladir. Ancak boya hem spesifik hem de nonspesifik PCR iiriinlerine baglamr ve PCR iiriinlerinin beklenenden daha
fazla saptanmasina neden olabilir. Tek dezavantaji budur. Bu dezavantaj da, spesifiklik; erime egrisi analizi ile
tammlamir. Kisaca, PCR islemi sonunda 1s1 kademeli olarak arttirilarak ortamdaki floresan 1sinma degisimine ait erime
egrisi cizdirilir. Clnku spesifik PCR driinleri ile nonspesifik primer dimer iriinleri farkli erime egri pikleri olustururlar.

Cift isaretli veya ardisik problar, ve molekiiler beacon, SYBR Green’e alternatif olarak gelistirilen, floresan boya
kullamlan diger yontemlerdir. Bu yéntemlerin hepsi hedef amplifikasyon Uriinlerini saptamak icin reaksiyon ortamina
ilave edilen hibridizasyon prob molekiillerinin hedefi tanima sonrasi floresan zelliklerindeki degisme, Floresan
Rezonans Enerji Transfer (fluorescence resonance energy transfer; FRET) mekanizmasini kullanan yontemlerdir. Bu
yontemlerde kullamlan problar bir floresan boya ya da floresan boya ile birlikte bir baskilayici (quencher) boya
kombinasyonu ile isaretlenir. Problarin ucundaki floresan boyalardan biri raportor(yiiksek enerjili) digeri ise floresan
boyamin yayiimim engelleyen (quencher; baskilayic, duistik enerjili) boyadir. Floresan boya uyarildigi zaman, floresan
vermeden ziyade, enerjiyi yakinindaki baskilayict boya molekiiliine transfer ederek floresan vermeyen prob seklinde
kalmasim saglar.

TagMan veya 5’ niikleaz assay denilen cift isaretli prob kullamilan bu tiir uygulamalarda, PCR amplifikasyonunun yeni
iplik sentez asamasinda, kullamlan 5’-3’ niikleaz aktivitesine sahip taq DNA polimeraz enzimi 5’-3’ ydniine dogru
ilerlerken, yolu iizerindeki bir 6nceki sikluslarda olusan ipliklere baglanan iki tarafi isaretli problar1 parcalar. Bu
parcalanma sonucu floresan ve quencher boyalar birbirlerinden uzaklasarak FRET ekinin ortadan kalkmasina bagli
olarak raportér boyanin sinyalleri ortaya gikar. Ortaya cikan bu floresan sinyalin yogunlugu ise her siklusta meydana
gelen Urin miktan ile dogru orantiidir. Bu sistemden biraz farkli olarak, PCR esnasinda olusan Urtinlere spesifik
isaretli ardigik ya da birkac niikleotid ara ile baglanabilen iki probun kullamldigi FRET sisteminde ise, problardan
birinin 3’ ucu bir verici (donor) boya ile diger probun ise 5’ ucu bir alici (acceptor) boya ile isaretlenmistir.
Amplifikasyon esnasinda (problar hedef bilgeye baglandigi zaman), verici boya uyarildig zaman, alici boyaya enerji
transfer etmekte ve iriin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak olusan floresan bir optik okuyucu ile saptanmaktadir.
Her iki prob da uygun bélgeye baglanmadik¢a uygun dalga boyunda floresan olusmamaktadir. Hedef bolgedeki baz
dizilimindeki farklibik, farkli bir Tm’e neden olacag icin "Floresan erime egrisi” analizi ile de bu sistemle hem niikleik
asit saptanmasi hem de tiplendirme yapilabilmektedir. Amplifikasyon iriinlerinin saptanmasinda enerji transfer
sistemi kullanilan diger bir metod ‘molecular beacon probe’ yéntemidir. Bu metod hairpin (5’-3’ uclar1 birbirlerine
komplementer, arada kalan kisimda hedef bélgeyi taniyacak yapida) yapilardaki oligoniikleotid hibridizasyon problan
ile yapilir. Hibridizasyon problarinin 5° ve 3’ uclarina bir donor fluorofor ve bir de quencher boya yerlestirilmistir.

86




Molecular beacon problar hairpin yapida oldugu zaman donor fluoroforun floresani yoktur. PCR esnasinda olusan
iiriinlerden birine bu problar hibridize oldugu zaman hairpin yap1 acilir FRET etkinin ortadan kalkmasina baglh olarak
floresan etki ortaya cikar ve olusan trelerin miktar yine her siklliste olusan uriin problarin hibridize olma konsantrasyonuna
bagli olarak saptamr. Ancak, Tagman assay’den farkl olarak bu yontemde, olusan uriinlerin varligi, amplifikasyon
esnasinda direk olarak degil, amplifikasyon sonrasi hibridizasyon problarimin olusan urlnlere baglanmas: ile saptanir.

Giiniimiizde amplikonla birlestikten sonra kendiliginden floresan veren ¢ok sayida tek bir floresan boya isaretlenmis
primer kullanilan yontemler gelistirilmistir (Self-fluorescing amplicon). Scarpion primerleri, Sunrise primerleri ve
Lux (Light Upon eXtension) primerleri kullanilan yontemler bunlar arasinda yer alir. Bu yontemlerde hedef dizi
amplifikasyonu olustugu zaman, isaretli primerlerin konfigiirasyonunun degismesine bagl olarak floresan etki ortaya
cikmaktadir. Bu yontemlerin hem proba dayali yéntemler kadar kullamish hem de bir prob gerektirmediginden
maliyetinin daha disuk oldugu iddia edilmektedir.

Klinik uygulamalarda patojenlerin varliiginin kalitatif ve kantitatif olarak saptanmasimin yaninda, tiplendirme ve sub-
tiplendirme amacina yonelik primer ve problarin kullamldig1 konvansiyonal PCR ve Real-Time PCR yontemlerinin
birbirlerinden farkli avantaj ve dezavantajlan vardir. Konvansiyonal PCR yontemleri; duyarliigi ve ozgulligu yiiksek,
hizl (24-48 saat icinde), birden fazla mikroornanizmay1 bir arada saptayabilen, hastaliklarin tam ve takibi yaninda
epidemiyolaji ve direnc calismalan gibi avantajlaninin yaninda, otomatize uygulamalarinin bulunmamasi, amplifikasyon
sonu islem gerektirmesi, dolayisiyla islem sayisinin fazla olmasi ve kontaminasyon, deneyimli personel gerektirmesi
ve kantitatif olarak uygulanmalarinin zor olmast gibi dezavantajlan da vardir. Konvansiyonel PCR yontemlerinden
farkli olarak, Real-Time PCR tekniklerinde, kullamlan isaretli primer ve problarnin yardimi ile hedefin ¢ogalmas
sonucu olusan sinyallerin dlciimii amplifikasyon esnasinda lazer giidimlil her siklusta real time olarak tek bir tip
icinde saptanmaktadir. Bu da zaman alici PCR sonras elektroforez gibi basamaklara olan ihtiyaci ortadan kaldirmakta,
dolayis1 ile amplifikasyon sonrasi elektroforez islemine bagli kontaminasyon riskini en aza indirmektedir. Otomatik
olarak uygulamr, duyarliigi ve ézguilligii oldukca yiksektir. Buna ek olarak bu yontemler, uluslararas standardize
edilmis mikro kuyucuk formatinda amplifikasyonlarla birkac saat icerisinde cok sayidaki ornegin daha az kimyasal
kullamlarak taranmasina olanak saglamaktadir. Bu yontemlerin genelde kantitasyona daha uygun olmasi, genotiplendirme
ve mutasyon analizlerine de olanak vermesi ve multipleks uygulanabilir olmas1 diger avantajlaridir. Ancak, prob-
hedef uyusmazligina bagli olarak yalanci negatiflik, floresan olusumunun saglanmasi ve olusan floresan sinyallerinin
saptanmasi icin 6zel thermal cycler gibi pahali bir cihaz gerektirmesi gibi dezavantajlan da vardir.

Sonuc olarak, giiniimiizde teknolojik gelismeler sayesinde primer ve problarin kullamldigi farkli uygulanma sekilleri
olan pek cok sayida molekiiler yontem gelistirilmistir. Bu yéntemler sayesinde Uretilmesi zor ya da mimkiin olmayan
bir cok yeni patojenin saptanmasi ve idendifikasyonu daha kisa siirede, daha az emek harcanarak mumkin olmustur.
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PRIMER-PROB DIZAYNI VE BiYOINFORMATIK ANALIZLERINDE KULLANILAN BiLGISAYAR
PROGRAMLARININ DEGERLENDIRILMELERI

Mehmet YAPAR
GATA Mikrobiyoloji ve Klinink Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji Bilim Dali, Ankara

Oligoniikleotidlerin kullamlchgr molekiiler teknikler tamsal amacli ve arastirma alanlarinda gittikce yayginlasmaktadir.
Polimeraz zincir reaksiyonlari (PCR), sekanslama ve hibridizasyon gibi bircok teknigin etkinligi ve duyarliligi, uygun
oligoniikleotid dizilerinin secilmesine baglidir. Hedeflenen niikleik asit dizisinden amaca uygun sartlar tastyan primer
ve problarin manuel olarak dizayn edilmesi hem cok zor, hem de zaman alicidir. Ciinkii oligoniikleotidler secilirken
bircok gerekli sartin aym anda saglanmasi gerekmektedir. Bu nedenle adi gecen molekiiler tekniklere paralel olarak
cok sayida oligo dizayn yazihimlan da gelistirilmeye baslanmstir (PrimerExpress, Oligo6, Prime+, Primo, Medusa,
Doprimer, Pride, Amplify, PC-Rare, Codehop, Primer3, Netprimer, PrimerDesign, PrimerPremier vs.). Bu yazilimlarin
temel amaci optimal sartlan saglayan oligolarin dizaynina ve secilmesine yardimar olmak ve biyoinformatik analizlerinin
yapilmasin saglamaktir. Ayrica internet araciligiyla GenBank ile baglanti kurup birgok islemi kolaylastirma gibi
avantajlar da sunmaktadirlar.

Hemen hemen tim yazilimlarda oligo dizayninda kullamlan temel fonksiyonlar sunlardir:

1- Ergime 1s151 (Melting Temperature, Tm) uygunlugunun saglanmasi: PCR siklusu 95 oC ile baslar. Bu yiiksek 1sida
cift zincirli DNA’min hidrojen baglar koparak tek zincirli hale gelir. Primerlerin kendi komplementleri olan DNA
zincirine yapismasr icin 151 45-65 oC gibi daha diistik seviyelere diistriliir. Tm denilen bu 1s1da, niikleik asit molekiilleri
%50 dubleks, %50 denatiire durumdadir. Tm degeri kritik Gnem tagimaktadir. Cok yiiksek derecelerde ayarlandiginda
yetersiz primer-hedef hibridizasyonundan dolayr PCR amplikonu zayif olur. Cok diisiik derecelerde ise, yanlis eslesme
tolerans artacagindan spesifik olmayan baglanmalar olusacaktir. Hemen hemen tiim yaziimlarda Tm kullanici
tarafindan istenilen sekilde ayarlanabilmektedir. Tm hesaplamasinda farkl formiiller kullamlmaktadir. En sik kullamtan
formiil, "Nearest Neighbour’ metodu denilen termodinamik degerlerin kullamldig formiildiir.

2- Hedef diziye spesifikligin saglanmasi: Primerin uzunlugu sekans uygunlugu, spesifiklik, stabilite ve maliyet acisindan
onem tagimaktadir. 8-10 mer gibi kisa primerler farkli birkac amplifikasyon iriiniine yol acarken, 25 mer’den daha
uzun primerlerde yanlis eslesme toleransi artmaktadir. Baz1 yazilimlarda primer uzunlugu 18-22 mer arasinda
sinirlandinlmistir.

3- Oligo-hedef dizi arasindaki stabilitenin saglanmasi: Oligolarin 3' ucunda bulunan guanin/sitozin (G/C) niileotidleri
daha stabil bir hibridizasyon saglamaktadir. Bu nedenle bazi yaziimlarda primer dizaym yapilirken bu durum da géz
oninde bulundurulmaktadir.

4- Dupleks (dimer, hairpin) olusumlarinin engellenmesi: Primerlerin kendi izerlerinde veya diger primerlerle yaptiklan
hibridizasyon sonucu olusan dupleks olusumlarimin mimkiin oldugunca engellenmesi gerekmektedir. Ciinkii bu
durumlarda primerlerin asil hedef dizi iizerindeki hibridizasyonlan énlenir. Ozellikle oligolarin 3' ucunun yapismasi,
dupleks olusumlarinda daha etkili olmaktadir. Baz1 yazilimlarda kabul edilebilir dupleks olusturan niikleotid sayisi
manuel olarak girilebilmektedir.

5- Optimal G/C iceriginin saglanmasi: Optimal G/C icerigi stabil baglanmalar ve etkin Tm icin gereklidir. Genel olarak
G/C icerigi %40-60 arasinda sinirlandinlmaktadir.

Bu temel sartlara ek olarak bazi yaziimlarda ézel durumlann da karsilanabilmesi icin farkli secenekler bulunabilmektedir.
Sekanslama, real-time PCR, allelik diskriminasyon, multipleks PCR, nested PCR, RT-PCR gibi 6zel meniileri bulunan
yazilimlar da mevcuttur.

Tarafirmzdan gelistirilen OligoYAP 1.0 yaziiminin temel fonksiyonlan arasinda, GenBank’tan veri aktarimi, niikleotid
dizisinde korunmus bolgelerin saptanmasi, bu bdlgelerden uygun primer ve problarin secilmesi ve biyoinformatik
analizlerinin yapilmasi yer almaktadir.
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P6  BAKTERIYOLOJIDE MOLEKULER TANI NiYE GEREKLI?

Murat OZSAN
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Bilindigi gibi "besiyerlerinde cogalan" bakterilerin koloni morfolojileri ve biyokimyasal ozellikleri incelenerek ortaya
konulan fenotipik karakterleri "cogunlukla" tam koymada yeterli olmaktadir. Bununla birlikte bu tanimlama herseyden

once "besiyerinde lreyebilen mikroorganizmalar” icin ve "cogunlukla” gecerlidir. Dolayisiyla "pratikte” bir takim
sorunlar ile karsilasilmaktadir:

1. Bir cok Gnemli patojen kiiltiir ortaminda tiretilememekte veya ¢ok zor liremektedir. Ozellikle anaeroblar, patojenik
Neisseria’lar ve mikobakteriler gibi 6zel transport ve kiiltiir ortami gerektiren bakterilerin tiretilmelerinde zorluklar
yasanmaktadir.

2. Bazi patojen mikroorganizmalarin kiiltiire dayali tams uzun zaman almaktadir (Orn: Mycobacteriun tuberculosis).
Bu da etkin tedavinin secilmesini geciktirerek, prognozun olumsuz yonde ilerlemesine neden olmaktadir.
3. Bir mikroorganizmaya ait bazi fenotipik karakterler, laboratuvar kosullarinda degisime ugrayabilmektedir. Bu da
tekrarlanan pasajlar sonrasinda tam koymayi giiclestirmektedir. Orn; baz meningokoklar ilk izolasyonda maltozu
metabolize edemedikleri halde, tekrarlanan pasajlardan sonra maltoz pozitif olabilmektedirler.
4. Belirli bir fenotipik karakter, bir cok degisken gen tarafindan olusturulabilmektedir. Bu durumda ayn fenotipik

gorinimu veren, genetik olarak farkli mikroorganizmalar, fenotipik olarak tek bir mikroorganizma gibi
algilanabilmektedirler.

Bunlar bakterilerin tamsinda karsilasilan giiclikler olarak dzetlenmektedir. Bu gibi durumlarda molekiiler tani

yontemleri ¢ogunlukla konvansiyonel yontemlere destek, bazi durumlarda ise tamdaki tek secenek olarak
kullamlmaktadirlar.

Son yillarda klinik bakteriyoloji laboratuvarlarinda klinik érneklerde mikrobiyal DNA'min direkt saptanmas: icin, in-
house ve ticari Uretilmis polimeraz zincir reaksiyonunu (PCR) temel alan bir cok test ve niikleik asit amplifikasyonuna
dayali diger yontemler gittikce artan oranlarda kabul gormekte ve kullamlmaktadirlar. PCR sayesinde in-vitro olarak
besiyerlerindeki biyolojik iiremenin yerini niikleik asitlerin enzimatik yolla cogaltilmas1 yontemleri almistir. Bu gelisme
yavas Ureyen bakteriler icin nemli, kiiltiirii zor yapilan mikroorganizmalar icin ise zorunlu hale gelmistir. Aym
zamanda immiin yetmezligi olan bir hastada infeksiyon tamsimin zamaninda konulmasim saglayarak hayat kurtarici
olabilmektedir. PCR temelli yéntemler, duyarlilik ve &zgiilliikte artmay: saglarken, islemlerin otomatize olmasi ve
izotopik olmayan goriintiileme sekli sayesinde testin daha kolay yapilmasina olanak vermektedir.
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ANAEROP BAKTERILERIN MOLEKULER TANISI

Bengiil DURMAZ
inénii Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya.

Molekiiler yontemler, ozellikle polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR) teknolojisi, kultlirde lretilemeyen ya da
iretilmesi zor olan bakteri tiirlerini tammlayabilmesi, kiltird yapilabilen ancak fenotipik olarak birbirine yakin
ozellik gosteren bakteri turlerini de birbirinden ayirt edebilmesi yonlinden, kiltir yontemleri ile karsilastinldi@inda
daha hizli, daha duyarli ve daha kesin sonuclar verir.

Molekiiler yontemlerle calisirken canli mikroorganizmalar gerekmediginden anaerop drneklerin alinmasi ve tasinmasi
sirasinda aerop atmosferle karsilasmalan sonucu, anaerop bakteriler 6lmesine ragmen, bakteri kayb1 olmayacagindan,
ozellikle anaerop bakterilerin tamimlanmasinda cok bilyiik avantaj saglamaktadir (1). Bilinen anaerop kiiltiir yontemleri
ile klinik 6rneklerden simdiye kadar uretilememis, anaerop bir cok yeni bakteri tlrii molekdler yontemlerle tamimlanarak,
siniflandinlmakta ve hastaliklarin etiyolojisindeki roll arastirilabilmektedir.

Guntimiizde bilinen cins ve tiirlere uymayan biyokimyasal karakterlere sahip, anaerop bakteriler, klinik drneklerden
izole edilmektedir. Bu durumda DNA'min ekstraksiyonu, PCR ile cogaltilmasi, baz dizi primerleri kullamlarak 165 rRNA
geninin DNA baz sirasinin  tammlanmasi ve bu Urliniin baz sirasinin gen bankasinda bilinen 16s rRNA gen sirasi ile
karsilastinlmasi sonucu, anaerop bakteri turleri arasindaki baz farkhhig temeline dayali filogenetik agag yapilandinlmakta
ve bu bakteri yeni bir sinif iginde yer alabilmektedir.

Molekiler yontemlerin antibiyotik tedavisi sirasinda giivenle kullamlabilmesi de ayr bir avantaj saglar. Molekiler
yontemlerle anaerop infeksiyonlarin hizli tamsi yapilarak, antibiyotiklerin dogru secimi ve boylece hastalarin hastanede
kalma siresi de kisaltilabilir. Sadece anaerop infeksiyonlarin tamisi yapilmakla kalmaz, ilac direnci ile iliskili genin
saptanmasi ile ilaca direncli bakteri fenotipi tahmin edilebilir (2-6)

Molekiiler yontemlerte iliskili arastirmalarin en sik uygulandig alan dis ve dis eti ile ilgili infeksiyonlardir. PCR
yontemleri, dis kokl ve onu cevreleyen dokular kapsayan endodontik infeksiyonlarin patogenezinde rol oynayan
anaerop bakterilerle ilgili devamh yeni bilgi saglayarak, ileri tedavi stratejilerinin belirlenmesi yoniinde yardima
olmaktadir.

PCR uygulandiginda; endodondik infeksiyonlarda, infekte kék kanallarinda, nekrotik pulpa ve tedaviye direncli
vakalarda veya saglhikli kisilerin tiikiirliglinde ve implantasyon disleri ile iligkili infeksiyonlarda bircok yeni anaerop
bakteri tirii gosterilmistir Zor Ureyen anaerop bakteri tirlerinin, kiltlr yontemleri ile bildirilenden daha yiiksek
prevalansta olduklar saptanmstir (1,7-9).

Periodontit, dentoalveolar apseler ve gingivit vakalarinda, 165 rRNA temeline dayali PCR uygulamp, amplifikasyonun
6zgiilliigli amplikonlann restriksiyon enzimleri ile kesilip, DNA baz dizisi belirlenerek dogrulanmas ile, hangi anaerop
bakterilerin bu infeksiyonlarin etiyolojisinde daha cok rol oynadiéi veya hangilerinin patojen olmadiklar saptanabilmistir
(10-12). Aym yontemle dis clirligli olan ve olmayan cocuklardan alinan drneklerde bulunan bakteriler karsilastinlabilmekte,
yeni tiirler veya Kiiltiirii yapilamayan tipler ve dis cuirigl ile daha onceden iliskili bulunmayan tiirler tammlanabilmektedir.
Ornegin: Actinomyces gerencseria ve diger Actinomyces tirlerinin ¢lriiklerin baslamasinda énemli rol oynamakta
oldudu ve yeni bir Bifidobacterium’un derin ciriikklerde baslica patojen oldugu gésterilmistir (13).

Endodontik orijinli apselerin "Checkerboard” DNA-DNA hibridizasyon yontemi ile mikrobiyolojik degerlendirmesi
yapilarak, bu tip apselerin etiyolojisine ilave bilgiler saglanmstir(14).

Real-time PCR yontemi ile, clriik dislerin mikrobiyolojisi kantitatif olarak saptanarak kronik pulpa iltihabinda olusan
histopatolojik degisikliklerle anaeroplarin iligkisi ortaya koyulmustur (15).
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“Checkerboard” DNA-DNA hibridizasyon tekniginin anaerop bakteriyolojide kullamilmasi ile periodontal mikrofloramin
yeniden tanimlanmasi ile ilgili calismalar hizlanmistir. Asemptomatik, periapikal endodontik lezyonlarda anaerop
bakteriler tammlanabilmekte ve bakterilerin periapikal invazyonu saptanabilmektedir. Periodontal ceplerde bulunan
bakterilerin dise uygulanan cerrahi islem sirasinda alt dokulara ulasarak bakteriyemilere neden olabildigi diisiiniiliirse,
bu yontemlerle tanimin dnemi daha da artmaktadir (16).

“Denaturing gradient gel electrophoresis” (DGGE) analizi ile parmak izi ve 165 rDNA baz dizi analizi ile genotipleme
yontemleri uygulanarak, bilinen anaerop kiiltiir yontemleri ile tamimlanamayan ciddi infeksiyonlarin arastirilmas:
mimkiin olmaktadir. Ornegin: bir kornea iilserinde kompleks anaerop bakteri toplulugunun énemli rol oynadigi bu
yontemlerin birlikte uygulanmas ile saptanmistir(17).

Atopobium vaginae, metronidazol direncli bir anaerop bakteri olmas ile dikkat cekmekte ve tubo-ovarian apselerden
izole edilmektedir. Vajen florasinin degismesi ile karekterize polimikrobiyal bir sendrom olan bakteriyel vajinozu ‘
(BV) olanlarla normal vajen florasi olan kadinlarda yapilan molekiiler analizler (DGGE yontemi ile), Atopobium |
vaginae’nin anormal vajen florasim olusturan kompleks bakteri ekolojisinin dnemli bir elemam oldugu gésterilmistir(18).

PCR drinlerinin “single strand conformational polymorphism” (SSCP) analizi hizli bir yontem olarak anaerop bakteri
tiirlerini ayirt etmede kullamilmaktadir. Ornegin: Bu yéntemle karaciger taslarinda anaerop Clostridium tiirlerinin
identifikasyonlan yapilarak, Bacteroides fragilis ile birlikte tas olusumunda 6nemli rol oynadiklar1 saptanabilmistir
(19).

Bakterinin hiicre igine invazyonu, patojenite faktorlerinden birisi olup, kommensal bakterilerle olusan persistant
infeksiyonlarda nemli olmaktadir. Cevre kosullan degistiginde, kommensal organizmalar firsatc patojen olurlar.
Floresan in-situ hibridizasyon (FISH) ve lazer tarama konfokal mikroskopi kullanilarak cene epitel hiicreleri icinde
Actinomyces actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis ve heniiz tammlanamamis baska tiirler gibi periodontal
patojenlerin, hiicre ici liremeleri gosterilerek, bakteri konak iliskisinde rol oynayan hiicre icine invazyonu aciklayici,
infeksiyonlarin patogenezi ile iliskili calismalar yapilabilmektedir(20).

insan ve hayvan bagirsak normal florasinin son derece kompleks oldugu, 400’den daha fazla tiir icerdigi ve bunlardan
da 30-40 tiriin dominant olarak bulundugu bilinmektedir. Anaerop bakteriler, insan bagirsak florasinda baskin bir
sekilde bulunurlar ve insan sagligi icin cok dnemli gorevler Ustlenmislerdir. insan fizyolojisinde son derece dnemli
olan insan bagirsagindaki bakteri populasyonunun dinamiklerini etkileyen faktorleri saptamakla iliskili calismalar,
molekiler yontemlerin uygulanmasi ile daha hizli ve giivenilir bir sekilde yapilabilmektedir.

Bagirsak flora bakterilerinin bagirsak kanserine sebep olduguna dikkat ¢eken calismalar vardir. Antibiyotiklerin
bagirsaktaki anaerop floranin kompozisyonuna ve dinamikleri izerine etkisi arastinlmakta, iki yasina kadar agizdan
verilen antibiyotik tedavisinin daha sonra olusacak atopik hastaliklarin insidansim arttirdig ileri siirtilmektedir.
Bagirsak florasi gibi kompleks bir flora icinde etkilenen bakteri gruplarim tammlayabilen yéntemlerden birisi “terminal
restriction fragment pattern” (TRFP) yontemi digeri ise PCR-DGGE yontemidir. Bu yontemlerin diger yontemlere gore
Ustunlugi, bir tek drnekten bircok mikroorganizmayr ayni zamanda tammlayabilmeleridir (21,22).

Arbitrary primed PCR (AP-PCR) ile klonal seviyede tiplendirme yapilarak, infeksiyonlarda etken anaeroplarin potansiyel
kaynagi ve bulas yolu saptanabilir. Klinik orneklerden izole edilen anaerop bakterilerin tiire 6zgiil tammlamalan
yapilabilir (23-25).

Multipleks PCR yontemi ile farkl klinik érneklerden ayn1 anda farkli anaerop bakteriler tanimlanabilmektedir. Bu
yontemle cins ve tire 6zgul primerler kullanilarak, klinik 6rneklerden izole edilen cesitli Gram pozitif anaerop koklar
once cins seviyesinde daha sonra da tiir seviyesinde tammlanabilmistir. Boylece fenotipik testlerle simiflandirmas
cok zor olan Gram pozitif anaerop koklarin basit, hizli ve giivenilir olarak, infeksiyonlardaki rolii daha iyi
tammlanabilmekte, grup Uyelerinin antibiyotiklere direnc dereceleri daha dogru olarak degerlendirilebilmektedir(26,27).
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Gram pozitif anaerop koklarin son derece heterojen gruplari icermesi onlarin siniflandirilmalannin glinimiizde hala
devamli revizyona ugramasina sebep olmaktadir. PCR ile cogaltilan rDNA ISR (165-23S intergenic spacer region)
polimorfizm yontemi uygulanarak simflandinlmalari, daha hizli ve daha ucuz bir yontem olarak 16s rRNA baz dizi
analizi ile simflandirmanin online gecmistir (28).

Clostridium difficile’in patojenitesi, salgiladig toksin A ve B ile dogrudan iliskilidir. Glnumiizde bu toksinleri kodlayan
genlerin, diski 6rneginde dogrudan arastinlmasinda hizhi, duyarli ve dzgil bir molekiiler yontem olarak real-time-
multipleks PCR kullamlmakta ve anaerop kiiltiir yontemlerine gére 100 kat daha duyarli bulunmaktadhr. PCR ydntemi,
tedavi sirasinda ve sonrasinda toksik olmayan susla kolonizasyonun izlenmesine de olanak saglamaktadir(29, 30).

C.difficile’ in hastane kaynakli bulaslarimin veya hastane salginlarimin saptanmasinda AP-PCR ve PCR-ribotipleme
benzer ayirt etime giicline sahiptir, PFGE kullamlarak degredasyona duyarli DNA'lara sahip C.difficile suslarimn da
molekiiler tiplendirmesi yapilabilmektedir (31,32).

Kalin barsakta siklikla kolonizasyona neden olan ve ishal etkeni olarak da bildirilen enterotoksijenik Bacteroides
fragilis suslanmin, enterotoksin (frajilizin) geninin diskidan dogrudan nested PCR yontemi ile tanimlanmas ile
inflamasyondaki rolii saptanabilmektedir. Bu toksinin hiicre kiiltirlerinde proto-onkogen c-myc transkripsiyon ve
translasyonu ile iliskili oldugu ve onkojenik transformasyona katilma potansiyeli kazandig@ Revers - Transkripsiyon
PCR (RT-PCR ) ile gosterilerek, kronik kolon patolojilerindeki roll arastinlabilmektedir (33, 34).

Yurdumuzda anaerop bakterilerin izolasyonunda, birkac merkez disinda, yeterli olunamadigi bilinen bir gercektir.
Hizli, duyarlii@d yiksek ve dogru sonuc veren molekiiler yéntemlerin anaerop érneklere uygulanmasi, anaerop
infeksiyonlarin tamsi, takip ve tedavisinde daha ekonomik ve is yiikiinii azaltan yeni stratejiler belirlenmesine yardima
olacaktir.
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MIKOBAKTERILERIN TANI VE iDENTIFIKASYONUNDA MOLEKULER YONTEMLER

Alpaslan ALP
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Mikobakteri ailesinde Mycobacterium tuberculosis kompleksi ile birlikte, seksenden fazla tiir bulunmaktadir. M.
tuberculosis kompleksi disindaki mikobakteriler non-tiiberkiiloz mikobakteriler (NTM: Non-tuberculous mycobacteria
veya MOTT: Mycobacteria other than M. tuberculosis) olarak isimlendirilmislerdir. Bunlarin bir kismi patojenik, bir
kismi firsatcr, bir kismi ise patojen olmayan mikroorganizmalardir.

Mikobakteri ailesinin en onemli tiirii olan M. tuberculosis, dlinya genelinde her yil iki milyondan fazla insamn tiiberkiiloz
nedeniyle dlmesine neden olmaktadir. Hasta kisilerin tiiberkiiloz basilini bulastirmalarim &nleyebilmek icin, tiiberkiiloz
tamisinin kisa siirede konmast ve zaman kaybetmeden tedaviye baslanmas gerekmektedir. Tiberkiiloz hastalarinin
erken tam ve tedavisi, toplumun bu hastaliktan korunmasinda en etkili yoldur. Tiiberkiiloz tamisinda en yaygin olarak
kullamlan yontemler, aside direncli boyama yontemleri sonrasinda mikroskobik inceleme ile basilin gériilmesi ve
bakterinin cesitli sivi veya kat1 besiyerlerinde Uretilerek tanimlanmasidir. Ancak tant icin bu yontemlerin dnemli
eksiklikleri vardir. Mikroskobik incelemede aside direncli basilin goriilebilmesi icin érnegin mililitresinde en az 10.000
kadar bakteri bulunmasi gerekmektedir. Kiiltiir ile ornekteki birkac canli bakterinin dahi gosterilebilmesi miimkiindiir
ancak kolenilerin kati besiyerinde gozle goriilebilir hale gelmesi 4-6 hafta kadar siirebilmektedir. Bu nedenle tiiberkiiloza
yakalandig1 dlisiiniilen hastalann tanilarin saglayacak, duyarlih@ ve ézgiilliigli yiiksek, hizli sonuc veren, uygulamasi
kolay ve pahali olmayan laboratuvar yontemlerinin glinlik kullamma girmesi Gnemli bir gereksinim haline gelmistir.
Bu amacla yapilan calismalarda gelistirilmis olan molekiiler yontemler, giiniimiizde tiiberkiiloz tamsinda rutin kullammda
yer almaya baslamslardir.

Klinik Orneklerden M. tuberculosis Saptanmasinda Kullamlan Molekiiler Yontemler

I. Niikleik Asit Hibridizasyon Yontemleri

Niikleik asit hibridizasyon yontemleri, Grnekteki hedef niikleik asit dizisinin, komplementeri olan isaretli bir prob
ile birlestirilmesi (hibridizasyon) esasina dayanmaktadir. Boylece mikobakterilerin kromozomal DNA veya ribozomal
RNA’larimin, bunlara 6zgiil olarak baglanabilen DNA veya RNA problar yardimi ile, tiir diizeyinde belirlenmesi
saglanabilmektedir. Bu amacla kullamlan problar, 30-40 niikleotitten olusmus ve hedef dizinin karsiti olarak
laboratuvarda sentezlenmis, genellikle bir dedektdr molekiille isaretlenmis oligoniikleotitlerdir. Bu yontemlerin
ozgulliiklerinin cok yuksek olmasina karsin duyarliliklan fazla yiitksek degildir. Prob olarak kullamlan molekiillerin
drnege yeterince baglanabilmesi icin drnekte cok sayida niikleik asit bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle problar
genellikle, kiiltiirde uremekte olan mikobakterilerin erken saptanmasi veya niikleik asit cogaltma yontemlerinde
amplifikasyon sonrasinda elde edilen Uriinlerin tammlanmast amaciyla kullanilmaktadirlar.

Il. Niikleik Asit Cogaltma Yontemleri

Bu yontemler, aranan etkende bulunan &zgiil bir niikleik asit dizisinin, saptanmasi miimkiin bir diizeye ulasana kadar
¢ogaltilmast esasina dayanmaktadir. Hedef niikleik asit dizisi, 6zgiil primerler ve enzim kullanilarak cogaltildiktan
sonra, cesitli yontemler kullanilarak saptanirlar. Niikleik asit cogaltma yontemleri ile drnekteki cok az miktardaki
mikroorganizmanin saptanabilmesi mimkiindir. Ancak bu yontemler drnekteki inhibitérlerden etkilenebilir ve
kontaminasyona duyarlidir. Bu iki sorun hibridizasyon yontemlerinde goriilmez.

A. Niikleik asitte hedef bdlgenin ¢ogaltilmas:

1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): PCR yontemi, cogaltilmasi istenen DNA drneginin, DNA replikasyonu icin gerekli
maddelerle birlikte, U¢ degisik 1s1da bir siklus icerisinde tutulmasi esasina dayamir. Denatiirasyon, birlesme ve
replikasyon basamaklan sonrasinda hedef DNA cogaltilmis olur. PCR ile M. tuberculosis’in balgam, plevral sivi, apse
icerigi, BOS, idrar ve biyopsi materyali gibi klinik drneklerde saptanmasi miimkiindtr. PCR ile klinik érneklerde 10
kadar basilin saptanabilmesi miimkiin hale gelmistir. Ancak duyarliligi bu derece yiiksek olan bir yontemin yalanc
pozitif sonuclar da birlikte getirmesi kacinilmazdir. Orneklerin PCR icin hazirlanmas: sirasinda, bakteri ya da eski
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PCR Uriinlerinin bulasmast zaman zaman énemli sorunlar dogurabilmektedir. Yontemin guvenilirliginin saglanabilmesi
icin drneklerle birlikte mutlaka bir negatif ve bir pozitif kontrol calisilmali, sonuclar klinik bulgular ve diger laboratuvar
yontemleri ile birarada degerlendirilmelidir. Cogaltilan drlinlerin elektroforez yapilmaksizin saptanmasina ydnelik
olarak yapilan calismalar sonucunda, otomatize PCR sistemleri ve real time PCR ydntemleri gelistirilmistir.

Amplicor Sistemi: Bu yontemde &ncelikle M. tuberculosis 165 rRNA’s1 biyotin ile isaretli primerlerle cogaltilir.
Cogaltma sonrasinda amplikonlar denatiire edilir ve elde edilen tek zincirler, 6zgiil problarla hibridize edilir. Bunu
takiben avidinle bagl peroksidaz konjugati, biotinle isaretli amplikona baglanir. Baglanms konjugat, peroksit varliginda
3,37, 5,5"-tetrametil benzidin ile reaksiyona girerek renkli bir kompleks olusturur. Sonuclar fotometre ile olculerek
degerlendirilir. Bu islemlerin tamamn, kapali bir sistem olan Amplicor cihazi (Roche Diagnostics) icerisinde gerceklestirilir.

Real Time PCR: Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis gosteren floresans sinyalinin olciilmesiyle,
kantitatif sonug alinabilen PCR yéntemidir. Boylece M. tuberculosis, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire icinde
saptanabilmektedir. Tlpler acilmadan test tamamlandig: icin kontaminasyon riski azalmaktadir. Giintimiizde tiiberkiiloz
tanisinda kullamim alam bulmus cesitli real time PCR yontemleri mevcuttur.

Syber Green Boyas1 Kullanilarak Real Time PCR ile Amplifikasyonun Saptanmasi: Primerlerin baglanmasim takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’min cift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan “cyber green” miktari
artar ve buna bagli olarak yayilan floresans miktarinda artis gozlenir. Elde edilen floresansin istenen hedef bdlgenin
amplifikasyoruyla mi gerceklestigi, yoksa primer dimer olusumu ile ortaya ¢ikmis non-spesifik bir iiriin mii oldugunu
anlayabilmek icin "melting curve" (erime egrisi) analizi yapilir.

Ozgiil Problar Kullanilarak Real Time PCR ile Amplifikasyonun Saptanmas: (FRET: Fluorescence Resonance Energy
Transfer): Ozgiil problardan biri 3’ ucundan floresans boya ile isaretli (donér boya), digeri 5’ ucundan alici boya
(acceptor dye) ile isaretlidir. Problar hedef bolge lizerinde birbirine yakin yere (1-5 niikleotid uzaklikta) baglamr
ve isaretli uclar yanyana gelmis olur. iki boyanin yanyana gelmesiyle aciga ¢ikan enerji, ikinci prob lzerindeki alicy
boyay: etkileyerek floresans olusumuna neden olur. Olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine
(PCR ile olusan iiriin miktarina) bagl olarak artar.

TagMan Problan Kullamlarak Real Time PCR ile Amplifikasyonun Saptanmasi: Bu sistemde 5’ ve 3’ uclanndan florokrom
maddelerle isaretli TagMan problan kullanilir. Probun 5 ucunda raport6r florokrom, 3’ ucunda ise baskilayic1 florokrom
bulunur. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef bolge iizerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere
baglanir. Prob-hedef bélge arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom maddenin sinyal olusturmasi,
3" ucundaki baskilayic1 florokrom madde tarafindan engellenir. Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasin takiben
baslatilan primer uzamas: probun baglandigi noktaya geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin TagDNA polimeraz
enzimi 5’-3’ ekzonlikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan itibaren yikmaya baslar. Béylece raportér florokrom
serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta iretilen iiriin arttikca, floresans miktarinda artma gézlenir.

2. Transkripsiyon Bazh Amplifikasyon (TMA): Tlberkiiloz tamsinda kullanilabilen izotermal bir RNA amplifikasyon
yontemidir. Transkripsiyon bazli olan bu yontem, RNA polimeraz ve revers transkriptaz enzimleri yardimyla RNA
cogaltilmasi esasina dayanir. RNA’nin DNA’ya gore daha labil olmas nedeniyle, kontaminasyon riski daha dusiik,
ozgiillik daha yiiksektir.

A. Niikleik asit iizerinde ozgiil problarin cogaltilmasi

LCR (Ligase Chain Reaction): DNA saptanmasi amaciyla gelistirilmis bir prob hibridizasyon-ligasyon yontemidir, Bu
sistem primerlerden amplikon tiretmek yerine, termostabil ligaz enzimi yardimiyla prob cogaltilmas: esasina dayanir.
PCR’da oldugu gibi termal déngii cihazina gereksinim vardir. Termostabil ligaz enziminin kullamldigi LCR ile sadece
iki primer boyu kadar uzunlukta amplikonlar elde edilir. Denatiirasyon sonrasinda kalip tek zincirli DNA lzerindeki
hedef dizilere yanyana yerlesen oligoniikleotid problar, termostabil ligaz enzimi yardimi ile birlestirilirler ( ligasyon).
Ligasyona ugrams oligoniikleotid ciftleri ve orijinal diziler bir sonraki siklusta kalip olarak kullamlir ve tekrarlayan
sikluslar sonrasinda milyarlarca hedef dizi iiretilir.
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Tiiberkiiloz Tamsinda Kullanilan Molekiiler Test Sonuclarinin Degerlendirilmesi |
Tiberkiiloz siphesi bulunan hastalardan tam amaciyla, uc farkli ginde alinmis 6rneklerin degerlendirilmesi !
gnerilmektedir. Tuberkiiloz tamsinda kullamlacak olan molekiiler yontem, hastadan alinmms olan ilk 6rnege uygulanmalidir. ‘
Hem mikroskobik inceleme sonucu hem de molekiiler test sonucu pozitif olarak bulunursa, hastanin tiiberkiiloz oldugu

sonucuna varlabilir. Mikroskobik incelemenin pozitif, molekiiler testin negatif bulundugu durumlarda, ornekte inhibitor

vartigi arastinlmalidir. Bazi testlerde kullamlan internal kontrollerle inhibitor varhig saptanabilmektedir (Amplicor

sistemi). Bunun mimkiin olmadig1 yontemlerde, ornegin bulundugu tiip icerisine M. tuberculosis DNA’s1 katilarak

inhibitér varligimin arastirilmas saglanabilir. inhibitér saptanmamasi durumunda mikroskobik inceleme sonucunun |
pozitif ¢ikmasi, drnekte NTM varligi ile aciklanabilir. Eger inhibitor varligi saptanmissa, sozkonusu 6rnek icin molekiler '
testlerin tamisal bir degerinin olamayacag sonucuna vanlir. Mikroskobik inceleme sonucunun negatif, molektler test

sonucunun pozitif citkmast durumunda, test yeni bir drnekle tekrarlanmali, yine pozitif sonu¢ alinmasi durumunda

hastada tiberkiiloz oldugu diisiiniilmelidir. Hem mikroskobik inceleme, hem de molekiiler test sonuclarinin negatif

olarak bulunmasi durumunda hastanin tiberkiiloz olmadig disiiniiliir. Ancak boyle bir durum, hastada kesin olarak

tuberkiiloz bulunmadi@ anlamina gelmemelidir. Tedaviye yonelik kararin alinmasinda klinik degerlendirmeler 1s1@inda

yorum yapilmalidir.

Tuberkiloz tanmisinda kullamlmakta olan molekiiler yéntemler, tam konma siirecini belirgin derecede kisaltmaktadirlar.
Ancak buna ragmen molekiiler testler, mikroskobik inceleme ve kiltiir yontemlerinin yerini alamamislardir.

Mikobakterilerin identifikasyonunda Kullamlan Molekiiler Yontemler

Guniimizde klinik drneklerde saptanan mikobakterilerin tiir diizeyinde identifikasyonu amaciyla biyokimyasal testler
yerine molekiiler yontemler tercih edilmektedir. NTM infeksiyonlarinin laboratuvar tamsinda molekiler yontemler,
mikobakteri tiirleri arasinda farklilk gosteren gen bolgelerinin cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Hedef olarak
secilen baslica gen balgeleri 165 rRNA, hsp65, recA ve rpoB genleridir. Bu gen bolgelerinin dizi analizi sonucunda
saptanarak, standart suslarla karsilastiriimas ile glivenilir bir sekilde tir tayini yapilabilmektedir. 16S rRNA geni,
bakterilerin molekiiler identifikasyonunda altin standart olarak kabul edilen bir hedef bolgedir. Ciinkd hem her
bakteriye 6zgli cok iyi saklanmis diziler icerir, hem de her tiire gore degisen dizilere sahiptir. Bu degisken dizilerin
PCR ile cogaltilmasi sayesinde tir tayini mimkiin olabilmektedir. 16S rRNA geninin dizi analizi tim mikobakteri
tlrlerinin tammlanmasim saglayabilmektedir. Mikobakteri identifikasyonunun dizi analizi ile yapilabilmesi amaciyla
tretilmis olan cesitli ticari kitler mevcuttur. Bunlardan MicroSeq 500 16S rDNA bakteriyel dizi analizi kiti (Applied
Biosystems), mikobakteriyel 165 rRNA 5’ ucundan 500 baz ciftlik bir bélgenin amplifikasyonunu ve sonrasinda dizi
analizini saglayarak tiir diizeyinde identifikasyon saglamaktadir.

16S rRNA dizilerinin karsilastirilmasi mikobakterilerin identifikasyonunda giivenilir bir yontem olmakla birlikte, M.
gastri ve M. kansasii gibi baz1 tUrlerin ayirtedilmesinde yetersiz kalabilmektedir. Bu gibi tirlerin identifikasyonu
amaciyla, recA gen dizilerinin karsilastirilmasindan da yararlamlmaktadir. recA geni tim bakterilerde bulunan, DNA
hasar onarimi, DNA sentezi ve hiicre béliinmesinde rolii olan bir gendir. Bu gen bélgesinin kullamlmasiyla, dzellikle
165 rRNA gen dizileri cok benzer cikan tirlerin ayirtedilebildigi gasterilmistir.

"Single-stranded conformation polymorphism analysis” (SSCP) yontemi, mikobakterilerin identifikasyonunda dizi
analizine alternatif olan bir yontemdir. Bu yontemde hedef genin PCR ile cogaltilmis kilciik dizileri kullamlir. Bu
diziler 151 ile denatiire edilerek, tek zincirler elde edilir. Tek zincirlerin renatiirasyonu sonrasinda, farkli dizilerdeki
parcalar farkli tersiyer konformasyonlar olustururlar. Bu parcalar elektroforez ile aynistirildiginda, her parca farkl
bir hizla hareket eder. Bu yontem temel olarak genomik DNA’daki nokta mutasyonlarimin belirlenmesinde kullamlir.
Mikobakteri tiirlerinin identifikasyonuna yonelik olarak gelistirilmis olan SSCP yonteminde, mikobakteriyel 165 rRNA
geninin de@isken bélgelerine 6zgll dort ayn cift iplikcikli parca, dort cift fluoresan primer ile cogaltilmakta ve elde
edilen Uriinlerin SSCP analizi yapilmaktadir. Bu yontemle PCR sonrasinda SSCP analizi sonucu 30 dakika icinde
alinabilmekte, kapiller elektroforez sistemi sayesinde aym anda 16 trnek test edilebilmektedir.

PCR-restriksiyon enzim analizi yontemi, mikobakterilerin identifikasyonunda kullamlan pratik ve ekonomik bir
yontemdir. Restriksiyon enzim analizi icin cesitli calismalarda 165 rRNA, hspé5 "heat shock protein” geni ve rpoB geni
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hedef olarak secilmistir. Yapilan calismalarda, RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB geninin dért restriksiyon enzimi
ile (Haelll, Hindll, Mval ve Accll) kesilmesi ile elde edilen bant paternleri, standart bant paternleri ile karsilastinlarak
mikobakteri tiirlerinin identifikasyonu saglanmistir. PCR-restriksiyon enzim analizi yonteminde son yillarda secilmis
hedef bolgelerden biri de ITS (Internal Transcribed Spacer) boélgesidir. Bu bolge, 165 ve 235 rRNA’lan kodlayan genler
arasinda bulunan bir diziden olusmaktadir. Bu dizide de, her tiire 6zgi fakl nikleotidler bulunmasi nedeniyle, yapilan
calismalarda mikobakterilerin identifikasyonu saglanabilmistir. Ancak bu bélgedeki polimorfizm oramnin ok yiiksek
olmas1 nedeniyle, sonuclarin degerlendirilmesinde baz1 zorluklar yasandig goriilmiistir.

65 kDa agirligindaki hsp65 genini hedef alarak yapilan PCR-restriksiyon enzim analizi, yaygin olarak kullamlmakta
olan mikobakteri identifikasyon yontemlerinden biridir. hsp65 geni, hem cok iyi korunmus diziler icermekte, hem
de tilrden tlire farklilik gosteren diziler bulundurmaktadir. PCR-restriksiyon enzim analizinde bu genin 441 baz ciftlik
bir dizisi cogaltilarak kullamlmaktdir. iki zgil primer kullamlarak cogaltilan lriinler, Bstll ve Haelll restriksiyon
enzimleri ile kesilmektedir. Boylece elde edilen restriksiyon parcalan poliakrilamid jelde yiiriitiilerek aynstirnlmaktadir.
Poliakrilamid jel elektroforezi sonrasinda goriilen bantin molekil agirbginin tam olarak anlasilabilmesi icin molekil
agirlik standart ile karsilastirilmasi gereklidir. Iki restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda, 80’e yakin mikobakteri
truinin herbiri kendine ozgii bantlar olusturdugundan, olusan bantlarin molekiil agirb@inin belirlenmesi mikobakterilerin
identifikasyonunu saglamaktadir. Bunun icin tek yapilmasi gereken, drneklerde olusmus bantlarin molekiiler agirlik
standarty ile karsilastinlarak agirliklaninin saptanmasi ve hangi tiiriin bantlar ile uyustuguna bakilmasidir. Boylece
her 6rnekte iki restriksiyon enzimi ile olusturulan parcalardaki bantlar saptanarak NTM tiriiniin ismi belirlenebilmektedir.
Ancak bazen klasik molekiiler agirlik standartlan ile yapilan karsilastirmalarda, birbirine cok yakin bantlarin
degerlendirilmesinde gliclikler yasanabilmektedir. Bu giicliigii asabilmek amaciyla gelistirilmis olan bir NTM identifikasyon
kitinde, bilinen mikobakteri tiirlerinin hem Bstll restriksiyon enzimi ile, hem de Haelll restriksiyon enzimi ile kesildiginde
olusturacagi olas1 bant sekillerini iceren iki degisik molekiiler agirlik standart: bulunmaktadir (Mycotype-All, Salubris).
Bu iki molekiiler agirlik standarti ile karsilastirma yapilirken, elde edilmis olan bantlarin tamamimin bir karsih@
oldugundan, degerlendirme sirasinda hata pay1 6nemli 6lciide azalmaktadir. Cesitli calismalarda elde edilen sonuclar,
PCR-restriksiyon enzim analizi ydnteminin mikobakteri tiirlerinin identifikasyonunda rutin laboratuvar kullanimina
uygun, ekonomik, pratik ve hizli bir yontem oldugunu gostermektedir.
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HELICOBACTER PYLORI TANISINDA KULLANILAN MOLEKULER YONTEMLER

Fatih KOKSAL
Cukurova Universitesi Tip Fakltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana

Ozet: Helicobacter pylori ve gastroduodenal hastaliklar arasindaki iligkinin ispati gastroenteroloji ve Klinik Mikrobiyoloji
disiplinlerinin ortak calismalar ile 20. yy"in sonunda elde ettikleri en bilyiik basaridir. Bu cok 6nemli bulus nedeni
cok iyi bilinmeyen &nemli bir hastalik grubu icin yeni ve basanli tedavi imkan ile riski azaltma sans1 vermistir. Ancak
H. pylori’nin hastalardan cok saglikh asemptomatiklerdeki mide kolonizasyonu, kolonize hastalardaki prognozun
farklihig1, bu mikroorganizmamn hastalik olusturma yeteneginde farktiliklar oldugu virulansla iliskili faktorlerin suslar
arasindaki dagiimin farkli oldugunu géstermistir. Bu sartlar altinda klinik érneklerde sadece bakterinin varligim
gosteren diistik duyarliiga sahip kiiltiirde izolasyon gibi fenotipik karakterlere dayali tani yontemlerinin yerine,
trnekdeki bakterinin genotipik karakterlerini ortaya koyan, virulansla ilgili gen karakterlerini veya bir gene ait alelleri
tamimlayabilen yiiksek duyarlilik ve dzgiillikdeki molekiiler tam yontemleri cesitli modifikasyonlar ile yogun olarak
kullamlmaya baslanmistir. H. pylori ve gastroduodenal patoloji iliskisinde bu giin hala cevaplanamarms pek cok soru
olmakla beraber, bilgilrimizin bircogunu ve daha da dnemlisi sorgulama yetenegimizin gelisimini molekiiler tam
yontemlerine bor¢luyuz.

Burada H. pylori calismalarinda kullanlan genel testler icerisinde molekiiler tant yontemlerinin yeri, dnemi, virulansin
aciklanmasinda kazandirdiklan hakkinda literatiire dayali bilgi aktanlacaktir.

Genel Bilgiler: H. pylori gram-negatif, spiral seklinde bir ucta yer alan 4-6 adet arasinda degisen sayidaki kilifl
flagellalari ile son derece hareketli, mikroaerofilik mikroorganizmalardir. Antibiyotik ve lireme faktorleri eklenmis
zenginlestirilmis besiyerlerinde 30-370C arasinda iyi lireyen 250C"de tremeyip, 420C°de treme yetenegi suslar arasinda
farklilik gésteren H. pylori oksidaz, katalaz ve giiclii lireaz aktivitesi, nitrat rediksiyon yetenegi, sulfurlu bilesikleri
kullanarak H2S olusturabilmesi, hippurati hidrolize edememesi, nalidiksik aside direncli, sefalotine duyarl olmas
ile laboratuvarda tammlanabilir. H. pylori suslan her ne kadar in vitro sartlarda major karbonhidratlan katabolize
edemeseler de nilkleer manyetik rezonans spektroskopisi ile bu bakterilerde monosakkarit kinaz aktivitesinin oldugu
gbsterilmistir. Bu bakteriler in-vivo sartlarda viicutta bol miktarda bulunan glikozu fermente etmekten cok enerji
doniistimiinde fosfat alicisi-substrat- olarak kullanmaktadir. Ayrica H. pylori suslan campylobacter’lerden farkl
olarak elektron transport sistemlerinde proton tasiyicisi olarak gérev yapan, protein yapida olmayan metillenmemis
MK-6 kinonlara sahiptir (23). H. pylori izolatlarimin identifikasyonu ve tiplendirilmesinde bakterinin LPS O spesifik
yan zincirine veya Lewis antijenlerine kars: elde edilen spesifik antikorlar da kullamlmaktadir. Ancak ozellikle Lewis
antijenleri konservatif antijenler olduklan icin genetik yapidaki kiiciik ancak onemli mutasyonlan tespitte yetersiz
kalms, klinik izolatlarin yaklasik olarak % 15'i de bu yontemlerle tiplendirilememistir. Fenotipik dzelliklere gore
tiplendirme icin yeni ydntemler denenmektedir. Mesela LPS’in spesifik O yan zincirindeki karbonhidratlara baglanan
lektin bazli tipleme ile 16 farkl tilkeden toplanan 309 sus ile yapilan bir calismada 10 farkl lektin tipi belirlenmistir
(31).

H. pylori konak ve doku tropizmi gosteren bir bakteridir. insanlarda mide mukozasina tropizm gosterir. Dogada kedi,
kopek, domuz ve kemiriciler gibi bir cok farkli hayvan tiiriinde farkh intestinal Helicobacter tiirli tammlanmistir.
Ancak insanlara en iyi uyum saglamis, gastroduodenal patolojiye sebep olan tur H. pylori’dir (30). H. pylori-insan
birlikteligi en azindan 2500 yillik bir gegmise dayanmaktadir (58). H. pylori infeksiyonlarinin insidansi gelismekte olan
lilkelerde %3-10/yil, prevalansi da >%75 iken, gelismis iilkelerde insidans %0.5 prevalans orani ise %10-30 arasinda
degismektedir. H. pylori infeksiyonlan siklikla cocukluk déneminde kazanilir ve birden fazla sus bu donemde midede
kolonize olabilir. Ancak suslarin cogu spontan olarak eradike edilirken, mide mukozasina ve konagin immun sistemine
uyum saglayan bir genotip konakta kalici kolonizasyon gdsterebilir. Baskin genotip aileseldir ve bu baskin yerlesim
diger suslarla bir yaris sonu kazamlan bir kalicilik olmayip ailenin sartlarina uyum saglams gastrik kolonizasyona
adaptasyonun sonucudur (34). "Rhesus” maymunlarinda 7 farkl susun birlikte verildigi deneysel infeksiyonlarda da
benzer sonuclar alinmistir (21). Her ne kadar ileri yastaki hastalarin mide biyopsi érneklerinde bati toplumlarinda
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%10.8, Brezilya’da %15.4, Portekiz'de %44.5, Meksika'da %65.0 ve Giiney Amerika’daki diger llkelerde %23.8 oranmnda
birden fazla susun goriildiigii bildirilmisse de bu miks kolonizasyonun gercekten bir miks infeksiyona m yoksa midenin
antrum ve korpus gibi farkli bolgelerinde adapte olmaya calisan bir susun genotipik mutantlarina m bagl oldugu
kesin aciklanamamistir. Ancak kisi ve cevre hijyeni bozuk toplumlarda hayatin her déneminde yeniden infeksiyon
riski miks infeksiyon ihtimalini artirmaktadir (5, 27).

H. pylori mide kolonizasyonu esnasinda tasiyicilarin cok az bir kisminda kronik gastrit indiiklenmekte, mide ve
duodenumda (lser, atrofik gastrit, diisiik dereceli MALT lenfoma ve adenokarsinoma goriilebilmektedir. Yiiksek
prevalansa ragmen H. pylori ile infekte kisilerin sadece %30’unda semptom gelismektedir. Bu duisik insidans H. pylori
ile gastroduodenal hastaliklar arasindaki etiyolojik iliskiye kusku diisiirse de gerek genis vaka gruplan ile klinik yapilan
calismalar, gerekse "pigtail macaque” ve "Rhesus” maymunlari ile yapilan deneysel calismalarda H. pylori’nin ylizeyel
gastrite yol actigi ispatlanmistir. Rhesus maymunlarinda H. pylori infeksiyonu ile yaratilan gastritin H. pylori
eradikasyonu ile iyilesme silirecine girdigi gosterilmistir (43). H. pylori patogenezi ile ilgili cok sayida spekiilasyon
bulunmakla birlikte immunopatoloji en cok kabul géren hipotezdir. H. pylori 1994 yilinda tip 1 karsinojen olarak kabul
edilmistir. infekte kisilerde gastrik kanser gelisme riski %3.8-8.7 arasinda degismektedir. Karsinogenezin ve MALT
lenfomamin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamarmis olmakla beraber burada da immunopatoloji etkendir. H. pylori
infeksiyonu esnasinda midede pH 4.5’e kadar cikmaktadir. Yiiksek pH adi bakterilerin ve metabolitlerinin midede
asin derecede artisina sebep olmakta, bu metabolitler nitratlanin nitritlere rediiksiyonunu indiiklemektedir. Mideye
cesitli gidalar veya ilaclarla alinan aminler ve amidler bu nitratlarla birleserek karsinojen N-nitrozo bilesiklerini
olustururlar. Kronik inflamasyonda yer alan polimorf niiveli lokositler, lenfositler ve makrofajlarin yarattig oksijen
ve nitrik oksit radikalleri de mukozal hiicrelerde neoplastik transformasyonu tetikleyebilirler (62). H. pylori ile infekte
hastalarda mukozal askorbik asit miktar1 diismekte ve lipid peroksidasyonu artmaktadir ki bu da karsinogenezi
tetiklemektedir. Sonuc olarak H. pylori ile kolonize kisilerin en az %2-4’iinde 10 yillik bir siire icerisinde mokozal
hiicrelerdeki hasara bagli olarak diffiiz veya intestinal tip adenokarsinoma gelisebilmektedir (23). Giinimizde H.
pylori ile ilgili calismalar gastroduodenal patolojinin gelisimini etkileyen bakteri, konak ve cevreye ait faktorlerin
belirlenmesi ve H. pylori kolonizasyonunun yani sira kolonize suslardaki muhtemel virulans faktdrlerini tayin edecek
tam yontemlerinin gelistirilmesi lizerine yogunlasmstir. Bu baglamda molekiiler tan: yontemlerinin kullamldig
calismalarda cok degerli sonuclar tretilmistir.

Patoloji: Molekiiler tam yontemleri kullamlarak yapilan arastirmalarda H.pylori infeksiyonlarinin seyrini etkileyen
bakteri ve konaga ait Gnemli bilgiler elde edilmistir.

Bakteriye ait faktorler: H. pylori genomu bakterinin bulundugu cevre sartlarina kendisini adapte edebilmesi amac
ile bilinen diger bakterilere gére cok daha yiiksek oranda degiskenlik gosterir. Suslar arasindaki %3-5 oramna ulasan
genetik farklibklar; son derece iyi korunmus genlerdeki nokta mutasyonlar kadar, non-konservatif bolgeler, mozaik
genler ve kromozomal organizasyonlardaki delesyon ve insersiyon mutasyonlar seklinde de gorulur. Genotipik
degisimler etnik yap1 ve cografi bolgeye gore sekillenebildigi gibi ayn1 konakta antrum ve korpusta kolonize olan
suslar arasinda da goriilebilmektedir. Hatta bir tek biyopsi érneginden iiretilen susun kolonileri ayn ayn incelendiginde,
koloniler arasinda bile genetik farklilasmalar gésterilmistir. Genetik degisiklikler siklikla farkli bir konagin infeksiyonu
esnasinda uyum amagh olarak sekillense de, aym konak degisen sartlara bagli olarak 7-10 yil gibi bir slire icerisinde
nokta mutasyonlar ve hatta cagA gibi dnemli genlerin kayb ile sonlanan delesyonel mutasyonlar seklinde de ortaya
cikmaktadir (18).

H. pylori'nin genetik yapisindaki bu degiskenlik bakteriye ait varsayilan virulans genlerinin de dnemini tartisilir hale
getirmektedir. Mesela gastrik karsinoma olgularimin en stk gériildiigii Japonya (tahminen 235.000 vaka veya % 0.4/yil
insidans) ve Cin gibi lilke izolatlarinda cok yiiksek prevalansta olup virulansla iliskilendirilemeyen cagA ve vacA gibi
bazi genler ve sekrete ettikleri proteinler bat1 diinyasinda gastrik adenokarsinoma ve peptik Ulser icin prediktif deger
tagimaktadir. Bu nedenle virulansa etki eden bakteriye ait faktorleri tespit icin daha genis gruplan kapsayan molekdler
dizeyde calismalara ihtiyag vardir. Bu giine kadar yapilan calismalarla bakteriye ait cagPl ile iliskili genler, vacA gibi
genler virulansla iliskilendirilmistir.




cag (cytotoxin associated gene) patojenik ada (cagPl) genleri : cagPl, 40kb biyukluglinde ve cagA, cagk, cagG,
cagH, cagl, cagl, cagM, ve virB11 gibi 30’dan fazla genden olusan bir ORF (open reading frame) bdlgesidir. Bu gen
adas diger bakterilerde oldugu gibi virulansla ilgili ve dzellikle de tiplV sekresyon sisteminde rol alan agressif
proteinleri kodlar. cagPl’ye sahip suslar konakta IL-8 gibi proinflamatuvar kemokinlerin salgilanmasim artirarak
immunopatolojiyi tetiklerler. cagPl tasiyan suslar tip | suslar olarak tammlanirlar ve bu suslar ilser ve gastrik
karsinomalar gibi ciddi klinik tablolarla iliskilendirilirler. cagPl tasimayan suslar ise tip Il suslar olarak tammlamp,
daha cok non-lilser dispepsi gibi benign gastrointestinal rahatsizigi olan hastalardan izole edilirler. H. pylori sustarina
bilinmeyen bir bakteriden aktarildig disiniilen ve glutamat rasemaz geni icerisine yerlesen bu gen adasi suslar
arasinda horizontal olarak aktarilmaktadir. cagPl genleri, ya araliksiz olarak pespese dizilerek bir bituinlik gosterir
veya araya giren insersiyon segment 15605 ile ayrilmis sag, cagPl-| ve sol, cagPI-Il olarak tammlanan 2 altuniteye
béliiniirler. cagPl-1l sublinitinin 3’ ucunda yer alan ve tip IV sekresyon sisteminin en énemli komponenti olan cagE
geni virulans faktorlerinin hiicre membranindan salgilanmasin saglayan 101kDa luk bir polipeptidi kodlar. cagPl’de
yer alan cagA geni cagPl icin bir indikator olarak kullamlmaktadir. Ancak bakterinin konaga uyum cabasinin bir sonucu
olarak cagPl de cagA’min da dahil oldugu genlerde yiiksek oranda delesyonel mutasyonlar gorilmektedir (13).

PCR, mikroarray DNA ve DNA dizi analizi yontemi kullanarak 66 klinik izolatin degerlendirildigi bir calismada izolatlann
hic olmadig1 gosterilmistir. Mutant suslardan 3 tanesinde cagA olmadigi bildirilen calismada, cagA’mn cagPl icin bir
dnsart olmadig belirtilmistir. Intakt cagPl’ye sahip suslarin delesyonal mutasyon gosteren suslara gore daha yiiksek
oranda IL-8 tiretimini uyardi@ bildirilerek virulansa atifta bulunulmustur (43). Bir baska calismada cagA pozitif 10
hastaya ait izolat ile cagA negatif 6 hastaya ait izolatlarin besiyerinde uretilmis 150 farkli kolonisi cagPl’deki
mutasyonlar yoniinden PCR ve RAPD yontemlerini kullanarak arastinlms ve test edilen cagPl pozitif suslarin %24.7’'sinde
kismi veya total delesyonel mutasyon goriildiigii tespit edilmistir. Mutant suslar arasinda cagA genindeki delesyonun
%87.3 oraminda , cagE’de ise % 77 oraminda gériilduigli bildirilmistir. Ancak farkli bolgelerde farkh etnik yapiya sahip
ve farkli patolojik tablolarin gériildiigli hastalardan izole edilen suslarda bu mutasyonlarin klinik tabloyu degistirdigini
gostermek miimkiin olamamistir (56, 67).

cagA: Bu gen Tip | suslarinda CagA olarak tammlanan, 120 ila 140 kDa molekil agirh@inda, 1.147-1.181 amino asit
uzunlugunda, giiclii immunojenik aktiviteye sahip olan sitotoksik bir dis membran proteinini kodlar. Etnik, bolgesel
ve klinik farkuliklar gdstermekle birlikte H. pylori suslanimin %50-90"inda  CagA uretilir. IL-8, IL-6 ve tlimor nekrotizan
faktdr (TNF) gibi proinflamatuvar kemokinlerin salimmint uyaran CagA proteini sitotoksik dzelliginin yan sira epitele
baglanmada da rol oynar. CagA proteini TiplV sekresyon sistemi yardim ile ekstraselliiler ortama salgilamr. CagA
gastrik hiicrelere transloke olduktan sonra konak hiicre kinazlarim uyarir. CagA icerisindeki fosforillenmis tirozin
residiileri gastrik epitelde bakterinin baglanma alanlanindaki proteinlerin fosforilasyonuna sebep olur. Bunlar okaryotik
sinyal transdiiksiyon santin, niikleer faktorleri ve sitoskeletal esnekligi aktive ederler. Sitokinlerin salimm indiklenmis
olur. cagA negatif mutant suslarla yapilan calismalarda epitel yiizeyindeki adeziv proteinlerin fosforillenmesi
gerceklesmez (4). H. pylori CagA proteini icerisinde 3 tane farkl nikleotid tirozin fosforilasyon motifi tespit edilmistir.
Bunlar TPM A, B ve C olarak tammlanmistir. Bu motiflerin cagA geni veya CagA proteininin virulansina olan etkisi
tartismalidir (12). Yapilan gen mutasyon calismalarinda cagPl’de yer alan cagA disindaki diger baz genlerin de
bagimsiz olarak IL-8 sekresyonunu indiikledigi gosterilmistir.

Bat1 toplumlarindan izole edilen suslarda CagA Ureten Tipl suslan virulansla iliskili olarak bulunmusken, Asya suslannin
% 90"indan fazlas! Tipl suslar olarak belirlenmistir. Bu bulgular nedeni ile cagA varligi disinda cagA allellerinin virulans
yoniinden daha dnemli olabilecegi duisiintilmiistiir. CagA’min 5” ucu son derece konservatif iken 3’ ucunda farkl sayida
tekrarlayan diziler yer alir. CagA proteinin molekiil agirigindaki farklihk bu degisken bélgenin triiniidir. Genin 3’
ucundaki bu tekrarlayan dizilerin klinik ve biyolojik islevi bilinmemekle birlikte CagA’mn antijenik ve immunojenik
giiciiniin degismesi, bunun da prognozu etkilemesi beklenmektedir. Ancak diger bir cok potansiyel virulans faktoriinde
oldugu gibi cagA alttiplerinin Japonya, Cin ve Bati iilkelerinden izole edilen suslardaki dagiimimin klinikle korelasyon
gdstermedikleri goriilmustiir. Ornegin PCR bazl calismalarla Japonya'da izole edilen suslarda 3’ ucunda yer alan
diziler nedeni ile A, B, C ve D olarak tamimlanan 4 alttipten 642-651 bp uzunluguna sahip Tip C gastrik adenokarsinoma
ve peptik iilserle iliskili bulunmusken, Cin’de H. pylori izolatlarinda belirlenen 3 alttipten (tip! 825 bp, tipll 900bp
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ve tip Il 950bp ) en sik tipl alttipine rastlandig ancak ne alttiplerin ne de cagA’min virulansla iliskisinin olmadig
bildirilmistir (61, 67). Afrika kokenli 59 sus ile yapilan bir baska calismada ise vacAs1a ve cagA 3’ ucunda kisa fragmentli
suslanin peptik Ulser ile, vacAs1b / m1 ve CagA 3’ ucunda fragmentli suslarin gastrik karsinoma ile iliskili suslarda
yiksek prevalansta goriildiiaii bildirilmistir (16, 35, 45) .

VacA geni: vacA H pylori’nin major virulans faktérlerinden birisi olan ve memeli hiicrelerinde vakuolizasyona sebep
olan 87 -93 kDa agirliginda CagA proteinini kodlamaktadir. Gen 3933 bp bulyikliiglinde bir ORF'dir. H. pylori suslarinin
tamaminda bu gen bélgesi bulunmasina karsilik suslarin yaklasik olarak % 50’sinde gen aktiftir ve vacA proteini
uretir. vacA geni1287-96 aminoasitlik bir prekiirsér VacA proteini kodlar. Bu amino asit dizisi sekresyon esnasinda
karboksi ve aminoterminal bélgelerinden delesyona ugrar ve 6nce 142 kDa’a diiser, sekresyondan sonra da 87-93
kDa’luk aktif protein haline déniisiir, H. pylori suslarinda iki genetik element birbirleri ile kesinlikle baglantili olmasa
da vacA genellikle cagA ile birlikte Tipl suslarinda goriillir. Asya kokenli suslarin %98’inde vacA ve cagA birlikte
gorilmektedir (7, 40). vacA Neisseria ve hemofiluslar gibi bazi bakterilerde gériillen mozaik gen yapisina benzer
polimorfizm gosteren bir isaret dizisi -s-, bir de yliksek toksisite ile iliskili olan proteinin kodlandiar orta bolgesi-m-
bulunmaktadir. Yapilan cok sayidaki calismada vacA geninin 4 farkli s (s1a, s1b, s1c ve s2) isaret dizisi ile 3 farkli
m (m1, m2a ve m2b) m bélge dizisi allelinin bulundugu gdsterilmistir. vacA alleli dagilimim tespite yonelik calismalarda
suslarda s2/m1 kombinasyonu haric diger s/m kombinasyonlarinin tamaminin gorilebildigi tespit edilmistir.

in-vitro sartlarda yapilan calismalarda s1 genotiplerinin, dzellikle de s1/m1 kombinasyonunun s2 genotiplerine gére
daha fazla toksin Urettikleri gosterilmistir. cagA/vacA birlikteligi de sadece vacAs1 alleline sahip suslarda goriilmistiir.
Kuzey Avrupa, ingiltere, irlanda ve iskocya gibi Avrupa kdkenli suslarin cogunda s1a, Merkezi ve Giiney Afrika kokenli
suslarda s1b allellerinin kombinasyonlari gorilrken, Asya kokenli suslarin %80’inden fazlasinda sic allelinin hakim
oldugu gosterilmistir. Klinik izolatlarda yapilan calismalarda vacAs1/m1-cagA pozitif suslar, peptik iilser ve gastrik
adenokarsinoma ile iliskili suslarda daha yiiksek prevalansta bulunmustur. Buna karsilik s2/m2 allelleri non-toksijenik
suslarda, s1/m2 kombinasyonu ise nispeten dustk toksisite ile iyi huylu hastaliklarla iliskili suslarda bulunmustur
(9, 27). vacA m2 alleline sahip suslarin da MALT lenfomali hastalarda predominant alttip oldugu ileri siiriilmiistiir
(36). Asya kokenli suslar arasinda ise s1c ve m1 allelinin gerek cocuklarda gerekse yetiskinlerde goriilen duodenal '
lilserle iliskili suslarda daha yiiksek prevalansta bulundugu gosterilmistir.

IceA geni (inducible by contact with epithelium gene ): iceA, gastrik epitel hiicre ile temas sonrasi uyarilan bir gendir.
H. pylori suslarinda sayilarn 14-15 tane olan tip Il restriksiyon metilasyon (R/M) enzimi bulunmaktadir. Bu enzimlerden
iceA1 olarak tamimlanan hpyl-R geni epitel hiicre ile temas sonucu aktive olmaktadir. Bazi suslarda hpyl-M korunmus
olmasina karsilik hpyl-R mutasyona ugramis ve ice2 gen alleli ortaya ¢ikmistir. hpylll-R’de gériilen mutasyonda yer
alan hrgA alleli gibi iceA2’de artan siklikta iceA1’in yerini almaya baslamistir. Ancak bu allellerin virulansa katkilan _
ve klinik énemleri tartisilmaktadir. Amerika ve Hollanda gibi bati toplumlarindan izole edilen suslarda iceA1 varhigi ‘
peptik Ulser ve gastrik karsinomalar icin 6nemli bir risk faktérii olarak gorirken, Japonya, Cin, Kore; Kolombiya ve ‘
Teksas’da yapilan calismalarda béyle bir iliski kurulamamustir. Koehler ve arkadaslari iceA1 allelinin iilser ve gastrik
karsinomali ve MALT lenfomali hastalardan izole edilen suslarda, gastritli hastalardan izole edilen suslara gére 3.6
kat, vacAs1 alleli ile birlikte ise 5.6 kat daha ylksek prevalansta goriildigiind bildirmislerdir (36). iceA geninin diger
genotipi olan ve goriilme sikligr giderek artan iceA? geni daha cok gastritli veya non-iilser dispepsili hastalardan
izole edilen suslarda gorilmektedir. Ancak Cin ve Asya kokenli suslarda iceA allellerinin spesifik bir patoloji ile iliskisi w
gosterilememistir (66). Ashour ve arkadaslan da Brezilya kokenli 142 hastadan izole ettikleri H. pylori suslarinda iceA
allellerinin goriilme sikligin1 ve bunlarin muhtemel klinik yansimalarini arastirmislar, sonucta iceA’min klinik fark 1
gozetmeksizin izolatlarn %90’ 1ndan fazlasinda bulundugunu, sikligin 7 yas lizerindeki hastalarda daha ylksek oranda
oldugunu belirlemislerdir (5, 21).

babA ve babB genleri: Bu genler dis membran proteinleri ailesi icerisinde yer alan ve H. pylori suslarinin gastrik
epitel ylizeyindeki Lewis b kan grubu antijenlerine baglanmasint saglayan proteinleri kodlarlar. Bu proteinler sayesinde
bakteri mide peristaltizmi ve ortamin asidine karsi korunur. Lewis b’ye baglanmada daha etkin oldugu dusiiniilen
babA aym zamanda flagellindir. H. pylori suslarindaki bab genlerinde 5’ ve 3’ uclar konservatif olmakla beraber
merkez kisminda en az %54 oraninda degisiklikler gorilir. Pride ve arkadaslar bab geni allellerinin cografi ve etnik
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gnemi ile klinige olan katkistn tespit amaci ile RFLP ve multilokus enzim elektroforezi teknikleri kullanarak yaptiklar
g_augmada degerlendirdikleri 42 ornek icerisinde, merkez bolgelerindeki mutasyonlar sebebi ile 5’ babA’da (AD1,
AD2. AD5) 3'li de babB geninde (BD1, BD2 ve BD3) olmak iizere 8 allel belirlemislerdir. Bu allelik farkliligin cografi
ve etnik bir temeli olmadigi gibi Lewis B antijenine baglanmada da bir farklilik yaratmadiklarim bildirmislerdir (14).
hrgA geni : hpy1R genindeki mutasyona benzer bir mutasyonda Hpylll R/M geninde gorulmistir. Farkl cografi
bolgelerden izole edilen H. pylori suslanimin PCR-RE analiz calismalar sonunda suslarin tamaminda HpyllIM gen
bélgesinin bulundugu ancak bazi suslarda HpyllIR bolgesinin bulunmadi@ ve bunun yerine hrgA olarak tammlanan
yeni bir genin/allelin yeraldigi gosterilmistir. C.jejuni suslarinda goriilen cj1602 geni ile homolog olan bu yeni genin
ne tiir bir biyolojik fonksiyonu oldugu tam olarak gosterilememekle birlikte, bati toplumlarindan izole edilen suslarda
Asya suslarina gore daha yliksek oranda gorildugu (%53-%25) bildirilmistir. Buna karsiik Asya’'da gastrik adenokarsinomali
hastalara ait suslarda hrgA geninin gastritli hastalardan izole edilen suslara oranla daha yuksek prevalansta (%43-
%17) oldugu da tespit edilmistir. PCR ile tespit edilebilen bu genin yeni bir virulans gostergesi olabilecegi tartismaya

acilmistir (3).

Diger gen bolgeleri: Gastrik karsinomali hastalardan izole edilen suslarda esnek bolge -plasticity region- olarak
tammlanan ve H. pylori genomundaki en degisken bolgeyi olusturan yeni bir ORF bdlgesi gosterilmistir. Blylklugu
suslar arasinda degisiklik gosteren (J99 susunda 45 kb ve 26695 susunda ise 68 kb) bu bolgelerde kanser olusumu
ile iliskili oldugu dustinilen genler, JHP940 ve JHP947 ile gastritle iliskili oldugu diisiiniilen ve sadece 26695 susunda
gosterilen bir gen, (HP986), yer almaktadir. Brezilya’da gastrik kanser, ulser ve gastritli hastalardan izole edilen
200 sus ile yapilan PCR bazli calismada sadece JHP947 genine sahip suslarin kanser ve tlser ile iliskili olduklan
gosterilmis, diger iki genin hastaligin prognozuna etkisinin olmadh@ saptanmistir. Ancak JHP947 geninin cagA ile
birlikteligine dikkat cekilmis ve bu yeni genin vacA ve cagA ile birlikte onemli bir virulans faktorii olabilecegi ileri
stirtilmiistur (33, 44, 51).

H. pylori’nin bir baska onemli virulans faktori Fts mebran proteinidir ve fts geninde kodlanir. Bu protein salgilanan
proteinlerin transportunda rol oynar ve proteolitik aktiviteye sahiptir. Benzer bir proteinin E.coli’de ekstraselliiler
virtilans faktorlerinin hiicre disina taginmasinda rol oynadigi gosterilmistir (23).

H. pylori disinda diger helicobacterler turlerinin insan infeksiyonlarindaki gorulme aikligr cok distktir. Ancak
H.heilmannii tip 1 (%78.5) ve H.salomonis (%2.4) gibi baz1 H. pylori disindaki suslar da insanlarda intestinal sistemde
kolonize olabilmektedir. Bu kolonizasyonun midedeki prevalansi tam olarak bilinmemekle birlikte italya’da %.001,
Tayland’da ise %6.2 oraninda oldugu bildirilmistir. Bu tiirlerden H. heilmannii'nin MALT lenfomaya sebep oldugu,
kolonize hastalarda bu tiiriin eradikasyonundan sonra Kklinik tablonun diizelmesi ile ispatlanmistir (12). Yine kronik
tekrarlayan H. pylori infeksiyonlarimn evdeki kopeklerin eradikasyon tedavisinden sonra sonlandi bildirilmistir. Buna
karsiik molekiler yontemlerin kullamldig bir calismada Huijsdens ve arkadaslar mide ve barsak mukoza biyopsi
drnekleri ile gaita orneklerini degerlendirdikleri gastritli ve Inflamatuar Barsak Hastalig: -1BD- olan hastalarda H.
pylori disinda baska helicobacter tiiriine rastlamadiklanim bildirmislerdir (30).

Hastaya ait faktorler

H. pylori infeksiyonlarinin insidans! ve prognozunda hastaya ait yas, cinsiyet, sigara kullamm, genetik yatkinlik,
egitim diizeyi ve aile yapisi gibi faktdrlerin etkisi epidemiyolojik calismalarla gdsterilmistir. Ornegin ailede gastrik
karsinoma dykusiintin varigi H. pylori ile birlikte gastrik karsinoma riskini artirmaktadir. Ancak cogu gozleme dayali
bu ve benzer tespitlerin molekiiler diizeyde izaha ihtiyac vardir. H. pylori’ye yonelik molekiiler calismalar konakta
tzellikle gastrik mukozada predispozan genetik materyalin de tespitine yonelmistir. Ornegin H. pylori mide kolonizasyonu
ile midede epitel hicrelerin ylizeyinde eksprese edilen surfaktan protein-D (SP-D) arasindaki iliski, mide biyopsi
srneklerinde SP-D kodlayan gene ait mRNA bolgelerinin RT-PCR ile kantitatif amplifikasyonu ve epitel ylizeyindeki
SP-D’nin varlign immunfloresan yontemi kullanilarak gosterilmistir. MALT’a ait organlarda dogal immunite proteinleri
icerisinde yer alan, midede pilordaki mukus salgilayan hiicrelerde, akcigerde ozellikle tip Il alveoler hucrelerde,
terde, plazentada ve amniyotik sivida gorllen SP-D proteinleri bakterilerde LPS’ye bag[anlp hem hareketlerini
durdururarak invazyon yeteneklerini amrlamakta hem de fagositozu kolaylastirmaktadir. insanlarda 10g22.2-23.1
kromozomda kodlanan SP-D gen aktivitesinin H. pylori infeksiyonlarinda arttigi gosterilmistir (42). Yine MALT’la
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ilgili t(11;18)(q21;q21) spesifik kromozomal translokasyon H. pylori MALT lenfomaya zemin hazirlamaktadir. By
translokasyon AP12 geninin amino terminal ucu ile MALT1 geninin karboksi terminal ucunun birlesmesi sonucu
sekillenen bir simerik fiizyon tirtiniidiir. Kronik inflamatuvar hastaliklarda tetiklenerek lenfomalar baslatan bu yap
pulmoner lenfomalarda oldugu gibi MALT lenfomada da sik goriilmiis ve cagA tarafindan indiiklenen radikallerin bu
gen bolgesini aktive ederek MALT lenfomay1 baslattigr ileri striilmistdr (63).

H. pylori infeksiyonlarinda kilo kayb1, anemi ve gelisme geriligi goriilen baz1 hastalarda fundus bezlerinde mMRNA ve
salgilanan leptin seviyesinde azalma, buna karsilik plazma leptin seviyesinde ise artis kaydedilmistir. Midedeki lokal
leptin seviyesindeki diisiikliigtin mii H. pylori’ye zemin hazirladigr yoksa H. pylori infeksiyonlarinin IL-6, IL-8 ve TNF-
alfa gibi inflamatuvar mediatérler iizerinden mi  mide leptin seviyesini disiirdigi daha genis hasta gruplan ile
yapilacak molekiiler calismalarla aydinlatilacaktir (8).

H. pylori infeksiyonlarimin patogenezini aydinlatmak amaci ile molekiiler yéntemlerin kullanildigr cok sayida calisma
ve hedef olarak belirlenen gen bolgeleri bulunmaktadir. Ancak bu calismalarda elde edilen sonuclann cogu hala lokal
hipotezden Gteye gecmemis oldugu icin burada sadece nispeten daha cok kisi tarafindan kabul gormiis sonuclar
verilmeye calisilmistir.

H. pylori infeksiyonlarinda kullanilan tani yontemleri

H. pylori infeksiyonlarimin dogru ve hizli tams, tedaviye erken baslanmasi ve eradikasyon tedavisinde basaninin takibi
icin 6nemlidir. Tanida non-invaziv ve invaziv testler olarak iki baslik altinda toplanan cok sayida yéntem kullamlmaktadir.
Bu yontemlerin secimi yontemin duyarliigr ve Gzgulliigli, iz, uygulama kolayligi, maliyeti gibi parametrelerin yaninda
tant konulacak hastanin yas, klinik yakinmalari ve her hangi bir antibiyotik veya anti asit kullamimin gosteren medikal
gecmisi ile de ilgilidir. Masthrich 2.2000 ortak kararinda tam ve tedavi baslangici ile ilgili calismalar tekrar gozden
gecirilmis ve yeni rehber iretilmistir. Bu rehbere gore infeksiyonun sik gdriildiigi bolgelerde 45 yas altindaki hastalarda
kanama, kusma, istahsizlik, anemi ve kilo kaybi gibi alarm semptomlar yoksa, tam degeri cok énemli olmakla beraber
pahali ve zaman alici olmasi sebebi ile iist endoskopi bazli invaziv testler yerine, gaitada H. pylori antijenlerinin
arastinldigi veya nefesde isaretli C molekiillerinin olelildiigl tire soluk testleri (UST) énerilmektedir. Ancak endemik
bolgelerde veya alarm semptomlarin goriilmesi halinde {ist endoskopik girisim ve bununla ilintili olan biyopsi bazli
invaziv testler 6nerilmektedir. Molekiiler tan yontemleri biyopsi 6rneklerinin yan sira tikriik, dis taslar ve gaita
gibi drneklerdeki H. pylori belirlenmesinde de kullanilan protokollere sahip oldugu icin hem invaziv hem de non-
invaziv testler arasinda yer almaktadir. Bu yontemler daha ¢ok arastirma amacli olup, tam, antibiyotik duyarliligimin
tespiti, genotipik varyasyonlarin belirlenmesi ve virulans faktorlerinin tespiti icin kullamlmistir. Burada kisaca tan
testlerinden bahsedilecektir.

Non invaziv testler
Bu grup icerisine, serolojik testler, Ure Soluk Testi (UST), gaitada antijen arayan testler ve PCR bazli testler girmektedir.

Serolojik testler: Serolojik testler ilk ugulanan non invaziv testlerdir .Hasta serumundan IgG antikorlar tespiti icin
gelistirilmistir. Ancak simrli kullammi vardir. Bu testler mikroorganizma ile temas isaret eder, ancak hali hazirda
devam etmekte olan bir infeksiyonu gostermezler. H. pylori antikorlan tedavi edilen hastalarda bile en az 1 yil kanda
olgllebilir seviyelerde kalmaya devam eder. Buna karsilik testlerdeki antijen kalitesi ve uygulama farklibg gibi
sebeplerle dzellikle de cocuklarda serolojik testlerle olgularin %20-30’una yalanci negatif tam konur. H. pylori tamsinda
ilk kullanilan serolojik test ELISA’dhr. Onaltr farkl ticari ELISA kiti kullamlarak yapilmis 21 calismaya ait meta-analiz
sonuclan bu testlerin duyarliigimin %85, dzglilliigiiniin de %79 oldugunu gostermistir. Testlerin dogruluk orar da %78
(68-82) olarak bulunmustur. Duyarlibk ve Gzgiilliigi artirmaya yonelik cabalar sonucu vacA ve cagA gibi klinik ve
patolojik 6nemi olan spesifik proteinlere kars1 antikor cevabini olcebilen ELISA, RIBA, Rekombinant IB ve Westernblotting
gibi yeni serolojik yontemler gelistirilmistir. Bu testler icerisinde Helico-blot 2.0 ve Helico-blot 2.1 ile Recombinant
Immunoblotting Assay Strip RIBA testleri oldukca yiiksek duyarlilik ve ozgullik gdstermistir.
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Ure Soluk Testi : Nispeten pahali bir yontem olmakla beraber gerek tam gerekse tedavinin takibi amaci ile kullamlabilen
yiiksek duyarlilik (%95) ve ozgullik (%100) oramna sahip testlerdir. Hastanin sitrik asit icerisinde 75 mg 14C veya
13C ile isaretli lireyi yutmasindan 30 dakika sonra nefes drnekleri toplamir. 13C UST radyoaktif madde icermemesi,
gebelerde ve cocuklarda kullanim giivenligi gibi sebeplerle tercih edilmekte olup, non-invaziv testler icinde altin
standarttir. Ancak bu test antibiyotik, PPl veya ranitidin kullanan hastalarda %40 oraninda yalanci negatif sonuclar
vermektedir.

Gaitada antijen arayan testler (H. pylori stool antigen tests): Gaitada H. pylori antijenlerini tespite yonelik testler
non-invaziv testler arasinda yer alan UST'ne en iyi alternatif olarak goriilmektedir. Gaitada H. pylori antijenlerini
tespit amaci ile kullamlan ve ticari olarak gelistirilmis 2 temel sistem bulunmaktadir. Bunlardan ilki tavsanlardan
elde edilen poliklonal antikorlann kullanildigi "Premier Platinum HpSA" (Meridian Diagnostics, Inc., Cincinnati, Ohio)
olup poliklonal antikorlar kullamlmaktadir. Bu test yilksek dzgiillik gostermesine karsilik &zellikle bakteri yogunlugunun
diisiik oldugu orneklerde duyarliig genellikle diisiik bulunmustur. Bir diger test ise monoklonal antikor karngimin
kullamld@1 "FemtoLab H. pylori®, (Connex GmbH, Martinsried, Germany) test kitidir. FemtolLab H. pylori HpSA’dan
daha duyarli ve benzer ozgillikte bulunmustur. Bu iki test arasindaki duyarlilik farki yontem ve kismen sonuclarin
spektrofotometrik 6lciimiine baglidir. Her iki testin degerlendirme absorbans degeri 0.1-1.5 arasindadir. H. pylori
pozitif olup da HpSA ile negatif bulunan hastalarin cogunda absorbans degeri 0.1 in altinda hatta 0.05"in altindadir.
Bu yalanci negatif sonuclara yol acmaktadir. Femtolab H. pylori testinde ¢ift antikor sandvic yontemi kullamlarak
sonuclar amplifiye edilmistir. Bdylece ayni miktardaki bakteriye ait absorbans spektroda okunabilir sinirlara
cekilmektedir. Ancak bu testlerin her ikidinde de en 6nemli problem standardizasyon ve antijen bilgisidir. Bu testlerin
duyarbiliklar lot bagimli degismekte ve kullamlan antijenler bilinmemektedir. 260kDa agirlidindaki H. pylori katalaz
enziminin antijen olarak kabul eden monoklonal antikorun kullamldigr yeni bir antijen testi daha gelistirlmistir.
Katalaz antijeninin tiim hastalarin gaitasinda gorilen 3 antijenden birisi olmasi nedeni ile bu testin duyarlibk ve
ozgiilligiiniin oldukca yiiksek oldugu bildirilmistir (52, 53).

Molekiiler bazl testler: Dis taslar, tikrik, mide sivisi aspirat! ve gaitada H. pylori spesifik gen dizilerinin PCR ve
modifikasyonlar ile amplifikasyonlari esasina dayali testlerdir. Bu testlere ait bilgiler invaziv testlerin sonunda .
tartisilacaktir. i

Invaziv Testler

invasiv testler Ust gastrointestinal endoskopi girisimi ve lezyondan alinan biyopsi materyalinin incelenmesi esasina
dayali testlerdir. Bu testler arasinda direkt baki ile doku hasarimn lokalizasyonunun yeri, histolojik muayene, biyopsi
materyalinden veya gastrik sividan bakteri tretilmesi, hizli Uireaz testi ve yine mide biyopsi 6rnegi ve sivisindan H.
pylori spesifik gen bolgeleri ve allellerinin 6zgiil primerler yardim ile amplifikasyonu ve muhtemel mutasyonlar
tespite yonelik molekiler tam yontemleri yer almaktadir.

Histolojik muayene: H. pylori infeksiyonlarinda histolojik tani dokudaki inflamasyonun ve varsa prekarsinojen
degisimlerin siddetini belirlemek amaci ile yaygin olarak kullanmlmaktadir. Bu testlerin duyarliik ve ozgulltigl cesitli
faktdrlerin etkisi altinda olmakla beraber sirast ile <% 90 ve =%95'dir. Bu oranlar biyopsi ve arastirmaciya ait faktorler
tarafindan degisir. Muhtemel 6rnekleme hatalar1 mikroorganizmanin farkli kolonizasyon yogunluguna bagli olabilir.
infekte midede pilorun kiiciik kurvatiiriinden alinan érneklerde pozitif bulma sans1 %90"1n iizerine cikmaktadir.
Duyarlilik antrum ve gdvdeden en az iki 6rnek alinmasi ile arttirilabilir. Kullanilan boyama yontemi de sonuclan
etkiler. Siklikla modifiye Giemsa, Warthin-Stary, giimiis boyama HpSS , modifiye McMullen ve Gimenez gibi histokimyasal
veya IFAT ve IP gibi immunohistokimyasal boyalar kullamlmaktadir. immunohistokimyasal boyalar histolojik muaynede
en duyarl ve ozglil metodlar olup altin standarttir.

Kiiltiirde izolasyon: H. pylori’nin secici kiiltiir ortamlarinda iiretilmesi tamda altin standarttir. Ancak bu yontem
drnegin sayis1 veya biiyiikliigii, Grnekteki bakteri miktan, érnegin transport sekli ve siiresi, kullamlan besiyerleri ve
inkiibasyon sartlari ile calisanin tecriibesine dayanarak degisken duyarlilik gdsterir. Optimal sartlarda duyarlilik ve
dzgiillik sras ile >%95 ve <%80’dir. Bakteri dis sartlardan kolaylikla etkilenerek kiiltiirde tretilemeyen kok-dormant-
formlara déniistiigii icin 6rnek materyal hemen laboratuvara tasinir ve ekilirse izolasyon sansi artmaktadr. Ancak
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hemen degerlendirilemeyecek drnekler icin transport vasatlari kullamlmaktadir. Biyopsi 6rneklerinin transportunda
tuzlu su, %20 glukoz ve Stuart transport medium gibi vasatlar kullamilmistir. Stuart vasatinda transport edilen Grnekteki
bakterinin +4Co’de 24 saat yasayabildigi, ancak inkiibasyon 1sisinin >15Co ye ¢tkmasi halinde ise yasama siiresinin
6 saate kadar indigi gésterilmistir. H. pylori glic tireyen bir bakteridir. Zenginlestirilmis besiyerlerinde CO2’li ve %96-
100 nem oramna sahip atmosferde iireyebilirler. Ilk izolasyonda zellikle %7-10 oraminda at kan1 ilave edilmis BHIA,
Brusella agar, Colombia agar, Mueller-Hinton agar ve Wilkins-Chalgren agar gibi kati veya BHIB ve Brusella buyyon
gibi siv1 besiyerlerinde iyi tirerler. Stvi besiyerlerinin sik sik calkalanmast homojen gaz dagiliminin saglanmasi acisindan
onemlidir. Bu besiyerlerinde 370C de mikroaerofilik sartlarda 3-5 giinliik inkiibasyon siiresinde bakteriler kolaylikla
treyebilir. Sivi besiyerlerinde ireyen bakteri 4-210C"de 3-4 giin canliligini korur. izole edilen suslarda agar diliisyon
ve E test gibi yontemler kullamlarak antibiyotik duyarlilik testleri yapilabilir.

Gaita, dis plaklar, tikrilk, su ve gida gibi Grneklerdeki H. pylori suslarini iiretmek imkansiz derecede zordur. Bu
amacla antibiyotikli Wilkins-Chalgren agar kullamilabilir. Ancak optimal sartlarda dahi izolasyon sans1 %10’u
gecmemektedir. H. pylori’nin su ve gida gibi 6rneklerdeki varligim tespit icin a) immuno-separation (IMS)- PCR, b)
[3H]thymidine isaretli problarin kullamldigi otoradyografi yontemi c) ATP- bioluminescence reaksiyonu gibi canh
bakteriyi tanitan duyarli ileri teknikler kullamlmaktadir (23).

Hizli tire testi (HUT): Gastrik biyopsi 6rneklerinde H. pylori lreaz aktivitesinin tespiti prensibine dayali bir testtir.
Test ortaminda kullamlan lre besiyerinde 6rnekte bulunan H. pylori’nin iireyi hidrolizi sonucu aciga cikan amonyagin
pH’y1 yiikselterek renk indikatdrii olan fenol kirmizisinda renk degisikligi yaratmasi esasina dayamir. Orofarenkste
yerlesen ve Ureaz Ureten bazi kommensal bakteriler tiikriikle gastrik biyopsi 6rnegini kontamine edebilir. Ancak boyle
zay1f enzimler midenin asidik limeninde (pH<2) kolayca denatiire edileceklerinden testin ézgiilliigiinii etkilemezler.
Ticari olarak kullamma sunulan gel test (CLO test, Hpfast), strip test (pyloriTek) ve tablet testler bulunmaktadir.
Bunlanin duyarliigr %80-95, 6zgiilliigli de %95-100dir. Duyarlilik 6rnekteki bakteri miktarindan etkilenir. Yapilan
kantitatif calismalarda Grnekte en az 104 bakteri olmast halinde pozitif sonug alinmaktadir. Orneklerin cogu siklikla
bu sayinin altinda bakteri tasimaktadir. Bazi arastirmacilar birden fazla biyopsi 6rneginin kullanilmasi halinde
duyarlibigin artabilecegini bildirmislerdir. Ancak fazla 6rnek reaksiyonun hmzim artirmakta duyarliigi artirmamaktadir.
Ticari kitler icerisinde pyloriTek 20 dakika ile bir saat gibi kisa bir siirede oldukca duyarli ve &zgiil sonuc verdigi
icin hasta bagi test olarak onerilmistir. Bu testler kanayan, aklorhidrili, antibiyotik ve/veya proton pompa inhibitdrii
kullanan hastalarda disiik duyarlilik gdstermektedir.

Molekiiler Tam Yontemleri

Son yillarda molekiiler biyolojik tam yontemleri H. pylori biyolojisi, infeksiyonlanimin tamsi, spesifik virulans faktrlerinin
tayini, konakta ortaya cikan cevabin genetik temeli, antibiyotik direncinin belirlenmesi, eradikasyon tedavisinden
sonraki tekrarlayan infeksiyon larin nedeninin tespit edilmesi ve kiiltiirde liretilemeyen kokoid formlarin tammlanmas
gibi amaclar icin yogun olarak kullamlmistir. Ancak niikleik asit amplifikasyon bazl teknikler canli ve &lii bakteri
ayinmim yapamadiklan icin yalanci pozitif sonuclar verebileceklerinden eradikasyon tedavisinin takibinde énerilmemistir.
H. pylori izolatlarinda molekiiler tam yontemleri kullamlarak belirlenen gen mutasyonlan, sustarin cografi ve etnik
dagiimlarinin yam sira kolonize topluluklarin etnik gecmislerini tayinde de énemli bilgiler iiretmistir (2, 22, 34).
Molekiiler yontemlerle, kiiltiir ortamlarinda Uretilen bakterilerin yam sira, tiikriik ve dis plaklar, mide svisi ve biyopsi
ornekleri ile gaita gibi 6rneklerde de H. pylori suslarina ait spesifik niikleik asit dizilerini direkt olarak arastirmak
mumkindir (10, 25, 60,64).

H. pylori ile yapilan molekiiler dizeyli calismalarda, suslarin 6zgiil niikleik asit bolgelerinin PCR, RT-PCR, nested-
heminested-PCR, Gercek Zamanli PCR , kalitatif-kantitatif PCR, multipleks PCR, RAPD, AFLP-PCR, RFLP ve PCR-RFLP
gibi amplifikasyon ve restriksiyon bazli fingerprinting yontemleri ile DNA dizi analizi ve mikroarray yontemi gibi
modifiye molekiler teknikler kullamlmstir (29, 38, 41, 42, 47, 57). Bir cok mikroorganizmanin genotipik tammlamasinda
kullamlan PFGE yontemi, suslarinin uzun tamima bélgesine sahip restriksiyon enzimlerine ve in-situ hibridizasyona
direncli olmalar1 sebebi ile H. pylori genotiplemesinde cok fazla kullamlmamistir.




Amplifikasyon bazh yontemler: Amplifikasyon yontemleri ile H. pylori'nin 165 rRNA geni, cagA, vacA ve allelleri,
cagE ve alleli, iceA ve alleleri, babA ve babB, iireA, treB ve treC(glmM) geni, RNA polimeraz altinitlerini kodlayan
rpoB ve rpoD genleri ve HP0638 gibi 6zgiil ve virulansla ilgili oldugu duslniilen genlerin varligi arastintmistir (2, 37,
38). Calismalarda cesitli PCR modifkasyonlar denenmistir. Bu tekniklerin tamam kiltir ve histolojik inceleme basta
olmak iizere kiyaslandiklan diger yontemlere gére daha yiiksek dzgullik (%98-100) ve duyarlilik (10-100 cfu bakteri/0.1
pg DNA) ile yilksek pozitif ve negatif kabul edilebilirlik degerlerine (PPV -NPV) sahip, hizli ve glivenilir testler olarak
yorumlanmstir. Ancak bu yontemler, sonuclan etkileyecek olan Grnek se¢imi, transport sekli, DNA ekstraksiyonunda
kullamlan yéntemler, amplifikasyon icin secilen gen bolgeleri ile primer dizilerinin tam olarak standardize edilememis
olmas1 sebebi ile rutin tamdan cok arastirma amacli olarak kullamlmistir. H. pylori arastirmalarinda kullanilan
amplifikasyon bazli yontemlerde iki 6nemli sorun bulunmaktadir. Bunlar a) rnekleme ve niikleik asit ekstraksiyonu
b) hedef diziler ve secilen primerlerdir.

a) Ornek secimi ve niikleik asit ekstraksiyonu: Ornek siklikla mide biyopsi dokusudur. H. pylori mide mukozasinda
yamali bohga benzeri dagiim gosterdigi icin, alinan her ornek kolonizasyonu temsil etmeyebilir. Antrum ve korpusdan
alinan biyopsi drneklerinde, farkl suslarla kolonizasyon farkli sonuclar yaratabilir. Hastanin yasi veya hastaligin siiresi
de mide biyopsisi bazli yontemlerde duyarlii@ distirtir. Ciinki uzun siiren infeksiyona bagh olarak gelisen atrofik
gastrit veya intestinal tip hiicre artisi H. pylori igin duyarl epitelyal alan1 azaltir. Bu nedenle yashi veya kronik
infeksiyonu olan hastalarda érnek iyi secilmeli ve birden cok alinmali veya biyopsi yerine gastrik sivi ornekleri
amplifikasyon amaci ile kullamlmalidir. Biyopsi érneklerinden H. pylori niikleik asitlerini elde etmek icin genellikle
3 yontem kullamlmaktadir. Bunlar DNA ticari ekstraksiyon kitlerinin kullamm, Proteinaz-K fenol kloroform ekstraksiyonu
ve kaynatmadir. Cesitli calismalarda bu tic yontem icin farkli degerlendirmeler yapilmistir. Proteinaz-K, enol-kloroform
yonteminin en kaliteli DNA eldesine imkan veren ydntem oldugu bir cok yayinda ileri stirtliirken, istemlerin artmas
halinde tasinma kontaminasyon riskinin artacagi, proteinaz-K ve fenollin tam olarak uzaklastirilamayacad icin
duyarliigin diisecegi, islemin ne kadar basit olursa sonucta elde edilen DNA'nin o derecede saf olacagim bildiren
yayinlar da vardir. Ornegin doku biyopsi érnekleri calisiiyorsa inhibitdrleri engellemek ve temiz DNA elde etmek
icin; dokunun mekanik olarak parcalanmasi, daha sonra ya oldugu gibi veya Chelex-100 gibi bir zayif katyonik ajan
ilave edilerek kaynatilmasi dnerilmektedir. Biz laboratuvanimizda hem proteinaz-K, fenol-kloroform hem de kaynatma
yontemi ile ekstraksiyonu denedik. DNA kalitesi yoniinden bir fark olmamasina karsilik, 6zellikle bol DNA gereken
hallerde kaynatmanin daha yararli oldugunu gérduk. Klinik érneklerde molekiiler yontemlerin duyartiligini diisiirecek
muhtemel inhibitorler cok say1 ve miktarda bulunabilir. Bunlardan korunmak icin PCR reaksiyon karisimina %0.5 bovin
serum albumin ilave edilmesi ve ekstraksiyonda miimkiin oldugu kadar az kimyasal kullamlmasi onerilmektedir (49).
Thoreson ve arkadaslart H. pylori 165 rRNA genini tespit amaci ile yaptiklan bir caismada mide biyopsi arneklerinin
%42’sinde inhibitér maddelerin varligim belirtmisler, drneklerin seyreltilerek tekrar calisilmas ile yalanc negatif
sonuclarin azaldigim géstermislerdir (55). Gaita gibi bakteri yogunlugunun diisiik, inhibitér maddelerin yogunlugunun
yiiksek oldugu 6rneklerde DNA ekstraksiyonu esnasinda %0.5 bovin serum albumini kullammi veya QIAmp Stool Mini
Kit (Qiagen, Milan, Italy) gibi standardize edilmis ekstraksiyon kitlerinin kullammi dnerilmektedir. Ayrica ornekteki
bakteriyi yogunlastirmak icin H. pylori kaplanmis manyetik partikiillerin kullamlmasimn duyarliig artirdigi bildirilmistir
(60, 64, 66).

b) Hedef bdlge ve primerlerin secimi: Hedef bélgeler calisma amacina gére belirlenmelidir. Ornegin 165 rRNA diger
helicobacter’ler ve bazi gram negatif bakterilerde ortak dizilere sahip oldugu icin bu bélgeleri hedef alan primerlerle
yilksek duyarliikta ancak diisiik 6zgiillikte sonuclar tretilmektedir. Gastrik biyopsi drneklerinde ozellikle mutasyonlarn
sik gdriildugii vacA ve cagA gibi genlerin aym allellerin amplifikasyonu igin kullamlan farkli primerlerin farkh
duyarlilikta sonuclar iirettigi gosterilmistir. Gaitada H. pylori tamsinda PCR kullamlacaksa hedef gende mumkiin
olan en kisa fragmenti tantyan primerlerin secilmesi nerilmistir (66). Dis taslarinda H. pylori tespiti i¢in dizayn
edilmis PCR calismalarinda %0-97 arasinda prevalans bildirilmistir. Bu biyuk fark toplumsal hijyen veya kltr farkindan
cok PCR protokollerindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir (24). H. pylori tamsinda uygulanan bazi PCR protokollerinin
karsilastirildigr bir calismada, kiiltlir pozitif 24 biyopsi drnegi ile kiiltlir negatif 26 biyopsi érnegi, 165 rRNA genini
hedef alan 3 farkli primer seti, SSA genini tantyan bir primer seti, random secilmis dizileri tanyan bir primer seti,
reA geni ve lireC(glmM) genini hedef alan primer setleri kullamlarak incelenmis ve sonuclar kiiltdr pozitifligi ile
kiyaslanmistir. Sonucta 165 rRNA’ y1 hedef alan primerlerin diger primerlere gore 10 kat daha duyarli olmasina ragmen
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(0.01pg DNA-0.1 pg DNA) ozgiilliigiintin cok diisiik oldugu gésterilmistir. 4 farkl bolgeyi hedefleyen PCR protokolleri
icerisinde ireC genini hedef alan PCR'1n PPV degeri %100, NPV degeri de %96 olarak bulunmustur (39). H. pylori PCR
tekniklerinde amplifikasyon tekniklerindeki genel problemlere karsi duyarli olunmali, yalanci negatiflik veya pozitifligi
kars! Universal tedbirler ainmalidir. Yalanci negatif sonuclann belirlenmesi icin mutlaka internal kontroller kullamlmalidir
(41, 47). Ozellikle ekstraksiyon asamasi birden fazla olan protokollerde tasinma kontaminasyonlar her zaman risk
olarak kabul edilmeli ve bunun icin dTTP yerine dUTP kullanilmalidir. Ayrica primer-dimer olusumunu engellemek
icin de "hot-start” yontemi kullamlmali ve reaksiyon karisimi icerisine 16mM amonyum sulfat veya DMSO ilave
edilmelidir.

Restriksiyon bazli yéntemler: Bu yontemlerde ya total genomik DNA veya genomda amplifiye edilmis spesifik bir
bélgenin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan fragmentlerin say1 ve biyikliikleri dikkate alinarak
tir, sus ve allel baglaminda tam konabilir. Donati ve arkadaslar cagA genine ait 1.161 bp uzunlugundaki bir bélgeyi
amplifiye ettikten sonra Saull, Bglll, Hhal, ve Haelll ile kesmisler, Haelll ile enzim sonucu ortaya cikan paternin
peptik Ullserli hastalardan izole edilen suslarda homolog yap1 gosterdigini bildirmislerdir (15, 20). Fujimoto ve
arkadaslar da inatci H. pylori suslarindaki zaman icerisinde gelisecek muhtemel mutasyonlarla, antrum ve korpusdaki
bakterilerin genetik 6zelliklerini tespit amaci ile 5 aylik araliklarla ayn hastalardan izole ettikleri 25 susun {ireaz C
genine ait 820 bp lik fragmentini amplifiye ettikten sonra Hhal, Mbol, veya Msel enzimleri ile kesmislerdir. Bu grup
antrum ve korpustaki suslar ile ilk izolat ve 5. aydaki izolat arasinda RFLP fragmentleri acisindan bir fark olmadigim
gdstermislerdir (19).

Bir baska panelde degerlendirilecegi icin burada antibiyotik direncinin tespitinde molekiler tam yontemlerinin
kullamm, Gnemi, sonuclarin klinik yansimalan hakkinda bilgi verilmemistir.

Sonug: Molekiiler seviyede yapilan yogun calismalara ragmen H. pylori ile ilgili hala pek cok karanlik nokta bulunmaktadir,
Kiclk gruplarla yapilan calismalardan elde edilen ve siklikla bdlgesel farkliliklar dolayisi ile tekzip edilen bilgiler
tatmin edici olmaktan uzaktir. Gelismekte olan tilkelerin klinik tanida Masthrich 2.2000 konsensusundaki kriterler
dogrultusunda hareket etmeleri, en fazla bolge veya iilke baglaminda baskin olan susu tespit amaci ile vacA ve cagA
genotipine yonelik sinirli calismalar yapmalar hem inang eksikligi hem de kaynaklarin israfimin Gnlenmesi acisindan
daha dogru olacaktir.
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P7  AMEBIASISDE MOLEKULER YONTEMLERIN YERI

Mehmet TANYUKSEL
GATA Tibbi Parazitoloji Bilim Dali, Ankara

Gelismekte olan tlkelerde daha hizli ve yikict olmakla birlikte, tiim diinyada ishal ile seyreden hastaliklar bliyiik bir
sorun olarak devam etmektedir. Ornegin, Banglades’te her 5 yas alt1 10 cocuktan biri ishal ya da dizanteriden
kaybedilmektedir (1,2). Amebiasis paraziter hastaliklardan &lim nedenleri arasinda uclincii sirada kabul edilmektedir.
Entamoeba histolytica tarafindan olusturulan amebiasis cogunlukla tamsinda sorunlar yasanan énemli bir infeksiyon
hastabigidir. Tanida mikroskopi 6n plandadir. Ancak, morfolojik benzerlikleri nedeniyle E. dispar ve E. moshkovskii
patojen olmamalarina karsin mikroskopi ile birbirlerinden ayirt edilemezler. Klasik olarak, amebik kiiltiir lizatlarindan
olusturulan izoenzim patternleri ile patojen - non patojen koken ayrim miimkiindiir. Ancak, zaman almasi, kontaminasyon
riski ve pratikte kullanim simirliliklar gibi nedenler “altin standart" olarak kabul edilen kiiltiir yontemini siklikla
kullanmamiza engel olmaktadir. Sargeaunt ve arkadaslari izoenzim analizi (3), Strachan ve arkadaslar immiinolojik
(4), Tannich ve arkadaslar da genetik olarak (5) patojen-non patojen ayrimini, dolayisiyla E. histolytica / E. dispar
farklibklarini ortaya koymuslardir. Klinik olarak ise E. histolytica kolit ve amibik apselere yol acarken, E. dispar’a
ait herhangi bir klinik tablodan stz edilmemektedir.

Amebiasis tamsinda molekiiler yontemlerin diginda Grneklerde antijen saptamaya yénelik testler, (ELISA) halihazirda
gliven duyulan ve strekli gelistirilen yontemlerdir. Bu testlerde antijene kars! elde edilen monoklonal antikorlardan
yararlamlir. Kullamm kolayliklari, pratiklik ve genelde ekonomik olmalari nedeniyle taze diski drneklerinde E.
histolytica’nin degisik antijenlerini saptamaya yonelik calismalar ve ticari testler mevcuttur. Ozellikle diski drneklerinde
antijen saptamaya ydnelik kitlerde E. histolytica lektinine karst monoklonal antikorlar daha sik kullanilmaktadir. E.
histolytica kolon epitel hiicresine Gal /GalNAc lektin aracibigiyla adhezyonu gerceklestirmektedir. Lektin, agir (170
kDa) (Hgl) ve hafif altbirimler (31/35 kDa) (Lgl) ile bunlarin non-kovalen birliktelik gbsterdigi intermediate altbirimin
(150 kDa) (Igl) olusturdugu 260 kDa’lik bir heterodimer yap1 gosterir ve patogenezde dnemli bir rol oynayan virtilans
faktoridir. Lektin, hem konak galaktozuna hem de N-acetyl-D-galactosamine’e baglanmaktadir. Aym zamanda
proteaza direnc dzelligi veren sisteini yiiksek oranda icerir.Klinik izolatlarla yapilan calismalarda, lektinin agr
altbirimindeki CRD (carbohydrate recognation domain) diye isimlendirilen bdlgesinde mutasyon goriilmemesi, hem
tam hem de as1 amacli arastirmalarda hedef olmasini saglamistir (6). Onceleri, lektin hgl ile yapilan arastirmalarda
oldukca yararli sonuclar alinmistir. Hgl’in degisik rekombinant fragmanlan ile yapilan calismalarda, Shenai ve
arkadaslan (7), Zhang ve arkadaslan (170 kDa) (8), Soong ve arkadaslar (9) %90-95 arasinda duyarliliklara ulasmslardir.
Lotter ve arkadaslar (10) 125 kDa’luk ylizeyel antijenle %100, Kimura ve arkadaslar 43.5 kDa'luk alkol dehidrogenazla
%88 (11) ve Stanley ve arkadaslan (12) SREHP (sisteinden zengin E. histolytica protein) nin 46 ve 52 kDa’luk antijenlerine
karsi da %82 lik duyarliik bulmuslardr. Soong ve arkadaslari (13) 29 kDa’luk yuzeyel antijenle kolitli hastalarda %8,
amebik karaciger apseli (AKA) hastalarda ise %76 duyarhilik saptamislardir. Igl ile yapilan calismalarda, spesifik
monoklonal antikorlarin hamsterlerde karaciger apse olusumunu &nledigi, trofozoitlerin memeli hiicrelerine adherans
ve sitotoksitesine engel oldugu, eritrofagositozu durdurdugu goriilmistiir. Igl, 1101 aminoasitten olusan sisteinden
zengin protein olup, aminoasit sekansinda coklu CXXC motifleri icermektedir. Tachibana ve arkadaslari, Igl konusunda
yaptiklar bircok calismada bu proteinin 6zelliklerini tammlamslar, bir calismalarinda amibik apse, kolit, asemptomatik
kist tasiyici ve diger protozoon infeksiyonlu kisilerin serumlarinda Igl ve iic parcasimn rekombinant proteinlerinin
reaktivasyonunu ELISA ve Western immunoblotting ile degerlendirmislerdir. Tiim Igl’in kullamlmasi durumunda
duyarlilik ve 6zgiilliigiinii %90 ve %94 olarak bulurken, karboksil (C) ucunun %97 duyarlibik ve %99 &zgiilliige sahip
olmasi nedeniyle amebiasis tamsinda bu bélgenin daha uygun ve yararli bir antijen olabilecegi lizerinde durmuslardir
(14). Kullanilan antijenlerin dzellikle erken infeksiyon safhasinda yiiksek duyarlilik ve ozglillige sahip olmalan
onemlidir. Halihazirda piyasada bulunan ticari kitlerden, Merlin Optimun S antijen kiti SREHP’ye karsi monoklonal
antikorlarin, Alexon kiti E.histolytica’a kars1 poliklonal antikorlarin, TechLab kiti de E. histolytica lektine kars!
monoklonal antikorlarin 6zgiilligiini géstermektedir. Bazi arastirmacilar, TechLab E. histolytica antijen kitini E.
histolytica infeksiyonlarim saptamada zimodem analizine ek olarak altin standart olarak kabul edilen kiiltiir yénteminden
daha duyarli bulmuslardir (15). Sonug olarak, lektin, E. histolytica’nin 170-kDa’luk immunodominant antijenik molekdlu
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olup, sadece tani amagli degil aym zamanda asi calismalarinda da kullamlan onemli bir ylizey adhesin faktoridir
ve daha bir cok tam testi bu konu iizerinde yogunlasmaya devam etmektedir.

Amebiasis tamsinda basvurulan molekiler temele dayali yontemleri, klinik érneklerde genetik materyali saptamaya
yonelik testler ve E. histolytica’mn genotiplendirmesine ydnelik yontemler (RFLP, RAPD, DNA mikroarray) basliklar
altinda incelemekte yarar vardir.

Genetik materyali saptamaya yonelik yontemler

son yillarda molekiiler ve hiicresel biyoloji alanindaki gelismeler, molekiler yantemlerin tam ve epidemiolojik
prevalansin degerlendirilmesinde uygulama olanaklarnm saglamistir. Molekiiler tam yéntemlerinden birisi olan PCR
yontemi, E. histolytica’mn tammlanmasinda hizli, daha duyarh sonuclar vermesinin disinda, olas1 diski lokositleri
ve makrofajlarindan kaynaklanan mikroskobi hatalanm ortadan kaldirmaktadir (16). Kultir uygulamalarinin zahmetli
olmalar, zaman almalar ve pratik uygulama zorluklari ve zimodem analizlerine ait farkli yorumlar bizi molekiler
yontemlere yoneltmis, gerceklestirilen uygulamalar neticesinde parazitin cok az miktarinda bile varliginin gosterilmesi,
amebiasis tamsinda molekiiler yéntemlerin uygulanmasina farkl bir boyut kazandirmistir. 4oC’de 1 ay bekletilmis
E. histolytica kistlerini bile PCR ile yakalama sansimz bulunmaktadir (17). Molekiiler yontemlerin ELISA yoéntemlerine
gore daha duyarl olduklan istatiksel olarak da gosterilmistir (16). Maliyetinin yiiksek ve daha fazla zaman almasi
dezavantaj olarak degerlendirilmektedir. Yeterince egitimli personel ve ekipman olmayislan nedeniyle gelismekte
olan llkelerde cok da kullamisli olmadigr dne stirilmektedir (18). Ancak, geleneksel yontemlerle konan taninin
dogrulanmasi ve tiir tayini calismalarinda ELISA’ya kars1 istiinlikleri géz ardi edilemez. Belki daha da onemlisi
epidemiyolojik verilerin degerlendirilmesi, tiirler arasi varyasyonlarin belirlenmesi, tam kitleri ve as1 calismalarinin
gelistirilmesinde de cok 6nemli bir yere sahiptir.Bircok arastinci amebiasis tamsinda PCR uygulamalarnin oldukca
basarili oldugunu rapor etmislerdir (19-27). PCR ydnteminin dzellikle AKA tamsinda abse materyali elde edilebilecekse
oldukca yararl oldugu bildirilmistir (27). Basarih PCR uygulamas! icin digkidan DNA izolasyonu en onemli noktalardan
biridir. Bugiin icin degisik DNA izolasyon yontemleri kullamlmaktadir. Klasik fenol-kloroform islemi yaninda ticari
kitlere de basvurulabilmektedir. "DNA isolation kit (Qiagen)" in diskida uygulama kolayliklan saglamasi nedeniyle
basar sansi yiiksek olarak gosterilmektedir (26) Bir diger avantaj, DNA izolasyonu icin formalin ile fikse edilmis diski
érneklerinde de uygulanabilmesidir. Bu durum 6rnegin saklanmasim ve giivenli bicimde taginmasim da kolaylastirmaktadir
(23,24). Bu teknikle, diskimn 1 mg’daki bir tek E. histolytica trofozoitinin bile saptanabilecegi, yedi giinliik siire icinde
formalin fiksasyonunun PCR amplifikasyon sonuglarina olumsuz etkide bulunamayacagi bildirilmistir (28, 29).
Sistein proteinaz, sitopatik etkideki rolii nedeniyle E. histolytica’mn 6nemli viriilans faktorlerinden birisidir. Patojenik
E. histolytica non patojen E. dispar’dan anlamli derecede daha fazla sistein proteinaz salgilamaktadir. Prakash ve
arkadaslan, intestinal tutulumlu ve AKA’l1 hastalarda mikroskopinin negatif olmasina karsin, bu hastalarda "acp1”
geni spesifik primerlerle PCR pozitif bulmustur. Sistein proteinaz gen varlifina isaret eden bu PCR amplifikasyon
yontemi, AKA’l1 hastalarda intestinal olgularla kargilastirnldiginda gen kopya sayisimin artmis olmas1 nedeniyle hizli,
erken ve kolay uygulanabilir bulunmustur (30). Verweij ve arkadaslar1, 234 hastamin diski 6rneginden 35"ini mikroskopik
olarak E. histolytica / E. dispar negatif bulmalarina karsin, PCR ile pozitif bulmuslardir. PCR acisindan en 6nemli
yalanci negatiflik sebebi, diskidaki inhibitorlerin PCR reaksiyonunu engellemesidir. Aym calismada diskidaki inhibitorlerin
PCR’1 etkiledigi oran %1.7 olarak bulunmustur (423 ornekten besinde) (26). Linder ve arkadaslan Nikaragua’da AKA
stipheli 24 hastanin 20’sinde E. histolytica aktin genini PCR ile pozitif bularak %90 duyarliliga ulasmislardir. Aym
hastalarin 16’sinda p30 PCR, 9’unda hemolizin gen ekstrakromozal PCR, 5’inde ssrRNA PCR pozitif bulunurken 17
hastada ELISA ile 10 hastada ise ID testi ile seropozitiflik bulunmustur (31). Kiiba’da multipleks PCR ile iki cift spesifik
primer kullamlarak diskidan hem E. histolytica hem de E. dispar tammlanabilmistir. Yiiksek oranda duyarlilik (%94)
ve dzgiilliiglin (%100) bulunmasi da epidemiyolojik saha calismalarinda giivenilir ve uygulanabilir oldugunu gostermektedir.
Aym calismada dikkat ceken bir diger nokta da, Meksikali cocuklarda E. histolytica ve E. dispar koinfeksiyon oraninin
%24.5 olarak saptanmasidir (32). Baska bir calismada, dzellikle miks infeksiyonlarda E. dispar ve E. histolytica'yr ayirt
etmede oldukca yararli bir yéntem olarak "nested multipleks PCR" onerilmistir. Saptama esigi 1 gram diskida 200
E. dispar trofozoiti ya da 1000 E. histolytica trofozoiti olarak gosterilmistir. Ozellikle kultlirde yasanan zorluklar ve
mikroskopideki yetersizlikler gbz dniine alindiginda, "nested multipleks PCR" uygulanmasimin basit, hizli ve yiiksek
duyarl ve ozgiil oldugu belirtilmistir (33).
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Diskimin fiksasyonu ve siiresi PCR sonucu etkileyebilmektedir. Formalinin %1 lik konsantrasyonundan fazlasi, sodium
asetat formalinin 2 giinden fazla siire ile tutulmasi PCR’1n duyarlihgim (hedef DNA min bozulmasi nedeniyle) olumsuz
yonde etkileyebilmektedir. Nadiren bazi érneklerde 14 giine kadar PCR amplifikasyonlarinin olumlu oldugu da
gorulmistlr. SAF icindeki diskiya 100mM EDTA ilavesinin bozulmay 16 saatligine engelledigi, bu yontemle saptama
limitinin 16srRNA genin bir kopyasi kadar olabildigi ve miks infeksiyonlarda kolaylikla saptanabildigi bildirilmektedir
(34). Kanada’daki bir calismada, PCR yontemi ELISA ile karsilastinldiginda uyumluluk %85 olarak bulunurken; PCR
ELISA’dan daha spesifik olarak bildirilmistir. Bunun gerekgcesi mikroorganizmalarin sayisimin azlig1 nedeniyle yalanci
negatiflige baglanmistir. Yine +40C de 3-4 giine kadar tutulan diski 6rneklerin DNA lari bu siirenin Gstinde hizlica
bozulmaya basladigi, testin duyaribiginin azaldig bildirilmistir (35). Vietnam’da amebiasis icin endemik dusiinilen
bir bolgede 15 aylik bir siirecte E. histolytica genomunda lokus 5-6 ve lokus NK ‘va uygun bélgeler icin PCR ile yapilan
analizde, randomize secilen 383 bireyin %11.2 sinde pozitiflik (prevalans) saptanirken, yillik yeni infeksiyon oram
%4.1 olarak bulunmustur. Bu calismada dikkati ceken noktalar, ¢ogu olgunun asemptomatik seyretmesi ve infeksiyon
stresince degisik genotiplerin stabilitesi olmustur (36).

Son zamanlarda popiilaritesini arttiran "real-time PCR" yontemi u¢ Gnemli intestinal protozoonu (E. histolytica, Giardia
lamblia ve Cryptosporidium parvum) aym anda saptayabilecek ‘multipleks real-time PCR" olarak karsimiza cikmistir.
Bir calismada mikroskopik ve spesifik PCR ile E. histolytica olarak konfirme edilmis 20 hastanin diski 6rnegi bu yontemle
%100 duyarli ve 6zgll olarak bulunmustur (37). Kebede ve arkadaslan 213 drnekte ssu-rRNA gen dizisine bagli real-
time PCR analizinde %91.5 inde E. dispar pozitif bulurlarken, hic E. histolytica saptanamamis olmasi ilginctir (38).
Mikroskopi gibi geleneksel tan yéntemleri her zaman dogru olmayabilir, dyle ki hematofagus trofozoit olduguna
inanilan 108 diskr 6rnegin ssu-rRNA real-time PCR analizi sonucu sadece birinin E. histolytica, 77 sinin E. dispar, geri
kalan 30 érnegin de negatif oldugu bulunmustur (39). Bu nedenle rutin tamda E. dispar’in her zaman E. histolytica’dan
ayirt edilemeyecegi, dolayisiyla tedaviyi yanlis yontendirebilecegi unutulmamalidir.

PCR ydnteminin en nemli dezavantajlar olasi capraz-kontaminasyon nedeniyle yalanci pozitif sonuclara yol acmasi
ve de zaman alici olmasidir. Son zamanlarda kapatilms tiiplerde "real-time PCR"1n bu sorunlan astig1 iddia edilmektedir.
Bu yontemde amplikon PCR siiresince floresan ile isaretli bir ya da iki proba baglanmasiyla spesifik olarak saptanir.
Kapal tip uygulamas) kontaminasyon riskinien aza indirmektedir. Vietnam ve Glney Afrika’daki amebiasis icin
endemik alanlardan elde edilen diski érneklerinde real-time PCR yontemi, gerek mikroskopi gerekse de kiiltiir-
zimodem yontemlerinden daha yiiksek oranda duyarli ve ozgil olarak bulunmustur. Bu yéntemin her iki amip tiirtiniin
(E. histolytica ve E. dispar) aynminda da oldukca basarili oldugu ifade edilmekte, ticari bir ekipman ile donatilan
bir laboratuvarda diskidan DNA izolasyonu ve PCR uygulamas icin kullanilan reagent maliyetinin 7 ABD dolar civarinda
olmasi da bir avantaj olarak gosterilmektedir (40).

Genetik farkhliklar ortaya koyan calismalar

Riboprinting (ribotyping) yontemi, subunit ribosomal RNA (rDNA) gen bolgelerinin amplifikasyonunu takiben restriksiyon
endontikleaz enzimleri yardimiyla kesilmeleri sonucu ortaya ¢ikan restriksiyon fragman polimorfizmlerinin analizi
ile farkli Entamoeba tiirlerini degerlendirmesi icin uygulanan bir yéntemdir. E. histolytica riboprintleri, diger amiplerden
dzellikle E. dispar dan ayrilmasinda Xbal, Rsal, Taql, Sau 961, and Ddel restriksiyon enzimlerinin kullanilmasi oldukca
basanlirdir (41-45).

RFLP yontemi genel olarak epidemiyolojik olarak iliskisiz kikenlerin ayirt edilmesinde yeterli bir aynm saglayabilirken,
orta iliskili kdkenlerin "cluster” analizleri icin basarili degildir. Bu eksiklik, ilave olarak uygun hibridizasyon problarinin
kullamlmasi ile asilabilir ve degerlendirilebilir profiller olusturulur. Ancak her seye ragmen, okaryotik ribozomal
sistronlann yigin olarak bulunmasi, ékaryotlarda bakterilerdekinden cok daha basit prob paternlerinin olusumuna
neden olur ve etkin ayirt edicilik saglayamaz ve genis epidemiyolojik calismalarda kullamlmaz. Bahttacharya ve ark,
rDNA nmin RFLP analizi ile bes E. histolytica, dort E. moshkovskii, bir E. invadens, bir E. terrapinae’yi iceren suslarin
EcoRl ve Dral ile ayirt edilebildiklerini rapor etmislerdir (46). Mukhopadhyay ve arkadaslari, 15 klinik amebiasisli
olgudan elde ettikleri E.histolytica ssu-rRNA geni Sau3A RFLP analizinin, E. dispar’dan ayirnm noktasi olabilecegini
ve etkili antiamebik tedaviyi karar vermede riboprintingin biiyiik avantaj sagladigim bildirmislerdir (47).
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Amebiasis aragtirmalarinda en énemli sorularindan birisi olan- E. histolytica ve / veya E. dispar ile infekte bireyler
arasinda gozlenen klinik tablonun genis spekturumu icin temelin ne oldugu- heniiz yamt bulamamistir. Bu nedenle,
aym hastada parazitin her iki tiirli ve farkli suslarin vartig klinik tabloyu etkileyebilmektedir. Tire spesifik belirteclerin
uygulanabilirligi, her iki parazitin bulas paternlerin arastinlmasi, hastaligin sonucunda parazitin varyasyonunun rolinin
belirlenmesi tiir ici polimorfizmlerin saptanabilmesi ile miimkiin olacaktir. Bu konuda Graham Clark’in ve arkadaslannin
uzun siiredir seviyeli arastirmalan ve yayinlar bizlere yeni bilgilerin 6grenilmesine yardimci olmaktadir.

Genetik farkliliklar ortaya koymada diger bir yontem de RAPD (random amplified polymorphic DNA) dir. Genetik
farkliliklar konaga, parazite ya da calisilan kosula bagh olarak degisiklikler gosterir. Epidemiyolojik tiplendirme
amaciyla en cok basvurulan yéntemlerden biri olan RAPD tekniginde, yaklasik 10 bazlik primerler ile amplifikasyon
gerceklestirilir. Primer secimi tiplendirilecek mikroorganizmanin genom bilgisine gereksinim olmaksizin tamamen
rastgele olabildigi gibi, genom icersindeki belirli bélgelere yonelik, drnegin cesitli rDNA genlerine uygun ve bilincli
olarak da secilebilir. RAPD ydnteminin laboratuvar ici stabilitesinin bile bir cok faktérden etkilenebilecegi her zaman
goz 6niinde tutulmalidir. Gomes ve arkadaslar, 11 E. histolytica, iki E. moshkovskii, bir E. invadens iceren suslarin
RAPD analizinde, FIC susunun (E. moshkovskii) Laredo susuyla benzerlik gostermesi sonucu Laredo susunun E.
moshkovskii’nin bir formu olabilecegi kanaatini uyandirdigim belirtmislerdir (48).

Paris-Pasteur Enstitiisii, Mayis 2003"deki Avrupa Molekiiler Mikrobiyoloji Organizasyonu, "Pathogenesis of amoebiasis:
from genomics to disease" baslikli lic giinlik toplantilarinda E. histolytica ile beraber E. invadens, E. maoshkovskii,
E. dispar ve E. terrapinae’nin genom sekanslarinin Sanger Enstitiisii ve TIGR tarafindan yapildigim, E. histolytica ile
E. dispar’in genetik farkhiiklarnim gosterebilmek icin DNA mikroarray gelistirmeye calistiklarim, bunun icin de Ariell
ve CP1 genlerinin E. dispar’da bulunmayisim array yonteminde tammladiklanim da iceren yeni yaklasimlardan ve
calismalarindan soz etmislerdir (49).

Sonucta, 1873"de Lésch'den beri bilinen ve giiniimiizde bircok yeniliklerle her zaman yeni bilgiler ogrendigimiz eski
ancak onemli bir hastalik olan amebiasisin tamsi, giiniimiizde siklikla mikroskopi ve seroloji ile konmaktadir. Ancak
gelismis teknoloji tirtinii olarak PCR gibi molekiiler yéntemleri kullanmak tamy: kolaylastiracak, saglikli epidemiyolojik
verilerin eldesinde, tedaviyi yonlendirmede, patogenezin anlasilmasinda, yeni tam kitleri ve asi ¢alismalarimin
yuritiilmesinde bizlere cok onemli bilgiler verecektir (50).
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LEISHMANIASISDE MOLEKULER YONTEMLERIN YERI

Seray OZENSQY TOZ
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova, izmir

Leishmaniasis, Leishmania cinsine dahil olan degisik turlerin deri, mukoza ve ic organlarda olusturdugu bir grup
enfeksiyon hastaligim kapsamaktadir. Parazitin tiiriine gore hastalik antroponotik veya zoonotik olabilmekte, vektor
Phlebotomus'larla bulasmaktadir.

Leishmania paraziti, giinUmiizde immunoloji ve molekiiler biyoloji alaninda bir enfeksiyon modeli olarak genis bir
kullamm alam bulmaktadir. Molekiiler yontemler insan ve kipeklerde leishmaniasis tarsinda, elde edilen izolatlarin
tir identifikasyonunda, bir bélgeden toplanan izolatlarin genotiplendirilmesinde, DNA asist hazirlanmasinda, vektér
Phlebotomus’larda parazitin saptanmas icin siklikla kullanilmaktadir. Son yillarda, farkli Leishmania tiirlerinin
promastigotlarina bir plazmid vektdr transfer edilerek hazirlanan bir DNA asisimin in vitro denemeleri tamamlanarak
uygulanabilme asamasina gelmistir.

Ulkemizde Leishmania tropica’nin neden oldugu antroponotik kutandz leishmaniasisin (sark cibani) yayilim énceleri
Dogu ve Guineydogu Anadolu bélgelerimizle simirli iken son yillarda basta Ege Bolgesi’nde olmak iizere diger yerlerde
yeni odaklar olusmaya baslamistir. Leishmania infantum'un etken oldugu zoonotik visseral leishmaniasis ise Ege,
Akdeniz kiy1 bélgeleri ve ic Anadolu bolgesi basta olmak iizere hemen hemen tiim bélgelerimizde insanlarda sporadik
olarak saptanmaktadir. Zoonotik visceral leishmaniasiste kdpekler en nemli rezervuar olup, hastalarin bulundugu
koylerde kopeklerin % 5-20 oramnda enfekte oldugu saptanmistir. Visseral leishmaniasis daha cok cocuklarda gorlilmekle
birlikte yetiskinlerde de hastalik olusabilmekte, bu nedenle benzer bulgulan olusturan hastaliklarin ayirici tamsinda
dustinilmesi onem tasimaktadir. Hastaligin olustugu diger énemli bir grup da immun yetmezlikli kisilerdir. Basta
Gliney Avrupa olmak lizere diger Akdeniz Ulkelerinde HIV + Visseral leishmaniasis olgulan sikbikla gorilurken tilkemizde
henliz bildirimi yapilmamistir.

Kutanoz leishmaniasisde deri lezyonundan alinan, visseral leishmaniasisde ise kemik iligi aspirasyon ile alinan drnekten
hazirlanan yayma preparat boyanarak veya NNN besiyerine ekim yapilarak parazitolojik tam konulmaktadir. Visseral
leishmaniasis tanisinda serolojik yontemler ile antikor arastirilmasi hassasiyeti artirmaktadir. Son yillarda "rk39"
rekombinant antijenin kullamldig izl tam testi ile Ulkemizde de gerek insanlarda gerekse rezervuar olan kopeklerde
visseral leishmaniasis tanisinda %100 oraninda basan elde edilmis ve rutin uygulamada kullamlmaya baslamistir.

Ulkemizde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) leishmaniasis tanisinda arastirma amacli kullanmlmakta olup, Leishmania
kinetoplast DNA'sinda bulunan bir bdlgeden tiiretilen 13A ve 13B primer cifti kutanoz leishmaniasis hastalan ve
visseral leishmaniasisli insan ve kdpeklerde tamda basarili bulunmustur. Ancak direkt parazitolojik incelemede oldugu
gibi yetersiz 6rnek aliminda yanlis negatif sonuc verebilecegi diisiiniilerek diger yontemlerle birlikte uygulanmasinin
dogru olaca@ belirtilmistir. ilk tedavi kiirli sonucunda kemik iliginde parazitin tamamen kaybolmasa da cok azaldig
icin direkt mikroskobide saptanmasinin giiclestigi, serolojik olarak takip icinse hastamin tedavi éncesi ve sonrast
kontrol serumlarinin paralel calisilarak antikor titresindeki diisiistin gésterilmesi gerektigi belirtilmistir. Hasta
serumlarimin tiim laboratuvarlarimizda heniiz diizenli olarak saklanamamasi nedeniyle tedavinin izleminde klinik
bulgular ile birlikte PCR uygulamasimn yararl olaca@ belirtilmistir. PCR yonteminin ileride tilkemizdeki HIV+ hastalarda
visseral leishmaniasis arastirilmasinda da yararli olacag kamisindayiz. Tiim bu yararlanina ragmen PCR uygulamasindaki
standardizasyonun gerekli olmasi ve kontaminasyon olasiligina karsin laboratuvar uygulamasindaki disiplinin gozard1
edilmemesi ve bu konuda iilke genelinde koordinasyon saglanarak calisilimasimin daha hizli gelismelere yol acacagini
diisinmekteyiz. '




Tiirkiye'deki kutandz ve visseral leishmaniasis hastalan ile kpeklerden elde edilen 57 Leishmania izolati "multi-site
DNA polymorphism" analizi ile 5 farkl genotipik gruba ayrilmistir. Bu 5 genotipin taksonomik degerlendirilmesi ve
filogenetik iliskilerinin analizi amaciyla -1.4 kb’lik iyi korunan tek kopya bir gen olan "acetylglucosamine-1-phosphate
transferase (NAGT)" geninin referans suslarla dizi farkliliklar arastinlmistir. jzolatlarin cogu daha dnce tamimlanan
bilgilere uyumlu olarak L. tropica ve L. infantum olarak bulunmustur. Ancak daha once varligi kamtlanmayan L. major
ve 1 ila 4 bazdaki farklilik nedeniyle de "varyant" olarak tamimlanan "L. major var.1" ve "L. major var.4" gruplarnnin
da bulundugu bildirilmistir. Bu konuda daha fazla izolatla ve farkl bir gen bélgesi ile calismalara gereksinim
bulunmaktadir.

Leishmaniasisde diinyadaki en énemli ve son gelisme ise Leishmania major genom projesinin tamamlandigi ve 2004
yili ortalarinda biitin arastirmacilarin kullammina acilacagimn bildirilmesidir.
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SITMA TANISINDA MOLEKULER YONTEMLERIN YERI

Dilek TURGUT-BALIK
Firat Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1, Elazig

1. GIRIS
Sitmayi ortadan kaldirmak icin yiizyildan daha fazla bir siire caba harcanmis olmasina ragmen, hastalik diinyanin
tropikal ve subtropikal ilkelerinin halk sagligim ve ekonomik gelismesini tehdit eden bir faktér olmaya devam
etmektedir. Her yil 300-500 milyon sitma vakasinin oldugu ve 2.7 milyon 6limiin gerceklestigi tahmin edilmektedir. ‘
Olim oram, toplam dlimlerin yaklasik olarak % 90°1nin 5 yasin altindaki cocuklarda gorildigli Sub-Saharan Afrika’da

en fazladir. insan sitmas1 anofel sivrisinekleri tarafindan taginan ve hiicre ici paraziti olan Plasmodium genusu ile
infeksiyon sonucunda olusmaktadir (Gardner et. al, 2002). Antimalarial ilaclara ve insektisidlere karsi olan direnc,

halk sagligi altyapisinin bozulmasi, populasyon hareketleri ve cevresel degisimler sitmanin yayilmasina katkida
bulunmaktadir. Yapilan son calismalar, yeni kontrol metodlan gelistirilip uygulanmadig1 taktirde sitma vakalarimin
onumizdeki 20 yil icinde iki katina cikabilecegini gistermektedir. Ancak problemin bilylimesine paralel olarak sitma

ile ilgili molekiiler yontemlerin de hizla ilerlemesi, Plasmodium’larin genom projelerinin de katkisiyla sitma konusunda
yapilan molekiiler diizeydeki calismalara yeni ufuklar acmistir,

2. SITMA TANISINDA KULLANILAN GELENEKSEL VE MOLEKULER YONTEMLER
Sitmamin kesin tamisi sitma parazitlerinin kanda tespit edilmesi esasina dayanmaktadir (Gascoyne et al., 2004). Tablo

I, genel olarak uygulanabilir bir sitma tani yonteminin ideal 6zelliklerinin neler olabilecegini géstermektedir.

Tablo I. Sitmamn tamisinda kullamlacak genel amacli teknoloji icin ideal 6zellikler (Gascoyne et al., 2004).

~ Parametre - ideal karakteristik - B
Ozaiilliik Tur ve, ideal olarak, soy belirleme, biitin sitma tiplerini tamma: vivax vd.
Dogruluk Hatali negatif yok, birkac hatali pozitif olabilir
Operasyon hizi 30 dakikanin altinda sonuc verme
7Yamlt1c1 faktorlerin olmamasi Dogruluk dnceki infeksiyonlar yada diger hasta k;teristikl—eri tarafindan
etkilenmemeli
Tasinabilirlik Bateri giiciiyle calisabilme, 2 kg’dan dustk agirlikli olma ]
T(ullamm @l;r - Islemek icin minimum uzmanlik gerektirme o 7—71
Maliy? o Baslangic yatinmimn bir mikroskobun maliyetinden, is,;me—ﬁyatmm;test |

basina 30 cent’den diisiik olmas: ‘

Uyarlanabilirlik Tespit edildikce yeni genomik markirlarin avantajim alabilme
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ideal olarak, bir sitma tam testi 1 ml kandaki bir paraziti tespit edebilmeli, iyi bir duyarlilik ve ozglillige sahip olmali
ve infeksiyona hangi insan sitma parazitinin sebep oldugunu belirleyebilmeli, hatali negatif sonuc vermemelidir (belki
cok diisiik oranda hatali pozitif sonug verebilir). Test ideal olarak 20 dakika ya da daha dusuk siirede sonug vermelidir.
Testin, en azindan P. falciparum’da, dnceki infeksiyonlardan etkilenmeden parazitemi oranini belirlemesi istenen
bir zelliktir. Ayrica, sitma az gelismis bolgelerde meydana geldigi icin, altyapidan yoksun bolgelerde kolaylikla
uygulanabilmeli, kullamlacak olan test ekipmam veya gerekli olan diger malzemeler tasinabilir ve son derece ucuz
olmalidir (Gascoyne et al., 2004; Hanscheid and Grobusch, 2002).

Sitmanin tamsinda kullamlan bazi yéntemler; kiiltiir yontemi (Yera et al., 2003), mikroskopi (Gascoyne et al.,2004;
Hermsen et al., 2001), immunolojik yontemler (Gascoyne et al.,2004; Peruski and Peruski, 2003; Hermsen et al.,
2001), flow sitometri (Gascoyne et al.,2004), gen amplifikasyonu (PCR), TagMan ve gen/protein cipleri gibi uygulamalan
iceren molekiler yontemler (Gascoyne et al.,2004; Peruski and Peruski 2003; Rathod et al., 2002; Weiss, 1995) olup
burada ézellikle molekiiler yontemler tartisilacak ve altin standart olarak kabul edilen mikroskopinin ve ayrica
immunolojik yontemlerin molekiiler yontemlere gre avantaj ve dezavantajlan tartisilacaktir .

2.1 Mikroskopi

Mikroskopi “altin standart” olarak kabul edilmekte olup, 100 yildan daha uzun bir siireden beri kanda parazit ile
infekte olmus eritrositleri tammlamada kullamlmaktadir. Hem ince yayma hem de kalin damla kan preparatlari
incelenerek uygulanan mikroskobik yontem patologlar ya da teknisyenler tarafindan gerceklestirilen ve en yaygin
olarak uygulanan tam yéntemidir. Uzman bir teknisyen, ornekleri hizti bir sekilde analiz edebilir ve 1 ml kan drnegindeki
4-5 parazit kadar az bir sayy tespit ederek tiir tamsin yapabilir. Yontem, glinlimiizde var olan cogu tam teknikleri
ile yansmaci ozellikte olup az gelismis bolgelerde diger butiin yontemlerinden daha ucuzdur. Bununla beraber bu
yontemin bazi dezavantajlan vardir. Mikroskoplar bircok uzak bolgeye tasimak zordur ve dikkate deger bir olciide
duyarlilik limitini basarmak igin yetenek ve zaman gerektirir. Disiik infeksiyon diizeylerinde ve kansik infeksiyonlarda
tamda gticlik yasanabilir ve bu durum deneyimli bir mikroskopist gerektirir. Ayrica stiphe durumunda tirler cogunlukla
molekiiler yontemler kullamlp ileri derecede karakterize edilerek tamnin onaylanmasi gerekebilmektedir (Gascoyne
et al., 2004; Peruski and Peruski, 2003; Hanscheid and Grobusch, 2002).

2.2 immunolojik Yontemler

Antimalarial antikorlarin teshisi icin immunolojik yontemler gelistirilmis olup, yaygin olarak sitma parazitine kars
antikorlarin 6lciimiinde kullamlmaktadir. Bu serolojik yontemler sitma infeksiyonuna maruz kalma ile ilgili kullamslh
bilgiler vermekte olup yeni ve eski infeksiyonlan biribirinden ayirdetme yetenegine sahip degildir. Bu sebeple antikor
tanmisina dayanan yontemler sitmanin tamsinda simrl bir kullamm alanina sahip olup daha cok sitma ile ilgili
seroepidemiyolojik calismalarda kullamishidir (Kaushal and Kaushal, 1997). Tablo II'de Plasmodium icin spesifik olan
antikorlar tanyan immunolojik testler verilmistir.

immunolojik yontemler klinik tamlan onaylamak igin diizenli olarak uygulanmakla beraber, bu testler genellikle kultir
ve gen amplifikasyon tekniklerinden daha az duyarli ve daha az ozguildiir (Peruski and Peruski, 2003). Analizden once
drnegi konsantre etmeksizin, cogu immunolojik test tahmin edilen infekte dozun yaklasik 100-1000 kat1 Uizerinde bir
duyarlilik esigine sahiptir. Bu durum bu gruba giren testlerin kullamimim simrlamaktadir. Ayrica bu testler gerekli
ozglillilkten de yoksun olabilirler. Bununla beraber neredeyse biitiin immunulojik testler diger metodlarla onay
gerektirse de ELISA, IFAT gibi testler cok fazla miktarda drnegin hizla taranmasinda kullamlan etkili testlerdir (Peruski
and Peruski, 2003).
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Tablo II. Plasmodium icin spesifik olan antikorlar tamyan immunolojik testler (Gilles 1993 ve Peruski and Peruski,
2003’den uyarlanmstir).

Test ‘

Uygulama Alam

infeksiyonun tams

Indirekt immunofloresans (IFAT)
‘ Epidemiyolojik calismalar

‘ indirekt haemoagliitinasyon (IHA) Epidemiyolojik arastirmalar

-

Enzyme-linked immunosorbent assay
" (ELISA)

| infeksiyonun tamsi
‘ Epidemiyolojik calismalar

—_— L |

Radioimmunoassay

| Arastirma calismalan
(RAI)

immunopresipitasyon Arastirma calismalan
‘ p pitasy : C

L

L S

Not

Orta derecede duyarlilik ve ozglilliik ‘
* Uzman personel gerektirme

Standardizasyon giicliigii
- J = & g |

' Dilisiik duyarlilik ve 5zgiilliik

I Alan calismasina uygunluk |

| Orta derecede ozgulliik

‘ Alan sartlarinda yeterli duyarlilik
saglanmaktadir

| Pahal ‘
Belirli aletlerin kullanimini gerektirir ‘

| Test oldukca duyarlidir —‘
Tamdan cok arastirma amacl
kullamlmaktadir

Antikorlarin variginin aksine parazite spesifik antijenlerin varhi@inin tespiti sitmamin tams: icin daha iyi bir alternatif
olarak gériilmektedir ( Kaushal and Kaushal, 1997). Bu amacla bazi kullamsh immunokromatografik dipstik metodlar

¥

sitmamin tanist icin gelistirilmistir. Bu test metodlarinin kullanim teknik imkanlarin olmadi@ ortamlarda bile son

derece kolaydir. Malarial histidin-zengin protein (HRP I) (Wolday et al., 2001;

(PLDH) (Makler et al., 1993-a) gibi Plasmodium

Birku et al., 1999) ve laktat dehidrogenaz

proteinlerinin antijenik tespitine dayanan testler ticari olarak

mevcuttur. Proteinler, parazitize olmus hiicreler tarafindan konake¢inin kanina birakildig icin bu metod ile sGzkonusu

proteinlerin tespiti, kesin olarak parazitin kendisini degil,

kanda sitma aktivitesinin varliginm gésterir. Testler

proteinlerdeki immunojenik farkliliklar araciligiyla temel sitma tiirlerini ayirdetme yetenegine sahiptir. Bununla
beraber, testlerin duyarliligi (¢ogu 100 parazit/ml’nin lizerinde guivenilir hale gelir) mikroskobik metodun duyarhibi@indan
daha dusiiktiir ve teste cevaplarin gucli ile infeksiyonun derecesi arasindaki oransallik hastadan hastaya cesitlilik
gosterir (Gascoyne et al., 2004). Sitma proteinlerinin varligi infeksiyon azaldikca oldukca hizli bir sekilde duser.
Boylece bu metodlar tekrar meydana gelen infeksiyonlarin tanisinda kullamsli fakat kemoterapiye verilen hizly yanitin
takibi icin kullamsl degildir. Yine bu metodlar kansik infeksiyonlarda da tiirlerden biri belirgin olarak diisiik bir
parazitemi oraninda bulunursa bu tiirii tammada yetersizdir. Dipstik testlerinin kullamlis1 kolaydir ve 30 dakika
dolaylaninda sonuc vermektedir. Bununla beraber bu testler pahali olup infeksiyon oran yiiksek olan bélgelerde
mikroskobik metoda gére belirgin bir avantaji yoktur. Ancak mikroskobik metodun uygulanamadig bolgelerde

uygulanabilecek en iyi metoddur (Gascoyne et al., 2004).

2.3 Molekiiler Yontemler

Molekiiler biyoloji yéntemlerinin parazitik protozoanin tanisinda kullanim gittikce yayginlasmaktadir. Son 10 yilda
gerceklesen DNA ekstraksiyonunun kolaylasmasi, otomatiklestirilmis prosedirler ve polimeraz zincir reaksiyonunun
(PCR) gelistirilmesi gibi teknik ilerlemeler, molekiiler yontemlerin kullanimim tesvik etmistir (Yera et al., 2003) ve
bu teknikler genellikle insanda bulunan biitiin parazitik protozoamin teshisinde veya bunlarla ilgili diger calismalarda
kullamlmaktadir. Molekiiler yéntemlerin tan: amaciyla gerceklestirilmesi kiiltiir, mikroskobik ve immiinolojik metodlar
ile karsilastinldig1 zaman kesinlikle temel bir adimdir, Molekiiler tam yGntemlerinin temel avantajlan patojeni tespit
etmedeki duyarliligi, 6zgiilliig, bir organizmanin tamisim1 yapmadaki hizi ve cok fazla miktarda biyolojik érnek
gerektirmemesidir (Weiss, 1995; Yera et al., 2003; Peruski and Peruski, 2003). Dogrudan mikroskobi yontemi, parazit
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sayis1 yeterince fazla ise parazitlerin morfolojik olarak arastinlmasi ve tiir identifikasyonunda yeterlidir. Nikleik asit
tabanli teknoloji cok sayida 6rnegin otomatizasyonla bir arada incelenmesi disinda bir avantaj saglamamaktadir.
Ancak parazitlerin az sayida bulundugu érneklerde niikleik asitlere dayali yontemler yiiksek duyarltiliklan ile hassas
bir tam yontemi olarak kullamlmaktadir (Weiss, 1995; Alkan, 1997).

2.3.1 DNA ve RNA Problan

Canlilar deoksiribonikleik asit (DNA) iceren genlere sahiptirler. Cift iplikli DNA sarmalini olusturan genomik DNA’nin
bazi dizileri belirli bir tiire 6zglidiir ve eger bunlar ilgili organizmadan izole edilir ve giivenilir bir sekilde tespit edilirse
tiir tamst icin hatasiz bir sistem saglar (Gilles, 1993). Bunun gerceklestirilebildigi teknoloji DNA probu (niikleik asit
zincirlerinin belirli bir bolimiindeki niikleotidleri karsilayabilecek sekilde uygun bir sirada dizilmis, iki ucu yeni bir
niikleotidin baglanmasina uygun olmayan ¢esitli uzunluklardaki DNA veya RNA gibi bir molekiildiir) olarak bilinmekte
olup DNA’nin hibridizasyonu (problarin niikleik asit zincirinde spesifik oldugu dizisine baglanmasi) esasina dayanir.
ilk olarak DNA sarmalinin iki ipligi kimyasal olarak ya da 1s1 uygulamasiyla denatiire edilerek birbirinden ayrilir ve
ayri ayn kati bir yiizeye baglanir. Bu ayrilan DNA iplikleri DNA probu ile etkilesmeye birakilir (hibridizasyon). Problar,
trnedin Plasmodium falciparum’a 6zgil olan bir tekrar bolgesinin yiizlerce kopyasini olusturmak i¢in ya rekombinant
DNA teknikleriyle ya da sentetik olarak uretilirler.

Ornegin ilk defa Franzen et al. (1984) tarafindan tammlanan ve Plasmodium falciparum genomunda bulunan 21 baz
ciftlik bir tekrar dizisinin homologu olan problar hazirlanms ve calismalarda kullamlmistir. Hazirlanan bu problar
diger lic insan sitma paraziti DNA’s1 ya da insan DNA's1 ile hibridize olmamuistir. Genel olarak bu testlerin dzgullugu
milkemmel olmakla beraber duyarliigi mikroskobik metod ile karsilastirildigi zaman ozellikle dislik parazitemi
oranlarinda yetersiz kalmaktadir. Yapilan bir calismada radyoizotop ile isaretlenmis ya da alkalin fosfataza konjuge
edilmis 21 nilkleotidlik tekrar bolgesine komplementer olan sentetik bir prob direkt olarak filtrelere uygulanmis bircok
kan Brnegi lizerinde test edilmistir (Weiss, 1995; Sethabutr, et al., 1988). Calismanin sonucunda problarin oldukca
spesifik oldugu fakat diislik parazitemi oramnda (<500 parazitemi) tanyamadi@ gozlemlenmistir. Alkalin fosfataza
konjuge edilmis sentetik prob kulamlchgi ve protokol optimize edildigi zaman testlerin duyarliig % 84’den % 95’e
yiikselmis, ozgiillik ise mikroskobik metod ile karsilastirildigi zaman en iyi dereceye ulagmistir.

RNA problarinin da Plasmodium’larin tamsinda kullamlmast miimkindir. RNA problar kullamlarak parazitemi oramnin
diisiik oldugu hastalarda teshisin yapilmasimin miimkiin oldugu ve belirli oranda parazitemi oraninin tespit edilebilecegi
bildirilmistir (Weiss, 1995; Gilles, 1993). Ancak PCR metodlarindaki ilerlemeler ve duyarlibgin daha yiiksek olmasi,
bircok arastirmacty1 DNA ve RNA prob testlerindense bu metodu kullanmaya yoneltmistir. Ayrica ayr bir bastik altinda
incelenecek olan gen cipleri de bu metodlara bilyiik bir alternatiftir.

2.3.2 Gen/ Protein Cipleri

Gen cipleri veya mikroarrayler son yillarda PCR temelli metodlarin hz ve duyarliigim koruyarak ortaya ¢ikan ilgi
cekici bir ilerleme olup (Peruski and Peruski, 2003) diagnostik veya prognostik markirlarin tespit edilmesinde kullanlan
bir teknolojidir (Gascoyne et al., 2004). Gen ciplerinde, hedef gen dizisine komplementer olan coklu oligontikleotid
problar bir substrat lizerine uzaysal olarak dizilmistir (Gascoyne et al., 2004; Ganesan et al., 2002; Rathod et al.;
2002). Bunlar boyanmus ve floresan ile tespit edilmis kisa cift iplikli DNA segmentini olusturmak icin array uzermde |
bulunan ve herhangi bir prob ile hibridize olan 6rnek niikleik aside es zamanli olarak maruz birakilir. ihtiyac duyulan
nispeten bilyiik miktardaki hedef DNA'y1 saglamak icin, disiik miktardaki infekte hlicrelerden DNA’min “shotgun PCR"
ile amplifiye edilmesi gerekmektedir. Cip analizi icin gerekli olan 6rnek hazirlama basamagi dolayisiyla bu islem,
PCR icin uygulanan islemden daha kompleks hale gelir. Ayrica eger sonuclarin savunulmasinda kullanilacaksa, gen
cipleri veri okuyucu ve analiz edicilerin de 6zellikle detaylandinimasina ihtiyag¢ duyulmaktadir.

Gen ciplerinin bir diger dezavantaji yeniden kullamlamamalanidir. Dolayisiyla yakin bir gelecekte, teknik ve maddi
imkanlarin kisitli oldugu bélgelerde, bu metodun kullammi zordur ve rutin tam i¢in pahalidir. Kompleks olma ve
maliyet yiiksekligi proteomik analizler icin de gegerlidir (Florens et al., 2002; Gascoyne et al., 2004). Boylece gen
ve protein cipleri tarafindan saglanan ayrim paralel olmadi@ icin yakin gelecekte bu metodlar sitmay daha detayl
olarak arastirmada kullanacak olan arastirma laboratuvan bazli teknolojiler olarak kalacaktir (Gascoyne et al., 2004).
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2.3.3 Gen Amplifikasyonu (PCR)

Sitmanin tamsinda kullanilan bir diger yaklasim sitma parazitinin genetik dzelliklerinin tamindig1 Polimeraz Zincir
Reaksiyonu’dur (PCR) (Peruski and Peruski 2003, Gascoyne et al., 2004, Felger et al., 2003). PCR, hedef niikleik asit
dizisine komplementer olan iki primer kullanarak istenen DNA bélgelerini denatiirasyon, primer baglanmasi ve DNA
polimeraza bagli DNA sentezi dongileriyle cogaltan bir yéntemdir. PCR, hiicreden arindinlms bir yontem olarak, DNA
klonlamasini kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarimn giiclii bir teknigi olmustur ve pek cok durumda,
konakg1 hiicrelerin kullamldigr klonlamanin yerini almistir (Oner, 2003).

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, ozgl hedef DNA dizilerinin dogrudan cogaltiimasina dayanir ve bu yéntemin
uygulanabilmesi icin, yok denecek kadar az miktardaki DNA bile yeterlidir. PCR ile belirli bir bélgeyi cogaltabilmek
icin, hedef DNA'in niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA'ya baglanacak
olan iki oligoniikleotid primerin sentezi icin kullamlir. Bu primerler, cogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki
tamamlayici dizilerle hibridize olur. Isiya dayamkli bir DNA polimeraz calisitan DNA'daki hedef bolgenin sentezini
saglar. PCR’da lic temel basamak vardir ve ¢ogaltilrms (rlintin miktan teorik olarak, bu lic adimin tekrarlanma sayisina
baglidir.

1. Denatiirasyon: Bu adimda, cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Bu DNA, temiz olmak
zorunda degildir ve genomik DNA, kurumus kan ya da uzun siire saklanms tibbi 6rnekler gibi bircok degisik kaynaklardan
elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelinceye kadar 1sitilir (90-95°C de, yaklasik 5 dakika siireyle).

2. Baglanma (annealing): Sicaklik 50-70°C arasinda bir degere disiriillir ve primerlerin tek zincirli hale getirilriis
DNA'ya baglanmasi saglamir. Bu primerler yapay oligoniikleotidlerdir (15-30 niikleotid uzunlugunda) ve cogaltilacak
DNA kisminin uglarindaki tamamlayici dizilere 6zgll olarak baglamr. Bu primerler, kalip DNA'min sentezi icin, baslangic
noktasi olarak gorev yaparlar.

3. Uzama (extention): DNA polimerazin 1stya dayanikli bir sekli (sicak su kaynaklarinda yasayan bir bakteriden elde
edilen enzim, Taq polimeraz) reaksiyon karisimina ilave edilir ve DNA sentezi 70-75°C arasindaki sicakliklarda
gerceklesir. Polimeraz enzimi, niikleotitleri 5 ucundan 3' ucuna dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve
hedef DNA'min iki zincirli kopyasim olusturur .

Bu lic basamaktan olusan bir reaksiyon seti, ¢ift zincirli trlintin tek zincirli hale getirilmesi (denaturation), primerlerin
baglanmas1 (annealing) ve polimeraz enzimi ile zincirin uzamasi (extension) bir dongl olarak ifade edilir. PCR bir
zincir reaksiyonudur. Clinkii, yeni DNA zincirlerinin sayisi her donglde iki katina cikar ve yeni zincirler bir sonraki
dongtide kalip gérevi gériirler. Bir dongii ortalama 4-5 dakika siirer ve pek cok kez tekrar edilir. 25-30 dongii sonunda,
DNA miktarinda yaklasik 1,000,000 kez artma olur. istem, thermocycler (1s1 dongiiciisii) denilen makinelerde, dnceden
dongl sayis1 ve sicakliklan belirtilenen programlarla otomatik olarak gerceklestirilir. Bu yontem ile; klonlama, dizi
analizi, klinik tam ve genetik taramalar gibi diger islemlerde kullanmak izere bol miktarlarda hedef DNA fragmentleri
elde edilir.

PCR sitmanin tamsinda sik kullanilan bir metottur (Postigo et al., 1998; Laoboonchai et al., 2001; Farcas et al., 2004).
Prensip olarak, bu amplifikasyon metodu sitma infeksiyonunun seviyesini yansitan kantitatif sinyaller ve simirsiz
duyarlilik saglar. Ayrica genetik 6zelliklerden yararlamlarak tiir tamsi yapilir. PCR duyarlilik ve ozgiilliik bakimindan
mikroskobik analizi géze carpar bir sekilde geride birakan ilk metottur (Ohrt et al., 2002). Ornegin PCR uygulanmas!
ile karisik infeksiyonlarin tanisinda mikroskobik metodun kabul edilenden daha fazla oranda basansiz oldugu
gosterilmistir (Gascoyne et al., 2004). Bununla beraber, kantitatif amacla kullanilacak olursa, gen amplifikasyon
yontemleri amplifikasyon inhibitérlerini uzaklastirmak icin kanin ¢ok dikkatlice hazirlanmasini gerektirmektedir. Buna
ragmen gen amplifikasyon teknikleri cok cazip teknolojiler olarak karsimiza cikmaktadir ve tiirlerin veya soylann ileri
derecede tamsini ve ilave olarak hastalik karakteristiklerinin tammlanmasim saglamaktadir. Ornegin P. falciparum’un
genomunun dizi analizi son zamanlarda tamamlanms (Gardner et al., 2002) ve ilac direncinden sorumlu olan genotipik
markirlar, diger 8nemli diagnostik ve prognostik tammlayicilar belirlenmistir (Gascoyne et al., 2004). PCR, mikroskobik
metod ile tekrarlanan negatiflerin kontroliinde kullamlabilir.
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Biitiin bu avantajlara ragmen, PCR"in sitmamin tamsinda rutin bir test clarak kullammin sinirlayan bazi konular vardir
(Peruski and Peruski, 2003; Gascoyne et al., 2004; Hanscheid and Grobusch, 2002); PCR en &zgil ve en duyarli metod
olmasina ragmen uzun bir reaksiyondur. Ozellesmis ve pahali cihazlar ile genellikle alan ¢calismalarinda saglanamayan
laboratuvar sartlarim gerektirir (WHO, 2000). Bu da yiiksek sitma transmisyonunun oldugu bolgelerdeki limitli parasal
kaynagi olan cogu iilkede PCRin bir tam testi olarak kullammim simirlamaktadir. Ayrica orneklerin toplanmasi ve
laboratuvar ortarmna geri getirilip bunlar izerinde calisilmasi tamimin gecikmesine sebep olabilmektedir. Son zamanlarda
"Lightcycler” ve "Smart Cycler” gibi hizli 151 dongliciileri ve Plasmodium tirlerin tamisim yapmak icin cesitli 1s1
doniistiiriclilerle kullamlabilen ticari kitler kullamima sunulmustur. Ozellikle Smart Cycler tasinabilir bir alet olup
bir laptop ve aksesuarlanni temin etmek miimkiindiir. Ancak hem 151 donisturiiciiler hem de kitler oldukca pahalidir.

3. SONUC

sekil 1’de sitma tamisinda kullamlan tam metodlar 6zetlenmistir. iki dzellik sitmanin tams: lizerinde temel bir etkiye
sahip olabilir: Bunlar ilac rezistansini tamima ve tam ile ilgili bir markir olarak ilave edilen yeni genetik bilgileri
kullanabilme yetenegidir. Bu kriterler temel alindi@ zaman, tablodan, sitmanin pahali olmayan alan tanilarinda su
anda var olan ydntemler icinde mikroskobik yéntemin en etkin metod olma dzelligini stirdiirdiigli goriilmektedir.
Bununla beraber gen amplifikasyonu en iyi duyarliigi, tlir ayrimin, genetik varyantlarin tanmisim sunan yontemdir.
Diger her bir metod arzu edilen bir ya da birkac tam teknolojisi kriterinde yetersiz kalmaktadir (Gascoyne et al.,
2004).

Clafiriluk
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Sekil 1. Sitmamin tamisinda kullanmlan bazi temel metodlarin gdrsel olarak temsili (Gascoyne et al., 2004’den
uyarlanmistir).

4- Sitmanin Tedavisinde Molekiler Yaklasimlar

Plasmodium tirlerinin antimalaryal ilaclara kars1 direnci tiim diinyada giderek ciddi boyutlara ulasmaktadir. Sitma
ile miicadelede mevcut antimalaryal ilaclann etkinligini zamanla kaybetmesi yeni antimalaryal ilaclarin gelistirilmesini
gerekli kilmistir.

Sindirim vakuoliinde meydana gelen hemoglobinin sindirimi, hemozoin olusumu, redoks islemleri, serbest radikal
olusumu gibi islemler, ilaclarin tasinmasi gibi membran islerinden sorumlu olan proteinler ve makromolekiiler ve
metabolit sentezinden sorumlu olan enzimler sitmanin tedavisinde kullanilabilecek bir antimalaryalin tespitinde
yararlanilabilecek potansiyel kemoterapotik hedeflerden bazilaridir.
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Plasmodium’un izole edilen glikolitik enzimleri hem yeni antimalaryal ilaclar icin hedef molekiiller olarak hem de
hastaligin teshisinde birer indikator olarak tammlanmistir (Roth et al., 1988; Klenerman and Dickson 1992; Makler

and Hinrichs, 1993-b). Glikolitik enzimlerden codu izole edilmis, klonlanmis ve tamamen niikleotid dizileri belirlenmistir
(Read et al.,1994).

Yapms oldugumuz calismalarda Plasmodium’larin laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen (pLDH) yeni antimalaryal
ilaclarin gelistirilmesini saglamak icin hedef gen olarak belirlenmistir.

Sitma parazitleri sitrik asit déngiisii ve aktif bir mitokondriden yoksun olduklarindan (Roth et al., 1988: Trager, 1986)
metabolizmalar icin gerekli olan ATP ihtiyacim glikoliz ile saglarlar. Parazit, bu metabolik yolda laktat dehidrogenaz
enzimini kullanarak son Griin olan piriivik asidi doniisiimli bir reaksiyonla laktik aside cevirmektedir. Yapilan cabismalar
bu enzimin aktivitesinin engellenmesinin parazitin yasarmimin senlandinlmasim sagladigim gostermektedir (Royer et
al.,1986). Ancak ayni enzim hem insanda hem de parazitte bulundugu icin insan LDH’inin etkilenmeden kalmasi

gerekmektedir, Yapilan calismalar pLDH’in elektroforetik, kinetik ve yapisal olarak insan LDH’indan farkl oldugunu
gostermistir:

I. insan LDH"1ndan farkli olarak PLDH yiiksek piriivat konsantrasyonunda inhibe olmamaktadir (Vander-Jagt et al.,
1981).

Il. iinsan M4-LDH"indan farkl olarak, pLDH 3-asetilpiridin adenin diniikleotit (APAD+) adli koenzimi 0,5 M laktat
konsantrasyonunda daha hizli kullanabilme yetegine sahiptir (Makler and Hinrichs,1993-b).
IIl. pLDH"1n gossilik nitril diasetat ve tirevleri tarafindan inhibisyona insan LDH"indan daha duyarh oldugu bildirilmistir
(Royer et al.,1986).

IV. insan M4-LDH"indan farkli olarak PLDH, aktif bolge halkasinda 5 ilave amino asit (DKEWN) icermektedir ( Bzik et
al., 1993; Turgut-Balik and Holbrook, 2001).

Plasmodium falciparum’un LDH (PfLDH) geni ilk olarak 1993 yilinda Bzik ve Fox tarafindan Honduras | soyundan izole
edilmistir (Bzik et al., 1993). Daha sonra ayni gen K1 (Tayland) ve PF FCBR (Kolombiya) soylarindan izole edilmis ve
klonlanmistir (Turgut-Balik and Holbrook, 2001). Yapilan karsilastirmalar neticesinde izole edilen tiim bu soylarin
LDH geninin niikleotid dizilerinin aym oldugu belirlenmistir. Uc soy itibariyle yapilan bu degerlendirmenin tiim soylar
icin genellenemeyecegi de bir gercektir.

PfLDH, amino asit dizisi bilinen diger tiirlerin LDH’lar1 ile karsilastinilmis ve BsLDH ile %29, kopek baligi LDH’1 ile %29,
insan M4-LDH"1 ile %31, domuz LDH"1 ile %33, insan H4-LDH"1 ile %29 (Turgut-Balik and Holbrook, 2001) oramnda amino
asit dlizeyinde benzerlik goriildigii belirlenmistir. PfLDH"da iki pozisyonda amino asit eksikligi ve iki pozisyonda da
amino asit fazlaligimin varlig belirlenmistir. Glutamat-48 ve glisin-217 eksik olan iki amino asittir. Alanin-73 ve serin-
74 arasinda ilave bir tirozin bulunmaktadr. Diger LDH’larla karsilastinldiginda gozlenen en dnemli farklilik PfLDH’1n
serin-108 ve arjinin-109 arasinda ilave 5 amino asit icermesidir ( Bzik et al., 1993; Turgut-Balik and Holbrook, 2001).
X 1511 kristalografisi calismalar ile bu 5 amino asit ilavesinin enzimin katalitik halkasina yakin ylzeyinde cok belirgin
bir yank olusturdugu (Sekil 2-a), fakat insandaki esdegeri olan LDH’da ise ayni bolgede hicbir ilave amino asit olmadigi
icin soz konusu yarigin olmadig tespit edilmistir (Sekil 2-b) (Dunn et al., 1996).

Sekil 2. PfLDH ve memeli LDH’inda substrat baglanma bélgesi ve substrat spesifik halkaya bitisik yarigin varligimin
gdsterilmesi.
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a. PfLDH"1n 108. ve 109. amino asitleri arasindaki ilave 5 amino asidin olusturdugu yarik.

b. Memeli LDH’inda aym pozisyonda ilave 5 amino asit bulunmadi@ icin enzim yiizeyinde bir yarik bulunmamaktadir
(Dunn et al., 1996).

Bu yapiya dayandinlarak yapilan molekiiler modelleme calismalar gossipol tiirevi olan gossilik nitril-1,1" diasetat’in
malarial LDH"1n belirlenen bu acikliginda barindirilabilecegini fakat memeli LDH’larinda bu aciklik bulunmadi@r icin
bu inhibitériin LDH’1n yapisina kabul edilmeyecegini gostermistir (Sessions et al., 1997). insan LDH indan farkli olarak
PfLDH’a 6zgii olan bu bodlge, cesitli enzim inhibitérlerini barindirma ve dolayisiyla enzim aktivitesini durdururak
parazitin insan kam icerisinde oliimiine sebep olma potansiyeline sahip oldugu icin ilac tasarim calismalarinda hedef
bolge olarak kullamlmistir. Yapilan calismalar, PfLDH yapisinda bulunan ilave 5 amino asidin olusturdugu yargin
klorokin ile bir kompleks meydana getirdigini gostermis ve klorokinin enzim izerine olan inhibitor etkisi belirlenmistir
(Read et al., 1999). P. falciparum’a kars1 etkin olacak olan yeni bir antimalaryal gelistirme program Glaxo Wellcome
Smith Kline Beecham ve London School of Tropical Medicine and Hygiene (Turgut-Balik et al., 2001) ortakhig ile
yurttlilmektedir.

Aym calisma Turkiye'de ve dunyada en yaygin Plasmodium tiirli olan Plasmodium vivax LDH'1na da (PvLDH) uygulanmaya
baslanmms (Turgut-Balik et al., 2004, yayina kabul edildi) ve ilgili gen Plasmodium vivax Belem soyu (Fransa) genomik
DNA’sindan klonlanmis ve dizi analizi yapilmistir. PvLDH geni gliniimiize kadar klonlanan ikinci insan malaryal laktat
dehidrogenazidir. DNA dizisinin analizi, PvLDH’in da PfLDH gibi 316 amino asitlik bir proteini kodlayan 951 baz cifti
acik okuma cercevesini icerdigini gostermistir. PvLDH"1n PfLDH ve bilinen diger bazi LDH’lar ile amino asit dizinin
kiyaslamasi, PvLDH"in sirast ile PfLDH ile %90,1, Plasmodium berghei LDH"1 ile %90,8, Plasmodium yoelii LDH1 ile
%90,5, insan-M4 LDH"1 ile %26, insan-H4 LDH"1 ile %25 benzer oldugunu gostermistir. Ayrica PvLDH"in da PfLDH gibi
aktif bolge halkasinda 5 amino asit ilavesini bulundurdugu tespit edilmistir. Onceden PfLDH'dan elde edilen yiiksek
cozunurlikli X 1s1m yapisi, PvLDH'1n da bulundurdugu bu 5 ilave aminoasitin enzim yiizeyinde olusturacag: bolgenin
enzim inhibitorleri icin cazip bir hedef olabilecegini gdstermistir.
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HELMINT HASTALIKLARININ TANISINDA MOLEKULER YONTEMLERIN YERI

Metin KORKMAZ
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, izmir

Son yillarda ok hiicreli dkaryotik parazitlere yonelik molekiiler biyoloji alamindaki arastirmalar parazitolojide parazit-
konak-cevre arasindaki iliskilerin daha iyi anlasilmasina yardima olmustur. Ozellikle cok hiicreli 6karyotik bir nematod
olan ve tlim genomu belirlenen Caenorhabditis elegans’tan elde edilen molekiiler ve genetik bilgilerin yardimiyla
helmintlerin biyolojisi, genomik organizasyonlar, yiizey antijenleri hakkinda dnemli bilgiler edinilebilmistir.

Konak ile parazit arasindaki karmasik iliskinin gerceklestigi en 6nemli yer olan membranlarin sentezi, yenilenmesi,
ylizey tabakasinin degistirilmesi, ayrica su, iyon ve iyonik olmayan maddelerin gecisinin molekiiler biyoloji teknikleri
ile arastinlmasi, helmintlerin konagin bagisik yamtindan nasil kacindigim anlamamiza olanak saglamistir. Konagin
bagisik yamiti ve lirettigi toksik maddelerin parazite zarar vermesi, membranin lipid ve karbonhidrat yapisindaki
degisikliklerle engellenmekte, bdylece parazit yasamini siirdiirebilmektedir. Helmintlerin olgunlasmasi sirasinda gen
reglilasyonu ve ekspresyonundaki degisiklikler "Differential Display" yontemi ile saptanabilmektedir. Elde edilen veriler
parazitlerin mzh antijen degistirmesinde “transsplicing” mekanizmasinin rolii oldugunu disiindirmektedir.

Helmint biyokimyasindaki gelismeler sayesinde bir cok enzimi homojen olarak saflastirmak, kinetik, antijenik ve
benzeri 6zellikleri lizerinde ¢alismak miimkiin olmustur. Molekiiler teknikler sayesinde biyokimyasal olaylarda énemli
roller Ustlenen glutatyon S transferaz, sistein proteinaz gibi bir cok enzimin de klonlanmasi ve bol miktarda eksprese
edilmesi saglanmistir. Tubulin gibi enzimatik olmayan proteinlerin biyokimyasal &zellikleri de molekiiler parazitoloji
acisindan 6nem tagimaktadir. Helmintlerdeki b-tubulin genlerindeki farklilik, benzimidazol grubu antihelmintiklerin
etki mekanizmasi ve ilac direncininin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

Hemen hemen tum Gkaryotlar niikleer genom ile isbirligi icinde olan ayrica bir mitokondriyal (mt) genom icerir. Vertebralilardaki
mtDNA coklu kopyalar bulundurur ve ATP sentezleyen solunum zinciri enzimi komplekslerinin 12-13 proteinini eksprese
eden diziler tasir. mtDNA daki farkliliklar populasyon genetigi ve filogenetik calismalarda kullanilabilir.

DNA’y1 olusturan nilkleotid dizileri baslica iki grupta toplanabilir;

(1) yalmzca bir tek kopyasi olanlar ve (ii) sik tekrarlayan DNA dizileri (Highly Repeated DNA Sequences, HR-DNA).
HR-DNA’lar dkaryotik genomunun bir ézelligidir ve genomik DNA’nin yaklagik %10-60"inda evrimsel degisikliklerin
daha hizli goriildiigii kodlama olmayan genomik bélgelerinde bulunur. DNA hibridizasyonunda HR-DNA’larin genellikle
radyoaktif maddelerle isaretlenerek prob olarak kullamlmasiyla, materyalde parazite ait DNA olup olmadiai biiylik
bir duyarlilikla saptanabilmektedir. Eger DNA miktar az ise bu durumda yontem PCR ile desteklenebilir.

Molekiiler tiplendirme ve filogenetik calismalarda ribozomal RNA (rRNA) genlerinin siklikla kullamlmasinin baslica
nedent, géreceli olarak daha kolay klonlanabilmesi ve bir veya daha fazla kromozom lizerinde ardisik tekrarlarin coklu
kopyalarim bulundurmalarichr. rRNA’larin bir ya da iki oldukgca siki korunmus bolgesi, az korunmus ara bélgelerle
ayrilmistir. rRNA 18s, 5.8s, 28s’lik genler iceren ardisik tekrarli sekans serilerinden olusan tnitelerden meydana gelir.
rDNA tekrarlari, evrim derecesine gére iic farkl tiptedir; (a) Kodlama bélgesi: Oldukca siki korunmustur ve hayatin
baslangict hakkinda hipotezler olusturulmasinda kullanilir. (b) Kopyalama aralig1 bélgesi (transcribed spacer region-
TS): Orta derecede korunmustur. 50x106 yil dncesine kadar olan olaylarin sekillendirilmesinde kullamlir. (c)
Kopyalanmayan aralik bélgesi (non-transcribed spacer region- NTS): Tiirler arasinda ve icindeki farkliliklara gore
degisen bir bolgedir.

Temel olarak molekiiler yéntemlerin kullamlmasinin lic ana amaci vardir: (i) Etkenin epidemiyolojik dzelliklerini
anlayabilmek, (ii) tam koyabilmek ve (iii) asilama, kemoterapi gibi kontrol stratejileri gelistirebilmek.

Molekiiler Epidemiyoloji: Helmintlerin protozoonlara gore daha biyik ve tamsinin goreceli olarak daha kolay olmast
nedeniyle onceleri tercih edilmeyen molekiiler yéntemler, 1990’lardan itibaren parazitoloji alaminda da uygulanmaya
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baslanmistir. Molekiiler epidemiyolojik arastirmalar; hastaligin bulas yolu, bulasma oram, cins ve tiirlerle hastaligin
klinigi arasindaki iliski, vektdr ve rezervuarlann durumu, dagilim ve hastaliga bagl salginlar hakkinda bilgi edinmemizi
saglar. Uygun molekiiler teknikler kullanarak enfeksiyon ajanlarinin stirveyanst ve enfeksiyonun kaynaginin bulunmasi
olasidir. Uygulanacak molekiiler teknik genetik farkliligin hangi hiyerarsik seviyede olduguna ve arastirilacak DNA
bélgesinin ozelliklerine uygun olarak secilmelidir. "Dot blot analiz” ve "in situ hibridizasyon” ile gen problarinin
hibridizasyonu; kesilen parcalarin uzunlugunun farklhilasmas1 (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms-RFLP),
mitokondriyal ve ribozomal DNA genomlarinin ozellikleri, DNA sekanslamasi, molekiiler karyotiplerin analizi, PCR ile
DNA polimorfizminin saptanmasi molekiiler epidemiyolojik arastirmalarda siklikla kullamlan yontemlerdir.

Molekiiler Tani: Rekombinant DNA, niikleer hibridizasyon ve monoklonal antikor teknolojileri parazitlerin yiksek
ozgiilliik ve duyarlilikla saptanmasina olanak saglayabilmektedir. Molekiiler tam yontemleri lic kategoride simiflandinlabilir:

1. Biyokimyasal testler: izoenzim 6zellikleri genetik olarak kontrol edildiginden, parazitler farkli bant dzellikleri
gosterirler. Goreceli olarak basit olmasi, ¢ok drnek calisilabilmesi, morfolojik olarak benzer parazitlerin aynimasinda
kullamm bu yontemlerin avantaj iken, pahali aletlere ve cok miktarda drnege ihtiyac duyulmasi, sahada uygulanamamasr,
hizli olmamasi, enzimlerin denatiire olmasi nedeniyle yalancl negatiflik verebilmesi dezavantajlandir.

2. Serolojik testler: Antijen ya da antikor arastinlmasina dayanir. Kisi ya da kitle taramalari i¢in uygundur.

3. DNA bazh testler: Parazit DNA’sinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonrasi elektroforez ve hibridizasyonla
gisterilmesine ya da PCR’a dayamir. PCR icin kullamlan nikleik asit dizileri, ribozomal DNA ya da RNA dizileri (duyarlilig
yilksek, ozglillligl disiik), spesifik parazit dizileri (6zgulligh yiksek, duyarliigi dislik), tesadifi sekans primer
amplifikasyonu (Random Sequence Primer Amplification - RAPD-PCR) (genellikle duyarh, &zgiil degil) olabilir. Bu
yéntemlerin avantaji duyarlibiginin yilksek ve esnek olmasidir. Bu yontemlerle bir parazit aranabilecegi gibi bir grup
parazit de taranabilir. Pahali olmasi, 6zel bir yere ve deneyimli personele gereksinim duyulmas: ve saptanan DNA'mn
6lii ya da canl parazite ait oldugunun belirlenememesi bu yontemlerin dezanvantajidir. Orneklerde bulunan inhibitérler
ya da kontaminasyona bagl yalanci negatif ya da pozitif sonuclar alinabilir.

Helmintlerde DNA bazli yontemlerin kullammi daha cok asilama, epidemiyoloji ve kemoterapi lizerine yogunlasmistir.
Son yillarda bu yontemler ELISA yontemine uyarlanip tam amaciyla uygulanmakla birlikte heniiz rutin olarak kullamlmaya
baslanmamistir.

Asilama: Gerek insan gerekse hayvan saghigim yakindan ilgilendiren helmint asilarinda tim cabalara karsin halen
basariya ulasilamamasimin nedeni, bu parazitlerin molekiiler biyolojisi ile yakindan ilgilidir. Helmintler bagisik yanittan
kacabilme, hatta bagigik yaniti degistirebilme potansiyeline ve kompleks antijenlere sahiptir. Ek olarak koruyucu
antijenlerinin tammlanmasi zordur ve konakta multifokal bagisik yamt olusturur. Molekiiler biyolojide kullanilan
yontemler rekombinant antijenlerin kolaylikla tiretilebilmesine olanak saglamakla birlikte tretilen asilann dezavantaj
parazit popiilasyonunun polimorfik olmasi halinde baz tirlere etkisiz kalmasidir. Molekiiler biyoloji bir cok antijenin
aday olarak asilama calismalarinda kullanilmasina olanak saglamistir. Rekombinant DNA teknolojisiyle helmint
antijenlerinin sekans bdlgelerini saptamak, klonlamak ve bol miktarda tretmek miimkiin olmus, cok sayida as adaylan
onerilmistir.

Son yillarda ortaya cikan DNA asilan ile, parazit proteini kodlayan DNA sekansi, okaryotik promotor ile plazmide
klonlanabilmektedir. Genellikle konak kasina enjekte edilen asi yolu ile, kan akimi yerine hiicre icine verilmis olan
bu yabanci protein konak hiicresi tarafindan eksprese edilir. Boylelikle hem hiicresel hem de humoral yamtin ortaya
cikmasi saglanmis olur. Transgenik bitkilerle nematodlarin bagirsak mukozasindan girisinin engellenebildigi
bildirilmektedir.

Kemoterapi ve ilag Direnci: Kemoterapétik ajanlann hiicrelerde baglandiklan reseptérler ve etkilerini gosterdigi

yollarin molekiiler yéntemler ile tanimlanmas1, yeni ilaclarin bulunmasi ve diren¢ mekanizmalarimn anlasitmasina
yardimcr olmaktadir.
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TANISAL MIKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA KARSILASILAN SORUNLAR

Selda ERENSOY
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Molekiiler biyolojideki gelismeler, patojen mikroorganizmalarin saptanmasi, tammlanmasi ve 6zelliklerinin belirlenmesinde
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yeni ufuklar acmistir. Bu teknoloji, hasta tamsi, tedavisi ve yonetiminde bircok
alam etkilemeye baslamistir. Bu oturumda tamsal mikrobiyoloji laboratuvarlarinda niikleik asit testlerinin secimi,
degerlendirilmesi, uygulama sirasinda karsilagilan sorunlar, biyoinformatik kullamm tartisilacaktir.

TANISAL MIKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA NUKLEIK ASIT TESTLERININ SECiMI VE DEGERLENDIRILMES|

Tlm tam testlerinde oldugu gibi, niikleik asit (n.a.) testlerinin de tan laboratuvarlarina yerlestirilmesinde dikkat
edilmesi gereken durumlar vardir.

* Kullanilan testin giivenilir ve hasta yonetiminde anlaml olmas gerekir (klinik anlam).

* Yeni bir testi laboratuvara oturturken amac: i) kullamlmakta olan bir testin yerine gecmek izere; i) kullanilmakta
olan testlere ek olarak veya iii) yeni bir parametre eklemek olabilir.

* Bu testin kullamimakta olan diger testlere Ustiinliaii olmas gerekir.

1. Hastalik tamisinda veya hasta yonetiminde ek bilgi saglayabilir.
2. Sonuclari daha giivenilir olabilir.

3. Daha hizli sonuc verebilir.

4. Rutin bir laboratuvar icin uygulanmasi daha kolay olabilir.

5. Maliyeti daha diisiik olabilir.

Genellikle bu kriterlerin hepsinin saglanmasi zordur. Bu nedenle laboratuvarin kosullarina, hasta poptlasyonunun
ve drneklerin 6zelliklerine gore degerlendirerek, testin glivenilirligi ve klinik anlamindan &diin vermeden karar
vermek gerekir. Sadece bilimsel merak nedeniyle kullanilan testler arastirma amacli olmal

,» maliyeti hastaya
ylklenmemeli, hastamn bilgilendirilmis onami olmadan uygulanmamalidir.

Niikleik asit testlerini
i) kalitatif testler
ii) kantitatif testler olarak siniflandirabiliriz.

tzerinde en cok calisilan bu ajanlara ait testlerdir. Ancak bu testlerin siirekli iyilestirilmesinin yani sira neredeyse
blitlin mikroorganizmalara ait niikleik asit testlerinin gerekliligi tartisilmaktadr. Bircok ticari firma cesitlj testler

3
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Bu programlarla ilgili tartisma baska bir oturumun konusudur. Ancak laboratuvarlarin karsilastigi bircok sorunun
coziimiinde faydali olacag dikkate alinmalidir.

Gereksinimi farkedilen molekiiler mikrobiyolojik testlerin sayisimn giderek artmasi sonucunda laboratuvarda hepsini
karsilayacak primer-prob setlerinin bulunmas1 mimkiin degildir. Ancak laboratuvar kosullarina gore test paneli
hazirlanabilir. Testi sectikten sonra yonteme karar verilmesi gerekir. Bu basamakta ister ticari kit olsun, ister
laboratuvarin kendi gelistirdigi test olsun, testin simrliliklarinin degerlendirilerek bildirilmesi 6nemlidir. Etkinligi ve
standardizasyonu cesitli calismalarla rapor edilmis, sertifikasyon programlarina uyan ticari kitleri degerlendirmek
daha kolaydir. Kit formatindaki diger testleri veya laboratuvarin kendi testlerini ise belli kriterlerle degerlendirmek
gerekir.

. Kantitatif niikleik asit testleri: Niikleik asit testlerinin kantitatif olmas 6zellikle virolojide onemlidir; viral yuk ile
klinigin iliskilendirilmesi anlamlidir. Gelisen teknoloji kantitatif testlerin iyilestirilmesine buyuk katki saglamstir.
Gercek zamanli PCR ve dalli DNA testlerinin yeni versiyonlari ile duyarliigi yiiksek, dinamik arali@1 genis testler
gelistirilmistir. Duyarliigin hangi diizeyde olmasi gerektigi uzun siire tartisimistir. Artik miimkiin olan en ylksek
duyarlilik tercih edilmektedir. Ozellikle reaktivasyonlarin, tedaviye direncin erken saptanmasinda ytiksek duyarlilik
snemlidir. Bu testlerin kantitatif yapilmast pozitifligin anlaminin degerlendirilmesine de yardimci olmaktadir. Ancak
bircok durumda klinik anlamin hangi diizeyde basladig, yani esik deger tartismalidir. Bu sorular klinik calismalarinin
sonuclan ile cevaplayabiliriz. HIV ve HCV infeksiyonlarinda esik degerler veya viral yilkteki artma, diisme oranlarina
ait uzlasma raporlan vardir. Testin dogru kantitasyon yapabildigi aralik da klinik anlam tzerinden degerlendirilmelidir.
Hasta izleminde bazal degeri icine alan ve tedavi izleminde anlamli diisiisii gosterebilen dinamik araliga sahip,
reaktivasyonu erken saptayabilmek icin duyarliid1 yliksek bir kantitatif test idealdir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarina yerlestirilecek bir testin degerlendirilmesi:
Kullamlan referanslar dnemlidir:

« Etkinligi kamtlanmis bir test varsa bu test ile paralel calisilan Grneklerin sonuclar karsilastiritabilir. Bu karsilastirmada
dikkat edilmesi gerekenler:

1. istenen duyarlilik ve dinamik aralik diizeylerini kapsayan drneklerin test edilmesi.

2. Istatiksel degerlendirme icin yeterli sayida ornek ¢alisilmasr.

3. Sonuclar arasindaki standart sapma ve degiskenlik katsayilarinin hesaplanmas.

4, ki test sonuclarinin uyumunun regresyon egrisi ve katsayisi ile degerlendirilmesi ve rapor edilmesi.
5. Testin ozgulligin degerlendirilebilmesi icin yeterli sayida negatif drnegin test edilmesi.

« Referans bir test yoksa, referans standartlarla test degerlendirilebilir. Bu degerlendirmede de duyarlilik ve dinamik
aralik gerekli diizeylerdeki standartlarla tekrarlayan calismalarla yapilmalidir. Testin ozgiilliglnln degerlendirilmesi
unutulmamabidir.

« Testin farkli genotipleri, dzellikle calisilan popiilasyondaki izolatlari saptama ve miktar belirlemedeki etkinliginin
bilinmesi de 6nemlidir. Bu konuda bilgi olmayan veya primer-prob dizileri bilinmeyen testleri degerlendirmek zordur.
Miimkiinse referans standartlar secerken buna dikkat edilebilir.

« Testin kendi icinde tutarhliginin da bilinmesi gereklidir. Test-ici ve testler aras degiskenligin arastirilmas1 gerekir.
Standartlar ve rnekler belirli sulandinmlarla tekrarlayarak calisilmali, regresyon egrisi ve katsayisi ile degerlendirilmelidir.
« Kullamlmakta olan bir testin yerine yenisi konulacaksa eski test ile karsilastinlmasi gerekir. Bu degerlendirmede
de iki test karsilastirmasi icin gerekli kriterler gecerlidir. iki test arasindaki uyum ve fark saptanarak testin sonuglanm
kullanan klinisyenlere bildirilmelidir.

» Kantitatif sonuclarda kullanilan birimlerin standardizasyonu baska bir sorundur. Bu amacla HIV, HCV, HBV gibi
parametrelerde evrensel birimler gelistirilmektedir. Ancak yaygin olarak kullanilmakta olan DNA/RNA kopya sayisi
ile bu birimlerin karsilastinlmasinda tek bir sabit katsayi yoktur. Testler arasinda farklibk gostermektedir. Klinisyene
sonuc verirken sorun yasanmaktadir. Bilindigi 6lclide karsilastirmamin veya degisikligin raporda yer almast hedeflenmelidir.
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NUKLEIK ASIT TESTLERININ UYGULAMASINDA KARSILASILAN SORUNLAR

Arzu SAYINER
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Nikleik asit saptamaya yonelik testler (NAT), bu konuda egitilmis personel, 6zel laboratuvar, kimyasallar ve gzel
sarf malzemesi kullanim gerektirmektedir. Niikleik asit saptama temelli bir yontemi kullanmak isteyen bir laboratuvar,
yontemin kisithliklarim bilmeli ve karsilasitabilecek sorunlara karst hazirikh olmalidir. Dogru ve giivenilir sonuc icin,
bu sorunlara karst 6nlemlerin alinmasi, ortaya cikmasi durumunda, zamaminda tamnarak ¢oziim Gretilmesi gereklidir.
Testlerin standardizasyonu ve kalite kontrol programlarinin (internal ve eksternal) diizenli uygulanmasi, kaliteli bir
laboratuvar isleyisini glivence altina almak icin basvurulan yéntemlerin basinda gelir.

Mikroorganizmalarin saptanmasi amaciyla yapilan testlerde, ornekte, hedef niikleik asitin saptanmasi, her zaman
canli, cogalan mikroorganizmamn varlig anlarmm tagimamaktadir. Testin pozitif saptanmasina yol acan diger nedenler:

» Olii veya degrade olmus mikroorganizmaya ait niikleik asitin veya fragmanlarin bulunmasina bagl olabilir. Bu nedenle
ozellikle tedavi basarisi takibinde, niikleik asit temelli testlerin kullanimi sorunludur.

* Herpesviruslarda oldugu gibi, latent infeksiyona bagli mikroorganizmalarin varhigina bagl olabilir. Ornekte hedef
niikleik asit vardir, test pozitiftir ancak bu sonuc, klinik anlam tasimayabilir.

« Ornek aliminda kullanilan aletlerin (endoskoplar, vb) kontaminasyonu sonucu olabilir.

« Ornegin veya kullamlan alet, soliisyon vb malzemenin aranan mikroorganizma veya hedef niikleik asit fragmani ile
kontaminasyonuna bagli olabilir.

Ornekte, hedef niikleik asitin saptanmamasi, her zaman drnegin veya hastanin soz konusu mikroorganizmayi tasimadig
anlamina gelmemektedir. Testin negatif saptanmasina yol acan nedenler:

» Diger mikrobiyolojik testlerde oldugu gibi, ornegin cinsi veya zamanlamasi uygun olmayabilir. Ornekte niikleik asit
bulunmayabilir ancak kisi etken ile infekte olabilir.

» Kullamlan test yonteminin duyarliigi, niikleik asit varligim saptamaya yetmeyebilir.

» Ornegin transportu, saklama kosullar, niikleik asitin korunmasina uygun olmayabilir.

« Ornekte bulunan niikleik asit, ekstraksiyon islemi sirasinda kaybedilebilir.

» Primerlerin baglanmasi gereken bélgelerde mutasyonlar bulunabilir.

= Ornekte veya kullamlan malzemelerde, testin calismasini inhibe eden maddeler bulunabilir.

SORUNLAR

1. Yalanci pozitiflik

Nikleik asit amplifikasyonuna dayali testlerde, ozellikle PCR yonteminde, bir avantaj olan yuksek duyarlilik, yalanc
pozitiflik sorununu da birlikte getirmektedir. Uc sekilde olusabilir:

a. Genel kontaminasyon: Hedef niikleik asidin, solUsyonlara, cihazlara bulasmasi sonucu, tiim test edilen érneklerde
ve negatif kontrolde, olumlu reaksiyon saptamir. Siklikla, bir 6nceki testte ¢ogaltilmis hedef bolge kopyalarinin
(amplikonlann), bir sonraki testte kullanilan malzemelere bulasmas1 sonucudur.

b. Ornek kontaminasyonu: Bir veya birka¢ 6rnegin, hedef niikleik asit ile kontamine olmasidir. Genellikle, &rneklerin
test oncesi islemlerde (santrifiijleme, alikotlama, vb) veya niikleik asit ekstraksiyonu asamasinda kontaminasyonu

50z konusudur. Negatif kontroller etkilenmeyebilecegi icin ancak drnegin yeniden calisiimasi veya hastadan alinacak
yeni bir ornek ile testin tekrarlanmasi ile belirlenebilir.
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c. Ozgiil olmayan iirinlerin saptanmasi: Ozglillik sorunu olan primerlerin veya optimize edilmemis test protokoliniin
kullanmim sonucu olabilir. Elde edilen amplikon, cogaltilmak istenen bélgeye ait degildir. Ozellikle prob ile saptama
yapilmayan yontemlerde (agaroz jel elektroforezi, vb) sonucun, yanlistikla pozitif olarak degerlendirilmesine yol
acabilir. Sorun, prob ile hibridizasyon, nested PCR gibi dzgiilliigiin arttinldig bir yéntemin kullamlmasi veya amplikonun
dizi ozelliklerinin belirlendigi (dizi analizi, vb) bir metodoun kullanilmas ile belirlenebilir.

Kontaminasyon riskini en aza indirmek icin oneriler:

a. Soliisyonlarin hazirlanmasi (niikleik asit icermeyen "temiz oda"), 6rneklerin hazirlanmas1, amplifikasyon ve trtnlerin
saptanmasi (cok sayida amplikon iceren "kirli oda") farkli mekanlarda, tercihan birbirinden uzak odalarda yapilmatidir.
is akisi, temizden kirliye dogru olmali ve odalar arasinda malzeme, cihaz alig-verisi yapilmamalidir. Tum kimyasallar
alikotlanarak kullamlmalidir. Odalar arasi hava akimimin, kontaminasyona yol acacak sekilde yapilmamasina dikkat
edilmeli, olanak varsa, temiz odada pozitif basinc, kirli odada negatif basincli ortam saglanmalidir. Sogutucularin
ve dondurucularin kullamminda, nikleik asit iceren ve icermeyen malzemenin temasi engellenmelidir. Laboratuvar
cabisanlar, mekanlarin ve malzemenin kullamimindaki esaslar yoniinden egitilmeli ve denetlenmelidir. S6z konusu
laboratuarlan kullanan personel sayis1 kisitlanmalidir. Amplifikasyon sonrasi tiiplerin acilmasini gerektirmeyecek bir
saptama yontemi (real time PCR, vb) tercih edilebilir.

b. Calisma sirasinda aerosol olusumu Gnlenmeli, pipetdrler ile pipet uglar arasinda bariyer bulunmalidir (filtreli pipet
uclari, vb). Kullamlacak soliisyon, kimyasal ve tek kullammUlk malzeme aliminda, niikleik asit ve niikleaz icermemesine
ozen gosterilmelidir. Copler, biriktirilmeden ve aerosol olusmasini 6nleyecek sekilde laboratuardan uzaklastintmalidir.
Laboratuarlarin temizliginde niikleik asitleri etkileyebilecek kimyasallar (HCL, sodyum hipoklorit, vb) ve UV kullamlmalidir.

c. Her calismaya negatif kontrol eklenmelidir. Negatif kontrollerin ekstraksiyon basamagina da dahil edilmesi ve
(6rnek sayisina gore) birden fazla olmast énerilir. Kuvvetli pozitif kontrol kullamimindan kacinilmalidir. Negatif
kontrollerden herhangi birinin pozitif saptanmas durumunda, calisma gecersiz kabul edilir.

d. Amplikonlarin yol actig1 kontaminasyonu engellemek igin dU igeren iriinlerin uracil-N-glikozilaz (UNG) ile islemlenmesi
(amplifikasyon 6ncesi) veya isopsoralen - UV 1ginlama (amplifikasyon sonrasi) yontemleri kullamlabilir.

Kontaminasyonun saptanmasi durumunda, tekrarint engellemek icin kaynak ve neden bulunmaya cabisitmalidir.
Genellikle tiim reagentlerin yeniden hazirlanmas1, odalarin ve aletlerin temizlenmesi gereklidir. Bu islemler, zor ve
zaman-emek alici olmasinin yam sira, laboratuarin bir stre kullanilamamasina ve maddi kayba yol agmaktadir.

2. Yalancl negatiflik

Tiim drnekleri etkileyebilecek ortak bir sorun, pozitif kontroliin galismamast ile saptanabilir. Her bir 6rnegin ekstraksiyon
veya amplifikasyon basamagindaki sorunlanm belirlemek icin ise, her birine eklenecek internal kontrol kullamm
nerilir. internal kontrol, drnek icine eklenen ve ampifikasyon sonrasi saptanabilen hedef niikleik asitten farkl bir
DNA parcasidir. Amac, 8rnekte aranan hedef niikleik asitin gecirdigi asamalar, internal kontrol yardimiyla izlemektir.
Uzunluk ve baz icerigi acisindan, hedef niikleik asite benzer olmali, tercihen aym primerlerle yakalanmali ancak triin
saptama asamasinda, farkli bir yéni ile (farkh prob bélgesi, farkli restriksiyon enzim kesim bolgesi, vb) hedeften
aynlabilmelidir. Sentetik diziler yerine, érnekte bulunmasi mimkiin olmayan mikroorganizmalar da internal kontrol
olarak kullamlabilmektedir. internal kontroliin konsantrasyonu, zayif inhibisyonlar da saptayabilmek igin, diistk
olmalidir. internal kentroliin negatif sonuc vermesinin nedenleri:

a. internal kontrol ekstraksiyondan énce eklendiyse, sorun bu basamakta olabilir.

b. Tiim 6rneklerin internal kontrolii calismadiysa, kimyasallar veya aletler gibi ortak bir sorun kaynag: aranmahdr.
c. Amplifikasyon inhibisyonu soz konusu olabilir. inhibitdrler drnekten (heparin, hemoglobin, vb) veya drnegin
hazirlanmasi basamaklarindan (SDS, ethanol, vb) kaynaklanabilir.
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d. Hedef amplifiye olup, internal kontrol negatif saptanabilir. Hedef nii
sirasinda iki niikleik asit arasindaki yarnisma nedeniyle internal kontroliin ba

3. Diger
NAT sonuclar, diger tiim mikrobiyolojik tam testlerinde oldugu gibi,

ile birlikte degerlendirilmelidir. NAT ile saptanan pozitif bir sonucu
iki olasilik vardir:

hastanin klinigi ve diger laboratuvar sonuclar
n diger testlerle desteklenmemesi durumunda

1. Amplifikasyonlu NAT*1n duyarliligr genellikle diger testlerden iis
oldugu gibi, antijen - antikor saptama testlerinin heniiz negatif oldugu dénemlerde

olusmamasina yol acabilir.

2. Yalanci pozitiflik séz konusu olabilir.

Bu durumda test tekran, farkli bir yontem veya farkli bir hedef bolgeye yonelik olarak yeni bir NAT testi veya hastanin
izlemi ile diger testlerin pozitiflesmesinin beklenmesi gibi yollar izlenebilir. Tek bir testin pozitifligi ile tan koymanin
yaniltici olabilmesi nedeniyle, karar verme asamasinda tiim parametrelerin degerlendirilmesine dzen gosterilmelidir.
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LABORATUVARDA BiYOINFORMATIK KULLANIMI

Salih TURKOGLU
istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

Konunun isminden de anlasildig1 gibi, ilk goriiste hemen biyoloji ve informatik kelimelerinin bir araya gelmesi ile ilgili
bir disiplin oldugunu diisindiigimiiz bir alandan s6z edecegiz. Biyoinformatik ile tam olarak neyin kastedildigi, diinyada
ve Ulkemizde su anda bulunulan noktayr anlamaya calisacagiz. Buna girmeden dnce biraz bilgisayarla ilgili kendi
seriivenimizi kronolojik olarak anlatmak saminim yararli bir giris olacak. Konu da zaten bilim ve bilgisayarin biyolojideki
birlikteligi ve su anda bundan ne kadar faydalaniyoruz, ne kadar katkimiz oluyor (oluyor mu?) ve gelecekte neler

olacakla ilgili gerekli sorulan kafamzda uyandirabilirse bu giris amacina ulasmis olacaktir.

istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndaki asistanhigimz sirasinda, yani 1980°li
yillanin sonunda tamistik bilgisayarla, bir MAC't1. Sekreterlik islerinde daktilonun yerini milkemmel bir sekilde almisti
bu dahiyane cihaz! Yalnmzca o kadar... Sonra, bilim dalimizda kurdugumuz AIDS Savagim Dernegi, onun icin alinan
bir PC (evet, bu kez bir ‘IBM compatible’di cihaz). Uye kayitlan ile ilgili *harika” programlar vards, isi kolayca ¢éziyordu
bilgisayar. Hasta kayitlarini da bilgisayarla yapmamiz cok gecikmedi; nce MAC'ta, oldukca "mantiel” ve amatorce,
daha sonra kiirsii capinda, profesyoneller(ce)le.. Sonraki slirecte hasta kayitlarimin tutulmasi/raporlanmasinin
bilgisayarlasmasindan ileri bir asama bile s6z konusu oldu, ki bugiin diinyada ileri drneklerini biyiik fabrikalarda,
Bu asamalar boyunca biz bilgisayarlastik, bilgisayarlarla donandik, bir yandan da Tirkiye’nin her yamna hizla yayilan
internet bir ucuyla (bir kablosuyla) otomasyon agimiza (network) baglandi ve laboratuvarlarda artik yediden yetmise
hepimiz diinyaya acilms olduk; &rnegin herkesin elektronik posta adresleri oldu, cokca haberlesir olduk. BGyle olmasi
verimi arttirdi m1, eksiltti mi hesabi kolay de&il, ama rutin faaliyetlerin otomasyonu, kolayca istatistiklere ulasma
gibi kolayliklar en azindan "geliri” arttirdi, bu kesin. Bu sirada molekiiler biyolojinin “patlamasina” nerede ise kosut
olarak, hatta bunun olmazsa olmaz bir parcasi olarak biyolojinin bilgisayarlastigina tanik olduk. Hergiin, her saat
tiretilen y1ginla bilginin depolanmasi icin bilgisayar zaten kagimlmazdi, ama bu bilgiyi islemek, hatta ortaya cikis
stirecinde bilgisayar kullanmak kaginilmaz oldu. Bu bilgi agirlikla DNA/amino asit dizi bilgisiydi (bu bilginin devasa
bir boyuta hizla ulasmasinda PCR’1n katkisimin cok biiyiik oldugunu da yeri gelmisken anmak gerekir). Ornedin bu
bilgiyi elde etmek, milyarlarca diziyi okumak aslinda bilgisayarsiz zaten imkansizdi. Yillar 6ncesinin "mantel” dizileme
cihazlan yerlerini "optik okuyucu'lu sistemlere birakir birakmaz bu bilgi de okundugu an bilgisayarlara girme imkam
buldu, sonra da "database"lere.. Bunlarin da islenmesi icin yillardir bircok bilgisayar programlan yazilmis ve bugiin
de yazilmaktadir.

Bu noktada *biyoinformatik nedir?’ sorusuna ve biyoinformatigin tammina yeniden girmekte yarar var. Bugtin internette
sikca kullandiginmz sayfalardan A.B.D.’nin National Center for Biotechnology Information’in web sayfasinda biyoinformatik
soyle tanimlanmakta: "Biyoinformatik, biyoloji, bilgisayar bilimi ve bilgi teknolojisinin tek bir disiplinde birlestigi
bilimsel alandir". Tamm soyle siirmektedir: "Bu alanin en nemli hedefi ise biyolojide heniiz bilinmeyen, anlasiimayan
seyleri kesfetmek ve biyolojide birlestirici prensipler ortaya ¢ikaracak global bir perspektif yaratmaktir". Devaminda,
"genom devriminin" (genomic revolution) baslangicinda, yukarida bizim de degindigimiz gibi, biyoinformatigin esas
ilgili oldugu seyin, niikleotid ve aminoasit dizileri gibi biyolojik bilginin depolanmas: ve bununla ilgili "database’ler
olusturulmast oldugu, ancak zaman icerisinde arastiricilarin bilgilere ulasmak, bilgi girmek ya da yenilemek icin
karmasik arayiizler gelistirdigini bildirmektedir. Daha Gte asamada ise elde edilen tiim bilgiler bir araya getirilerek
"normal hiicresel islevlerin anlasilabilir bir resmi ortaya cikacak ve arastirmacilar hastalikli durumlarda nelerin
degisime ugrach@im inceleyebileceklerdir’. Bunu saglamak icin biyoinformatik alam gelismis ve bugiin islevierinden
en dnemlisi niikleotid ve aminoasit dizileri, protein "domain”leri ve protein yapilanim iceren cesitli tipte bilgileri
incelemek ve degerlendirmek olmustur. Tam bu noktada biyoinformatigin tammu ile ilgili baska kaynaklara bakarsak,
bir kaynakta soyle tammlandigim gériiyoruz: “biyoinformatik, bir bilgisayara tam oturacak sekilde dikilmis ve giydirilmis,
glizel, dlcilli, dort/dortlik biyolojidir". Bu sevimli tamm soyle siirmektedir: " biyoinformatik, biyolojik ‘database’lerde
arama yapmak, dizileri karsilastirmak, protein yapilanmalarina bakmak, daha genel deyisle, bir bilgisayara biyolojik
sorular sormaktir'. Hatta, bu kaynakta biyoinformatigin standart bir kelime olmadi@ ve internet sitesinden sitesine
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ve yazardan yazara "jargon’un degistigi belirtilmektedir. Bu ylzden kitabin yazarlari okurlara, neyin ne oldugu ile
ilgili bir agmaza dustiiklerini hissettiklerinde “paniklememelerini*, en sonunda sagduyularina en uyan anlam secerlerse
dogruyu bulmus olacaklarim tavsiye etmektedirler. Nihayet kitabin sonuna eklenen bir ek sézliik (glossary) cok
kullanilan bazi kelimelerin tammlarina yer vermektedir. Biyoinformatigin tamimi ve biraz da kendi bilgisayarlasma
tarihimizden bdylece s6z ettikten sonra, mikrobiyologlar olarak, Tiirkiye’de calisan mikrobiyologlar olarak, biyoinformatikle
ne kadar iliskimiz var, sorusu giindeme geliyor. Bir kere, internete ulasabildigimiz her an oradaki biyolojik bilgiye de
"bedava” ulasma imkanina sahip oluyoruz. Burada kisa, "anekdotal" bir kisim eklemeyi uygun gérdiim. Samrnm 1996 yili
idi. Bir yandan “maniiel” dizileme yapiyoruz laboratuvarirmizda, bir yandan da kendi “dial-up" hesabimizla telefon
kullanarak internete baglamyoruz. Ortaya cikardigimiz viral genom dizilerini (hepatit C virusu) genbank’tan (ABD
genbankasi), buglinkii jargonla, "blastliyoruz'. O zamanki bolim baskanimiza internetin bu "marifetlerini" gsterdigimizde
tim bu yaptiklanmizin "bedava” olduguna inanmayan bir tepki gdstermisti. Gercekten de internette cok sayida islemi
herhangi bir licret 6demeden gerceklestirmek miimkiin.

>on yillarda, yiikselen terér ve biyoterdrizm tehlikesi ile bunun bilimsel ortamda tartisildigina da tanik olduk (internet
sayesinde eldeki tlim genom bilgilerine bu denli kolayca ulasilabilmesinin tehlikeleri yok muydu?). Sonucta internet
cok seyi bize saglamakta. Bir klinik mikrobiyoloji laboratuvari bunlardan ne élciide yarar saglayabilir? Bu programlar
ya da genel anlamda imkanlarin rutin isleyise bir katkisi var rmdir? Konuyu cok uzatmadan ilk bakista goze carpan
ve tabii ki deneyimimiz élciisiinde soyleyebilecegimiz belli basli basliklara bakarsak, bu kongrede de cok kapsamli
ele alinacak konulardan biri olan primer/prob gelistirilmesi konusunda, molekiiler biyoloji altyapisi olan laboratuvarlarin
onemli oranda internetten ve belli bilgisayar programlarindan bu konuda faydalanabildiklerini goriyoruz. Yine rutin
olarak molekdiler biyolojiyi hasta hizmetinde kullanan laboratuvarlanin, dzellikle dizileme yapanlarin, ki laboratuvanimizda
deneyimimizin en yogun oldugu alandir bu alan, kagimlmaz olarak internet, buradaki database’ler ve dizileri analiz
edebilmek icin bir dizi program kullandiklarim goriiyoruz. Molekiiler epidemiyoloji yapabilmek, veni diziler bulunmus
olup olmadigini anlamak, karsilastirmak, direnc paternleri bulmak, bunlan karsilastirmak, hatta belli dizilerin direng
paternleri ve ilac direncleri ile iliskilerinin saptanmasinda, hatta hekime/hastaya rapor edilmesinde internet cok
gnemli kolayliklar saglamaktadir; daha dogru deyisle bunlarin 8nemli kismn internet olmazsa yapilamaz seylerdir.
Dizilemeden sonra elde edilen niikleik asit dizilerini analiz etmede bircok bilgisayar programi kullamlmaktadir.
Oncelikle doaru dizileme yapilmis olup olmadigim anlamak, histogramlar: okumak, daha sonra bunlari DNA ya da
protein olarak dizmek, karsilastirmak, daha ileri bir asamada filogenetik analiz yapmak ve filogenetik agaclar cizmek
icin bugiin bir kism licretsiz olarak internetten indirilebilen, bir kismi, ki aslinda en "performansli” ve iistiin olanlarinin
parali olarak elde edilebildigi bilgisayar programlar ile olmaktadir. Bizim de deneyimimiz bir anlamda bununla
sinirlanmaktadir. Ancak sirf buraya kadar bile irdelenecek konular, aktarilacak deneyimler, programlar son derece
cesitlidir ve bu yuvarlak masa toplantisinda karsilikli verimli bir sekilde ele alinabilirse yararli olacagina inaniyorum.

Aslinda yukanda sz ettigimiz 6zel jargona daha gelmeden, tiirkcemize ait sézciikler bile kullanma asamasinda degiliz.
Ornegin, yazi icerisinde sikca ve tirnak icinde kullanmaya gayret ettigimiz "database", gibi, "domain", “algoritm” gibi
en azindan bizim tiirkce karsiliklar olmadigini distindligimiiz sézcliklere karsilik aranmasindan baslarsak alinacak
epey yolumuz oldugunu gérilyoruz. Kald ki, "multiple sequence alignment”, “filogenetik analiz ve agaclar” gibi,
saydigimiz, ve artik pekcogumuzun bilgisayar programlari sayesinde rahatca yapabildigi islemler disinda, hele de
temel arastirma yapiyorsak daha pek cok analiz yapabilmemizi olanakli kilan bircok bilgisayar program var elimizde
ve internette. Soyle bir bakarsak, sirf elimizdeki programlann meniilerinin ne kadarini kullamyoruz, sorusunu
sordugumuzda bile yamit, en azindan kendi adimiza soyleyebilirim, tamamini degil, hatta azim, diye yanitlayabiliriz.
Yani, su anda bulundugumuz noktada bile yapacak, dgrenecek cok seyimiz bulunmaktadir. Bizim bu toplantida ele
alacagimiz konular da baslica bu cercevede olacak, onemli database’ler, nemli biyoinformatik yazilimlar ve énemli
internet adreslerinden stz ederek katilimeilarin da katkilanm ve ne gibi paylasimlar yapabilecegimizi konusacagz.

Hepimiz birer adim daha 6ne gidebilirsek ve bu da ilerlememizin siirekliliginde kiiciik te olsa bir ivme saglarsa
amacimiza bir nebze olsun ulasacagimizi dustintiyoruz.
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S1 HELICOBACTER PYLORI'DE MAKROLID DIRENCINDEN SORUMLU 23S rDNA
MUTASYONLARININ MOLEKULER "BEACON" iLE SAPTANMASI

Doruk ENGIN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Meltem Yalinay CIRAK, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Sevgi TURET, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Selahattin UNAL, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali, Ankara

Sikrii DUMLU, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali, Ankara

Makrolid direnci, Helicobacter pylori infeksiyonunun tedavisinde basansiziga neden olan en 6nemli faktérler arasinda
yer almaktadir. Bakterinin 23S rDNA'simin peptidil transferazi kodlayan bélgesinde olusan A2143G, A2144G ve A2143C
mutasyonlarinin makrolidlerin baglanmasim azaltarak dirence yol actig1 bildirilmektedir. Bu calismada, makrolid
direncinden sorumlu mutasyonlan saptayarak duyarli ve direncli genotipleri ayiran bir dizi molekiiler "beacon”
gelistirilmis, elde edilen sonuclarin fenotiple uyumlulugu arastinlmistir. Bu amacla H.pylori 23S rDNA'simin 163 baz
cifti uzunlugundaki bir béliimiinii cogaltan PCR primerleri tasarlanmistir. Duyarli genotipe 6zgiil molekiiler "beacon”
HpCL-WT FAM ile, direncli dizilere 6zgiil HpCl-43 ve HpCl-44 ise JOE ile isaretlenmistir. Klaritromisin duyarlilik
durumlart agar dililyon yontemi ile saptanmis olan 20 duyarli ve 10 direncli H.pylori susundan DNA saflastirnlmistir.
Amplifikasyon ve mutasyon saptanmasi AB| Prism 7700 cihazi kullamlarak gerceklestirilmistir. Klaritromisin duyarh
suslarda, molekiiler "beacon” ile saptanan genotiplerin agar diltisyon sonuclar ile uyumlu oldugu gozlenmistir. Agar
diltisyon ile direncli oldugu saptanan 10 susun tamaminda molekiiler “beacon” ile direncli genotip bulunurken, 2 susun
duyarli ve direncli hiicrelerin karisimindan olustugu saptanmistir. Sonug olarak, gelistirdigimiz molekiiler "beacon”
sistemi H.pylori'de makrolid direncinden sorumlu mutasyonlarin saptanmasinda kullamlabilecek hizli ve giivenilir bir
sistemdir.
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S2  MAKROLIDLERE DIRENCLi STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE iZOLATLARININ
ANTIBiYOTIiK DUYARLILIKLARI VE DIRENC MEKANIZMALARI

Duygu ESEL, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri
Biilent BOZDOGAN, Hershey Medical Center, Hershey, PA, USA

Biilent SUMERKAN, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri
Peter C. APPELBAUM, Hershey Medical Center, Hershey, PA, USA

Bu calismada Kayseri yoresinde izole edilen makrolid direncli pnémokoklarin antibiyotik duyarliliklanimin ve direnc
mekanizmalanmn arastinlmasi amaclanmstir. 1998-2003 yillan arasinda klinik drneklerden izole edilen 525 S.pneumoniae
izolatindan makrolidlere direncli oldugu belirlenen 17 (%3.2) sus calismaya alinmistir. Duyarlilik testleri agar dilisyon
yontemiyle yapilmis, direnc mekanizmalan PCR ve sekans analizi ile, klonal yakinliklari ise "Pulsed Field" jel elektroforezi
(PFGE) kullamlarak arastirilmistir. izolatlarin MiK araliklari, MIK50 ve MIK90 degerleri (mg/mL) sirasiyla; eritromisin
icin 0.5->64, 32 ve »64, klaritromisin icin 1->64, 8 ve >64, azitromisin 1->64, >64 ve >64, roksitromisin icin 4->64,
>64 ve »64, klindamisin <0.03-64, 0.5 ve 16, telitromisin icin <0.01-0.12, <0.01 ve 0.06 olarak bulunmustur. Biitiin
suslarin telitromisine duyarl oldugu gozlenmistir. Makrolid direngli 17 susun 157 (%88) tetrasikline, biri (%6)
kloramfenikole direncli; 8'i (%47) penisilin G'ye ve biri (%6) levofloksasine orta diizey direncli olarak saptanmustir.
Suslarin 10’unda (%59) ermB, 6’sinda (%35) mefA geni varligi gosterilmis, bir susta 23S rRNA’da A2059G mutasyonu
bulunmustur. Bu susun eritromisin, azitromisin, klaritromisin, roksitromisin, telitromisin ve klindamisin icin MIK
degerleri sirasiyla 64, =64, 16, »64, 0.03, Z mg/mL’dir. ermB geni tasiyan 10 susun 7’si genetik olarak benzer
bulunmustur. Tetrasikline direncli 15 susun 11’inde tetM, 3’linde tetM ve tetK birlikte saptanmis, bir susta ise tetM
veya tetK gosterilememistir. Kloramfenikole direncli suslarda cat geni pozitif bulunmus, levofloksasine orta diizey
direncli bir susta gyrA, gyrB, parC veya parE mutasyonu belirlenememistir. Sonuc olarak calismamn bulgulan su
sekilde siralanabilir: i) Kayseri’de S.pneumoniae izolatlarinda makrolid direnc oram distktir, ii) Ribozomal metilasyon
en yaygin makrolid direnc mekanizmasidir, iii) Bu calismada Turkiye'de 235 rRNA’da A2059G mutasyonu saptanan
ilk pnomokok susu bildirilmistir.
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S3  FUNGAL SEPSIS ILE KAYBEDILEN FEBRIL NOTROPENIK HASTALARDA MAYA
ETKENLERININ EPIDEMiYOLOJIK AMACLI MOLEKULER iNCELEMESi

Handan AGIRBASLI, Bizim Lésemili Cocuklar Vakfi ve Kemik iligi Nakil Unitesi, istanbul
Bang OTLU, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Malatya
Riza DURMAZ, indnii Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Malatya
Giindiiz GEDIKOGLU, Bizim Lsemili Cocuklar Vakfi ve Kemik iligi Nakil Unitesi, Istanbul

Bu calismada, fungal sepsis ile kaybedilen hastalar ile febril ntropenik dénemlerindeki hastalarn farkly lokalizasyonlarindan
izole edilen Candida’larin klonal iliskilerinin saptanmas amaclanmistir. 01.03.2001 - 15 Ocak 2003 tarihleri arasinda,
Bizim Losemili Cocuklar Vakfi Servisi (BLCV) ve Kemik [ligi Transplantasyon Unitesinde (KIT) yatarak tedavi géren
281 erkek 19’u kiz toplam 47 hastamn, giinliik l6kosit sayilar ve atesleri izlenerek prospektif olarak febril notropenik
(FN) dénemleri belirlenmistir. Hastalarin yas ortalamasi 9.13+4.73 (yas araligi: 2-18) yil olup, 17’si AML, 14’0 ALL,
9'u AA ve 7'si diger hastaliklara sahiptir. Kirk yedi hastada 156 atak halinde toplam 312 febril nétropenik giin
saptanmistir. Ataklar sirasinda mikrobiyolojik olarak dékiimante edilmis infeksiyon oram %29.2°dir. Etkenlerin %48.1%inin
mantar (n:26), %51.8’inin bakteri (n:28) oldugu izlenmistir. Mantarlarin %88.4’(i maya (n:23), %11.5%1 kiif cinsi (n:3)
olup, mayalarn 9’u (%39) Candida albicans, 14'{i (%61) non-albicans Candida (C.krusei 9, C.glabrata 2, C.famata 1,
C.kefyr 1, tiplendirilemeyen 1) olarak tammlanmistir. Fungal sepsis ile kaybedilen (n:9) ve mikrobiyolojik olarak
dokiimante edilmis infeksiyonu olan 4 hastamn, febril notropenik donemlerindeki farkli lokalizasyonlarindan izole
edilen Candida tiirleri arasindaki klonal iliski "Pulsed-Field" jel elektroforezi (PFGE) yontemiyle arastirilmistir.
Hastalarin burun, bogaz, vajen, anal ve idrar kiiltiirlerinden liretilen Candida’larin en az ucte ikisinin ayni PFGE profili
gosterdigi saptanmstir. C.krusei sepsisi ile kaybedilen lc hastada, etkenin flukonazol profilaksisinden dolay patojen
hale gelen endojen flora kaynakl suslar oldugu distniilmiistiir. Buna paralel olarak, hastalarin bogaz veya diski
kiiltdrlerinden Uretilen C.krusei suslari ile kan kiiltiir izolatlar da ayni DNA profili géstermistir. Ayrica 6lum tarihleri
arasinda birinci olguya gore 2 ve 11 ay oldugu halde, iic hastanin kan kiiltiiriinde iiretilen C.krusei’lerin aym kokenden
geldikleri saptanmistir. Bu sonuglar, olgularda gelisen fungal sepsisin, olgular arasi olasi ¢apraz bulas sonucunda
ortaya ciktigim distindlirmektedir.
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54 NONTUBERKULOZ MIKOBAKTERI iZOLATLARININ TANIMLANMASI

Cengiz CAVUSOGLU, Ege Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
lzmir

Yeser KARACA-DERICI, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Izmir

Yusuf Engin YAYGIN, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Daly, izmir

Altinay BILGIC, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
lzmir

Mikobakterilerin hizh ve do@ru bir sekilde tammlanmasi uygun tedavi secimine karar vermek icin gereklidir. Konvansiyonel
yontemler kullamlarak yapilan tiir tammlamasi zaman alic1 ve zahmetlidir. Bu nedenle her gecen giin daha cok sayida
laboratuvar, tiir tammlamas icin molekiiler yontemlerden yararlanmaktadir. Sunulan calismada cesitli klinik Grneklerden
izole edilen mikobakteri tirlerinin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasinda hsp65 geninin parsiyel dizi analizi ve
INNO-LiPA-MYCOBACTERIA v2’nin etkinliginin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismada, Ege Universitesi Tip Fakdiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvan’nda 1997 ile 2004 yillan arasinda
cesitli klinik drneklerden soyutlanan ve daha dnce Accu-Probe rRNA hibridizasyonu, INNO-LiPA-MYCOBACTERIA ya
da fenotipik klasifikasyonla (lreme hizi-pigment olusumu) tamimlanan toplam 25 adet mikobakteri izolati
degerlendirilmistir. LiPA-MYCOBACTERIA v2 deneyi test Ureticisinin 6nerdigi sekilde, hsp65 dizi analizi ise literatirde
tamimlandi@ sekilde yapilmistir. Calismada bulunan yeni DNA dizileri EMBL'de AY379072, AY379073, AY379074,
AY379075, AY379076, AY379077 ve AY536637 "accession” numaralari ile saklanmistir. Calismada incelenen tim
mikobakteri izolatlan LiPA-MYCOBACTERIA v2 testindeki Mycobacterium genus probu ile hibridize olmustur. Buna
karsin LiPA-MYCOBACTERIA v2 ile bes izolat tir diizeyinde tammlanamamistir. Bu bes izolatin biri hspé5 dizi analizi
ile Mycobacterium mucogenicum olarak tammlanirken, dort izolat tiir diizeyinde tammlanamamstir. Yirmi adet
mikobakteri izolati hsp65 geninin parsiyel dizi analizi ile tammlanmis, bunlann timi LiPA-MYCOBACTERIA v2 ile de
beklenen tiire 6zgiil problarla hibridize olmustur. Sonuc olarak, 165-235 rRNA "spacer" bolgesini hedef alan LiPA-
MYCOBACTERIA v2 testi ile hsp65 genini hedefleyen DNA dizi analizi arasinda tiir tammlamasinda tam bir uyum
saptanmis ve ozellikle DNA dizi analizi yapamayan laboratuvarlar icin LiPA-MYCOBACTERIA v2'nin tir tammlamasinda
yararli bir yéntem olduguna karar verilmistir.
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S5  PRIMER ANTI-TUBERKULOZ iLACLARA DIRENCLI MYCOBACTERIUM

TUBERCULOSIS SUSLARINDA MOLEKULER YONTEMLE MUTASYONLARIN
ARASTIRILMASI

C. Elif OZTURK, Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Dizce

Ahmet SANIC, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Samsun

Demet KAYA, Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Diizce

ismail CEYHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvari, Ankara

Gegmiste insanligin en 6nemli problemlerinden biri olan tiiberkiiloz hastalig glinlimiizde antibiyotiklere direncli bir
sekilde tekrar nemli bir sorun olmaya baslamistir. Bu hastalikta erken teshis ve direncin erken saptanabilmesi cok
onemlidir. Son yillarda molekiiler biyolojinin gelismesiyle kisa siirede sonuca gidilebilmektedir. Isoniazid (INH),
rifampin (RIF), streptomisin (STR) ve ethambutol (ETH) tiberkiiloz tedavisinde kullamlan birincil ilaclardir. Bu ilaclara
fenotipik olarak direncli bulunan suslarda aym zamanda mutasyonlar saptanmistir. INH direncli suslarin %90’ inda
katG, inhA, ahpC genlerinde, RIF direncli suslarin %97’sinde rpoB geninde, STR direncli suslarin %70’inde rpsL veya
rrs genlerinde, ETH direncli sustann %47-65’inde embB geninde mutasyonlar gosterilmistir, Calismamizda, AIBU Diizce
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 2000-2003 yillan arasinda gelen 2163 farkli hasta drneginden izole edilen
52 M.tuberculosis susundan antibiyotiklere direncli bulunanlarda mutasyon genlerinin arastinlmasi amaclanmistir.
Antibiyotik duyarlilik testleri sonunda 4 INH, 3 RIF ve 5 STR direncli sus saptanms, tlim suslar ETH’e duyarb bulunmustur.
Calismada en sik rastlanan mutasyon genleri “cycle sequencing” analizi ile arastinlmistir. INH direncli 4 susta katG
ve inhA genleri arastirilmis ve hepsinde kodon 315'de katG geninde mutasyon bulunmustur. INH direncli 4 susun
3’Unde AGC_ACC (Ser_Thr), birinde ACC_CCC (Thr_Pro) mutasyonlari saptanmistir. INH direncli suslarin hic birisinde
inhA geninde mutasyon belirlenmemistir. RIF direncli 3 susun 2’sinde kodon 516’da rpoB geninde GAC_GTC (Asp_Val)
ve diger RIF direncli susta kodon 531’de rpoB geninde TCG_TTG (Ser_Leu) mutasyonlart bulunmustur. Bu RIF direncli
3 susun hepsi aym zamanda INH'a da direnclidir (¢oklu ilaca direncli). STR direncli 5 susun hepsinde kodon 43'de
rpsL geninde AAG_AGG (Lys_Arg) mutasyonlari belirlenmistir. Sonuc olarak calismamizda, Diizce'de antibiyotiklere
direncli bulunan tiim suslarda sik rastlanan mutasyon genleri saptanmis, ancak INH direncli olan bir susta saptadigimiz
ACC_CCC (Thr_Pro) mutasyonu ile ilgili bilgiye literatiirde rastlanamamistir.
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S6  MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KLINIK iZOLATLARINDA rpoB MUTASYONLARI
VE RIFAMISIN CAPRAZ DIRENCININ TANIMLANMASI

Zeynep SARIBAS, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Alpaslan ALP, Hacettepe Universitesi T1ip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Ahmet SANIC, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Samsun

Melike ATASEVER, Atatiirk Goalis Hastaliklari ve Goglis Cerrahisi Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari,
Ankara

Semsettin USTACELEBI, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Ankara

Rifampin, tiiberkiiloz tedavisinde kullamlan birinci sira ilaclardandir. Rifampine direncli M.tuberculosis suslarinin
ortaya cikmasi, diger rifamisin tirevlerinin antimikobakteriyel etkinliginin arastinlmasim zorunlu kilmistir. Rifamisin
direnci, DNA-bagimli RNA polimeraz enziminin beta alt linitesini kodlayan rpoB geninin 81 baz ciftlik bélgesindeki
mutasyonlara bagli olarak gelismektedir. Bu calismaya, farkli hastalardan izole edilen 26 rifampin direncli M.tuberculosis
izolat alinmistir. Bu izolatlarin diger rifamisin tlirevlerine (rifapentin, rifabutin, rifalazil) direnci, agar dillisyon
(orant1) yontemiyle saptanmistir. TUm izolatlardan kaynatma yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapilrms ve rpoB geninin
“rifampin direncini belirleyen bolgesi® DNA sekans analizi ile incelenmistir. Onbir klinik izolatta kodon 531 (SerZ&Leu)
mutasyonu saptanmistir. Bu izolatlar, dért rifamisin tiirevine de direnclidir. Kodon 516 (n:5) ve 533 (n:2) mutasyonlan
rifampin ve rifapentin direncine neden olmaktadir. Kodon 526 mutasyonlar (n:5) aminoasit degisikligine gore farkh
direnc paternlerine neden olmaktadir. Tim rifamisinlere direncli bir izolatta 522. kodon mutasyonu belirlenmistir.
Kodon 513 (Gln/ELeu ) mutasyonu saptanan bir izolat dért rifamisin tiirevine direnc gosterirken, 513 ( Gln/Lys )
mutasyonu gozlenen diger bir izolat sadece rifampin ve rifapentine direncli bulunmustur. Sonug olarak, rpoB genindeki
mutasyonlarin belirlenmesi, etkin rifamisin tiirevinin kullamilmasina yardima olacaktir. (Bu calismann sekans analizi
kism1 DPT’nin 2002K120500 no’lu projesi ile desteklenmistir)
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S7  TURK HASTALARDAN SOYUTLANAN GENOTIP | HEPATIT DELTA ViRUS (HDV)
KOKENLERINDE GENETIiK CESITLILIK

Sibel OZSU CAYMAZ, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, izmir

Y. Hakan ABACIOGLU, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, izmir

A. Arzu SAYINER, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyolaji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Izmir

Bu calismada, ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile cogaltilmis HDV dizilerine filogenetik ve
restriksiyon enzim analizi uygulanmasi ve bu suretle Tiirkiye’deki HDV genotip calisma sonuclarinin genisletilmesi
amaclanmistir. Tim genotipleri yakalayabilen bir dnciil ¢ifti secimi icin literatiirde kullamlms olan énciiller, hizalanms
dizilerle kargilastinilarak tiim genotiplerin saptanabilirligi arastinlmistir. Calismaya anti-HBc ve total delta antikoru
pozitif olan 80 serum &rnegi alinmistir. Ekstrakte edilen HDV dizileri 889-912 niikleotitler arasindaki &n énciil ve bu
calismada tammlanan 1268-1291 nikleotitler arasindaki ters 6nciil kullanilarak RT-PCR ile cogaltilmistir. Genotiplerin
ayrimini saglayan uygun bir restriksiyon enzimi secimi icin "Webcutter 2.0." programi kullamlarak hedef dizinin genotip
dizeyinde ayirt edilebilmesine olanak tanmyan Smal restriksiyon enzimi secilmistir. Olusan 403 baz ciftlik {iriin Smal
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Restriksiyon enzim analizi (REA) ile belirlenen genotip sonuclarinin dogrulanmas:
icin; genotip paternleri saptanmis Grneklerden rastgele secilen 24 tanesine niikleotit dizi analizi uygulanmis ve diziler
evrimsel yakinliklan acisindan incelenmistir. Sonuc olarak, 60 (%75) Grnek HDV RNA pozitif, 20 (%25) drnek HDV RNA
negatif olarak saptanmistir. HDV RNA’s1 pozitifligi bulunan tiim &rneklerin REA ile genotip | oldugu gosterilmistir.
Nikleotit dizilerinin karsilastirilmas igin, hepatit delta antijen geninin 283 niikleotitlik bir b&limii kullanilmistar,
Dizi analizi yapilan biitlin 6rnekler bilinen HDV genotip | izolatlar ile birlikte kiimelenmis, ancak bunlarin homojen
bir kime olusturmadiklan, birbirlerinden niikleotid diizeyinde %7 oramnda farkli olduklan belirlenmistir. Bu calismanin
filogenetik analiz sonuclar, Turkiye’de HDV genotip I’e ait farkl subtiplerin hakim oldugunu géstermektedir. Aynica,
bu calismada bilinen tiim genotipleri aym duyarlilikla saptayabilecegini on gordigiimiiz yeni bir 6ncil cifti tammlanmstir.
Ancak bu dnciillerin performanslarimn genotip Il ve Ill HDV dizileri ile test edilmesi gerekmektedir.
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58 ALT SOLUNUM YOLU INFEKSIYONU YAKINMASI OLAN COCUKLARDAN iZOLE
EDILEN SOLUNUM SINSITYAL VIRUSLARININ MOLEKULER EPIDEMIYOLOJIK
INCELENMESI

Kenan MIDILLI, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Glilden YILMAZ, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Salih TURKOGLU, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Ahmet Mert KUSKUCU, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
istanbul

Barnisa ISKONQVA, Cerrahpasa Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
istanbul

Istk YALCIN, istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar Anabilim Dali, istanbul

Kemal ALTAS, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

Gelismekte olan iilkelerde izole edilen solunum sinsityal viruslarinin (Respiratory Syncytial Virus, RSV) molekiiler
epidemiyolojileri ile ilgili veriler son derece simirlidir. Bu calismada birbirini takip eden 2001-2002 ve 2002-2003
yillarinda istanbul’da Universite Hastanesi Kliniklerine alt solunum yolu infeksiyonu ile basvuran 5 yas altindaki
cocuklardan izole edilen 29 RSV susunun alt grup ve genotip tayininin yapilmas1 amaclanmistir. Ters transkripsiyon
asamasindan sonra, F164, G267, G32 ile GB52, G238A ve F1 primerlerinin kullanmldigi multipleks nested PCR yontemi
kiiltiir izolatlarina uygulanmstir. Alt grup ayrnim, Uriinlerin molekiiler agirbiklarina gore yapilrmstir. ABl 310 sequencer
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) kullamlarak dizi analizi uygulanmis ve analiz icin DNASTAR , Bioedit ve MEGA-2
programlar kullamlmistir. Sonuc olarak, 24 izolattan 21’nin A, 3’Uniin B alt grubunda oldugu saptanmustir. Filogenetik
inceleme sonucunda da, A alt grubundaki 21 virustan 20’sinin A5, birinin A2, B alt grubundaki 3 virustan 2’sinin SAB3
ve birinin SAB1 genotipi ile kiimelendigi gézlenmistir. (Bu calisma, 0-1184/2712201 numara ile Istanbul Universitesi
Arastirma fonu tarafindan desteklenmistir)
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S9  ELEKTROKIMYASAL DNA BIYOSENSORLERIYLE HERPES SIMPLEX (HSV) TiP 1
ve TiP 2 VIRUSLERININ TAYiNi VE BIRBIRINDEN AYIRIMI

. 02507, Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya ABD, izmir

. ZEYTINOGLU, Ege Universitesi, Tip Fakultesi Mikrobiyoloji veKlinik Mikrobiyoloji ABD, izmir
. ERDEM, Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya ABD, izmir

. KARA, Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya ABD, izmir

. OZKAN, Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya ABD, izmir

. KARADENIZ, Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya ABD, izmir

. KARASAHIN, Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya ABD, izmir

W TOUE>>Z

Amac
Herpes Simplex Virtstiniin (HSV) DNA dizisinin tanisi ve HSV Tipl ve Tipll lerin birbirinden ayirt edilmesi Elektrokimyasal
DNA Biyosensdr yontemiyle yapilmasi amaclanmistir.

Yontem

Kan rneklerinden izole edilen DNA,uygun primerler kullanarak PCR ile cogaltilirlar. PCR dizi haritasindan primerlerin
disinda 22 bazlik uygun prob dizileri secilir ve bu sentetik diziler hibridizasyonun gerceklesecegi elektrot ylizeyine
tutturulur. Prob dizileri tutturulmus algilama yiizeyi elektrot daha sonra hibridizasyonun olusabilmesi icin kandan
izole edilen ve cogaltilan PCR drlinleri 95 oC de 5 dakika su banyosunda 1sitilip , hemen ardindan buz icinde 2
dakika tutulduktan sonra elde edilen tek sarmalin (ssDNA) icine daldinlir. Hibritlesmenin olup olmadigi baz ciftleri
arasina giren ,dizlemsel yapiya sahip interkaletor bir madde Meldola Blue (MDB) ile saptamr. Hibritlesmenin olmasi
blyiik bir sinyalle ,olmamasi ise kiiciik bir sinyalle anlagilir. interkaletor dzelligine sahip MDB hibritlesme oldugunda
baz ciftleri arasinda birikir,buna kargin hibritlesme olmadiginda yalmz prob oldugunda (negatif gercek drnekte, mutasyonlu
ornekte) MDB birikemez, sonucta her iki durumda; biriken MDB &lciimleri sinyalleri olusturmaktadir.

Birbirinden 4 farkl baz iceren Tipl ve Tip Il sentetik problan

Prob 1; HSV Tip | 5'-NH2-TTG CTG GCC AAG CTG ACG GAC A-3’

Prob 2; HSV Tip Il 5’-NH2-GTC CTG ACC AAG CTG ACG GAG A-3’

Sonug ve yorum

Prob , 4 nokta mutasyonlu gercek drnek, negatif gercek drnek ve PCR kdr cozeltisi aym diizeylerde MDB sinyali
vermis olup, buna karsin pozitif gercek 6rnekler @ncekilerin iki kat1 biiyiikliigiinde MDB sinyali vermistir.Pozitif
ornek disinda hibritlesmenin olmad& saptanmis olmaktadir. Tasarlanan biyosensér HSV Tip | ve Tip Il yi birbirinden
ayirt etmistir. Geleneksel jel elektroforezi islemi Biyosensér teknolojisi ile ortadan kaldirlms olup, ayrica belirtec
olarak kullanilan MDB etidyum bromiire gére daha az toksiktir. Gelistirlen bu yéntem farkli viriis ,bakteri hatta
kalitsal hastaliklarin tamsinda da kullamlabilir.

Hastalik teshislerinde insan, viriis ve bakteri DNA baz serilerinin tayini giin gectikce daha fazla nem kazanmaktadir.
Cok sayida kalitimsal hastaliga sebep olan mutasyonlar artik tespit edilebilinmektedir ve bu konu hakkindaki bilgilerimiz
insan genom projesi devam ettikce artmaktadir. Bir redoks aktif hibridizasyon indikatoriiniin varliginda; indikatoriin
ylkseltgenme ya da indirgenme sinyallerinden yola cikarak elektrokimyasal DNA biyosensar teknolojisine dayal bir
yontem gelistirilmis ve laboratuvarimizdaki calismalarimizda bu yontem ile TTV ve Hepatit B viriislerinin tayini
gerceklestirilmistir (1-6).

Calismada Herpes Simplex Viriis (HSV) tip1 ve tip 2 viriislerinin tayini ve birbirinden ayirim elektrokimyasal genosensor
ile gercek hasta ornekleri kullamlarak gerceklestirilmistir. Her iki viriisiin genom diizeyleri birbirine cok yakindir.
HSV tip 1, genellikle viicudun (st bolgesinde (agiz ve cevresi), HSV tip 2 ise alt bolgesinde (genital) infeksiyonlara
neden olur (7, 8). )
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Calismamizda, bu iki tipe ait virlisiin polimeraz gen bdlgelerini iceren PCR urlni drnekler E.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Bolimii tarafindan cogaltiip, bu PCR dizisinde 4 noktada baz farklilig gdsteren 22- bp’lik bolge
secilerek prob dizi olarak dizayn edilmistir (8).

Elektrokimyasal tayin; bu problarin kalem elektrot yiizeyine (PGE) kovalent olarak baglanmasi ve ardindan sentetik
hedef ya da denatiirasyona ugratilmis PCR Uriinil hedef ile hibridizasyona tabi tutulduktan sonra, bir hibridizasyon
indikatdrii olan Meldola blue (MDB) ile etkilesmesi ve MDB’nin indirgenme sinyalindeki degisimlerin izlenmesine
dayanmaktadir.

Bir interkalatér molekiil olan MDB; elektrot yiizeyinde yalmzca prob dizi var iken diisiik bir sinyal verir (prob 1 ve
prob 2),ancak probun kendi karsiigi ile hibridizasyonu sonucu olusan ¢ift sarmal (prob1 ile tip1 virtsii ve prob 2 ile
tip 2 virisi) icine girip birikecegi icin oldukca yiiksek bir sinyal gozlenir. Ayn deney karsitigi olan dizi yerine baz
fark: iceren dizi ile hibridizasyonu sonucu (prob1 ile tip 2 virlisii ve prob 2 ie tip 1 viriisii) izlenen MDB sinyali ise daha
distiktdr (9).

Bu calisma ile PCR sonrasi yapilan elektroforez, sekanslama gibi islemlere gore daha kolay,ve ¢ok daha ucuz alternatif
bir yontem gelistirilmistir.
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P1  ENTEROKOKLARIN FEKAL KOLONIZASYONU, AMPISILIN, VANKOMISIN VE

YUKSEK DUZEY AMINOGLIKOZIDLERE DIRENCi VE SUSLAR ARASINDAKI KLONAL
ILISKININ ARASTIRILMASI

Cigdem KUZUCU, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Zeynep GIZMECI, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Riza DURMAZ, in6nii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Bengiil DURMAZ, inonii Universitesi Tp Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
I.Halil OZEROL, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Bu calismada, enterokoklarin fekal kolonizasyonunun, izolatlar arasindaki klonal iliskinin ve ampisilin, vankomisin,
yliksey diizey gentamisin ve streptomisin direncinin arastirilmas: amaglanmistir. Calismaya, hastanede yatan 150
hasta ile 100 poliklinik hastas1 alinmistir. Her bir hastadan alinan gaita veya rektal siiriintli 6rnegi 1 saat icinde uygun
besiyerlerine ekilmis ve enterokok tirleri konvansiyonel yontemler ve API-20 Strep kullanilarak tammlanmstr.
izolatlarin antibiyotik duyarhliklan Kirby Bauer disk diftizyon yontemi ile belirlenmistir. Tiirlerin molekiiler tiplendirmesi,
"Pulsed Field" jel elektroforezi (PFGE) ve “arbitrarily primed"-polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) ile yapilmistir.
Sonug olarak, yatan hastalarin 90’ nindan (%60) enterokok tiirleri izole edilmis, bunlarin 37’sinin (%41) yliksek diizey
gentamisin direncine, 36’simn (%40) yiiksek diizey streptomisin direncine ve 50’sinin (%55.6) ampisilin direncine sahip
oldugu belirlenmistir. Poliklinik hastalarinin %30’unda fekal kolonizasyon saptanmis, bu hastalarda ampisilin, yiiksek
diizey streptomisin ve gentamisin direng oranlan sirasiyla; %13, %10 ve %3 olarak bulunmustur. Calismamzda vankomisin
direncli enterokok tiiriine rastlanmarmistir. Yatan hastalardan izole edilen enterokok tiirlerinin 78’ine her iki tiplendirme
yéntemi uygulanmis, AP-PCR ile 66 bant paterni saptanirken, PFGE toplam 72 farkli patern gostermistir. PFGE ve
AP-PCR sonuglari, duyarli ve direncli tiirler arasinda anlamli bir fark gBstermemistir. Hastanemizde, ampisilin ve
yiiksek diizey aminoglikozid direnci gdsteren enterokoklarin yiksek prevalansa sahip olmasi 6nemli bir problemdir.

Dolayisiyla, molekiiler yéntemlerle izolatlar arasindaki klonal iliski saptanarak daha etkili koruyucu yontemler
gelistirilmelidir.
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P2 HAYVAN KOKENLi ENTEROKOKLARDA VANKOMISIN DIRENC GENOTIPLERI

Serap SAVASAN, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Aydin
Alper CIFTCI, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
K. Serdar DIKER, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Hayvan beslemede yem katkisi olarak kullanilan avoparsinin enterokoklarda vankomisin direncliligini uyardig
anlasildiktan sonra, hayvansal kaynaklarin vankomisin direncli enterokok (VRE) epidemiyolojisindeki roli onem
kazanmistir. Turkiye'de hayvansal kaynaklarda VRE sikhigini belirlemek icin yapilan bu ¢calismada, vankomisin direnc
genotipleri ve tiirlere gore dagilimi incelenmistir. Enterokok izolasyonu icin 8 farkli isletmeden 120 tavuk ve 15 farkh
kaynaktan 60 kopege ait diski veya oral kazinti drnekleri toplanmistir. Selektif enterokok-M buyyon ve enterokokosel
agar kiltiirlerinde Ureyen suslar fenotipik &zelliklerine gdre aynlmis, izole edilen enterokok sustarinin vankomisin
ve teikoplanin MIK degerleri agar diliisyon ydntemi ile belirlenmistir. Enterokok suslarinin genetik diizeyde ayrim
icin E.faecalis ve E.faecium 'a 6zgiil primerler ile PCR uygulanmistir. Vankomisin direncli suslarda VanA, VanB ve
VanC1 varliz1 da PCR ile incelenmistir. Tavuklarda E.faecalis, E.faecium, E.hirae, E.gallinarum ve E.avium, kopeklerde
E.faecalis, E .faecium, E.hirae ve E.gallinarum tiirleri saptanmistir. Fenotipik ve genotipik dizeyde, tavuk kokenli
38 E.faecalis susunun 5’inde VanA, 2’sinde VanB, 22 E.faecium susunun 2’sinde ve 22 E.gallinarum susunun tiiminde
VanC1 ve 1’inde VanA tipi direnc belirlenmistir. Kopek kdkenli 21 E.faecalis susunun 3’0 VanA, 1’i VanB, 14 E.faecium
susunun 2'si VanB ve 6 E.gallinarum susunun tiimi VanC1 genotipi olarak bulunmustur. MIK (ug/ml) degerleri E.faecalis
VanA tipinde vankomisin/teikoplanin icin 128-1024/8-128, VanB tipinde 64-512/0.5-1, E.faecium VanA tipinde 128/16-
64, VanB tipinde 256/1 arasinda belirlenmistir. VanA ve VanC genotipindeki bir E.gallinarum susunun
vankomisin/teikoplanin MIK degerleri 128/32 pg/ml diizeyinde saptanmistir. Yilksek diizeyde vankomisin direncliligi
saptanan tavukculuk isletmelerinin daha dnce avoparsin kullandiklari, kopek barinaklarinda ise ¢ig tavuk yedirildigi
dgrenilmistir. Sonuc olarak, Tirkiye’de hayvanlarda dikkate deger diizeyde VRE sikligina rastlanmasimin, tavuk
beslemede avoparsin kullammina bagh oldugu dustnulmustdr.

155




T
- m%wﬁ?"

P3 BIR GOCUK HASTANESINDE VanA GENi iCEREN ENTEROCOCCUS FAECIUM
SALGINININ DEGERLENDIRILMESI

Abdullah KILIC, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Tayfur DEMIRAY, SSK Diskap1 Egitim Hastanesi, Ankara

M. Ali SARACLI, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Gll BAHAR, SSK Diskapr Egitim Hastanesi, Ankara

Hakan AYDOGAN, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Mehmet BAYSALLAR, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Levent DOGANCI, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Vankomisine direncli Enterococcus (VRE) tiirleri bakteremi, iiriner sistem infeksiyonu ve endokardit gibi hastane
infeksiyonlarina neden olan nemli mikroorganizmalardandir. 1980’li yillarin basinda ilk olarak izole edildiklerinden
beri tim diinyada VRE’nin neden oldugu infeksiyonlar hizla artmaktadirlar. Avrupa’da E.faecium, Amerika Birlesik
Devletleri’nde ise E.faecalis kaynakl infeksiyonlar daha siklikla bildirilirken, E.casseliflavus ve E.gallinarum nadir
olarak infeksiyonlara neden olmaktadirlar. Enterokoklarda yedi farkli glikopeptid direnc fenotipi (VanA, VanB, VanC1,
VanC2/3, VanD, VanE, VanG) gosterilmistir. VanA ve VanB tipi daha siklikla tammlanmis direnc fenotiplerdir. Bu
calismada, cocuk hastanesinde salgina neden olan 25 E.faecium izolatimin E-test yontemi ile cesitli antibiyotiklere
olan duyarlibiklarimin saptanmasi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile direnc genlerinin tespit edilmesi ve "Pulsed
Field" jel elektroforezi (PFGE) ile genotiplendirilmesi amaclanmistir. E-test yontemi ile izolatlarin hepsinin, hem
vankomisin hem de teikoplanine yiiksek diizeyde direncli, PCR yontemiyle de VanA tipi direnc genine sahip olduklan
gorulmustir. PFGE yontemiyle, bilyiiklikleri yaklasik 26 ile 248 kb arasinda degisen, en az 17 en fazla 21 bant
olusturduklan ve 25 E.faecium kdkeninin 1-4 izolat iceren 11 farkl pulsotipe ayrildiklar saptanmistir. Sonug olarak,
tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de VanA tipi direncin sorun olusturabilecegi ve plazmid ile aktanlabilmesi nedeniyle
VanA tipi direnc gdsteren VRE nedenli infeksiyonlarin 6neminin artabilecegi diisiiniilmektedir.
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P4 ENTEROKOK iZOLATLARINDA GLIKOPEPTID DIRENCI VE SUSLAR ARASINDAKI
KLONAL iLISKiNiN BELIRLENMESI

Yasemin ERSOY, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi infeksiyon Hastaliklan ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Malatya

Zeynep CIZMECI, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Mehmet FIRAT, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi infeksiyon Hastaliklarn ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Malatya

Riza DURMAZ, inoni Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Vankomisin direncli enterokok (VRE) suslarinin prevalansi giderek artmaktadir. Son bes yilda tilkemizde de bircok
hastaneden VRE izolasyonu bildirilmistir. Ancak lilkemizde, enterokoklar arasinda glikopeptid direnc insidansi ve
direncin genotipik ayrintilar bilinmemektedir. Bu calismada, enterokok izolatlar arasindaki glikopeptid direnci ve
direnc genotiplerinin belirlenmesinin yam sira, suslar arasindaki klonal iliskinin ortaya konmas1 amaclanmistir. Agustos
2003-Mart 2004 tarihleri arasinda inoni Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nde klinik 6rneklerden izole edilen 102
ve yogun bakim hastalarindan rektal siiriintil taramas: ile tespit edilen 51 enterokok susu calismaya alinmistir. Agar
diliisyon metodu ile vankomisin ve teikoplanin icin minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri saptanmistir.
Teikoplanine direncli susa rastlanmazken, vankomisine diisiik diizey direnc gdsteren (2ug/mlE MIK £16pg/ml) 21 sus
tespit edilmistir. VanC1 ve VanC2-3 primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile suslarin genotipik
direnc analizi yapilmistir. Ug susta VanC1 geni ve bir susta VanC2-3 geni belirlenmistir. MiK degeri =2pg/ml olan 21
enterokok susu "Arbitrarily Primed” PCR ile tiplendirilmis, izolatlarin 9’unda aym, 2’sinde yakin iliskili, 6’sinda
muhtemel iliskili ve 4’linde farkl bant profili saptanmistir. VanC1 genine sahip 3 sustan 2’si klonal yonden iliskili,
digeri bu izolatlarla iliskisiz bulunmustur. Sonug olarak, hastanemizde epidemiyolojik oneme sahip olmayan VanC
geni tasiyan VRE suslan disinda hentiz glikopeptid direncine rastlanmamistir. Ancak, VanC1 ve VanC2-3 geni tasiyan .
suslarin tespit edilmesi ve bu izolatlar arasinda yakin klonal iliski gdzlenmesi nedeniyle, aralikli stirveyans calismalan |
ile direnc paternindeki degisikliklerin takibi, olasi VRE gelisimi veya salginimin onlenmesinde yol gasterici olacaktir. ‘
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P5 STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU iLE
METISILIN DIRENCININ ARASTIRILMASI

Seyhan ULUSQY, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta

Giilglin TINAZ, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta

Abbas TANER, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta

Fatma Filiz COSKUN-ARI, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta

Stafilokoklar, bir cok saglikli insan cildinde bulunan Gram pozitif, firsatci patojen bakterilerdir. Ayrica bu bakteriler,
tedavi edilmedigi zaman diinya genelinde yiiksek oranda 6limlere neden olan nozokomiyal infeksiyonlarin da sebebi
durumundadirlar. Stafilokoklarin sebep oldugu énemli hastaliklar arasinda fronkiil, karbonkul, impetigo, pnémoni,
haslanms deri sendromu, besin zehirlenmesi, osteomiyelit ve bakteremi sayilabilir. Staphylococcus aureus enfeksiyonlanna
kars1, metisilinin kullamlmasiyla birlikte, metisiline direncli S.aureus (MRSA) suslan diinya genelinde yayilarak,
nozokomiyal hastaliklarin en 8nemli sebeplerinden biri haline gelmistir. Metisilin direncine sahip stafilokoklarin,
bilinen penisilin baglayan proteine (PBP) ek olarak yeni bir PBP2a iirettikleri tespit edilmistir. Bu protein, stafilokoklarin
metisilin dahil bircok beta-laktam tiirevi antibiyotige karsi direncli olmasim saglar. PBP2a, mecA adli bir gen tarafindan
kodlanir ve metisiline duyarli suslarda bulunmaz. Diinya genelinde metisilin direncinin giderek artmasi, klinik
laboratuvarlarda acil olarak MRSA’nmin hizli, basit ve dodru metotlarla tespitini gerektirmektedir. Bu nedenle
calismarmzda, cesitli hastanelerden toplanan S.aureus suslarimin metisilin direncini ortaya koymak icin, mecA geninin
varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinlmistir. Analiz sirasinda, koloni PCR metodu uygulanmis ve 533
baz ciftlik mecA gen bolgesinin ¢cogaltilmas: icin bu bélgeye 6zgiil primerler kullamlmistir. Ayrica bu suslarin okzasiline
duyarlitiklari, klasik fenotipik tiplendirme metotlarindan disk difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
Epsilometre testi (E-test) ile de calisilmistir. Sonuc olarak bulgularimiz, PCR’nun MRSA tespitinde dzgiil ve duyarh
bir metod oldugunu ve referans yontem olarak kullamlabilecegini ortaya koymaktadir.




P6  KAN KULTURLERINDEN iZOLE EDILEN METISILINE DIRENGLI STAPHYLOCOCCUS
AUREUS SUSLARI ARASINDAKI KLONAL iLiSKININ ARASTIRILMASI

Benglil DURMAZ, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Malatya
Glilay YETKIN, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Malatya
Cigdem KUZUCU, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Malatya
Latife ISERI, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Malatya
Zeynep CIZMECI, ingnii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Malatya
Riza DURMAZ, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Malatya

Staphylococcus aureus, nozokomiyal bakteriyemilerin en sik nedenlerinden biridir. S.aureus suslan arasinda metisilin
direnci giderek artan 6neme sahiptir. Bu calisma, inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nde 2003 yili boyunca
kan kultlrlerinde etken olarak uretilen metisiline direncli S.aureus (MRSA) izolatlar arasindaki epidemiyolojik iliskiyi
ortaya koymak amacyla yapilmistir. izolatlarda metisilin direnci oksasilin disk difiizyon testi ile saptanmis ve MecA
geni arastinlarak dogrulanmistir. M13 primeriyle "Arbitrary Primed" polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullanilarak
izolatlar arasindaki klonal iliski saptanmistir. Tiplendirmeye alinan 38 sus icinde 21 genotip belirlenmis, suslarin 10
tanesi ayni, 9 tanesi yakin iliskili, 6 tanesi muhtemel iliskili bulunmustur. Genel olarak degerlendirildiginde, toplam
25 susun epidemiyolojik olarak iliskili oldugu goriilmistiir. Sonuc olarak, izolatlarin yansindan fazlasinin epidemiyolojik
olarak iliskili bulunmasi, hastanemizdeki MRSA capraz infeksiyon oranmimin dikkat cekici boyutlarda oldugunu
gostermektedir.
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P7  STAFILOKOKAL HASTANE iZOLATLARINDA METISILIN DIRENC VE AMINOGLIKOZID
MODIFIYE EDICi ENZIM GENLERININ MULTIPLEX-PCR iLE ARASTIRILMASI

Mustafa OZYURT, GATA Haydarpasa Egi. Hast. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi, Istanbul
Bans SAREYYUPOGLU, GATA Haydarpasa Egi. Hast. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi,
istanbul

Nurittin ARDIC, GATA Haydarpasa Egi. Hast. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi, istanbul
Ugur ILGA, GATA Haydarpasa Egi. Hast. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi, istanbul

Ali ERDEMOGLU, GATA Haydarpasa Egi. Hast. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi, istanbul
Tuncer HAZNEDAROGLU, GATA Haydarpasa Egi. Hast. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi,
Istanbul '

Bu calismada, yatan hastalara ait cesitli klinik 8rneklerden izole edilen stafilokoklarda metisilin ve aminoglikozid
direncinin fenotipik olarak disk diflizyon yontemi ve genotipik olarak multiplex-PCR teknigi ile arastinlmasi amaclanmstir.
Aminoglikozid modifiye edici enzim (AME)’leri kodlayan aac(6’)/aph(2’’), aph(3’)-llla ve ant(4’)-la genlerinin yamsira
metisilin direng geni mecA, multiplex-PCR teknigi ile arastinlmistir. Calismada 19'u S.aureus ve 30'u koagiilaz negatif
stafilokok (KNS) olmak iizere toplam 49 izolat incelenmis, disk difiizyon yontemiyle 34'l (%69.4) metisiline direncli
olarak saptanan izolatlarin 33’iinde (%97) mecA geni pozitif bulunmustur. Metisilin direnci ile mecA geni varlig
arasindaki iliskinin S.aureus’larda %100 (11/11), KNS’larda ise %95.7 (22/23) oraminda oldugu gézlenmistir. Toplam
izolatlarin 22'sinde (%44.9) aac(6’)/aph(2’’), 7’sinde (%14.3) ant(4)-la ve 2’sinde (%4.1) aph(3’)-llla geni pozitif olarak
saptanmistir. Calismada, genotipik olarak mecA pozitif 33 izolatin 24’{inde (%72.7) AME gen birlikteligi gozlenmistir.
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P8 COCUKLUK CAGI PARAPNOMONIK PLEVRAL EFUZYONLARDA PCR iLE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS, STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE VE HAEMOPHILUS
INFLUENZAE ARASTIRILMASI

Ahmet PINAR, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD1, Ankara
Dilek MENEMENLIOGLU, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Ankara

G.Eda UTINE, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Ankara
Burcin SENER, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Ugur OZCELIK, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar Anabilim Dal,
Ankara

Ebru Giines YALCIN, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklan Anabilim Dali,
Ankara

Deniz DOGRU, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghig ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Ankara
Deniz GUR, H.U ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari

Ayse ASLAN, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklan Anabilim Dali, Ankara
Nural KIPER, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar Anabilim Dali, Ankara

Parapnémonik plevral efiizyonlar ve ampiyem, hem cocuk hem eriskin hastalarda onemli bir morbidite ve mortalite
sebebi olmaya devam etmektedir. Ampiyemlerde %18-30 oraminda kiiltlirle, %35-45 oraminda da Gram yayma ile etken
mikroorganizma gosterilememektedir. Plevral sivida PCR yontemi ile bakteriyel etken saptanmasina yonelik cok az
sayida calisma yapilmis olup etkenlerin hangi oranda saptanabildigi heniiz tam olarak belirlenmemistir. Calismamiz
plevral eflizyonla basvuran cocuk hastalarda PCR yonteminin enfeksiyon etkenini tespit etmekteki yerini incelemek
amaciyla yapilmistir. Calismaya HUTF Cocuk Hastanesi’nde iki yillik siire icinde parapnomonik plevral eflizyon tanisi
alan 28 hasta katilmistir. Toplanan plevral siv1 érnekleri Gram boyasi ile boyanarak mikroorganizma ve hiicre varhid
acisindan incelenmis; kanl agar, cikolata agar ve MacConkey agara ekilmis ve es zamanl kan kiltlrleri de yapilmistir.
Plevral sivida Staphylococcus aureus’un Sa442 geninin 190 bazciftlik bolgesini, Streptococcus pneumoniae’mn ply
geninin 731 bazciftlik bolgesini ve Hemophilus influenzae’min bexA geninin 100 baz¢iftlik bolgesini hedef alan PCR
uygulanmistir. Mikroskopisinde Gram pozitif diplokok gdriilen 4 hastadan birisinde hem kiiltir hem PCR sonucu
S.pneumoniae icin pozitif bulunmus, 2 hastanmin kiiltiirlerinde ise S.pneumoniae Uretilememis ancak S.pneumoniae
PCR pozitifligi saptanmus, bir hastada ise hem kiiltlir hem PCR sonucu negatif bulunmustur. Mikroskopisinde Gram
pozitif kok goriilen 3 hastamin hicbirisinde kiiltiir ve PCR pozitifligi saptanmamistir. Gram yaymasinda mikroorganizma
gorlilmeyen toplam 21 hastadan birinin kiltiriinde S.pneumoniae iretilmis ve PCR S.pneumoniae icin pozitif bulunmus,
birinin kan kiiltiirinde S.hominis tretilmis ve PCR H.influenzae igin pozitif olarak saptanmistir. Kan kiiltiirlerinde
sirasiyla S.pyogenes ve S.pneumoniae izole edilen ve dnceden alms iki hastanin PCR sonuclan negatif olarak tespit
edilirken, hicbir kiiltiiriinde Ureme olmayan 5 hastadan ikisinde S.pneumoniae digerlerinde S.aureus, H.influenzae
ve H.influenza+S.aureus icin PCR pozitifligi elde edilmistir. Sonuc olarak, plevral sivida PCR ydntemiyle plevral
infeksiyon etkeni olan mikroorganizmanin gosterilebilecegi; plevral sivida PCR yonteminin ozellikle onceden antibiyotik
tedavisi almis hastalarda etken mikroorganizmay: géstermede kiiltlr ve yaymadan daha duyarli bir yéntem oldugu
bulunmustur.
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P9 ARSIV DOKU YAYMALARINDA POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU iLE BRUCELLA
TANISI

K. Serdar DIKER, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Alper CIFTCI, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Tuba ICA, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Serap SAVASAN, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Aydin

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli molekiiler tam yontemlerinin en dnemli avantajlarindan birisi, hedef DNA’min
bulunabilecesi her tiirlu arsiv materyalinin kullamlabilmesidir. Brucella infeksiyonlarimin gecmise yénelik tamsinda,
arsiv materyalde PCR amplifikasyonu ile ilgili literatiire rastlanmamistir. Bu calismada, klinik veya nekropsi
materyallerinden hazirlanmis Giemsa boyali yaymalarda Brucella tanisi icin PCR optimizasyonu yapilmis ve teknigin
gecmise yonelik duyarliigi degerlendirilmistir. PCR optimizasyonu icin B.melitensis susunun 104-108 cfu/ml sulandinmlan
koyun kamina eklenmistir. inokiile kanlardan ve bakteri sulandinmlanndan hazirlanan yaymalar bir hafta oda 1sisinda
bekletildikten sonra, lam lizerinden kazinarak distile su icinde toplanmistir. Orneklerden DNA ekstraksiyonu "DNeasy
Tissue Kit" (DTK) (Qiagen), fenol-kloroform-isoamilalkal (FKI) protokolii ve bunun cesitli modifikasyonlar ile yapilmustir.
Arsiv materyalden inceleme amaciyla, 1983-1990 yillan arasinda Brucella tanisi konulan aborte koyun fetuslarindan
hazirlanmis Giemsa boyali 46 yayma preparat kullanilmistir. Bu 6rneklerden DNA ekstraksiyonu DTK ve optimize FK|
prosedird ile gerceklestirilmistir. Hedef drnekler, Brucella cinsine ozglil primerler kullamlarak optimize kosullarda
PCR ile amplifiye edilmistir. Saf bakteri sulandinmlan ve inokiile edilmis kanla yapilan optimizasyon calismalarinda,
Giemsa sollisyonunda PCR icin inhibitér madde bulunmadigi ve DTK'in FKI protokoliine gére daha duyarli oldugu
belirlenmistir. DTK kullanildiginda 46 arsiv preparatin 41'inde, FKi protokolii kullamldiginda ise 35’inde Brucella
yoninden pozitif sonuc alinmistir. Brucella cinsine 6zgul primerler ile amplifikasyonu saglanan yaymalarin yillara
gore dagiimi incelendiginde; 1983’de 11/14, 1984’de 8/10, 1985’de 10/10, 1987'de 6/6 ve 1990°da 6/6 oldugu
gorlilmistiir. Uygun ekstraksiyon ydntemi kullamildiginda, ozel kosullarda saklanmamis 21 yillik boyali yayma
preparatlann, infeksiyonlarin gecmise yonelik degerlendirilmesinde kullanilabilecegi ve bunun dzellikle teknolojik
veya laboratuvar yetersizligi nedeniyle gecmiste tams: konulamayan infeksiyonlar acisindan 6nem tasidigi kanisina
vanlmistir.




P10 BALGAM ORNEKLERINDEN POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU ILE BURKHOLDERIA
CEPACIA iZOLASYONU

Giiven URAZ, Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bollimii, Ankara

Nejat AKAR, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Klinigi Pediatrik Molekiiler Genetik Laboratuvar
Ankara

D.Hande BINNET, Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolim, Ankara

Son yillarda akciger infeksiyonlarinda siklikla adindan soz ettiren Burkholderia cepacia’mn izolasyonu ve tanmimlanmasi
bilylik 6nem tasimaktadir. B.cepacia’mn biyokimyasal yontemlerle tamimlanmasi zaman alicidir. Bu nedenle B.cepacia
tamsinda hizli molekiiler yontemlere ihtiyac duyulmaktadir. Bu calismada, uygulamas: kolay ve kisa zamanda sonu¢
veren PCR yontemi, B.cepacia tamsinda secilerek kullamlmistir. Yirmi hastanin balgam kiiltiiriinden elde edilen cesitli
izolatlar PCR ile B.cepacia yoniinden arastirilmistir. Bakterilerin DNA izolasyonu klasik fenol-kloroform yontemi
kullamlarak yapilmistir. Suslardan elde edilen DNA’lar PC480-PC1250 primer cifti kullamlarak ¢ogaltilmistir. Bu
cogaltma sonucunda 770 baz cift (bp)’lik 16S rDNA bolgesinin varlig %1 agaroz jelde gorintilenmistir. Sonug olarak,
20 hasta izolatinin 4’inde B.cepacia’ya ait 770bp’lik bant tespit edilmistir. Geriye kalan 16 drnekte ise PC480-PC1250
primer ciftinin olusturdugu bant varlig1 saptanmamistir.
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P11 REAL TIME POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU ILE BRUSELLOZ TANISI

Feryal OZTURK, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Antalya

Cemal CIFTCI, Akdeniz Universitesi Tip Fakltesi infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali, Antalya
Dilara OGUNC, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Antalya

Gozde ONGUT, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dals,
Antalya

Latife MAMIKOGLU, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi infeksiyon Hast aliklar Anabilim Dali, Antalya
Serdar TUNCER, Metis Biyoteknoloji, Ankara

Meral GULTEKIN, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Antalya

Ulkemizde endemik olarak goriilen bruselloz, diinyamin bircok iilkesinde de yaygin olarak goriilen, ciddi ekonomik
kayiplara yol acan ve pek cok lilke icin énemli bir halk sagligi sorunu olan zoonotik bir hastaliktir. Brusellozun kesin
tams1 bakterinin kan, kemik iligi veya doku biyopsi érneklerinden izolasyonu ile konmaktadir. Bakterinin kiiltiirden
izolasyonu, hastaligin evresi, bakterinin kanda intermittan olarak bulunmasi, hastanin 6nceden tedavi almis olmasi
gibi faktdrlere ek olarak bakterinin zor ve yavas tireme ozelligi nedeniyle her zaman miimkiin olmamaktadir. Serolojik
testlerin yorumu da, endemik bolgelerde yasayanlarin biiyiik bir kisrmnda Brucella tirlerine karsi antikor varlig1 ve
infeksiyonun seyrinin 6zelligi nedeniyle cogunlukla glictiir. Calismamizda, bruselloz tamsindaki sikintilan asabilmek
amaciyla, LightCycler real time PCR ydntemi ile Brucella BCSP31 genine ozglil 350 baz cifti uzunlugundaki bélgenin
cogaltilmas hedeflenmistir. Kan kiiltiiriinde treme ve klinik bulgularn esliginde Rose Bengal, standart tiip aglitinasyon
testi pozitifligiyle tam alan 60 hasta ve hikaye, semptom, bulgu ile rutin laboratuvar testleri acisindan klinik stpheli
20 olgunun tam kan 6rneginde Brucella real-time PCR calisilrmistir. DNA izolasyonu icin 3 farkli yontem uygulanmis
ve biri semi-nested real time PCR ydntemi olmak lizere 2 farkl amplifikasyon protokolti kullamlmistir. Testin analitik
duyarliigi 1-15 bakteri hiicresi olarak bulunmustur. Kiiltiirde ureyen 36 Brucella izolatinin tiimiinde real time PCR
yontemiyle 6zgiil Uiriin elde edilmis, ancak hasta 6rneklerinden negatif sonuc alinmistir. Bruselloz tamsinda PCR
yontemi heniiz standardize edilmemis ve bu nedenle yalanc pozitiflik ve negatiflikleri sik gériilen bir testtir. Orneklerin
alinma, transport ve saklanma kosullarindan baslanarak niikleik asit izolasyonu ve saflastinilmasi, amplifikasyon ve
sonuclarin gézlenmesinde kullanilacak yontemlerin belirlenmesi gerekmektedir. Bruselloz tamsinda real time PCR
yonteminin standardizasyonu icin ileri calismalara gerek vardir.




P12 YOGUN BAKIM UNITESINDEN iZOLE EDILEN PSEUDOMONAS AERUGINOSA
SUSLARINDA "N-ACYL HOMOSERINE LACTONE" (AHL) URETIMI

Gllglin TINAZ, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta
Seyhan ULUSQY, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta
Buket ARIDOGAN, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta
Fisun EROGLU, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta
Selcuk KAYA, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta

Pseudomonas aeruginosa, kistik fibrozis, AIDS ve kanserli hastalar gibi immin sistemi baskilanmis bireylerde veya
yaniklar ile cilt bitlinligl bozulmus, sonda ve kateter takilmis hastalarda firsatc infeksiyonlara sebep olan onemli
bir insan patojenidir. P.aeruginosa tarafindan sentezlenen elastaz, proteaz, hemolizinler, ekzotoksin A, ramnolipid
biyostirfaktanlar ve fosfolipazlar gibi cok cesitli ekzoenzimler patojenitede cok onemli rol oynarlar. Bu ekzoenzimleri
kodlayan genlerin regiilasyonu ise "cevreyi algilama = quorum sensing” adi verilen ve bir cok Gram negatif bakteri
tarafindan biyoliminesans, antibiyotik biyosentezi, konjugasyon ve biyofilm olusumu gibi cesitli fizyolojik islevierde
kullanilan bir sistemle kontrol edilir. Cevreyi algilama sistemi, bakteriye kendi hiicre poplilasyon yogunlugunu izleme
ve buna bagli olarak davranmislarini diizenlenme olanag verir. Bu sistem, yalnizca hiicre sayisi konagin savunma
sisteminin basa cikamayaca@ bir diizeye ulastiginda, bakterinin viriilans faktorlerini kodlayan genlerinin ifade edilerek
basarili bir sekilde infeksiyon olusturmasim saglar. Hiicreler arasi haberlesmeyi saglayan cevreyi algilama sistemi,
"autoinducer” veya feromon olarak adlandinlan sinyal molekillerinin tretimine bagimbidir. Gram negatif bakterilerde
en yaygin olarak bulunan sinyal molekiilleri "N-acyl homoserine lactone" tiirevleridir (AHLs). P. aeruginosa tarafindan
da BHL ve OdDHL olmak Lizere iki ana AHL tiirevi molekiil iiretildigi bilinmektedir. Bu calismada, S.D.U. Tip Fakiltesi
yogun bakim Unitesinden izole edilen 50 P.aeruginosa susunda AHL tretimi Chromabacterium violaceum CV026 ve
Agrobacterium tumefaciens NT1 indikator suslan kullamilarak arastinlmistir. Test edilen P.aeruginosa suslarinin
tamaminda OdDHL dretimi tespit edilmis, ancak literatiirde mevcut bilgilerin aksine bu suslarin BHL tiretemedigi
gbzlenmistir. Bu bulgunun nedeni molekiiler analizlerle detayl olarak arastinlmaktadir.
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P13 SAGLIKLI ILKOKUL OGRENCILERININ NAZOFARENKSLERINDEN iZOLE EDILEN
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE iZOLATLARI ARASINDAKI EPIDEMIYOLOJIK
ILISKININ ARASTIRILMASI

Riza DURMAZ, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Zeynep CIZMECI, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Elif AKTAS, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Mehmet Refik BAYRAKTAR, inénii Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr, Malatya
Benglil DURMAZ, intnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoji Anabilim Daly, Malatya

Mahmut Tayyar KALCIOGLU, in6nii Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Malatya

Streptococcus pneumoniae saglikli cocuklarin nazofarenkslerinde kolonize olmaktadir. Kolonize kisiler toplumsal
infeksiyonlar icin kaynak olma yaninda, infeksiyonun yayilmasinda da énemli rol oynamaktadir. Bu calisma, saglikh
tagiyicilann nazofarenks siirtintiilerinden iiretilen S.pneumoniae izolatlart arasindaki epidemiyolojik iliskiyi ortaya
koymak amaciyla gerceklestirilmistir. Saglikli 909 ilkokul ogrencisinin nazofarenks siriintiilerinden 172’sinde (%18)
S.pneumoniae lretilmis, bu izolatlarin 145’ine "Arbitrary Primed" polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) ve 57’sine
“Pulsed Field" jel elektroforezi (PFGE) uygulanarak suslar arasindaki klonal iliski arastinlmistir. AP-PCR calisilan toplam
145 izolatin 112’sinin bant profili degerlendirilebilmis ve bu yéntemle toplam 58 genotip saptanmistir. izolatlarin
27'si aymi, 31’i yakin iliskili ve 21’i muhtemel iligkili olarak bulunmustur. Genel olarak degerlendirildiginde, toplam
79 (%70.5) izolatin epidemiyolojik olarak iligkili, 33 izolatin ise iliskisiz oldugu saptanmistir. PFGE uygulanan 57 izolatin
47’sinde degerlendirilebilir bant profili elde edilmis ve bu sekilde 35 genatip saptanmstir. izolatlarin 8'i aymi, 2'si
yakin iliskili, 11'i muhtemel iliskili bulunurken, 26 izolat epidemiyolojik olarak iliskisiz bulunmustur. Epidemiyolojik
olarak iliskili olabilecek suslarin oram %44.6 olarak belirlenmistir. Sonug olarak tiplendirme yontemleri, cocuklann
nazofarenksinde kolonize S.pneumoniae suslarinin yuksek oranda iliskili oldugunu gdstermektedir.




P14 GRUP C ve G STREPTOKOKLARDA MLS DIRENG GENOTIPLERI

Sule COLAKOGLU, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Serpil ERCIS, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Ankara

Alper ERGIN, Hacettepe Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yilksekokulu, Ankara

Giilsen HASCELIK, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Bu calisma, cesitli klinik rneklerden izole edilen eritromisin direncli grup C ve G streptokoklarda MLS genotiplerini
belirlemek amaciyla yapilmistir. 1995-2004 yillan arasinda, bogaz suriintlisi, balgam, bronkoalveolar lavaj, idrar,
kan ve yara orneklerinden elde edilen 79 adet grup C ve 40 adet grup G olmak Uzere toplam 119 streptokok susu
calisma kapsamina alinmistir. Eritromisin direncli suslarin genotipleri, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), fenotipleri
ise cift disk (eritromisin-klindamisin) yontemiyle degerlendirilmistir. Eritromisin direnci gosteren 9 izolatin (8 grup
G, 1 grup C) %55.6’sinda indiiklenebilen (iMLS), %44.4’linde M fenotipi diren¢ gozlenmistir. indiiklebilen (iMLS) fenotip
gozlenen izolatlarin liciinde ermTR, birinde ermB genotipi saptanirken, bir izolatta arastinlan gen bdlgelerinden
hicbiri bulunmarmstir. M fenotipi gézlenen biitiin izolatlarda (n:4) mefA/E genotipi tespit edilmistir. Grup C ve G
streptokoklarda MLS direng fenotiplendirmesi, sadece tedaviyi yonlendirmesi bakimindan énemlidir. Bu grup
streptokoklarda MLS direnc genotip dagiimim bilmek, hem epidemiyolojik hem de tedavi seceneklerinin daha iyi
degerlendirilmesi bakirmndan onem tasimaktadir.
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P15 HASTANE INFEKSIYONLARINDAN iZOLE EDILEN GRAM NEGATIF BAKTERILERIN
CESITLI ANTIBIYOTIKLERE DUYARLILIKLARININ VE BETA-LAKTAMAZ
URETIMLERININ ARASTIRILMASI

A. Yasemin OZTOP, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Sivas
Sesin KOCAGOZ, Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Mehmet BAKIR, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali, Sivas
M. Zahir BAKICI, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Sivas

Calismamizda, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesindeki 16 farkli klinikten izole edilen ve hastane kontrol
komitesi tarafindan hastane infeksiyonu etkeni olarak bildirilen 52 Escherichia coli, 36 Pseudomonas aeruginosa ve
22 Klebsiella susunun cesitli antibiyotiklere direnc durumlari, beta-laktamaz yapiminin belirlenmesi ve genislemis
spekrumlu beta-laktamazlarin (GSBL) tiplendirilmesi amaclanmistir. Suslarin antibiyotiklere direnc durumlar Sceptor
yontemiyle belirlenmis, GSBL'lar cift disk sinerji testi ve indiiklenebilir beta-laktamazlar (IBL) disk yakinlastirma
teknigi ile saptanmistir. Ayrica GSBL’lar izoelektrik odaklama yontemiyle tiplendirilmistir. TUm suslarin %97.2’sinin
amikasine, %74.5’inin siprofloksasine duyarli, %79.0’unun ampisiline direncli oldugu bulunmus, imipeneme sadece

P.aeruginosa’larin %8.3’linde direnc oldugu saptanmistir. E.coli suslarinin 6’sinda (%11.5), Klebsiella suslarinin 7’sinde l
(%31.8), P. aeruginosa suslarinin 2’sinde (%9.0) GSBL, Klebsiella’larin 2’sinde (%9.0) ve P. aeruginosa’larin 23’iinde
(% 63.8) ise IBL saptanmistir. Cift disk sinerji testi ile GSBL saptanmis olan bu izolatlarin beta-laktamaz enzimleri
saflastinlarak izoelektrik odaklama yontemi ile tanimlanmalar sonunda, suslarn tiimiinde TEM-1 (pl: 5.4) ve SHV-
2-6 pl (pl: 7.6) benzeri enzimler saptanmistir. Ayrica Klebsiella suslarimin 3’iinde bunlara ek olarak TEM-4, 7, 8 (pl:
5.9) benzeri enzim bulunurken, P.aeruginosa suslaninin ise birinde SHV-14, OXA-21, 22 (pl: 7.0) benzeri enzimler
tammlanmistir. Sonug olarak, hastanemizde imipeneme direncli suslarin bulunmasi nemlidir. Hastane infeksiyonu
etkenlerinin beta-laktamaz varligi yoniinden arastirilmasi, direnc profilerinin belirlenerek, dogru antibiyotik kullanimimn I
uygulanmasi gerekmektedir.
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P16 BIR EGITIM HASTANESININ YOGUN BAKIM UNITESINDE TEK KLON
ACINETOBACTER BAUMANII’NiN YAYILIMI

Hiiseyin GUDUCUOGLU, Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van
Gorkem YAMAN, Yiiziinci Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van

Riza DURMAZ, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiiler Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Zeynep CIZMECI, inoni Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Anabilim Dali, Malatya
Mustafa BERKTAS, Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Van

Acinetobacter baumannii, 6zellikle yogun bakim {initesinde yatan hastalar ile immun yetersizligi olan kisilerde en
sik rastlanan oportunistik nozokomiyal patojendir. Hastanemiz yogun bakim Unitesinden gelen cesitli bronsiyal aspirat
drneklerinde A.baumannii’nin Uremesi lizerine, bir salgin olabileceginden siiphelenilmis ve bu tnitede salgina yonelik
tarama yapilmasina karar verilmistir. Yogun bakim unitesinde, 11’1 klinik orneklerden ve 15’i cevreden olmak lzere
izole edilen toplam 26 A.baumannii izolatim tiplendirebilmek icin antibiyogram, "Pulsed Field" jel elektroforezi (PFGE)
ve "Arbitrarily Primed" polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) uygulanmistir. Antibiyotiplendirmeye gore 26 izolatin
24’1 epidemiyolojik olarak iliskili, ikisi ise ayr birer grup olarak degerlendirilirken, AP-PCR’ a gére suslarin 21’1 aym
grupta geriye kalan 5 izolat ise diger grupta toplanmistir. PFGE’ye gére ise tlim suslar aym bant profilini gostermislerdir.
Sonuc olarak, referans yontem olarak kabul ettigimiz PFGE’e gdre, yogun bakim Unitesinde meydana gelen salginda
izole edilen tim A.baumannii suslarinin tek tip kdkenden kaynaklandig kanisina vanlmistir.
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P17  ERISKIN VE COCUK iSHALLERINDE ENTEROTOKSIJENIK BACTEROIDES FRAGILIS'IN
ONEMI

Mehmet DALGALAR, inénii Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Bengiil DURMAZ, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Malatya

Son 20 yildan beri Bacteroides fragilis’in enterotoksin salgilayan suslarimn hayvanlarda oldugu gibi, insanlarda da
ishal ve kronik barsak hastaliklari ile iligkisi olduguna dair calismalar yapilmaktadir. Bu ¢alisma, yoremizde cocuk
ve eriskin ishalleri ile enterotoksijenik B.fragilis (ETBF)"in iliskisini arastirmak amaciyla yapilmistir. ishal sikayeti
olan 221 hasta ve saglikli kontrol olarak 197 kisiden alinan diski drneklerinde nested-polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile B.fragilis’in enterotoksin geni (bft) arastinlmistir. Hastalarin 22’sinde (%9.9) ve saglikli kontrollerin 23’unde
(%11.6) ETBF pozitifligi saptanmstir. Enterotoksijenik B.fragilis; 0-12 aylik hasta grubunda 1 (%2.2), 1-5 yas grubunda
11 (%25), 6-16 yas grubunda 1 (%3.6) ve 16 yasindan buytk grupta 9 (%8.7) hastada pozitif olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunda ise aym yas gruplarinda ETBF dagiiminin sirasiyla; 1 (%2.4), 4 (%9.5), 3 (%15.8) ve 15 (%15.8) oldugu
izlenmistir. Sonug olarak, ishal vakalarinda 1-5 yas arasi cocuklarda ETBF, hem diger yas gruplarindaki ishal sikayeti
olanlara gére, hem de aym yas grubundaki saglikli kontrollere gbre istatistiksel olarak anlamli derecede daha ylksek
oranda saptanmistir (p<0.001 ve p<0.05).
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P18 CHRYSEOBACTERIUM INDOLOGENES SEPSIiSi OLAN BiR VAKADA KAYNAGIN
MOLEKULER YONTEMLE ARASTIRILMASI

Mehmet Refik BAYRAKTAR, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Elif AKTAS, inonii Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Yasemin ERSQY, inénl Universitesi Tip Fakiiltesi infeksiyon Hastaliklar Anabilim Dali, Malatya
Riza DURMAZ, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiler Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Aysegiil CICEK, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Chryseobacterium spp. su kaynaklarinda ve hastane ortaminda yasayabilen Gram negatif bakterilerdir. Yenidogan
iinitelerinde nadiren infeksiyona ve salginlara yol acabilmektedirler. Bu ¢alismada, C.indologenes sepsisi olan Down
sendromlu bir vakadan izole edilen sus ile kaynak arastirmasi sirasinda elde edilen suslar arasindaki klonal iliskinin
saptanmas1 amaciyla molekiiler tiplendirme yapilmstir. Down sendromlu, atrial septal defekti olan bes aylik bir erkek
cocuk, diafragma herniasi nedeniyle cocuk cerrahisi kliniginde opere edilmistir. Postoperatif 7. giin gelisen akciger
infeksiyonu dolayisiyla entiibe edilen hastanin, entiibasyonun 6. giinii alinan kan kiiltiirtinde C.indologenes tretilmistir.
Bunun Lizerine teikoplanin ve amfoterisin B almakta olan hastamn tedavisi, vankomisin ve siprofloksasine degistirilmistir.
infeksiyon kontrol komitesinin katkisi ile yapilan kaynak taramasinda; hastanin kan kiltird, besleme biberonu,
beslenme soliisyonun hazirlanmasinda kullanilan distile su, servisin diger noktalarinda kullamlan distile su ile hasta
odasinin muslugu, servis muslugu ve nazogastrik beslenme torbasinda C.indologenes Uretilmistir. izolatlarin antibiyotik
duyarliiklan Kirby-Bauer disk diflizyon metodu ile belirlenmis, kan kiilturd izolatlarimin seftazidim, amikasin,
gentamisin, piperasilin, teikoplanin, sefoperazon-sulbaktam, sefepim, oflaksasin ve vankomisine duyarli; seftizoksime
az duyarli; meropenem, imipenem, seftriakson, tobramisin ve aztreonama direncli oldugu saptanmistir. Distile sularin
imha edilmesi ve dezenfeksiyon islemlerinin yeniden diizenlenmesi sonucu, (initede yeni vakalarin ortaya gikmas
onlenmistir. Ancak vaka tedavinin 9. glinii kaybedilmistir. Hastamn ii¢ kan izolat: ve kaynak taramasi sirasinda elde
edilen alt1 susun "Arbitrarily Primed” polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) ile yapilan molekiiler tiplendirmesinde;
besleme biberonu ve beslenme soliisyonun hazirlanmasinda kullamlan distile sudan izole edilen iki susun kan kultlrl
susu ile aym oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, bu vakada molekiiler tiplendirme ile etkenin distile su kaynagindan
bulastiz1 ve diger suslarin vaka ile baglantisiz oldugu tespit edilmistir.
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P19 EFUZYONLU OTITiS MEDIA’LI COCUKLARDA BAZI HERPESVIRUSLAR ve
BAKTERIYEL ETKENLERIN VARLIGI

Yasemin BULUT, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Elazig

Turgut KARLIDAG, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Elazig

Aykut OZDARENDELI, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal, Elazig

Zillal Asc1 TORAMAN, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Elazig

Erol KELES, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Elazig

Bu calismada, eflzyonlu otitis media’li cocuklarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile bazi herpesviruslarin ve
bakteriyel etkenlerin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya Haziran-Aralik 2003 tarihleri arasinda Firat Universitesi,
Firat Tip Merkezi Kulak Burun Bogaz poliklinigine basvuran ve efiizyonu olan otitis media’li (OME) toplam 38 cocuk
dahil edilmistir. Bu hastalardan Myringotomi operasyonu ile alinan toplam 55 érne@in tamaminda DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve bunlara herpesvirus [Herpes simplex virus (HSV), Cytomegalovirus (CMV), Varicella-Zoster virus
(VZV) ve Epstein-Barr virus (EBV)] ve bakteri [H.influenza, S.pneumonia ve M.catarrhalis] genomlarina ozgul primerler
kullamlarak PCR uygulanmstir. Elde edilen PCR iirlinleri %3’liik agaroz jelde etidyum bromdir boyama ile gosterilmistir.
PCR sonuclarina gore, yaslan 2-12 arasinda degisen 38 cocuktan alinan toplam 55 drnekten 9’unda (%16.3) EBV, 5’inde
(%9.09) HSV, 4’linde (%7.2) CMV ve 2'sinde (%3.6) VZV olmak iizere toplam 20 (%36.3) drnekte herpesvirus varligi
belirlenmistir. Aym orneklerin bakteriyel yonden degerlendirilmesiyle de; 16’sinda (%29) S.pneumonia, 15'inde (%27)
H.influenza ve 8’inde (%14) M.catarrhalis pozitifligi saptanmistir. Calismamizin verilerine gére, OME’li hastalarda
yliksek oranda bakteriyel patojenler ve herpesviruslar tespit edilmistir. OME’li hastalarda immun sistemin zayiflamasi
ile aktive olan bu latent herpesviruslarin bakteriyel etkenlerle birlikteliginin hastalarin iyilesme ve tedavi slirecini
etkiledigi dikkate alindiginda, elde edilen sonuclar énemli bulunmustur.
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P20 AORTA-ILIAK TIKAYICI DAMAR HASTALIGI OLAN BIREYLERDEN ELDE EDILEN
ATEROSKLEROTIK PLAKLARDA CHLAMYDIA PNEUMONIAE VE HELICOBACTER
PYLORI VARLIGININ ARASTIRILMASI

Islam KAKLIKKAYA, K.T.U. Tip Fakiiltesi Gogiis Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Trabzon
Faruk AYDIN, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Nese KAKLIKKAYA, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Kurtulus BURUK, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
ilknur TOSUN, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Metin SANCAKTAR, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Didem TIGDAS, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Ugur DINC, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon

Son yillarda yapilan bazi calismalarda kronik enfeksiyonlarin aterosklerozun baslamasi ve ilerlemesi tizerine etkili
oldugunu dustindiiren cesitli bulgular dikkati cekmektedir. Elde edilen verilerin cogu koroner arter hastalig ile ilgilidir.
Bu calismamn amaci, kronik infeksiyon etkenlerinden olan Chlamydia pneumoniae ve Helicobacter pylori’nin aorta-
iliak, aterosklerotik tikayic1 damar hastaliklar olusumunda risk faktorii olup olmadi@imin arastirilmasidir. Aorta-iliak
tikayic1 damar hastaligi nedeniyle opere edilen 21 hastadan (19 erkek, 2 kadin), operasyon esnasinda, steril sartlar
altinda aterosklerotik plaklar alinmis, ayni hastalardan operasyondan hemen &nce kan drnekleri toplanmistir. Herbir
aterosklerotik plakta C.pneumoniae ve H.pylori DNA’simin varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirilmstir.
Tim aterosklerotik plaklarda ticari bir ELISA kiti kullamlarak gruba 6zgil klamidyal lipopolisakkarit (LPS) antijenlerinin
varligr da test edilmistir. Hastalardan elde edilen serum &rneklerinde klamidyal LPS’e karst olusan IgG antikorlari,
ticari bir ELISA kiti ile, H. pylori'ye karsi olusan IgG antikorlari ise in-house ELISA sistemi ile arastirlmistir. Toplam
21 aterosklerotik plagin 6’sinda C.pneumoniae DNA’s) tespit edilirken, hicbir 6rnekte H.pylori DNA’sina rastlanmamustir.
Bes aterosklerotik plakta klamidyal LPS antijen varlig1 belirlenmis, bu érneklerin 4’iinde C.pneumoniae DNA’sinin
da pozitif oldugu izlenmistir. C. pneumoniae DNA’s1 tespit edilen tim hastalarda klamidyal LPS IgG antikorlan pozitif
bulunmustur.
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P21 NOZOKOMIYAL ENTEROBACTER SUSLARININ PLAZMID VE ERIC-PCR
PATERNLERININ ARASTIRILMASI

Osman Birol 0ZGUMUS, K.T.U. Rize Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B&liimii, Rize

Metin SANCAKTAR, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Kurtulus BURUK, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Nese KAKLIKKAYA, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikr obiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
itknur TOSUN, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Faruk AYDIN, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Yelda YAZICI, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Kemalettin AYDIN, K.T.U. Tip Fakiltesi infeksiyon Hastaliklar Klinigi, Trabzon

Barsak florasinda bulunan Gram negatif enterik bakterilerin bir elemani olan Enterobacter tirleri, glinimiizde eski
yillara oranla hastane infeksiyonu etkeni olarak daha fazla karsimiza ¢ikmaktadir. Bu calismada K.T.(. Tip Fakiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Nisan 2002 - Nisan 2003 tarihleri arasinda hastane infeksiyonu etkeni olarak izole
edilen 77 Enterobacter izolatinin molekiiler epidemiyolojisi arastirilmistir. izole edilen Enterobacter tiirleri ve izolat
dagilimi su sekildedir: E.cloacae 41, E.aerogenes 29, E.sakazakii 4, E.agglomerans 2 ve E.gergoviae 1. Alkali lizis
yontemi kullanilarak 77 izolatin 33’iinden plazmid izolasyonu yapilmis ve bunlarin dagiliminin E.cloacae 16, E.aerogenes
13, E.sakazakii 1, E.agglomerans 2 ve E.gergoviae 1 oldugu belirlenmistir. E.cloacae izolatlarindan plazmid izole
edilen 16 izolatin bant paternleri incelendiginde; benzer suslar ikiserli olmak iizere 4 grup olusurken 8 tanesi
gruplandinlamarmstir. Diger tiirlerde benzer plazmid paternleri gézlenmemistir. Calismaya alinan 77 izolatin ERIC-
PCR sonuclart incelendiginde, E.cloacae’da 41 izolatin 19 tanesi 7 grupta toplanmistir. Gruplarda benzer paternler
gdsteren 2-4 sus vardir. E, aerogenes’de herbiri ikiser sus iceren 5 grup olusmustur. E.sakazakii ve E.agglomerans
suslarimin ERIC-PCR paternlerinde benzerlikler saptanamamistir. Plazmid gruplan ve ERIC-PCR gruplar karsilastinldiginda,
E.cloacae’da olusan gruplardan ikisinde izolatlarin benzer plazmid paterni gdsterdigi saptanmistir. E.aerogenes
suslarimin ERIC-PCR ile olusan gruplar incelendiginde I. ve Il. gruptaki izolatlarin kendi icinde aym servislerden gelen
izolatlar oldugu gériilmiistiir. Hastanemizde enterobakter tirleri ile olusan 6nemli bir salgin saptanmamistir.
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P 22 DNA DiZi ANALIZi iLE KLINIK ENTEROBACTERIACEAE iZOLATLARINDA

GENISLEMIS SPEKTRUMLU SHV-2, SHV-5 VE SHV-12 BETA LAKTAMAZLARININ
GOSTERILMESI

Hiseyin TASLI, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Mikrobiyoloji Bilim Dali, izmir
[. Hakki BAHAR, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL), her gecen giin artan sayilariyla sorun olusturmaya devam etmektedirler.
Tirkiye'de bu enzimlerin molekiller tipleri ile ilgili veriler simrlidir. Bu calismada, DNA dizi analizi ile TEM ve SHY
ailelerine ait GSBL’lerin spesifik tiplerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bunun icin, Dokuz Eyliil Universite Hastanesinde
klinik 6rneklerden soyutlanan toplam 28 GSBL pozitif Enterobacteriaceae izolat calismaya alinmmstir. PCR ve PCR-
restriksiyon analizi yontemleri kullamlarak SHV-GSBL varlig belirlenmis olan SHV tasiyan 16, SHV ve TEM tasiyan 12
olmak Uzere 28 izolatin DNA dizi analizi yapilmistir. Cift yonli dizileme sonucunda 4 susta SHV-2, 14 susta SHV-5 ve
10 susta SHV-12 saptanmistir. TEM enzimlerinin ise tamaminin TEM-1 oldugu gériilmiistiir. Onceki calismalanmiz da

goz oniine alindi@inda, hastanemiz Enterobacteriaceae izolatlarinda SHV tipi GSBL’lerden sadece SHV-2, SHV-5 ve
SHV-12'nin yaygin oldugu sonucuna varilmistir.
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P23 POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU YONTEMIYLE SAPTANAN BORDETELLA
PERTUSSIS INFEKSIYONU OLGULARI

Kenan MIDILLI, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Yiicel TASTAN, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Saghig1 ve Hastaliklar Anabilim
Daly, istanbul

Melda OZDAMAR, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrabiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Gokhan AYGUN, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Kemal ALTAS, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

Bordetella pertussis uzun yillardir cocukluk cag rutin as1 programinda yer almasina ragmen toplumda hala varligim
surdirmektedir. Son yillarda eriskinlerde tipik bogmaca klinigi disinda uzams éksiiriige neden olduguna iliskin pek
cok calisma vardir. Adélesan ve yaslilar arasinda salginlar da bildirilmektedir. B.pertussis infeksiyonlari agilanmis
blyik cocuklarda da gériilebilmektedir. Bu yas gruplarindaki infeksiyonlar siit cocuklar icin risk olusturmaktadir.
Her ne kadar laboratuvar tamisinda kabul edilmis standart bir yontem olmasa da, nazofarenks siriintii orneklerinde
B.pertussis DNA'sinin saptanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ydntemi oldukca duyarli ve &zgiildiir. Bu
calismada, Temmuz- Eyliil 2003 tarihleri arasinda laboratuvarimiza uzamis Oksurtk nedeniyle génderilen 12 hastaya
ait nazofarenks siiriintli 6rneginde B. pertussis DNA'sinin PCR yontemi ile arastinlmasi amaclanmistir. Hastalarin yas
araligi <1-76 yil olup, yas ortalamas 15.64’diir. Besi erkek, 7’si kadin olan hastalarin ikisi kardestir. Sonuc olarak 4
hastada B.pertussis DNA'si pozitif bulunmus, bunlarin sirasiyla 6, 4, 30 ve 2 yaslarinda oldugu belirlenmistir. Hasta
say1s1 kisith olmakla birlikte elde edilen bu sonuclar, uzamis dksiiriik yakinmasi olan kisilerde B.pertussisin gozard
edilmemesini ve bu a¢idan tamya yénelik incelemelerin gerekli oldugunu isaret etmektedir.
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P24 ARTRITLI HASTALARIN EKLEM SIVILARINDA MYCOPLASMA FERMENTANS
SIKLIGININ NESTED PCR YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

Ali ALBAY, GATA Mmikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Abdullah KILIC, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Ahmet OZGUL, GATA Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali, Ankara

Ozgiil KISA, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

inflamatuvar romatizmal hastalilarin, 6zellikle de romatoid artritin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, bakteriyel

faktorleri de icine alan baz cevresel faktorlerin tetiklemesi ile olustugu dustnulmektedir. Mikoplazmalar, hayvanlardaki

artritlerin en onemli nedenlerinden birini olusturmakta, insanlarda da artrit ile iliskili olduguna dair yirmi yildan beri

goriisler bulunmaktadir. Ozellikle immiinkompromize hastalarda mikoplazma artriti sik olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bu calismanmin amaci, artritli degisik hasta gruplanindan (6 reaktif artrit, 3 osteoartrit, 2 seronegatif artrit, bir romatoid

artrit) steril sartlarda alinan eklem sivilarinda M.fermentans sikliginin arastirilmasidir. Calismamizda artritli toplam

48 hastanin 12'sinin (%25) eklem sivisinda nested PCR yontemi ile M.fermentans varhigi saptanmistir. Bulgularimz, '
artritli hastalarda M.fermentans’in birlikte bulunabilecegi goriisiini desteklemektedir.
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P25 MIDE BiYOPSI ORNEKLERINDE HELICOBACTER PYLORI KLARITROMISIN
DIRENCININ MOLEKULER "BEACON" iLE SAPTANMASI

Meltem Yalinay CIRAK, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Doruk ENGIN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Ozgiir DOGAN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Tarkan KARAKAN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali, Ankara
Selahattin UNAL, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali, Ankara

Sevgi TURET, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Siikrli DUMLU, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali, Ankara

Klaritromisin, Helicobacter pylori eradikasyon tedavisinde en sik kullamlan ilaclardan biridir. Bu ilaca direnc, tedavide
basarisiziigin en 6nemli nedenleri arasinda sayilmaktadir. Bu calismanin amaci, mide biyopsi materyallerinde H.pylori
varligim ve makrolid direncinden sorumlu tutulan 23S rDNA mutasyonlarini molekiiler "beacon” kullanarak hizli ve
glvenilir olarak saptamaktir. Bu amacla, dispeptik yakinmalari olan 103 hastadan iist gastrointestinal endoskopi ile
alinan mide biyopsi érneklerinden ticari kit kullanmlarak DNA saflastinlmistir. Orneklerde H.pylori DNA's varligi ve
klaritromisin direncinden sorumlu mutasyonlar, grubumuzca gelistirilen molekiiler "beacon” sistemi ile ABI Prism 7700
cihazi kullanilarak arastinilmistir. Test edilen 103 Grnekten 75'inde (%72.8) H.pylori DNA'si saptanmistir. Bunlardan
641 (%85.3) klaritromisine duyarli genotipte bulunurken, 11'inde (%14.7) direncle iliskili mutasyonlarin varhig tespit
edilmistir. Direncli H.pylori saptanan 11 6rnekten Ugiinde klaritromisine direncli ve duyarl hiicrelerin bir arada oldugu
saptanmistir. Molekdiler "beacon” sistemi mide biyopsi 6rneklerinde H.pylori varliginin arastirilmasi ve klaritromisin
direnciyle iliskili mutasyonlarin saptanmasi icin hizli ve giivenilir bir yéntemdir.
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P26 COCUK HASTALARDA HELICOBACTER PYLORI KLARITROMISIN DIRENCININ
SAPTANMASI

Yakut AKYON YILMAZ, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Ankara

Serdar TUNCER, Metis Biyoteknoloji Ltd, Ankara

Hulya DEMIR, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesi,
Ankara

Miige MISIRLIOGLU, Metis Biyoteknoloji Ltd, Ankara

Yusuf USTA, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Anabilim Dali Gastroenteroloji Unitesi,
Ankara

Helicobacter pylori’nin 6zellikle tUlkemizde ve diger gelismekte olan Ulkelerde cocukluk caginda bulastigl, bu nedenle
de cocukluk cagi hastalig1 oldugu soylenebilir. Cocuk hastalarda H.pylori tedavisinde ilk secenek antibiyotiklerden
birisi klaritromisindir. Nokta mutasyonlanna bagli olarak gelisen klaritromisin direnci varliginda tedavi basansizlig
ve zaman kaybi olusmaktadir. Bu calismamn amaci, H.pylori varlidim ve klaritromisin direncini direk biyopsi orneginden
bir asamali test kullanarak hizli saptayabilmek ve klaritromisin direncinin cocuk hasta grubundaki oranmini belirlemektir.
Calismaya, toplam 34 H.pylori susu ve 179 biyopsi drnegi dahil edilmistir. Biyopsi drneklerinin kiiltir ve hizh treaz
testleri yapilmistir. izole edilen bakterilerde agar diliisyon veya E-test yontemleri ile fenotipik klaritromisin direnci
belirlenmistir. Biyopsi drneklerinden elde edilen DNA’lar H.pylori klaritromisin direncinden sorumlu mutasyonlan
iceren 235 rRNA bdlgesine ozgil primerler ve mutasyonlara dzgll floresan isaretli problar kullamlarak LightCycler
(Roche Diagnostics, Almanya) real time polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) cihazinda amplifiye edilmis ve PCR-erime
egrisi sonuclar LC Versiyon 3.5.3 yazihim kullanilarak analiz edilmistir. Sonug¢ olarak, 34 susun 14’lUnde (%41.2)
klaritromisin direnci saptanmis, elde edilden sonuc agar diliisyon ve E-test sonuclan ile uyumlu bulunmustur. H.pylori,
toplam 179 biyopsi drneginin 150°sinde PCR ile, 102’sinde ise kiiltlr ile pozitif olarak saptanmistir. Hizl lireaz testi
ile PCR sonuclan uyumlu bulunmustur. Yizelli ornegin 41’inde (%27.3) klaritromisin direnci saptanmistir. H.pylori
suslarinda yliksek oranda saptanan ylksek direncin nedeni, klaritromisin direncli suslarin daha fazla secilmesinden
kaynaklanmakta olup, gercek direnc oramyla ilgisi oldugu diisiintilmemistir. Hasta grubumuzda saptanan direnc, diger
sonuclarla uyumlu bulunmustur. Dolayisiyla, gelistirilen bu testin H.pylori’nin tanisinda ve klaritromisin direncinin
saptanmasinda hizli ve giivenilir bir test oldugu ve &zellikle cocukluk cag H.pylori enfeksiyonunun tedavisinden dnce
uygulanarak dogru tedavinin secilmesini saglamasi acisindan yararh bir test oldugu sdylenebilir.
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P27 KORONER ARTER HASTALARININ ATEROSKLEROTIK PLAKLARINDA VE
MONONUKLEER KAN HUCRELERINDE CHLAMYDIA PNEUMONIAE DNA’SININ
NESTED PCR iLE GOSTERILMESI

Meltem Yalinay CIRAK, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Erkan IRiZ, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Ankara

Ozgiir DOGAN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Doruk ENGIN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Hakan ZOR, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Ankara

Sevgi TURET, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Son yillarda aterosklerotik hastaliklarin gelisiminde kronik infeksiyonlarin rolii tizerinde durulmaktadir. inflamasyonun
aterosklerotik olaylara neden oldugu ve aterosklerozun makrofajlarin rol eynach@r kronik inflamatuvar bir hastalik
oldugu diistintilmektedir. Alt ve {ist solunum yolu infeksiyonlarina yol acan zorunlu bir hiicre ici mikroorganizma olan
Chlamydia pneumoniae kronik infeksiyonlara neden olmaktadir. Yapilan bircok calisma C.pneumoniae ile aterosklerotik
kalp hastaliklan arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. Bu calismada, koroner kalp hastalarindaki C.pneumoniae DNA’sinin
koroner arter aterosklerotik plaklarinda ve mononiikleer kan hiicrelerinde nested PCR (nPCR) ydntemi ile gosterilmesi
amaclanmistir. Calismaya 42 hastamin kan, aterosklerotik koroner arter plaklan ve saglikli damar dokular dahil
edilmistir. Kan ve doku drneklerinden DNA eldesinden sonra, nPCR C.pneumoniae major dis membran proteinlerinden
elde edilen primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. Kirk iki hastanin kan mononiikleer hiicre drneklerinin 4’iinde
(%9.5), aterosklerotik koroner arter plaklarimn 5’inde (%11,9) C.pneumoniae DNA pozitifligi saptanmistir. Pozitif
saptanan bu hastalarin sadece 2’sinde hem kan mononiikleer hiicre 6rneklerinde hem de aterosklerotik koroner arter
plaklarinda aym anda C.pneumoniae DNA pozitifligi (%4.7) bulunmustur. Saglam dokularin hichirinde pozitiflik
saptanmamstir. C.pneumoniae’nin mononiikleer kan hiicrelerinde nPCR ile gosterilmesi koroner kalp hastaligi acisindan
risk altinda olan bireylerde duyarli sonug alinabilece@ini ortaya koymaktadir. Ancak elde edilen sonuclar aterosklerotik
koroner arter plaklar1 Srnekleri ile birlikte degerlendirme yapmamn daha dogru oldugunu gostermektedir. Bunun yan
sira mononiikleer kan hiicrelerinde C.pneumoniae DNA pozitifligi saptanan risk grubundaki hastalarin izlenmesi
gerektigi de dustinlilmektedir.
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P28 LABQRATUVARIMIZDAKi CAPRAZ KONTAMINASYONA BAGLI YALANCI KULTUR
POZITIFLIKLERININ OUT-PCR YONTEMI iLE DOGRULANMASI

Gulnur TARHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlig1 Tuberkiiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvari, Ankara

ismail CEYHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlig) TUberkiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvari, Ankara

Fatih OCAK, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlig Tuiberkiiloz Referans ve Arastirma Laboratuvan,
Ankara

Laboratuvar islemleri sirasinda olusan capraz kontaminasyonlar, yalanci kiiltlr pozitifliginin en énemli nedenlerinden
biridir. Capraz kontaminasyonlarin hizli ve giivenilir bir sekilde belirlenmesi, klinik olarak aktif tiiberkiiloz diistinilmeyen
hastalarda gereksiz yere tedavi uygulanmasini ve tedaviye bagl olarak gelisebilecek komplikasyonlar onleyebilir.
Mycobacterium tuberculosis suslarinin genotiplendirilmesinde kullanilan molekiiler yontemler (IS 6110 RFLP,
spoligotyping, VNR), laboratuvar capraz kontaminasyonlarinin belirlenmesinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak bu testlerin maliyetlerinin yiiksek olmasi, uzun zaman almasi, ileri diizeyde laboratuvar donanim ve deneyim
gerektirmesi gibi nedenlerle pratik laboratuvar uygulamalarinda kullamimlan simrhidir. Dolayisiyla pratik ve daha kisa
stirede sonug veren yontemlere ihtiyac duyulmaktadir. Bu calismada, laboratuvanmzda Uc ayr donemde ortaya ¢ikan
capraz kontaminasyon siipheli lic grup rnek serisi (toplam 19 M.tuberculosis susu) OUT-PCR yontemi ile degerlendirilmistir.
iki 6rnek grubunun cevresel kontaminasyon, bir drnek grubunun ise laboratuvar uygulamalan sirasinda pozitif drnekten
kontamine oldugu saptanmistir. Sonuc olarak, OUT-PCR yénteminin laboratuvar kaynakli capraz kontaminasyonlar
belirlemede kullanilabilecek hizli ve uygulanmasi pratik bir yontem oldugu goriistine varilmistir.
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P29 SALMONELLA TYPHIMURIUM SUSLARININ ANTiMiKROB_iYAL DUYARLILIK
TESTLERI VE MOLEKULER METOTLAR iLE DEGERLENDIRILMESI .r

Belkis LEVENT, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Salgin Hastaliklar Arastirma Midiirliiad, )
Ankara

Fligen DURLU OZKAYA, Refik Saydam Hifzissthha Merkez Baskanligi Salgin Hastaliklar Arastirma
Midurligd, Ankara !
Revasiye KAYALI, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Salgin Hastaliklar Arastirma Midirliigl,
Ankara

Ese Aslan BASBULUT, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Salgin Hastaliklar Arastirma ‘
Muadurlagd, Ankara |
Berrin ESEN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Salgin Hastaliklar Arastirma Midiirligd,
Ankara

Salmonella enterica serotip Typhimurium (S. Typhimurium) Ulkemizde ve diinyada yaygin olarak izole edilen Salmonella
serotiplerinden biri olup, siklikla coklu ilag direnci gostermesi nedeniyle halk sagligi acisindan énem tasimaktadir.
Bu calismada, farkli donemlerde cesitli kaynaklardan izole edilen S. Typhimurium suslarinin fenotipik ve genotipik
metotlar kullamlarak tiplendirilmeleri amaclanmistir. Enterik Patojenler Laboratuvari’nda izole edilen ve tammlanan
13 sus ile Refik Saydam Ulusal Tip Kiltlir Kolleksiyonu'nda yer alan 3 adet S. Typhimurium susu (10’u insan, 2’si '
hayvan ve 4’ gida kaynakli) tiplendirmeye alinmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testi disk difiizyon metodu ile ampisilin,
kloramfenikol, gentamisin, kanamisin, streptomisin, amikasin, tetrasiklin, trimetoprim, trimetoprim/siilfametoksazol,
siprofloksasin, nalidiksik asid, sefalotin, sefuroksim, sefoperazon, seftizoksim ve sefotaksim icin uygulanms ve
sonuclar NCCLS kriterlerine gore degerlendirilmistir. Plazmid DNA, Kado ve Liu metoduna gore izole edilmis, genomik
DNA "Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) icin standart prosediirlere gore hazirlanmistir. Tek bant farkliliginin
degisik bir PFGE paternini gdsterdigi kabul edilerek sonuclar degerlendirilmistir. Sonuc olarak, tiim suslarin 3’i test
edilen antibiyotiklerin tiimiine duyarl iken, 11’inin dért ya da tizerinde antibiyotige coklu ilac direnci gdsterdigi
saptanms, kinolonlara kars1 direnc bulunmamistir. PFGE yontemiyle, 9 plazmid ve 11 pulslu alan tipi belirlenmistir.
5. Typhimurium suslarimin tiplendirilmesinde PFGE metodu ile birlikte antimikrobiyal duyarlilik testleri ve plazmid
profil tiplendirmesi gibi kolay uygulanabilir fenotipik ve genotipik metotlarin kullanitmasi, degisik suslarin epidemiyolojik
amaclarla aynminda yarar saglamaktadir. S. Typhimurium suslarindaki antimikrobiyal direnc, tiim diinyada oldugu
gibi lilkemizde de dnemli sorunlardan birini teskil ettiginden, iilkemizin degisik bolgelerinden ve degisik kaynaklardan
izole edilen suslann karsilastinlarak tiplendirilmeleri, bu ajamn Glkemizdeki durumuna 151k tutmak acisindan biiyiik
onem tasimaktadir.
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P30 FARKLI BAKTERi VE MANTAR TURLERININ ALT TiPLENDIRILMESI iCiN ORTAK
BiR "ARBITRARILY PRIMED" POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU PROTOKOLU

Bars OTLU, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Riza DURMAZ, inéinii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Elif AKTAS, inonii Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Zeynep CIZMECI, inénii Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Etken organizmanin bulas kaynaginin tespiti ve hastaliklarin epidemiyolojik olarak iliskilerinin belirlenmesinde
kullamlan molekiiler tiplendirme ydntemlerinin sayis1 giin gectikte artmaktadir. Bu yontemler arasindan hangisinin
secilecegi; ydntemin ayrnm giicll, tekrarlanabilirligi, kullamm kolayligi, maliyeti, testin stresi ve yorumlama kolayligi
gibi baz kriterler goz 6niine alinarak karar verilir. Cogu mikroorganizma igin, bu 6zelliklerin tamamini karsilayan
ideal bir tiplendirme yontemi heniiz yoktur. Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla en sik basvurulan yéntemlerden
biri olan "Arbitrarily Primed" polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) ile, DNA baz diziliminin bilinmesine bagli olmadan
secilen bir veya daha fazla primerle DNA cogaltilir ve ortaya ¢ikan patern farklibiklan degerlendirilir. Bu yontemin
ozglilliik ve duyarlibi@, kullanilan primerler, amplifikasyon karisirmin icerigi, 1s1 donguleri, elektroforez kosullar
ve sonuclarin yorumlanmasinda kullanilan kriterlerden énemli dlcilide etkilenmektedir. Bu sorunlar optimize edilmis
bir protokoliin izlenmesiyle giderilebilir. Bu amacla, M13 primeri (5’-GAG GGT GGC GGT TCT-3’), tek bir amplifikasyon
kansim ve amplifikasyon programinda farkli mikroorganizmalar icin denenmistir. Calismada, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, Crysobacterium meningosepticum,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus spp.ve Candida spp. tiplendirilmis ve DNA eldeleri, her mikroorganizmaya
tzgll yontemlerle yapilmistir. Amplifikasyon basina; 100 ng DNA, 1X amplifikasyon tamponu, 0.4 mM dNTP karnsim,
4 mM MgCl2 ve 2.5 U Taq DNA polimeraz enzimi kullamlmistir. Amplifikasyon programi; ilk 2 dongti icin sirasiyla 940C,
400C ve 720C’de beser dakika, sonraki 40 déngil igin; 940C’de 1 dakika, 400C’'de 1 dakika ve 720C'de 2 dakika halinde
uygulamistir. Elektroforezde her mikroorganizma icin tiplendirmeyi saglayacak sayida (5-21) DNA bandi elde edilmistir.
Salgin izolatlaninda AP-PCR sonuclar ile "Pulsed Field" jel elektroforezi sonuclari arasinda yiiksek oranda paralellik
belirlenmistir. Sonuc olarak uygulanan bu protokol, 6zellikle salgin izolatlarimin klonal iliskisini ortaya koymada
basarili, uygulamasi kolay, maliyeti dusiik ve kisa siirede sonug veren bir protokol olarak belirlenmistir.

183




P31 ICME SULARINDAN iZOLE EDILEN AEROMONAS SUSLARININ "ARBITRARILY
PRIMED" POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU iLE DEGERLENDIRILMESi

G. EMEKDAS, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin
G. ASLAN, Mersin Universitesi Tp Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin

S. TEZCAN, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin

C. YILDIZ, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin

H. OZTURHAN, Mersin Universitesi Tp Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin
R. DURMAZ, ingnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Aeromonas’lar, toprak, tatl ve hafif tuzlu sular, lagim ve atik sular1 gibi dogal ortamlarda yaygin olarak bulunmaktadir,
A.hydrophila, insanlarda enterit, ekstraintestinal ve yara infeksiyonlarinin etkeni olarak karsimiza cikabilir. Aeromonas
tiirlerinin neden oldugu su kaynakls oldugu diisiiniilen salginlar bildirilmektedir. Ancak insanlarda su kaynakli Aeromonas
infeksiyonlarinin gelisimi halen tartismalidir. Bu calismada, Mersin ili su dagitim sistemlerinde Aeromonas cinsi
bakterilerin dagilim ve genotipik benzerliklerinin arastirilmas: amaclanmistir. Calismaya, ilimizin cesitli semtlerden
toplanan 148 musluk suyu érnegi dahil edilmis, &rnekler usuliine uygun olarak alinmis ve laboratuvara ulastintmstar.
Aeromonas ve Vibrio tiirleri acisindan incelenmek tizere alkalen peptonlu su (pH 8.6) besiyerinde 35-370C’de 24
saatlik inkiibasyonu takiben, 10 Hg/ml ampisilin iceren kanli agara ve TCBS (thiosulphate, citrate, bile, sucrose) agar
besiyerine pasaj yapilmistir. 35-370C’de 24 saat inkiibasyondan sonra iireyen kolonilerden Gram negatif, hemoliz
yapan, oksidaz ve katalaz pozitif olanlar degerlendirilmistir. Tammlama icin, klasik biyokimyasal testlerle birlikte
API ID 20E paneli (BioMerieux, France) de kullamlmstir. Klasik yontemle, Aeromonas siipheli 6 izolatin 5’ A.hydrophila,
biri ise Vibrio fluvialis olarak tiplendirilirken, API 20E panelinde izolatlarin hepsi A.hydrophila olarak sonuc vermistir.
Bu suslanin epidemiyolojik iliskileri “Arbitrarily Primed" polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) ile arastinlmistir. Sonug
olarak, 148 musluk suyu orneginin 6'sinda (%4) saptanan Aeromonas cinsi bakterilerin, birbirine yakin bolgelerden
alinan drneklerden izole edilmis olmas1 benzer genotipe sahip olacaktarim diisiindiirmiis, ancak AP-PCR ile izolatlar
arasinda genotipik benzerligin olmadigi gbriilmiistiir.




M e
ce e i

i T E B A
=
= e

T — o
: i i - 3
= "gj L s Es = =

P32 MORAXELLA CATARRHALIS TASIYICISI OLAN COCUKLARDA BRO BETA
LAKTAMAZLARIN MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

Ozgen KOSEOGLU, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Alper ERGIN, Hacettepe Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Ankara

N.Giirkan AYDIN, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Glilsen HASCELIK, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Moraxella catarrhalis’in nazofarenkste kolonize olmas Ust solunum yolu infeksiyonlar ve otitis media acisindan bir
risk faktorudur. Bu calismada, solunum yolu yakinmasi olmayan saglikli 64 cocuktan izole edilen M.catarrhalis suslarinda
BRO beta-laktamazlarin molekiiler tammlanmasi amaclanmistir. M.catarrhalis secici besiyerinde Ureyen Gram negatif
diplokok seklinde olan bakterilerden katalaz, oksidaz, DNaz, nitrat rediksiyonu pozitif ve glukoz, maltoz, siikroz,
laktoz fermentasyonu negatif koloniler M.catarrhalis olarak tanimlanmistir. BRO beta-laktamazlar PCR-restriksiyon
endonuikleaz enzim analizi ile belirlenmistir. M.catarrhalis izolatlanmn %89.1’inde BRO beta-laktamaz varlig gosterilmis
ve bu suslarin %85.9'u BRO-1 (n:55), %14.1’i BRO-2 (n:9) olarak tespit edilmistir. Nitrosefin disk testi (Remel, USA)
ile izole edilen suslarin %89.1'inde beta-laktamaz varligi saptanmistir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda nitrosefin
disk testi ile beta-laktamaz varlidinin tespiti daha cok tercih edilen bir yontem olmasina ragmen, restriksiyon
endoniikleaz analizi ile BRO beta-laktamazlarin karakterizasyonu kolay ve giivenilir bir yontem olarak kullamlabilmektedir.
M.catarrhalis tastyicilign yiiksek olan cocuklarda bu bakteriye bagh st solunum yolu infeksiyonlarina daha sik rastlanmildig
icin, bu cocuklarda M.catarrhalis suslarimin BRO-1 ve BRO-2 beta-laktamaz karakterizasyonu dnem tasimaktadir. BRO
beta-laktamazlarin tammlanmasi, tasyici cocuklarda bu bakteriye bagh gelisecek solunum yolu infeksiyonlarinin
tedavisinde yol gdsterici olacaktir.
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P33  MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARINDA RiIFAMPIN DIRENC
MUTASYONLARININ DNA DiZi ANALIZi iLE BELIRLENMESiI ESNASINDA
KARSILASILAN HETEROREZISTANSA BAGLI BiR PROBLEMIN ENZIMLE KESiM
YONTEMI ILE COZUMU

Zeynep Ceren KARAHAN, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sag. ve Hast. Anabilim Dal Molekiiler
Genetik Boliimii, Ankara

Nejat AKAR, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sag. ve Hast. Anabilim Dali Molekiiler Genetik
Bolumii, Ankara

Mycobacterium tuberculosis suslarinda rifampin direncinden, RNA polimeraz geninin beta alt {initesini kodlayan rpoB
geninde yer alan mutasyonlar sorumludur. Bu mutasyonlarin tammlanmasinda en gecerli ydntem DNA dizi analizidir.
Aym kiiltiirde duyarli ve direncli popiilasyonlann bir arada bulunmas: olarak tammlanan "heterorezistans”, M.tuberculosis
klltarlerinin %10-20’sinde goriilebilmekte ve DNA dizi analizinde yalanci negatif veya kontaminasyon nedeniyle
degerlendirilemeyecek sonuclarin alinmasina neden olabilmektedir. rpoB geni mutasyonlan acisindan degerlendirilen
bir M.tuberculosis susunda DNA dizi analizi, kodon 516’dan dnce bir delesyon varligini disiindiirmekle beraber,
heterorezistans nedeniyle mutasyon tanimlanmasi miimkiin olmamstir. Calismada, heterorezistans tespit edilen
ornekten DNA izolasyonu, cam boncuk kullamlarak hiicre duvarinin parcalanmasi ile yapilmistir. rpoB geninde
mutasyonlan tastyan bolge uygun primerler kullamlarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmistir. Piirifikasyon
islemini takiben DNA dizi analizi CEQ2000XL (Beckman Coulter, ABD) cihazinda gerceklestirilmistir. Enzimle kesim
icin, kodon 513 ve 514 (CAA TTC)’ii tantyan Tsp5091 (_AATT) enzimi kullamlmistir. Kesim Griinleri jelden tekrar elde
edilerek PCR ve DNA dizi analizi islemleri tekrarlanmistir. Sonug olarak, calisilan susun hem enzimle kesim noktast
tastyan normal, hem de kesilmeyen mutant popiilasyonlar bulundurdugu anlasilmistir, Kesilmemis bandi olusturan
PCR uriint, jelden ekstrakte edilerek DNA dizi analizi tekrarlanmistir. Sonucta, bu drnegin iki "mis-sense” (Asn494His
ve Ser512Arg) mutasyon yanisira, 513-515. kodonlan kapsayan 9b¢’lik bir delesyon tasidigi da tespit edilmistir.
Dolayisiyla, M.tuberculosis izolatlarinda DNA dizi analizinden sonuc alinamiyor ve bir baska dizi ile kontaminasyondan
stpheleniliyorsa heterorezistans akla gelmelidir. Tahmin edilen mutasyon bolgesi bir enzimle kesim noktas olusturuyor
veya bir kesim noktasini ortadan kaldiriyorsa, aym kiiltiirde yer alan farkl suslar tammlama ve mutasyonlarim
belirlemede enzimle kesim yonteminden yararlamlabilir. (Bu calisma Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Tarafindan 51 proje numarasi ile desteklenmistir)
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P34 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KLINIK SUSLARINDAKI IZONIAZID VE RIFAMPIN
DIRENCININ MOLEKULER YONTEMLERLE SAPTANMASI

Elif AKTAS, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Riza DURMAZ, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Dong YANG, Department of Epidemiology, School of Public Health

Zhenhua YANG, Department of Epidemiology, School of Public Health

Mycobacterium tuberculosis’in rifampin (RIF) ve izoniazid (INH) direnci tuberkiiloz kontrolil icin ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. ilaca direncli tiiberkiilozun kontroll, direncli vakalarin hizli ve uygun tedavisine dayanir. Farkl
kaynaklardan elde edilen INH ve RIF direncli M. tuberculosis suslanindaki direncin molekiiler analizi, hizli molekiiler
tan1 metodlarinin gelistirilmesinde yararh bilgiler saglayabilir. Bu calismada, Malatya bolgesinde toplanan direncli
29 klinik izolat arasindan INH ve RIF direncine neden olan iki gen, otomatize DNA dizi analizi ve multipleks alel spesifik
polimeraz zincir reaksiyonu (MAS-PCR) yontemleri kullamlarak incelenmistir. izolatlarnin 19’u coklu ila¢ direncli, ikisi
yalmzca RIF direncli ve sekizi yalmzca INH direncli izolatlardir. RIF direncinin analizi icin, direncin gostergesi olarak
bilinen 81 baz cift (bc)’lik bolgeyi de iceren, rpoB geninin 250 b¢’lik merkezi bélgesinin dizi analizi yapilmistir. MAS-
PCR'da kodon 516, 526 ve 531 hedef alinmistir. INH direnci icin katG geninin 435 b¢’lik bélgesinin dizi analizi
yapilmistir. MAS-PCR’de kodon 315’teki mutasyonlarin tespiti hedeflenmistir. DNA dizi analizi ile RIF direncli 21
izolatin 10’unda (%47.6) rpoB genindeki kodon 531’de, 5’inde (%23.8) kodon 516’da, 3’linde (%14.2) kodon 526’da
ve yine 3’linde (%14.2) kodon 513’te mutasyon tespit edilmistir. Kodon 516’da mutasyona sahip olan 5 izolatin 3’0
aym zamanda kodon 527’de ve biri kodon 572’de mutasyona sahiptir. INH direncli 27 izolatin 17’sinde (%62.9) katG
kodon 315’te mutasyon gozlenmistir. Bu 17 mutasyonun 14’0 Ser 315 Thr ve 3’0 Ser 315 Asn degisikligi seklindedir.
Dizi analizi ile MAS-PCR arasindaki korelasyon, katG geni icin %94, rpoB genindeki 531 ve 516. kodonlar icin %100
olarak saptanmistir. Bulgularimz, MAS-PCR’nun, 6zellikle kaynaklar simirli olan gelismekte olan llkelerde, INH ve
RIF direncinin hizli tespitinde DNA dizi analizinin yerine kullamlabilecegini desteklemektedir.
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P35 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iZOLATLARINDA FOSFOLIPAZ C GEN
BOLGELERINDEKI GENETIK DEGISIMIN ARASTIRILMASI

Sarah E. TALARICO, University of Michigan Ann Arbor MI, USA
Riza DURMAZ, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Zhenhua YANG, University of Michigan Ann Arbor MI, USA

Mycobacterium tuberculosis’in fosfolipaz C (PLC) genleri Gzerinde yapilan yeni calismalar, PLC mutantlarinin farelerde
cogalma icin ateniie hale geldiklerini ve patogenezde bu genin potansiyel roliiniin olabilecegini diisiindirmektedir.
M.tuberculosis suslarinda patogeneze katilan ve dizilim varyasyonu gosteren genlerin incelenmesi, klinik izolatlar
arasindaki viriilans farkliliklarini agiklamaya yardima olabilir. Bu calismada, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
DNA dizi analizi kullamlarak, Malatya'daki tiiberkiiloz hastalarindan bir yil icinde iiretilen 106 M.tuberculosis izolatinda
dort PLC genindeki (plcA, plcB, plcC ve plcD) baz dizilim degisiklikleri arastinilmistir. M.tuberculosis H37Rv ve CDC1551
suslan kontrol olarak kullamilmistir. incelenen 106 izolatin 66'sinda (%62.3) plcD geni tam, 40'inda (%37.7) ise mutasyon
icermektedir. Mutant plcD genine sahip 40 izolatin 17si (%42.5) plcD geninde herhangi bir delesyon olmadan bir
156110 insersiyonu icermekte, 2’si (%5%) delesyonla birlikte 156110 insersiyonu ve 13’li (%32.5%) 156110 insersiyonu
ile birlikte "downstream” bolgesinin yakininda bir delesyon bulundurmaktadir. plcA, plcB ve plcC bélgelerinde mutasyon
bulunduran izolatlarin oram sirasiyla; %3.8, %1.9 ve %3.8 olarak saptanmistir. Sonuc olarak bu calisma, M.tuberculosis
izolatlarindaki PLC genlerinde en fazla degisimin plcD geninde oldugunu, bu konudaki ilave arastirmalarin ve onlarin
klinik uygulamalarimin plcD geni iizerinde yogunlasmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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P36 POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON SISTEMININ (ROCHE AMPLICOR) TUBERKULOZUN
TANISINDAKI YERI

Elif AKTAS, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyololoji Anabilim Dali, Malatya
Sahin DIRKEL, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Selami GUNAL, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Riza DURMAZ, inoni Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Bu calismada, bir yillik stirede laboratuvarimiza tiiberkiiloz siiphesi ile génderilen drneklerin mikroskopi, kiiltir ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonuclan degerlendirilmistir. Homojenizasyon, dekontaminasyon ve yogunlastirma
islemlerinden sonra hazirlanan preparatlar Ziehl-Neelsen teknigi ile boyanms, kiiltlir icin Lowenstein-Jensen ve
otomatize BACTEC 460 TB besiyerlerine ekim yapilmistir. PCR calismalan icin Roche Amplicor ticari kiti kullamlmis
ve toplam 652 ornek degerlendirilmistir. Degerlendirilen 158 solunum yolu orneginden mikroskopi ile 6’s1, kiltir ile
16's1 ve PCR ile 2171 pozitif bulunmustur. Ylzyetmisyedi idrar 6rneginin 2’si yayma ile, 7’si kiiltiir ile ve 13'(1 PCR
ile pozitif sonu¢ vermistir. Elliyedi beyin omurilik sivist érnegi icin mikroskopi ve PCR ile pozitif sonu¢ alinmazken,
kiiltiir ile 2 ornek pozitif olarak degerlendirilmistir. Bunlarin disinda kalan, asit mayi, plevral mayi, aclik mide suyu,
doku kesiti, parasentez mayi, perikard mayi, kemik iligi aspirasyon mayi, kan, lenf nodu aspirasyon mayi, trakeal
aspirasyon mayi ve apseden olusan toplam 260 ornekten mikroskopi ile 3, kiltdr ile 20 ve PCR ile 19 pozitif sonug
alinmistir. PCR ile pozitif bulunan 53 6rnegin 11°i mikroskopi, 22’si kiltlir ile uyumludur. Mikroskopisi pozitif PCR
sonucu negatif olan érnege rastlanmazken, kultur pozitif 23 ornek PCR ile negatif sonug vermistir. Genel olarak 652
ornegin 11’inde (%1.68) mikroskopi, 45’inde (%6.9) kiltlir, 53’linde (%8.12) PCR pozitif bulunmustur. Pozitiflik oram
kiltlr ve PCR’de mikroskopiye gdre anlamli olarak yiiksek (p<0.001) iken, kiiltiir ve PCR arasinda anlaml fark
saptanmarmstir (p=0.04). Kiiltlire gére PCR'nin duyarlilig %48.8 ve dzgulligl %94.8 olarak belirlenmistir. Kultlir
negatif PCR pozitif olan 31 ornegin 21’1, PCR negatif kiiltlr pozitif olan 23 6rnegin ise 19’u balgam dis1 orneklerdir.
Bu sonuclar goz oniine alindig@inda, Roche Amplicor sisteminin, FDA tarafindan belirtildigi gibi mikroskopisi pozitif
olan solunum yolu drnekleri ile sinirlandinlmasi gerektigi ortaya cikmmstir.
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P37 MARMARA BOLGESINDE YASAYAN HASTALARDAN iZOLE EDILEN
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX iZOLATLARINDA rpoB ve katG
MUTASYONLARI

Ahmet SANIC, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Samsun

Engin SEBER, Taksim Verem Savas Bolge Laboratuvari, istanbul

Adil KARADAG, Gogiis Hastaliklan Hastanesi, Samsun

Ozlem TANSEL, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Edirne

Murat GUNAYDIN, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Samsun
ilker URUK, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Samsun

Birsen DURMAZ, Sisli Eftal Egitim ve Arastirma Hastanesi, istanbul

Elif OZTURK, izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Diizce

Erol GUNDUZ, Taksim Verem Savas Bélge Laboratuvari, Istanbul

Hakan LEBLEBICIOGLU, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Samsun

M.tuberculosis complex’in (MTBC) antitliberkiiloz ilag direncinin belirlenmesinde rutin antitiiberkiiloz duyarlilik
testlerinin yam sira, ilgili gen bélgelerindeki mutasyonlarin saptanmasindan da yararlamlabilir. Calismamizda, Marmara
Bolgesi’'nde yasayan tiiberkiiloz hastalarindan izole edilen rifampisin direncli suslarda RNA polimeraz enziminin beta
alt Unitesinde (rpoB) ve izoniazid direngli suslarin katG geninde mutasyonlarin sikigimin ve cesitliliginin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismaya, izoniazid ve/veya rifampisin direncli 108 MTBC izolati dahil edilmistir. Bu suslarin 81’
hem izoniazid hem de rifampisin’e direclidir. Calismaya alinan suslarin direng paternleri ayr ayn degerlendirildiginde
ise, 99’unun rifampisine, 90"1mn izoniazide direncli oldugu saptanmistir. Rifampisin direncli 99 MTBC susunun rpoB
gen bolgesi ve izoniazid direncli 90 MTBC’nin katG bélgesinin Dizi Analiz Cihazi (ABI 310 Genetic Analyzer Perkin
Elmer) ile nikleotid dizilimi belirlenmistir. Sonuc olarak, analizi yapilan MTBC suslarimin rpoB ve katG gen bélgelerinde
saptanan mutasyonlar incelendiginde, en sik rpoB geninin 531. kodonunda (52/99, %52.5), katG geninin ise 315.
kodonunda (59/90, %65.6) mutasyon gézlenmis olup, rpoB geninin pek cok kodonunda farkli mutasyonlar saptanmistir.
(Bu calisma DPT’nin 2002K 120500 no’lu projesi ile desteklenmistir)
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P38 MIKOBAKTERI TURLERININ PCR-RESTRIKSIYON ENZiM ANALIZi iLE
TANIMLANMASINDA MYCOTYPE-ALL KITININ DEGERLENDIRILMESI

Alpaslan ALP, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Dolunay GULMEZ, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Sule COLAKOGLU, Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Zeynep SARIBAS, Hacettepe Universitesi T1ip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Glilsen HASCELIK, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Tuberkiiloz tamsinda ilk basamak, aside direncli boyama yontemlerinin uygulanmasidir. Ancak, M.tuberculosis disindaki
mikobakterilerin (MOTT: Mycobacteria other than M.tuberculosis; atipik mikobakteriler) mikroskobik inceleme ile
ayirt edilmesi miimkiin olmadigindan, MOTT ile enfekte hastalarda tedavi etkisiz kalabilmektedir. Bu nedenle tedaviye
baslanmadan dnce mikobakteri tirlerinin hizli bir sekilde belirlenmesi blyik onem tasimaktadir. Bu calismada,
mikobakterilerin tamimlanmasinda kullamlan restriksiyon enzim analizi yontemi, hem standart _X174 molekiiler agirlik
standart ile, hem de iki farkl molekiiler agirlik standarti iceren Mycotype-All kiti (Salubris AS) ile gerceklestirilmistir.
Calismada, klinik orneklerden izole edimis olan 40 MOTT izolati ve 30 standart MOTT susu kullamlmistir. Tum suslara
PCR-restriksiyon enzim analizi yontemi uygulanmis, bu amacla iki 6zgul primer kullamlarak 65 kDa agirhigindaki "heat
shock protein" geni (hsp65) cogaltilmistir. Cogaltilan drinler, Bstll ve Haelll restriksiyon enzimleri ile kesilmis,
poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristirilmis ve _X174 molekiiler agirhik standarti kullanilarak degerlendirme
yapilmistir. MycoType-All kiti ile restriksiyon enzim analizi Uretici firmamin tavsiyeleri dogrultusunda yapilmis,
sonuclarin degerlendirilmesi, kit iceriginde bulunan iki farkli molekiil agirlik standart: ile yapilmistir. iki yéntemle
yapilan MOTT tammlamalan karsilastinldiginda, suslann 58’inde MOTT isimlendirmelerinin aym oldugu, ancak birbirine
cok yakin bant sekilleri elde edilen tiirlerde isimlendirmenin, Mycotype-All kiti ile daha kolay yapilabildigi gozlenmistir.
Oniki MOTT tiiriinde ise iki yontemle yapilan tammlamalarda farkli sonuclara ulasilrmstir. Bu suslarin tammlanmas
icin DNA dizi analizi uygulanmstir. Calismamizda, tiir diizeyinde mikobakteri tanimlamas: yapan laboratuvarlarda
Mycotype-All kitinin rutin olarak kullamlabilecegi sonucuna varilmistir.
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P39 KLIiNiK ORNEKLERDEN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SAPTANMASINDA
COBAS AMPLICOR SISTEMI VE MiIKROSKOBIK iINCELEME YONTEMLERININ,
BACTEC RADYOMETRIK YONTEMI iLE KARSILASTIRILMASI

Alpaslan ALP, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Ahmet PINAR, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara |
Giilsen HASCELIK, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Tuberkuloz tim dunya capinda cok 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmekte ve biiyiik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Tlberkilozun bulas kaynag 6zellikle basil cikaran hastalar oldugu icin toplum saghigi acisindan,
hastalarin baskalarina hastalig bulastirmadan 6nce saptanmasi ve hizla tedavisi esastir. Bu nedenle duyarlilik ve
ozgiillugu yiksek, giivenilir laboratuvar tam yontemlerinin kullamlmasi gerekmektedir. Bu arastirmada, Hacettepe
Universitesi Eriskin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Temmuz 2002 ile Subat 2004 tarihleri arasinda
BACTEC radyometrik kiiltiir sistemi (Becton Dickinson, USA) referans alinarak, Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi
(EZN) ve Cobas Amplicor sistemi (Roche Diagnostics, Germany) degerlendirilmistir. Arastirma sonuclarina gore, BACTEC
radyometrik kiltir sistemiyle toplam 2056 klinik 6rnek calisilms ve bu érneklerden 103’iinde (%5) M.tuberculosis
saptanmistir. EZN icin Gzgullik %96.4, duyarlilik %46.5, pozitif prediktif deger %32.0, negatif prediktif deger %98.0
olarak bulunmustur. Cobas Amplicor sistemi icin ise, 6zgilliik %97.5, duyarlilik %76.8, pozitif prediktif deger %45.7 |
ve negatif prediktif deger %99.3"dir. Bu degerler, literatiirde bildirilmis olan degerlerle uyumludur. Sonuc olarak,
tiiberkiilozun laboratuvar tamsinda EZN ve niikleik asit gogaltma yéntemlerinin mutlaka kiiltiir yontemleriyle birlikte
calisilmasi ve degerlendirmelerin buna gore yapilmasi gerekmektedir. Ayrica bu yontemleri kullanan rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlar, yontemlerin performansim her yil gézden gecirmeli ve kendi laboratuvar standartlarim belirlemelidirler.
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P40 AKCIGER VE AKCIGER DISI KLINIK ORNEKLERDE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS KOMPLEKSININ HIZLI TANISINDA COBAS AMPLICOR
M.TUBERCULOSIS (MTB) TESTININ RETROSPEKTIF DEGERLENDIRILMESI

Laboratuvari, Ankara |

Mehmet Bakir SAYGAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Bask. Tiiberkilloz Referans ve Arastirma

Laboratuvari, Ankara

Salih CESUR, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlig) Tuberkuloz Referans ve Arastirma Laboratuvan, .

Ankara I

Fatih OCAK, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma Laboratuvan,

Ankara .
|

Glilnur TARHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlig1 Tuiberkiloz Referans ve Arastirma 1'

ismail CEYHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvari, Ankara

Calismamizda, Haziran 2002- Temmuz 2003 tarihleri arasinda merkezimize tiiberkiiloz 6n tamisi ile gonderilen 158
akciger (balgam, BAL) ve 779 akciger dis1 (aghik mide suyu, abse, asit sivis1, aspirasyon sivisi, biyopsi, BOS, ejekulat, I
idrar, kan, perikard sivis1, plevra sivisi, pl, sinovyal sivi) ornek olmak iizere toplam 937 6rnek, Cobas Amplicor MTB '
testi ile retrospektif olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmede kiiltlir referans yontem olarak kabul edilmistir.
Kiiltiirde kontaminasyonun oldugu 48 drnek ile inhibitor saptanan 7 érnek degerlendirmeye alinmamstir. incelenen
toplam 882 drnegin (akciger ve akciger disi ornekler), 53’linde (%6) kiiltlr pozitif, 829’unda (%94) kultur negatif
sonuc vrmistir. Kiiltiir pozitif olan 53 6rnegin 34’iinde (%64.15) COBAS Amplicor MTB pozitif, kiiltir negatif 829 6rnegin
794’{inde (%95.77) COBAS Amplicor MTB negatif bulunmustur. Bu testin duyarlilik, 6zgiillilk, pozitif ve negatif
belirleyicilik degerleri, akciger drnekleri icin sirasiyla; %89, %88, %54 ve %98, akciger dis1 drnekler icin sirasiyla;
%50,%97,%44 ve %97 olarak belirlenmistir. Mikroskopi pozitif érneklerde testin duyarliligi akciger ve akciger disi
drneklerde %100 iken, mikroskopi negatif érneklerde bu oran akciger Grnekleri icin %75 ve akciger dis1 drneklerde

%29 olarak saptanmistir. Testteki genel inhibisyon oram %5.6 olarak belirlenmistir. Cobas Amplicor MTB testi, rutin
calismalarda akciger drnekleri icin standardize edilmis bir yontem olup, en dnemli avantaji 6rnekteki inhibitor
maddeleri saptamak icin internal kontrol sisteminin bulunmasidir. Amplifikasyon ve tam islemlerinin tam otomatize ‘
olmas, is yiikiinii azaltmaktadir. Bu nedenle, rutin tamda kiiltiir ve mikroskopi yontemleri ile birlikte kullanilmas |
tamy1 destekleyicidir. COBAS Amplicor MTB testi, dzellikle akciger tuiberkiilozunun tamsinda kullamlabilecek izl
ve pratik bir yontemdir.
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P41 DEGISIK KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN MYCOBACTERIUM BOVIS SUSLARININ
MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

ismail CEYHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlig Tlberkiiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvar, Ankara

Hakan YARDIMCI, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Gulnur TARHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanhig Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvan, Ankara

"Sigir tiberkiilozu“na neden olan Mycobacterium bovis, uygulanmakta olan kontrol programlarina ragmen bir cok
ulkede sigirlarda hastalik etkeni olarak énemini korumaktadir. Enfekte hayvanlarda epidemiyolojik tip tayinine yonelik
simirli sayida veri bulunmaktadir. Son yillarda kullanima giren molekiiler tiplendirme yontemleri ile infeksiyon kaynaklan
ve filogenetik temelleri hakkinda daha net bilgi edinilmeye baslanmistir. Bunlar arasinda PCR tabanli yontemler ucuz
olmalan, kolay uygulanabilirligi ve yeterli ayrim saglama yetenegi acisindan hem M.tuberculosis hem de M.bovis’in
tiplendirme calismalarinda kullamlmaktadir. Bu calismada, degisik kaynaklardan izole edilen M.bovis suslarinin
genotiplendirilmesinde iki farkli "Random Amplified Polymorphic DNA" (RAPD) molekiiler tiplendirme yonteminin
(OUT-PCR ve ERIC-PCR) rutin kullammdaki yeri ve énemi arastirilmistir. Bu amacla, Ankara merkezi ve ilcelerindeki
mezbahalardan toplanan tiiberkiiloz siipheli érneklerde, kiiltiir pozitifligi saptanan ve biyokimyasal testler ile
tiplendirilen 21 M.bovis susu her iki yontemle karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. ERIC-PCR (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus Sequences) yontemiyle, agaroz jel elektroforezinde 2-3 bant paterni ve poliakrilamid
jel elektroforezinde ise 6-7 bant paterni elde edilmistir. Her iki yontemle suslar 2 grupta toplanmistir. Ancak, bu
yontemle olusan gruplar, suslar arast ayrimin yapilmasinda yeterli olmamistir. OUT-PCR yontemi ile 4 ana grup ve
gruplandinlamayan ancak birbirleriyle belli 6lciilerde iliskileri olan 8 Gzel sus saptanmistir. Birbirleriyle genotipik
olarak %100 uyumlu olanlar aym grup icersinde toplanmistir. Gruplar, bilinen epidemiyolojik verileri ile birlikte
degerlendirildiginde; ERIC-PCR yonteminin standardizasyonu zor ve yeterli ayrnm yapamadi@i, OUT-PCR yonteminin
ise kolay uygulanabildigi ve yeterli aynm giiciine sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, her iki tiplendirme yénteminin
genis capli epidemiyolojik analiz calismalarinda tek basina kullamlmasimn uygun olmadig disiincesindeyiz.
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P42 LASER IN-SITU KERATOMILEUSIS (LASIK) SONRASI| MIKOBAKTERI KERATITI
SUPHESI OLAN BIR OLGUNUN INNO-LIPA YONTEMI ILE HIZLI TANISI VE
TIPLENDIRILMESI

ismail CEYHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlig1 Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvari, Ankara

Giilhur TARHAN, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi Tuberkuloz Referans ve Arastirma
Laboratuvari, Ankara

Salih CESUR, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanlhigi Tliberkiiloz Referans ve Arastirma Laboratuvar,
Ankara

Feyzullah GUMUSLU, Refik Saydam Hifzissihha Merkez Bask. Tiiberkiiloz Referans ve Arastirma
Laboratuvari, Ankara

Laser in-situ keratomileusis (LASIK) sonrasinda, korneal infeksiyon oldukca nadir gorilen bir durumdur. Atipik
mikobakterilere bagli olarak gelisen keratit, artan siklikta bildirilmektedir. Atipik mikobakterilerin neden oldugu
keratitlerden siklikla iki tiir sorumlu tutulmaktadir. Bunlar, Mycobacterium chelonae ve Mycobacterium fortuitum’dur.
Atipik mikobakterilerin mikroskopi ve kiiltiir ile tamsi ve biyokimyasal testler ile tiplendirilmesi oldukca gui¢ ve zaman
alicidir. Uygun tedavinin baslatilmasinda etkenin kisa siirede tammlanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada,
LASIK sonras! keratit gelisen ve atipik mikobakteri siiphesi olan bir hastada M.chelonae susu, INNO-LIPA yontemi
ile tanimlanms ve tiplendirilmistir. Otuz yasindaki kadin hastanin LASIK sonrasi enfekte korneasindan alinan materyalin
kanli agar besiyerinde iireyen kolonilerinde, atipik mikobakteri veya Nocardia ayriminin yapilmasi amaciyla
laboratuvarimiza basvurulmustur. Kolonilerden hazirlanan bakteri slispansiyonundan sirasiyla Gram ve Erlich-Ziehl-
Neelsen (EZN) boyama, aym siispansiyondan kanl agar, Lowenstein-Jensen (LJ) ve "Mycobacterium Growth Indicator
Tube" (MGIT) besiyerlerine ekim yapilmistir. Gram boyamada Nocardia benzeri dallanma gosteren Gram pozitif
basiller, EZN boyamada ise atipik goriiniimlii asido-rezistan basiller gorilmiistlir. Kanli agar besiyerinde inkiibasyonun
ikinci glinii, MGIT besiyerinde ise besinci giinii iireme saptanmistir. Bakteri siispansiyonundan tiplendirme amaci ile
McConkey Agar besiyerine ekim ile nitrat rediiksiyon testi yapilrmstir. Molekiiler tiplendirme amaci ile INNO-LIPA testi
uygulanmistir. Test sonucunda etkenin kesin olarak mikobakteri oldugu ve sonraki asamalarda M.chelonae complex
(grup 11, M.abcessus) ile uyumlu bant paterni gosterdigi saptanmistir. LJ besiyerinde ise inkiibasyonun ancak dordunci
haftasinda tireme goriilmiistiir. Sonuc olarak konvansiyonel yontemler, atipik mikobakterilerin tiplendirilmesinde
yetersiz kalmakta ve kesin tamimlama mimkiin olmamaktadir. INNO-LIPA testinin, mikobakterilerin tam ve
tiplendirilmesinde kullanilabilecek mzli ve pratik bir yéntem oldugu distincesindeyiz.
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P43 ULKEMIZDE COK iLACA DIRENGLI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
IZOLATLARININ MOLEKULER EPIDEMiYOLOJIiSi: ON RAPOR

Riza DURMAZ, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Ahmet SANI(;, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anablhm Dali, Samsun
Selami GUNAL, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Engin SEBER, Taksim Verem Savas Dispanseri, istanbul

Vildan Avkan OGUZ, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve infeksiyon

Hast. Anabilim Dali, [zmir

Akglin YAMAN, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Adana

Bu calismanin amaci, tiiberkiiloz insidansi ve anti-tiiberkiiloz ilaclara direncin yiiksek oldugu iilkemizde, cok ilaca
direncli (MDR) Mycobacterium tuberculosis suslarinin iilke genelindeki transmisyon dinamigini belirlemektir. Bu 6n
raporda, Istanbul’dan toplanan 40, izmir'den 9, Adana’dan 1 ve Malatya’dan 5 olmak lzere toplam 55 MDR M.tuberculosis
susu ile aynt illerden toplanan MDR dis1 direng gosteren 39 susun 156110 ‘fingerprinting” yontemiyle yapilan molekiiler
tipleme sonuclar sunulmustur. 1S6110 kopya sayisi MDR suslarinda 2-16 (ortalama: 7.45), MDR dis1 direncli suslarda
2-14 (ortalama: 7.35) arasinda belirlenmistir. 156110 "fingerprinting” sonuclarina gére, kopya sayis1 alti ve lizerinde
olan suslann hicbirinde kiimelesme saptanamamistir. Kopya sayisi altidan az olan 19 MDR susun 8’1 lic ayr grup icinde,
MDR dis1 dirence sahip 18 susun 3’ii bir grup icinde yer almistir. Kopya sayist altidan az olan izolatlarda 156110
"fingerprinting” yéntemiyle bulunan gruplamalarin ikinci bir yontemle dogrulanmasi gerekmektedir. Bu nedenle diisiik
kopyali suslardaki gruplasma oranlari ihtiyatla degerlendirilmelidir. Bu &n calismamn verileri, ilginc olarak iilkemizdeki
MDR suslarindaki transmisyon dinamiginin oldukca disiik oldugunu gostermektedir.
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P44 SOLUNUM YOLU ORNEKLERINDEN KLASIK YONTEMLERLE SAPTANAN
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iZOLATLARININ OTOMATIZE PCR YONTEMIYLE
ARASTIRILMASI

Aysen BAYRAM, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Gaziantep

Canan KORKMAZ, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Gaziantep

Tekin KARSLIGIL, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Gaziantep

iclal BALCI, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Gaziantep

Bu calismada solunum yolu dérneklerinden klasik yontemlerle tammlanan Mycobacterium tuberculosis complex
izolatlarimin, son yillarda molekiiler tamda siklikla kullanilmakta olan otomatize bir polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemiyle arastirilmas1 amaclanmistir. Mikobakteriyoloji Laboratuvanmiza 2002-2003 yillan arasinda tiiberkiloz 6n
tamst ile gdnderilen solunum yollarina ait drnekler, standart NALC-NaOH yontemiyle dekontaminasyon ve homojenizasyon
islemlerinden sonra gliserinli Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerine ve Middlebrook 7H12 siv1 besiyeri iceren Bactec B12
siselerine ekilmistir. LJ besiyerinde tipik kolenileri lireyen 41 &rnek ile radyometrik Bactec sisteminde (Becton
Dickinson, USA) M.tuberculosis complex olarak tammlanan 127 6rnek calisma grubunu olusturmustur. Aym siirecte
gelen ve her iki yontemle de lireme saptanmayan 46 drnek ise kontrol grubu olarak calismaya alinrmstir. LJ besiyerinde
lireme saptanan drneklerden 32’sinde (%78.1) Cobas Amplicor MTB (Roche Diagnostic Systems, USA) PCR yontemiyle
pozitiflik saptamrken, Bactec sisteminde Ureyen érneklerin 86’s1 (%67.8) Cobas Amplicor MTB PCR ile pozitif
bulunmustur. Klasik yontemlerle tireme saptanmayan 46 drnegin tiimiinde PCR sonuclar negatif olarak saptanmistir.
Her iki grupta orneklerle birlikte internal kontrol calisilms, internal kontrolii negatif bulunan drnekler calismaya
dahil edilmemistir, Sonuc olarak, solunum yolu drneklerinden M.tuberculosis complex izolatlanmin tespitinde kisa
siirede tamya gidilebilmesine ragmen, Cobas Amplicor MTB PCR yonteminin klasik yontemlere oranla daha az duyarh
oldugu kamsina vanlmistir.
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P45 CANDIDA TURLERININ GENOTIPLENDIRILMESINDE M13 PRIMERLERI iLE
UYGULANAN "ARBITRARILY PRIMED" POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU
YONTEMININ ETKINLIGi VE HIZLI BIR EKSTRAKSIYON YONTEMI

Baris OTLU, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Riza DURMAZ, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

C.albicans icin ideal bir tiplendirme yéntemi heniiz yoktur. Kullamlan yontemlerin avantajlar ve dezavantajlar
vardir. Kullanilan tiplendirme yénteminin basarisi, tekrarlanabilirligine ve ayrnim guciiniin yiiksek olmasina baghidir.
"Arbitrarily Primed" polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) yonteminin temel prensibi, rasgele secilmis kisa primerler
kullanilarak genomik DNA'daki benzer bélgelerin amplifikasyonunun saglanmasidir. AP-PCR ile tiplendirmede, yontemin
aynm giicl kullanilan primerlere gore degismektedir. Bu calismada, bircok bakterinin tiplendirilmesinde ayrim giicii
yiksek olarak bildirilen M13 primerinin, Candida suslan arasindaki klonal iliskiyi belirlemede uygulanabilirligi
arastirilmistir. AP-PCR uygulamas: icin gerekli DNA eldesinde Lyticase ve Proteinaz K gibi enzimler kullanilmakta,
bu da hem siireyi hem de maliyeti artirmaktadir. Calismamizda, Akada ve arkadaslarimin mantarlarin PCR"1 icin
kullandiklari %0.25°lik SDS yerine %1’lik SDS, buna ek olarak DNA saflastirmasi i¢in fenol-kloroform, céktiirme ve
yikama icin etanol kullamilmistir. Herhangi bir enzim kullamlmadig icin yontemin uygulama siiresi kisa ve maliyeti
oldukca disliktiir. Buna ilaveten ekstraksiyondan sonra olctilen DNA miktarlar AP-PCR uygulamast icin yeterli diizeyde
(500-1000 ng/ml) bulunmustur. Candida’lann tiplendirilmesi icin M13 primerleri ile yapilan calismalarda 10-16 arasinda
bant elde edilmistir. Saptanan bant sayisi suslan tiplendirmek icin yeterli bulunmus ve ydntemin aynm giiciiniin
yiksek oldugu belirlenmistir.
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P46 NOTROPENIK HASTALARDAN IZOLE EDILEN CANDIDA ALBICANS SUSLARININ
MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

Barig OTLU, in6nii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Semra KUSTIMUR, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Esin SENOL, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar Anabilim Dali, Ankara
Riza DURMAZ, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Ayse KALKANCI, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Ozlem GUZEL, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali, Ankara

Mantar infeksiyonlarinin klinik 6nemi bilinmesine ragmen, infeksiyonun patogenezi, gecis sekli ve epidemiyolojisi
hakkinda bilinenler oldukca simrlidir. Molekiiler tiplendirme yontemleri Candida infeksiyonlarimin epidemiyolojisine
onemli katkilar saglamaktadir. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji-Onkoloji servisinde Mart 2000-Aralik 2002
tarihleri arasinda toplam 43 hastadan C.albicans susu izole edilmistir. izolasyon yapilan érneklerin 17’si agiz ici plak,
11’ balgam, 8’1 idrar, 5'i gaita, 2’si bronkoalveoler lavaj, 3'li yara ve birer ornek olmak lizere endotrakeal aspirat,
kateter ucu, sonda, protez ve intra-abdominal mayidir. C.albicans izolatlanmn genotiplendirilmesinde "Arbitrarily
Primed" polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) ve elektroforetik karyotiplendirme (EK) metodlarn kullamlmistir. Ellibir
izolat EK yontemi ile 45, AP-PCR ile 24 farkli genotipe ayrilmistir. Calismamizda baskin bir genotip tespit edilmemistir.
Sonuc olarak, infeksiyonlarin cogunun endojen kaynakli oldugu, ancak diisiik oranda da olsa capraz gecisin de olabilecegi
kanisina varilmistir.
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P47 YOGUN BAKIM HASTALARINDAN iZOLE EDILEN CANDIDA ALBICANS SUSLARININ
MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

Baris OTLU, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Semra KUSTIMUR, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Riza DURMAZ, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyololoji Anabilim Dali
Ayse KALKANCI, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Calismarmizda, lic aylik donemde Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde eriskin hastalarin takip edildigi yogun
bakim Unitelerinde yatan tim hastalarin agiz, burun, cilt, perine, kateter olmak lzere farkl viicut bolgelerinden
ve varsa idrar sondasindan, yara yiizeyinden siiriintli érnekleri ainmistir. Aym donemde hastalarin cevresinden ve
klinikteki saglik personelinin agiz, el ve burunlarindan C.albicans taramasi icin érnek toplanmistir. Yirmibir hastanin
farkli viicut bolgelerinden alinan toplam 105 6rnegin 32’sinde C.albicans uretilmis, ancak saglik calisanlarindan ve
hastalarin cevrelerinden alinan drneklerden C.albicans izolasyonu yapilamamistir. C.albicans’in genotiplendirilmesinde,
M13 primerleri kullanilarak "Arbitrarily Primed” polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) ve elektroforetik karyotiplendirme
(EK) yontemleri uygulanmistir. AP-PCR ile 16, EK ile 28 farkli genotip saptanmistir. Suslarin arasinda klonal olarak
iliskili baskin bir genotip bulunamamistir. Bulgularimiz, C. albicans infeksiyonlarimin endojen kaynakl olabilecegi
gibi capraz gecise bagl olarak da gelisebilecegini gostermistir.
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P48 RASTLANTISAL cDNA KLONLAMASINDAN YARARLANILARAK ASPERGILLUS
FUMIGATUS iCIN OZGUL TANI YONTEMININ GELISTIRILMESI

Alper SOYLER, Orta Dogu Teknik Universitesi
Zumrit B. OGEL, Orta Dogu Teknik Universitesi
Ufuk BAKIR, Orta Dogu Teknik Universitesi
Ceyda PEMBECI, TUBITAK MAM

Aspergillus fumigatus gida ve hava ile bulasan bir insan patojenidir. Ayrica gliotoksin, helvolik asit, fumigallin,
fumnigaklavin gibi mikotoksinler Uretir. A.fumigatus’un en sik sebep oldugu hastalik olan aspergilloz, genellikle
gldiiriictidiir ve ozellikle immiin sistemi baskilanms, AIDS, kanser ve organ nakli hastalarinda goriilir. Bu calismada,
A.fumigatus’un cDNA kiitiiphanesinden rastlantisal cDNA klonlamasi yapilmistir. Elde edilen fajlar, fajmid kurtarilmas
ve plazmid izolasyonuna tabi tutulmustur. cDNA'larin boyutlarimin incelenmesi icin plazmidlere restriksiyon enzim
kesimi ve PCR analizi yapilmistir. Elde edilen cDNA klonlarinin DNA dizilim analizi yapildiktan sonra, gen bankasi ve
ilgili yamimlarla, karsilastirma ve veri analizleri yapilmistir. Karsilastirma sonucunda elde edilen bilgiler, cDNA’larin
hangi proteinleri kodladiklarimn bulunmast ve aym zamanda A.fumigatus DNA'sina 6zgii 3 ¢ift primerin tasarlanmasi
amaciyla kullamlmistir. Bu calismada ayrica, ¢oklu dizilim karsilastirmalarinda farklilik gosteren bolgelerin rahatlikla
ayirt edilebilmesini saglayan bir yaziim gelistirilmistir. Tasarlanan primerler, degisik Aspergillus tirlerinde PCR
yardimiyla denenmis ve sadece A.fumigatus DNA’sina karsilik tek ve &zgiil bir DNA bandi elde edilmistir. Calismanin
bundan sonraki asamalarinda, gelistirilen PCR bazli yontemin, A.fumigatus’un gidalardan ve havadaki sporlardan hizl
bir sekilde tayininde kullanilmas: tasarlanmaktadir.
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P49 KANDAN MANTAR DNA iZOLASYONU iCIN ONERILEN HIZLI BiR TiCARi YONTEMIN
DEGERLENDIRILMESI

Sibel AYDOGAN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Ayse EREN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Ayse KALKANCI, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Doruk ENGIN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Semra KUSTIMUR, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Hizli tam konulmasi gereken mantar infeksiyonlarimin molekiiler tanisinda DNA eldesi problemli olmaktadir. Bizim
laboratuvarimizda, kendi gelistirdigimiz uzun bir protokol kullamlmaktadir. Bu calismada, daha hizli sonuc alabilmek
icin Candida ve Aspergillus tirlerine ait DNA izolasyonunda filtrasyon temeline dayali ticari bir kitin kullamlabilirliai
ve duyarlilik iizerine etkisi degerlendirilmistir. 105, 103, 102, 101 hiicre/ml Candida albicans iceren 3 ml kan érnegi
ve 105, 103, 102, 101 hiicre/ml Aspergillus niger iceren 3 ml kan 6rnegi olmak Uzere toplam sekiz 6rnek, 10 mM Tris
(PH 7.6), 5SmM MgCl2, 10mM NaCl iceren eritrosit parcalama tamponu, 10 mM Tris (pH 7.6), 5mM MgCl2, 10mM NaCl,
200ug/ml Proteinaz K iceren (okosit parcalama tamponu ve 10U/ml litikaz, 50mM Tris (pH 7.6), 10mM EDTA, 28 mM
beta- merkaptoetanol iceren sferoblast olusturma tamponu ile muamele edildikten sonra "QIA mp" DNA Mini Kit"
(QIAGEN, USA) doku protokoliine gore calisilmistir. Ayrica, 106 C.albicans ve 106 A.niger iceren birer kan érnegi de,
direkt olarak kitin iceriginde belirtilen kan protokoliine uygun olarak calisilmistir. Kandan DNA izolasyonu icin gerekli
sire yaklagik iic bucuk saat olarak belirlenmistir. Elde edilen DNA’lar ITS (Internal Transcribed Spacers) 1 ve 4
primerleri kullanilarak cogaltilms ve %2 agaroz jelde goriintlilenmistir. Eritrosit ve lokosit parcalama tamponu ve
sferoblast olu;turma tamponu kullamldiginda, 105 hiicre/mU’lik maya siispansiyonu ekstrelerinden cogalma Uriini
elde edilmistir. On isleme alinmadan calisilan kan Grneginde ise 106 maya hiicresi PCR ile saptanmistir. Ancak A.niger

iceren drneklerin hicbirinden irlin elde edilememistir. Protokoliin gelistirilmesi ile ilgili calismalarimiz devam
etmektedir.

202

-
-

= = e

e

e

e — e — e e, S

——




P50 VISERAL LEISHMANIA TANISINDA KEMIK iLiGi KULTURU VE RK39 DIPSTIK
TESTININ SENSITIVITESI

Giilnaz CULHA, Mustafa Kemal Universitesi Yip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali,

Soner UZUN, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Dermatoloji Anabilim Dali, Adana

Yesim TASOVA, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, infeksiyon Hastaliklar Anabilim Dali, Adana
Kadri OZCAN, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana

K.P. CHANG, Chicago Medical School Microbiology Immunology Department, USA

Bu calisma, 1997-2001 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi ve Hatay'daki bazi kliniklerden
gonderilen drneklerde ve viseral Leishmania siiphesi tasiyan hastalarda yapilmistir. Toplam 53 viseral Leishmania
siiphesi tasiyan hastadan kemik iligi ve serum &rnekleri alinmistir. Yapilan direk mikroskobik incelemede 12 hasta
pozitif olarak degerlendirilmis, bu hastalardan 10’una ait kemik iligi drneginde parazit tiremesi saptanmistir. Yapilan
RK39 (dipstick) testinde ise 12 hasta pozitif olarak bulunmustur. Sonug olarak, kultiir ve RK39 (dipstick) testlerinin
duyarliliklan sirasiyla, % 83 ve % 100 olarak tespit edilmistir. RK39 (dipstick) testinin diger iki yonteme gore daha
kolay, izl ve pratik bir yontem oldugu ancak gelistirilmesi gerektigi kamsina varlmistir.
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P51 CEVRE ORNEKLERINDE T2, T3, T4 VE T7 GENOTIPLERINE AiT ACANTHAMOEBA
iZOLASYONU

Abdullah KILIC, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Mehmet TANYUKSEL, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Engin ARAZ, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

James SISSONS, Londra Universitesi, Birkbeck Koleji,

Samantha JAYASEKERA, Londra Universitesi, Birkbeck Koleji,

Naveed Ahmed KHAN, Londra Universitesi, Birkbeck Koleji,

Levent DOGANCI, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Acanthamoeba, kontakt lens kullanan kisilerde keratit ve immiinkompromize kisilerde fatal granilomatdz amibik
ensefaliti de iceren ciddi infeksiyonlara neden olan firsatgi bir protozoondur. Acanthamoeba infeksiyonlarimin erken
tamisi, tedavide basanyr artirmaktadir. Acanthamoeba cinsi, patojen ve non-patojen tiirleri icermekte olup, son
yilarda T1-T12 ve T14 olmak Uzere 13 farkli genotipi oldugu belirlenmistir. Bu calismaya, Ankara’dan deéisik toprak
ve Afyon’dan termal su drneklerinden izole edilen Acanthamoeba suslari dahil edilmistir. izolatlarin patojenite
potansiyellerinin belirlenmesi icin, ozmotolerans / 151 tolerans yéntemi (1M mannitol iceren K.aerogenes ile kaplanmis
non-nutrient agarli besiyerlerinde Acanthamoeba’nin 37°C'de 96 saat inkiibasyonu sonrasi mikroskobik olarak amiplerin
biiyimesinin izlenmesi) ve in vitro sitotoksisite yontemi (korneal epitelyal hiicreler kullamlarak laktat dehidrogenaz
salimmimn olculmesi) uygulanmistir. Senuc olarak, ribozomal DNA dizileri cikanldiginda, T3 ve T4 izolatlarinin en
patojen karakteri sergiledigi, T7 izolatlarimin herhangi bir patojenite ozelligi gdstermedigi ve non-patojen kabul
edildigi ve cevresel drneklerden izole edilen Acanthamoeba’larin ilicte ikisinin potansiyel patojen olabilecekleri
kamsina vanlmistir. Gelecekte farklh kaynak ve cografi bolgelerden elde edilecek daha genis cevresel érneklerin
calisilmasiyla, parazitin dagiliminin belirlenmesi, patojen genotiplerinin saptanmasi ve hatta yeni genotiplerin
tammlanmas1 mimkiin olabilecektir.
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HEPATIT B VIRUSU (HBV) SEROLOJIK GOSTERGELERI iLE HBV DNA ARASINDAKI
ILISKI

Asli Gamze SENER, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, jzmir
Zafer BUYRAC, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, izmir
Serdar GUNGOR, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, lzmir
Metin TURKER, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, izmir
Belkis UNSAL, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, jzmir

Hepatit B virusu (HBV) kronik karaciger hastaligimin en dnemli nedenlerinden biri olup, tiim diinyada biyiik morbidite
ve mortaliteye sahiptir. HBV infeksiyonunun tam ve izleminde, ELISA ile serolojik gostergelerin belirlenmesi yaninda,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiler yontemler de kullamlmaktacir. Bu calismada, dnemli bir replikasyon
gostergesi olan HBV DNA ile HBsAg, HBeAg, antiHBe ve total antiHBc arasindaki iliskinin belirlenmesi amaclanmstir.
Calismaya, hastanemiz PCR laboratuvarina gonderilen 175 hasta serumu alinmistir. HBY DNA, es zamanli PCR yontemi
(Abi Prism 7700, Perkin Elmer) ile caligilms ve 156 hastada (%90.8) pozitif bulunmustur. HBY DNA pozitif hastalarin
EIA (Beckman Coulter) yontemi ile 143’Uinde (%91.6) HBsAg, 110’unda (%70.5) HBeAg, 43’iinde (%27.5) antiHBe ve
122’sinde (%78.2) total antiHBc pozitif olarak saptanmistir. HBV DNA negatif 19 hastanin (%10.8) tumiinde HBsAg
negatif bulunmustur. Sonug olarak, HBV infeksiyonunun tani ve izleminde, dzellikle replikasyonun degerlendirilmesinde,
EIA yontemi ile arastirilan gostergelerin, HBV DNA sonuclariyla birlikte degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmistir.




P53 HEPATIT C VIRUSU (HCV) INFEKSIYONUNUN TANISINDA HCV RNA
SAPTANMASININ ONEMI

Asli Gamze SENER, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir
Serdar GUNGOR, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir
Zafer BUYRAC, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Anabilim Dali, izmir

Meral TURK, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, jzmir
Belkis UNSAL, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Anabilim Dali, izmir

Metin TURKER, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, jzmir

Hepatit C virusu (HCV) kronik karaciger hastaligimn en énemli nedenlerinden biridir. infeksiyonun erken evrelerinde
hastalarin seronegatif olmasi veya bazi olgularda serokonversiyonun uzun siirede gerceklesmesi gibi nedenler serolojik
testler yaninda molekiiler biyolojik yontemlerle HCV RNA saptanmasim da zorunlu kilmaktadir. Bu calismada, kronik
hepatitli hasta serumlarindaki HCV RNA ve anti HCV sonuclarinin kargilastinlmasi amaglanmstir. Calismaya, hastanemiz
klinik mikrobiyoloji polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) laboratuvarina gonderilen 126 hasta serumu alinmstir. Anti
HCV EIA (Beckman Coulter), HCV RNA ise eg zamanli PCR (Abi Prism 7700, Perkin Elmer) yontemi ile arastirilmstir.
Hastalarin 72’sinde (%57.1) anti HCV pozitifligi belirlenmistir. HCV RNA bu hastalarin 66’sinda (%91.6) pozitif, altisinda
(%8.3) negatif bulunmustur. Anti HCV’si negatif olan 54 (%42.8) hastanin ise dokuzunda (%16.6) HCV RNA pozitif
bulunmustur. Sonu¢ olarak, HCV infeksiyonunun laboratuvar tamsinda EIA ile anti HCV saptanmasi 6nemli olmakla
birlikte, dzellikle seronegatif evrede tek basina yeterli olmadig goriilmektedir. Bu nedenle HCV RNA varliginin
arastinlmas! ve viral genom sayisinin belirlenmesi, kronik hepatitin tam ve izlemi agisindan dnemlidir.
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P54 HEPATiT C VIRUS INFEKSIYONU TANISINDA ENZiM iMMUN YONTEMI iLE
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONUNUN KARSILASTIRILMASI

Tuncer OZEKINCI, Dicle Universitesi Tip Fakdiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Diyarbakir

Selahattin ATMACA, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Diyarbakir

Nezahat AKPOLAT, Dicle Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Diyarbakir

Hakan TEMIZ, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Diyarbakir

Eralp ARIKAN, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Diyarbakir

Hepatit C virusu (HCV) tum diinyada yaygin olarak goriilen, insidans1 giderek artan bir virustur. Akut hepatitlerin
%20’si, kronik hepatitlerin ise %70’den HCV sorumlu tutulmaktadir. HCV infeksiyonlarinin tamsinin, enzim immiin
yontemi (EIA) ile tek basina anti HCV saptanarak giivenilir bir sekilde yapilmasi, her zaman miimkiin olmamaktadir.
Anti HCV antikorlanimin varligi, bireyin HCV ile karsilasmis oldugunu gdstermekieyse de, tek basina akut bir infeksiyon
varligim gostermekte yetersiz kalmaktadir. Erken dénemde vireminin saptanmasinda en énemli yontem polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR)'dur. Bu calismada, laboratuvarimiza gonderilen 255 hastaya ait kan érnegi EIA ve PCR ile
degerlendirilmis ve sonuclar karsilastirilmistir. Hastalarnin 108'inde (%42.4) anti HCV ve HCV RNA pozitif, 62’sinde
(%24.3) anti HCV ve HCV RNA negatif, 70’inde (%27.4) anti HCV pozitif HCV RNA negatif, 15’inde (%5.9) anti HCV
negatif HCV RNA pozitif olarak saptanmistir. Sonuclar farkli bir sekilde yorumlandiginda; hastalann 178%inde (%69.8)
anti HCV pozitif bulunmus, ancak bu hastalarin 108’inde(%60.7) HCV RNA tespit edilebilmistir. Buna karsin anti HCV
negatif 77 hastanin 15%inde (%19.5) HCV RNA tespit edilmistir. Sonuc olarak, anti HCV pozitif hastalarda HCV RNA’nin
arastirilmasi takip ve tedavi acisindan gereklidir. Anti HCV negatif viremik hastalarnn saptanmasinda, zellikle stipheli
ve serokonversiyon gelismeyen olgularnn aydinlatilmasinda ya da uygulanacak tedavi etkinliginin izlenmesinde, PCR
rutin olarak kullamlmasi gereken bir yontemdir.
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P55 HEPATIT D VIRUS (HDV) IgG ve IgM ANTIKORLARININ HDV RNA ILE KORELASYONU

Tuncer OZEKINCI, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Diyarbakir

Selahattin ATMACA, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Diyarbakir

Nezahat AKPOLAT, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Diyarbakir

Hakan TEMIZ, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Diyarbakir

Eralp ARIKAN, Dicle Universitesi Tip Fakultesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Diyarbakir

Hepatit D virusu (HDV) tek basina patojen olmayan defektif bir RNA virusudur. Replike olabilmek icin HBsAg’ye
gereksinim duyar. HDV RNA pozitifligi, devam eden HDV infeksiyonunun en iyi gdstergesidir ve saptanmasinda polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) en duyarl yontemdir. Ancak maliyetinin yiiksek olmasi rutin kullammim simrlamaktadir.
Calismanin amaci, RT-PCR ile tespit edilen HDV viremisi ile HDV IgG ve IgM pozitifligi arasindaki korelasyonun
degerlendirilmesidir. Calismada, laboratuvarimiza gonderilen 153 kan drnegi enzim immiin yontemi (EIA) ve PCRile
degerlendirilmis ve sonuglar karsilagtinlmistir. HDV IgG pozitif olan 75 hastamn 23’Unde (%30.6) ve HDV lgM pozitif
olan 51 hastamn 27’sinde (%52.9) HDV RNA varligi saptanmistir. HDV RNA pozitif hastalarnn 4’iinde sadece HDV IgG,
8’inde sadece HDV IgM, 19’unda ise her ikisi de pozitif olarak belirlenmistir. HDV IgG ve IgM’nin beraber negatif
oldugu 67 hastamin 2’sinde (%2.9) HDV RNA’min pozitif oldugu goriilmistiir. Serum ALT diizeyleri, HDV RNA pozitif
olan 33 hastanin 28’inde yiiksek olarak saptamrken, HDV IgG ve IgM pozitif, HDV RNA negatif orneklerin 6’sinda
(%10.9) yiiksek bulunmustur. Elde edilen sonuclar, HDV IgM pozitif 51 hastanmin %52.9’unda, buna kargin HDV 1gG ve
IgM'nin birlikte negatif oldugu hastalarin ise %2.9’unda vireminin oldugunu géstermektedir. Bu nedenle, endemik
bolgelerde viremisi olan hastalarin saptanmasinda, PCR rutin kullamimasi gereken bir yontemdir.




e °”s‘5€$mggss

i
-

T

a
-

f;“as T a.‘.: ai. ).‘.2 ‘»I-f
Lt

&

e e S
4 S
L S e

P56 HEMODIYALIZ HASTALARINDA TT VIiRUS PREVALANSI

Sinem AKCALI, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa
Tamer SANLIDAG, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa
Beril OZBAKKALOGLU, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa

Bu calismada, hemodiyaliz hastalarinda TT virus (TTV) sikigimn gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real
time PCR) yontemiyle saptanmas1 ve TTV infeksiyonunun, hepatit B (HBV), hepatit C (HCV), hepatit D (HDV) ve hepatit
G (HGYV) viruslanyla koinfeksiyonunun arastinlmast amaclanmistir. Calismaya, Anabilim Dalimz seroloji laboratuvarina
Manisa bélgesindeki cesitli hemodiyaliz merkezlerinden gdnderilen 38 serum érnegi abnmistir. HBsAg, anti HBs, anti
HBc, HBeAg, anti HBe, HDV Ag, anti HDV (Organon Teknika, Boxtel, NL) ve anti HCV (UBI HCV EIA, United Biologicals,
Inc., New York) mikro ELISA yontemiyle, TTV DNA ve HGV RNA florojenik real time PCR yontemiyle arastinlmstir.
Hemodiyaliz hastalarimin 27’sinde (%71) TTV DNA varligi saptanmis, bunlarin birinde HBV, 10’unda HCV ve 6’sinda
HGV ile birlikte pozitiflik belirlenmistir. TTV DNA negatif bulunan 11 hastanin 4'linde HBV, 2’sinde HCV ve birinde
HGV pozitifligi bulunmustur. Her iki grupta da HDV pozitifligi saptanmamstir. Sonuc olarak, hemodiyaliz hastalarinda
TTV prevalansinin oldukca yiiksek oldugu ve TTV pozitif olan hastalarda HCV ve HGV koinfeksiyonuna sik olarak
rastlandig1 kamsina varilmistir.
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P57 FARKLI GRUPLARDA HEPATIT G VIRUS PREVALANSI

Sinem AKCALI, Celal Bayar Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa
Tamer SANLIDAG, Celal Bayar Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa
Beril OZBAKKALOGLU, Celal Bayar Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Manisa

Son yillarda, transfiizyon ile iliskili hepatit etkenlerinden birisi olarak tammlanan hepatit G virusu (HGV), genomik
yap1 olarak hepatit C virusu (HCV)’na kismen benzerlik gosteren bir RNA virusudur. Bu calismada kan kaynakl bir
virus olan HGV prevalansimin hemodiyaliz hastalari, kronik hepatit B virus (HBV) hastalan, kronik HCV hastalan ve
saglikli bireylerde arastirilmasi amaglanmistir. Calismada 4 grup olusturulmus ve kronik HBV hastalan (n:48) grup |;
kronik HCV hastalar1 (n:45) grup |l; hemodiyaliz hastalart (n:50) grup IIl ve saglikli bireyler (n:30) grup IV olarak
tammlanmistir. HGV RNA, florojenik gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time PCR) (ABI Prism 7700;
Applied Biosystems, Foster City, CA) ile arastinlms, istatistiksel analizlerde Max Likelihood Chi-square yontemi
kullamlmstir. Calisilan 173 &rnegin 23'linde (%13) HGV RNA pozitif olarak saptanmstir. HGV RNA pozitifligi; grup
I'de %25 (12/48), grup |I’de %7 (3/45), grup llI’de %14 (7/59) ve grup IV’de %3 (1/30) olarak belirlenmistir. Sagbikl
bireylerde saptanan HGV pozitifligi ile diger 3 grupta saptanan degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p=0.027). Sonug olarak calismamizda, HGV icin risk grubunu olusturan basta kronik hepatit B hastalan
olmak iizere hemodiyaliz ve kronik hepatit C hastalarinda HGV’nin yaygin olarak gozlendigi kamisina varilmistir.
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P58 ISPARTA KAN DONORLERINDE HEPATIT G VIRUS PREVALANSI

Selcuk KAYA, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta
Buket Cicioglu ARIDOGAN, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta
Mustafa DEMIRCI, Siilleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Isparta

GB virus C/hepatit G virus (GBV-C/HGV) hepatit yaptig1 dustiniilen, yeni kesfedilmis bir flavivirusdur. Bu calismada,
60 kan dondriinde HGV RNA ve gecirilmis infeksiyon belirleyicisi olan E2 zarf proteinine karsi olusan antikorlarin
prevalanst arastinlmistir. Bu amacla serum drnekleri, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile HGV RNA ve
ticari ELISA ile HGV E2 antikorlanmn varligi acisindan test edilmistir. Kan dondrlerinin serumlarinda GBV-C/HGV RNA
pozitifligi %1.66 ve HGV E2 antikor pozitifligi %6.66 olarak saptanmistir. Sonuc olarak, kan transfiizyon hikayesi
olmamasina ragmen, bizim bélgemizin kan donérlerinde gecirilmis ve gecirilmekte olan infeksiyon (viremi ve/veya
HGV antikor) belirleyicilerinin yilksek oranda (%8.33) oldugu goriilmustiir. Dolayisiyla sonuclanmiz, HGV infeksiyonunun
sadece kan transfiizyonu ile degil, aile ici iliski ya da seksliel gegis gibi diger bulas yollan ile de gecebilecegini
distindirmektedir.
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P59 HEPATIT B VIRUS DNA’SININ SAPTANMASINDA SIVI HiBRIDIZASYON VE REAL-
TIME PCR YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Sinem AKCALI, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa
Tamer SANLIDAG, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa
Beril OZBAKKALOGLU, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa

Bu calismada HBV DNA saptanmasinda kullamlan iki yontem olan sivi hibridizasyon ile real time PCR yéntemlerinin
karsilastinilmas1 amaclanmistir. Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Seroloji laboratuvarina rutin tarama amaciyla gdnderilen ve hepatit B serolojik belirleyicileri (HBsAg, anti-HBc
total) mikro ELISA (Organon Teknika, Boxtel, NL) ile pozitif olarak saptanan 55 serum drnegi calismaya alinmistir.
Swvi hibridizasyon yonteminde serum drnekleri, Digene Hybrid Capture System (Digene Diagnostics, Inc., Beltsville,
MD) ile, kit proseduriine uygun olarak calisilmis ve sonuclar luminometre ile okutulmustur. Niikleik asit miktarlan
olctilerek, mililitrede 5 pikogram (1.4x106 kopya) ve lizerindeki degerler pozitif olarak degerlendirilmistir. Real time
PCR yonteminde ayni serum &drneklerinden 200 pl alinarak Nucleospin Virus Kit" (Biogene, Kimbolton, UK) ile DNA
ekstraksiyonu yapilmis ve drnekler "TagMan PCR Core Reagents” (Applied Biosystems) kullanilarak hazirlanan PCR
karnisimi icerisinde ABI Prism 7700 sekans tarama cihazinda (Applied Biosystems, Foster City, CA) amplifikasyona tabi
tutulmustur. Degerlendirme Max Likelihood Chi-square y6ntemi ile yapilmistir. Sonuc olarak sivi hibridizasyon
yontemiyle 55 arnegin 31’1 (%56), real time PCR yontemiyle ise 50'si (%90) pozitif olarak saptanmistir. Ancak real
time PCR yontemiyle pozitif olarak saptanan 20 ornegin HBV DNA diizeyleri, hibridizasyon yonteminin yakalama sinin
olan 1.4x106 kopyanin altinda bulunmustur. Buna karsilik real time PCR ile negatif olarak saptanan 2 érnek, hibridizasyon
yontemiyle pozitif olarak degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel analizde, iki yontem arasindaki korelasyon 0.754
olarak hesaplanmistir (p<0.0001). Her iki yontemle saptanan sonuclar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunmadi@indan, real time PCR’1n genis bir dinamik araliga sahip olmasi ve hibridizasyon yonteminin saptayamadigi
miktarlan tesbit edebilme avantajlan gz dniine alinarak, HBV DNA' min saptanmasinda duyarli ve giivenilir bir yontem
olarak kullamlabilecegi sonucuna varilmistir.




P60 .S.AGLIKLI COCUKLARDA TTV, SIMIAN TTV ve SEN VIRUSLARIN PREVALANSI ve
ONEMLI GEN KISIMLARININ KLONLANMASI

Yasemin BULUT, Firat Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Elaz1g

Aykut OZDARENDELI, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Elazig

Ahmet KALKAN, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali, Elazig
Mehmet KILIC, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklan Anabilim Dali, Elazig
Ziilal Asct TORAMAN, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Elazig

Transfiizyon transmitted virus (TTV), Simian transfiizyon transmitted virus (s-TTV) ve SEN virus (SENV) tek sarmall,
sirkiiler DNA’ya sahip Circoviridae ailesinin lyeleridirler. Bunlardan TTV ve SENV, post-transflizyon hepatitlerden
sorumlu tutulmaktadir. s-TTV’nin ise primatlardan insanlara gectigi son yillarda belirlenmis olup, virusun insanlardaki
patogenezi ile ilgili fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu calismada, TTV, s-TTV ve SEN viruslarimin tiplendirilmesi ve
teshisinde 8nemli olan gen bélgelerine ozgiil primerlerle gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak,
nce saglikl cocuklarda bu viruslarin prevalansinin belirlenmesi daha sonra ise cogaltilan bu gen bolgelerinin genetik
klonlanmasi amaclanmistir. Calismaya 0-15 yas grubunda toplam 180 saglikli cocuktan alinan serum ornegi dahil
edilmistir. Calismada ilk olarak, ¢ocuklarin serum orneklerinden elde edilen DNA’lar ile viruslara ozgul primerler
kullanilarak PCR uygulanmistir. Elde edilen PCR Uriinleri %2’lik agaroz jelde goruntiilenerek viruslarin varligi tespit
edilmistir. Daha sonraki asamada ise her virus icin secilen ikiser amplikonun P-target klonlama vektoriinde klonlanmasi
ve dogrulama deneyleri gerceklestirilmistir. PCR sonuclarina gore, saglikli cocuklarin 45'inde (%25) TTV, 3’linde (%1.6)
s-TTV, 25'inde (%14) SENV-D ve 15'inde (%8.3) SENV-H pozitifligi belirlenmistir. Amplikonlarin P-target vektorde
klonlanmasiyla elde edilen rekombinant vektorler icinde &zgiil gen bolgelerinin varligl, PCR ve restriksiyon enzim
analizi metotlaryla dogrulanmistir. Sonug olarak, calismamizda saglikli cocuklarda da yiiksek oranda TTV ve SENV
varliginin belirlenmesi, bu viruslann yalmzca parenteral yolla degil parenteral olmayan yollarla da bulasabildigine
isaret etmektedir. Ayrica bu calismada elde edilen genetik klonlar, bu gen kisimlarimin eksprese edilmesi ve bu
viruslarin filojenik analizi calismalarinda kullamlabilecektir.
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P61 Si_'_I'OMEGALOViRUS (CMV) SEROPOZITIF SAGLIKLI KiSILERIN PERIFERIK KAN
LOKOSITLERI VE PLAZMASINDA CMV DNA'SININ ARASTIRILMASI l

Kenan MIDILLI, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul 1
Sevgi E_BGIN, Istaqbul Univ_cf,-rsitesi Cerrahpasa Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ista_nbul g
Melda OZDAMAR, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Istanbul |
Mert KUSKUCU, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, istanbul '
Kemal ALTAS, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul ‘

Saglikli CMV seropozitif kisiler arasinda CMV DNA pozitifligi ile ilgili calismalarda celiskili sonuclar bildirilmektedir.
Calismamizda, saglikli kisilerin ardisik kan drneklerinde CMV DNA pozitifliginin saptanmasi ve fiziksel ve ruhsal stres |
ile iliskisinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Sekiz haftalik calisma donemi boyunca, 24-53 yas aras1 CMV lgG pozitif (
17 kisiden haftalik kan ornekleri toplanmis, plazma ve periferik kan lokositleri ayrilarak -80°C’de saklanmistir. Her |
bir denek fiziksel ve ruhsal stres durumunu, 1-5 arasi derecelendirilmis bir gorsel anolog skala tizerinde degerlendirmis |
ve aynm zamanda alkol tuketimleri ile saglik durumlarinda fark ettikleri herhangi bir degisiklik olup olmadigim ;
bildirmistir. CMV DNA, hem plazma hem de periferik kan lokositlerinde CMV’nin MIE geninin hedeflendigi primerler

kullamlarak nested PCR ile arastinlmistir. Sonuc olarak, incelenen toplam 272 drnekten (136 plazma ve 136 periferik (
kan (okositi) sadece tek bir periferik kan L6kositi 6rneginde, calismanin 2. haftasinda CMV DNA saptanmstir. Bu érnek

calismanin en yasl kisisine aittir. Bulgularirmz, saglikli CMV seropozitif kisiler arasinda CMV DNA pozitiflesmesinin f
nadiren ortaya ciktigim vurgulamaktadir.
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P62 LENFOSITOZISLI HAYVANLARDA BOVINE LEUKEMIA VIRUS VARLIGININ PCR
ILE ARASTIRILMASI

irem GULACTI, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali, Elazig
Stikrii TONBAK, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali, Elazig
Hakan BULUT, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali, Elazig
Yusuf BOLAT, Firat Universitesi Veteriner Fakdiltesi Viroloji Anabilim Dali, Elazig

Bu calismada enzootic bovine leukemia virus (BLV) ydniinden enzim immdiin yontemi (ELISA) ile seronegatif olan fakat
lenfositozis tespit edilen 37 hayvan BLV niikleik asit varligi yoniinden nested-polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
arastlrﬂrmsmr Bu hayvanlardan alinan kan 8rneklerinden DNA ektraksiyonu yapilarak enzootic BLV’un 444 baz ciftlik
(bp) "env" gen kismi nested-PCR ile cogaltilmis ve hayvanlarin 3’tnde ozgiil 444 bp’lik amplifikasyon Uriniinin varligi
belirlenmistir. Bu bulgular 118inda, BLV insidansimin yiiksek oldugu siirtilerde ELISA’min tek test olarak kullamlmasindan
ziyade, siirliniin gerekirse hematolojik yonden taranmasi ve hematolojik yonden siipheli hayvanlarin PCR ile de test
edilmesini onermekteyiz.

215




s
=i aite = s

s s e

P63 HEMODIYALIZ HASTALARINDA SEN-D ve SEN-H VIRUS PREVALANSI

Ziilal Asct TORAMAN, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal, Elazig

Yasemin BULUT, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Elazig

Aziz AKSOY, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Elazig
Aykut OZDARENDELI, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Elazig

Adnan SEYREK, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Elazig

Tek sarmalli sirkiiler bir DNA iceren SEN virus (SENV), ilk olarak 1999 yilinda tammlanms olup, son yillarda insanlarda
post-transfiizyon hepatite sebep olan etkenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu virusun filogenetik analizi sonucu
9 farkli genotipi oldugu bildirilmistir. Bu genotiplerden dzellikle 2 tanesi, SENV-D ve SENV-H, post-transfiizyon
hepatitlerden sorumlu tutulmaktadir. Bu calismanin amaci, hemodiyaliz hastalarinda SENV-D ve SENV-H DNA’larnin
semi-nested PCR ile belirlenmesidir. Firat Tip Merkezi ve Elazig Devlet Hastanesindeki 89 hemodiyaliz hastasi ile 50
saglikl bireyin SENV yoniinden arastirilmasi icin serum drneklerinden DNA ekstraksiyonlar yapilmis ve SENV-D ve
SENV-H icin uygun primerler kullamlarak semi-nested PCR y&ntemi uygulanmistir. Sonucta, 89 kronik hemodiyaliz
hastasimin 9’unda (%10.1) SENV-D, 15%inde (%16.8) SENV-H ve 2'sinde (%2.2) hem SENV-D hem de SENV-H virus varhig
belirlenmistir. Aym calismada kontrol grubu olarak secilen 50 saglikli bireyin ise 3’linde (%6) SENV-D ve 4’linde (%8)
SENV-H pozitifligi saptanmistir. Ayrica, SENV pozitifligi saptanan ve saptanmayan hastalarin klinik ve biyokimyasal
degerlerinin birbirine yakin veya benzer oldugu belirlenmistir. Bu calismanin verilerine gore, hemodiyaliz hastalarinda
SENV-D ve SENV-H pozitifligi yliksek bulunmus, ancak pozitif olan hastalarda virusun klinik ve biyokimyasal olarak
hepatite yol agmas ile ilgili bir bulguya rastlanmamistir.
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P64 HEPATIT B VIRUS (HBV) DNA KANTITASYONUNDA DIGENE HIBRID YAKALAMA
YONTEMI iLE ROBOGENE HBV REAL-TIME PCR KANTITASYON KiTi SONUCLARININ
UYGUNLUGUNUN ARASTIRILMASI

Riichan YAZAN SERTOZ, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, izmir

Aysin ZEYTINOGLU, Ege Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
izmir

Tijen OZACAR, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir
Selda ERENSQY, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
izmir

Bu calismada hepatit B virus (HBV) DNA’simin kantitasyonunda yaygin olarak kullanilan Digene Hybrid Capture System
HBV DNA testi (Digene Corporation, ABD) ile gercek zamanli PCR prensibi ile calisan Robogene HBV kantitasyon kiti
(Roboscreen, Almanya) sonuclarinin birbirine uygunlugunun arastinlmas: amaclanmistir. Calismaya alinan 74 kronik
hepatit B’li hastanin serumu Digene hibrid yakalama yontemiyle ve Robogene gercek zamanli PCR kiti ile ABI Prism
7000 sekans saptama cihazinda (PE Biosystems) calisilmistir. Robogene PCR testi icin niikleik asit izolasyonu RTP
DNA/RNA Virus Minikit (Invitek, Almanya) ile yapilmistir. Digene testinin dinamik aralig 5-2000 pg/ml (1.425x106
kopya/ml); Robogene testinin ise 103 -2x108 kopya/ml (HBV DNA Viral Quality Control-VQC panele gére) olarak kabul
edilmistir. Yetmis dért érnegin 20’si her iki test ile de negatif bulunmustur. Digene testinde HBV DNA negatif Robogene
pozitif olan 31 6rnegin 9’unda 1000 kopya/ml’nin altinda, 22’sinde 1.2x103 - 3.2x106 kopya/ml arasinda HBV DNA
pozitifligi saptanmistir. Her iki test ile kantitatif sonuc verilen 23 drnegin Digene ve Robogene sonuclan arasinda
0.11 - 2.95 log10 fark belirlenmistir (median: 0.37, mean: 0.54) Degerlerin kargilastinlmasinda, iki testten elde edilen
sonuclarin uyumsuz oldugu gorilmiistiir (r2:0,58, Spearman korelasyon katsayisi: 0.858). Sonuc olarak, farkl test
sonuclan arasindaki logaritmik anlamli fark nedeniyle hasta izleminde farkli testlerle elde edilen sonuglarin birbirine
cevrilmesi uygun olmayip, hasta izleminin aym yontemle yapilmas: gereklidir. Kronik hepatit B’li hastalarin izleminde
gercek zamanli PCR yontemi, duyarlilig! ve dinamik araligin genisligi nedeniyle avantajuidir.
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P65 NORMAL POPULASYONDA iNSAN HERPES VIRUS 6 ve 7 DNA SIKLIGI

Metin SANCAKTAR, K.T.U. Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Cavit BOZ, K.T.U. Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali, Trabzon

Nese KAKLIKKAYA, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
ilknur TOSUN, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Kurtulus BURUK, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Yelda YAZICI, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon
Faruk AYDIN, K.T.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon

Tiim diinyada insanlarin cogu lenfotropik b herpes grubu iiyesi olan insan herpesvirus 6 (HHV-6) ve 7 (HHV-7) ile
cocukluk caginda karsilasmakta ve viruslar hayat boyu tasimaktadir. HHV-6 ve 7, ekzantem subitum (ES) etkeni
olmakla birlikte giiniimiizde multipl skleroz, mononukleoz benzeri sendrom, sarkoidoz, hepatit, febril konviilsiyon,
kronik yorgunluk sendromu ve malignensi gibi pek cok durum ile iliskilendirilmektedirler. Onemi gittikce artan HHV-
6 ve 7'nin etyopatojenik roliiniin belirlenmesi amaciyla pek cok calisma yiiriitiilmektedir. Bu ¢calismada, HHV-6 ve 7
DNA sikhigimin belirlenmesi amaciyla 50 saglikli eriskinden periferik kan drnegi alinmis ve ficoll density gradient
yontemiyle monontiikleer hiicreler toplanmistir. izole edilen total DNA’da nested PCR ydntemiyle 5 drnekte (%10)
HHV-6, 14 drnekte (%28) HHV-7 DNA’s tespit edilmistir. Ulkelerin gelismislik diizeyine gore HHV-6 ve 7 sikigi yaklasik
%4 ile %90 arasinda oldugu bildirilirken, Ulkemizdeki durum bilinmemektedir. Bu calisma konu ile ilgili veri tabam
olusturacaktir.
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P66 HEPATIT B VIRUS DNA KANTITASYONUNDA ABI PRISM 7000 VE 7700 SEKANS
SAPTAMA CIHAZLARI iLE ALINAN SONUGLARIN UYGUNLUGUNUN ARASTIRILMASI

Selda ERENSQY, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly,
izmir

Riichan YAZAN SERTOZ, Ege Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, izmir

Suzan PAS, Erasmus Universitesi Molekdiler Biyoloji Bolumil,

Hubert NIESTERS, Erasmus Universitesi Molekiiler Biyoloji Bolumil,

Tanisal viroloji laboratuvarlarinda klinik anlamlilig nedeniyle 6nemli olan kantitatif hepatit B virus (HBV) DNA testinde
kullanilan cesitli yontemlerin ve sistemlerin degerlendirilmesi, sonuclarin giivenilirligi acisindan gereklidir. Gercek
zamanli PCR, kullamim kolaylig1 ve genis dinamik aralik gibi avantajlari nedeniyle tanisal viroloji laboratuvarlarinda
klasik PCR"1n yerini almak lizeredir. Farkli sistemlerden elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi icin karsilastirmali
calismalar yapilmalidir. Bu calisma, gercek zamanli PCR sistemlerinden ABI Prism 7000 ile 7700 cihazlarindan (PE
Biosystems) elde edilen sonuclanin karsilastinlmas: amaciyla plantanmstir. Kronik hepatit B’li 168 hastanin serumu
calismaya alinmis, niikleik asit izolasyonu MagnaPure LC izolasyon istasyonunda (Roche Applied Science, Penzberg,
Almanya) yapilmistir. ABI Prism 7000 ve 7700 cihazlarinda, daha dnce ABI Prism 7700 cihazi icin tammlanan ve dinamik
aralig1 373-1010 kopya/ml olan gercek zamanli HBY DNA PCR protokolii uygulanmistir. Test edilen 168 ornegin biri
her iki cihazla 1010 kopya/ml ‘nin Ustiinde, 6 érnek sadece 7700 ile 1010 kopya/ml ‘nin Ustunde saptanmistir. Otuz
rnek her iki cihazla negatif iken, ABI 7000 ile 320-1220 kopya/ml arasinda pozitif olan 7 6rnek ABI Prism 7700 ile
negatif bulunmustur. Dinamik aralik simrlan icinde olan 124 érnegin iki cihazdan elde edilen sonuclan karsilastinldiginda,
logaritmik farkin 0.00 ile 1.22 (median: 0.22, mean:0.32) arasinda degistigi gozlenmistir. Degerlerin karsilastinlmasinda,
sonuclar birbiriyle uyumlu bulunmustur (regresyon katsayisi: 0.97; Spearman korelasyon katsayisi: 0.988). Sonuc
olarak, ABI Prism 7700 cihazinda standardize edilen HBV DNA protokoli aym firmamn farkli bir cihaz1 olan ABI Prism
7000 cihazi ile calismaya uygundur. Aym protokolle ABI 7000 ve 7700 cihazlarindan elde edilen kantitatif HBV DNA
sonuclar uyumludur.
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P67 HERPESVIRUSLARIN TESPITi VE TUR TANIMLAMASI iCiN "IN-HOUSE" POLIMERAZ
ZINCiR REAKSIYONUNUN KULLANIMI

Elif AKTAS, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Riza DURMAZ, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Yasar BAYINDIR, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi infeksiyon Hastaliklar Anabilim Dali, Malatya
Atilla OZCAN, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali, Malatya

Hiilya SAGLAM, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali, Malatya

Bu calismamin amaci, herpesviruslarinin tespiti ve tiir tammlamasi icin denenmis olan “in-house" polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) metodunun optimizasyonunu saglamak ve bu metodun klinik rneklerde kullamlabilirligini arastirmaktir.
Calismada, guanidin tiyosiyanat metodu ile ekstraksiyon sonrasi, bilinen biitiin insan herpesvirus DNA’larinin
amplifikasyonuna olanak saglayan iki cift primer kullamlmistir. Bu primer ciftlerinin birincisi Herpes simplex virus-1
(HSV-1), HSV-2, Epstein-Barr virus, Cytomegalovirus ve insan herpes virusu (HHV)-8 DNA’simin; ikincisi ise Varisella-
Loster virus (VZV), HHV-6 ve HHV-7 DNA’sinin amplifikasyonunu saglamaktadir. Tur tammlamas, amplifikasyon
drtnlerinin, her bir herpesvirus icin karakteristik bilylikliikte restriksiyon parcalan olusturan BamHI ve BstUl enzimleri
ile kesimi sonrasinda yapilmistir. Calismaya dermatoloji hastalarindan alinan HSV siipheli 28 drnek, VZV siipheli 9
ornek ve cesitli servislerden gelen menenjit-ensefalit dis1 25, tiiberkiiloz menenjitli 8, piriilan menenjitli 8 ve ensefalit
stipheli 9 olmak Gzere toplam 50 beyin omurilik sivis1 (BOS) 6rnegi alinmistir. Yéntemin saptayabilecegi alt limiti
tespit icin, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi’nden alinan hiicre kiltiirlinde Gretilmis HSV-1’in seri diliisyonlar
yapilmistir. Seri dillsyonlar sonucu, bu yontemle 6rnekteki 103 TSID50/ml HSV-1'in tespit edilebildigi goriilmiistiir.
Ucuk ve viicuttaki vezikiller dokintiilerden HSV-1 siiphesi ile gonderilen 28 6rnegin 21’1 HSV-1 acisindan pozitif, zona
on tamsi olan veya viicuttaki variselliform dokiintiileri olan hastalardan génderilen 9 Grnegin 6’s1 VZV acisindan pozitif
bulunmustur. HSV-1 negatif 7 6rnekten 5’inin kurutlu lezyonlardan veya tedavi sonrasi alindig1, VZV negatif 3 drnekten
2’sinde daha sonra varisella tamsindan uzaklasildig belirlenmistir. Menenjit-ensefalit olmayan hastalardan alinan
25 BOS ornegi ile bakteriyel menenjitli 16 BOS drneginin hepsi bu yéntem ile negatif bulunmustur. Viral menenjit
veya ensefalit siipheli 9 BOS érneginde ise herpesvirus tespit edilmemistir. Sonuc olarak, hizli, kolay, ucuz ve “in-
house” uygulanabilme avantajlan olan bu yontemin, 6zellikle dermatolojik drneklerde ve viral etkenden siiphelenilen
santral sinir sistemi infeksiyonlarinda herpesviruslarin tespiti ve tir tamminda yararli olacag kamsindayiz.
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P68 UST SOLUNUM YOLU KANSERLERI iLE HERPES SIMPLEX ViRUS iLiSKiSININ
ARASTIRILMASI

Ayla OZCAN, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Firat DEMIRTASOGLU, Atatiirk Arastirma ve Egitim Hastanesi 3. K.B.B Klinigi, izmir

i. Mehmet Ali OKTEM, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyololoji Anabilim Dali, izmir
Semih ONCEL, Atatiirk Arastirma ve Egitim Hastanesi 3. K.B.B Klinigi, izmir

Herpes simplex viruslarin (HSV) latent infeksiyon yaparak onkojenik siirecleri baslatabilme potansiyeline sahip oldugu
bildirilmistir. Ozellikle serviks ve larinks kanserleri ile HSV iliskisi giinlimiizde baz1 arastirmalara konu olmustur. Bu
calismanin amaci, agiz tabam, dudak, larinks ve dil gibi farkli iist solunum yollan kanserlerine ait doku orneklerinde
HSV niikleik asit varh@mn arastinlmasidir. Calismaya, larinks, dudak, agiz tabam, dil ve hipofarinks kanseri tanisi
ile opere edilen sirasi ile 28, 17, 7, 4 ve 1 olguda (toplam 57 olgu) operasyon sirasinda saptanan lezyon alanlarindan
elde edilen biyopsi érnekleri alinmstir. Kontrol grubu olarak, st solunum yolu kanseri olmayan 20 kadavradan gerekli
izinler alinarak elde edilen biyopsi materyalleri kullanilmistir. Bu 6rnekler steril PBS iceren iceren tagima ortamlan
kullamlarak aym giin icinde laboratuvara ulastinlmis, doku drneklerinin ekstraksiyonu ve DNA eldesi, "Nucleospin
tissue kit" (Macherey Nagel) DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmstir. Hem HSV-1 hem de HSV-2'yi saptayabilen
primerler kullamlarak (Sense 5’- ATC AAC TTC GAC TGG CCC TTC -3’, antisense 5’-CCG TAC ATG TCG ATG TTC ACC
-3%) 179 baz ciftlik hedef bélge cogaltilmis ve PCR dongiileri su sekilde uygulanmstir: 95°C 7 dk. on denatiirasyon,
94°C 45 sn. denatiirasyon, 64°C 45 sn. baglanma, 72°C 1 dk. uzama, 35 déngli 72°C 5 dk. son uzama. Sonu¢ olarak
PCR metoduyla 57 olgudan 3'linde (%5.2) HSV 1-2 DNA varligi saptanmistir. Pozitif érneklerin tlimii larinks kanserli
vakalardan elde edilen dokulardir (%10.7). Diger st solunum yolu kanseri olgularinda ve kontrol grubunda HSV1-2
DNA varlhig) saptanamamistir.
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P69 INFLUENZA SALGIN DONEMINDE PCR ILE ELDE EDILEN SONUCLAR

Giilden YILMAZ, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, istanbul
Kenan MIDILLI, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Ayse ISTANBULLU, Cerrahpasa Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
istanbul

Salih TURKOGLU, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, istanbul
Kemal ALTAS, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

influenza virus infeksiyonu, kolaylikla yayilabilen ve bu nedenle her yil 6nemli morbidite ve mortaliteye neden olan
son derece bulasici bir solunum yolu infeksiyonudur. influenza virusu ile infeksiyonlarin hizli ve duyarli tamsinin énemi
bilyiiktiir. Klinik materyale direkt olarak uygulanan molekiiler yontemler, influenza viruslannin tamsinda ve siirveyansinda
giderek artan siklikta kullamlmaktadir. Bu ¢alismada, grip 6n taml hastalarda PCR yontemi ile influenza A virusu
arastinlmistir. 30/12/2003-9/5/2004 tarihleri arasinda grip 6n tamli, yas ortalamasi 29.8+16 olan 72 hastadan (35
erkek, 37 kadin) alinan bogaz salgisi/yikanti sularinda influenza virusu RNA’s1 RT-PCR ile arastinlmistir. Virus RNA
izolasyonunda "Qiaamp MinElute Virus Spin" (Qiagen, Almanya) ekstraksiyon kiti kullamlmistir. Revers transkripsiyon '
asamasindan sonra influenza A virus RNA’s1 matriks proteinlerine 6zgu primerler kullanilarak nested RT-PCR yontemi i
ile cogaltilmistir. Sonug olarak, hastalarin 27’sinde (%37.5) influenza A virus RNA’s1 saptanmms ve 19/4/2004 tarihinden
sonra gelen drneklerde influenza A pozitifligi belirlenmemistir.
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P70 iSTANBUL’DA SAPTANAN HIV-1 ALT TiPLERI

Emine OZKAN, istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Istanbul
Ziibeyir BAYRAKTAROGLU, Istanbul Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, istanbul
Ahmet Mert KUSKUCU, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
istanbul

Salih TURKOGLU, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly, istanbul
Kenan MIDILLI, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Giilden YILMAZ, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul
Leman ATASEVER, istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Istanbul
Semra CALANGU, Istanbul Tip Fakiiltesi infeksiyon Hastaliklari, Istanbul

Kemal ALTAS, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

Bu calismada, Istanbul’da saptanan HIV-1 suslanmn molekiiler epidemiyolojik incelenmesi amaciyla 27 HIV/AIDS
hastasina ait sus incelenmistir. env geninin gp41 kismimin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmasim takiben
310 DNA sequencer (Perkin-Elmer Applied Biosystems) kullamlarak dizisi belirlenmis, elde edilen diziler Genestudio
paketi kullamlarak analiz edilmistir. Yirmi yedi hastanin 26’s1 eriskin, biri yenidogandir. Yirmi iki hastada bulasma
heteroseksiiel iliski, 2 hastada ise kan yolu iledir. Alt tip dagilimi su sekilde bulunmustur: 4 A alt tipi, 19 B alt tipi,
1 C alt tipi, 1 D alt tipi ve 2 F1 alt tipi. Sonuclanimiza gore, olgu sayisimin sinirl olmasina karsin B alt tipinin en sik
karsilasilan tip oldugu gdriilmustiir. (Bu calisma istanbul Universitesi Arastirma fonu tarafindan desteklenmistir)
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P71 AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILi DORT COCUK HASTADA PARVOVIRUS B19
VARLIGININ ARASTIRILMASI

Orhan Cem AKTEPE, Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Afyon
Sevgi YETKIN, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji Unitesi, Ankara
Narmk OZBEK, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji Unitesi, Ankara
Lale OLCAY, Onkoloji Hastanesi Cocuk Hematoloji Klinigi, Ankara

Parvovirus B19 cocukluk c¢ag dokiintiili hastaliklarindan eritema infeksiyozum etkeni olmasinin yamsira bircok
hematolojik hastalikla birliktelik gdstermektedir. immiin baskilanmis bireylerde ise virusun kronik infeksiyonlara yol
actig bildirilmektedir. Bu calisma kapsaminda, akut lenfoblastik lGsemi (ALL) tamsiyla Hacettepe Cocuk Hastanesi
Pediatrik Hematoloji Unitesi tarafindan izlenen 4 cocuk hastamin kan orneklerinde parvovirus B19 varh@ arastinlrmstir.
Viral DNA saptanmasinda nested-PCR yontemi kullamlmig ve es zamanli olarak parvovirus B19 IgM ve IgG varligi da
ELISA kitleriyle arastinlmistir. incelenen 4 hastamn 2’sinde viral DNA pozitif bulunurken, parvovirus B19 IgM varligi
sadece DNA negatif olgularin birinde gosterilebilmistir. Bu olguda IgM ve IgG’nin birarada bulunmasi kronik bir
infeksiyonu isaret etmektedir. Ayrica DNA pozitif olgularin birinde de parvovirus B19 IgG varlig1 saptanmistir. Parvovirus
B19 acisindan arastirilan tiim parametreler birarada degerlendirildiginde, 4 olgudan 3’linde viral infeksiyonun saptanmis
olmas1, ALL tamst almis hastalarda bu etkenin dikkate alinmasi gerektigini vurgulamaktadir. Bu tip olgularda virusa
kars1 antikor cevabinin her zaman gelisemeyebilecegi goz 6niine alinarak, stiphelenilen durumlarda viral genom da
mutlaka aranmalidir. (Bu calisma TUBITAK-SBAG tarafindan desteklenmistir)
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P72 PEDIATRIK YAS GRUBUNDA REAL TIME PCR ILE SITOMEGALOVIRUS DNA’SININ
SAPTANMASI

Seyyal ROTA, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Giilendam BOZDAY!, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Aytiil DEMIRAG, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Bora DOGAN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Bedia DINC, Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Sitomegalovirus (CMV) en sik goriilen konjenital infeksiyon etkeni olmasi yaninda, immiin stiprese hastalarda fatal
enfeksiyona neden olabilmektedir. CMV infeksiyonunun tamsinda PCR ile DNA saptanmasi oldukca giivenilir bir
yontemdir. Bu calismada, laboratuvarimiza pediatri boliimiiniin cesitli initelerinden gelen drneklerde real time PCR
ile CMV DNA’sinin arastirilmasi ve pozitif cikan olgularin viral ylik tayininin yapilarak takip edilmesi amaglanmistir.
Calismaya, 81 kan, 22 idrar, 5 BOS ve birer olmak iizere bronkoalveolar lavaj (BAL), perikard sivis1 ve balgam ornekleri
dahil edilmistir. Orneklerden CMV DNA’s1 "High Pure Viral Nucleic Acid" (Roche) kiti ile saflastinlarak "LightCycler”
cihaziyla (Roche) real time PCR uygulanmistir. Alt saptama sinir1 200 kopya/ml olarak belirlenmistir. Calisilan 111
ornegin 34’iinde (%30.6) CMV DNA pozitif bulunmustur. Bunlarin 5'inin yenidogan, 11%inin nefroloji ve 18’inin diger
servislerden gelen drnekler oldugu belirlenmistir. Pozitif drneklerin 19’u kan, 14’u idrar, 1'i BOS’dur. Renal
transplantasyon yapilan bir hastada CMV DNA pozitif olarak tespit edildikten sonra yapilan aylik takiplerde viral yiik
azalarak 5 ay sonunda negatiflesmistir. CMV infeksiyonlarinin erken tamisi etkiledigi hasta grubu acisindan 6nem
tasimaktadir. Giiniimiizde kisa siirede sonug veren real time PCR, cesitli 6rneklerden CMV DNA’simin saptanmas ve
viral yiikiin tespit edilmesi agisindan dnem tasimaktadir. Viral yilk, terapotik yaklasimlarn belirlenmesi ve tedavinin
takibinde yararlidir. Bizim calismamizda da CMV DNA’si pozitif olan bir hastanin yapilan aylik takiplerinde viral yukin
azalarak negatife dondiigl bulunmustur.
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P73 TRANSPLANTASYON HASTALARINDA REAL TIME PCR iLE SITOMEGALOVIRUS
DNA’SININ SAPTANMASI

Seyyal ROTA, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Giilendam BOZDAY!, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
Aytiil DEMIRAG, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr, Ankara
Bedia DINC, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Bora DOGAN, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Sitomegalovirus (CMV) immiin siipresif hastalarda morbidite ve mortalitenin baslica nedenidir. Tedavi ve profilakside
kullanilan antivirallerin yan etkileri énemli oldugundan bu hastalarin erken tam ve tedavi icin takip edilmeleri
gereklidir. Real time PCR yontemi viral yuku tespit edebildigi icin tedavinin takibinde kullamlmaktadir. Bu caismada,
laboratuvanmiza transplantasyon ve kék hiicre nakli béliimlerinden gelen orneklerde CMV DNA’simin real time PCR
ile arastirilmasi ve pozitif bulunan olgularda viral yiik takibinin yapilmasi amaclanmistir. Calismaya, transplantasyon
linitesinden gonderilen 25 kan ve 2 bronkoalveolar lavaj (BAL) drnegi ile kok hiicre nakli Uinitesinden gonderilen 13
kan ve 1 BAL drneg@i dahil edilmistir. Toplam 41 hastaya ait drnekler "High Pure Viral Nucleic Acid" (Roche) kiti ile
saflastinlms ve "LightCycler” (Roche) cihaziyla real time PCR uygulanmistir. Alt saptama simir 200 kopya/ml olarak
kabul edilmistir. Sonuc olarak drneklerin 10’u pozitif bulunmus, pozitif drneklerin 9’unun kan, 1’inin BAL drnegi
oldugu izlenmistir. Pozitif &rneklerin 7'si transplantasyon, 3’{ kok hiicre nakli boliimlerinden gonderilen drneklerdir.
Daha dnce CMV DNA’s1 negatif olarak saptanan 2 hasta takip sirasinda pozitiflesmis, daha 6nce CMV DNA’s1 pozitif
olan 3 hasta ise takip sirasinda negatiflesmistir. Transplantasyon hastalarinda kanda ve diger drneklerde real time
PCR ile CMV viral yiikiiniin tespit edilmesi CMV infeksiyonunun hizli tanisim saglar. Bu yontem, elektroforeze gerek
kalmadan kisa siirede kantitatif sonuc vermektedir. Viral yiik takibinin tedavi icin yol gosterici olmasi, tedavi stiresinin
dogru uygulanmasina ve bdylece antiviral ilaglann yan etkilerinin azalmasina yardimai olur. Calismamizda, transplantasyon
yapildiktan sonra takip edilen CMV DNA’s1 negatif 2 hastada pozitiflesmenin, CMV DNA’s1 pozitif 3 hastada ise
negatiflesmenin saptanmasi, hastaligin tamsi ve tedavinin takibinde klinisyenlere yardimcr olmustur.
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P74 KLINIK ORNEKLERDEN KANTITATIF OLARAK HCV RNA SAPTANMASINDA COBAS
AMPLICOR VE COBAS TAQMAN SISTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Alpaslan ALP, Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Giilsen HASCELIK, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

HCV infeksiyonlarinin tamsinda ve tam konmus hastalarin takibinde, hizli ve giivenilir sonug veren yéntemlerin
kullanmilmas: gerekmektedir. Bu amacla kullamlmakta olan molekiiler yontemlerde, hem viral niikleik asit izolasyonunun,
hem de elde edilen niikleik asitlerin cogaltilarak saptanmasinin hizli bir sekilde yapilmas: hedeflenmektedir. Bu
calisma, HCV infeksiyonunun tamsinda klinik rneklerden kantitatif olarak HCV RNA saptanmasinda, Cobas Amplicor
sistemi (Roche Diagnostics) ile Cobas Tagman sistemini (Roche Diagnostics) karsilastirmak amaciyla yapilmistir.
Calismaya Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvar’na HCV tamst amaciyla gonderilen
84 serum ornedi alinmistir. Cobas Amplicor sistemi icin HCV RNA izolasyonu "Magna Pure” otomatize izolasyon sistemi
(Roche Diagnostics) ile yapilmistir. Cobas Tagman sistemi icin ise "High Pure System Viral Nucleic Acid” kiti (Roche
Diagnostics) kullamlmistir. Her iki sistemle elde edilen viral niikleik asit miktarlan karsilastintmistir. Calismaya dahil
edilen 84 drnegin 52’sinde iki yontemle de pozitif sonuc elde edilirken, 32 drnekte iki yontemle de HCV RNA
saptanamanstir. iki yontem arasinda uyumsuz sonuc cikmamstir. Pozitif sonug elde edilen érnekler incelendiginde,
Cobas Amplicor sistemiyle ortalama 822.452 kopya/ml HCV RNA elde edilirken, Cobas Tagman sistemiyle ortalama
3.069.984 kopya/ml HCV RNA elde edildigi goriilmiistiir. Calisma sonucunda, Cobas Tagman sistemiyle elde edilen
HCV RNA kopya sayisinin, Cobas Amplicor sistemi ile elde edilen kopya sayisinin yaklasik olarak 3.7 kati olmasi
nedeniyle, Cobas Tagman sisteminin HCV infeksiyonlarinin molekiiler tamsinda giivenle kullanitabilecek, duyarliligi
ylksek bir yontem oldugu sonucuna varilmstir.
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P75 BATI NiL VIRUSU’NUN REAL TIME PCR YONTEMI ILE SAPTANMASI

Koray ERGUNAY, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Semsettin USTAGELEBI, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Ankara

Nurdan OZER, Hacettepe Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Bolimii Ekoloji Anabilim Dali, Ankara
Miige MISIRLIOGLU, Metis Biyoteknoloji, Ankara

Bat1 Nil virusu, artropod kaynakli zarfli bir virustur ve Flaviviridae ailesinde simflandinilmaktadir. Viral genom yaklasik
12.000 niikleotitten olusan pozitif iplikli RNA’dan olusmaktadir. Viral yasam déngisii basta Culex cinsi olmak lzere
sivrisinekler ve kanatlilar arasinda siirmektedir. Endemik bolgelerde virusla infeksiyon siktir ve cogunlukla hafif veya
subklinik olarak izlenmektedir. Ancak infeksiyon, ensefalit, menenjit, kalici norolojik bozukluklar ve martaliteye de
neden olmaktadir. Bu calismada, Bati Nil virusunun saptanmasi i¢in kullamlacak duyarli bir real time PCR yonteminin
gelistirilmesi planlanmistir. Bu amagla, Lanciotti ve arkadaslan tarafindan gelistirilen 5’ ekzoniikleaz (TagMan®)
yontemine dayal real time PCR sisteminde kullamlan viral 3’-protein kodlamayan bélgeye ait primerler temel alinmis
ve saptama sistemi LightCycler® sistemine adapte edilmistir. Sistemin duyartiligint artirmak amaciyla real time PCR
ile hedeflenen bolgeyi kapsayacak bir trlin olusturan iki yeni primer dizayn edilerek, viral RNA’mn DNA donistiritmesi
asamasinda RT-PCR yonteminde kullamtmistir. Gelistirilen bu sistem Vero hiicre kiiltiirlerinde Uretilmis Bati Nil virusu
lizatlarinda RNA saflastinlmasi sonrasinda uygulanmis ve hedef viral RNA’min amplifikasyonu saglanmistir. Ulkemizde
Bati Nil virusunun prevalans: konusunda gok simrh diizeyde bilgi bulunmaktadir. Gelistirilen real time PCR sistemi
ile, sahadan elde edilmis sivrisinekler, kanatllar ve siipheli rneklerde viral RNA saptanarak bu konuda yeterli veri
elde edilmesi mimkin olacaktir. (Bir bolumiini bu calismanin olusturdugu proje TUBITAK tarafindan SBAG-2629 NO
ile desteklenmektedir)
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P76 UCUNCU VE DORDUNCU JENERASYON iKi ANTi HCV ELISA KITiNiN
PERFORMANSININ HCV RNA SONUCLARI iLE DEGERLENDIRILMESI

ibrahim Hakk: OZEROL, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Riza DURMAZ, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya
Sahin DIREKEL, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Rutin olarak anti HCV taramasi yapilan laboratuvarlarda, duyarhlik ve dzgiilliikleri yilksek olan testlerin kullamlmas
arzu edilmektedir. Bu calisma, laboratuvarimizda kullanilan lclincii jenerasyon ELISA kiti (Biokit, Bioelisa HCV,
Barcelona, Spain) sonuclarimin beklenenden fazla pozitif sonuc vermesi nedeniyle, bu sonuclarin dordiincii jenerasyon
ELISA kiti (Murex anti HCV, v4.0, Abbott Diagnostics, UK) ile kontrol edilmesi ve her iki kitin sonuclarinin HCV RNA
(COBAS Amplicor HCV Monitor Test, v2.0, Roche Molecular Systems) verileri ile karsilastinlmasi amaciyla yapilmistir.
Biokit ile taranan 4330 serum &rneginden pozitif sonug veren 111’1 (%2.6) ve negatif sonuc alinan 86's1 olmak tizere
toplam 197 serum, Murex kiti ile yeniden test edilmis ve HCV RNA sonuclari ile karsilastinlmistir. istatistiksel analiz,
Ki kare testi ile yapilmistir. Sonuc olarak, Biokit ile anti HCV pozitif olan 78 serumun 62'si Murex kiti ile pozitif
bulunmus ve bunlarin 44’iinde HCV RNA varligi saptanmistir. Anti HCV negatif serum sayis1 ise Biokit ile 26, Murex
ile 42 olarak belirlenmis ve bunlarin da hepsinde HCV RNA negatifligi saptanmistir. Buna kargin Biokit ile negatif olan
bir serum Murex ile pozitif bulunmustur. Murex kiti baz alindiginda, Biokit’in duyarliig %98.5, 6zguillligi %65.4, pozitif
prediktif degeri %59.5 ve negatif prediktif degeri %98.8 olarak hesaplanmistir. HCV RNA negatif 6rneklerden 17’si
her iki test ile, 17'si sadece Biokit ve biri Murex ile pozitif sonuc vermistir. HCV RNA sonucuna gére, ELISA testlerinin
duyarliigr tam olmasina ragmen, ozgllliikleri Biokit icin %43 ve Murex icin %70 olarak saptanmistir (p=0.003). Murex’in
pozitif prediktif degeri (%70), Biokit'ten (%56) daha yiiksek bulunmustur. Bulgularimiz, anti HCV taramalarinda
dérdiincli jenerasyon ELISA kitlerinin tercih edilmesinin uygun olacagim gostermektedir.
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P77 VIRAL MENINGOENSEFALIT SUPHELi VAKALARIN BEYIN OMURILIK SIVISI
ORNEKLERINDE HERPES SIMPLEKS VIRUS ARASTIRILMASI

A. AKCALI, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi Viroloji Laboratuvar $efligi, Ankara
E. OZKAYA, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanlig1 Viroloji Laboratuvar Sefligi, Ankara
D.YILMAZ, Sami Ulus Cocuk Hastaliklari Egitim ve Arastirma Hastanesi Néroloji Klinigi, Ankara

viral meningoensefalit etkenleri arasinda morbidite ve mortalitesi yiiksek olan herpes simpleks viruslarinin erken
tams! tedavinin diizenlenmesi icin nem tasimaktadir. Bu calismada, Temmuz 2003 - Nisan 2004 tarihleri arasinda
viral meningoensefalit 6n tanili 17 hastada etken olarak herpes simpleks virusun (HSV) arastirilmasi amaclanmistir.
BOS Srnekleri Vero (yesil maymun bébrek hiicresi) hiicre kiiltliriine ekilmis ve aym zamanda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile HSV tip 1 ve HSV tip 2 niikleik asitleri aranmistir. Serolojik olarak hastalarin es zamanli alinan BOS ve serum
drneklerinde ELISA yontemi ile HSV tip 1+2 antikorlar arastirilmms ve HSV 1+2 1gG Antikor Indeksi (Al) hesaplanarak
Al 21.5 olan érnekler intratekal HSV antikor sentezi icin pozitif kabul edilmistir. Orneklerin birinde hiicre kiiltiiriinden
HSV izole edilmis, PCR ile HSV tip 2 niikleik asidi saptanms ve HSV 1gG Al <1.5 bulunmustur. iki hastada ise HSV 1+2
lgG Al 21.5 olarak saptanms, bu hastalarin BOS 6rneklerinde hiicre kiiltiirii ve PCR ile HSV negatif bulunmustur. Hiicre
kiilturiinde ve PCR ile HSY saptanan hastanin norolojik semptomlarimn 1 hafta énce basladigl, Al pozitif saptanan 2
hastanin ise 3 haftadan fazla bir siiredir semptomilarinin devam ettigi 6grenilmistir. Literatlrde HSV'nin nérolojik
semptomlarin baslangicindan sonraki 10-12 giin iginde BOS’da PCR ydntemi ile saptanabildigi, farkli literatirlerde
degisik slireler verilmekle birlikte genellikle 1 haftadan itibaren intratekal antikor sentezinin basladigi bildirilmektedir.
Bu calismamizda da, hastaligin erken déneminde PCR’1n tam icin uygun bir yéntem oldugu, sonraki donemlerde ve
PCR negatif érneklerde Al bakilmasinin degerli oldugu gozlenmistir.
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P78 VIRAL KONJUNKTIVIT ETKENIi OLARAK ADENOVIRUS VE HERPES SIMPLEKS
VIRUS ARASTIRILMASI VE ADENOVIRUSLARIN MOLEKULER TiP TAYiNi

E. OZKAYA, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanli@1 Viroloji Laboratuvar Sefligi, Ankara

H. ISHIKO, Mitsubishi Kagaku Bio-Clinical Laboratories Inc, Japan

R. YAGCI, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Birinci Goz Klinigi, Ankara

H. KARADEMIRTOK, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi Viroloji Laboratuvar Sefligi, Ankara
A.AKCALI, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi Viroloji Laboratuvar $efligi, Ankara

Adenovirus ve herpes viruslar viral konjunktivitlerin baslica etkenleridir. Caligmarmzda, Temmuz 2003 ile Mart 2004
tarihleri arasinda Ankara’daki hastanelerden laboratuvarnimiza viral konjunktivit 6n tamb 34 hastadan gonderilen g6z
stirtintiisti orneklerinde adenovirus ve herpes simpleks virus (HSV) tip 1 ve 2'nin aranmasi ve varlig saptanan
adenoviruslann tip tayinleri amaclanmistir. Ornekler adenovirus izolasyonu igin HEp-2 (human epitelyoma) ve herpes
viruslar icin ise Vero (yesil maymun bdbrek hiicresi) hiicre kiiltiirlerine ekilmistir. Goz sirlintlisi 6rneklerinden
adenovirus ve herpes simpleks virus (HSV) tip 1 ve 2'nin viral niikleik asitlerinin saptanmasi amaciyla polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullamlmistir. PCR yéntemi ile elde edilen adenovirus niikleik asitlerinin gen dizilerinin filogenetik
analizleri ile tip tayinleri yapilmistir. Hiicre kiilturlerinde, 6rneklerin 7'sinden adenovirus ve birinden HSV tip 1 izole
edilmistir. PCR ile 9 érnekte adenovirus ve bir érnekte HSV tip 1 pozitifligi saptanmistir. PCR ile adenovirus pozitif
bulunan 9 ornekten 2'sinde hiicre kiiltiiriinde lireme saptanmamis, geri kalan 7’sinde ise hicre kiltirtinden virus
izolasyonu yapilmistir. PCR yontemi ile HSV tip-1 pozitif bulunan drnekten aym zamanda hiicre kiiltlrlinde de izolasyon
yapilmistir. Yapilan filogenetik analizde, adenoviruslarin 4’G tip 8 (subgrup D), 3' tip 3 (subgrup B), biri tip 4 (subgrup
E) ve biri de subgrup B olarak tammlanmistir. Calisma déneminde Ankara ilinde birden fazla adenovirus serotipinin
viral konjunktivite sebep oldugu saptanmistir. Bu calisma ile PCR"1n viral konjunktivit tamsinda uygun bir yontem
olarak kullamlabilecegi gdzlenmis ve iilkemizde ilk kez viral konjunktivitlerin etkeni olarak adenovirus serotipleri
rapor edilmistir.
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P79 REANIMASYON iZOLATI PSEUDOMONAS AERUGINOSA SUSLARININ ARBITRARILY
PRIMED POLIMERAZ ZINCIRLEME REAKSIYON YONTEMIYLE DEGERLENDIRILMESI

Aslan G, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin
Delialioglu N, Mersin Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin
Yildiz C, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin

Tezcan S, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin

Emekdas G, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin
Durmaz R, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Oral U, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, Mersin

Pseudomonas tiirleri saglikli kisilerin florasinda bulunmakla birlikte immiinkompetan bireylerde nadiren enfeksiyon
olusturur. Ancak bagigiklik sistemi bozulmus, kistik fibrozisli, mekanik ventilasyon uygulanan, nétropenik ve yanikl
hastalarda siklikla enfeksiyon olusturabilen firsat¢i bir patojendir. Pseudomonas aeruginosa yogun bakim iinitelerinde
en sik izole edilen etkendir.

Amac: 5-18 Subat 2004 tarihleri arasinda reanimasyon iinitesi hastalarindan izole edilen P. aeruginosa suslarinin
genotipik benzerliklerini degerlendirmektir.

Yontem: iki haftalik periyotta bes reanimasyon hastasinda trakeal aspirat ve kan kiiltiir 6rneklerden bes P. aeruginosa
susu izole edilmistir. Antibiyotik duyarliik paterni benzer olan suslarin arbitrarily primed polimeraz zincirleme (AP-
PZR) yontemiyle epidemiyolojik iliskileri degerlendirilmistir.

Sonug: Hastalann klinik érneklerinden izole edilen bes sustan Ui¢iinin AP-PZR bant profillerinin ortak oldugu
belirlenmistir. Bu suslarla ilgili bulas ortaya koyabilecek ekzojen kaynak (ortak kullanilan aletlerle ilgili) bulunamarmstir.
Calismamiz, hastane enfeksiyonlar epidemiyolojisinde rutin uygulamaya girmesini amacladigimiz molekiiler alt
tipleme yontemler icin baslangic olusturacagr inancindayiz.
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P80 TOXOPLASMA GONDII TANISINDA REAL- TIME PCR YONTEMIYLE 1.5 YILLIK
DENEYIMLERIMIZ

Sibel AYDOGAN

Funda Dogruman AL

Ayse EREN

Ayse KALKANCI

Semra KUSTIMUR

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Bu calisma 01.01.2003-15.04.2004 tarihleri arasinda cesitli kliniklerden laboratuvarimza gdnderilen degisik 6rneklerden
Toxoplasma gondii DNA’simin Real-Time PCR yontemiyle arastinlmasi amaciyla yapilmistir.

Kadin hastaliklar1 ve dogum kliniginden 62, pediatri yenidogan kliniginden 14, norosirurji kliniginden iki Sami Ulus
Cocuk Hastanesi yenidogan kliniginden iki olmak tzere; 54’( amnion, 17’s1 kan, altisi beyin omurilik sivist (BOS), ikisi
doku (akciger ve beyin biyopsileri), biri idrar olan toplam 80 érnekten Toxoplasma gondii DNA’s1 High Pure Viral
Nucleic Acid kiti (Roche, Almanya) ile elde edildikten sonra, DNA cogaltilmasi Toxoplasma gondii icin diizenlenen
B1 gen bolgesine spesifik primer ve prob (Metis Biyoteknoloji LTD. Ankara) kullamlarak Light Cycler (Roche, Almanya)
cihazinda Real-Time PCR yontemi ile calisild.

Calismaya alinan 80 &rnekten lic 6rnekte Toxoplasma gondii DNA’s1 pozitif bulundu. Bunlardan ikisi kadin dogum
kliniginden gonderilen amnion sivis1 drnegi ile biri yenidogan kliniginden génderilen BOS 6rnegi idi. BOS &rnegi pozitif
olan bu hastanin kan drneginde Toxoplasma gondii DNA’s1 negatifti. Ancak, aym zamanda hastanin kan drneginde
Cytomegalovirus infeksiyonu da Real-Time PCR yontemi ile pozitif olarak saptandi. Diger 77 hasta érneginde Toxoplasma
gondii DNA’s1 negatif bulundu.

Konjenital toksopazmoz agir sekellerle giden bir tablodur. Klinik belirtilerle dogan bebeklerin %80’ninde mental
retardasyon, epilepsi, felcler, %50’sinde agir gérme bozukluklar ve merkezi sinir sistemi tutulumu olan bebeklerinde
%5’inde hidrosefali veya mikrosefali goriilebilmektedir. Bu nedenle erken ve gilivenilir tam gebeligin sonlandinilmasi
acisindan 6nem tasimaktadir. Literatiirde Real-Time PCR yéntemi, konvansiyonel PCR yéntemlerine gore daha standart
ve giivenilir bir yontem olarak bildirilmektedir.
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