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ANKARA

Degerli Meslektaglarimiz,

Yirmibirinci yazyila girdigimiz 2000 yilindan bu yana her iki yilda bir
duzenledigimiz Molekuler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresinin dérdincisunt
dizenlemekten buytk mutluluk duymaktayiz. Her gegen kongrede katilim ve
ilginin arttigi, konusunun uzmani yabanci konusmacilar yaninda gok degerli yerli

konusmacilara da yer verdigimiz kongremizde sizlerle birlikte olmaktan onur
duyacagiz.

Mikrobiyoloji bilimi ézellikle tanisal ve molekuler ydntemler alanlarinda oldukca
hizli bir ilerleme icerisindedir. Dinyadaki son gelismeleri yakindan izlemek,
sadece izlemekle kalmayip uygulamak, tlkemiz bilimadamlarinin gérevi ve
istegidir. Dlzenledigimiz kongrelerde mikrobiyoloji alaninda son gelismeleri
tartismak ve ulusal / uluslararasi diizeyde ulkemizde yapilan bilimsel ¢alismalarin
icerigi konusunda vizyon belirlemek en dnemli misyonumuzdur.

Kongremizi, ulagim kolayligini da géz énune alarak yine Ankara'da dizenlemeyi
planladik. Bagkentimizin en segkin otellerinden Ankara Sheraton’da yeni hizmete
sunulan kongre merkezinin, teknik ve sosyal alt yapisiyla boyle kapsamii bir
organizasyona en iyi sekilde ev sahipligi yapacagina inaniyoruz.

Kongre 6ncesinde Hacettepe Universitesi Tip Fakltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarlar’'nda duzenlenecek ve mikrobiyolojide kullanilan
molekuler yontemleri konu alan uygulama kursu ile belirli sayida geng arastiriciya
ilerdeki calismalarinda yol gésterecegdimiz inancindayiz.

Ankara’'da gorismek dilegi ile saygi ve sevgilerimizi sunariz.

Saygilarimla,

Kongre Dlzenleme Kurulu adina
Prof. Dr. Gllsen Hascelik
Kongre Baskani
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KONGRE YURUTME KURULU

ONURSAL BASKAN
BASKAN

GENEL SEKRETER
BILIMSEL SEKRETER

DUZENLEME KURULU

ALPASLAN ALP
SERPIL ERCIS

KORAY ERGUNAY
SIBEL ERGUVEN
OZGEN ESER
DOLUNAY GULMEZ
CUMHUR OZKUYUMCU
AHMET PINAR

BANU SANCAK
ZEYNEP SARIBAS
BURCIN SENER
FERDA TUNCKANAT
YAKUT AKYON YILMAZ

- AYFER GUNALP

- GULSEN HASQELiK
: DURDAL US

: SEVTAP ARIKAN

HAKAN ABACIOGLU
YURDANUR AKGUN
HANDE ARSLAN
SELIM BADUR
MITHAT BOZDAY!
SELDA ERENSOY
MURAT ERTURK
SUNA GEDIKOGLU
MERAL GULTEKIN
TANIL KOCAGOZ
METIN KORKMAZ
FATIH KOKSAL
SEYYAL ROTA
MEHMET ALI SARACLI
GUNER SOYLETIR
MEHMET TANYUKSEL
ALPER TEKELI
SERDAR TUNCER
EMEL TUMBAY
SEMSETTIN USTACELEBI
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MOLEKULER TANI YONTEMLERI KURSU

Diizenleyenler : Dog. Dr. Ahmet Pinar
Dog. Dr. Ozgen Eser
Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp
Ogr. Gér. Dr. Koray Ergiinay

Yer Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve
Klmlk Mikrobiyoloji AD. Morfoloji Binasi 3. Kat Sihhiye
ANKARA

24 NiSAN 2006 PAZARTESI

SABAH (TEORIK)
1- Hucre parcalama ve nikleik asit saflastirma yéntemleri
2- Nukleik asit amplifikasyon yéntemleri ve elektroforez
3- Mutasyon saptama, tiplendirme ve nlkleik asit dizi analizi yéntemieri

OGLEDEN SONRA (PRATIK)
1- Manuel ve otomatize nukleik asit ekstraksiyonu
2- Agaroz ve poliakrilamit jel elektroforezi
3- Real-time nlkleik asit saptama (Light Cycler)

25 NiSAN 2006 SALI

SABAH (PRATIK)
1- Otomatize DNA dizi analizi
2- Amplicor ve Tagman sistemleri
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GENEL BILGILER

Onemli Tarihle

Kongre Tarihi . 25— 28 Nisan 2006
Kurs Tarihi : 24 — 25 Nisan 2006
indirimli Kayit icin Son Tarih : 31 Ocak 2006
Hosgeldiniz Kokteyli : 25 Nisan 2006

Gala Yemedi : 27 Nisan 2006
Beypazar Gezisi : 29 Nisan 2006

Bildiri Son GondermeTarihi : 28 Subat 2006

Kongre Merkezi
Sheraton Otel - ANKARA

Kongre Dili

Kongre resmi dili Turkge'dir.

Kongre katilimi igin kurumlara verilmek tzere talep edilecek izin yazilar, Kongre Yuritme Kurulu aracilig: ile
isteyen katilimcilara génderilecektir.

Iptalle
Kayit ve konaklama Gcretlerinde, 31 Ocak 2006 tarihine kadar yapilacak iptallerde %50’si iade edilir. Bu
tarihten sonra yapilacak iptallerde iade yapilmayacaktir. Tum iadeler kongre bitiminden sonra yapilacakiir.

Kongre Danisma ve Kayit Masasi Calisma Saatleri:
25— 28 Nisan 2006 tarihleri arasinda: Saat 08:30-18:00

Yaka Kartlari

Tum katilimel ve refakatcilara yaka kart dagitilacaktir. Yaka kartlan katihmeilar, refakatcilar ve ticari
katilimeilar icin ayri renkte hazirlanacaktir. Yaka karti olmayan misafirler kongre aktivitelerine kesinlikle
katilamayacaklardir.

Kredilendirme

Toplantilar ve Workshop Turk Tabipler Birligi tarafindan 23,5 TTB-STE ile kredilendirilmistir.

Katilim Sertifikasi

Tum katilimeilara katilim sertifikalari 26 Nisan 2002 tarihinden itibaren dagitilacaktir. Bu tarihten 6nce
ayrilacaklarin, adreslerini mutlaka danisma masalarina bildirmeleri veya bir baskasinin alabilmesi icin yazili
yetki vermeleri rica olunur.

Kongre Kayitlari

Erken Kayit déneminde, islemlerinizin dogru bilgiler ile kisa strede tamamlanabilmesi ve tarafiniza
konfirmasyon belgesi gonderilebilmesi i¢cin ekte bulunan kayit formunun eksiksiz doldurularak 31 Ocak 2006
tarihine kadar Kubaba Turizm adresine gonderilmesi gerekmektedir.

Kongrede yapilacak kayitlar icin, énceden kongre sekreteryasi ile temasa gecerek yer durumu igin onay
alinmas kaydi ile kongre merkezinde bulunan kayit masasinda da islem yapilabilir.

Kongre kayit ticretlerine; Bilimsel oturumlara katilim, kongre cantasi, 6zet kitabi, yaka karti, katihm
sertifikasi, kahve molalari, program dahilindeki 6gle yemekleri, agilis kokteyli ve gala yemegi dahildir.

Gunlik kayit deretlerine; Kayit yaptinlan ganin bilimsel oturumlarina katilim, kongre cantasi, 6zet kitab!,
yaka karti, katilim sertifikasi, kayit glintine ait kahve molalari, kayit glintine ait 6gle yemegi dahildir.

Kongre Yuratme ve Diizenleme Kurullari karari geregdi kongreye gunlik katilimlar igin, glinlik kayit Gcreti (60
USD)'nin ddenmesi zorunludur.
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29 NISAN 2006 CUMARTESI BEYPAZARI TUR PROGRAMI

Tur Programi
Tarih : 29 Nisan 2006 / Cumartesi
Gezi Baslama Saati : 09:00

Gezi Programi

09:00 Sheraton Oteli'nden yola ¢ikis
10:30 Beypazari’na varis
10:30 — 13:00 Hidirhk Tepesi'ne ¢ikis, panaromik Beypazari, atolye ziyareti (hall,

kilim, el dokumalari), Beypazari Mizesi ziyareti — gelin odasi,
havadanliklar, hayvan kemikleri ve deniz kabuklari-, eski carsida
aligveris icin serbest zaman (gumis, dokuma, el sanatlari, yerel
arunler)

13:00 — 14:30 Circirlar Konagi veya Zindancik’'ta 6gle yemegi (Tarhana Corbasi,
Etli Yaprak Sarma, Beypazari Giliveci veya Urus Kapama, Salata,
ev baklavasi veya h6smerim)

14:45 Ankara’ya dénmek Uzere yola ¢ikis

Beypazari gezisi katihm UGcreti 40 YTL
* Gezinin gerceklesebilmesi igin minimum 15 katilimci gerekmektedir.

NOT: Beypazari gezisine katilacak katihmcilarimizin dénlis ucak biletlerini 29 Nisan
2006 / Cumartesi gunu saat 18:00 ‘den itibaren yaptirmalarini rica ederiz.
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BILIMSEL PROGRAM
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BILIMSEL PROGRAM
24 Nisan 2006 / Pazartesi

Molekuler Tan! Yontemleri Kursu

25 Nisan 2006 / Sali

09:00 - 12:00 Molekuler Tani Yontemleri Kursu
09:00-13:00 Kayit

13:00 - 13:30 Agcilis
Prof. Dr. Ayfer Gunalp
Prof. Dr. Gulsen Hascelik

13:30 - 14:00 Klasik Mzik Konseri

14:00 - 15:00 Agilis Konferansi : FILOGENETIK ANALIZ
Oturum Baskani: Prof. Dr. Ayfer Gunalp
Konusmaci: Prof. Dr. Hakan Abacioglu

15:00 - 15:45 Konferans 2: INSAN GENOM ARASTIRMALARI
Oturum Baskani: Prof. Dr. Seyyal Rota
Konugmaci: Prof. Dr. O. Sadi Yenen

15:45 -16:15 Kahve Arasi

16:15—-17:15 Konferans 3: SAVUNMA SISTEMINDE HUCRESEL
MEKANIZMALAR
Oturum Basgkani: Prof. Dr. Okan Toére
Konusmaci: Prof. Dr. Selim Badur

19:00 Acilis Kokteyli (Anadolu Medeniyetleri Miizesi)

11
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26 Nisan 2006 / Carsamba

08:30 — 09:00
09:00 - 10:15

10:15—-10:45
10:45-11:45

11:45-12:30

12:30 — 14:00

14:00 - 15:00

15:00 - 16:00

16:00 -16:30
16:30 — 18:00

18:00 — 19:00

Sabah Dinletisi

Panel 1: RUTIN MOLEKULER TANI
Oturum Baskani: Prof. Dr. Meral Giltekin

Molekiler Taninin Rutin Uygulamasi
Konusmaci: Prof. Dr. Meral Gliltekin

Klinisyen Yaklagimi

Konusmaci: Dog. Dr. Yesim Cetinkaya Sardan
Laboratuvar Yaklagimi

Konusmaci: Dog. Dr. Ahmet Pinar

Kahve Arasi

Panel 2: BAKTERILERDE DNA SEKANS ANALIZi
Oturum Baskani: Prof. Dr. Neriman Aydin

Use of DNA Sequencing in Bacterial Diagnosis and Characterization
of Resistance Mechanisms
Konugmaci: Prof. Dr. Roland Leclercq

Bakteri Tanimlanmasinda 16S rRNA Sekans Analizi
Konugmaci: Yrd. Dog. Dr. Bilent Bozdogan

Konferans 4: MIKROBiIYOLOJIDE PROTEOMIKSLERIN YERI
Oturum Baskani: Prof. Dr. Ruhi Alagam

Konusmaci: Prof. Dr. Mithat Bozdayi

Yemek Arasi / Poster Tartigmasi (Baskan: ProfDr. Hakan
Abacioglu)

DNA’NIN RENGI

Oturum Baskani: Prof. Dr. Yakut Akyon Yiimaz
Konugmaci: Metin Yahya Uster

Panel 3: TUBERKULOZ TANISINDA MOLEKULER YONTEMLERI
KULLANALIM MI?

Oturum Bagkani: Prof. Dr. Glilsen Hascelik

Konusmacilar: Dog¢. Dr. Nuran Esen, Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

Kahve Arasi

Panel 4: TRANSPLANT HASTALARINDA VIRAL ETKENLERIN
SAPTANMASINDA MOLEKULER TEKNIKLER

Oturum Basgkani: Prof. Dr. Dilek GColak

Solunum Viruslari

Konusmaci: Prof. Dr. Dilek Colak

Herpes Viruslar )
Konusmaci: Uzm. Dr. Ayla Ozcan

Hepatit Viruslari

Konusmaci: Prof. Dr. Arzu Sayiner

Polyoma Viruslar

Konugmaci: Dog. Dr. Aysin Zeytinoglu

So6zii Bildiriler

Oturum Baskanlari: Prof. Dr. Murat Ozsan, Dog. Dr. Ahmet Pinar

12
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27 Nisan 2006 / Persembe

08:30 — 09:00 Sabah Dinletisi

09:00 - 10:00 Konferans 5: ROLE OF BACTERIAL MOBILE DNAs IN THE
EMERGING RESISTANCE TO ANTIBIOTICS
Oturum Basgkani: Prof. Dr. Ferda Tuncgkanat
Konugmaci: Assoc. Prof. Thierry Naas

10:00 — 11:00 Panel 5: HBY MUTASYONLARININ FONKSIYONEL ANALIZzi
Oturum Baskani: Prof. Dr. Selda Erensoy

Tam Genom Analizi
Konugmaci: Prof. Dr. Selda Erensoy

Antiviral llag Direnci
Konugsmaci: Prof. Dr. Mithat Bozday

Mutasyon Analizinin Hasta Y&netiminde Yeri
Konugmaci: Uzm. Dr. Riighan Sertoz

11:00 - 11:30 Kahve Arasi

11:30-12:30 Soylesi
Oturum Baskani: Prof. Dr. Semsettin Ustacelebi
Konuk Konugmaci: Tayfun Talipoglu

12:30 — 14:00 Yemek Arasi / Poster Tartismasi (Baskan: Prof.Dr. Dilek Colak)

14:00 — 15:00 Konferans 6: APPLICATION OF MOLECULAR METHODS IN
DIAGNOSIS OF DERMATOPHYTOSIS BASED ON THE
CURRENT SPECIES CONCEPT
Oturum Baskani: Prof. Dr. Emel Timbay
Konusmaci: Dr. Yvonne Graeser

15:00 — 15:30 Kahve Arasi

15:30 — 16:10 Konferans 7: HIV GENOTIP TAYINi VE HIV GENOTIPLERININ
ULKEMIZDEKIi DAGILIMI
Oturum Baskani: Prof. Dr. Dirdal Us
Konusmaci: Prof. Dr. Gllden Yilmaz

16:10 - 18:10 Molekiiler Tanida Yeni Sistemler (Firma Sunular)
Oturum Baskani: Prof. Dr. Burgin Sener

20:00 Gala Yemegi (Sheraton Otel)

13
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28 Nisan 2006 / Cuma
09:00 - 10:00 Konferans 8: THE DIAGNOSIS OF PARASITES IN VARIOUS

10:00 - 11:00

11:00 - 11:30
11:30 -12:15

12:15 -13:30

13:30 - 14:30

14:30 - 15:15

15:15-15:45
15:45 - 16:25

16:25 - 16:45

CLINICAL SAMPLES: NEW METHODS

Oturum Baskani: Prof. Dr. Ulgen Zeki Ok

Konusmaci: Dr. Andrea J. Linscott

Panel 6: BAKTERIYOLOJIDE MOLEKULER YONTEMLERIN RUTIN
LABORATUVARDAKI YERI

Oturum Baskani: Prof. Dr. Gliner Sdyletir

Bakteriyel Enfeksiyonlarin Tanisinda Yeni Molekiiler Testler
Konusmaci: Dog. Dr. Tanil Kocagéz

Bakteriyel Enfeksiyonlarin Tedavisi ve Takibinde Molekiiler Testler
Konusmaci: Dog¢. Dr. Ufuk Hasdemir

Enfeksiyon Kontrol Programlari ve Molekuler Testler
Konusmaci: Prof. Dr. Sesin Kocagdz

Kahve Arasi

Konferans 9: “MICROARRAY” TEKNOLOJISINDE SON
GELISMELER

Oturum Baskani: Prof. Dr. Ayhan Kubar

Konusmaci: Uzm. Dr. Serdar Tuncer

Yemek Arasi

Uydu Sempozyumu: Kus Gribinin Molekiiler Tanisi

Oturum Baskani: Prof. Dr. Dirdal Us

Konusmaci: Dr. Olfert Landt

Panel 7: INVAZIV MANTAR ENFEKSIYONLARINDA MOLEKULER
YONTEMLERIN KULLANIMI

Oturum Baskani: Prof. Dr. Sevtap Arikan

Etken Mantarlarin  Klinik Ornekie Molekiiler Ydéntemlerle
Gosterilmesi ve Tanimlanmasi

Konusmaci: Dog¢. Dr. Ayse Kalkanci

invaziv Mantar Enfeksiyonlarinda Molekiiler Epidemiyolojinin Yeri
Konusmaci: Dog. Dr. Mehmet Ali Saracl

Antifungal Direncin Molekiiler Yéntemlerle Saptanmasi
Konusmaci: Dog¢. Dr. Banu Sancak

Panel 8: ANTIPARAZITER ILAGLARA DIRENG
Oturum Baskani: Prof. Dr. Sibel Ergliven

Antiparaziter llaglara Kargi Direng Mekanizmalar
Konusmaci: Prof. Dr. Mehmet Tanylksel

Antiparaziter llaglara Karsi Direncin Saptanmasi
Konusmaci: Prof. Dr. Metin Korkmaz

Kahve Arasi

Konferans 10: BiYOTEKNOLOJIDE UNIVERSITE-SANAYI iSBIRLIGI
Oturum Baskani: Dog. Dr. Tanil Kocagdz

Konusmaci: Uzm. Dr. Serdar Tuncer

Kapanis

14
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FILOGENETIK ANALIZ

Prof. Dr. Y. Hakan Abaciogiu
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiitesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD
Inciraltr 35340 [zmir

Filogenetik, tirlerin evrimsel gegmisini inceleyen bilim dalidir. Yunanca “phylon”
(kok) ve “genesis” (kéken ya da yaratilig) sézclklerinden taretiimistir. Tarlerin
morfolojik 6zelliklerini inceleyen geleneksel yontemlere, son yillarda nikleik asit
ve aminoasit dizilerinin incelendigi molekuler filogenetik yontemler eklenmistir.
Filogenetik analiz, filogenetik aga¢ olusturma yéntem ve yaklagimlarini tamimlar.
Bu yazida, molekuler filogenetik yéntemler ele alinacaktir. Bu baglamda, once
filogenetik adac ve sik kullanilan terimler tanitilacak, ardindan filogenetik analiz
basamaklari ele alinacaktir.

Filogenetik aga¢ ve temel terimler
Filogenetik agag, bir kokl, dallari ve yapraklari olan gergek bir agaca benzer

(Sekil 1).

UG DUGUM - TAKSA
(TERMINAL NODE)

ic DUGOM
CYINTERNAL NODE)S

DAL
(BRANCH)

KOK

Sekil 1: Filogenetik agacin temel bilesenleri

Agacin kokii en eski ortak atayr gosterir. i diigiimler (internal nodes) son ortak
atayr tanimlar. Dallar (branch) dagumleri birbirine baglar; her bir dal bir soyu
(lineage) gosterir. Dallarin en u¢ kisminda agacin yapraklarina karsilik gelen ug
digam (terminal node) bulunur. Bunlara bazi kaynaklarda OTU (operational
taxonomic unit = islemsel taksonomik birim) ya da takson (taksonomik grup)
adlari da verilmektedir. Her bir u¢ dugum (OTU ya da takson), gercekte analizde
kullanilan bir diziye karsilik gelir. Ornedin Sekil 2'deki A, B, C, D ve E birer
taksona karsilik gelmektedir. Agacin bir bltlin olarak dallanma paternleri o
agacin topolojisini olusgturur.
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Bir i¢c dugum ve bundan tireyen tim yapilar monofiletik grup ya da “clade”
(Tarkee karsilik olarak egkokii sézcugunu 6neriyorum) olarak adlandirilir. Eger
bu yapilardan bazilari grubun disinda tutulursa o zaman parafiletik gruptan séz
edilir. Bunun en tipik érneklerinden biri HIV-1 “clade” leri, diger bir deyisle genetik
subtipleridir. HIV-1 grup M iginde 9 saf “clade” ya da subtip (subtip A-D, F, G, H,
J, K) bulunur. Dolayisiyla grup M monofiletik bir grubu tanimlamaktadir. Bu
gruptaki UOyelerden biri disarida (6rnedin subtip H) birakilirsa, geri kalanlar
parafiletik bir grup olusturur.

Filogenetik agag farkli bicimlerde cizilebilir. Ornegin agac Sekil 2b ve 2¢ de
géruldtgu gibi yana cevrilebilir. Bazi filogenetik agaclarda ise kék bulunmaz
(kbksuz= unrooted) (Sekil 2d).

& A A
5 B :] i
C
C
D D B C
£ E
a b ¢ d

Sekil 2: Farkli agag stilleri. Her 4 sekildeki agac¢ benzer filogenetik iligkiyi
gostermektedir. “a”, “b” ve “c” kéklu agaclar olup “d” ise kdkstzdur.

Molekuller filogenetik agaclarda dallarin uzunlukiari taksonlarin evrimsel
farklarina bagl olarak degiskenlik gdsterir. Dolayisiyla dal ne kadar uzunsa, bu
dalla iligkili diziler evrimsel olarak digerlerinden o kadar farklidir. Bu tlr agaclara
filogram adi verilir (Sekil 3b). Dal uzunluklarinin herhangi bir anlam ifade
etmedigi, yalnizca dallanma paternlerinin gosterildigi agaclara ise kladogram
(Sekil 3a) denir. Ultrametrik agaclarda ise dal uzunluklari evrimsel degisim icin
gecen zamana karsilik gelir (Sekil 3¢). Molekuler filogenetik analizlerde blyuk
cogunlukla filogramlar kullanilir.

a) Kladogram (b) Filogram c) Ultrametrik aga
gag
o ﬂ R E
A A . = == A
st e ¥ [ Y———ET—,: =Y
Anigeresz Genetik degisim ZAmel

Sekil 3: Agac turleri
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Homoloji

Filogenetik analizlerin 6zini homolog ozelliklerin karsilastiriimasi olusturur.
Homoloji, iki tir (gen, vb) arasinda ortak kokenlerinden (atalarindan)
kaynaklanan benzerliklerdir. Ancak, iki tar arasindaki her benzerligin homolojiden
kaynaklanmayabilecegi unutulmamalidir. Bazen yakinsak evrim (convergent
evolution) yoluyla farkli turler benzer ozellikler gelistirebilir. Buna analoji adi
verilir. Bu durum farkli tarlerin benzer cevresel kosullara uyum saglama
sirecinde benzer oézellikleri birbirlerinden badimsiz olarak kazanmalari ile
iligkilidir.

DNA diizeyinde farkli homoloji modlarini tanimlamak tzere 1970 yilinda Fitsch
tarafindan ortoloji ve paraloji kavramlari ortaya atiimistir. Ayni son ortak atadan
koken alan iki ayri tirde bulunan homolog genlere ortolog genler adi verilir. Bu
genler iki turin farklilasmasi sirecinde ortak atadan kalitlmistir. Diger bir
deyisle, bu genler vertikal olarak bir nesilden digerine aktarilir. Paralog genler
ise multigen ailelerinin Gyeleri olup, gen duplikasyonu sonucu ortaya cikan
genlerdir (Sekil 4). Paralog genler kullanilarak yapilan ve tar iligkilerini
tanimlamaya yénelik filogenetik analizlerde, gen kopyalarindan bazilarinin sureg
icinde kaybolmasi durumunda hatali sonug alinabilecedi unutulmamalidir. Ancak
kopyalar tamamsa, paraloglar birbirlerinin dogal dig grubu olarak davranirlar ve
agacin koklendiriimesini saglarlar.

A1 ile A2 paralogtur

A2q ile A2r ortologtur

4

Sekil 4: Ortoloji ve paraloji. (1) p turinde bir A geni (2) gen duplikasyonu ile
cogalir, (3) cogalan gen evrimle digerinden farklilagir ve A1 ve A2 diye 2 ayri gen
ortaya cikar. Bu genler paralogtur. (4) p tart q ve r tirlerine farklilasir. Ortak
atadan kalitilan A1 ve A2 genleri, yeni tirlerde A1q, Alr, A2q ve A2r olarak
adlandirilir. A1q ve A1r ile A2q ve A2r ortolog genlerdir. Tanim geredi A19-A2q
ile A1r-A2r ciftleri paralogtur.
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Kok olusturma

Agacta kok olusturmanin iki yolu vardir. Bunlardan ilki analizlerde bir “dis grup”
(outgroup) kullanmaktir. Dig grup, incelenen grubun dogal Uyesi olmayan
herhangi bir diziyi tanimlar. Genel bir kural olarak monofiletik grubun disinda
birakilan Gyenin dig grup olarak kullaniimasi dogru degildir. Bir dis grup
olmadiginda, adaci kokslz cizmenin hi¢ bir sakincasi yoktur. ikinci yol ise
molekuler saati gecerli kabul ederek ortak atadan tlreyen tim soylarin ayni
hizda evrildiklerini varsaymaktir. Bu durumda birbirine evrimsel olarak en uzak iki
takson arasindaki dal(lar)in orta noktasina kok yerlestirilir (Sekil 5).

d(A;D)=10 +3+5=18
Orta nokta= 18/2=9

E ~
Sempanze

Orangutan

Tavsan

a b

Sekil 5: Agaci kéklendirme iki bicimde yaplilabilir: (a) bir dis grup (bu érnekte
tavsan) kullanilarak ya da (b) molekuler saat hipotezi dogrultusunda orta
noktanin hesaplanmasi.

Filogenetik analiz basamaklari

Molekuler filogenetik analiz, (i) karsilastirilacak verilerin bir araya getiriimesi ve
dizenlenmesi, (i) aga¢ olusturma ve (iii) agacin guvenilirliginin sinanmasi
basamaklarindan olusur. Bu basamaklari daha ayrintii ele almadan O6nce
filogenetik analizlerin dogasinda bulunan bazi temel varsayimlari gézden
gecirelim:

e Tum tdrlerin atalari en eski ortak atadan turemistir. Evrimsel surecte
ortaya c¢ikan turler son ortak atadan tur farklilasmalari ile olusmustur.

o Filogenetik analizlerde karsilastirilan diziler homologtur. Yani, bunlar son
ortak atadan kalitilan ortak ozelliklere sahiptir.

¢ Filogenetik adacta dallanma gerceklestikten sonra her dal digerinden
bagimsiz olarak evrilmistir. Ancak, farkl tdrler arasinda rekombinasyon,
gen konversiyonu ya da yatay gen aktarimlari (transpozisyon,
transduksiyon, vb yollarla) araciigi ile bu varsayim ihlal edilebilir.
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Dolayisiyla, gen filogenileri her zaman tur filogenilerini yansitmayabilir.
Birden ¢ok sayida genin incelenmesi tr filogenileri agisindan daha dogru
sonug¢ vermektedir.

¢ Analiz icin secilen érneklem, genel populasyonu yansitmaktadir.

e Orneklerdeki dizi degiskenligi analiz icin vyeterli filogenetik sinyal
icermektedir. Ornegin, HCV 5-NCR dizileri ana genotiplerin birbirinden
ayrimini saglayacak filogenetik sinyal icermekle birlikte, subtip ve izolat
bazinda ayrim yapacak dizi degiskenligine sahip degildir. Bu nedenle,
érnegin nozokomiyal bir HCV salginini incelemek icin 5°-NCR dizileri
yeterli olmayabilir. Bu durumda genetik degiskenligi daha fazla olan NS5
bolgesi kullanilabilir.

a. Veri toplama ve diizenleme

Agac olusturmada ilk adim bir veritabani olusturmaktir. Bu amacla kendi
dizilerinizi ya da veri bankalarindaki dizileri ya da bunlarin bir karigimini
kullanabilirsiniz. Veri toplama ve inceleme igin kullanabileceginiz bazi kaynaklar
asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 1: Biyoinformatik kaynaklar *

Veri tabanlan GenBank (ABD): http://www.ncbi.nlm.nih.gov
EMBL (AB): http:.//www.ebi.ac.uk/Databases/
DDBJ (Japonya): http://www.ddbj.nig.ac.jp/

Arama motorlan

Anahtar sézctlikle SRS: http://srs.ebi.ac.uk/

arayanlar Entrez: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
Benzerligi saptayanlar BLAST: hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Coklu dizi hizalama  Clustal X: ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/
(multiple sequence BioEdit: http://mww.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htm!

alignment)

Filogenetik analiz MEGAZ2: http://www.megasoftware.net/
PHYLIP:
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
Treeview:

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
PAUP: http://paup.csit.fsu.edu/index.html

PAML: http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html
MrBayes: hitp://morphbank.ebc.uu.se/mrbayes
BEAST: http://evolve.zoo.ox.ac.uk/beast

* Tabloda yer alanlar en sik basvurulan kaynaklar arasindan secilmistir. (2 no’lu kaynaktan
degistirilerek alinmistir)

Tablo 1'de yer alan 3 veri tabani bilgileri ortaklagsmaktadir. Dolayisiyla herhangi
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birinde yer alan bir bilgi digerlerinde de yer almaktadir. Ulkemizde de en sik
kullanilan veri bankasi olan GenBank'te aranilan verilere Entrez ya da BLAST
programlari araciligiyla ulasilabilir. Biyoinformatikte kullanilan yazilimlar nikleotit
ya da aminoasit dizilerini ancak belirli bir formatta sunulduklarinda
taniyabilmektedir. Ornegin en sik kullanilan formatlardan biri olan FASTA formati
ornegi asagida yer almaktadir. Bu formatta ilk satir dizinin 6zelliklerine iliskin
aciklama icerir. Bu satir daima “>" (blyUktlr) simgesi ile baslamalidir. ikinci
satirdan itibaren ise diziye ait veriler yer alir.

>CPZANT

ATGGGAGCGGGGGCGTCTGTTTTGAGGGGAGAGAAGCTAGATACATGGGA
AAGTATCAGGCTTCGGCCCGGTGGCAAGAAAAAGTACATGATAAAACATCT
GGTTTGGGCAAGATCGGAGCTGCAGCGTTTTGCGCTCAGCTCCTCCCTT

CTAGAAACATCAGAAGGTTGTGAAAAGGCTATCCATCAATTGAGCCCTTCCA
TAGAAATAAGATCCCCTGAAATAATATCTTTGTTTAACACCATTTGTG

Internet ortaminda bircok sitede (oérn.
http://www.ebi.ac.uk/help/formats frame.html) bu formatlara iligkin bilgi yer
almaktadir.

Incelenecek homolog diziler belirlendikten sonra, bunlarin  hizalanmasi
(alignment) gerekir. Hizalama, ciftlerarasi dizi hizalamasi (pairwise sequence
alignment) ya da coklu dizi hizalamasi (multiple sequence alignment)
yaklasimlari ile gergeklestirilebilir. Molekuler filogenetik agaglarda genellikle coklu
dizi hizalamasi kullanilir. Populer bir hizalama programi olan Clustal, ilerleyici
(progressive) coklu dizi hizalamasi yaklasimini kullanir (Sekil 6 ve 7).

Al- B

DiZi A: GCATTACTTACC
DIZ! B: GCTTTTCTTACC
DiZi C: GAATTAGTTTCC c|075 050 -

B|083 - Dizf B: GCATTACTTACC
A — Dizi A: GCTTTTCTTACC
DiZi C: GAATTAGTTTCC

A B C c

Sekil 6: Coklu dizi hizalamasi: Incelenecek diziler, ciftler halinde kiyaslanarak
aralarindaki benzerlik oranlari bulunur. Yukaridaki érnekte A ve B dizileri
arasinda benzerlik 10/12= 0.83, A ve C arasinda 0.75, B ve C arasinda ise
0.50'dir. Bu oranlardan yola ¢ikilarak bir “kilavuz agag” (guide tree) olusturulur.
Bu agacta, benzerlikleri en yiksek oldugu icin 6nce A ve B dizileri hizalanir,
sonra bu dizilere C dizisi eklenir.
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A B c D E F G H J K
1. BASAMAK A+B E+F J+K
2. BASAMAK AB+C EFTG
3. BASAMAK ABC+D EFG +H
4, BASAMAK ABCD + EFGH
5. BASAMAK ABCDEFGH + JK

Sekil 7: ilerleyici ¢oklu dizi hizalama: Hizalamaya eklenecek diziler kilavuz
agactaki siraya gore belirlenir (2 no'lu kaynaktan degistirilerek alinmigtir)

Hizalamalardaki en kritik noktalardan biri araliklarin (gap) nereye ve hangi
miktarda konacagidir. Araliklar hizalanan genlerden birindeki delesyona ya da
dider bir gendeki insersiyona bagl olabilir. Bu nedenle, her iki durumu da
kapsayan ‘“indel” terimi kullaniimaktadir. Hizalama programlarinda aralik
koymanin bir ceza puani vardir. Araligi uzatmanin puani aralik koymaktan daha
dusuktir. Hizalama programlarinin  araliklar konusunda hata yapabildigi
unutulmamalidir. Bu nedenle, Clustal ile hizalanan dizilerin BioEdit gibi elle
hizalama yapilabilen bir programa aktariimasi gerekebilir.

b. Aga¢ olusturma

Hizalamada incelenen dizilerin homolog olmasi gerektiginden s6z etmistik. Bu
gereklilik aslinda hizalanan dizilerde alt alta gelen her karakter (nukleotid ya da
aminoasit) icin de gecerlidir. Bu karakterlerin son ortak atada ayni pozisyonda
yer alan karakterlerden turedigi varsayilir. Dolayisiyla, dogru bir filogenetik analiz
icin dogru bir hizalama olmazsa olmaz kosuldur. Analiz i¢in secilecek bdlgenin
olas! oldugunca aralik (indel) icermemesi ve benzer sayida karakter icermesi
istenir. Analizlerde dikkat edilmesi gereken ikinci nokta, protein kodlayan gen
bélgeleri icin dizilerin DNA mi yoksa protein diizeyinde mi incelenecegi kararinin
verilmesidir. Yakin benzerligi olan diziler icin DNA, uzak benzerligi olanlar i¢in ise
protein dlzeyinde inceleme yapilmasi uygun olur. Uzak benzerlikler igin DNA
dizilerindeki kodonlarin Gcunclu pozisyonlarindaki nukleotitler devre disi
birakilarak inceleme yapilmasi yeg@lenir. Cunkl bu pozisyondaki degisiklikler gok
nadiren aminoasit dlizeyinde degisiklige neden olur.
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Filogenetik agac¢ olusturmada kullanilan analiz yontemleri kullandiklari veri turQ
ve hesaplama yaklasimina gore siniflandirilabilir (Tablo 2). Bazi analizler veri
olarak evrimsel uzakliklar! (distance) bazilar da karakterleri kullanir. Hesaplama
yontemi olarak bazilari kimelesme algoritmlerini bazilari da optimalite él¢ttlerini
kullanir.

Tablo 2: Filogenetik agac¢ olugturma ydéntemleri

Hesaplama yontemi
Optimalite digiitleri Kiimelesme algoritmi
Maksimum parsimoni (maximum
parsimony)
Maksimum olabilirlik (maximum
s | Karakter | b clihood)
2 . .
E‘: Bayesyan analizlar (Bayesian
=) analysis)
- . s ; UPGMA
Uzakiik Minimum evrim (minimum evolution) Komsu birlestirme (neighbour-
En az kareler (least squares) joining)

Kimelesme algoritmi kullanan yéntemler veri tOri olarak evrimsel uzakhdi
kullanirlar. Uzaklik (d) en basit olarak iki dizi arasinda farkli olan karakterlerin
sayisinin (n), dizideki toplam karakter sayisina (N) boélinmesi ile bulunur (d=
n/N). Ancak, bu tur bir hesaplamada iki dizi arasinda gézlenen farkliliklar, bunlar
arasindaki evrimsel uzakligi gercekgi bir bicimde yansitmaz. Bu nedenle, Jukes-
Cantor, Tajima-Nei, vb farkli evrimsel modeller gelistirilmistir. Kimelesme
yontemi kullanan ydntemlerin en blyuk avantaji, ¢ok sayida veriyi hizla
incelemeye olanak saglamasidir. Dezavantajlari ise dizilerdeki bilginin sayilara
(evrimsel uzaklik) indirgenmesi nedeniyle, bazi filogenetik bilgilerin yitirilmesidir
(Tablo 3).

Optimalite ol¢ltleri kullanan yontemler arasinda en eskisi maksimum
parsimonidir (MP). Bu yoéntem, gézlenen degisiklikleri aciklayabilecek en az
mutasyonla olusturulabilen agaci arastirir. En basit (parsimonious) aciklamanin,
evrimsel sureci en iyi acikladigini varsayar. MP birbirlerine ¢ok benzer dizilerin
filogenisini incelemek icin uygun bir yontemdir. Ancak, farkli evrimsel hizlara
sahip dizilerin incelenmesi igin uygun degildir.

Uzun suUre oOnce birbirlerinden ayrilan ya da hizla evrilen diziler arasindaki
filogenetik iligkileri tanimlamak icin, maksimum olabilirlik (ML) gUvenilir bir
yontemdir. ML, secilen bir evrim modeline gére gdzlenen dizileri aciklayabilecek
en yuksek olasiliga sahip agacin belirlenmesi esasina dayanir. Son yillarda ML
yontemine benzeyen ve Bayes kuraminin uygulandigi yeni agac olusturma
yontemleri ortaya ¢ikmistir. Bu ydntemlerde, belirli bir hipotezin én (prior) olasiligi
ile bu hipotezin olabilirlik (likelihood) orani carpilarak art (posterior) olasilik
hesaplanir. Art olasiligi en ylksek bulunan hipotezin en optimal hipotez oldugu
varsayllir. Bayesyan analizlerini cazip kilan hususlardan biri, karmasik evrim
modellerinin sinanmasina olanak vermesidir. Bu yolla, farklilasma zamanlarinin
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hesaplanmasi, dogal seleksiyon icin 6nemli rezidilerin belirlenmesi ve
rekombinasyon noktalarinin saptanmasi gibi ML ve diger yéntemlerin yetersiz
kaldigi analizlerin yapilabilmesine olanak saglar.

Tablo 3: Agac olusturma yontemlerinin karsilastiriimasi

Yéntem Ustiinliikleri Kisitlar Yazihm

Komsu birlestirme Hizl Sayisal degerlere indirgenme PAUP

(Neighbour joining) nedeniyle filogenetik bilgilerin PHYLIP
bazilari yitirilir. MEGA

Birbirinden farkli diziler igin
dogru sonuc vermeyebilir.

Maksimum parsimoni | Birbirleriyle yakindan ilintili | Evrimsel hizlar birbirinden PAUP
diziler i¢in uygun farkli diziler icin uygun degil PHYLIP

MEGA

NONA

Maksimum olabilirlik | Evrimsel hizlari farkli ya da | Cok yavas PAUP
uzaktan ilintili diziler icin PHYLIP

uygun PAML

Bayesyan ML y&ntemine benzer On olasiliklarin bilinmesi ile MrBayes

ilgili sorunlar BAMBE

(3 no'lu kaynaktan degistirilerek alinmistir)
c. Agacin giivenilirliginin sinanmasi

Filogenetik agacin topolojisinin ne oranda guvenilir oldugunu sinamak Gizere bazi
istatistiksel yéntemler gelistiriimistir. Bunlar arasinda en sik kullanilani olan
‘bootstraping”  analiz, kullanilan  verilerin  olusan  adaci destekleyip
desteklemedigini sinar. Bu amagla, dizilerden rastgele olusturulan alt kiimelerin
orijinal agaca ne oranda benzedidi hesaplanir (Sekil 8). Yiizde 70 ve Gzerindeki
degerler guvenilir kabul edilir.
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KOPYA 1 l KOPYA 2 v KOPYA 3 v

1. BASAMAK 3
Rastgele 1000 kopya alugturulur g o3 o
i

2 BASAMAK — A E
Her kapya igin ayn adag clugturulur

67%

3 BASAMAK L .
Sonug: sekideki gruplanma 3 kopyadan ¥
Ikisinde {%67) ayridir

Sekil 8: Bootstrap analizi (2 no’lu kaynaktan degistirilerek alinmistir)
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iNSAN GENOM ARASTIRMALARI VE INFEKSIYON HASTALIKLARI
Prof. Dr. Osman Sadi Yenen

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Istanbul

infeksiydz hastaliklara genetik duyarlilik/direnglilik

Kimi infeksiyéz hastaliklarin kimi bireylerde farkli gidis gosterdigine iliskin gdzlemlere
dayanan verilerin tarihi gok eskilere kadar gitmektedir. Benzer sekilde kimi infeksiy6z
hastaliklarin kimi toplumlarda ya da etnik gruplarda farkli davraniglara sahip oldugu da
bilinmektedir. Bu durumun konadin genetik yapisiyla iliskili olabilecegine iliskin ilk
calismalar 1900’lerin ilk yarisinda ikizler, evlatliklar ve cesitli etnik topluluklar dizeyinde
yapilan arastirmalarla baslamistir’. Bugiin, genel olarak, mikroorganizmalarin gevreyle
girdigi iliskilerde, ¢cevreden gelen uyarilarin etkisiyle devamli bir adaptasyon gegirdikleri
ve bu adaptasyon siirecinin konak-mikrop etkilesiminde cesitli varyasyonlara yol actigi
diistiniilmektedir’. Bu tiir etkilesimlerin evrimi, sonucta bir simbiyoza yol agiyorsa, bu
hem mikrobun hem de konagin yararina bir evrimlesmedir. Bu agidan bakildiginda,
evrimsel stazin saglandigi durumlarda infeksiydz hastalik ortaya ¢ikmaz; hastalik, ancak
heniiz tamamlanmamis bir uyum siirecinin driintidir. Ote yandan, epidemiler sirasinda
ya da infeksiydz hastaliklarla uzun sireli temaslarin bir sonucu olarak ortaya gikan
secilim baskisinin, konagin genetik yapisini etkileyebileceg@ine iliskin gortsler de gok
yeni degildir. Dogrusu, infeksiydz hastalikla konagin genetik yapisinin etkilesimine
iliskin, dolayli da olsa ilk énermeler 1931’de Garrod ve 1948 tarihinde de Haldane'e
kadar uzanir®.

Kan gruplarinin 1900 yilinda kesfinden sonra, kimi infeksiydz ve infeksiy6z olmayan
hastaliklarla kan grubu fenotipleri arasindaki iligkilerin arastinimasi, 6nemli ilgi
alanlarindan biri olmustur. Her bir ABO fenotipinin, eksik olan fenotipe karsi antikor
gelistiriyor olmasinin, bu epitoplari tasiyan mikroorganizmalarla provokasyona bir yanit
olarak ortaya c¢iktigi olasiligl, infeksiydz hastaliklarla bu iliski arastirmalarinin temelini
olusturmustur®. Infeksiydz olmayan hastaliklarla iligkide ise, ABH benzeri antijenlerle
donanimli mikroorganizmalarin roliiniin bir sonucu olabilme olasiligi, aragtirmalarin
temel yonlendiricisi olmustur. Bu baglamda, gicek, influenza A2, bilharzial hepatik
yetersizlik, tropikal eozinofili, romatizmal kalp hastaligi, serebrospinal sifiliz ve
romatizmal ates gibi hastaliklarla kimi kan grubu fenotipleri arasinda olasi iligkiler ileri
surtlmustir. Ancak, konagin genetik yapisi ile bir infeksiyona karsi direncin varligi ilk
kez, 1949'da JBS Haldane tarafindan talasemi ile sitma arasinda kuramsal olarak
kurulmustur®®.

Gelisen genetik yaklasimlar ve teknolojik ilerlemeler sayesinde kimi infeksiy6z
hastaliklara karsi direncin Mendelyen (monogenik) ozellikte oldugu saptanmigtir. FY
(DARC), CCR5 ve FUT2 genlerindeki mutasyonlarin, sirasiyla Plasmodium vivax, HIV
ve norovirus infeksiyonlarina kargi direngten sorumlu olduklarina iligkin ciddi kanitlar
elde edilmistir®. P. vivax infeksiyonuna kars direncin temelinde, sonugta Duffy kan
grubu negatifligiyle kendini gosteren, FY geninde bir SNP (tek nikleotid polimorfizm)
varligi sézkonusudur’. FY geni tarafindan kodlanan Duffy antijeni gesitli hiicre tiplerinde
sergilenen bir kemokin reseptéridir. Bu nedenle bu antijene “Duffy antigen/receptor for
chemokines” ifadesinin kisaltilmig hali olan DARC adi da verilmektedir. P. vivax, bir
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Duffy-binding protein araciliglyla DARC’a baglanir. HIV infeksiyonuna karsi direng,
CCRS reseptorinin 1 transmembran bdélgesinin bir bélimiind kodlayan kismindaki 32-
bp’lik bir delesyonun (delta32) sonucudur®. Norwalk viruslari H-1 tip oligosakkarid
ligandlara tutunurlar, bu nedenle bu ligandin sergilenmemesine neden olan ABH doku-
kan grup ailesinde, alfa(1,2)fukoziltransferaz (FUT2 enzimi) geninde homozigot
mutasyon varligini tagiyan bireyler (nonsekretoér ya da sekretér negatif fenotip bireyler
olarak da adlandirilirlar) noroviruslara direnglidirler”"". Gériilecedi gibi bu genler, ilgili
patojenin, sirasiyla eritrositlere, CD4 T hiicrelere ve barsak epitel hicrelerine
tutunmalariyla ilgili hiicre ylizeyi reseptorlerini kodlamaktadirlar. Bu genlerde ortaya
¢ikan (homozigot) mutasyonlar patojenlerin hedef hicreye girmelerini 6nleyerek,
infeksiyon geligsimini engellemektedirler.

Bu bireysel genlerdeki mutasyonlarin yaninda kimi genlerdeki mutasyonlarla iliskili
heterozigot genotiplerin de hastalik siddetiyle iliskili oldugu bilinmektedir. Bu durumun en
bilinen 6rnegi hemoglobinopatilerle sitma arasindaki iliskidir'>™. Kisaca, “sickle”
hemoglobin heterozigot genotipi, siddetli malarya riskinde %901k bir azalmayla
iligkiliyken hemoglobin E Giineydogu Asya’da, hemoglobin C ise, HbS’e benzer sekilde,
Bati Afrika’da hastalik siddetinin azalmasiyla iligkilidir. Yine, alfa ve beta talesemiler P.
falciparum’a kargi koruyucu etki gdstermektedirler. Benzer sekilde, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz eksikligi de siddetli malaryaya karsi korunma saglamaktadir. Bunlar
diginda, 1980’lerden bu yana, malarya ile iligkili olarak, hematolojik aday gen
calismalarina HLA analizleri de eklenmis ve HLA-B ile HLA-DR genlerindeki
varyasyonlarin siddetli malarya ile iligkisi oldugu saptanmistir.

infeksiyéz hastaliklara duyarlii§in olasi genetik temelleri iizerinde yodun olarak
calisilmaktadir ve kimi genetik iliskilerin olabilecegine dair ipucglarinin bulundugu
infeksiyonlarin sayisi gin gegtikge artmaktadir’®'*?. Bu acidan, kimi verilerin elde
edildigi infeksiyonlar arasinda tiberkilloz, lepra, non-tiiberkiiloz mikobakteri
infeksiyonlari, HIV, hepatit B, hepatit C, meningokok sepsisi, Pneumocystis carinii,
Cryptosporidium parvum, EBV, CMV, Toxoplasma gondii, Legionella pneumophila,
Salmonella typhi, Bati Nil virusu ve kimi helmint infeksiyonlari sayilabilir.

Infeksiyon hastaliklarina duyarhlik, basit Mendelyen kalitm kalibini izlemez ve
insanlardaki immiin yanit, genetik olarak kontrol edilen karmasik bir strectir. Genetik
duyarlilik da dahil olmak Gzere, bir infeksiyon hastaliginin ortaya ¢ikmasina ¢ok sayida
faktor katkida bulunmaktadir ve bu nedenle infeksiyon hastaliklari kompleks hastaliklar
olarak ele alinirlar®. Ancak, infeksiyon hastaliklaryla ilgili genetik calismalari, &teki
kompleks hastaliklarla ilgili genetik ¢aligmalardan ayiran en onemli faktér, gevresel
etkilerin ¢ok daha 6nemli olmasidir ve bu nedenle ¢alismalarda bu etkilere de yer
veriimesi zorunludur. Ote yandan, bir infeksiyon hastaliina genetik duyarliligin
aragtinlmasinda, genetik belirleyicilerin  saptanmasi icin  degisik ydntemler
kullanilmaktadir. Bunlardan klasik olanlar; epidemiyolojik calismalar, ikiz ve evlathk
calismalan, pedigri analizleri gibi calismalardir. Bu caligmalarla kalitsallik ve kalitim
modeli belirlendikten sonra, ilgili genlerin ortaya ¢ikariimasinda genom olgeginde bir
yaklagim ya da hipoteze dayali yaklasim kullanilir. Genom olcekli yaklagimda, birliktelik
(linkage) ve baglantililik (association) analizleri kullanilir ki, bunlarin her ikisi de hastaliga
duyarliliktan sorumlu genle iliskili polimorfizmlerin saptanmasina dayanir. Hipoteze
dayali yaklagim ise, hem in vivo hem de in vitro hayvan modellerine ya da insan
verilerine dayanmaktadir. Infeksiyon hastaliklarindaki genetik belirleyicilerin tespitinde
kullanilan ve gln gectikge sayilar artan yodntemlere iliskin g¢ok sayida kaynak
vardir®#%%  Genotipleme  teknolojisindeki,  biyobilisimdeki ve istatistik
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hesaplamalarindaki son gelismeler ve hem mikroorganizma genomlarinin hem de insan
genomunun diziliminin elde edilmesindeki ilerlemeler, beraberlerinde getirdikleri bir gok
sorunla birlikte, infeksiyon hastaliklarinin genetik belirleyicilerinin anlagiimasinda yeni
olanaklar saglayacaga benzemektedirler.

Iinsan genom arastirmalan ve ortaya gikan egilimler

Kromozomlarin kalitim araci oldugunun ve alkaptonirinin Mendelyen aktariminin
gosterildigi 1902 yilindan sonraki insan genomuyla ilgili Snemli donim noktalar; 1944’de
DNA'nin kalitimin kimyasal temeli oldugunun gosterilmesi ve 1953'de de DNA'nin ikili
sarmal modelinin énerilmesi olmustur. Tek kromozomlar, kromozom pargalari ve DNA ile
calismalar sonunda, 1973'de toplanan ilk Human Gene Mapping Conference’da 20
birliktelik (/inkage) grubunu kapsayan yaklasik 100 gene iliskin veriler sunulmustur™.
Somatik hiicre genetigindeki ilelemeler, sonunda insan Genom Projesi (IGP)'nin yolunu
agmis, bdyle bir proje 1980’lerin ortalarinda 6nerilmis ve 1990’larda yurirlige girmistir.
Insan genomunun tam dizilimi ve haritalandiriimasi ¢alismalarinin ilk kaba tamamlanisi
2001'de gergekle;tirilmi; yeni ve daha glvenilir dizilim galismalan ise 2004'de
sonuglandirimistir=>*. Bu gelismeler bilim diinyasinda biyuk bir gosku ile karsilanmistir.
Ote yandan, gerek IGP’nin &nerildigi dénemde, gerek proje calismalari sirerken,
gerekse tamamlandiktan sonra projenin sonuclarinin ne gibi gelismelere yol agacagi,
doguracad: etik sorunlar, bilimsel degeri (zerinde ciddi tartismalar ve elestiriler
yaplmistir’>>

IGP’nin az sayida ve beyaz insanlardan alinan &rneklerle yuritilmesi Insan Genom
Cesitliligi Projesi (IGCP; Human Genome Diversity Project, HGDP) ve HapMap gibi farkli
projelerin gelistiriimesine yol agmistir’®*. Bu projelerin, daha baska birgok sonucunun
yaninda, insan genomunun, bir anlamda mikroorganizmalar tarafindan sekillendirilmesi
nedeniyle, yerel ve toplumsal 6zelliklerinin belirlenerek, konak-parazit iligkilerinin genetik
ozelliklerinin  belirlenmesinde yardimci olacagl diisiinilmektedir®. Insan Genom
Projesindekine benzer bircok elestiri bu projeler igin de yapiimaktadir.

Ote yandan, insan genomunun ayrintilandiriimasiyla iliskili bltin bu galismalar,
teknolojinin de yonlendirmesiyle, giderek yeni bir genetik indirgemeciligin drneklerini
sergilemeye baslamistir. Konumuz agisindan énemli bir egilim; kimi mikroorganizmalarin
molekiiler cesitliligi ile insan gruplar (genetik cesitlilikleri) arasinda kurulan iligkilerle,
insan gocleri arasinda baglar kurma arastirmalarinin yapilyor olmasidir. Bu konuda iki
tipik ornek tiberkiiloz ve HSV-1'dir""*2. Dahasi, érnegdin tiiberkiilozun genetik bir hastalik
oldugu ileri stiriilebilmektedir®. Béylesi calismalar sonug olarak ve kaginilmaz bir sekilde
biiylik 6nermelerde bulunmak durumundadiriar (“results show a very fine example of co-
evolution: the pathogen can be considered a character of the host and vice versa” “4). Bu
nedenle de insanh@in sosyal tarihi, tarih icerisinde infeksiyon hastaliklan ve toplum
iliskileri, infeksiyonlarin toplumlarda yayginlasmasindaki cevresel ve toplumsal kosullarin
gbz ardi edilip sonunda, belki de, toplumlar ve bireyler arasinda yeni “genetik’
hiyerarsilerin kurulmasinda malzeme olma olasiliklan vardir®®. infeksiyon riski
bakimindan 6zgil gen ya da gen varyantlarina odaklanmaksizin, parazit ve konak
genetik dzelliklerinin bu riskieki goreceli katkilarinin belirlenmesi daha onceliklidir®”.
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SAVUNMA SiSTEMINDE HUCRESEL MEKANIZMALAR
Prof.Dr.Selim Badur
istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Istanbul

Yabanci etkene karsi organizmanin kendisini savunmak amaciyla, éncelikli olarak dogal
direnci devreye soktugunu; ancak bu engeli agsmayi basaran diismanlara kargi, sonraki
asamada 0zgll bagisiklik mekanizmalarini kullandiini biliyoruz. Bu arada uzun
yillardan beri bilinmelerine karsin, epitel tabakasi, sitokinler, fagositik hicreler,
kompleman sistemi ve bir dizi antimikrobial peptitler gibi dogal direncin cesitli
yapitaslarini konu alan calismalarin ozellikle son yillarda yodunluk kazandigini
gdrmekteyiz. Ayni dénemde, yukarida saydigimiz klasik dogal direng etkenlerine ek
olarak, gesitli virus infeksiyonlarinda etkili olan ve dogal direng kapsaminda ele alinan
yeni bazi hiicresel faktorler saptanmakta; Hepatit B virusu (HBV) ve Human
immunodeficiency virus (HIV) infeksiyonlari gibi modellerde bu yeni savunma
proteinlerinin nasil etkili olduklari aragtiriimaktadir.

Ornedin CATERPILLER (CLR) gen ailesinin driinleri olan ve yapisal olarak bitkilerin
savunma sistemleri kapsaminda cesitli hastaliklara direng gostermelerinde etkili olan R
proteinlerine benzeyen bir dizi proteinin, inflamasyon ve apoptozda dizenleyici rol
oynadiklari; ayrica patojenleri tanimada devreye girdikleri saptanmistir'. NOD proteinleri
olarak da isimlendirilen bu ailede; CIITA gibi antijen sunan hiicrelerin transaktivatord,
CARD4/NOD1 gibi apoptoz uyaricisi, NOD2/CARD15 gibi Crohn hastaliginda 6nemi
saptanmis olan ve barsaklarda inflamatuar yanit diizenleyicisi, CIAS/ICRYOPYRIN gibi
NF-kB ve IL-1beta inhibitérii, NAIP gibi apoptoz baskilayicisi ve nihayet CARD7/NALP1
gibi kaspazlar zerine etki ederek apoptoz ve inflamatuar yaniti regiile eden molekdller
yer almaktadir®.

Anti-viral etkinlige sahip bir diger protein ailesi, “tripartite motif* (TRIM) protein grubudur.
Uzerinde gok g¢aligmanin yapildigi, sitoplazmada bulunan TRIM 19 ve TRIM 5alfa gibi
maddelerin; HIV, influenza, HSV, Lassa ve Ebola gibi viruslarin replikasyonunu
baskiladiklari ve bu inhibisyonu 6zellikle yeni virus partikillerinin olugumu agamasinda,
viral komponentlerin bir araya gelisini engelleyerek gergeklestirdikleri gdsterilmistir.

S6z konusu bu yeni molekiillerden lzerinde en fazla galismanin yapildid: faktor, ilk kez
2002 yihinda Sheehy ve arkadaslari® tarafindan, HIV modelinde etki mekanizmasi
gdsterilen “apolipoprotein B mRNA-editing catalytic protein (APOBEC)” dir. Galigmada,
hiicrede bulunan CEM15 geninin, retroviruslarin replikasyonunu inhibe ettigi ve
CEM15'in, APOBEC ve forbolin-1 gibi sitozin deaminazlar ile sekans benzerligi
gosterdigi kanitlanmisgtir.

Sheehy ve arkadaslannin® ¢aligmasini izleyen donemde; CEM15 proteini ile ayni
molekiiller olduklari anlagilan APOBEC proteinlerinin, yeni viral partikillerin sentezinde
gerekli olan retroviral cDNA olusumunda sitozinlerin deaminasyonuna yol agarak viral
replikasyonu kesintiye ugrattigi; yasam micadelesi veren viruslarin ise vif (virion
infectivity ~ factor) proteinleri Ureterek APOBEC’leri pargalamaya cgaligtiklari;
omurgalilarda 11 farkli APOBEC proteininin bulundudu; ve nihayet kisa bir stre kabul
gdren APOBEC!lerin klasik etki mekanizmasi olan deaminasyon yolu diginda, farkl
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yontemlerle de viral replikasyonu baskilayabildikleri gésterilmistir. Giinimiizde
APOBEC3F ve APOBEC3G olarak isimlendirilen en az iki proteinin, retroviral
infeksiyonu kesintiye ugratan hiicresel savunma faktérleri olduklarini biliyoruz.

Retroviruslarin replikasyon sirecinin 6nemli bir asamasi olan negatif DNA zincirinin
sentezi sirasinda; APOBEC’lerin neden oldugu sitozin (C) deaminasyonu sonucu
ortamda urasil (U) yigilimi meydana gelmekte, virusun revers transkriptaz enzimi
tarafindan U molekilleri timin (T) olarak algilanmakta ve sonugta pozitif DNA zincirinde
guanin (G) molekdllerinin bulunmasi gereken bélgelere adenin (A) yerlesmektedir.
Boylece genom Ulzerinde olumsuz etkiye sahip ¢ok sayida mutasyon gergeklesmektedir.
Kisaca Ozetlenen bu etki mekanizmasi, omurgalilarda antikor yanmitini etkileyerek
immunoglobdlin siniflarinin degisimine neden olan bir diger sitozin deaminazin, kisaca
AID olarak isimlendirilen “activation-induced deaminase”in etki seklini andirmaktadir.

Burada mutasyonlarin, viruslani nasil etkilediklerine bir goz ataim. Bu agidan
bakildiginda, mikroorganizmalarin yasam savasi, replikasyon siirecinde olusacak
olumlu ve olumsuz mutasyonlar arasindaki denge Uzerine kuruludur. Mutasyon tipleri
agisindan bakildiginda ise, tek bir tip niikleotid stbstitisyonu seklinde kendini gésteren
mutasyon tipine, hipermutasyonlar ad: verilmekte olup, bu gelisme etken agisindan letal
zellik tagir. Bu tip mutasyonlarin bir kismi kizamik virusunda gériildiigiu sekliyle A’in
yerini G’in almasi ile gergeklesir; dider hipermutasyon bicimi ise retroviruslarda
goruldigi sekliyle G yerine A’'in gegmesi yoninde olusur. Yapilan bir calismada, HIV
suslarinda bu tip bir substitisyona periferik mononiikleer hiicrelerde ve ézellikle CD4*
hiicrelerin aktivasyonu asamasinda rastlanildigi bildirilmigtir®.

HIV replikasyonu ve bunu engelleyen APOBEC’lerin etki mekanizmasi, etkeni hiicre
kiltirnde uretme caligmalar sirasinda gdzlenen bazi gelismeleri de agiklamaktadir.
Yillar 6nce HIV kiltdrini gergeklestirmeye calisan arastiricilar, élimsiiz insan T hiicre
kultdrleri hazirlamig ve bu hiicre suslarini “lretime yatkin” (permissive) hiicreler olarak
isimlendirmiglerdir.  Ancak ayni hiicrelerin  yizeyinde HIV reseptdrii  veya
koreseptorierinin bulunmamasi, infeksiyonu olanaksiz kilmig ve bu tip hiicreler, “iiretime
yatkin olmayan” (non-permissive) suslar olarak adlandinimistir. Ayrica vif proteini
sentezlemeyen HIV suslarinin “lretime yatkin” hicrelerde replike olmadiklari ve bu
gelismenin APOBEC etkinligi ile baglantisi oldugu gésterilmistir®. Bu durumda, hiicrenin
kendisini korumak igin dogal direng kapsaminda dederlendirilen yeni bir hiicresel faktori,
yani APOBEC ailesinin proteinlerini kullanarak retroviral infeksiyonlari engellemeye
calistigini; kendi agisindan yasam savasi vermekte olan HIV'in ise vif proteinleri lireterek
APOBEC’leri yikima ugratip, varligini surdiirmeye galistigini séyleyebiliriz.

Anti-retroviral etkinlige sahip APOBEC3G'lerin etki mekanizmalari; memelilerde
karsinojeniteye neden olan APOBEC1 ve imminoglobllin gen dizenlenmesinde
farklilagmalara yol acan AID proteinlerine benzer sekildedir. Nitekim AID’de gériilene
benzer bigcimde, APOBEC3G'ler de DNA molekilinde C/G den T/A’ya degisim sonucu
retroviral hipermutasyonuna neden olurlar’. Sonugta vif sentezleyemeyen HIV suglarinin
uretildigi ve bol miktarda APOBEC sentezledikleri bilinen hiicrelerden alinan retroviral
cDNA’larin dizi analizlerinde, pozitif zincir lizerinde %25'i asan oranda G-A mutasyonu
saptanmistir. Buna karsilik, APOBEC’lerin bulunmadidi ortamlardan izole edilen HIV
suslarinda hipermutasyon hemen hemen gérilmemektedir’. Bu deneysel bulgular;
virusun replikasyonu sirasinda olusan ilk cDNA zinciinde APOBEC3G’nin sitozin
deaminasyonuna yol agarak anti-retroviral etkinlik gdsterdigini ve virusun yasamini
etkiledigini; APOBEC3G’nin DNA-RNA hibridlerine ya da dsDNA’lara degil, sadece tek
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zincirli DNA vyapisina etki eftigini gostermektedir’. Bu arada APOBEClerin
deaminasyonu nasil gerceklestirdikleri de incelenmis ve DNA Gzerindeki sistein ve
histidin molekdllerinin, ginko iyonlarinin katalitik etkisi ve reaksiyona H,O molekilindn
katiimasi ile glutamik asit (zerinden amin grubunun ayrimasina;, sonugta DNA
izerindeki C molekiliniin bu mekanizma uyarinca deaminasyona ugrayip, U'e
déniismesine neden oldugu gdsterilmistir.

APOBEC’lerin etki mekanizmasi incelenirken yanit aranan onemli bir diger konu, bu
molekiiliin viruslara nasil girebildigidir. infekte bir hicrede yeni virus partikilleri
sentezlenirken, hiicre bir yanda da APOBEC Uuretmekte; bu yapilar, yeni olugan viruslara
entegre olmakta ve etkilerini, viruslarin infekte edecekleri yeni hicrelerde
gbstermektedirler. Sitoplazmik yerlesim 6zelligine sahip APOBEC molekiilleri, ya yeni
virus partikiillerinin yapitaglarinin bir araya gelmesi sirasinda, virus igine raslantisal
bigcimde girmekte; ya bu yerlesme asamasina hiicresel bir protein katkida bulunmakta;
ya da Gag proteini gibi bir viral protein, APOBEC’leri bagdlayarak virus igine
cekmektedir'®.

Deaminasyon yapmak suretiyle retroviral replikasyonu bozan APOBEC'lerin, HIV'in vif
proteini tarafindan nasil yikima ugratildid ile ilgili molekiler diizeydeki ¢aligmalar; vifin,
heniiz APOBEC’ler virion igine girmeden once etki ettigini, pollublkltllasyon ve
proteazomda pargalama yaparak APOBEC leri yikima ugrattigini gosterm|§t|r Bu yikim
asamasinda, vifin sahip oldugu elongin B ve C, cullin-5 (CULS) ve ring box-1 (RBX1)
gibi proteinlerin rol oynagi saptanmistir'?. Bu arada tiirler arasindaki APOBEC 6zglliigu
arastinlmis ve sonugta maymunlardan izole edilen SIV'lerdeki vif proteinlerinin homolog
hiicre APOBEC’lerini yikima ugratirken, insan APOBEC3G’leri uzerme etki etmedikleri
gosterilerek vif proteinlerinin tiire 6zgil oldudu saptanmistir’®. Benzer bigimde,
APOBEC3B ve APOBEC3C’nin de SIV i¢in antiviral etkinlik gosterdikleri, buna karsin
HIV’e etki etmedikleri belirlenmistir’®. Dolayisiyla, APOBEC3 ailesinden molekiillerin
6zgll olarak farkli retroviruslara etki ettikleri séylenebilir.

insan genomu, APOBEC3G disinda ve benzer yapida on adet bagka proteini de kodlar.
Bunlarin en az yedisinin APOBEC3G genine yakin gen bélgelerinin Grinleri olmasi ve
amino asit dizilerinin gok benzer olmasi, timiinde antiretroviral etkinin bulunabilecegini
dustundirmis; ancak yapilan aragtirmalar sadece APOBEC3B ve APOBEC3F’in bu tip
bir etkinlige sahip oldugunu gostermistir'>. Ancak bu iki yeni APOBEC'in,
APOBEC3G’den baz farkliliklari bulunmaktadlr Her seyden once APOBEC3B ve
dzellikle APOBEC3F, sitozin deaminasyonunu baska bir dinlikleotid bdlgesinde
gergeklestirirler. Daha da 6nemlisi bu iki APOBEC’in -her ne kadar APOBEC3F
konusunda celiskili yayinlar bulunuyorsa da-, vif tarafindan yikimi s6z konusu
degildir'>'®. Bu arada APOBEC3F ve APOBEC3G’nin ortak 6zellikleri olarak, her ikisinin
de hepatit B virusunun replikasyonunu bozduklari da gosterilmistir'”.

APOBEC’ler konusunda yapilan arastirmalarin ve yayinlarin sayisi gin gectikge
artmaktadir. Yapilan ve yapilacak olan incelemeler, bu 6zel savunma faktdrlerine ait
bilinmeyen bir ¢ok sorunun yanitianmasini saglayacaktir. Ornegin son calismalarda,
APOBEC3G’nin antiviral ézelliginin sitidin deaminaz aktivitesinden bagimsiz olarak da
ortaya cikabilecegi ileri sirilmus; nitekim sitidin deaminidaz etklnllglnden yoksun bazi
mutant APOBEC3G molekiillerinin de HIV-1’i inhibe ettikleri kanitlanmistir™®.

Buraya kadar gesitli 6zelliklerine deginilen APOBEC'ler ile onlari inhibe eden viral vif
proteini arasindaki etkilesimin pratikteki 6nemi nedir? Bu sorunun yaniti heniz
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bilinmemektedir, ancak vif inhibitérleri kullanarak APOBEC’lerin 6nuni agma ya da
APOBEC’leri koruma altina alarak vif proteinlerinden etkilenmelerini engelleme yollar,
belki de ileride HIV infeksiyonlarinin tedavisi amaciyla yararianilabilecek alternatif
yontemler olacaktir.

Sonug olarak, HIV infeksiyonu oOrneginden hareketle, glnimizde cesitli viral
infeksiyonlarin imminopatogenezi konusunda birgcok yeni savunma faktériiniin ortaya
kondugu goriilmektedir. APOBEC’ler ile paralel olarak, &rmegin yine HIV
infeksiyonlarinda “Friend virus susceptibility factor-1” (Fv-1), “restriction factor 1” (Ref1)
ve “Lentivirus susceptibility factor 17 (Lv1) gibi maddelerin, replikasyonu baskilayan
hiicresel faktdrler olduklari belirlenmis'™, ancak kisa siirede bu maddelerin TRIM5
alfa’nin tlre 6zgu varyantlari oldugu kabul edilmistir®.

Sonucta molekiler ydéntemlerde kaydedilen gelismeler sayesinde, eski olanaklarla
gosterilemeyen dislk miktarlardaki bazi hlcresel direng faktérlerini giinimiizde
beliremek mimkin olmakta, hem bilinmeyen yeni savunma mekanizmalari ortaya
konmakta hem de ileriye yonelik yeni tedavi ufuklari dogmaktadir.
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Dog. Dr. Yesim Cetinkaya Sardan
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Molekdller tani yéntemlerinin kullanima girmesi; ilk taninin konulmasi, hastalik
prognozunun ve tedaviye yanitin izlenmesi konularinda Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari
icin yeni firsatlar yaratmistir. Birgok alanda molekiiler ydntemler konvansiyonel
diagnostik yontemlerin yerini almaktan ¢ok, taniyi desteklemek amaciyla kullaniimakta
ve ciddi bir maddi yiikii beraberinde getirmektedir. Bu noktada klinisyenlere disen en
onemli gérev dogru endikasyonlarda molekiiler tani yéntemlerine basvurmak ve gereksiz
tetkik istememektir.

Molekdler tani yontemlerinin en faydali oldugu alanlar asagida siralanmistir:

- Infeksiyonlarin cogundan bir veya iki patojeninin sorumlu oldugu durumlar (6rn.
Chlamydia trachomatis veya Neisseria gonorrhoeae’nin etken oldugu cinsel yolla
bulagsan hastaliklar)

- Bir infeksiyon hastaliginin tedavisi igin etken mikroorganizmanin daha ileri
diizeyde tiplendiriimesinin ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin gerekli olmadigi
durumlar (érn. viral infeksiyonlarin gogu)

- Konvansiyonel diagnostik yontemlerin gtivenilir olmadidi veya suboptimal oldugu
durumlar (6rn. bazi bakteriyel, paraziter, viral ve fungal infeksiyonlar)

- Konvansiyonel tani yéntemlerinin giivenilir oldugu fakat yavag sonu¢ verdigi
durumlar (6rn. Mycobacterium tuberculosis infeksiyonlari)

- infeksiyon etkeninin kantitasyonunun, hastaligin tedavisi ve prognozu yéniinde
one giktigr durumlar (6m. HIV infeksiyonu)

Yavas ureyen veya kiiltiirde tretilemeyen patojenlerin saptanmasi

Konvansiyonel diagnostik yontemlerin yavas sonug verdigi, duyarliliginin dusik ve
pahali oldugu ya da bu yéntemlerle tani konulamayan bazi infeksiyon hastaliklarinin
tanisinda, molekiler ydntemlerin kullanimi 6nemli avantajlar saglamaktadir. Bu
kapsamda hepatit C, enteroviral menenjit, bogmaca, herpes simpleks ensefaliti ve
C.trachomatis’e bagli genital infeksiyonlar gibi bazi infeksiyon hastaliklarinin tanisinda
molekdler tani yontemleri altin standart olarak kiiltiiriin yerini almistir. Ayrica ¢ok hassas
veya zor Ureyen ve laboratuvara transfer sirasinda olebilen ya da kiiltiirde normal flora
elemanlarinin cogalmasi nedeniyle tespit edilemeyen mikroorganizmalarin etken oldugu
infeksiyon hastaliklarinin tanisinda da molekiiler yontemler énem tagimaktadir (6rn.
N.gonorrhoeae). Ancak tim bu gelismelere ragmen antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilabilmesi igin mikroorganizmanin kiiltirde Uretilmesine ihtiyag duyulmasi, bircok
alanda molekiller yéntemlerin, kiltirin yerini almasina engel olmaktadir. Molekiiler
yontemlerin altin standart haline geldigi infeksiyon hastaliklarinda ya rutin olarak
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duyarlilik testlerine bagvurulmamaktadir ya da patojenlerin duyarlilik paternleri tahmin
edilebilmektedir.

Molekiiler yéntemler dzellikle klinik virolojide énemli kullanim alani bulmus, hizli sonug
vermeleri, yilksek duyarlliklari ve daha maliyet-etkin olmalari nedeniyle konvansiyonel
ydntemlerin yerini almistir (6. enteroviral menenjit, HSV ensefaliti, bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda CMV infeksiyonu gibi). Molekiiler tani yontemlerinin kullanima
girmesiyle son 20 yil icinde daha dnceden tanimlanmamis veya kultirde Gretilemeyen
cok sayida patojenin tanimlanmasi mimkiin olmustur (hepatit C virusu, Barfonella
henselae, Tropheryma whipplei, Mycobacterium genavense, Sin nombre virus, human
herpes virus 8 gibi).

Hastalik prognozunun belirlenmesi

Molekiiler yéntemlerin hastalik prognozunun belirlenmesine yonelik kullaniminin en
glizel érnekleri HIV, HPV ve CMV infeksiyonlaridir. HIV-1 ile infekte olan kisilerde, HIV-1
virus yikii AIDS’e progresyonun en iyi belirleyicisidir. 1990’h yillarin sonuna dogru
yapilan calismalarla, plazma virus ylkinin, hastalik progresyonunun takibi igin CD4
sayisina oranla daha iyi bir gosterge oldugunun kanitianmasini takiben, virus yiki HIV-
seropozitif kisilerin izlemi icin gerekli rutin testlerden biri haline gelmistir.

Bazi viral infeksiyonlarda molekiiler yéntemlerle virusun subtipinin belirlenmesi prognoz
yéniinden énem tasir. Ornegin, RSV ile infekte olan gocuklarda yapilan subtiplendirme
calismalan, grup A viruslarla infekte olanlarda prognozun daha ké&ti oldugunu
géstermistir. HPV, kadinlarda servikste displazi, intraepitelyal neoplazi ve karsinoma
neden olan bir virustur. Neoplaziye progresyon riskinin HPV 16 ve 18 subtiplerinde
yiksek, HPV 6 ve 11 subtiplerinde dusik oldugu bilinmektedir.

Kalitatif CMV polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile aktif hastalik-latent infeksiyon
ayriminin yapilmasi mimkiin olmazken, CMV virus yiiki kullanilarak aktif hastalik
gelisme riskinin yiiksek oldugu durumlar saptanarak “preemptive” tedavi karari
alinabilmektedir.

Tedaviye yanitin izlenmesi

Ozellikle bazi viral infeksiyonlarda tedaviye yanitin 6nceden tahmin ediimesinde ve
izlenmesinde molekiler tani yéntemlerinin énemi giderek artmaktadir. Bu amagla,
genellikle 6zel direng mutasyonlari veya genotip arastirimakta ya da virus yiki
kullanilmaktadir. Ornegin, kronik HCV infeksiyonunda virus yiikii ve genotip, interferon
ve ribavirin tedavisine yanitin bagimsiz belirleyicileridir. Tedavi éncesinde virus yuki >2
milyon kopya/ml olan veya HCV genotip 1 ile infekte olanlarda tedaviye yanit daha
kotidur. Tedavi siresinin belilenmesinde, diger faktérlere ek olarak bu viral
parametreler dikkate alinmaktadir.

HIV infeksiyonunda tedaviye baslama, devam etme veya tedavi degisikligi yapma
konusundaki kararlar, oncelikle kantitatif HIV-1 RNA testlerinin sonuglarina gére
verilimektedir. Kronik HBV ve HCV infeksiyonlarinda, viral yiik takibi ile tedaviye yanitin
izlenmesi mumkiindir. Organ nakli yapilan bir hastada yeterli tedaviye ragmen CMV
virus yilikiinde azalma gozlenmemesi, direng gelisimi ile iligkilidir. HIV-1 infeksiyonunda
“reverse transcriptase” ve proteaz genlerinde direng mutasyonlar antiretroviral tedaviye
kotu yanit gostergesidir.
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Orneklerin toplanmasi, laboratuvara ulastiriimasi ve sonuglarin yorumlanmasi

Molekuler tani yéntemlerinden beklenen sonucun elde edilebilmesi icin, Grneklerin
toplanmasi ve laboratuvara taginmasi basamaklarina gereken 6zenin goésterilmelidir. Bu
asamada klinisyen ve laboratuvar arasinda iyi bir iletisim ve isbirligine ihtiyac
duyulmaktadir. Orneklerin toplanmasi ve laboratuvara ulastiriimasi konusundaki tiim
ayrintilarin  klinisyen tarafindan her zaman bilinmesi mimkin olmayabilir. Ancak
laboratuvar istek formlarindaki agiklamalarin dikkate alinmasi veya varsa hastanenin bu
konu ile ilgili talimatlarinin okunmasi hata yapiimasini engelleyecektir. Tereddiit duyulan
her noktada laboratuvarin yonlendirmesine basvurulmasi, zaman kaybini ve gereksiz
masrafi 6nlemenin en kolay yoludur.

Sonuglarin yorumlanmasi asamasinda, kullanilan yéntemin giictiniin ve kisithliklarinin
bilinmesi ve test sonucunun her zaman hastanin klinik belirti ve bulgulan ile birlikte
yorumlanmasi 6nem tasir. Gereksiz tetkik istenmemesi, yorum asamasinda
karsilagilacak sorunlarin bir kisminin hi¢ yasanmamasini saglayacaktir. Tedaviye yanitin
degerlendirimesi asamasinda, kalitatf PCR sonuglarinin dikkatle yorumlanmasi
gerektigi unutulmamalidir. Ornegin, tedaviyi takiben C.trachomatis DNA’si yaklasik ii¢
hafta sireyle idrarda saptanabilir veya tedavi edilen bir HSV ensefalitinde beyin omurilik
sivisindan virus DNA’sinin kaybolmasi 2 haftadan uzun zaman alabilir.

KAYNAKLAR

1. Cook RL, Hutchison SL, Ostergaard L, Braithwaite S, Ness RB: Systematic
review. noninvasive testing for Chlamydia trachomatis and Neisseria
gonorrhoeae. Ann Intern Med 2005;142: 9145-25.

2. DeBiasi RL, Tyler KT: Molecular methods for diagnosis of viral encephalitis. Clin
Microbiol Rev 2004; 903-25.

3. Forum A, Olcen P, Skurnik M: Diagnostic clinical bacteriology-recent

developments in the application of molecular biology tools. APMIS 2004; 112:
709-12

4. Forbes BA, Sahm DF, Weissfeld AS (eds): Molecular methods for microbial

identification and characterization, pp: 169-88. In: Bailey’s and Scott’s Diagnostic
Microbiology. 2002, 11th ed. Mosby Co, St Louis.

5. Nolte FS, Cliendo AM: Molecular detection and identification of microorganisms,
pp: 234-56. In: Murray PR, Buron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA, Yolken RH

(eds), Manual of Clinical Microbiology. 2003, 8th ed. ASM Press, Washington
DC.

39




RUTIN MOLEKULER TANI : Laboratuvar Yaklasimi
Dog. Dr. Ahmet Pinar

Hacettepe Universitesi Tip Fakdiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Sihhiye,
Ankara

Insan beyni gecmiste gekilen zorluklari unutmak egilimindedir. Mikrobiyoloji biliminin
guniimizdeki durumuna gelebilmesi i¢in gecen sireglerde bazen sans, bazen beyin
giicl ve disiplinli ¢calisma rol oynamistir. 1800°lerin sonlarinda, Louise Pasteur ve Robert
Koch, hastaliklarin gézle goriilemeyen mikroorganizmalar tarafindan olusturulabilecegini
ilk kez ileri sirmiiglerdir. O giinlerden bu yana Mikrobiyoloji biliminde oldukca fazla
sayida gelisme yasanmis ve giinimiizde molekiler yéntemler hem bilimsel aragtirmalar,
hem de tanisal alanda ¢ok yaygin kullanilir olmustur. Oncelikle temel bilimsel
arastirmalarda kullanilan molekiler yontemler sayesinde mikroorganizmalarin yapisi,
ozellikleri, patojenite faktorleri ve epidemiyolojileri hakkinda bilgi birikimi saglanmis, bu
bilgilerin tanisal alanda kullanimina imkan saglanmistir.

Molekiiler yontemlerin tanisal mikrobiyolojide kullaniminin ti¢ ana amaci vardir:
1. Sonucun hizli alinmasi

2. Konvansiyonel yontemlerle saptanamayan mikroorganizmalarin
saptanabilmesi

3. Test duyarliiginin yiksek olmasi

Molekiiler mikrobiyolojik tani ve arastirma yoéntemleri DNA, RNA, proteinler, lipidler ve
polisakkaritler gibi cok cesitli molekillerle ilgilenmektedir. Nikleik asitler digindaki
molekillerin daha ¢ok arastirma amaciyla kullaniimasi ve proteinlerin daha ¢ok serolojik
ve tiplendirme tekniklerinde kullaniimasi nedeniyle konumuz daha gok nikleik asit
temelli yontemlerle ilgilidir. Nikleik asit temelli yontemler arasinda tani amaciyla en sik
ve yogdunlukla nikleik asit amplifikasyon yéntemleri kullaniimaktadir. Dolayisiyla
gliniimizde rutin molekiiler tani kavrami, cogunlukla nikleik asit amplifikasyon
yontemlerini icermektedir.

Rutin molekiiler tanida ilk asama olan klinik érneklerin toplanmasi ve laboratuvara
ulagtiriimasi, klinisyen ile laboratuvar yonetiminin siki isbirligini gerektirmektedir. Bu
asamada; yanhs ornek secimleri, ge¢ transport, uygun olmayan ortamda transport ve
uygun olmayan ortamda saklama gibi problemlerle siklikla kargilagiimaktadir.

Ikinci agsama nikleik asitlerin ortama gikartilmasi (ekstraksiyon) ve saflastinimasidir.
Birbirini takip eden bu iki agsama, birbiriyle olduk¢a bagdl ve nikleik asit amplifikasyon
yontemlerinde duyarliigi etkileyen en o6nemli asamalardir. Tanisi istenen
mikroorganizmaya bagdlh olarak secilen klinik drnek, laboratuvarda farkli yéntemlerle
ekstraksiyon ve saflastirma yapilmasini gerektirir. Ornegin, alinan kan 6meginde CMV
arastirilacaksa, plazma fraksiyonunun kullanimi duyarlihigr artinr, ancak EBV
arastirlacaksa, tam kanin ekstraksiyona alinmasi daha dogru bir yaklagim olacaktir.
Inhibitér etki nedeniyle heparinli kanin kullanilmamasi ve kan 6meklerinde inhibitér olan
hem, EDTA, IgG, ¢esitli plazma proteinleri ve iyonlari uzaklastiracak uygun yéntemlerin
kullanilmasi, uygulanacak olan nikleik asit amplifikasyon ydnteminin duyarliligini
artiracaktir. BOS, sinovyal sivi ve amniyotik sivilar goreceli olarak ndkleik asit
ekstraksiyonunun kolay yapildigi érneklerdir. Doku ornekleri, ekstraksiyona alinmadan
once mekanik ve/veya enzimatik olarak parcalanmalidir. Parafin bloklar, nikleik asit
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yapisi kismen bozuldugundan iyi birer 6rnek degildirler. Solunum sistemi éreklerinde ve
ozellikle balgam o6rneklerinde baslica sorun viskozitedir. Bu nedenle pipetlemelerin
dogru yapilmasi, balgam &meginin ekstraksiyon islemi 6ncesi fiziksel ve kimyasal
yollarla sivilagtinlmasi gereklidir. Molekiler tani igin en sorunlu &rnek tirii gaytadir.
Inhibitérler ve niikleik asitler yéniinden ¢ok zengin oldugundan 6zel bazi ekstraksiyon ve
saflastirma y6ntemlerine gereksinim duyulabilir. Plastik ya da telden yapiimis ve ucu
dakron ya da rayon olan ekiivyonlarla alinan sariinti 6rnekleri, ekstraksiyon ve
saflagtirma igin en sorunsuz orneklerdir. Dogru alinan bir klinik émek ile nikleik asit
amplifikasyon yéntemlerinin duyarlili§i oldukga yiiksek olmaktadir.

Ekstraksiyon asamasi, fiziksel ve/veya kimyasal yollarla gerceklestirilebilmektedir.
Ortama ¢ikartilan nikleik asitler ise fenol/kloroform gibi konvansiyonel yéntemlerin
yaninda gunimizde daha c¢ok kullanilan manuel ya da otomatize sistemierle
saflagtinlabilmektedir. Otomatize kitler baslica ti¢ ana sistemle galismaktadir; a) Niikleik
asitlerin kimyasal yontemlerle ¢oktiriilerek saflastinldigi kitler, b) Niikleik asitlerin
santrifiijle bir membrana baglanarak saflastirildidi kitler, c) Niikleik asitlerin silika ya da
manyetik boncuklara baglanarak saflastirildigi yéntemler. Giiniimizde rutin molekiiler
tani laboratuvarlarinda, daha hizlh sonu¢ alinmasi, standardize edilebilmesi ve dis
kontaminasyona daha kapali olmasi gibi nedenlerden dolayr manuel ve otomatize kitler
tercih edilmektedir. Hangi kit sisteminin kullanilacagi, laboratuvarda uygulanacak her
tanisal parametre icin ayri ayri saptanmalidir.

Rutin molekiler tani laboratuvariarinda ekstraksiyon ve saflastirmadan sonra nikleik asit
amplifikasyonu ve drinlerin gorintilenmesi asamasi uygulanmaktadir. Nikleik asit
amplifikasyon yéntemleri i¢ grupta toplanabilir; 1- Hedef amplifikasyonu (PCR, SDA,
TMA) 2- Prob amplifikasyonu (LCR), 3- Sinyal amplifikasyonu (bDNA, hybrid capture).
Gunumizde her gruptan yontemler kullanilabilse de son vyillarda niikleik asit
amplifikasyon yontemleri PCR temelli olma egilimindedir. PCR y&ntemi konvansiyonel
olarak laboratuvarda tasarlanip elektroforezle gérintilenebildigi gibi, 6zellikle Grin
goruntilemesi kolaylidi ve duyarli kantitasyon saglamasi nedeniyle real-time PCR
seklinde de uygulanabilir. Kullanimi oldukga kolaylastiriimis ve otomatize hale getirilmis
bu yontemlerle, yliksek duyarlilk ve O6zgullikte, 30-40 dakika gibi kisa siirede
kantitasyon yapilabilen tanisal yaklasimlar olasi kilinmistir.

Rutin molekdler taninin son asamasi yorumdur. Test sonuglar yorumlanirken hangi
ekstraksiyon ve saflastirma sistemlerinin kullanildigi, hangi amplifikasyon yéntemlerinin
hangi cihazlarda uygulandigi, ydntemin standardizasyonu gibi laboratuvar verileri
yaninda, hangi klinik 6rnegin kullanildigi, saptanan mikroorganizmanin enfeksiyon etkeni
olup olmadigi ve drnekteki enfeksiyon etkeninin canhilik durumu gibi klinik yaklagimlara
da gereksinim vardir.

Genel olarak rutin molekiler tanida, laboratuvarda karsilagilan sorunlar iki ana baglik
altinda 6zetlenebilir:

1- Yalanci negatif sonuglar.
2- Yalanci pozitif sonuglar.

Yalanci negatif sonuglarin nedenleri arasinda; klinik érnekte niikleik asit bulunmamasi
(yanlig klinik 6rmek segimi, ge¢ transport, uygun olmayan ortamda transport ve uygun
olmayan ortamda saklama), klinik 6rnekte PCR inhibitérlerinin bulunmasi (dogal ya da
kontaminasyon yoluyla) ve vyeterince uzaklastirnlamamasi, kullanilan protokoliin
yeterince iyi ¢calismamasi (duyarliigin disiik olmasi), cihaz, kit, teknisyen kaynakli
sorunlar ve cihaz sonuglarinin laboratuvarda yanlis yorumlanmasi sayilabilir. Yalanci
pozitif sonuglar arasinda ise; niikleik asit ya da amplikon kontaminasyonlari, kullanilan
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protokoliin iyi calismamasi (6zgulligin disik olmasi), cihaz, kit, teknisyen kaynakl
sorunlar ve yine laboratuvarda sonuglarin yanlis yorumlanmasi sayilabilir. Bu sorunlarin
tamamen ortadan kaldinimasi mimkin olmasa bile en aza indirilmesi ve belki de en
onemlisi hata yapiliyorsa farkina varilmasi igin gesitli dnlemlerin alinmasi gereklidir. Bu
onlemler soyle 6zetlenebilir: |

1. Klinik érneklerin uygun bélgeden, dogru sekilde alinmas! ve uygun kosullarda,
gecikmeden calisilabilmesi igin klinisyen, teknisyen, laboratuvar uzmani ve bu
konuda gorev alan diger personel arasinda esgidim saglanmasi, asamalarin
siki protokollerle kesinlestiriimesi.

2. Kontaminasyon, molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik karsilasilan
sorundur. Kontaminasyon, omekten ©6mede ya da &rnek toplanmasi,
ekstraksiyonu ve pipetlemeler sirasinda digaridan nikleik asit bulasmasi
seklinde olabilecegi gibi havadan, pipetlerle ve tip kirilmasi gibi istenmeyen
nedenlerle amplikon bulasmasi seklinde gergeklesebilir. Kontaminasyonu en aza
indirgemek igin su dnlemler alinmaldir:

a. lIslemlerin fiziksel olarak ayri bolgelerde uygulanmasi (Reaktif hazirlama
bolgesi, klinik érnek hazirlama ve ekstraksiyon bdlgesi, amplifikasyon
bolgesi ve analiz bolgesi).

b. Her bélgede kullanilan malzemelerin o bélge disina gikartiimamasi.
Pipetlerde filtreli ug kullaniimasi, kullanilirken piskirtmeden kaginilimasi.

Caligmalarda mutlaka pudrasiz eldiven kullaniimasi (inhibitdr) ve her
asamadan sonra eldiven degistiriimesi.

e. Caligilan bdlgenin galisma oncesi ve sonrasi %10°luk gamasir suyu ile
temizlenmesi (niikleik asitler icin en iyi dekontaminasyon ajanidir).

Calisilan cihazlarin sik araliklarla dekontamine edilmesi.

Klinik ek ve kullanilan reaktiflerin ayrn buzdolaplarinda tutulmasi.

= @

Amplifiye edilmis 6rneklerin kesinlikle saklanmamasi.

Amplikon  kontaminasyonunun  sonuglari  etkilemesinin  Onine
gecilebilmesi icin UNG gibi sistemlerin kullaniimasi.

3. Sonuglarin givenilirliginin  denetlenebilmesi igin kalite kontrol Onlemlerinin
alinmasi gereklidir. Bu dnlemler su sekilde ézetlenebilir:

a. Primer ve problar tercihen HPLC safliginda ve sertifikali olmalidir.
Sertifikah kitler tercih edilmelidir.

Kullanilan cihazlarin kalibrasyonlari 6 ayda bir kontrol edilmelidir.
Her yeni lot kit pozitif ve negatif kontrollerle eski lot ile kargilagtinimaldir.

Her yeni lot pozitif kontrol 5 kez calisgilarak kontrol edilmelidir.

® a0 T

Test kontrolleri:

i. Pozitif kontrol (Saf hedef niikleik asit ya da negatif klinik érnege
karistinlmis nikleik asit)

ii. Negatif kontrol (iginde hedef niikleik asit bulunmayan klinik 6rnek)
iii. Kor (blank) kontrol (su ya da tampon)
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B

f. Internal/inhibitér kontrolleri (Ayni sartlarda amplifikasyona ugrayan fakat
hedef diziyi icermeyen nukleik asit) (Inhibitér saptandiginda ekstrakte
edilmig ornegin 1/10 sulandinmi ile yeniden calisiimasi duyarlilig
distrmekle birlikte uygulanabilecek en dogru yaklasimdir)

Laboratuvarda her yeni parametre igin validasyon calismasi yapilimaldir.
Validasyonda saptanacak olgitler sunlardir:

a. Dogruluk (accuracy): 50 pozitif ve 100 negatif 6rnek referans yéntemle en
az %90 uyumlu olmali.

b. Kesinlik (precision): 1 pozitif 6rnek 20 glin boyunca ya da 2 pozitif drnek
10 gun boyunca pozitif bulunmall.

Analitik duyarlilik: Diisiik titrede pozitif 20 6rnek pozitif bulunmal.

d. Analitik 6zgullik: Yalanci pozitif sonug verebilecek tiim etkenler
denenmeli.

e. Raporlama arah@: Lineer aralkta belifrenen konsantrasyonlar
saptanmali.

Laboratuvar personeli ve klinik-laboratuvar esgidimi icin klinisyen ve
laboratuvar ¢alisanlarinin birlikte katilacagdi egitim programlari dizenlenmelidir.

Anlasilacagi gibi rutin molekdler tani ydntemlerinin dogru kullaniimasi igin gerekli ti¢ ana
dayanak bulunmaktadir; altyapi, bilgi, ekip. Eger laboratuvar altyapinizi uygun ve yeterli
diizeyde saglarsaniz, molekiiler yontemler konusunda yeterli bilgi birikiminiz varsa ve bu
yontemleri uygulayabilecek ve dogrulugunu kontrol edebilecek yetenekte ve egitimli bir
ekibiniz varsa rutin molekiiler tanida dogru sonug verebilirsiniz. Su unutulmamalidir ki,
laboratuvarlarin ve kliniklerin asil amaci birbirlerine yardim degil hastaya yardimdir.
Hastaya yararli olma olanag: ise klinik ve laboratuvar ekiplerinin esgidimi ile
yakalanabilir.
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K-06

GENOTYPIC DETECTION OF RESISTANCE TO ANTIMICROBIALS: WHERE ARE
WE?

Roland Leclercq
CHU de Caen, 14033 Caen, France

Increasing spread of multiple antibiotic resistance in bacteria has lead to therapeutic
difficulties. The necessity to adapt therapy in serious infections has prompted
microbiologists to achieve early identification of the bacteria causing the infection and of
the antimicrobial resistance traits expressed by the microorganism. In addition, certain
resistances to antibiotics are difficult to detect by routine susceptibility tests. Also,
shortening the delay in the report of epidemic resistances allows early implementation of
infection control measures. Therefore, taking opportunity of the development of
molecular biology techniques, research efforts have been dedicated to the development
of rapid, sensitive and specific techniques based on identification of nucleotidic
sequences of resistance determinants. Although several methods are still in
development, some are commercially available or can be easily introduced in clinical
microbiology laboratories equiped for basic molecular biology.

Phenotypic versus genotypic detection of antimicrobial resistance

Phenotypic detection requires pure culture, allows to classify the isolate as susceptible,
intermediate or resistant to the antimicrobial, to determine the level of resistance, to
detect previously unknown types of resistance, uses low cost techniques and does not
require complex equipment. However, it requires 18-24 h before reporting, or more for
slowly growing bacteria, and some resistances may be misidentified when expressed at
a low level in standard culture conditions.

Genotypic detection does not require culture and allows a rapid answer (less than 2
hours). However, the genotypic techniques are aimed at detection of resistance instead
of susceptibility and, generally, the level of expression of the gene is not known. In
addition, only known resistance genes can be detected. False negative results can be
observed due to genetic variability and false positive results are observed in case of
silent genes or, for PCR, of contamination. Finally, these techniques remain costly.

As a consequence, genotypic techniques do not replace phenotypic techniques but
complement them. In particular, they are required to confirm a resistance suspected by a
routine test, to rapidly identify multiple resistant bacteria, to detect resistance genes (or
mutations) in fastidious bacteria (mycobacteria), for epidemiological studies and to
characterize the genetic support of resistances.

Genotypic techniques and applications

A variety of genotypic techniques have ben developed that include nucleotidic probes,
DNA/DNA hybridization, PCR, real-time PCR, sequencing, pyrosequencing, dHPLC, RT-
PCR (which allows quantification of expression) and microarrays. The most widely used
are PCR and now RT-PCR.

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA):

Resistance to methicillin correlates with acquisition of the mecA gene encoding a PBP2a
with low affinity for beta-lactams. Due to frequent heterogeneous expression, detection
of resistance to methicillin is challenging. Phenotypic detection of this resistance has
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recently been improved by the disc diffusion test of cefoxitin which nicely correlates with
the presence of the mecA gene. In addition, commercial latex kits have been developed
for detection of PLP2a in S.aureus. However, detection of mecA still remains a gold
standard. Several techniques have been proposed which combine identification of
S.aureus with detection of mecA by PCR (LightCycler MRSA Detection Kit®) or
hybridization (Evigene MRSA®, Genotype®MRSA)'. These techniques require pure

culture of staphylococci but some can also be used with positive blood cultures. Other
techniques, such as IDI-MRSA® allow identification of MRSA from nasal swabs taken for
epidemiological purposes with 100% sensitivity and 96.5% specificity”™

Enterococci resistant to glycopeptides:

Seven Van operons have been reported as responsible for glycopeptide resistance in
enterococci. Slowly inducible expression of resistance may lead to its misidentification
by routine techniques. Genotypic techniques are based on the detection of the gene
encoding the ligase in the operon, the van gene (vanA, vanB, vanC1, vanC2, vanD,
vanE and vanG). A home-made multiplex PCR has been proposed for identification of
four enterococcal species and nine glycopeptide resistance genes’. The same four
species and four van genes (vanA, vanB, vanC1, and vanC2) can also be identified by a
commercial hybridization kit, genotype® Enterococcus®. vanA and vanB genes can be
amplified from feces samples by RT-PCR (LightCycler® Roche) with high specificity and
sensitivity'.

Other resistances:

Resistance to aminoglycosides, macrolides and beta-lactams can also be identified by
genotypic techniques. However, the multiplicity of the genes involved in these
resistances are limitations for PCR techniques. Probably, development of microarrays
that include several hundreds of probes will be helpful.

Resistance in fastidious microorganisms:

Resistance to clarithromycin or fluoroquinolones in Helicobacter pylori is a particular
example where PCR detection can be easily used either from bacterial colonies or from
biopsy samples®. This is related to unique mechanisms of resistance due to mutations in
a small region of the m/ (encoding 23S ribosomal RNA gene) or gyrA (encoding the
bacterial gyrase) genes, respectively. Another useful application is detection of
resistance to rifampin in Mycobacterium tuberculosis which is due to mutations in the
rpoB gene. Commercially available kits are now available for detection of this resistance.
Since resistance to rifampin is frequently associated with resistance to isoniazid,
detection of mutational resistance to rifampin predicts for multiple antibiotic resistance in
M.tuberculosis.

In conclusion, several techniques have been developed for detection of antimicrobial
resistance genes that are commercially available with excellent specificity and
sensitivity. Some can be used directly from clinical samples. Their cost remain high and
their interest should be balanced with the benefits expected in the situations where they
are intended to be used. Development of microarrays used both for bacterial
identification and detection of antimicrobial resistance are in progress.

46




REFERENCES

Levi K, Towner KJ: Detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) in blood with the EVIGENE MRSA detection kit. J Clin Microbiol 2003;
41:3890-2.

Huletsky A, Giroux R, Rossbach V, et al: New real-time PCR assay for rapid
detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus directly from specimens
containing a mixture of staphylococci. J Clin Microbiol 2004; 42: 1875-84.

Huletsky A, Lebel P, Picard FJ, et al: Identification of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus carriage in less than 1 hour during a hospital surveillance
program. Clin Infect Dis 2005; 40: 976-81.

Warren DK, Liao RS, Merz LR, et al: Detection of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus directly from nasal swab specimens by a real-time PCR
assay. J Clin Microbiol 2004; 42: 5578-81.

Depardieu F, Perichon B, Courvalin P: Detection of the van alphabet and
identification of enterococci and staphylococci at the species level by multiplex
PCR. J Clin Microbiol 2004; 42: 5857-60.

Eigner U, Fahr A, Weizenegger M, Witte W: Evaluation of a new molecular
system for simultaneous identification of four Enterococcus species and their
glycopeptide resistance genotypes. J Clin Microbiol 2005; 43: 2920-2.

Sloan LM, Uhl JR, Vetter EA, et al: Comparison of the Roche LightCycler
vanA/vanB detection assay and culture for detection of vancomycin-resistant
enterococci from perianal swabs. J Clin Microbiol 2004; 42: 2636-43.

Lascols C, Lamarque D, Costa JM, et al: Fast and accurate quantitative detection
of Helicobacter pyiori and identification of clarithromycin resistance mutations in
H. pylori isolates from gastric biopsy specimens by real-time PCR. J Clin
Microbiol 2003; 41: 4573-7.

47

N

|

S s



BAKTERI TANIMLANMASINDA 16S rRNA SEKANS ANALIZI
Y.Dog.Dr.Biilent Bozdogan
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Aydin

Bilimde ve teknolojideki ilerlemeler diinyada yeni canli tlrlerinin kesfine ve bu canlilarin
siniflandinlmasinda kullanilacak yeni metotlarin bulunmasina olanak saglamaktadir.
Yirminci ylzyilin baginda canlilanin %100’Unin tanimlandigt ve siniflandinldig
distnalirken, 20. ylzyilin ikinci yarisinda bu oranin %80 oldugu varsayilmistir.
Molekiler yontemlerin kullanildigi gintmizde ise, ¢ogu prokaryot olmak lzere 13-14
milyondan fazla canlinin var oldugu distnulen dinyamizda bilimsel olarak bunlarin
yalnizca yaklasik %10-12’si (1.75 milyon canli) tanimlanabilmistir.

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan araglardan birisi ve belki de su anda kullanilan
metotlar arasinda en 6nemlisi 16S rRNA sekanslamasidir. Prokaryotlar arasinda
kromozomda c¢ok iyi korunan bdlgelerden birisi de 16S rRNA genidir. 16S rRNA,
ribozomun yapisini olusturan pargalardandir. Ribozomlar yapisal olarak RNA yumagina
yapisan proteinlerden olusur. iki alt Gnitesinden kiigiik alt iinite, 30S, 16S rRNA ve 21
proteinden, 50S alt Gnitesi ise iki rRNA, 23S ve 5S ile onlara baglanan 34 proteinden
olugur. 16S rRNA’nin 3’ sonunda mRNA’larin ribozoma baglanmasini saglayan bdlige
olan “ribozom binding site” (RBS)’in eslestigi bdlge yer alir.

Filogenik analizler icin 16S rRNA sekansinin kullaniimasina Woese ve arkadaslarinin
calismalari olanak saglamistir’. 16S rRNA geni yaklasik 1550 baz giftinden
olusmaktadir. Genelde c¢ok iyi korunmus olmasina ragmen degisken bdlgeler de
mevcuttur. Filogenetik analizler i¢in bu genin sekanslanmasi giderek daha yaygin olarak
kullaniimaya baglanmis ve taksonominin en O6nemli araglarindan biri haline gelmistir.
Turler arasi ayirnmi istatiksel olarak saglamak amaciyla ya genin bitinu ya da 500
bazhk bir bélimi sekanslanir. Bu iki fragman analizi ¢ogunlukla benzer sonuglar
vermektedir.

Bakterilerin Siniflandiriimasi

Bakterileri siniflandirmak icin kullanilan klasik ydntemler, bakterilerin koloni tiplerine,
boyanma sekillerine, blyime ve biyokimyasal 6zelliklerine, besin ihtiyaclarina gore
bakterileri gruplara ayirmisgtir. Tum bu ozelliklerin degerlendirilebilmesi icin bakterilerin
kiltirlerinin yapiimasi gerekmektedir. Oysa bakterilerin yalnizca %1’i kulttr ortamlarinda
iretilebilmektedir”.

Woese, 16S rRNA sekans analizi yontemi ile prokaryotlari siniflandirmis ve evrimlesme
haritalarini ¢ikartmistir. Sekans analizi yéntemiyle yapilan siniflandirmalar klasik
siniflandirmadan farkli olarak bakterilerin birbirleriyle olan evrim iligkilerini ortaya
koyabilmistir.

Sekanslama yontemiyle bakterin tanimlanmasi

Universel primerler, yani tim bakterilerden 16S rRNA c¢ogaltabilen primerler yardimiyla
PCR yoéntemi kullanilarak 16S rRNA geni ¢ogaltilir. Amplifikasyonlar i¢in en yaygin

48




kullanilan primerlerin sekanslar sdyledir’; 8F 5° AGT TGA TCC TGG CTC AG 3’ ve
1492R 5’ACC TTG TTA CGA CTT3'. Kiiltir érneklerinden veya steril bélgelerden alinan
orneklerden PCR yapildiginda tek bir bakteriye ait gen c¢ogaltilir ve sekans analizi tek
bakteri tanimlar. Kiltir yapilmadan doku, gaita, su, toprak gibi degisik érneklerden
dogrudan DNA izolasyonunu takiben PCR yoluyla 16S rRNA cogaltilabilir. Ancak bu
durumda birden fazla bakteriden 16S rRNA gogaltilacagi igin en iyi yol ¢ogaltilan
fragmanlari klonlamak ve ardindan kolonileri sekanslamaktir’. Hem cevreden izole
edilen o6rneklerde hem de klinik orneklerde klonlamanin ardindan sekanslamanin
yapilmasi, son zamanlarda gelismekte olan bir ydntemdir.

Klinik 6rneklerde sekanslama yoluyla bakteri tanimlanmasi

Kaltiri yapilamayan veya zor yapilan bakterilerin tanisinda 16S rRNA sekanslama
yontemiyle tani koymak mimkindir. Ornedin kiiltir yoluyla C.trachomatis tanisinda
6zgullik %100 olmasina karsin duyarlilik %70-90 arasinda kalmaktadir. DNA ¢ogaltma
yolugéla 6zgulluk ve duyarlilik gok yiiksek dlzeylerdedir (sirasiyla, %90-100 ve %97-
100)°.

Tristan ve arkadaslari 8 vakalik arastirmalarn sonucunda, yalniz kiltirin zor oldugu
durumlarda degil, ayni zamanda kiiltirtin yapilabildigi durumlarda da 16S rRNA sekansi
yontemiyle kiltirden farkli ve dogru taniya ulasilabilecegdini gdstermistir®. Hastadan
alinmis doku ve biyopsi ornekleri, apse, kan, pliy ve kateter gibi mikrobiyoloji
laboratuvarina gelen her érmekten, hazir kitler kullanilarak veya klasik yontemlerle DNA
ekstraksiyonu yapmak mimkindir. DNA izole edilip edilmediginin kontroli igin insan
beta globilin geninin PCR yoluyla amplifikasyonu yaygin olarak kullanilir. Doku
eklenmeden DNA extraksiyonu gergeklestiriimesiyle elde edilen 6rnek ise negatif kontrol
olarak kullanilir®.

Sekans sonuglarinin analizi

lki yonde sekanslanmis en az 500 bazlik sekans sonucu ‘National Center for
Biotechnology Information” (NCBI) web sayfasindaki BLAST programi kullanilarak
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) gen bankasi veri tabani ile karsilastirilabilir. Mart
2006 tarihi itibariyle, gen bankasi veri tabaninda cesitli bakterilerden toplam 233.494
adet 16S rRNA sekansi kayitlidir. Karsilagtirmak igin “nucleotide-nucleotide blast’
(blastn) programi segcilmelidir. Eger elde edilen sekansin veri tabanindaki sekanslarla
homolojisi %99.5’den buiylikse, o tirlin bir varyanti olarak kabul edilir. Eger en yiiksek
homoloji %97 ile %99.5 arasinda ise, bakterinin izole edildigi yerin orijinalligi ve
olusturdugu semptomlarin farklihdi ile degerlendirilir. Eger orijinallik ve farkliik yoksa
varyant olarak kabul edilir. Farkli ise homoloji %97°den azmis gibi degerlendirilir.
Homoloji %97'den az ise fenotipik ve molekiiler analizlerin hepsi yapilir; 23S rRNA, ITS,
rpob, groEL, recA ve gyrB genleri sekanslanir. Elde edilen tim bilgiler degerlendirildikten
sonra sekans gen bankasina sunulur ve bakteri yeni tir olarak ve isim verilerek bir
dergide yayinlani’. Gen bankasina sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
adresinden kayit i¢in sunulabilir. Internet araciligiyla Banklt programi kullanilarak gen
bankasina veri giriimesinin ardindan, gen bankasi girilen sekans igin “accession number”
(ulasma numarasi) gonderir ve bu numara yayinda kullanilir. Gen bankasi disinda,
Japonya'dan DDBJ (DNA DataBank of Japan) ve Avrupa’dan EMBL (the European
Molecular Biology Laboratory) olmak lizere iki sekans veri tabani daha kullaniimaktadir.
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Sonug

Son yillarda sekans analizi kolaylasmis, yayginlasmis ve bu teknik eskisine oranla daha
ucuz hale gelmistir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kultir veya direk olarak gesitli
dokulardan alinan érneklerden, 16S rRNA sekanslama yontemiyle, enfeksiyon etkeninin
gln igcinde tanmimlanmasi mimkin olmustur,. Ozellikle kiltiri zor bakterilerin
tanimlanmasi igin, kisa slirede ve dogru sonu¢ vermesi ag¢isindan tercih edilebilir.
Yontemin olumsuz taraflari arasinda; heniz klasik yonteme oranla pahali olmasi,
uzmanlasma ve laboratuvarda sekansor cihazinin bulunma gerekliligi sayilabilir. Ayrica
antibiyotik duyarlih@inin simdilik yalnizca kulttrle belirflenebiliyor olmasi, gelecek i¢in 16S
rRNA sekans analizine, klasik yontemlerin yerini alan deg@il onlara yardimci ve
tamamlayici bir rol vermektedir.
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Proteomiks, geleneksel olarak bir hiicrenin veya bir organizmanin igerdigi protein takimi
olarak tanimlanmaktadir. Proteomiks, 6zellikle postgenomik dénemde protein sentezinin
ve gen ekspresyonunun aragtinlmasinda bir anahtar teknoloji olarak karsimiza
cikmaktadir. Protein ayristirma ydntemlerindeki teknik gelismeler, hiicre proteomunun
onemli bir bélimunin es zamanli analizine imkan saglamaktadir. Protein tanimlamada
kullanilan gelismis proteomiks teknikleri (yiksek ¢ozinirliikte iki boyutlu elektroforez ve
protein karakterizasyonu), proteom ve genom arasinda givenilir bir bag kurarak hiicre
metabolizmasinin genis ¢apta anlasiimasini saglar. Teknolojik ilerlemeler biyomedikal
alanda oldugu gibi, medikal anlamda 6nemi olan mikrobiyal patojenlerin calisiimasinda
da proteomik uygulamalarin yayginlasmasini saglamistir. Mikrobiyal proteomiks
uygulamalarindaki hizli gelismeler ¢cok sayida bakteriyel grubun tim genom dizisinin
ortaya c¢ikariimasiyla basarimistir. Binin lzerinde prokaryotik ve &karyotik genom
dizisinin tamamlanmasi ve yizlerce sekanslama projesine baslanmis olmasi’, bilim
adamlarini bilinen binlerce gen urlinindn fonksiyonunun saptanmasi gibi zorlu bir gérev
ile ydz yuze getirmistir. “Mikroarray” teknolojisi genis 6lclide mRNA ekspresyonu
dizeyine iligkin oldukga dnemli bilgi veren gelismis bir teknoloji oimasina ragmen, birgok
durumda mRNA transkriptlerinin protein ekspresyonuyla direk iligkili olmadigi
bilinmektedir. Bu nedenle, proteomiks ¢alismalari tamamlayici olan genomik calismalara
hem kantitatif hem de fonksiyonel veriler saglar.

Protein analizinde ekonomik olarak en etkin ve kolay yol, iki boyutlu jel elektroforezinin
kitle spektrometrisi temelli sekanslama metodudur (2DE-MS). 2DE-MS, yaygin olarak
patojenik bakterilerin proteomlarinin karakierizasyonu ve karsilastirlmasinda ve son
zamanlarda daha fazla parazitin genom dizisine ulasiimasiyla parazitoloji alaninda
uygulanmaktadir”™. Proteinlerin iki boyutlu-jel tabanli elektroforetik ayriimasi yonteminde
ilk boyut, proteinlerin net yliklerine gére ayrilmasi (izoelektrik odaklama), ikinci boyut ise
molekiler agirliklarina goére ayrnimalandir (SDS-PAGE). Jel (izerinde 2D ayriima
saglandiktan sonra, proteinler boyanarak jel parcalari halinde gikarilir ve jel iginde tripsin
ile pargalanmasi saglanir. Sonugta olusan triptik peptitler jelden ekstrakte edilerek kiitle
spektrometrisi tabanli sekanslama metodu ile dizisi ¢ikarilir ve veri tabani arastirilarak
proteinler tanimlanir. Genel olarak 2DE-MS metotlari referans haritalama ve protein
ekspresyon profilleme amaglari igin kullanilir”. Bakteriyoloji alaninda genis capta
kullanilan referans haritalamanin asil amaci proteinlerin 6zdesliginin ve jel zerindeki
yerlegkesinin belirlenmesidir. Referans haritalama ¢ok sayida 6nemli insan patojeninde
tamamlanmistir®®’. Bu referans haritalari daha sonra protein ekspresyon profilleme
(PEP) caligmalar igin temel olusturmaktadir. PEP, ya farkli organizmalarin proteom
farkhliklarini ya da tek bir organizmanin farkli uyaricilar altinda (6rn. bakteriler igin
antibiyotikli ortamda) gosterdigi protein ekspresyonu farkliliklarini karsilastirir. Bu ayni
zamanda proteinlerin farkll kosullar altinda gérilebilen “upregilasyonunu” veya
“downregiilasyonunu” gostermektedir. Bakterilerin evrimsel basarisi yiiksek olgiide,
oksijen, besin, pH ve dogal olarak bulunan antibiyotik gibi ¢cok sayida gevresel strese
baglidir’. Bu nedenle mikroorganizmalarin farkli dis uyarilara yanitlarindaki proteom
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farklihklarinin anlasiimasi, yeni ilag tedavileri gelistirmede potansiyel hedefler gibi cesitli
dizenleyici mekanizmalar belirleyebilir. PEP dis etkilere kargi mikrobiyal yanitin
anlasilmasina ek olarak, protozoa alemi parazitlerinin yeni ilagc hedeflerinin
belirenmesinde ve ilag direnglerinin mekanizmalarinin anlagiimasinda énemli bilgiler
vermektedir. Tim bu avantajlarina ragmen 2D jeller, ¢ok kiicik veya biylk, membran
bagh proteinler, ekstrem hidrofobik, asidik veya bazik proteinler ve hiicrede az miktarda
bulunan proteinler gibi bazi grup proteinleri yeterli derecede cozememektedir®'°. Gelisen
protein boyama teknikleri ve dzgil pH derecesi ayarlama gibi ilerlemelere ragmen, 2DE-
MS kullanarak bir organizmadaki proteinlerin biyiik bir bélimd haritalanamamaktadir.
Ayrica 2D jel metotlari otomasyona kolay adapte edilemezler®"°.

Diferensiyel jel elektroforezi (DIGE), klasik protein ekspresyon profillemede séz konusu
olan bazi sinirlamalara ve eksikliklere karsi gelistirilen bir proteomik metot olmustur’’. Bu
teknik, 2 farkli proteomun 2 farkh floresan boya ile kovalent olarak modifiye edilip
birbiriyle karistinlarak tek jel Uzerinde karsilastinimasi kolayh@ini saglamaktadir.
Proteomun basitlestirimesi igin gelistiilmis metotlardan biri olan subproteom
yaklasiminda, tim proteom yerine érnegdin yalnizca membran proteinleri gibi ilgilenilen
kismin haritalanmasi séz konusudur. Buna ek olarak triptik peptitlerin direkt sivi
kromatografisi (LC) ile ayristirimasi ve bununla birlikte ardarda kutle spektrometrisi
(LC/MS/MS) ve MS/MS analizi ile birlikte multidimensiyonel sivi kromatografisi (MuDPIT)
uygulanmaktadir. LC tabanl bu proteomik metodolojilerinin oldukga etkili olmalarina
ragmen, gelismis cihaz gereksinimleri ve post-translasyonel modifikasyon veya
“diferansiyel splicing” sonucu protein alt turlerinin tanimlanmasindaki eksikler nedeniyle
de bazi sinirlamalar vardir. Bu sinirlamalarin tstesinden gelebilmek igin, “subcellular’
kisimlara ayirma yontemi ve basit tek boyutlu (1D) LC/MS/MS yoéntemi birlikte
kullanilarak subproteom (membran proteinleri) incelenmistir. Anlamli olarak bu
calismalar, antibiyotik direncine katilan ve gelisen ilag tedavisinde yeni potansiyel hedef
olusturan proteinleri belirlemistir.

2DE-MS kantitatif ve kalitatif proteom analizleri icin kullaniliyor olsa da, jel tabanl
metotlardan direk ve kesin kantitatif bilginin elde edilmesi genellikle zordur. Bunun
ustesinden gelebilmek igin kompleks bir proteomdaki proteinlerin es zamanl olarak
kesin kantifikasyonu ve identifikasyonu igin “izotop-coded affinity tagging” (ICAT) ajanlan
gelistiriimistir'?. Bu ajanlar, bazi bakteriyel ve parazitik patojenlerin hem gelisimsel
asamalarindaki hem de dis wuyarilara yanitlarindaki proteom degisimlerinin
kantifikasyonunda basarili sekilde kullanilmigtir. Buna ek olarak ¢ogu klasik proteomik
teknikleri, protein-protein veya protein-inhibitér etkilesimleri gibi faktdrlerle saglanan
post-translasyonel dizenlenmelerin direk bir degerlendirmesinin yapilmasina olanak
vermemektedir. Bu nedenle bu ydntemler proteinlerin fonksiyonlarinin anlasiimasinda
basanisizdirlar™.

Klasik proteomik teknikler gegen on yilda mikrobiyoloji alaninda kullanigh uygulamalar
bulsa da, bu metotlar proteinlerin yalnizca belirlenmesine ve miktarina iligkin bilgiler
saglamaktadir. Klasik proteomik metotlarinin bu sinirlandirmasina isaret etmek (zere,
“activity-based probes” (ABP’ler) olarak bilinen sentetik kiigciik molekdllerin kullanimi ile
enzim aktivitesinin genis ¢apli patern profili son zamanlarda saptanmustir'®. Klasik
proteomik teknikler (iki boyutlu jel elektroforezi), aragtirlan proteomun protein miktari ve
6zdesligi hakkinda bilgi verirken, protein fonksiyonu ancak ekspresyonundaki farkliliktan
anlagilabili. Enzim sz konusu oldugunda ise aktivitesi genellikle bir seri post-
translasyonel kontrol ile diizenlenir ve bu nedenle de aktivitesi protein miktar ile direk
iliskili olmayabilir. Enzim aktivitesinin genig capli profilinin ¢ikariimasi ihtiyacini
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karsilamak UGzere, aktivitenin indirek olarak ortaya ¢ikariimasini saglayan kiiglik
molekallt kimyasal problarin kullanimi ile bir seri yeni proteomik teknik gelistirilmistir.

Aktivite tabanli problarin kullanimi, kompleks proteomun protein aktivitelerinin 6zgil bir
takiminin analizini énemli &lglide kolaylastinr (fonksiyonel proteomiks olarak da
adlandinlir). Bu uygulamada, kompleks proteom bir ABP ile isaretlenerek proteinler 2D
(veya 1D) ile aynstinldiginda yalniz prob takili olan aktif enzim gozlenir ve spot
yogunlugu normal kosullar altinda gézlenen spot yogunlugu ile direk olarak kantifiye
edilerek protein aktivitesindeki farklilik belirlenir. Glinimizde ¢ok sayida enzimi hedef
alan ABP’ler gelistiriimistir ve bunlar protein fonksiyonunun genis élgiide anlasiimasi igin
cok sayida biyolojik calismada uygulanmaktadir. Bircok yeni ABP ailelerinin gelistiriimesi
bu problarin, yeni ilag hedefleri bulma ve bu hedeflerin kimyasal inhibitdrlerinin
belirenmesi gibi uygulama alanlarini da paralelinde getirmistir.

Farmasétik sanayi yillarca hastaliklarin ve enfeksiyonlarin tedavisi icin yeni terapotik
ajanlarin  bulunmasiyla ilgilenmisti. Son zamanlarda, kimyasal genetik olarak
adlandinlan alanda protein fonksiyonunun aynistirilmasi igin kullanilabilen kiglk
molekullerin kesfi icin stratejiler gelistirilmistir. Kimyasal genetik; “forward kimyasal
genetik” olarak adlandirlan ve fenotipik etkiler icin tarayict kigik molekdl
katiphanelerini kullanip daha sonra incelenen fenotipten sorumlu hedeflerin belirlenmesi
stratejisini izleyen bir tekniktir. “Reverse kimyasal genetik” taramasinda ise, gelistirilen
strateji, belli bir protein hedefi igin kigik molekul kitiphanelerin taranmasi ve
farmakolojik galigmalarda ilgilenilen proteinin fonksiyonel roliiniin anlasiimasi igin segici
inhibitérlerin  belilenmesidir'>. Bu kimyasal genetik stratejiler klasik genetik ve
biyokimyasal tekniklerden farkli Gstiinliikler icermektedir. Oncelikle, “forward kimyasal
genetik” stratejileri protein hedefleri bilinmeden de biyolojik siireci alt list eden bilesiklerin
belirlenmesini saglayabilmektedir. Ayrica kiglik molekil inhibitdrierinin  kullanimi,
ilgilenilen genin susturulmasi gibi ihtiyaglari ortadan kaldirarak daha hizli sonuglar
verebilmektedir. Ayrica mikrobiyolojide P.falciparum gibi bazi organizmalarin genetik
olarak manipiile edilmesi olduk¢a zordur'® ve bazi organizmalar iizerinde gen susturma
teknikleri kullanilamamaktadir. Kimyasal genetik taramalarin en temel sinirlandirici
noktasi, kiigik molekillerin hedeflerinin hizli sekilde belilenememesidir. Ancak kimyasal
genetik alaninda ilerleyen gelismeler protein fonksiyonlarinin belifrlenmesinde etkili
araglari saglayacaktir.

insanlar icin 6nem tagiyan patojenlerin tamamlanmis sekans sayilarinin artmasi, gen
Urlnlerinin belirlenmesini kolaylagtiracak yeni metotlara olan talebi de gittikge
artiracaktir. Sonug¢ olarak, APS’lerin gelistiriimesinde oldugu gibi, hem klasik hem de
kimyasal proteomiksin teknolojik bakis agisindaki ilerlemeler, mikrobiyoloji alaninda
kompleks proteomlarin daha genis dlglide anlasiimasini saglayacaktir.
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Bilinen en eski infeksiyon hastaliklarindan olan tiberkiloz giniimiizde de dnemini
korumaktadir. Yillardir hastaligin tanisinda kullanilan aside direngli boyama (ARB)
mikroskopisi ve kiltiir hala altin standart olarak kabul edilmektedir. Yirmidért saat igcinde
sonuglandirilan ARB mikroskopisinin duyarliligi %30-60 arasinda degisirken kiltiirde bu
oran %80°e ulagmakta ancak 2-4 hafta sonra sonug¢ alinabilmektedir. Bu nedenle
mikobakteriyel infeksiyonlarin erken tani ve tedavilerinde givenilir sonuglar veren hizli
testlere gereksinim duyulmaktadir. Son yillarda kullanimi giderek artan molekdler
yontemler; mikobakterilerin klinik drnekten tanisinda, tir diizeyinde tanimlanmasinda,
ilag direncinin belirlenmesinde ve epidemiyolojik arastirmalarda kullaniimaktadir.

Molekdler testlerin klinik 6rnekte tiberkiloz varliginin saptanmasinda ARB mikroskopisi
ve kiltur kombinasyonuyla birlikte uygulanmasi 6nerilmektedir. Birgok laboratuvarda
gerceklestirilen molekiler testlerin duyarlilik ve 6zgulltkleri, DNA eldesi, gogaltma ve
saptamada kullanilan yontemler nedeniyle degiskenlik gostermektedir. Klinik 6reklerde
tiberkilozun  saptanmasinda  “in-house” PCR  yodnteminin  gegerliligi ve
tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla Noordhoek ve arkadaslarinin yaptiklari
caligmada, basil miktari standardize edilmis drnekler ayni hedef bélgenin kullanildig
yedi laboratuvarda test edilmistir. Bu ¢alismada, duyarliik ve o6zgiilliklerin %2-90,
yalanci pozitifliklerin ise %3-77 oraninda degisti§i saptanmistir. Bu nedenlerle klinik
ornekte Mycobacterium tuberculosis tanisinin konulmasinda standardize edilmis
molekuler testlere gereksinim artmigtir.

Amplicor (Roche) ve MTD (Mycobacterium tuberculosis direct test) (Gen-Probe) testleri,
M. tuberculosis ile tuberkuloz disi mikobakteri ayriminin yapilabildigi merkezlerde, son
bir yil igcinde tedavi almayan hastalarin solunum yolu 6rneklerinde kdltir ile birlikte
yapilmasi kosulu ile FDA onayi almistir. Amplicor sadece direk baki pozitif 6rneklerde,
MTD ise hem pozitif hem de negatif érneklerde onay almistir. Giinimuzde bu testler ve
SDA (Strand Displacement Amplification), LCR (Ligase Chain Reaction) ve gercgek
zamanli PCR gibi molekiler yontemler, gerek solunum yolu gerekse solunum yolu
disindaki klinik érneklerde tiiberkilozun saptanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir.

ARB pozitifligi ile molekdler testlerin pozitif bulunmasi tiiberkiloz tanisini desteklerken,
her iki test sonucunun negatif olmasi tanidan uzaklastirmaktadir. ARB mikroskopisi ve
molekuler yontemlerin birbirlerini desteklemesi klinik taniyi kolaylastirmaktadir.
Sonuglarn farkli oimasi durumunda ise, ya klinik tabloya gére tani konulmakta ya da
testin tekrarlanmasi gerekmektedir. Ayrica hastanin tedaviye yaniti ve kiltlr
sonuglarinin da, tuberkiloz tanisinin desteklenmesi veya reddedilmesinde kullanimi
onerilmektedir.

Geleneksel yontemlerle tani konulmasindaki zorluklar nedeniyle, ARB mikroskopisi
negatif pulmoner tuberkllozlu hastalar, molekiiler testlerden en fazla yarar gérecek
grubu olusturmaktadirlar. Ayni grupta molekuler yontemlerin degerlendirildigi meta-
analizde, duyarhliklarin %9-100 ve segciciliklerinin  %25-100 arasinda degistigi
saptanmugtir. Karsilastirmalarin  kor yapildigi bildirilmeyen c¢aligmalarda, o6zellikle

duyarliliklarda abartili ylkseklik dikkati ¢ekmektedir. Diasik gelirli tlkelerde ARB
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mikroskopisi negatif pulmoner tiberkiiloz olgularinda, klinik ve radyolojik bulgularin yani
sira 6zgul olmayan antibiyotik tedavisine yanitsizligin da tani algoritmasinda yer almasi
onerilmektedir.

Plevral eflizyonun sik nedenlerinden olan tlberkiloz plérezisinin tanisinda, ARB
mikroskopisi ve plevral kiltirin duyarhhiklar distktir. Tanida duyarlih@r artiran plevral
biyopsi ornekleri ise, invaziv ydntemler gerektirir ve teknik olarak zor elde edilir.
Tiberkiloz plorezili hastalarin tanisinda nukleik asit cogaltma ydntemlerinin arastinldigi
meta-analizde, molekiler yontemlerin taniyir dogrulamada yararli oldugu, ancak
diglamada yeterli olmadi§i saptanmistir. Bu nedenle geleneksel testlerin yerine
gecemeyecedi, klinik bulgular ve geleneksel test sonuglar ile birlikte yorumlanmasi
gerektigi vurgulanmistir.

Basil sayisinin az oldugu tiiberkiiloz menenjitli hastalarin BOS &rneklerinde, geleneksel
yontemlerin duyarliliklari solunum yolu érneklerinden daha diisiktiir. Ozellikle acil tani
konulmasi ile 6lium oranlarinin azaltilabildigi bu olgularda molekiiler testlerden
yararlaniimaktadir. Thwaites ve arkadaslaninin tiberkiloz menenjitli hastalarda
yaptiklari galismada, daha hizli ve ucuz olan ARB mikroskopisi MDT ydnteminden daha
duyarli bulunmus, bu nedenle alternatif test gereksiniminin devam ettidi bildiriimistir.
Tlberkiloz menenijitlerde molekiler testlerin tanisal dogrulugunun arastinidigi bir meta-
analizde ise ticari kitlerde duyarliliklar %56, secicilikler %98 bulunmustur. Tuberkiloz
menenjitli hastalarin yaklasik yarisinin saptanabildigi bu yontemle elde edilen negatif
sonucun, tedavinin sonlandirilmasi icin yeterli olmadigi, kiltir negatifligi ve Kklinik
verilerle birlikte karar veriimesi 6nerilmektedir.

CDC, Amerikan Torasik Dernegi ve Amerikan Infeksiyon Hastaliklari Dernegi tarafindan
ortak hazirlanan 2005 yili “Birlesik Devletlerde Tiberkiloz Kontroll” raporunda, optimal
tiberkiloz kontrol hizmetleri icin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanmasi
gereken alti test bildirilmigtir. Bunlar sirasi ile; ARB mikroskopisi, kiiltir, tanimlama,
birincil secenek ve ikincil secenek ilaglar igin duyarlilik testleri ve 48 saat iginde
sonuglandiriimasi énerilen molekdler tani testleridir. Ancak, her galismaya negatif ve
pozitif kontrollerin eklenmesiyle maliyeti artan molekiler testler, optimal 6rnek sayisi ile
gerceklestirimekte ve genellikle bu siire agiimaktadir.

1980’ yillardan itibaren tim diinyada tuberklloz olgularinin artigt, ilag direnci ile
paralellik gostermistir. Geleneksel yéntemlerle ilag direncinin belirlenmesi, izolasyonda
oldugu gibi zahmetli ve zaman alici oldugundan, molekiler yontemler rutin
laboratuvarda da kullaniimaktadir. Rifampisine diren¢li mutasyonlar; genellikle RRDR
(rifampisin direncini belirleyen bolge) olarak adlandirilan rpof'nin 81 bazgiftlik gen
bolgesinde gozlenmektedir. Ayrica rifampisin direnci genellikle izoniyazid direnci ile
birlikte gérildigunden, ticari sistemlerin gogu rifampisin direncini aramakta, bu amacla
ters hibridizasyon ydntemi yaygin olarak kullaniimaktadir. Molekiler ydntemlerle,
direncten sorumlu mutasyonlarin gosterilmesi genellikle direnci kanitlarken, sessiz
mutasyonlara da rastlanabilmektedir. Mutasyonlarin gosterilemedigi durumlarda ise,
direngten sorumlu olan baska gen bdlge mutasyonlar veya baska mekanizmalar
olabilecegi de duslnulmelidir.

Mikobakterilerin tir dizeyinde tanimlanmalarini saglayan DNA dizi analizi, emek yogun
olmasi ve uygulama zorlugu nedeniyle gtinlik kullanimda tercih edilmese de PCR-REA
gibi molekdler yontemler geleneksel testlere gore gerek sure, gerekse iggiic agisindan
avantaj saglamaktadir.
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Molekiler yontemlerin gelistiriimesiyle; tiberkiloz epidemiyolojisi arastirmalari, 6zellikle
salginlarda kaynagin belilenmesi, reenfeksiyon-reaktivasyon ayriminin yapilabilmesi,
iyatrojenik infeksiyonlarin ve laboratuvar kontaminasyonlarinin tanimlanmasi mimkin
olabilmektedir. Onceleri 1IS6110 RFLP ve PGRS (polymorphic GC-rich sequence) RFLP
yontemleriyle yapilan arastirmalar, son yillarda “spoligotyping” (spacer oligonucleotide
typing) ve MIRU-VNTR (mycobacterial interspersed repetitive unit-variable-number
tandem repeat) gibi yontemlerin gelistiriimesi ile hiz kazanmistir.
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TUBERKULOZ TANISINDA MOLEKULER YONTEMLERI KULLANALIM MI? - I

) Y.Do¢.Dr.Alpaslan Alp
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Sthhiye, Ankara

Dinya genelinde ortalamalara bakildiginda, bugiin igin tliberkiiloz insidansinda
yuzglldirict bir azalma saglanamadigi gorilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni, geg
tani konmasi ve dolayisiyla tedaviye ge¢ baslanmasidir. Tedavinin baslanmasina kadar
gegen suregte yeni bulaglar meydana gelmektedir. Tiberkiiloz tanisinda yaygin olarak
kullanilan yontemler, aside direngli boyama yéntemleri sonrasinda mikroskopik inceleme
ile basilin goérilmesi ve bakterinin cesitli sivi veya kati besiyerlerinde uretilerek
tanimlanmasidir. Glinimiizde birgok merkezde tiiberkiiloz tanisi amaciyla mikroskopik
inceleme ve Kkdiltir kombinasyonu kullaniimaktadir. Mikroskopik incelemede, aside
direngli basilin gérilebilmesi igin 6rnegin mililitresinde en az 10.000 kadar bakteri
bulunmasi gerekmektedir. Cesitli caligsmalarda, tliberkiiloz tanisinda mikroskopik
inceleme duyarhih@inin %50’lerin altina kadar distiga gosterilmistir. Kiltlr ile érnekteki
birkag canl bakterinin dahi g0sterilebilmesi mumkindir, ancak kolonilerin kat
besiyerinde gozle gorilebilir hale gelmesi 4-6 hafta kadar sirebilmektedir. Sivi kaltur
sistemlerinde bu sire 7-10 giine kadar indirilebilmektedir. Tiberkiiloza yakalandigi
dasundlen hastalarin tanilarini saglayacak, duyarliigi ve 6zgulligi yiksek, hizli sonug
veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yéntemlerinin giinlik kullanima
girmesi 6nemli bir gereksinim haline gelmistir. Bu amacla yapilan caligmalarda
geligtirilmis olan molekiiler yontemler, gliinimiizde tliberkiloz tanisinda rutin kullanimda
yer almaya baglamiglardir. Ancak tiberkilloz tanisi amaciyla kullaniimakta olan
molekiler tani ydntemlerinin vazgecilmez bir ihtiyag olup olmadigi halen tartisma
konusudur. Oturumun bu kisminda, tuberkiloz tanisinda molekiiler yéntemlerin rutin
olarak kullaniimasi fikrinin gerekceleri tartigilacaktir.

Tuberktlozun laboratuvar tanisinda altin standart olarak kabul edilen ydntem kaitir
yontemidir. Kiltir yéntemleri iginde glinimiizde en ¢ok kabul géren yontem ise Bactec
radyometrik kidltir yéntemidir. Bu yontemin avantaji, pozitif drneklerde konvansiyonel
kdltdr yontemlerine goére genellikle daha kisa slirede sonug¢ verebilmesidir. Ancak
tuberkdloz tanisinin 1-2 gin gibi kisa bir siirede konabilmesi bliylik énem tasimaktadir.
Bu nedenle glvenilir ve hizli tani yéntemlerine ihtiyag vardir. Molekiiler yéntemler bu
ihtiyaci kargilamak i¢in potansiyel adaylar olarak ortaya ¢ikmislardir. Herhangi bir testin
rutin uygulamada kullanilip kullanilmayacaginin en énemli gostergeleri, testin 6zgullik
ve duyarhligidir. Tiberkiloz tanisinda kullanilan molekiler yéntemlerin 6zgllikleri,
yapilan bircok calismada yiksek bulunmustur. Duyarhilik konusunda ise, uygulanan teste
gore, oldukca degisik sonuclar elde edilebilmektedir. Farkli duyarliik sonuglan elde
edilmesinde, kullanilan PCR ydnteminin yanisira, érnek tiri ve ornek igindeki basil
miktar da 6nemli rol oynamaktadir. Teorik agidan bakildiginda, érnek iginde birkag
basilin bulunmasi durumunda bile PCR sonucunun pozitif bulunabilecegi
sdylenmektedir. Ancak pratik uygulamada, birgok caligmada tuberkiuloz PCR
duyarliiginin bu kadar yiksek olmadigi gosterilmistir. Bunun nedenleri arasinda; M.
tuberculosis DNA’sinin iyi bir sekilde agiga ¢ikarilamamasi, érnegin islenmesi sirasinda
basilllerin kaybedilmesi veya érnek i¢inde inhibitor maddeler bulunmasi sayilabilir.
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Hazir ticari PCR kitlerinin optimizasyonu c¢ogunlukla solunum yolu &rnekleri igin
yapiimakta ve bu testler ozellikle bu tur érnekler igin tavsiye edilmektedir. Degisik
¢alismalarda, solunum yolu digindaki érnekler kullanildiginda PCR duyarliliginin distigi
bildirilmistir. Bilindigi gibi “in house” PCR uygulamalarinda test duyarliliginin artirilmasi
icin optimizasyon ¢alismalarinin yapilmasi mimkiindir. Bir bagka deyisle, test protokoli
tzerinde oynamalar yapilarak farkli érnek tirleri igin duyarlilk artinlabilir. Ancak hazir
ticari kitlerin kullaniimasi durumunda bu imkan ortadan kalkmaktadir. Belli sertifikalara
sahip hazir ticari kitlerin kullanilma zorunlulugunun getiriimesi, standardizasyon
saglanmasi acgisindan olumlu olsa da, test protokoli Uzerinde oynama imkani
vermemesi nedeniyle kisitlayici olacaktir. Bugline kadar yapiimis olan c¢alismalar
incelendiginde, 6zellikle hazir ticari PCR kitlerinde, solunum yolu &rneklerinde daha
yuksek duyarllik sonuglar elde edildigi gorilmektedir. Bu durumda, tiiberkiloz tanisinda
PCR rutin olarak uygulanacaksa, bunun solunum yolu &rneklerinin agirlikli oldugu
laboratuvarlarda uygulanmasinin daha uygun olacagi sonucuna varilabilir.

PCR duyarliigini etkileyen onemli faktorlerden biri de &rnek iginde bulunan basil
miktaridir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda, yayma negatif drneklerde PCR duyarlii§inin
dustligu gozlenmistir. Genel olarak bakildiginda, ginimizde rutin molekiler tani
yontemlerinin uygulandidi enfeksiyonlar igcinde (HBV, HCV, HIV, CMV, vb), PCR
duyarliiginin en dusik oldugu enfeksiyon tuberkilozdur. Bunun en 6nemli nedenleri,
tiberkiulozlu hastalarda basil atiiminin az olmasi ve amplifikasyon reaksiyonunun
solunum yolu érneklerinde bolca bulunan inhibitdriere duyarli olmasidir. M. tuberculosis
hiicresindeki antijenik yapilar, imminokompetan konaklarda granilomatéz bir
inflamasyona neden olurlar. Bunun sonucunda enfeksiyon bélgesinde epiteloid hicreler
ve fibroblastlarin yigihmi olur. Bu bariyer nedeniyle basillerin hava yollarina veya periton,
perkardium gibi viicut bosluklarina atilimi engellenir. Basil atilimi ancak grantlomatoz
inflamasyon ¢ok siddetli oldugunda, kazebéz nekroz ve erozyon sonucunda mukozal
limene veya hava bosluklarina dodru gerceklesir. Hava bosluklarina gegen basiller
nekrotik materyallerle birlikte mukosiliyer hareketle yukarn tasinarak, genellikle dksarik
yoluyla disar atilirlar. Bu asama, hastadan alinacak balgam veya diger solunum yolu
orneklerinde tiiberkiiloz basilinin saptanabilmesi icin en uygun zamandir. Basil atilimimnin
fazla olmadigi dénemlerde, bol inhibitdér varliginin da eklenmesiyle, molekuler testlerin
duyarliliinda azalma olabilecedi disiinilmektedir. Ozelikle solunum yolu disindaki
orneklerde inhibitor madde orani daha fazladir. Bazi caligmalarda bu tlir 6rneklerde
Lowenstein-Jensen besiyerinde 2-3 glnlik inkiibasyon sonrasinda PCR duyarliliginin
arttigr gosterilmistir.

Bu verilere bakilarak, rutin tiberkiiloz PCR uygulamasinin sadece yayma pozitif drnekler
icin gerceklestiriimesinin daha ekonomik olabilecedi sonucuna varilabilir. Clnkl yayma
negatif érneklerde, PCR sonucu da ¢ogu zaman negatif olarak bulunmaktadir. Aslinda
rutin PCR uygulamasinin esas amaci, yayma negatif saptanan tlberklloz hastalarina
tani konabilmesi olmalidir. Ancak maalesef glinimiz sartlarinda bu amaca heniiz
ulagilamadigi gozlenmektedir. Bunun yerine yayma pozitif hastalara rutin PCR
uygulanmasi, tedaviye baslanma slresini kisaltabilir. Bu sayede, sivi kiiltir sisteminde
basilin saptanmasi ve tanimlanmasi igin harcanacak zamandan c¢ok daha &nce, ayni
sonuca varilmis olacaktir. Bdylece PCR ydnteminin ekonomik olarak kullaniimasi
muimkun olabilecektir.

Teorik olarak, érnegin laboratuvara ulastiriimasindan sonra bir veya iki gtin igcinde PCR

sonucunun veriimesi mimkindir. Bu konuda ozellikle “in house” PCR yo&ntemleri
uygulaniyorsa sorun yasanmayabilir. Ancak hazir ticari PCR kitlerinin kullaniimasi
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durumunda, hizli sonu¢ verme konusunda sorunlar yasanabilmektedir. Ticari PCR
kitlerinin gogunda toplam test slresi kisa olmasina ragmen, belli sayida 6rnegin bir
kerede, ayni kontroller kullanilarak ¢alisiilmasi gerekmekte, bu durumda da érnek sayisi
belli bir rakama ulasana kadar beklenmektedir. Béylece, 6rnek akisinin fazla olmadidi
laboratuvarlarda tiberkiloz PCR sonuglarinin verilmesi bir haftay1 bulabilmektedir.
Uygulama agisindan bakildiginda, teorik olarak 1-2 giin olan sonug¢ verme sdresinin,
érnek azlidi nedeniyle bir haftaya ¢ikmasi, PCR yonteminin “hizli tani” avantajini ortadan
kaldirmaktadir. Bu nedenle, tiiberkiiloz tanisinda hazir ticari PCR kitlerinin kullanilmasi
distndllyorsa, kitlerin verimliligi de hesaba katilarak karar verilmelidir. Her PCR
calismasinda kullanilan pozitif ve negatif kontroller gozéniine alindiginda, ortalama
olarak haftada iki defa tuberkiloz PCR uygulanmasi, sonuglarin gecikmeden verilmesi
acisindan kabul edilebilir sinirlarda goérinmektedir. Bu durumda, &érnek sayisinin az
oldugu laboratuvarlarda tlberkiloz PCR uygulamasinin verimli olmayacagi sonucuna
varilabilir.

Tlberkiloz glphesi bulunan hastalardan tani amaciyla, tg¢ farkli ginde alinmis
orneklerin deg@erlendirilmesi onerilmektedir. Tiberkiloz tanisinda kullanilacak olan
molekiler yontem, hastadan alinmis olan ilk érne@e uygulanmahdir. Hem mikroskopik
inceleme sonucu hem de molekller test sonucu pozitif olarak bulunursa, hastanin
tuberkiloz oldugu sonucuna varilabilir. Mikroskopik incelemenin pozitif, molekiiler testin
negatif bulundugu durumlarda, ornekte inhibitdr varligi arastirimalidir. Bazi testlerde
kullanilan internal kontrollerle inhibitér varhdi saptanabilmektedir. Bunun mimkin
olmadigi yontemlerde, érnegin bulundugu tiip igerisine M.tuberculosis DNA’sI katilarak
inhibitor varlhi@inin  arastinimasi saglanabilir. inhibitér saptanmamasi durumunda
mikroskopik inceleme sonucunun pozitif ¢ikmasi, ornekte M.tuberculosis kompleksi
digindaki mikobakterilerin varligi ile agiklanabilir. Eger inhibitér varhdi saptanmissa,
sbzkonusu ornek i¢in molekiler testlerin tanisal bir degerinin olamayacagi sonucuna
varilir. Mikroskopik inceleme sonucunun negatif, molekiler test sonucunun pozitif
¢ikmasi durumunda, test yeni bir érnekle tekrarlanmali, yine pozitif sonu¢ alinmasi
durumunda hastada tiiberklloz oldugu dusuntimelidir. Hem mikroskopik inceleme, hem
de molekiler test sonuglarinin negatif olarak bulunmasi durumunda hastanin tiiberkiiloz
olmadigr disindlir. Ancak boyle bir durum, hastada kesin olarak tiberkiloz
bulunmadigi anlamina gelmemelidir. Tedaviye yonelik kararin alinmasinda klinik
degerlendirmeler 1s1ginda yorum yapilmahdir. Gérildagi gibi tiberkiloz tanisinda, klinik
stphe ve yorumun buylk bir dnemi vardir. Sonuca varilamayan olgularda klinik yorum
belireyici olabilmektedir.

Gunumiz sartlarinda, tuberkiloz tanisinda kiltur yontemieri ve ézellikle de daha hizli
tani saglayan sivi kiltir sistemleri, vazgecilmez yontemler olarak goriinmektedirler.
Molekiler yéntemler ise tani koyma silrecini belirgin derecede kisaltabilmelerine
ragmen, mikroskopik inceleme ve kultir ydntemlerinin yerini alamamislardir. Bugiin
gelinen asamada, molekiler ydntemlerin tiiberkiloz tanisinda kultir yéntemlerinin yerini
almasi s6z konusu degildir. Bununla birlikte, molekuler yéntemlerin tamamlayici testler
olarak kullaniimalari daha uygun goérinmektedir. Tuberkilozun laboratuvar tanisi
amaciyla PCR sonuglarinin degerlendiriimesinde, kullanilan ydéntem ve incelenen
érnegin turli géz 6niinde bulundurulmali, 6zellikle solunum yolu disindaki érneklerde ve
yayma negatif érneklerde duyarlihgin daha disik olabilecedi unutulmamalidir. Bunun
yanisira, PCR sonuglarl kiltlir ve mikroskopik inceleme sonuglar ile bir bltlin olarak
yorumlanmalidir. Klasik kultir yéntemlerinin yaninda, tanimlama, genotiplendirme ve ilag¢
direnci saptanmasinda molekiler ydntemlerin kullanimi en uygun segenek olarak
gérinmektedir.
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TRANSPLANT HASTALARINDA VIRAL ETKENLERIN SAPTANMASINDA
MOLEKULER TEKNIKLER - SOLUNUM YOLU VIiRUSLARI
Prof.Dr. Dilek Golak

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Viroloji Bilim Dali,
Antalya

Tim dinyada solunum yolu infeksiyonlarina yol acan solunum yolu viruslari (SYV)
transplant alicilarini da etkilemektedirler. Bir siire Gncesine kadar immiin yetmezlikli
hastalarda gelisen solunum yolu infeksiyonlarindan sitomegalovirus (CMV) ve dider
herpesviruslar sorumlu tutulmakta idi. Ancak son yillarda yapilan epidemiyolojik
calismalarda toplum kaynakli solunum yolu virus infeksiyonlarinin her yastaki immiin
yetmezlikli hasta gruplarinda 6nemli hastalik ve 6lim nedeni oldugu gosterilmistir. CMV
infeksiyonlari igin yapilan etkili antiviral profilaksi ve tedavi sonucunda CMV pnémonisi
oranlari digerken, SYV’'nin neden oldugu pnémoni oranlari artmaktadir.

SYV arasinda influenza viruslari (IV), solunum sinsityal virusu (RSV), parainfluenza
viruslar (PIV), adenoviruslar (AV), rhinoviruslar (RV), coronaviruslar (CV) ve
metapneumovirus  (MPV) bulunmaktadir. Bu viruslar toplumda olusturduklar
infeksiyonlarin mevsimsel dagilimi ile benzer zamanlarda transplant alicilarinda da
infeksiyon meydana getirirler; ancak olusturduklar infeksiyon li¢ yoni ile saglikh
kisilerdeki infeksiyondan farklidir: a) infeksiyonun siresi uzundur, b) nozokomiyal bulas
olasiligi yiksektir, c) pnémoni insidansi ve 6lim orani yiiksektir.

Viral solunum yolu infeksiyonlarinin tanisinda virusun neden oldugu klinik tablo ve
patogeneze gore, o virusun izolasyonu igin uygun olan klinik dérnekler belirlenmektedir.
IV, RSV, RV ve MPV genellikle solunum yolu salgilarinda bulunurlar. AV gibi yaygin
hastalik olusturanlar, solunum yolu salgilan, idrar ve kan gibi cesitli drneklerden izole
edilebilirler. Ust solunum yollar igin en uygun érnekler nazofaringeal aspirat ve nazal
yikama sivisidir. Bununla birlikte alinmasi daha kolay olan nazofaringeal siriintii, bogaz
yikama sivisi, bogaz surintli érmekleri de kullanilabilir. Siriinti alinirken koton ya da
dakron ekilvyonlar tercih edilmeli, kalsiyum aljinatli ekivyonlar virus izolasyon sansini
azalttiklari igin kullaniimamalidir. Alt solunum yollari; balgam, endotrakeal tlip aspiratlari,
bronkoalveoler yikama sivisi (BAL) ile drneklenebilir. Immiin yetmezlikli hastalarda agik
akciger biyopsisi gibi invaziv girisimlerden énce BAL mutlaka incelenmelidir. Sistemik
viral infeksiyonlarda idrar ve kan érnekleri incelenebilir.

Transplant alicilan gibi immiin yetmezligi olan hastalarda, taninin en kisa siirede ve
dogru olarak konulmasi blyiik 6nem tasimaktadir. Bu amagla klinik 6rnekte antijen ya da
nikleik asit tayinine yonelik testler kullaniimaktadir. Hicre kdiltirlerinde SYV'nin
replikasyonlari ¢ok yavas oldugundan erken tanida faydalar tartismalidir, ancak kaltir
yontemleri, birden fazla patojenin izole edilebilmesi ve antiviral duyarlilik testlerinin
yapilabilmesi agisindan yararlidirlar. Niikleik asit tayinine ydnelik olarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) bugtin i¢in tanida en ¢ok kullanilan testler arasindadir. Multipleks PCR
yontemi ile pek ¢ok virusun ayni anda tanisi konabildigi gibi, gergcek zamanh (real-time)
PCR yontemi ile de kantitatif sonuclar elde edilebilmektedir.

Bugin igin Gzerinde en cok durulan konulardan biri de transplant alicilarinda SYV igin
pre-emptif tedavi uygulamasidir. Bunun igin, hastalarin belirli dénemlerde prospekitif
olarak izlenerek solunum yoluna ait dmekler ile kan orneklerinde SYV'nin PCR ile
arastirilmasi 6nerilmektedir.
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K-12

TRANSPLANT ALICILARINDA HERPESVIRUS INFEKSIYONLARININ MOLEKULER
TANISI

Dr. Ayla Ozcan
Akdeniz Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya

Viral patojenler nedeniyle olusan infeksiyonlar, transplant alicilarinda mortalite ve
morbiditenin en ©nemli nedenlerinden biridir. Transplantasyon sonrasi gorilen
infeksiyonlarin %25-30’undan viruslar sorumludur. Cytomegalovirus (CMV); transplant
alicilarinda goriilen viral infeksiyonlann yaridan fazlasinin nedenidir ve bunu herpes
simplex virus (HSV), varicella-zoster virus (VZV) Epstein-Barr virus (EBV) ve insan
herpes virusu-6 (HHV-6) izler'?. Transplantasyondan sonra uygulanan immunosiipresif
tedavi rejimleri nedeniyle gorllen herpesviruslar gibi latent viruslarin endojen
reaktivasyonu ciddi problemlere yol acabilir. Bu nedenle transplant alicilarinda
herpesvirus infeksiyonlarinin laboratuvar tanisi 6nemlidir.

Tanida serolojik testlerin kullanimindaki baslica iki amag; kisinin primer infeksiyona karsi
duyarliigini saptamak ve kan/organ alici ve vericilerini taramaktir. Transplant alicilarinda
goriilen herpesvirus infeksiyonlarinin biiyiik bir kismi reaktivasyon oldugu igin seroloji
tanida genellikle yardimeci degildir. Klinik érneklerden viral antijenler floresan antikor
yontemiyle boyanarak arastirilabilmektedir. Bu yontemde &rnekte yeterli miktarda hiicre
bulunmasi gerekmektedir. Bu da duyarliligi azaltmaktadir. Tanida altin standart, virus
kiiltiiri ile etkenin tanimlanmasidir. Ancak ge¢ sonug¢ vermesi, pahali altyapi, deneyimli
personel gerekliligi ve nispeten dusiik duyarlilik gibi nedenlerle giinimizde bu teknigin
yerini molekiiler tani yéntemleri almaktadir®.

HSV TiP-1 VE TiP-2 INFEKSIYONLARI

HSV tip-1 infeksiyonu genellikle orolabial bélgededir. Viral reaktivasyonda herpes labialis
olusur. HSV tip-2’nin primer ve rekirren infeksiyonlari genital ve perianal bdlgenin
mukokiitandz yiizeyinde agrili vezikil ve Ulserlerle karakterizedir.

Seroprevalans orani, toplumdan topluma degisse de HSV tip-1 icin %60-70 arasi, HSV
tip-2 icin %10-20 arasindadir. HSV tip-2 seksiel yolla bulastigl icin seroprevalansi
sekstel aktivite yasina kadar disik kalmaktadir. Glingér ve arkadaslari 1988 yilinda
180 serum ornegiyle yapti§i calismada HSV-2 seroprevalansini % 3.89 olarak
saptamislardir’,

Solid organ transplantasyonu (SOT) ve kék hiicre/kemik iligi transplantasyonu (KHT/KIT)
alicilarinda gériilen HSV infeksiyonlarinin ¢cogu latent virusun endojen reaktivasyonu ile
olusur. Antiviral proflaksi almayan transplant alicilarinda HSV infeksiyonu %70-80
oraninda ve en sik transplantasyonun 2-3. haftalarinda gériiliir’. Transplantasyondan
yaklasik alti ay sonra HSV reaktivasyon riski giderek diisme egilimi gésterir>®.

Transplant alicilarinda gorilen HSV infeksiyonu immiinokompetan bireylerdeki gibi daha

¢ok mukokutandz yerlesim gosterse de, immiin yetmezlik oldugu igin daha uzun virus
atilimi, daha ¢ok invazyon ve diseminasyon potansiyeli gibi nedenlerle ayrilir®. Deneyimli
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klinisyenler tipik mukokutandz herpetik lezyonlari kolayca taniyabilseler de atipik
lezyonlar ve herpetik viseral organ tutulumlarn laboratuvar dodrulamasi gerektirir.

Tani

Transplant alicilarinda goriilen HSV infeksiyonlarinin biyiik kismi reaktivasyon oldugu
icin seroloji genellikle yardimeci degildir. Antikor titresi ile HSV infeksiyonu arasinda bir
iliski saptanmamistir.

Tanida altin standart, virusun hicre kiltirinde Uretilmesidir. Ama en erken 24-48 saat
sonra sonu¢ vermesi, laboratuvar ekipmani ve personeli gerektirmesi gibi nedenlerle
glinimiizde molekiiler tekniklere yerini birakmistir’™®. Klinik drneklerden viral antijenlerin
direk floresan antikor (DFA) yodntemiyle saptanmasi hizli bir tani yéntemi olmasina
ragmen, duyarliligl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve hiicre kiltirine gére daha
dasuktdr.

PZR teknigiyle HSV DNA'si; vezikiiler sivi, lezyon kazintilar, bodaz sirintuleri,
konjunktiva kazintisi, doku, beyin omurilik sivisi ve plazma gibi birgok farkh klinik
ornekten saptanabilir. HSV DNA’sinin periferik kan I[okositlerinde saptanmasinin,
transplant alicisinda jeneralize HSV infeksiyonu ile iliskili oldugu bulunmustur®.
Lezyonlardan alinan doku veya surinti drneklerinde kalitatif olarak HSV DNA’sinin
saptanmasi infeksiyonun varligini isaret eder. Kantitatif PCR ise daha cok sistemik
infeksiyonda tedaviye yanitin degerlendiriimesi icin dnemlidir. PCR tekniginde “in-house”
veya ticari kitler kullanilabilir.

VZV INFEKSIYONLARI

Insanlar VZV'un tek rezervuaridir. Primer infeksiyon erken yaslarda gériiliir ve genellikle
hafif siddette, jeneralize vezikller lezyonlarla karakterizedir. Herpes zoster, VZV’'un
reaktivasyonu sonucu olusan klinik tablodur. Gangliyondaki VZV reaktivasyonu ve
replikasyonunu takiben, virus derinin duysal sinirleri boyunca ilerler ve epitelyal
hiicrelerde cogalmaya baslar. Sonucta herpes zostere 6zgl vezikiler dokuntiler ortaya
cikar.

Erigkinlerin %90'indan fazlasi VZV ile infekte oldugu igin, transplant alicilarinda gergek
primer infeksiyon ancak pediatrik hasta grubunda gériiliir'®. Ulkemizde 2004 yilinda
Savas ve arkadaglarinin yaptigi calismada 0-15 yas grubunda VZV seroprevalansi %85
bulunmustur'’. Lenfoproliferatif malignitesi olanlar ve transplant alicilarn herpes zoster
acisindan yiksek risk altindadirlar’®>. Transplant alicilarindaki herpes zoster sikhgi
imminsupresyonun derecesiyle orantilidir. HSV infeksiyonlarinin aksine \"7AY
reaktivasyonu genellikle SOT ve KHT/KIT takiben 100. giinden sonra ortaya
cikmaktadir. Yapilan galigmalarda KHT/KIT sonrasi herpes zoster gelisiminin %75-85
vakada bes ay oldugu bulunmustur™.

Transplant alicilarinda herpes zoster u¢ farklh klinik tablodan birisini gdsterir. Birgok
vakada hastalarda dermatomal deri erupsiyonlari gorilir. Bununla birlikte diseminasyon
riski immunokompetan bireylere gére daha vyuksektir. Daha az siklikla, belirgin
dermatomal hatti izlemeyen varicella-benzeri deri lezyonlari gérulir. Buna “atipik
jeneralize zoster” adi verilir. Son olarak da subklinik reaktivasyon da olabilir.
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Tani

VZV ve herpes zoster, tipik deri bulgulari olugturdugu icin klinik ile tani kolaylikla
konulabilir. Ancak transplant alicilarinda VZV ve HSV infeksiyonunu klinik olarak
ayirmak bazen gig olabilir. Ayrica, kiitandz belirtiler gérilmeden olusan viseral VZV
infeksiyonu da sik olmamakla birlikte tanisi gii¢ olabilir'™. Bu nedenlerle etkenin
laboratuvar tanisi ile dogrulanmasi gereklidir.

Serolojik tani genellikle yardimci degildir. Antikor titresi ile herpes zoster gecirme riski
arasinda bir iliski saptanmamistir'®>. Bu nedenle, lezyonda VZV'un antijenleri veya
niikleik asidinin saptanmasi aktif infeksiyonun géstergesidir.

Tanida virusun hiicre kiltiirinde tretilmesi ve 3-7 giinde olusturdugu sitopatik etkisinin
gosterilmesi kullanilabilir. Fakat bu yontem ile kisa siirede sonug verilemez, zira virusun
hiicre kiltirinde tremesi HSV'a gore daha uzun sirmektedir. DFA ile viral antijenlerin
saptanmasi ise hizli fakat PCR’na gére duyarlih@: digik bir ydntemdir.

Molekiiler yontemlerle VZV DNA’si; vezikiiler sivi, lezyon kazintilar, doku ve plazma
gibi klinik 6mekten saptanabilir. Fakat HSV gibi stabil bir virus olmadigindan 6rnek alimi
ve tasinmasinda ¢ok dikkatli olunmahdir. PCR; yapilan gall§malara gbre hucre kiltlirtine
gore daha hizli ve duyarli bir yéntem olarak bulunmustur'’. Lezyonlardan alinan doku
veya surinti o6rneklerinde kalitatif olarak VZV DNA’sinin saptanmasi infeksiyonu
gosterir. Kantitatif PCR ise daha ¢ok sistemik infeksiyonda tedaviye yanitin
degerlendiriimesi icin 6nemlidir. Grant ve arkadaslarinin yaptigi caligmaya gére;
transplant alicilarinda goériilen VZV infeksiyonlarinda, plazmada VZV DNA’sinin
saptanmasinin kuvvetle diseminasyonu destekledigi saptanmistir'®. PCR tekniginde “in-
house” veya ticari kitler kullanilabilir.

CMV INFEKSIYONLARI

CMV transplant alicilarinda en sik goérilen viral ajandir. Transplantasyon sonrasinda
gérillen CMV infeksiyonunun spekirumu ve siddeti; transplante edilen organin tipine,
alici ve vericinin transplant 6ncesi serolojik durumuna, kullanilan imminosipresif tedavi
rejimi ve immin yetmezlik derecesine gore degismektedir. CMV sadece invaziv doku
infeksiyonlariyla degil, ayni zamanda graft atihimi ile iligkilidir. CMV bazi herpesviruslarin
aktif indiikleyicisidir. Ornedin yapilan caligmalarda CMV hastaligi ile EBVa bagli
transplant sonrasi lenfoproliferatif hastalik (PTLH) arasinda iliski saptanmistir'®.

CMV infeksiyonu genellikle transplantasyon sonrasi ilk Gg¢ ayda goérulir. Ancak
uygulanan antiviral proflaksi nedeniyle daha ge¢ de ortaya cikabilmektedir. “CMV
infeksiyonu”, herhangi bir semptom olmaksizin hasta orneklerinden virusun izole
edilmesi, viral antijenlerin, viral DNA'nin veya anlamli antikor yanitinin saptanmasidir.
“CMV hastaligl” ise; tutulan organa ait hastalik semptomlari ile birlikte CMV'un PCR ve
biyopsi ile saptanmasidir. Transplantasyondan sonra saptanan CMV viremisi veya
yiiksek viral yiik, hastalik gelisimi ile dogrudan iligkili bulunmustur. “CMV sendromu” da
ates, I6kopeni ve trombositopeni ile birfikte CMV DNA’nin kanda saptanmasidir'®.
Bununla birlikte; ayni bulgulara HHV-6, HHV-7 ve adenovirus gibi diger viruslarin da
sebep olacagdi unutulmamalldlr.

Transplant sonrasi gelisebilen CMV hastaligini 6nlemek igin iki farkli yaklasim vardir.
lIki, transplantasyondan sonra tiim olgulara antiviral proflaksi uygulanmasidir. Digeri ise,
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laboratuvar bulgular sonucunda CMV agisindan yiiksek riskli oldugu disinilen hasta
grubunun belirlenerek bu gruba antiviral uygulanmasidir. Buna pre-emptif tedavi adi
verilir. Ancak bu tedavi rejimin, antijenemi testi ve PCR gibi ylksek pozitif prediktif
degere sahip CMV testleri temel alinarak uygulanmasi daha dogru bir yaklasimdir.

Tani

CMV infeksiyonu ve hastaliginin tanisinda kullanilan yontemler son yillarda &nemli
gelismeler gostermistir. Onceleri CMV’un tanisi histopatolojik olarak yapilmaktaydi.
Daha sonralari hicre kiltiri ydntemleri kullaniimaya baslanmistir. Fakat bu yéntem
zaman alici, duyarlihgi goreceli olarak daha disiik ve ekipman gerektiren bir tan
metodudur. Bununla birlikte pozitif viral kiltirlerin, her zaman CMV hastali§i gelistirme
riski ile iligkili olmadi§i saptanmistir’®?'. Bir calismaya gére de, CMV pozitif viral
kiltirlerin pozitif ve negatif prediktif degerleri %46 ve %83 bulunmustur’”. Yiiksek
duyarliliktaki pp65 antijen saptama yontemi ve molekiiler metodlarin gelistiriimesi,
6zellikle CMV hastalii agisindan yiiksek riskli transplant alicilarinin hizla saptanmasi
mumkin olmustur.

pp65 antijenemi testi, semikantitatif floresan testi olup, periferik kanda infekte hicre
sayisini saptama esasina dayanir. Testin duyarliigi ve 6zgulligu yliksek, iyi standardize
edilmis ve kantitatif sonu¢ vermesine ragmen, klinik érmeklerin hemen calisiimasi
gerekliligi ve lokopenik hastalarin sorun olusturmasi nedeniyle son yillarda CMV
DNA’sini saptamaya yonelik molekiler testler daha cok kullaniimaya baslanmistir.
Yiksek dizey antijenemi, CMV hastaligi ile iligkili olmasina ragmen literatiirde bazi
istisnalar da bulunmaktadir™. Yapilan galismalarda, antiviral tedavi sirasinda antiviral
ilag direnci olmamasina ragmen antijenemi testinde yikselmelerin gorilebilecedi ve bu
nedenle ozellikle KiT alicilarinda izlem igin antijenemi testinin kullaniimamasi gerektigi
vurgulanmigtir.

PCR metodunda, klinik érneklerde viral DNA veya virusa ait mRNA'lar saptanarak
cogaltilir. Farkh klinik 6rneklerde calisilabilmesi, diger testlere gore duyarhiliginin yiiksek
olmasi ve erken donemlerde infeksiyonu saptayabilmesi testin avantajlarindandir. PCR
ile CMV pozitifligi antijenemi testinden yaklasik 7-10 giin énce saptanabilir. pp67 mRNA
dizilerinin izotermal olarak c¢ogaltildigi NASBA (nucleic acid sequence based
amplification), hibridizasyon ve gergek zamanl (real-time) PCR ydntemleri CMV
tanisinda kullanilan diger nikleik asit saptama testleridir. PCR ydnteminin yiiksek
duyarliigi nedeniyle butin latent viruslarda oldugu gibi, hastali§i olmayan seropozitif
olgularda da pozitifik saptanabileceginden, infeksiyonun tanisi ve tedavi izleminde
kantitatif PCR metodlarinin kullaniimasi daha dogru bir yaklasimdir. PCR ydntemlerinde
tam kan, Iokosit ya da plazma drnekleri kullaniimaktadir. Bu érneklerin ayni hastadan
alinmasina ragmen farkl viral yiklere sahip olduklari unutulmamalidir.

Gunimizde transplantasyon merkezleri, birbirinden farkl ticari kantitatif PCR kitleri
kullanarak CMV izlemi yapmaktadirlar. Bu ticari sistemlerin kullandiklari standartlar da
farklidir. Bu nedenle yapilan c¢alismalarda; transplantasyon merkezlerinin CMV
izlemlerinde hep ayni metodu kullanmalar ve pre-emptif tedaviye baglamak igin kendi
esik degerlerini saptamalarinin gerekli oldugu belirtiimektedir.

CMV hastaliginin tedavisi sirasinda antiviral ilaglara karsi direng gelisebilir. Direnci
gostermek igin virusun uretilmesi ve antiviral duyarlihdin saptanmasi gereklidir. Ancak bu
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sadece hiicre kiiltirli ile yapilabilir. PCR ile mutant viral suslarin hizli bir sekilde
saptanmasi mimkiin olmaktadir®®?,

HHV-6 ve HHV-7 INFEKSIYONLARI

HHV-6, HIV'da oldugu gibi kendine hedef olarak CD4+ T lenfositleri segmektedir. HHV-7
daha ¢ok hucre iligkilidir ve daha az litik bir virustur. HHV-6 ayrica TNF alfa, interferon
gamma gibi sitokinlerin de glgcli indlkleyicisidir. Birbirine %88 oraninda benzer A ve B
varyantlari  bulunmaktadir. Yapilan calismalarda transplant sonrasi goérilen
infeksiyonlarin ¢oguna tip B’nin neden oldugu bulunmustur.

Seroepidemiyolojik ¢alismalar, HHV-6'ya bagh primer infeksiyonlarin hayatin ilk
yillarinda goérildiguni ortaya koymustur. Eriskinlerde seropozitifik orani %80
civarindadir®. HHV-7’nin primer infeksiyonu ge¢ cocukluk déneminde gegirilir. Viicutta
latent olarak bulundugu yerler tam olarak bilinmemekle birlikte, HHV-6’nin bronsiyal ve
salgi bezlerinin epitelyal hiicrelerinde, HHV-7'nin salgi bezlerinde latent kalabildigi
gosterilmistir.

Transplantasyon sonrasi HHV-6'ya bagh gelisen infeksiyonlarin ¢ogu 2-4. haftalarda
gorulur. HHV-6'ya bagh semptomatik infeksiyon, KHT/KIT'de SOT'dan daha fazla
siklikta gériliir. CMV’den bu 6zelligiyle de ayrilir. immuinosipresif tedavi rejiminde, anti-
T lenfosit uygulanmasi hem KHT/KIT hem de SOT alicilarinda énemli bir predispozan
faktordlr. HHV-6 ile GVHD arasindaki iliski tartismalidir. Bazi ¢alismalarda karaciger
transplantasyonu sonrasi gelisen allograft rejeksiyonu ile HHV-6'nin iliskili oldugu
bulunmusgtur’”. HHV-6'nin neden oldugu Klinik tablolar, virusun immiinomodiilator
etkilerinden dolay olugsmaktadir.

HHV-7'ye bagh viremi KHT/KIT alicilarinin %57’si, SOT alicilarinin ise %39’unun
periferik kan mononukleer hicrelerinde PCR teknigiyle saptanmisgtir.  Yapilan
calismalarda HHV-7'nin transplant alicilarinda CMV’un patojenitesini artirici  etki
yapabildidi bulunmustur®.

Tani

Tanida serolojik incelemeler yarali degildir. Hiicre kultliri tanida yararli bir yéntemdir.
Ancak en hizli yontemlerden olan shell-vial yontemiyle bile 72 saat sonunda sonug
alinabilmektedir. PCR temelli molekiler yontemler tanida kullanilabilir. Burada dikkat
edilmesi gereken en o&nemli unsur, kalitatf PCR’nun latent viral genomu da
saptayabilmesidir. Asemptomatik transplant alicilarinda periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde latent HHV-6 genom sayisi 10/10° hicrenin altindadir. PCR’nun
avantajlarindan biri de icinde hlicre bulunmayan érneklerde pozitifligin 6nemli oilmasidir.

EBV INFEKSIYONLARI

EBV, gamaherpesvirus ailesinden olup, infeksiydz mononikieoz, Burkitt lenfoma ve
transplantasyon sonrasi gelisen lenfoproliferatif hastalik (PTLH) etkenidir. EBV'un temel
bulas yolu tikriktir. Primer infeksiyon genellikle gocukluk ¢aginda asemptomatik olarak
gecirilir. Ama geng eriskinlik doneminde infeksiy6z mononikleoz klinigi de gorilebilir.
Virus B lenfositleri infekte eder ve primer infeksiyondan sonra burada latent kalir.
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Seroepidemiyolojik ¢calismalar primer infeksiyondan sonra gelisen seropozitiflik oraninin
geng eriskinlik déneminde gelismis tlkelerde %50-60, llkemiz gibi gelismekte olan
tlkelerde ise %80-90 civarinda oldugunu gostermistir.

Transplant alicilarinda EBV ile ilgili en riskli hastalik PTLH'dir. Yapilan ¢alismalarda
organ alicilarinda PTLH sikidi %5-23 arasinda bulunmustur®. Genellikle EBV
seropozitif donbrden organ alan seronegatif alicilarda PTLH gelisme orani gok yiiksek
olmasina ragmen, tim transplant alicilari serolojik durumuna bakilmaksizin risk
altindadir. PTLH gelisme riski transplante edilen organ tipine gére de degismektedir®.
En ylksek risk %32 ile ince barsak transplantasyonu sonrasi olusurken, bunu pankreas,
kalp, akciger ve karaciger transplantasyonlari izler.

Tani

Tanida serolojik incelemeler yararl degildir. Histopatolojik inceleme, hastaligin tanisinda
altin standarttir. Bununla birlikte PTLH’da periferik kandaki EBV yiki artmistir. Yapilan
caligmalarda, viral yikin artmaya baslamasi lenfoproliferatif hastalik semptomlarindan
once bagladigi igin, molekiler ydntemlerle viral yiikiin prospektif olarak izlenmesi
onerilmektedir. Disiik EBV yiikiinin SOT alicilarinda negatif prediktif degeri %96-100
gibi cok ylksek bir degerde bulunmasina ragmen, pozitif prediktif dederleri %28-64
arasinda degismektedir’’. Bununla birlikte, kantitatif PCR metodlariyla antiviral tedavi
yanitinin izlenmesi de miumkundir. Kullanilan kantitatif PCR testleri arasindaki standart
farkliliklari, rneklerin niteligi (tam kan, plazma veya lenfosit) ve hangi siklikla alinacagi
gibi konularda daha standardizasyon saglanamamasi, viral ylk izlenmesinde onemli
sorunlardandir.

HHV-8 INFEKSIYONLARI

HHV-8, gamaherpesvirus ailesinden lenfotropik bir virustur. Diger bir 6zelligi de konakta
timodr olusturabilme yetenegidir. Primer infeksiyonun belirgin klinik bulgulari yoktur.
HHV-8’in viral replikasyon asamalari ve persistan olarak kaldigi bélgeler tam olarak
bilinmemekle birlikte, viral DNA tikriik ve periferik kan mononiikler hiicrelerinde tesbit
edilebilmektedir.

Virus primer infeksiyon sonrasi latent kalmaktadir. HHV-8'in, Kaposi sarkomu (KS) veya
diger kanserlerin gelisiminde hangi mekanizmalarla etkili oldugu tam olarak
bilinmemekle birlikie, hiicre siklusu dizenleyici proteinlerini ve sitokin benzeri yapilari
kodlayarak patogenezde rol oynadigi disunilmektedir.

HHV-8 prevalansi llkenin gelismislik diizeyi ile paralellik gdstermektedir. KS transplant
alicilarinda %0.5-5 oraninda gérdlir. Yapilan caligmalarda bu olgularda HHV-8
reaktivasyonu da e$ zamanli saptanmistir.

Tani

Kltantz ya da viseral KS tanisi da daha ¢ok patolojik inceleme ile konur. Seroprevalans
orani dlisiik oldugu igin serolojik tani yararlidir. Ancak testlerde farkli antijenlerin
kullanilmasi ve tam bir standardizasyon saglanamamis olmasi, bu testlerin
kisithliklarindandir. Bu nedenle tani ve infeksiyonun takibinde molekiiler teknikler son
yillarda kullanilan yeni metodiardir. HHV-8 kantitatif PCR testleri ile viral yik izlemi
transplant alicilarinin KS gelistirme riskleri ve antiviral tedaviye yanitin degerlendiriimesi
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icin kullaniimaktadir’®. Ancak PCR testlerinin optimizasyonu ve duyarlihdi ile ilgili ileri
calismalarin yapilmasi ve testlerin standardizasyonu gerekmektedir™.
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TRANSPLANT HASTALARINDA VIRAL ETKEN_LER_iN SAPTANMASINDA
MOLEKULER TEKNIKLER: HEPATIT VIRUSLARI

Dog¢.Dr. A.Arzu Sayiner
Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, lzmir

Transplant alicilarinda hepatit viruslarina bagli komplikasyonlar, graft kaybina ve
mortaliteye yol agabilmektedir. Risk, gogu kez virus yiku ile paralellik géstermektedir.
Hepatit viruslarina yonelik nikleik asit testleri, alici-verici ¢iftinin belilenmesinde,
profilaksi ve/veya tedavi kararinin verilmesinde ve izlenmesinde vazgecilemez dneme
sahiptir.

Hepatit B virusu (HBV) ve karaciger transplantasyonu

HBV’ye bagh karaciger yetmezligi, transplantasyon gerektiren nedenler arasinda énemli
bir yer tutmaktadir. HBV ile infekte alicida, profilaksi uygulanmazsa, HBV infeksiyonunun
yineleme riski %80, 5 yillik yagam sansi %40-60’dir. Risk, blytk 6l¢lide transplantasyon
sirasinda replikatif HBV infeksiyonu varligi ile iliskilidir. Replikasyon, duyarliig <10%°
kopya/ml olan bir yontem ile degerlendiriimelidir. Uygun profilaksi ile HBV yineleme riski
iki yililk dénem igin %10’nun altina indirilebilir. Profilakside, HBIG ve/veya antiviral
nukleoz(t)id analoglar kullaniimakta, kombinasyon tedavisi yeglenmektedir. IV HBIG'nin
pahali olmasi ve kullanim gugcligu nedeniyle, kisa sireli IV HBIG kullanimi veya IM
olarak disik dozda kullanimi yéninde c¢alismalar bulunmaktadir. HBIG'ne olan
gereksinim, transplantasyon oncesi virus yukd ile iligkilidir. HBIG tek basina
kullanildiginda, dozun yetersiz kalmasi, erken donemde nukse; S antijeni (6zellikle “a”
determinanti) mutasyonlari ise ge¢ dénemde niikse yol agabilir. Transplantasyon éncesi
(dogal veya antiviral tedavi ile) HBV DNA PCR negatif veya diizeyi 10°° kopya/ml
altinda olan olgularda kisa sireli IV HBIG kullaniminin ardindan IM yolla uygulanan
disik doz antikor tedavisi yeterli olabilmektedir. Transplantasyon éncesi HBV viral
yikinin o6nemi nedeniyle, nakilden &nce antiviral ajanlarla HBV DNA miktarinin
azaltilmasi, saptanamaz diizeye indirilmesi dnerilir. Transplantasyondan birka¢ ay énce
baslanacak antiviral tedavi ile virus replikasyonu baskilanmakta, transplantasyondan
sonra HBIG + antiviral kombinasyonu ile profilaksi sirdirilmektedir. Kullanilacak
antiviral ajan, slresi; HBIG dozu, verilis sekli, kullanim suresi; HBV DNA'da kararlari
etkileyebilecek esik degerler ve alternatif tedaviler (HBV asisi, vb) konularinda heniiz
yanitlanmamis sorular bulunmaktadir.

Olgularin izleminde kullanilacak HBV DNA testinin duyarlili§i énemlidir. izlemde, normal
kosullar altinda, t¢ aylik aralarla HBsAg, anti-HBs ve HBV DNA PCR izlemi énerilir. HBV
DNA’'da beklenen yanitin alinamamasi durumunda, tedavinin dizgun kullanilmamasi ile
ilag direnci olasiliklarinin ayrilmasi gereklidir. Bu amagla, antiviral ajanlara direng
gelisimini belirleyecek mutasyon analizleri yapiimalidir. HBV niiksi saptanan olgularda
tedavi, giderek artan antiviral secgenekleri ile daha kolay dizenlenebilmektedir.
Transplantasyon sonrasi profilaksinin, bir siire sonra kesilip kesilemeyecegi
bilinmemektedir. Bu kararin veriimesinde karaciger dokusunda HBV DNA ve/veya
cccDNA’nin arastinimas yol gosterici olabilir.
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HBV ve bobrek transplantasyonu

HBV tedavisi uygulanmayan, HBsAg pozitif bébrek alicilarinin %80°de kronik karaciger
hastaligi gelismekte, 6limlerin %35-57'si karaciger hastaligina bagl olmaktadir. HBV'ye
bagl karaciger fonksiyon bozuklugu, siklikla nakil sonrasi birinci yil iginde ortaya cikar.
imminosipresif tedavi, &zellikle kortikosteroid kullanimi  virus replikasyonunu
artirmaktadir. Solid organ transplantasyonunda nadir olmakla birlikte, HBsAg negatif,
anti-HBc pozitif olgularda bile transplantasyon sonrasi reaktivasyon gelisebilmektedir.
Ancak transplantasyon éncesi HBV DNA pozitif hastalarda, risk daha fazladir. Karaciger
transplantasyonunda oldugu gibi, HBV DNA miktarini duyarli bir yontemle belirlemek ve
transplantasyon éncesi antiviral tedaviye baslayarak replikasyonu baskilamak énemlidir.
interferon, kronik bobrek yetmezligi hastalarinda iyi tolere edilememekte,
transplantasyon sonrasinda da rejeksiyon riskini artirmaktadir. Lamivudin, transplant
dncesi ve sonrasi HBV replikasyonunu baskilamakta ve kronik HBV infeksiyonuna bagh
mortaliteyi azaltmakta etkilidir. Tedavinin baslanma zamani ve siresi halen
arastiriimaktadir. HBV DNA'nin izlenmesi, tedaviye yon veriimesinde ve direng
gelisiminin erken donemde belirlenmesinde 6nemlidir.

HBsAg negatif, anti-HBc pozitif alicida, solid organ (karaciger, bodbrek, kalp)
transplantasyonu ardindan HBV reaktivasyonu gelisebilir. Izlemde %24 olguda serumda,
%30 olguda karacigerde HBV DNA pozitifligi saptanmistir. izlem, HBsAg ve HBV DNA
ile yapiimahdir.

HBV ve hematopoetik hiicre transplantasyonu

HBsAg pozitif hastalarda, ézellikle transplantasyon éncesi virus yikl fazla olanlarda,
HBV reaktivasyonuna bagli hepatit riski yiksektir. Risk, HBY DNA miktar 10°
kopya/ml'nin Ustiinde olan hastalarda, altinda olanlara gore yaklasik 10 kat fazladir.
Transplantasyon éncesi inaktif olan infeksiyonda da aktiflesme saptanabilir. Fulminan
hepatit gelisme riski %12'dir. HBV hastaligi siklikla immin toparlanma asamasinda
ortaya ¢ikmaktadir. Virus yikinin antiviral ajanlarla dasuriimesi, reaktivasyon riskini
azaltmada ®nemlidir. Antiviral ajan kullaniminin, transplantasyondan bir slre once
baslamasi ve islem sonrasinda uzun siire strdurtimesi dnerilir.

Vericinin anti-HBs pozitif olmasi (gegirilmis infeksiyon veya agilama sonucu), bagisikhgin
aliciya da gegmesini saglamaktadir. Béylece naif alicilarda korunma saglanabilecegi
gibi, HBsAg pozitif alicilarin bir kisminda (%65) antijenin negatiflestigi belirlenmistir.
Kalici HBsAg klerensi saglanmasi, siroz geligimini onleyebilmektedir. Verici kaynakli
bagisikhdin alicida kalig siiresi bilinemedigi icin anti-HBs izleminin 6-9 ay aralarla
yapilmasi, antikor diizeyinin azalmasi durumunda HBV DNA kontroli ve HBV asisi
onerilmektedir.

Anti-HBc ve anti-HBs pozitif alicilarda transplantasyon sonrasi, HBV reaktivasyonu
gelisebilmektedir (ters serokonversiyon). Allojenik transplantasyon sonrasi 2 yilda %75,
5 yilda %100 olguda anti-HBs kaybi saptanmistir. Bu olgularin bir kisminda HBV
reaktivasyonu geligmistir. Bu nedenle alici, anti-HBs ve HBV DNA acisindan uzun sure
izlenmelidir. Vericinin HBsAg pozitif olmasi durumunda, transplantasyon dncesi antiviral
tedavi ile virus yukinin distriimesi, tercihan HBV DNA PCR negatifliginden sonra
hiicre toplanmasi dnerilmektedir.
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Hepatit C virusu (HCV) ve karaciger transplantasyonu

HCV pozitif hastalarda, infeksiyonunun yineleme riski, transplantasyondan sonraki ilk
yllda %70, transplantasyon &ncesi viremi varsa %90°dir. Niks, serum velveya
karacigerde HCV RNA’nin saptanmasi ile belirlenir. Hastalik, immin sipresyonu
olmayanlara gore daha hizl ilerlemekte, 5 yilda siroz gelisimi %20-30’a ulasmaktadir.
Graft kaybinin en sik nedeni yineleyen HCV infeksiyonudur. Ciddi HCV niiksii agisindan
risk faktorleri arasinda virolojik parametreler de bulunmaktadir. Transplantasyon éncesi
virus yuklnun ylksek olmasi, genotip 1 infeksiyonu, HBV/HIV koinfeksiyonu risk
faktorleridir. Transplantasyon 6ncesi virus yikinin azaltilmasi, mimkiinse saptanamaz
hale getiriimesi oneriimekte, bu yolla kiirin %40’lara ¢ikabilecedi éngériilmektedir.
Transplantasyon oncesi ve sonrasi tedavide interferon ve ribavirin kombinasyonu
yeglenmektedir. llag yan etkileri nedeniyle doz azaltimi yapilmak zorunda kalinmasi
tedavi basarisini etkilemektedir. Tedavide doz ve sire konusunda belirsizlikler
bulunmaktadir. Tedavi, plazma virus yiiki ile izlenir.

Arastirmalar, hepatik olmayan dénemde virus yikinin azaldigini, transplantasyon
sonrasi  12-24 saatte azalmanin devam ettigini (virionlarin hepatosit ve karacigerdeki
retikiiloendoteliyal sistem hiicrelerince tutulmasi), ikinci haftadan itibaren serum HCV
RNA miktarinin artarak 4. ayda tepe noktaya ulastigini géstermistir. Virus yiiki, birinci
yilda, tranplantasyon &ncesi miktarin 10-20 katina ulagmakta, kortikosteroid
kullaniminda ise 4-100 kat artmaktadir. Transplantasyon sonrasi CMV infeksiyonu da,
viral yukl artirici etki yapmaktadir. Nikst énlemeye yénelik tedavi alan olgularda,
transplantasyon sonrasi 3. ve 6. ayda virus yikinin incelenmesi, 6.ayda niiks
saptanmadiysa, 12. ayda HCV RNA testinin tekrarlanmasi énerilmektedir.

HCV ve bébrek transplantasyonu

HCV ile infekte alicida, transplantasyon &ncesi HCV RNA'nin negatiflesmesini
hedefleyen bir tedavi oOnerilmektedir. Transplantasyon sonrasi tedavi sorunludur,
interferon kullaniminda rejeksiyon riski %50’lere gikabilmektedir. Viral yiik belirlemede
kullanilacak test segiminde, hemodiyaliz hastalarinda heparin kullanimi nedeniyle ortaya
¢ikabilecek PCR inhibisyonu gbz 6niine alinmaldir. TMA esash testlerin heparinden
etkilenmemeleri nedeniyle Gstiinlik tasidigini gosteren g¢alismalar bulunmaktadir. Diyaliz
hastalarinda anti-HCV negatif, HCV RNA pozitif olgular gériilebiimektedir. Bu nedenle
transplantasyon adaylarinin 3-6 ayda bir HCV-RNA testi ile dederlendiriimeleri dnerilir.

HCV ve hematopoetik hiicre transplantasyonu

Hematopoetik hilcre transplantasyonu ile HBV/HCV iliskisini irdeleyen calismalar,
genellikle allojenik transplantasyon alicilarinda yapilmigtir. HCV, erken dénemde veno-
okluzif hastalik riskini artirmakta, bunun diginda kronik HCV infeksiyonun gidisi genellikle
ilk 10 yida sessiz olmaktadir. Transplantasyondan sonra HCV ile infekte olmus
hastalarin izleminde biyopsi ile kanitlanmis siroz orani 15. yilda %11, 20. yilda %24
olarak saptanmugtir. Olgularda, gere@inde interferon vefveya ribavirin tedavisi
kullanilabilir. Kombine tedavide basari daha fazla (%20) olasina ragmen, hematolojik
toksisite daha sik gérulmektedir.
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HBV ve HCV ile infekte verici kullanimi

= Anti-HBc pozitif verici ve transplantasyon: Alcinin HBV bagisikhgr tasimamasi,
vericinin anti-HBc ve/veya anti-HBs pozitif olmasi durumunda, karaciger nakliyle HBV
bulagsma riski %33-100 arasinda bildiriimistir. Verici karacierinde HBV DNA'nin
bulunmas! durumunda risk yiikselmektedir. Plazmada HBV DNA'nin saptanamamasi,
karaciger dokusunda virus bulunmadiginin kaniti degildir. Alicinin anti-HBs pozitif
olmas! durumunda risk azalmaktadir. Genellikle dokuda HBV DNA testi yapilamadan
transplantasyon gergeklestirildidi icin, seronegatif transplant adaylarinin agilanmasi ve
anti-HBs yanitinin belirlenmesi énemlidir. Naklin, oncelikle HBsAg pozitif hastaya, ikinci
sirada anti-HBs poxzitif aliclya, son segenek olarak profilaksi altinda antiHBc negatif
alictya yapilmasi uygun olur. Transplantasyon sonrasi uygulanacak profilaksi
konusunda uzlasiimis bir dneri bulunmamaktadir.

S6z konusu vericilerin, karaciger digi solid organ transplantasyonunda sorun
olusturmadigi, klinik ve biyokimyasal HBV gelismedigi gosterilmistir. Yine de alicinin
HBV'ye karsi dogal bagisik veya asili olmasi ve asili olgularda transplantasyona yakin
dénemde anti-HBs kontroll énerilir.

= HBsAg pozitif verici ve karaciger transplantasyonu: Bu tip verici, sadece HBsAg pozitif
alicilarda kullanilabilir. Karacigerde hasarin minimal olmasi ve vericide viral yiikiin 10%°
kopya/mli'nin altinda olmasi durumunda kullaniimasi onerilir. Vericide HCV ve HDV
koinfeksiyonu olmamalidir. Transplantasyon sonrasi uygulanan HBIG ve lamivudin
tedavisi ile HBV'nin baskilandidi, ancak ciddi HDV infeksiyonu gelistigine iliskin olgu
sunumu vardir.

= HBsAg pozitif verici ve bébrek transplantasyonu: Vericide HDV koinfeksiyonu
bulunmamalidir. HBV bulagma riski, viral yiik diizeyi ile iligkilidir. HBY DNA negatif veya
dislik olan vericiden HBsAg pozitif veya anti-HBs ve/veya anti-HBc pozitif aliciya
nakilde genellikle klinik agidan sorun yaganmadigi bildirilmistir. Nakil 6ncesi organin kan
icerigini uzaklastiracak yikama yapiimasi da bulagma riskini azaltmaktadir.

= HCV pozitif verici ve karaciger transplantasyonu: Anti-HBc sonucu ile yetinilmemesi ve
vericide HCV RNA bakilmasi uygun olur. HCV RNA pozitif vericiden, sadece HCV RNA
pozitif aliciya ve hastanin onay! alinarak organ nakli yapilabilir. Anti-HCV pozitif ancak
HCV RNA negatif aliciya nakil, ancak acil kosullarda yapilmaldir. Organda hasar
olmamasi veya az olmasi 6nemlidir. Nakil sonrasi, bazi alicilarda kendi genotipinin, bazi
alicilarda vericinin genotipinin baskin oldugu, genotipler ayni bile olsa, bir susun 6n
plana gectigi saptanmistir. Bazi caligmalarda genotip 1'in baskin olma 6zelligi gésterdigi
bildiriimistir.

» HCV pozitif verici ve bébrek transplantasyonu: RNA pozitif vericiden RNA negatif
alictya nakil sonucu, alicilarin %56’da RNA pozitifligi saptanmigtir. Susun virllansinin,
HCV viral yiikintn, alicinin duyarliiinin, organin nasil saklandiginin bulagma riskini
etkiledigi  diisiiniilmektedir. Alicinin  anti-HCV pozitif olmasi superinfeksiyonu
engellememektedir.

Hepatit A virusu (HAV) ve transplantasyon

« Fulminan HAV nedeniyle karaciger transplantasyonu yapilan sinirll sayida olguda,
nakilden 2-3 ay sonra serum ve digkida HAV RNA'nin saptanmasi ile infeksiyonun
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tekrarladig1 gosterilmistir. Fulminan HAV nedeniyle transplantasyon yapilan olgularn,
baska bir nedenle agiklanamayan rejeksiyon epizodlari, HAV niksl agisindan
incelenmeli, bu amagla HAV RNA testleri kullaniimahdir.

= Transplant alicilarinda, asi veya infeksiyona bagh kazanilmis anti-HAV IgG titresi,
saglikh bireylere gére hizla azalmakta ve birkag yilda negatiflesebilmektedir. Gegirilmis
infeksiyonla kazanilmis anti-HAV antikorlarinin, karaciger transplantasyon alicilarinin
%29’'unda (nakil sonrasi ikinci yilda); hematopoetik hiicre alicilarinin %14’tinde (nakil
sonrasl birinci yilda) negatiflestigi saptanmistir. Negatiflesmenin klinik anlami
bilinmemektedir.
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TRANSPLANT ALICILARINDA GORULEN POLYOMAVIRUS iINFEKSIYONLARI
VE TANIDA NUKLEIK ASIT TESTLERI

Dog¢.Dr.Aysin Zeytinoglu

Ege Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Bornova
Izmir

insan polyomaviruslari olan BKV ve JCV, Papovaviridae ailesinin Polyomavirus
genusunda SV40 (simian vacuolating agent-40) ile birlikte siniflandirilan ¢ift sarmall
DNA viruslandir. Ortalama 40- 45 nm ¢apinda, zarfsiz, ikozahedral kapside sahiptirler.
BKV, JCV ve SV40 arasindaki DNA homolojisi yaklasik %70’dir. Hicreye pinositoz
ile giren virionlarin kapsidi soyulduktan sonra niikleik asitlerin ¢ekirdege taginmasiyla
replikasyon baglamaktadir. Polyomaviruslar tarafindan sentezlenen erken proteinler,
timor antijenleri (blyiik-T, kiglik-t) olarak bilinmektedir. Virion partikilleri olan VP-1,
VP-2, VP-3 ve agnoprotein ise geg proteinlerdir’=.

JCV ilk kez progresif multifokal lokoensefalopati (PML)’li bir hastanin beyin
dokusundan, BKV ise renal transplant alicisi bir hastanin idrar érneginden izole
edilmis ve 1971 yilinda tanimlanan bu viruslar ilk izole edildikleri hastalarin
isimlerinin ilk harfleriyle adlandirilmislardir. Yetigkinlerde polyomaviruslarin
seroprevalansi  %70-80°dir'?*°®. BKV ve JCV’nin bulagsma vyollarinda ve
enfeksiyonun patogenezinde timiyle aydinlatiimamis noktalar vardir. Primer
enfeksiyon, cocukluk caglarinda (BKV erken gocukluk ve JCV gec¢ cocukluk) ve
genellikle asemptomatik gegirilir”®. Primer enfeksiyonda virus viremi yaptiktan
sonra kanda mononiikleer hiicrelerle diger organlara tasinir ve latent enfeksiyona
neden olur. BKV bdébrekte ve kan hiicrelerinde, JCV ise beyin dokusu, boébrek,
akciger ve retikilloendotelial sistemde latent olarak kalir®®. imminosipresyon
durumunda (transplantasyon alicilari, HIV/AIDS’liler, onkoloji  hastalari),
pankreatitte ve gebelikte reaktivasyon olur’?’. Enfeksiyon sirasinda olusan humoral
immin yanita ragmen yiksek antikor titreleri virusun reaktivasyonunu ve idrarla
salinimini énleyememektedir. Bu durum hicresel bagisik yanitin daha biydk 6nemi
oldugunu disindiirmektedir’. Saglikli bireylerin  %30-50’sinin bdbrek dokusunda
polyomavirus saptanmaktadir®®.

Immiin slipresyon polyomaviruslarin reaktivasyonuna neden olur. Reaktivasyon
sonucunda genis spektrumlu klinik tablolar goérilir. JCV'nin siklikla etken oldugu PML
daha ¢cok HIV/AIDS'li hastalarda (%4-5); BKV'nin etken oldugu polyomavirus nefropatisi
(PVN), hemorajik sistit ve lireteral stenoz renal tranplant alicilarinda; yine BKV'ye bagh
hemorajik sistit kemik iligi transplant alicilarinda izlenmektedir. Nadiren BKV'nin neden
oldugu driner sistemle iliskili tablolarda etken JCV, PML gibi daha ¢ok JCV’nin goraldigl
tablolarda da (HIV/AIDS disi olgularda) BKV etken olabilmektedir’* ™.

Imminosupresif hastalarda 1980 sonrasi HIV  epidemisinin  baglamasi ve
transplantasyon alicilarinda son dekatta etkisi yliksek immuinosupresif ilaglann kullanimi
ile 6zellikle HIV/AIDS tablosunda izlenen PML ve renal transplant alicilarinda izlenen
PVN bir gcok merkezin arastirma konusu olmustur. Onceleri tanida kullanilan idrarda viral
sitoloji ve biopsi dokusunda viral histolojik kanitlar gibi yontemlerin yerini, idrar/kanda
bakilan kantitatif DNA ve idrarda bakilan VP1 mRNA testleri almistir. Bu hasta grubunda
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reaktivasyonla izlenen s6z konusu klinik tablolarda, kalitatif niikleik asit testleri ve seroloji
tanida yardimci olamamaktadir’.

“Polyomavirus enfeksiyonu” ve “polyomavirus replikasyonu”, seropozitif transplant
alicilarinda siklikla karsimiza gikmaktadir. Bu durumlarda latent virus reaktive olmus ve
replikasyon baslamigtir. Hasta orneklerinde virus varligi; kultir, elektron mikroskopi,
dokuda imminohistokimyasal (IHK) yontemler ve idrann sitolojik incelemesi gibi
yontemlerle gosterilebilir. “Polyomavirus hastaligi” ise, histopatoloji ve ultrastriiktiel
kanitlarla polyomavirusun neden oldugu sitopatik doku ve organ hasaridir.
Polyomavirus hastaligina iyi bir érnek olan ve renal transplant alicilarinda gériilen PVN
gibi durumlarda allograft kaybi %10-100 oldugu icin tedavi yaklagimlari énem
kazanmaktadir'*. BKV hastaligi bobrek disinda diger solid organ transplant
alicilarinda nadir olarak izlenmektedir®.

Renal transplant alicilarinda PVN prevalansi, degisik calismalarda %1-10 olarak
bildirilmistir. Olgularin dortte gl transplantasyon sonrasi birinci yilda, dértte biri ise
birinci yildan sonra gérilmektedir. Olgularin >%97°sinda etken BKV'dir. Risk faktérleri
arasinda; ylksek etkili imminosipresif ajanlar (mikofenolat mofeti-MMF, takrolimus
vb.), alicinin 6zellikleri (yas, cinsiyet, seronegatif oima, DM vb), allograft tipi ve virusa ait
ozellikler yer almaktadir’“.

Israrci yuksek duzey viral replikasyon PVN icin dnemlidir. 2005 yilinda hazirlanan
konsensus raporunda, renal tranplant alicilarinda éncelikle polyomavirus igin bir tarama
onerilmektedir. Tarama igin, idrarda sitoloji (decoy hiicreleri), idrarda kantitatif viral DNA
veya idrarda kantitatif VP-1 mRNA testleri kullanilabilir. Idrar sitolojisi ile decoy
hicrelerinin gosterilmesinin negatif prediktif degeri %100, ancak pozitif prediktif degeri
<%30'dir’.  Olgular ilk iki yilda ticer ayda bir, 2-5 yilda ise yilda bir taranir. Bu rutin
taramanin yani sira allograft disfonksiyonu veya biopsi yapildiginda da ek olarak segilen
yontemle test yapimahdir. Taramada gozlenen pozitiflik, ek kantitatif testlerin
yapilmasini gerektirir. Testler; idrarda kantitatif DNA'nin >10” kopya/ml, idrarda kantitatif
VP-1 mRNA’nin >6.5x10° kopya/ng total RNA veya plazmada kantitatif DNA’nin >10"
kopya/ml olmasi durumunda PVN icin anlamhidir®™. idrarda kantitatif mRNA VP1 ve
kanda kantitatif DNA'nin saptanmasinda 6zgiillik ve duyarllik, her iki test icin sirasiyla,
%93.8 ve %93.9 ile %85 ve %100 olarak bildirilmistir'. Bu durumda PVN igin risk
yuksektir, tani icin allograft biopsisi yapilir. Kesin tani, renal biopside polyomavirusa
bagl sitopatik degisikliklerin (tibller epitel/glomeriler parietal hiicrelerde intraniikleer
inklizyonlar, tibller nekroz, interstisyel inflamatuar infiltrasyon, interstisyum fibrozu, vb)
ve viral proteinlerin gosteriimesi ile konur. PVN'de histolojik degerlendirme Bannf
semasina ve PVN histolojik paternlerine (PVN A-C paternleri) gére semikantitatif
yapilir'*'?. PVN tanisi alan hasta, 2-4 haftada bir idrar ve plazma kantitatif niikleik asit
testleri ile izlenir. Egik deger Uzeri i1srarli polyomavirus replikasyonunda, yapilan allograft
biopsisinin PVN'yi desteklememesi durumunda “preemptif’ imminostipresif ajanlar
azalthr, idrar/plazma kantitatif niikleik asit testleri 2-4 haftada bir yinelenir ve gerekirse
biopsi tekrarlanir. Tedavi yaklagimlarinda en sik uygulanan yéntemler; imminostpresif
ajanlarin kesilmesi, dozlarinin azaltilmasi veya gucli etkili ajanlarin daha zayif etkili
immunosupresif ajanlarla degistirimesidir. Son yillarda ise cidofovir gibi antivirallerin
kullanimi ile ilgili galigmalar siirmektedir'®. Tedavi degisiklikleri konusunda heniiz bir
uzlagi yoktur. PVN'ye bagli organ kaybinda retransplantasyon vyapilabilir, ancak
pretransplant polyomavirus replikasyonunun olmadi§inin gésterilmesi ve posttransplant
polyomavirus replikasyonunun taramasi yapiimahdir'*™. PVN tanisi almis allograft
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boébregdin nefrektomisi ile BKV viral yukiu d¢ gun iginde hizla digsmektedir, bu da
yine BKV viral yukinin allograft ile iliskisini net olarak gostermektedir®®.

Renal transplantasyon alicilarinda PVN tanisi igin niikleik asit testlerinin yeri agagidaki
gibi 6zetlenebilir:

1. Virus replikasyonunun saptanmasi igin tarama (ilk 2 yil 3 ayda bir, 2-5 yilda her
yil),

2. Tarama pozitif olan olgularda, plazmada kantitatif esik deger Gzeri DNA varligi ve
idrarda kantitatif esik deger tzeri VP-1 mRNA varhgi ile muhtemel PVN
olgularinin saptanmasi,

3. Allograft biopsi ile PVN tanisi alan olgularin prognoz ve tedavilerinin izlenmesi (2-
4 haftada bir),

4. Retranplant duslnilen olgularda PVN'nin iyilestiginin  kanitlanmasi  ve
retransplantasyon sonrasi taramalarinin yapilmasi.

Bazi arastiricilar allograft biopside kantitatif BKV DNA veya mRNA'nin PVN igin erken
bir bulgu olmasindan séz etmektedirler. Ancak biopsinin invazif bir iglem olmasi ve
histolojik/ histokimyasal degerlendirmelerin tani koydurucu olmasi nedeniyle bu yontem
cok benimsenmemistir® 2,

Kantitatif DNA amplifikasyon testlerinde biyiik T antijen gen bdlgesi ile VP-1NVP-2/\VP-3
gen bdlgesi, arastirmacilar tarafindan kullanilan hedef bdlgelerdir. Planlanan yontemde
BKV, JCV veya polyomavirus hedef bolgeleri segilir. Eger polyomavirus saptanmasinda
secilen bdlgede BKV ve JCV ayrimi yapilabiliyorsa, her iki virusu da saptamak mimkin
olmaktadir (real-time PCR’da erime egrisi analizi, sekans analizi, vb.)*" 2™,

Kantitatif DNA yodntemlerinde preanalitik kosullarin, protokollerin, kantitasyonlarin
standardizasyonu ve yine amplifikasyon inhibisyonu gibi sorunlarin ¢ézimi igin
standardizasyonlarin yapilmasi gerekmektedir. Bu sorunlar su sekilde siralanabilir:

a. ldrarda kantitatif DNA saptama yodntemlerinde, idrarin pelletinin, siipernataninin veya
restispansiyonunun kullaniimasi farkli degerlerin elde edilmesine neden olmakta ve
benzer galismalarla karsilastirilmasini olanaksiz kilmaktadir.

b. Uriner hiicre pelleti kullanilarak yapilan nested PCR yoéntemi, latent genomun da
saptanmasi nedeniyle testin pozitif prediktif degerini diiglirmektedir.

c. Ildrarda kantitatif VP-1 mRNA galismalarinda, ilk basamaktaki RNA eldesinin safligl,
kontaminasyonla (iiriner sistem hiicrelerinden) yalanci pozitifliklere neden olabilecegi
icin dnemlidir.

d. PVN olgularinin driner BKV salinimina karsin plazmada BKV DNA'nin
saptanamamasi, amplifikasyonda bir etkinlik distkligiini gosterebilecedi gibi, primerin
hedefledigi bodlgenin mutasyonu veya BKV replikasyonunun s6z konusu oldugu bir
durumda farkli bir viral etkenin (JCV gibi) etiyolojik ajan olmasina bagli olabilir®.

84




10.

1.

12.

18-

14,

KAYNAKLAR

Kazorsky A, Ducloux D: Renal tranplantation and polyomavirus infection: recent
clinical facts and controversies. Transpl Infec Dis 2003; 5: 65-71.

Shah KV: Polyomaviruses, p. 2027. In: Fields BN, Knipe DM, Howley PM (eds),
Virology. 3rd ed, 1996. Lipincott-Raven Publishers, Philadelphia.

Shah KV: Human polyomavirus BKV and renal disease. Nephrol Dial Transplant
2000; 15: 754-5.

Hirsch HH, Brennan DC, Drachenberg CB, et al: Polyomavirus-associated
nephropathy in renal transplantation: interdisciplinary analyses and
recommendations. Transplantation 2005; 79: 1277-86.

Mengel M, Marwedel M, Radermacher J, et al: Incidence of polyomavirus-

nephropathy in renal allografts: influence of modern immunosupressive drugs.
Nephrol Dial Transplant 2003; 18: 1190-6.

Nickeleit V, Klimkait T, Binet IF, et al: Testing for polyomavirus type BK DNA in
plasma to identify renal-allograft recipients with viral nephropathy. N Engl J Med
2000; 342: 1309-15.

Leung AY, Chan M, Tang SC, Liang R, Kwong YL: Real-time quantitave analysis of
polyoma BK viremia and viruria in renal allograft recipients. J Virol Method 2002;
103: 51-6.

Boldorini R, Veggiani C, Barco D, Monga G: Kidney and urinary tract polyomavirus
infection and distribution. Arch Pathol Lab Med 2005; 129: 69-73.

Hirsch HH, Steiger J: Polyomavirus BK. Lancet Infect Dis 2003; 3: 611-23.

Randhawa P, Baksch F, Aoki N, Tschirhart D, Finkelstein S: JC virus infection in
allograft kidneys. Transplantation 2001; 71: 1300-3.

Ding R, Medeiros M, Dadhania D, et al: Noninvasive diagnosis of BK virus nephritis
by measurement of messenger RNA for BK virus VP1 in urine. Transplantation
2002; 74: 987- 94.

Manon RB, Hoffman SC, et al: Molecular evaluation of BK polyomavirus
nephropathy. Am J Transpl 2005; 5: 2883-93.

Hirsch HH, Ramos E: Retransplantation after polyomavirus-associated
nephropathy: just do it? Am J Transpl 2006; 6: 7-9.

Merlino C, Bergallo M, Gribaudo G, et al: Polyomavirus BK DNA quantification

assay to evaluate viral load in renal transplant recipients. J Clin Virol 2003; 28:
265-74.

85




ROLE OF BACTERIAL MOBILE DNA IN THE EMERGING MULTI-RESISTANCE TO
ANTIBIOTICS
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Assistance Publique/Hbépitaux de Paris, Faculté de Médecine Paris-Sud,
Université Paris X|, 94275 K.-Bicétre, France

Among the most important issues of clinical microbiology, increasing prevalence of
bacterial pathogens expressing resistance to multiple antimicrobial agents is of special
concern. The observed high frequency of multiresistance suggests mechanisms by
which bacterial species can concentrate and efficiently exchange a variety of resistance
determinants. The basic mechanisms of antibacterial resistance are well known, but
novel contributing mechanisms have been discovered. Recently discovered factors with
major implications for the emergence, dissemination, and maintenance of resistance
include multidrug efflux, hypermutability, integrons, and insertion sequence-mediated
gene mobilisation. Horizontal gene transfer has been proposed as a fundamental
process underlying bacterial diversity. Transposons, plasmids and phages are
widespread and have been shown to significantly contribute to lateral gene transfer.
Recent discoveries about the integron/gene cassette system indicate it has the potential
to play a role in this process. Gene cassettes are small mobile elements typically
consisting of a promoterless ORF and a recombination site. Integrons are capable of
acquisition and re-arrangement of gene cassettes and of the expression of their
associated genes. The potential of the integron/gene cassette system is thus largely
determined by the diversity contained within the cassette pool and the rate at which
integrons sample this pool. Class 1 integrons are the most abundant in antibiotic-
resistant clinical isolates, and possess two conserved segment (5-CS and 3-CS)
located on either side of the integrated gene cassettes. The 5'-CS includes, int/1, a gene
encoding an integrase and the promoters P, and sometimes P2 that are responsible for
gene cassettes expression. Integrons are defective transposons unable of self-
transposition. However, they are often located on transposons such as the Tn27-
derivatives, on conjugative plasmids and rarely bracketed by two insertion sequences
(1S26) forming a composite transposon. More than fifty different gene cassettes have
been described in in Gram negative rods (but also in Gram positive bacteria), encoding
mostly antibiotic resistance genes that may lead to therapeutic failures. Among these
latter the most worrisome are those encoding resistance genes to beta-lactams, such as
class A ESBLs, VEB-1, GES-1, GES-2 or class B carbapenemases, such as VIM-, IMP-
and SPM-like enzymes.

Bacterial insertion sequences (IS) are small DNA segments (<2.5 kb) with a simple
genetic organisation. Most IS elements exhibit short terminal inverted-repeat sequences
(IR) and encode a transposase, an enzyme that is required for transposition. These
mobile elements play an important role in assembling sets of "accessory" functions in
bacteria (such as genes forming parts of degradative or catabolic pathways) and in
dissemination of resistance genes. By inserting within a coding sequence they may
inactivate the gene, or by inserting upstream of a gene they may modify its expression.
ISs may also help integration of plasmids into the chromosome of bacteria. Two ISs may
also form a composite transposon, being capable of carrying the sequence located
between the two I1Ss. Some ISs, are capable of mobilising nearby DNA, by a mechanism
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similar to one-ended-transposition. The association of integrons with transferable
elements may promote rapid dissemination among clinical strains, and create further
opportunities for inclusion of additional resistance determinants. Recently novel ORFs
(ORF513) have been described as being capable of mobilising resistance genes through
a transposition/recombination process that still needs to be fully understood.

In order to illustrate these different mechanisms several examples will be taken in
clinically relevant bacterial species: Enterococci, Staphylococci and Gram negative rods.
The evolution of the resistance to antibiotics in Staphylococcus aureus and enterococci
illustrates very well the ongoing process of bacterial evolution. The emergence of
vancomycin resistance in these strains represent an additional step towards pan-
resistance. Among Gram-negative rods, the main mechanism of resistance to beta-
lactam antibiotics is related to production of beta-lactamases. These enzymes have
been divided into four molecular classes (A, B, C and D) based on their protein
sequence identity. Among Ambler class A enzymes, two phenomena have been
observed that lead to resistance to broad spectrum cephalosporins: (i) point mutations
occurring into sequence of narrow-spectrum enzymes (TEM or SHV) and (ii) appearance
of novel plasmid-encoded genes that hydrolyse broad-spectrum cephalosporins, such as
CTX-M-type enzymes, VEB-1, GES-1, BES-1, TLA-1 and the carbapenemases NMC-A,
Sme-1, IMI-1, KPC-1/2 and GES-2 in Enterobacteriaceae, P.aeruginosa and
A.baumannii. Class B carbapenemases are naturally chromosome-encoded and
restricted to some bacterial species that are not clinically significant. However, some
plasmid-encoded enzymes are emerging worldwide. IMP-, VIM- and SPM- beta-
lactamases, and are reported mostly in P.aeruginosa and Enterobacteriaceae. Class C
enzymes, naturally chromosome-encoded, are present in many environmental Gram-
negative species. Up-regulation of their expression may confer also resistance to broad
spectrum cephalosporins, by either mutations in their regulator gene or by increasing
their copy number once located onto plasmids. Class D enzymes, also known as
oxacillinases, have been reported to hydrolyse carbapenems in A.baumannii and to
hydrolyse broad-spectrum cephalosporins in P.aeruginosa. In many cases, the
disseminating beta-lactam resistance genes are associated to non-beta-lactam
resistance genes, thus providing the genetic background of multiresistant phenotypes.

As a conclusion, microbiologist should always keep in mind that bacterial evolution is
inescapable and that hospitals are the ideal setting for their selection.
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HBV MUTASYONLARININ FONKSIYONEL ANALIZI - HBV Tam Genomunun Analizi
Prof.Dr.Selda Erensoy
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Bornova, izmir

Hepatit B virusu (HBV), Hepadnaviridae ailesi icinde, memelileri infekte eden
Orthohepadnavirus genusu iginde yer alir. HBV, zarfli, kismen ¢ift sarmalli DNA’si olan
prototipik bir Hepadnaviridae tyesidir. HBV DNA’si genotiplere gore degismekle birlikte
ortalama 3200 baz uzunlugundadir. Diger DNA viruslarina goére kiglik olan bu viral
DNA'dan birbirleriyle értligen acik okuma cergeveleri sayesinde dort gen kodlanir: S geni
(S), cekirdek (kor) geni (C), polimeraz geni (P) ve X geni (X). S geninden (g farkh
baslama kodonundan okuma baglatilarak tg¢ protein kodlanir. Bu gen bdlgeleri sirasiyla
pre-S1+pre-S2+S, preS2+S ve S'dir. Bu gen bdlgelerinden sirasiyla biyik (L), orta (M)
ve kiclk S proteinleri sentezlenir. Kiiresel ve tiibiiler formda olan bu HBsAg proteinleri
genom icermeyen sekillerde bol miktarda dolasimda bulunur. Genomu ile birlikte tam
olan viris partikiiliine (virion) Dane partikiil denir. Polimeraz enziminin DNA’ya bagimli
polimeraz, tersine transkriptaz (reverse transcriptase; RT) ve RNA-DNA hibridinde
RNA'yl pargalayan RNaz H etkileri bulunan bolimleri vardir. Ayrica transkripsiyonda
oncdl (primer) gérevi géren ug (terminal) protein (TP) bolimi vardir. Polimeraz, DNA'nin
negatif sarmalinin 5’'ucuna baglidir, fakat pozitif sarmalin 3’ ucuna uzamasi igin etki
eder.

HBYV replikasyonu

HBV, konak hicreye zarfini disarnida birakarak girer ve sitoplazmada kapsitten soyulur.
Nikleus icinde iki DNA sarmali tamamlanarak uglar kapanir ve kovalen baglarla kapali
dairesel DNA seklini alir (covalently closed circular; cccDNA). HBV replikasyonu
sirasinda diger DNA viruslarindan farkl olarak nikleusda ara bir RNA transkripti (pre-
genomik RNA) sentezlenir, viral RT aktivitesi ile bu RNA'dan negatif DNA sarmali
sentezlenir, ardindan pozitif sarmal sentezlenir, ama tamamlanamadan sentez durur,
endoplazmik retikulumda sentezlenen zarf glikoproteinlerinin konaktan saglanan lipid
tabakasi ile cevrelenmesi ile virion olusur. Hepatositlerde pregenomik RNA ve cccDNA
saptanmasi HBV replikasyonunun kanitidir. Serumda da cccDNA gosterilmistir, ancak
anlami hentz agiklanamamistir.

HBV’nin genetik degiskenligi

Revers transkriptaz enziminin yilksek mutasyon sikhd (10°-10° /béigelyil) dzelligi
nedeniyle HBV genomunda mutasyonlara sik rastlanir (dogal polimorfizm). HBV
genomunun nikleik asit dizisinde %8'den fazla farkliik g&sterdidi 8 genotip
tanimlanmigtir (A-H). Tim genomda %4-8 farklilk gdsteren gruplar; alt grup
(subgenotip) olarak adlandirilir (A1,2; B1-4; C1-4; D1-4; F1,2). Bu gruplar igcinde %4’'den
az farklilik olanlar ise topluluk veya kiime (clade) olarak tanimlanir’.

Cografik olarak bir bélgede baskin bulunan HBV izolatlari vahsi tip (prototip) olarak
anihr. Ancak dogal olarak virus popiilasyonunda genomun cesitli bélgelerinde
mutasyonlar bulunan farkli izolatlar vardir. Antiviral tedavi veya immiin baski (6rnegin
hiperimmin globulin, asi) gibi nedenlerle vahsi virustan farkli dizilere sahip viruslar
secilebilir. Bu izolatlar varyant veya mutant olarak tanimlanir; genelde fonksiyonel olarak
biyolojik &zelligi degismis veya fenotipik olarak ilag direnci ile iliskisi kanitlanmig
varyantlar mutant olarak bilinir. Mutantlarin tanimlanmasinda, amino asitlerin ait olduklari
protein kisaltmasi ve amino asit numarasinin kullaniimasi énerilir (rt, tp, rh, s, ¢, x)*°.
HBV genomunun polimeraz bolgesi, ¢ekirdek bolgesine ait mutasyonlar ve delesyonlar,
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S bolgesi (pre-S1 ve pre-S2 dahil), bazal kor promoter ve pre-kor mutasyonlari
arastinimig, fonksiyonel analizlerine iligkin yayinlar yapilmustir.

HBV genomunun incelenmesinde, mutasyonlarin etkisini aragtirmak igin fenotipik analiz
gereklidir. Bir mutasyon, farkli genler izerinde birden ¢ok etkiye sahip olabilir. Etkinin
ortaya ¢ikmasi icin kombinasyonlar gerekli olabildiginden, tim genomun fonksiyonel
analizi 6nem kazanir. Bir genin klonlanmasi ve ekspresyonu, tum genomdaki
fonksiyonunu gostermeyebilir. Bu nedenle HBV kdkenlerinin replikasyon etkinligini ve
proteinlerin salinmasini arastirmak icin HBV genomlarinin tamaminin incelenmesi
gerekebilir. Gunther ve arkada§lar|“‘, hastalarin serum veya karaciger dokularindan izole
edilen HBV genomlarinin tamaminin, bir amplifikasyonda cogaltiip klonlanarak nikleik
asit dizisini arastirabilmeyi saglayan bir yontem tanimlamiglardir. HBV'nin tim genomu
karacigerden elde edilen hiicre dizilerini transfekte etmede kullanilir ve viral genlerin
ekspresyon ve replikasyon dzellikleri arastirilabilir.

Virus — hicre iligkisi 6nemlidir. Konak hiicrelere ait 6zellikler etkili olabilir. Mutantlarin
etkinliginin en sik sorgulandigi alanlar; fulminan hepatit B, fulminan seyreden
alevlenmeler ve hepatoselller karsinom olmustur.

HBV genomunda mutasyonlarin etkileri arastinlirken; hiicreye tutunma basamagindan
baslayarak hiicreden salinmaya kadar her asama anlamh olabilir: Transkripsiyon,
translasyon, enkapsidasyon, immunojenite. Tahmin edilen amino asit dizilerinin disinda
baska fonksiyonel domenler olabilir. Bu nedenle tim genomun transfeksiyonu 6nem
kazanir. Translasyon drinlerinin ikincil yapilarindaki degisiklikler protein etkinligini
degistirebilir. Genom incelemesi ile yapilan yapisal analiz biyolojik g¢aligmalarla
dogrulanmalidir’.

Mutantlarin patogenez ve klinik anlaminin ortaya konmasinin yani sira, pratikte en
giincel olan tedaviye direng ile iliskili mutantlarin tanimlanabilmesi igin, énce in-vitro
ortamlarda transfeksiyon ¢aligmalari ile fenotipik olarak kanitlanmasi gerekir.
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HEPATIT B VIRUS iINFEKSIYONLARINDA ANTIVIRAL iLAG DIRENCI

Prof.Dr.A.Mithat Bozday:

Ankara Universitesi, Hepatoloji Enstittitst, Ankara Tip Faktiiltesi, Gastroenteroloji Bilim
Dali, Ankara

Yeni nikleozid analoglarinin gelistirimesi ile ilag direncinin kontroli ve &nlenmesi,
hepatit B virus (HBV) infeksiyonlarinin antiviral tedavisinde en énemli sorunlarindan biri
olarak ortaya ¢ikmistir. Nikleozid analoglarinin potansiyel bir tedavi stratejisi olarak
kronik B hepatiti tedavisinde kullanimi yaklasik 15 yil 6nce basglamistir. Bununla birlikte
interferon, yaklasik 10 yil tek kullanim segenegi olan bir antiviral olarak kullanilagelmistir.
Son yillarda, bir deoksisitidin analogu olan ve dogal oclamayan L-konfiglirasyon yapisi ile
lamivudin, HBV infeksiyonlarinda onaylanarak kullanima sunulmugtur. Lamivudin,
HBV’ye karsi secici ve potansiyel etkisi ile kronik HBV infeksiyonu tedavisinde cok
onemli bir kilometre tasi olmustur. Kisa dénem etkisine ragmen, lamivudin monoterapisi
uzun donemde ila¢ direnci sorunu olusturmaktadir. Su anda yeni niikleozid analoglarinin
anti-HBV etkinligi, farkli arastirma fazlarinda degerlendiriimektedir.

HBV virolojisi

HBV, insanlarda infeksiyona neden olan en kiglik DNA virusudur. HBV genomu kismi
olarak cift sarmallidir ve yaklasik 3200 baz uzunlugundadir. HBV, kendi sinirl kodlama
kapasitesini ¢cok ekonomik olarak kullanir. Genomunun kigikligine ragmen 4 protein
kodlar. Bunlar; ylizey, kor, polimeraz ve X proteinleridir. HBV, pregenomik RNA araciligi
ile replike olur.

HBV’nin yasam siklusu antiviral stratejilerin gelistiriimesinde kritik éneme sahiptir. Viral
partikiillerin konak hiicre duvarina adsorpsiyonu ve penetrasyonunu takiben, kilifindan
kurtulan genom, kismi ¢ift sarmalin tamamlanacagi hiicre niikleusuna taginir. Bu yapi
cccDNA’y1 olusturur. Viral cccDNA, hicre nikleusu icinde yer alacak ve HBV RNA
tretimi icin kalip fonksiyonu gorecek sekilde mini kromozomlar olusturur. Viral mini
kromozomlarin transkripsiyonu ve olusumu tamamen konak hicre enzimlerine
bagimhdir. Viral mRNA’lar, translasyonun, replikasyonun ve niikleokapsid olusumunun
gerceklestigi sitoplazmaya tasinirlar. Olgunlagmis nukleokapsidler iki yol izlerler; ya
niikleus igine tekrar girerler, ya da endoplazmik retikulum iginde kilif sahibi olarak hiicre
disina sekrete edilirler.

HBV, bir pregenomik RNA araciligi ile replike olur ve lamivudin, replikasyonu cesitli
basamaklarda zincir sonlanmasi prensibi ile baskilar. Bununla beraber cccDNA (zerine
bir etkisi yoktur. HBV replikasyonunun hepatosit icinde primer olarak cccDNA’dan
baslamasi nedeniyle HBV DNA, tedavinin kesilmesini izleyen siire igerisinde serumda
tekrar saptanabilir diizeye erisir. Bu nedenle lamivudin ile uzun sireli tedavi, disuk viral
yiik diizeyinin saglanmasi ve infekte olmus hepatositlerin konagda ait immin yanit ile
eradikasyonunu saglar. Fakat uzun sureli bu tedavi stratejisi siklikla direng gelisimi
sorununu da beraberinde getirmektedir.

Niikleozid ve niikleotid analoglar, aktif viral replikasyonunu baskilamakla beraber higbiri

cccDNA Uzerine etkili degildir. Fakat, infekte olmus hiicre niikleusuna tekrar girerek
cccDNA birikmesine neden olacak yeni viral genomlarin olusumunu bloke ederler.
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Hepadnavirus infeksiyonunun ortadan kaldirlmasinda ve cccDNA'nin yok edilmesinde
rol oynadigi dustndlen iki olasi yol vardir; a) hiicre igindeki virusun sitokin aracili hiicre
yikimina neden olmaksizin temizlenmesi, b) infekte hiicrelerin T hiicre aracili yikimi.

Ters transkriptaz inhibitérleri cccDNA rezervuarina etki etmediklerine gére, nikleozid ve
niikleotid analoglar viral yiikii, konak immiin sistemine ait mekanizmalarnn geride kalmig
infeksiyonu temizleyebilecekleri bir dlizeye indirebilmelidirler.

Direng

llaca direngli HBV dizilerinin biyolojisi ve bu viruslarla persistan infeksiyon sonuglari
hakkindaki bilgiler ¢ok azdir. Bazi ¢alismalar, ilaca direngli HBV dizinlerinin in-vitro
ortamda replikasyonlarinin azalmis oldugunu gosterseler de, bu HBV dizinlerinin daha
az patolojik oldugu sonucuna ulagsmak oldukga zordur. Bununla beraber baglangigta bu
yonde bir yaklagim genel kabul gdrmistir. HIV infeksiyonlarindan elde edilen
deneyimler, ilaca direngli viral dizinlerin hastaligin gelisiminde &nemli rol
oynayabilecegini gostermektedir.

Hem virus hem de konaga ait faktorler, kronik infeksiyon siirecinde HBV viral genetik
heterojenite olusumuna etki eden faktérlerdir.

Antiviral ila¢ direnci; viral mutasyon frekansina, antiviral i¢in segilmis hedef bélgenin igsel
mutasyona ugrama ozelligine, anti-viral ilag tarafindan olugturulan segici baskiya ve
virus replikasyon oranina bagll olarak belirlenir. Replikasyon uyumu ve replikasyon
araligi da direnc gelisimini belirleyen ana etkenlerdendir.

HBV’un sahip oldugu polimerazin dogrulayici aktivitesi, yani 3’ -5’ ekzonlkleaz aktivitesi
yoktur. Bir baska deyisle HBV polimeraz yanlis sokulmus dNTP’leri uzaklagtiramaz.
HBV’de virion tretimi, HIV ve HCV virion Uretimi ile karsilastinldiginda daha ylksektir.
Yiiksek virion Uretimi ve HBV polimeraz hata orani birlikte bir viral genetik heterojenite
yaratmak icin yeterlidir (virion Gretimi: 10""-10" virion/glin; polimeraz hata orani: 107
degisim/niikleotid/giin; baz ciftlesme hatasi: 10" niikleotid/giin). HBV‘nin yasam siklusu
ve kinetigi ile ilgili bilgiler HBV infeksiyonunun dogal seyri ve klerensi ile ilgili modellerin
olusturulmasinda kullanilir.

llaca direngli HBV dizinlerinin ortaya gikmasi ve gogalmasi immiin sistemin ve anti-viral
ilaglarin secici baskisi altinda gelisir. Lamivudin tedavisi altinda HBV viral ylki
monitorize edildiginde, viral yikteki dislste iki faz saptanmaktadir. Birinci faz; virusun
plazmadan temizlenmesine isaret ederken, ikinci faz infekte hicrelerin kaybina igaret
eder.

Anti-viral direng gosteren HBV dizinlerinin replikasyonlarinda hasar oldugu ve daha az
uyum gosteren dizinler oldugu bir siire genel olarak kabul gérmis ise de, gergcek tam
olarak boyle degildir. Bu dizinlerle devam eden infeksiyonlarda histopatolojik bozulmanin
devam etmekte oldugu ve HIV infeksiyonlarindaki benzer durumlarda hastaligin
ilerledigi gosterilmistir. ilaca direncli HBV popiilasyonlari, herhangi bir anti-viral tedavi
almamis kisilerde de goriilebilmekte ve anti-virallerin segici baskilari altinda bazi dizinler
secilebilmektedir. Direngli dizinlerin replikasyon hasarli oldugu varsayilirsa, ikincil bazi
mutasyonlarin replikasyon restorasyonuna telafi edici bir sekilde katkida bulundugu ileri
sUrilmustir. Viral replikasyonu tamamen veya kismen dizelten olasi mutasyon
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paternleri sunlardir: G145R  (yiizey geni), D144E/D145R (ylzey geni), rtL80I/V,
rtV173L, Pre-S1 genindeki delesyonlar ve pre-kor stop kodon mutasyonlari.

HBV polimeraz, hem RNA hem DNA bagiml polimeraz olarak fonksiyon gériir. Dért
farkli fonksiyonel bolgesi vardir: 1) “Priming” bolgesi, 2) Herhangi bir enzimatik
fonksiyonu bilinmeyen “Spacer” bolgesi, 3) DNA ve RNA bagimli DNA polimeraz
aktivitesi olan ters transkriptaz enzimi, 4) RNaz H aktivitesinden sorumlu bdlge. Ters
transkriptaz bdlgesi diger polimerazlarda da iyi korunmus 5 bolge igerir. Son
zamanlarada 2 bolge daha tanimlanmistir. A, C ve D; dNTP baglanmas ve katalizi ile
ilgili iken, B ve E bolgelerinin kalip primer pozisyonlanmasi ile ilgili oldugu saniimaktadir.

1 18 35 68 84

Terminal Space Reverse Rnase
I E i
G F A//B/ C\D E

FLLA YMDD

t t

HBV polimeraz; HBsAg bolgesi ile tam olarak , X ve kor bélgesi ile kismi olarak

cakigmaktadir. Po/ geni ters transkriptazinin ylizey geni ile tam olarak ¢akismasi, po/
genindeki degisikliklerin ylizey geninde de degisiklige yol agmasina neden olur. Yiizey

genindeki bu degisikliklerin virusun yasam siklusunu etkileyebilecek degisiklikler oimasi
olasidir.
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RT bdlgesinin C subdomaini polimeraz aktivitesi igin gerekli olan ortak bir YMDD (tirozin-
metionin  aspartat-aspartat) motifine sahiptir. Bu motif tim hepadnavirus
polimerazlarinda ve HIV ters transkriptazlarinda g¢ok iyi korunmus durumdadir (Tablo 1).

Tablo 1. Hepadnavirus polimerazlarinda ve HIV ters transkriptazlarindaki motifler

Virus Amino asit Amino asit dizisi Gen bankasi no.
pozisyonu
DHBV-16 508-517 TFTYMDDFLL K01834
HHBV 510-519 TFSYMDDFLL M22056
HBV 991 548-557 AFSYMDDVVL X51970
WHV 2 584-593 VFAYMDDLVL M11082
GSHV BA 131 582-591 AFAYMDDLVL K022715
ASHV 579-588 AFAYMDDLVL u29144
HIV1 181-190 IlYQYMDDLVY K02013

Korunmus YMDD bolgesi polimerazin katalitik domaini i¢erisinde yer alir ve nikleotid
baglanmasindan sorumludur. Ik iki amino asit YM kalip primer etkilesiminde rol
oynarken, iki amino asit M dNTP baglanmasinda kritik bir rol oynar.

Simdiye kadar lamivudine direnci belirleyen 6 ana mutasyon patemi tanimlanmistir.
Lamivudine direng gosteren majér mutasyonlar Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tablo 2. Lamivudine direncini belirleyen mutasyon paternleri

Patern no. HBYV pol degisimleri HBsAg degisimleri

1 rtL180M + rtM204V (NC) + (1195M)

2 rtM204| (W196S;W196L)

3 rtL80V/I + rtM204| (NC) + (W196S;W196L)

. rtL180M + rtM204| (NC) + (W196S;W196L)

5 ntV173L + rtL180M + | (E164DL)+(NC)+(1195M)
rtM204V

6 rtL180M + rtM204S (NC) + (W196V; W196A)

Hemen c¢ogu, YMMD motifinde ve B domainin 180. kodonunda yer alan giftli
mutasyonlardir. Molekiler modelleme galismalari, daha énce de belirtildigi gibi rtM204
amino asidinin zincir uzamasina sokulacak dNTP ve kalip baglanmasi ile dizgln
geometrik konumlanmada rol oynadigini géstermistir. RT enziminin niikleotid baglama
kapasitesi tM204V/I varyantlari olustugunda bozulur.

Valin veya izoldsinin metil gruplar ile lamivudinin yapisindaki silfir atomlari arasinda
“steric hindrance-li¢ boyutlu saklanma) meydana gelir. “Steric hindrance” ile ilgili olan
direng, L-nikleozidlerin genel bir problemi gibi gézikmektedir.

Diger anti-HBV ajanlarin major lamivudine direncli mutasyon paternlerine olan etkisi in-
vitro ¢alismalarda sinanmis ve adefovir ile DAPD bu dizinlerde baslica etkili ajanlar
olarak saptanmislardir.

Adefovire direncinin ozellikleri

e Adefovir direnci nadir gértlmektedir (%2.5/yil).
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e HBV polimerazda yeni bir mutasyon paterni dirence neden olur: riN236T
(asparajinden treonine degisim)

e Adefovir difosfat, dogal substrati dATP ile cok fazla benzerlik g&sterir.

e Asiklik yapisi “steric hindrance” olusumunu engelliyor olabilir.

Anti-viral direngli HBV dizinlerinin saptanmasi
1. Genotipik yéntemler
= DNA dizi analizi
e PCR urunlerinin DNA dizi analizi
¢ Klonlanmis dizinlarin DNA dizi analizi
= Line prob assay
= PCR-RFLP
= Gergek zamanlh PCR
2. Fenotipik yontemler

llaca direngli HBV dizinlerinin biyolojik 6zelliklerinin calisiimasinda kullanilan
teknikler

e Hayvan hepadnavirus modelleri
o “Woodchuck” hepatit virusu
o “Duck” hepatit B virusu
e Transfeksiyon temelli modeller
o Gegici transfeksiyon
o HBV eksprese eden stabil hiicre dizinleri
o “HBV-baculovirus” rekombinantlari

e Hucreden yoksun enzim deneyleri
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MUTASYON ANALIZININ HASTA YONETIMINDE YERI

Dr. Riichan Yazan Sertoz
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Bornova, lzmir

Molekiiler biyolojideki son gelismeler sadece genetik alaninda degil viral hepatit alaninda
da genis kullanim alani bulmustur. Klinik viroloji laboratuvarlarinda nikleik asit testleri,
viral hepatit etkenlerinin saptanmasi ve tanimlanmasi, hastallk prognozunun
belirenmesi, tedaviye yanitin degerlendirilmesi, direng genlerinin arastirilmasi, viruslarin
genotiplerinin belirlenmesi gibi pek gok amacla kullaniimaktadir. Bu bélimde mutasyon
analiz yontemleri ve hasta yonetimindeki yeri tartisilacaktir.

Dizi analizinde geleneksel yontemler (Maxam Gilbert, Sanger) ve son yillarda “shotgun”
yontemleri uygulanmaktadir. Bunlarin icinde Sanger zincir sonlandirma reaksiyonu, viral
hepatit etkeni viruslarin dizi analizinde en sik kullanilan yéntemdir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), dizileme reaksiyonu, elekiroforez ve analiz basamaklarini igerir.
Farkli floresan boya ile isaretlenmis dideoksiniikleotidlerin, zincirin uzamasina engel
olmasina dayanir. Boyalardan yayilan floresans CCD kamera Uzerine toplanir ve dijital
sinyal seklinde yazilim programi ile yorumlanir. CCD kamera lizerindeki 1sik siddetinin
tespiti icin farkli filtreler kullanilir. Filtreler farkli dalga boylarinda sinyal veren farkli
isaretleri ayinirlar. Floresans siddeti mavi, yesil, siyah ve kirmizi dalgalar seklinde
sergilenmektedir. Ortaya ¢ikan sinyallerin butiinine “elektroferogram” denir. Bu amagcla
ticari sistemler gelistirilmistir (ABI, Visible Genetics, vb). Bu sekilde, dizideki genotipe
ozgu farkhhklar ve ilagc direnci ile iligkili dizi degisiklikleri ayirdedilebilir. HBV
infeksiyonunda tedavide kullanilan niikleozid analoglarindan en sik lamivudin ve
nikleotid analoglarindan adefovir'in etkili oldugu polimeraz/revers transkriptaz genindeki
mutasyonlar arastirihir.

ilac direnci ve yeni mutasyonlarin belirlenmesinde, niikleik asit dizi analizi altin standart
olmakla birlikte rutin laboratuvarlarda kullanimi zordur. Ayrica minér mutant ve karisik
viral infeksiyonlarin tanimlanmasinda yetersiz kalabilmektedir. Kullanim kolayhgi
nedeniyle antiviral ila¢ direnci arastirnimasinda, ters hibridizasyon (revers hibridizasyon)
yontemi tercih edilmektedir. Bu yontemde naylon veya nitroselliloz seritlerin tzerine bant
seklinde genotipleri ve ilag direnglerini ayirt edici nikleik asit dizilerini iceren ézgiil
problar yapistirimistir. Klinik 6rnekten elde edilen niikleik asitler PCR ile ¢ogaltildiktan
sonra bu seritler tizerinde hibridizasyon yapilir. ELISA formatindaki saptama sistemi ile
degerlendirilir. Bu amagla ticari kitler ve gok sayida drnegi ¢alisabilmek icin otomatik
sistemler bulunmaktadir.

Genetik olarak birbirinin ayni olan canlilarin gogaltiimasi veya diger bir deyisle tek
hiicreden ¢ok sayida hiicre elde edilmesine “klonlama” denir. Cok c¢esitli klonlama
sistemleri bulunmaktadir. Restriksiyon enzimleriyle klonlama, TA klonlama ve TOPO TA
klonlama, rekombinan klonlama ve disistronik klonlama bunlardan birkagina érnektir.
Genel olarak PCR driinlerinin elde edilmesi, vektdre klonlama, transformasyon ve analiz
basamaklarini igerir.Direk sekanslama ydntemlerinin yetersiz kaldigi mindér mutantlar ve
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karigik viral popllasyonlarda klonlama antiviral ilag direnci ile hasta yoénetiminde
klinisyene yardimci olabilmektedir.

Mikrogipler (Mikro-yonga) lzerinde uygulanan hibridizasyonla ise, ayni anda gok kiigiik
hacimlerde gok sayida genetik drnek arastirilabilmektedir. Oligoniikleotid veya PCR ile
elde edilmis problar, genellikle cam, silikon, nitroselliloz veya naylon bir membrana
yapistiriimistir. Ayni ylizey iizerinde gok sayida probun dizilmesi “array” anlamina gelir.
Yiizeyde mm®ye binlerce farkli prob yapistirilabilmektedir. Boylece ¢ok kiiclk bir alanda
cok sayida genetik dizi arastinlabilir (microarray). Daha ¢ok gen ekspresyonu, &zgiil
viruslarin ve virus gruplarinin varliginin arastiriimasi ve antiviral ilag direnci arastiriimasi
amaciyla kullanihr.
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APPLICATION OF MOLECULAR METHODS IN DIAGNOSIS OF
DERMATOPHYTOSIS BASED ON THE CURRENT SPECIES CONCEPT

Yvonne Grédser
Institute of Microbiology and Hygiene, Charité, Berlin, Germany

Dermatophytes cause fungal infections of keratinised tissue (skin, hair, nails). Recently,
the Achilles Project, a large scale survey of more than 90.000 patients, has shown that
the prevalence of fungal foot disease only is higher than 30% in Europe.

Dermatophytes belong to three genera, Trichophyton, Microsporum and
Epidermophyton. They are grouped in three categories based on ecological niche and
host preference. Anthropophilic species exclusively infect humans, zoophilic species are
adapted to mammals and geophilic dermatophytes live in the soil. Species of the latter
two groups, however, are also able to cause human infections.

Identification of the etiological agent of onychomycosis or Tinea is important prior to
commencing therapy. The identity of the fungal organism provides guidance in relation
to efficacy and duration of a given antifungal agent. Current diagnosis and treatment
procedures for dermatophytoses rely on direct microscopic examination of fungal
elements in clinical specimens using 30% KOH, in combination with the identification of
the etiological agent based on the examination of its colony and microscopic
morphology. Patients are often treated as soon as fungal elements are shown to be
present microscopically. These methods are low in specificity and may be very time
consuming, because growth, sporulation, and routine physiological testing (e.g., urease
enzyme assay) of the fungi involved may take 2-4 weeks. In addition, 15-50% of
microscopically true-positive samples fail to grow a culture. Moreover, dermatophyte
species show an unusual level of variation in the expression of phenotypic features (e.g.,
formation of pigment or conidia).

In the last years, the application of PCR technology to the field of dermatophyte
differentiation has led to a renewed taxonomical classification using sequence data of
the ITS (internal transcribed spacer) region of the ribosomal DNA and other DNA
markers. The talk will give an overview on the current species concept of dermatophytes
based on ecological, morphological and molecular characteristics which is a prerequisite
for molecular diagnostics.

The usefulness of different DNA markers for species discrimination in dermatophytes will
be presented and a PCR strategy introduced for the species specific detection of
Trichophyton rubrum, the causative agent of onychomycosis, where the extraction of
fungal DNA is conducted directly from the nail specimens.
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K-20

HIV GENOTIP TAYIiNi VE HIV GENOTIPLERININ ULKEMiZDEKi DAGILIMI
Prof.Dr. Gllden Yilmaz, Dr. Kenan Midilli
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Istanbul

Viral genotiplendirme iglemi ile, viral genlerin genetik varyantlarda dodal olarak veya
ilacin secici baskisi altinda gésterdikleri farkliliklarin tanimlanmasi igin, viruslarin niikleik
asit dizileri incelenir. DNA dizilemesi, niikleotidlerdeki kritik degisiklikleri saptamada altin
standarttir. Bu nedenle, antiviral ilaglara dirence yol acabilecek tek bir baz
dedisiklikleriyle virus tip ve alttiplerini saptamada en dogru yol dizileme ydntemleridir.
DNA dizilemesi, kullanimdaki ¢ogu klinik laboratuvar yontemlerinin étesinde zaman alici,
6zel egitim ve deneyimin yani sira kaynak gerektiren bir yontemdir. PCR amplifikasyonu
ile DNA dizilemesinin birlikte kullaniimasi ve otomatik dizileme sistemleri ile
genotiplendirme, donanimli klinik laboratuvarlara da taginmistir’.

Human immunodeficiency virus (HIV) genotiplendirmesi amaciyla, dizileme igin periferik
kan monontkleer hiicrelerinden elde edilen proviral DNA ya da plazmadaki serbest
viriondaki HIV RNA kullanilabilir. Plazmadaki HIV RNA’sinin kullaniimasi tercih
edilmektedir. Glinimizde RT-PCR’I takiben otomatik dizileme cihazlarinda dizileme
yapilmaktadir. Kromatogramlar otomatik olarak okunmakta ve DNA-dizileme programlari
ile yorumlanmaktadirlar. Ancak 6zel programlar ile kullanici, primer kromatogrami
inceleyebilir, DNA dizi fragmanindaki ambijiositeleri gozden gecirebilir ve diziyi kontrol
edip cesitli formatlarda saklayabilir. Dizi verilerinin kalitesini artirmak igin, incelenen DNA
bélgesi ileri ve ters primerler kullanilarak gesitli kez farkli noktalardan dizilenir ve DNA
fragmani Ust Uste binen ufak pargalara bdliinerek incelenir. Dizi elde edildikten sonra,
veri bankalari ile karsilastirilarak dizi benzerliklhomoloji arastirmalari ve genetik
veritabanindan elde edilen uygun karsilastirilabilecek standart diziler ile hizalamasi
yapilarak, filogenetik iligkinin  gdsterildigi aga¢ olusturulur. Onceleri HIV
genotiplendirmesinde gag ve env genlerinin belirli bolgeleri kullanilirken, ginimiizde
antiretroviral direng tayini sirasinda revers transkriptaz (RT) ve polimeraz genlerindeki
direng mutasyonlarinin incelenmesi sirasinda elde edilen diziler ile belirli programlar
kullanarak genotip sonucu elde edilebilmektedir’>.

HIV-1, dinyada yayllmaya devam etmekte ve toplumlarin hareket ve etkilesimleri ile
birlikte genetik farklilagma artmaktadir. HIV-1’in genetik olarak degisken olmasinin ana
nedenleri, nokta mutasyonlari ve rekombinasyondur. Giinliik replikasyon hizi 10°-10"° ve
mutasyon hizi genomun replikasyonu basina birdir. Buna bagl olarak, HIV-1'in
molekiler epidemiyolojisi karmasik ve devamh bir evrimlesme igindedir. Yeni
varyantlarin ortaya cikisi, farkli cografik bélgelerdeki HIV-1'in prevalansini, alttip
epidemiyolojisini ve riskli davranis paternini yansitir. HIV-1; M (majér), O (outlier-other)
ve N (non-M non-O, new) gruplarindan olusmaktadir. M grubu viruslarin, pandemiden
esas sorumiu olan suslar oldugu ve yaklasik 70 yil kadar 6nce orta Afrika’dan yayilmaya
bagladigi bilinmektedir. Filogenetik analizler; M grubu iginde A-D, F-H, J ve K olmak
lzere 9 alttip oldugunu ve bu alttiplerin env geninde %20-30 ve gag geninde 15-22
oraninda farklilik gdsterdikleri ortaya konmustur. A alttipi A;,A; ve A; olmak tzere g, F
alttipi de F1 ve F> olmak Uzere iki alt-alttipe sahiptir. D alttipi, B2 olarak siniflandirilabilir.
Bunlara ek olarak en azindan 21 alttip karisimlar olan “circulating recombinant forms”
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(CRFs) tanimlanmustir. Ek olarak “unique rekombinant formlar’da saptanmisglar ve alttip
tayini igin altin standart olan tim genomun dizilenmesi ile incelenmislerdir.

HIV-1 alttiplerinin epidemik paternleri devamli bir degisim icindedir. B alttipi diinyadaki
infeksiyonlarin %12’sinden sorumlu iken C alttipi infeksiyonlarin yaklasik %50’sini
olusturmaktadir. Pekgok lilkede ¢esitli alttipler birlikte bulunmaktadir. Belirli alttipler belirli
Ulkelerde 6zellikle belirli popllasyonlarda bulunabilir. A, B, C, D alttipleri diinya tizerinde
yuksek oranda gorilmektedir. A alttipi ozellikle Dogu Afrika, Bati Avrupa ve Orta
Asya'da; B alttipi Amerika, Bati Avrupa, Avustralya ve Japonya'da; C alttipi Gliney ve
Dogu Afrika, Hindistan, Cin ve Nepal'de; D alttipi ise Dogu Afrika'da daha siklikla
bulunmaktadir. F, G, H, J ve K alttipleri disiik oranlarda saptanmakta olup, F alttipi
Guney Amerika, Orta Afrika ve Bati Avrupa'da; G, H ve J alttipleri de &zellikle Orta
Afrika’da rastlanir. Bati Avrupa’da 1996 yilina kadar escinsellerde B, heterosekstiellerde
C ve nozokomiyal yolla bulagsmis infeksiyonlarda ise G alttipi en siklikla bulunmustur.
2003 yilinda tum infeksiyonlarin biylik oranindan A; sorumlu hale gelmistir. Baglangicta
¢ogu olguyu B alttipi olustururken, Bati Avrupa’'da B alttipi digindaki suslarda artis
saptanmaktadir. Bu B alttip disindaki suslar, 6zellikle Afrika ve Asya’dan gelenlerde ve
heterosekstliellerde sik gérilmektedir. Ancak artik B alttipi disindaki suslar endemik
bolgelerden gelenlere siniri degildir. Kanada’'da da B alttipi suslar artmaktadir. En
yliksek oranda saptanan CRF’ler CRF01-AE ve CRF02-AG olup, CRF01-AE Giineydogu
Asya'da ve CRF02-AG de ozellikle Bati ve Orta Afrika’da gorilmektedir. Baskin HIV
alttipleri ve CRF’ler; Kuzey ve Orta Amerika’da B; Giliney Amerika’da B, B/F; Bati
Avrupa’da B ve gesitli B disi alttipler; Dogu Avrup ve, Orta Asya’da A, B, A/B ve F;
Hindistanda C; Cin’de B, C, B/C; Glineydogu Asya'da CRF01-AE, B; Avustralya'da B;
Dogu Afrika’da C, A, D; Glney Afrika’da C; Bati Afrika’da CRF02-AG ve Orta Afrika’da
cesitli alttiplerdir. CRF’lerle koinfeksiyon, siklikla superinfeksiyon sonucu olugsmaktadir.
CRF’ler tum diinyada artan siklikla bulunmaktadir. Virus evoliisyonunda rekombinasyon,
onemli bir mekanizma olsa bile HIV-1 suslar arasinda rekombinasyon belirli sinirlar
icinde gergeklesir. Capraz koruyucu bagisiklik derecesi farkli suslarla superinfeksiyon
riskini belirler. Rekombinasyonun olusabilmesi icin, farkli iki susun RNA'larinin ayni virus
partikill icine paketlenmesi gereklidir. Bu durumda RT enzimi, iki farkli susun RNA'larini
kopyalayarak mozaik diziler olusturur. Env, gag ve pol yapisal genlerine ek olarak HIV-1
alttipleri uzun terminal tekrarlayan dizilerinde, transkripsiyonel promoter’lar, nef, tat, rev,
vpu regulatuvar genlerinde de farkliik gésterirler. Bu farkliliklar, hiicresel tropizmi, viral
replikasyon kinetiklerini, bulagsma yollarini ve hastalik gelisimini etkileyebilir. Ornegin C
alttipinin B alttipine kiyasla 10-100 kat daha dislk replikasyon kapasitesine sahip
oldugu, daha yiksek in utero gegis 6zelliginde oldugu, genital sekresyonlarla atilimin A
ve D alttiplerine gore daha yiiksek oranda oldudu saptanmistir. Su ana kadar olan veriler
HAART'a yanitin alttipler arasinda anlamh fark gostermedigi yonindedir ve tedavi ile
iligkili direng mutasyonlarinin B ve B alttipi digindaki tiplerde benzer oldugu ve direng
yorum algoritmlerinin alitipden bagimsiz oldudu varsayilmaktadir®.

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda, 1994-
2002 yillari arasinda HIV infeksiyonu tanisi konmus 27 HIV/AIDS hastasinda genotip
calismalari yapiimistir. Nested PCR yontemi ile, HIV-1 M, N, O gruplan igin CDC HIV-1
primer setleri kullanilarak (gp40F1, gp41R1 and gp46F2, gp47R2) env geninin gp41
bolgesinin 460 bp uzunluktaki kismi amplifiye edilmistir. PCR driind, “ABI-PRISM 310
sequencer’ (Applied Biosystems, Foster City, USA) ile “big-dye terminator” Kiti
kullanilarak iki yénli dizi analizine tabi tutulmus, dizi analizi sonuglarn “Genestudio Pro
Contig Editor” kullanilarak degerlendiriimistir. “CLUSTAL W 1.83” ile dizi hizalamasi
yapilmis ve filogenetik adaclar “neighbor-joining” yontemine dayanilarak “Genestudio”
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icinde yer alan programlar kullanilarak olusturulmustur. Rekombinasyon analizi “Simplot
2.5” programinda yapilmistir. 27 HIV susundan dordd A, 19'u B, biri C, biri D ve ikisi de
F, alttipinde bulunmu5tur§‘1°. Yine 2003 yili sonundan beri dizileme ile rutin genotipik
direng calismalan sirasinda, 39 HIV ile infekte kisiye antiretroviral direng tayini
uygulanmistir. Genotipik yéntemle direng tayini icin, revers transkripsiyon asamasindan
sonra, nested PCR ydntemi ile virus genomunda proteazin tamami ile RT'in yaklasik ilk
220 amino asidini kodlayan bdlgelerini icine alan kisim ¢ogaltiimaktadir. Cogaltilan PCR
drtinleri saflastinlma asamasindan sonra “big-dye terminator” kiti kullanilarak “cycle
sequencing” islemine tabi tutulmaktadir. DNA dizi analizinde ABI 310 dizi analiz cihazi
(Foster City, ABD) kullaniimaktadir. Sekans 6n degerlendirme ve hizalamalari DNAstar
paketi icinde yer alan Segman programi ve Bioedith programlar kullanilarak
gerceklestirimektedir. Direng ile iliskili mutasyonlar internet ortaminda bulunun
“geno2phenao” ve “stanford hivdb” sitelerindeki motorlar araciligiyla arastiriimaktadir. Her
iki sitedeki motorlar tzerinden direng degerlendirmeleri ile alttip belirlemesi de otomatik
olarak yapiimaktadir. Bu degerlendirmelerde 39 hastadan 24’linde B, lglnde F1,
E)48§inde D, dérdiinde C ve ligiinde CRF (bir CRF03-AB ve iki CRF02-AG) saptanmistir'™
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k.21 |
DIAGNOSIS OF PARASITES IN VARIOUS CLINICAL SAMPLES: NEW METHODS
Andrea J. Linscott, Ph.D., D (ABMM), Associate Professor

Director, Clinical Microbiology, LSU Health Sciences Center — Shreveport, 1501 Kings
Highway, Shreveport, LA 71103

Objectives :'
B Discuss current recommendations for the diagnosis of parasites

B Discuss new methods for the diagnosis of parasites

B Discuss problems encounter in the clinical laboratory for the diagnosis of parasites

Recognition of Parasitic Infections

B Knowledge of epidemiologic risk factors
= Travel
m Immigration

B Clinical presentation
® Immunosuppressive effects

Diagnostic Procedures for Stool Specimens
B Specimen Collection
m Fresh stool should be examined, processed, or preserved immediately
m One volume of stool should be mixed to three volumes of preservative. Mix well.

“Routine O & P Examination”
B Direct wet exam
® Fresh sample
= Liquid or semi-liquid
B Concentration
B Permanent stained smears

Ova and Parasite Examination

B Direct examination

B Concentration

B Fresh or preserved in formalin, PVA, SAF, MIF, or newer single-vial fixative systems
Permanent stained smear

Direct Smear

B Assess worm burden, provide quick diagnosis of heavily infected specimen, check
organism motility

B Fresh stool that has not been refrigerated

B Low-power examination of entire 22- by 22-mm cover slip, high examination of 1/3 of
cover slip area

B Presumptive results
B Once iodine added to preparation, the organism will be killed and motility will be lost

Concentration

B Designed to allow recovery of protozoan cysts, coccidian oocysts, microsporidian
spores, and helminth eggs and larvae
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B |ow-power examination of entire 22- by 22-mm cover slip, high examination of 1/3 of
cover slip area

B Preliminary result

B Formalin-ethyl acetate sediment concentration is most common method

B Zinc sulfate flotation will not detect operculated or heavy eggs (examine surface and
sediment)

Permanent Stained Smears

B Provide contrasting color for background debris and parasites present, allows detailed
organism morphology under oil immersion examination

B Designed to allow recovery and identification of intestinal protozoa

B Fresh or preserved in PVA, SAF, MIF, or newer single-vial fixative systems

B Trichrome, iron-hematoxylin, modified iron-hematoxylin, polychrome IV, dehydrating
solutions (alcohols and xylenes), mounting fluid (optional)

B Oil immersion examination of at least 300 fields

Microscopic Examination
B Trophozoites and cysts of intestinal parasites
B Oocysts of coccidia and spores of microsporidia (special stains needed)
Helminth eggs and larvae
RBCs, which may indicate ulceration or other hemorrhagic problems
WBCs, specifically PMNs, which may indicate inflammation
Eosinophils, which usually indicate the presence of an immune response
Macrophages, which may be present in bacterial or parasitic infections
Charcot-Leyden crystals, disintegrating eosinophils
Fungi and yeasts
Plant cells, pollen grains, fungal spores
Plant fibers, root, or animal hairs
Note: May simulate some helminth eggs or larvae, protozoan
cysts, coccidian oocysts, or microsporidial spores

Quantitation

B Few = <2 per 10 oil immersion fields

B Moderate = 3 to 9 per 10 oil immersion fields
B Many = > 10 per 10 oil immersion fields

Report quantitation for:
B [ntestinal protozoa
m Blastocystis hominis
H Helminths
m Trichuris trichiura
m Clonorchis sinensis eggs
m Schistosome eggs
B Blood parasites
m All malaria organisms
B Blood cells
m PMNs, Macrophages, RBCs
B Charcot-Leyden crystals

What and How to Report
B Report genus and species
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m Protozoa

® Trematodes

m Cestodes

m Nematodes
B Life cycle stages

m [ntestinal protozoa (cyst and/or trophozoite)

m Blood protozoa (gametocyte)

m Yeast (budding and/or presence of pseudohyphae)
B Quantitation

m Blastocystis hominis

m Trematodes

m Filarial nematodes

m Yeast, human cells (WBCs, RBCs), crystals (C-L, barium)

Specimen Collection Times
B Series of three specimens submitted on separate days

Detection of Parasite Antigen
B Entamoeba histolytica

B Cryptosporidium spp.

B Gjardia intestinalis (lamblia)
B Trichomonas vaginalis
B Plasmodium spp.
B Wucheria bancrofti

Immunoassays
B Enzyme immunoassay (EIA)
W Direct fluorescence (DFA)
B Rapid
= Rapid immunochromatographic
= Dipstick
= Cartridge

Specimens for Antigen Detection

B Fresh or preserved stool samples, but refer to the manufacturer's instructions
m Fresh, unpreserved stool must be used for E. histolyticalE. dispar antigen

detection test

Stool Immunoassays

B Gijardia lamblia

B Cryptosporidium parvum

B G. lamblia/C. parvum

B Entamoeba histolyticalE. dispar group
B Entamoeba histolytica

B Cryptosporidium/G. lamblia/E. histolytica

Immunoassays
H Pros
m Simple to perform

m Large number of tests can be performed at one time (Reducing costs!)

B Cons
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m Method detects only one or two pathogens at one time
m Ova and parasite must be performed to detect other parasitic pathogens

Amebiasis

B Used to differentiate pathogenic Entamoeba histolytica from the non-pathogenic E.
dispar

B Assay uses monoclonal antibodies that detect the galactose-inhibitable adherence
protein in the pathogenic E. histolytica

Differences between E. histolytica and E. dispar
B Pathogenicity

B DNA sequence

B Phosphoglucomutases

B Hexokinase isoenzyme

B Secretion of acid phosphatases

Differentiation between E. histolytica and E. dispar
B Trophozoites with ingested RBCs in cytoplasm is diagnostic for E. histolytica
B I[mmunodetection

m E|A or ELISA format

m Requires fresh stool

Reporting
If no ingested RBCs are seen or immunoassay is not available:
Report as “Entamoeba histolytical E. dispar”’

Entamoeba histolytica Cyst

m Cyst often have halos

m Mature cyst have 4 nuclei

® Central karyosome

B Fine, uniform peripheral chromatin
B Cyst measures 12 - 15 um

Entamoeba histolytica Cyst

B Blunted ends on chromatoid bodies

B The permanent stained smear is most important technique for recovery and
identification

Entamoeba histolytica Trophozoites

B Ingested RBCs

B Trophs measure 15— 20 um (range 10 — 60 pm)

B Granular or “ground- glass” cytoplasm

B Single nucleus
= Central karyosome '
= Uniform peripheral chromatin

Cryptosporidiosis
B Antigen detection is current test of choice
B Increased sensitivity over modified acid-fast staining techniques
B DFA format is most sensitive (99%) and specific (100%)
m |dentifies oocysts in concentrated or unconcentrated fecal samples
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Giardiasis

m Antigen detection is current test of choice

@ Sensitivity and specificity of DFA kits were 100% compared to those of microscopy
B EIA sensitivity ranges from 94 — 100% with specificity being 100%

Malaria
B Immunochromatographic assays
B Uses whole blood
B Enzyme detection
m Histidine-Rich Protein-2 (HRP-2)
m Plasmodium aldolase
m Plasmodium lactate dehydrogenase

ParaSight F

m Detects histidine-rich protein-2

B Specific for P. falciparum

B Becton Dickinson — no longer available

OptiMAL
B Detects Plasmodium lactate dehydrogenase
B P. falciparum
m Sensitivity 88%, specificity 82%
B Plasmodium spp.
m Sensitivity 65%
B Flow Inc., Portland, OR, USA
Evaluation of a new Plasmodium lactate dehydrogenase assay (OptiMAL-IR®) for the
detection of malaria. (Pattanasin S, et al. Transactions of the Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene, 2003. 97: 672-4.)

Now Malaria
B Pan-specific antigen combined with HRP-2
® P. falciparum
m Sensitivity 96.4%, Specificity 97%
B Plasmodium spp.
m Sensitivity 67%, Specificity 100%
B Binax, Portland, ME, USA
Performance of the Now Malaria rapid diagnostic test with returned travelers: a 2-year
retrospective study in a French teaching hospital. (Durand F, et al. Euro, Soc Clin
Microbiol Inf Dis, 2005. 11: 903-7.)

Special Stains
B Modified trichrome stain for microsporidia
B Modified acid-fast stain for coccidia

“Microsporidia”
m Refers to a group of obligate intracellular, spore-forming protists
m Genera
s Enterocytozoon
= Encephalitozoon
s Nosema
s Pleistophora
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s Vittaforma
= Trachipleistophora
® Spore
m Polar tubule, which is an extrusion mechanism for injecting the infective spores
into host cell

Microsporidia Epidemiology

B Found globally

B Ingestion of spore is most probable mode of transmission
B Aerosol route also consideration (found in respiratory tract)
B No congenitally acquired human infections reported

Microsporidia Clinical Significance

B Most frequent in persons with HIV

B Emerging infection in immuno-compromised individuals

B Persons with severe cellular immuno-deficiency appear to be at highest risk
B Dissemination possible

B Self-limiting to severe diarrhea

Microsporidia Findings

B Mucosal abnormalities

B Nodular skin disease

B Keratoconjunctivitis, sinusitis, tracheobronchitis, encephalitis, interstitial nephritis, and
hepatitis

Collection, Transport, and Storage

B Stool specimens, duodenal aspirates, or other body fluid fixed in 10% formalin
B For histological examination, tissue specimens fixed in formalin

B For EM, tissue fixed in glutaraldehyde

Spore Detection

B Chromotrope-based stain

B Hematoxylin and eosin stain

B Gram stain of paraffin-embedded tissue sections

Chromotrope Stain
B Modified trichrome stain
= Formalin fixed stool suspension (unconcentrated) or other clinical material, heat
fixed to slide
m Stain for 90 minutes
B Quick-hot gram-chromotope stain
m Perform gram stain omitting safranin step
m Place slide in warmed (50° to 55°C) chromotrope stain for 1 minute

Chromotrope References

B www.dpd.cdc.gov

B A new and improved “quick-hot gram-chromotrope’ technique that differentially stains
microsporidian spores in clinical samples, including paraffin embedded tissue
sections. (Moura H, et al. Arch Pathol Lab Med, 1997. 121: 888-93.)
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Coccidian Parasites

B Cryptosporidium

B Cyclospora

B /sospora
m All life cycle stages of these parasites are intracellular
m Inhabit the intestinal mucosa and cause diarrheal illness in humans
m Transmission associated with food and water

Cryptosporidium Diagnosis

B Examination for oocysts (4 — 6 um)

B Do not stain with iodine

B Trichrome and iron-hematoxylin don’t uniformly stain oocysts

B Oocysts can be seen with auramine-rhodamine

B Confirm by modified acid-fast staining, immunoassay, or molecular methods

B Histological examination of intestinal biopsy

B Scanning and transmission electron microscopic examination of duodenal aspirates
and biopsy specimens

Cyclospora Diagnosis

B Detection of oocysts (8 — 10 um)

B Oocysts don’t stain well with Giemsa, trichrome, hematoxylin
B Autofluorescence can be used for confirmation

B Modified acid fast stain for confirmation

Molecular Diagnosis
B Microscopic examination is still considered the “gold standard”
B PCR

m Conventional PCR

m Real-time PCR

Specimen Collection for Molecular testing
B Stool specimens
m Specimen must be collected in absence of preservatives
m Kept and shipped at 4°C or frozen (shipped with dry ice)
B Blood specimens
m Collect 1-5 ml blood in EDTA tubes prior to anti-parasitic therapy and shipped at 4°C

PCR Analysis

B Cryptosporidium spp.

B Cyclospora cayetanensis
B Entamoeba histolytica

B E. dispar

B Gjardia lamblia

B Microsporidia

Cryptosporidium Paper

Detection of Cryptosporidium and ldentification to the Species Level by Nested PCR and
Restriction Fragment Length Polymorphism (Coupe S, et al. J Clin Microbiol 2005, 43:
1017-23.)

B Spiked stool samples gave an estimated PCR detection of one oocyst
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B PCR could be applied to stool or environmental (water) specimens
B RFLP analysis was used to speciate

E. histolytica Paper
B Realtime PCR assay for diagnosis of Entamoeba histolytica infection. (Roy S, et al.
JCM 2005, 43: 2168-72.)
m Tested 182 stool and 23 liver abscess specimens tested using real-time PCR,
conventional PCR, and antigen detection

Microsporidia Papers

B Real-Time PCR method for detection of Encephalitozoon intestinalis from stool
specimens. (Wolk DM, et al. JCM 2002, 40: 3922-8.)

B Simultaneous detection of four human pathogenic microsporidian species from clinical
samples by oligonucleotide microarray. (Wang Z, et al. JCM 2005, 43: 4121-8.)

PCR Analysis

B Plasmodium spp.

B [eishmania spp.

B Toxoplasmosis gondii
B Babesia spp.

Malaria Papers

B Real-Time quantitative PCR for determining the burden of Plasmodium falciparum
parasites during pregnancy and infancy. (Malhotra I, et al. JCM 2005, 43: 3630-5.)

B Real-Time PCR for detection and identification of Plasmodium spp. (Mangold KA et
al. JCM 2005, 43: 2435-40.)

B PCR as a confirmatory technique for laboratory diagnosis of malaria. (Johnston SP, et
al. JCM 44: 1087-9.)

B Real-time nucleic acid sequence-based amplification is more convenient than real-
time PCR for quantification of Plasmodium falciparum. (Schneider P, et al. JCM 2005,
43: 402-5.)

Leishmaniasis Papers

B Evaluation of PCR for diagnosis of Indian Kala-Azar and assessment of cure. (Maurya
R, et al. JCM 2005, 43: 3038-41.)

B Detection of Leishmania braziliensis in human paraffin-embedded tissues from
Tucuman, Argentina by polymerase chain reaction. (Lanus E, et al. Mem Inst
Oswaldo Cruz 2005, 100: 187-92.)

Toxoplasmosis Papers

B Diagnosis of cerebral toxoplasmosis in AIDS patients in Brazil: Importance of
molecular and immunological methods using peripheral blood samples. (Colombo FA,
et al. JCM 2005, 43: 5044-7.)

B Comparison between two amplification sets for molecular diagnosis of toxoplasmosis
by real-time PCR. (Cassaing S, et al. JCM 2006, 44: 720-4.)

Collection Time Dilemmas

Dilemma 1

B Stool from in-patient (day 3 of hospitalization) sent for ova and parasite
B Should this be done?
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Pro

B Normally, very few parasitic infections can be acquired by an inpatient

B Although rare, one of these infections is cryptosporidiosis which has been
documented in nosocomial transmission

Cons

B Etiologic agents other than parasites are more likely to cause diarrhea in patients who
have been hospitalized for 3 or more days

B There are always exceptions, consult laboratory

Dilemma 2

B 3 separate stools collected within 10 days

B Concentration and permanent stained smear performed on all specimens
B Direct wet smear performed on fresh specimens

Pros

B Maximize recovery of all organisms

B Concentration of protozoan cysts, helminth eggs and larvae
B Permanent stain for confirmation of protozoa

B Specimen available for special stains

B Complies with CAP checklist

Cons

B [aborintensive

Dilemma 3

B 3 separate stools collected within 10 days

B Concentration performed on pooled specimens

B Permanent stained smears performed on all specimens (performed as 3 separate
examinations)

Pros

B Time saved by pooling concentrated samples and reading one concentrated sample

B More likely to recover intestinal protozoa on permanent stains

Cons

Labor intensive

Dilemma 4

B 3 stools collected over a 7-10 day period

B Pooled 3 specimens and performed one concentration and one permanent stain
Pros

B Save time and expense

Cons

B Organisms in low numbers may be missed due to the dilution factor

B Can only be billed as a single O & P

Dilemma 5

B 3 stools placed in same vial by the patient

B Performed one concentration and one permanent stain
Pros

B Require only a single collection vial

B Save time and expense

Cons

B Too complicated!

B Not the proper ratio of specimen to preservative
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m Organisms not properly fixed
B Organisms may be missed

Dilemma 6

| 1 stool collected

B Concentration and permanent stained smear performed

B Additional specimen may be examined after results of the first specimen reported

Pros

B Some feel that most intestinal parasitic infections can be diagnosed from examination
of a single stool

W |f the patient becomes asymptomatic after collection of the first stool, the subsequent
specimens may not be necessary

Cons

B Diagnosis from a single specimen depends on the experience of the microscopist,
proper specimen collection, and parasite load

® Organism in small numbers may be missed

B Collection of specimens 2 or 3 may be outside the 10-day recommended time frame

Dilemma 7

B 1 stool collected

B Concentration performed

B Permanent stained smear performed only if something suspicious is seen on
concentration

Pros

B Thought to save time, but is unacceptable both technically and in terms of quality care

Cons

B Does not meet CAP checklist requirements

B Numerous studies have confirmed the importance of the permanent stain

Summary

B Recognition of possible parasitic infection

B Correct specimen collection, transport, and processing
B Choosing appropriate specimen type and test
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K-22

BAKTERIYEL INFEKSIYONLARIN TANISINDA YENi MOLEKULER TESTLER
Dog. Dr. Tanil Kocagoz

Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari AD.
Tiirk Inovatif Biyoteknoloji Organizasyonu (TIBO) ve Salubris

Molekiler tani yontemieri, mikroskobik inceleme ve kiltir gibi yéntemlere gdre daha
karmasik, emek yogun, deneyimli personel gerektiren ydntemler oldugu icin bu
yéntemlerin yerini almamistir. insanda enfeksiyona yol agan birgok bakteri, hem
besiyerlerinde kolayca ve kisa slirede Uretilebildiginden, hem de 6rnekte tek canli bakteri
oldugunda dahi kiltiirle kolayca saptanabildiginden, duyarlihg daha dislk olan
molekiler yontemler bu tlir bakterilerle olan enfeksiyonlarin  tanisinda
kullanilmamaktadir. Buna karsin, kiltirde Uretilemeyen, Uretilmesi zor olan ya da uzun
sure alan bakteriyel enfeksiyonlarin tanisinda molekiiler tani ydntemleri 6nemli kullanim
alani bulmustur’.

Gunlik kullanimda molekiiler yéntemlerle tanisi konmaya calisilan bakteriyel enfeksiyon
etkenleri arasinda; basta Mycobacterium tuberculosis® olmak lizere, Mycobacterium
leprae, atipik pndmoni etkenlerinden Legionella pneumophila (Mycoplasma pneumoniae
ve Chlamydia pneumoniae ile birlikte) ®, Brucella tiirleri®, Bordetella pertussis®, Borrelia
burgdorferf, Treponema pallidum, Haemophilus ducreyi’, Bacillus anthracis ve
Francisella tularensis sayilabilir.

Bazi bakteriyel patojenlerin kiltir besiyerlerinde kolayca dretiimesine karsin, belli
genetik ozellikleri belirlenmedikge klinik anlami olmadigi durumlarda da molekiler
genetik testler biiyiik 6nem tasir. Ornegin, gastroenterite yol agan Escherichia coli
turlerinin enterotoksin, verotoksin gibi genlerinin gdsterilmesi bu etkenin saglikh kisilerin
digkisinda bulunan E.colfden farkl bir ézellik tasidigini ortaya koyar'®. Uremek igin ézel
kiltir besiyerleri gerektiren bakteriyel patojenlerin belirlenmesinde ve etiyolojisinde
bircok etkenin olasi oldugu klinik tablolara yol agan etkenlerin kisa silirede ortaya
cikartiimasinda, tek tipte bircok etkene ait nikleik asitleri ¢ogaltan yontemler
kullanilabilir. Ornegin Kong ve arkadaslar, gastroenterite yol agan alti farkli bakteriyel
patojeni coklu polimeraz zincirleme tepkimesi (polymerase chain reaction; PCR) ile tek
tiipte gerceklestirdikleri test ile saptayabilmiglerdir'”.

Kiiltir besiyerlerinde bakterilerin Uretilebilmeleri, antibakteriyel ilaclara duyarlihidin
saptanmasini da saglamaktadir. Ancak bazi ézel durumlarda, kiltlr ile yapilan duyarhlik
testleri her zaman istenen dogruluk duzeyinde sonug¢ vermemektedir. Bunlar igin en
carpici 6mek, stafilokoklardaki metisilin direncinin belirlenmesidir. Metisiline direngli
stafilokoklarda bu diren¢ 6ylesine degisken (heterojen) bir sekilde ortaya ¢ikabilmektedir
ki, kultire dayali yontemlerle givenilir bir sekilde saptanmasinda énemli sorunlar
yasanmaktadir. Bu nedenle metisilin direncine yol acan mecA geninin varliginin nikleik
asit ¢cogaltma yoéntemleri ile belirenmesi metisilin direncinin saptanmasinda standart
referans yéntem haline gelmistir'>. Vankomisin direncinin™ ve beta-laktamazlarin™
belirlenmesi de molekiiler tani ydntemleri ile etkin bir sekilde yapilabilmektedir.
M.tuberculosis kiiltlr besiyerlerinde yavas tredigi icin, bu etkende ilag¢ direncine yol acan
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genetik degisikliklerin molekiiler yontemlerle saptanmasi, ilag direncinin kiltiire oranla
¢ok kisa slirede saptanmasini saglamaktadir’®.

Nikleik asit cogaltma yéntemleri igerisinde PCR, klinik &rneklerde patojen
mikroorganizmalarin ve genetik dzelliklerinin saptanmasinda en yaygin olarak kullanilan
yontem olmustur. Bunu TMA (Transcription Mediated Amplification)'” ve SDA (Strand
Displacement Amplification)'® gibi nikleik asit cogaltma yéntemleri izlemistir. Bu
yontemlerin hepsinde, ya nikleik asitleri gogaltma ya da ¢ogaltilan Griinleri saptama igin
karmasik ve pahali cihazlar ve deneyimli kullanicilar gerekmektedir. Bu sorunlar, niikleik
asit gogaltma yontemlerinin giinlik kullanimda yayginlagmasini kisitlamis ve gelismis
olanaklari bulunmayan laboratuvarlar veya daha onemlisi sahada kullanilir olmalarini
engellemistir. Oysa tiberkiloz gibi hastaliklar, daha ziyade az gelismis ve gelismekte
olan ulkelerin sorunudur ve bu llkelerde gelismis laboratuvar olanaklari yaygin olarak
bulunmamaktadir. Bu nedenle karmasik ve pahali cihazlar gerektirmeyen, bir tiip
icerisinde sadece birkag ¢ozelti karistirlarak yapilabilen, pahali olmayan niikleik asit
¢ogaltma ydntemlerinin gelistirilmesi biiyiik énem tasimaktadir. Son yillarda gelistirilen
iki yeni nikleik asit cogaltma ydntemi, helikaza dayali ¢cogaltma (Helicase Dependant
Amplification; HDA) ve ilmige dayall ¢ogaltma (Loop Mediated Amplification; LAMP)
bunu gercgeklestirebilme olasiligi bulunan yéntemlerdir.

Bilindigi gibi PCR’da DNA'nin denatiirasyonu igin test tiiplerinin 95°C’e dek isitilmasi
gerekir. Bu is i¢in sicaklik dongl cihazlarinda tlpler déngler igerisinde isitihr. HDA'da
ise, iki zincirin birbirinden ayriimasi helikaz enzimi tarafindan saglanir. Agilan DNA
zincirleri tek zincir baglayan protein (single strand binding protein) molekiilleri tarafindan
acik olarak tutulur. Gogaltilmak istenen bélgeye 6zgiil primerler DNA’da uyumlu olduklari
bolgelere baglanirlar. DNA polimeraz primerlerden baslayarak DNA sentezi yapar. Yeni
olusan cift zincirler tekrar helikaz tarafindan acilir ve yeni olusan kaliba primerler
baglanarak zincirleme bir cogaltma tepkimesi baslar. HDA igin E.coli helikaz
kullanildiginda bitin igslem 37°C'de gergeklestirilir. Helikazin DNA’ya etkili bir sekilde
baglanabilmesi icin mutL riinii protein de gerekir'®. Ancak daha yeni calismalar ile,
T.tengcongensis’den elde edilen (Tte) helikazin 60-65°C’de galisti§i ve mutL benzeri bir
proteine gereksinim duymadigi ve bu sicakliklarda DNA’yr daha etkili bir sekilde
¢ogalttigi gésterilmistir®®.

izotermal olarak niikleik asitleri cogaltmayi saglayan bir baska yéntem de LAMP'dir. Bu
yéntemde ¢ogaltiimak istenen bolgeye 6zgiil alti primer kullanilir. Once birbirine bagl bir
prob primer oligonikleotidinden baglayarak bir zincir sentezi yapilir. Sonra digtan yeni
bir primer ile DNA sentezi yapilirken, polimerazin zincir ayirma 6zelligi sayesinde daha
once sentezi yapilmig zincir kalip lzerinden kalkar. Bu zincirin en basindaki prob
bélgesi, kendi lUzerine 6zgl bolgeye baglanarak bir ilmik olusturur. Zincirin sonundaki
bolge ise ters taraftaki primerler icin kalip olusturur. Ters tarafta ayni islem
tekrarlandiginda, bu tarafta da bir ilmik ortaya c¢ikar. Sonra, ilmik igerisine uyan
primerlerden baglayan DNA sentezi, es zamanl zincir ayrilmasi ve yeni ilmikler olugsmasi
ile tepkime zincirleme bir sekilde devam eder’’. DNA sentezi sirasinda niikleotid
trifosfatlar yeni zincirlere eklenirken ¢ok miktarda pirofosfat agiga c¢ikar. Pirofosfat
molekilleri magnezyum iyonlari ile birleserek ¢okelti olustururlar. Bu ¢dkeltinin
gbézlenmesi hicbir cihaza gerek kalmadan niikleik asitlerin gogaldigini gésterebilir.

Sonugta molekdler tani testleri, kolaylastik¢a, ucuzladikga ve duyarlilik ve 6ézgillikleri
arttikca bakteriyel enfeksiyonlarin tanisinda, giinliik kullanimda giderek yayginlagacaktir.
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BAKTERIYEL ENFEKSIYONLARIN TEDAVISi VE TAKIBINDE MOLEKULER
TESTLER

Do¢.Dr.Ufuk Hasdemir

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Haydarpasa Kampiisdi,
Tibbiye Cad. Kadikéy, Istanbul

Enfeksiyon etkeni bir bakterinin antimikrobiyal duyarlihgini belirlemek, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinin temel iglevierinden biridir. Uretilen sonug hastanin tedavisine yakiasimda
blayik dnem tagimakta olup, cogu enfeksiyon hastaliginin ampirik tedavi semasi, lokal,
bolgesel veya dinya capinda antimikrobiyal duyarlilik test sonuglar baz alinarak
hazirlanmaktadir. Enfeksiyon kontrol onlemleri agisindan da klinik &nemi olan
bakterilerde antimikrobiyal direncinin tesbiti bliylik 6nem tasimaktadir.

Antimikrobiyal direncin gelisimi ve bakteriler arasinda hizla yayilimi; morbidite, mortalite
ve saglik hizmetleri harcamalari izerindeki etkileriyle, insan saghgi igin 6nemli bir tehdit
olusturmaktadir. Antimikrobiyal tedaviyi dogru yb&nlendirebiimek amaciyla klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin dogru ve hizli antimikrobiyal duyarlilik test yéntemlerine
gereksinimleri vardir. Bu yazida, bakterilerin antimikrobiyal direncinin saptanmasinda
molekiler yontemlerin glinUmuizdeki yeri, avantajlari ve sinirlamalari irdelenmektir.

Antimikrobiyal direncin molekiiler temelleri

Bakterilerde antimikrobiyallere direncten sorumilu bir ¢ok farkli mekanizma bulunmakla
birlikte, direncin ortaya gikisinda rol alan temel genetik olaylar; bakterinin dogal direng
genlerinin ekspresyonunu diizenleyen genlerin aktivasyonunu veya do@al genlerin direng
alellerine mutasyonunu, ya da kromozomal veya ekstrakromozomal yabanci direng
genlerinin kazaniimasini kapsamaktadir. Klinik énemi olan bakteri tirlerinin ¢ogunda
antimikrobiyal direncin bakteriler arasinda yayilimindan sorumlu esas mekanizma,
yabanci genlerin bakteriler tarafindan horizontal vyolla kazanimi olup, farkli
antimikrobiyallere direngten sorumlu bir gok genin grup halinde plazmidler, transpozonlar
veya integronlar araciligi ile bir bakteriden digerine gegisi, ¢oklu antimikrobiyal direnci
olan bakteri popilasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile sonuglanmaktadir. Ginimizde klinik
Gnemi olan bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde sorun yaratan antimikrobiyal direngten
sorumlu genetik mekanizmalardan bazilari Tablo 1'de gosterilmistir.

Antimikrobiyal direncin biyokimyasal mekanizmalarinin ve bunlarin genetik temellerinin

aydinlatilmasi, hizli ve glvenilir antimikrobiyal duyarlilik testlerinin gelistirilmesi ve direng
fenotiplerinin terap6tik yorumu agisindan biyiik dnem tasimaktadir.
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Tablo 1. Klinik énemi olan bazi bakterilerde antimikrobiyal direngten sorumlu olan
esas genetik mekanizmalar ve bunlarin saptanmasinda kullanilabilen bazi
molekiiler yontemler

Bakteri(ler) Antimikrobiyal Gen Molekiiler yontem(ler)®
Stafilokok Metisilin mecA PCR-jel elektroforezi
Oksasilin PCR bazli dizi analizi
LiPA
DNA microarray
Enterokok Vankomisin van A-E ve G PCR-RFLP

Multipleks PCR
DNA microarray

Enterobacteriaceae B-laktamlar blargy, blasyy , blagxs, PCR-RFLP
ampC PCR-SSCP

DNA microarray
Kinolonlar gyrA, gyrB, parC, PCR-RFLP

parE'de nokta mutasyon PCR-SSCP
DNA microarray

M. tuberculosis Rifampin RpoB'de nokta PCR bazli dizi analizi
mutasyon PCR-LIPA
PCR-SSCP
PCR-CFLP
PCR-molekiiler fenerler
DNA microarray

izoniazid katG, inhA, ahpCde PCR bazl dizi analizi
nokta mutasyon PCR-SSCP
PCR-CFLP
PCR-RFLP
DNA microarray
Etambutol EmbB'de nokta PCR bazli dizi analizi
mutasyon PCR-SSCP
Streptomisin rpsB, rrs’de nokta PCR bazli dizi analizi
mutasyon PCR-RFLP
Pirazinamid PncA'da nokta PCR bazl dizi analizi
mutasyon

* Molekuler yontemlerin agik isimleri metin icinde verilmistir.

Antimikrobiyal direncin saptanmasinda fenotipik yontemlere karsi genotipik
yontemler

Klasik antimikrobiyal duyarlilik testleri; klinik dmekten bakterinin izolasyonunu takiben,
kiltir  ortaminda enfeksiyon etkenini, test edilecek antimikrobiyalin farkli
konsantrasyonlari ile karsilastirarak Gremenin inhibe oldugu antimikrobiyal
konsantrasyonunun belirlenmesi prensibine dayalidir. Bu yontemle bir bakterinin
antimikrobiyal duyarlihk profilinin ortaya konmasi, hizli Greyen bakteriler séz konusu
oldugunda bile, en az 24-48 saate gereksinim gostermektedir. Mycobacterium
tuberculosis gibi yavas Ureyen bakterilerde ise bu siire haftalarla veya aylarla ifade
edilmektedir. Bakterilerin antimikrobiyallere karsi gosterdigi direncin insan saghigin
tehdit ettigi glinimiizde, 6zgil direng genlerini saptayabilen hizli molekiiler yéntemlerin
gelisiminin ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullaniminin, heyecan ve umut verici
bir yaklagim oldugu agiktir.

Molekiiler yéntemler; 1) direngten biiylik dlgtide sorumlu olan genetik mekanizma(lar)nin

bilindigi ve yapay ortamda uretilemeyen ya da yavas treyen bakterilerde antimikrobiyal
direncin saptanmasina, 2) hizli sonug Uretebilmesi ve hatta dogrudan klinik érneklere
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uygulanabilmesi nedeniyle zaman tasarrufuna, 3) bilinen genetik direng
mekanizmalarinin yayiliminin  takibine olanak saglamalariyla, kiltir bazl fenotipik
yontemlere gore uUstinlige sahiptiler. Buna karsin molekiiler ydntemlerin baz
dezavantajlari mevcuttur:

1. Test edilen direng determinanti disindaki bilinmeyen bir genetik mekanizmanin
ayni antimikrobiyale direngten sorumlu oldugu durumda veya test primerinin
baglanma kismindaki bir mutasyon sonucu direng geni amplifikasyonunun
onlenmesi sonucu yanlis negatif sonug verebilirler.

2. Dogrudan karigik florali klinik érneklere uygulandiklarinda, hedef direng geni
amplifikasyonunun 6nlenmesi sonucu yanlis negatif sonug verebilirler.

3. Direng geni oldugu halde gen ekspresyonunun olmadigi durumlarda yanhs pozitif
sonug verebilirler.

4. Hedef genetik determinanta 6zgiil mRNA'nin kantitatif 6lcimi olmadikga, gen
ekspresyonunu diizenleyen mutasyonlar saptayamazlar.

5. Gogunlukla test edilen her antimikrobiyal igin ayr bir test yapiimasina gereksinim
duyarlar.

6. Direncin saptanmasini hedeflediklerinden, antimikrobiyal tedavi yaklasiminda
esas alinan, bakterinin duyarli oldugu antimikrobiyallerin belilenmesi igin ek
testlerin yapilmasi geregi dogururlar.

Molekiiler antimikrobiyal direng testleri

Molekdler antimikrobiyal direng testleri, esas olarak nukleik asit hibridizasyonu ve
amplifikasyonu prensibine dayanilarak gelistiriimektedir. Bu yontemler, isaretli tek zincirli
nikleik asitlerin  (prob) ve hedef gene komplementer olan amplifikasyon
oligonikleotidlerinin (primer) gelistirimesinde kullanilacak olan genis veritabanli genetik
bilgiye gereksinim géstermektedir. Hedefin secimi, metodun analitik duyarlilk ve
0zgulligl agisindan biylk 6nem tasimaktadir. Niikleik asit problari veya primerleri,
bilinen bir direng genine veya tek bir niikleotid polimorfizmine veya birbiriyle iligkili direng
determinantlanini barindiran bir gen bdlgesine 6zgul olabilirler. Antimikrobiyal direng
genlerinin saptanmasinda kullanilan nikleik asit amplifikasyon yéntemleri arasinda;
‘ligase chain reaction” (LCR), “self-sustaining sequence replication” (SSSR), “strand
displacement amplification” (SDA) ve “QB replicase amplification” gibi yontemler olmakla
birlikte, bu amagla kullanilan en yaygin yéntem polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’ dur
(Tablo 1.). Klasik PCR’larda, testin ilk basamagi, hedef nikleik asitin amplifiye
edilmesini, ikinci basamagi ise amplikondaki direng genlerinin varliginin teyidini
amagclamaktadir. Ikinci basamakta kullanilan metodlar  arasinda, jel
elektroforezi/"southernblot®, “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA), “restriction
fragment length polymorphism” (RFLP), DNA dizi analizi, “single-strand conformation
polymorphism® (SSCP), “cleavage fragment polymorphism” (CFLP), “RNase cleavage”,
heterodupleks ve “line probe” (LiPA) yontemleri sayilabilir (Tablo1.). Klasik PCR
yontemlerinde ikinci basamak testlerinin uygulanmasi gerekliligi, kontaminasyon riskini
artiran bir faktor olup, bu yéntemlerin 6zgilligini etkilemektedir. Son yillarda gelistirilen
molekdler fenerler (molecular beacons), amplifikasyon ortaminda amplifiye olan driiniin
es zamanl monitérizasyonuna olanak saglayarak, PCR bazli ydntemlerle yasanan
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kontaminasyon probleminin azaltiimasina yardimci olmusglardir. Birden fazla primer
kullanimi ile farkli diren¢ genlerinin ayni anda saptanmasina olanak saglayan bir diger
yeni metod, multipleks PCR y&ntemidir. Otomatizasyona uygun kapasitesi nedeniyle son
yillarin gbézde metodlarindan bir digeri de, hibridizasyon prensibine dayali DNA
“microarray” olup, klasik hibridizasyon yoéntemlerinin aksine bu ydntemde, farkli direng
genlerine 6zgii problar membran yerine, kati bir ylizeye kaplanir (Tablo 1.). Test
edilecek DNA ekstrakte edilip isaretlendikten sonra, kati ylizeydeki probla hibridizasyona
birakilir. Hedef-prob hibridizasyonunun saptanmasi ise raportar bir sistemle yapilir.

Molekiiler mikrobiyolojik tekniklerdeki ozetlenen tim bu gelismeler, maliyet-etkin ve
uygulanimi kolay molekiler bazli antimikrobiyal direng testlerinin, fenotipik yéntemlere
ek olarak rutin tani laboratuvarlarina yaygin olarak girisinin pek uzun zaman
almayacagina isaret etmektedir.

Molekiiler antimikrobiyal direng testlerinin rutin mikrobiyoloji laboratuvarindaki
uygulama alanlari

Giunimuzde, antimikrobiyal direncini beliremeye yénelik olarak gelistirilen molekiler
yontemlerin blylk bir kisminin kullanimi, arastirma laboratuvarlan ile sinirli olup, heniiz
bu tekniklerden az bir kismi rutin laboratuvarlarda tanisal amagl olarak kullanima
girebilmistir.

Staphylococcus aureus’ta metisilin direncini saptamak (zere gelistirilen molekiiler
testlerden bazilari, duyarlilik ve 6zgdlliklerinin yiiksekligi, fenotipik yontemlerle yasanan
sikintilar ve direncin esas olarak mecA genine bagll olmasi nedeniyle rutin tani
laboratuvarlarinda kendilerine uygulama alani bulmus olup, bu amagla gergek zamanli
PCR ve multipleks PCR prensibine dayali ticari testler (IDI-MRSA: GeneOhm,
LightCycler mecA Detection Assay, Roche Diagnostic) mevcuttur.

Enterokoklarda vankomisin direncini saptamak iizere gergek zamanli PCR prensibine
dayali olarak gelistirilen bir kit (LightCycler vanA/vanB Detection Assay, Roche
Diagnostic), rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin kullanima adaydir.

Mycobacterium  tuberculosiste  rifampisin  direncinin  saptanmasi, molekiiler
antimikrobiyal direng testlerinin rutin laboratuvarda kullanima girdigi diger bir alan olup,
rpoB genindeki mutasyonu saptamak tzere LiPA prensibine dayali ticari test (LiPA,
Inno-Genetics) mevcuttur. Diger antitiberkiiloz ilaglara direngten  sorumlu
mekanizmalarin  kompleksligi, bunlari saptamak Uzere rutin laboratuvarlarda
kullanilabilecek duyarliigi ve o0zgulligli yuksek molekiler testlerin gelistirmesini
sinirlayan bir faktér olmakla birlikte, son yillarda katG, inhA, rpoB, rpsL ve gyrA'daki
mutasyonlarin eszamanli saptanmasina olanak saglayan DNA “microarray” yéntemi,
yakin gelecekte rutin mikobakteriyoloji laboratuvarindaki yerini alacaga benzemektedir.

Gunlimizde Helicobacter pyloride makrolid antibiyotiklere karsi direncin giderek artisi
ve fenotipik ydntemlerle bu direncin saptanmasinda yasanan zorluklar, molekiler
testlerin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarina girmesine neden olmustir. Bu amagcla
kullanilan molekiler testlerden PCR-LIPA, dider PCR-RFLP, DNA dizi analizi gibi
yontemlere gére 23S rRNA’daki ¢oklu mutasyonlarin es zamanli tespitine olanak
saglamasi bakimindan daha avantajli géziikmektedir.
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Gunumuzde farkh bakteri gruplarinda insan saghgim tehdit eden diger bir cok
antimikrobiyal direng mekanizmasini saptamaya yodnelik molekiler teknikler mevcut
olmakla birlikte, bunlar daha ¢ok arastirma ve epidemiyolojik amagh kullaniimakta olup,
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarina tanisal amach girigleri icin zamana ihtiya¢ vardir.
Bunlara 6mek olarak; Gram negatif ve pozitif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere
direncten sorumlu geniglemis spektrumlu beta-laktamaz veya metallobeta-laktamaz
tretiminden, florokinolon ve aminoglikozid antibiyotiklere direncten sorumlu genleri
saptamaya yonelik olarak kullanilan molekuler teknikler verilebilir.

Sonug

Bakteriler tarafindan yeni antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinin geligtiriimesi ve
onceden varhigi bilinmeyen ¢evresel kaynakli direng genlerinin, klinik dnemi olan
bakterilere gegcisinin devam ettigi stirece, klasik fenotipik antimikrobiyal duyarlilik testleri
onemini korumaya devam edecektir. Diger yandan, molekuler mikrobiyolojideki hizli
gelismeler sayesinde, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarina molekiler antimikrobiyal
direng testlerinin girisi ve yayginlagsmasi hiz kazanacak ve bu testler fenotipik yontemleri
tamamlayici rollerini Ustlenmeye devam edeceklerdir.

Sonug olarak, direngli bakteri popiilasyonlarinin artisi devam ettigi sirece, rutin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinin, antimikrobiyal tedaviyi yénlendirmedeki roli de giderek
artacak ve bakterilerdeki antimikrobiyal direnci ile iligkili tim bilimsel arastirmalarin
isiginda ortaya ¢ikacak olan teknolojik gelismelerle, hizh, duyarliigi ve &ézgulligu
yliksek, maliyet etkin ve uygulanimi kolay testlerin gelistiriimesi mimkin olacaktir.
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INFEKSIYON KONTROL PROGRAMLARINDA MOLEKULER TESTLERIN YERI

Prof. Dr. Sesin Kocago6z

Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari AD.

Hastane kaynakl infeksiyonlarin, gerek llkemizde gerekse diinyada hastanelerin vermis
oldugu sadlik hizmetinin kalitesini etkileyen 6nemli etkenlerden biri oldugu ve gerek
alinan sonuglarin gerekse yapilan harcamalarin olumsuz yénde geligmesinde rol
oynadiklari bilinmektedir. Bu tiir infeksiyonlara neden olan etkenlerin biyik bir kismi
coklu direngli mikroorganizmalardir ve bu nedenle mortalitesi ytksek, tedavisi gig
sorunlu infeksiyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Bdylesine &nemli sorunlar yaratan
infeksiyonlarin oranlarini etkin bir sekilde azaltabilmek amaciyla, infeksiyon kontrol
ekibinin hem etkili hem de surekli koruyucu onlemler alabilecekleri etkin bir hastane
kontrol programini kullanip uygulamalar gereklidir. Basta “The Study of the Efficacy of
Nosocomial Infetion Control and Prevention” (SENIC) gibi birgok benzer galigmanin
sonuglari, etkili 6nlemler alindigi takdirde hastane infeksiyonlarinin en az (gte birinin
énlenebilecedini gdéstermistir. Bu uygulamalari yasama gegirebilmek igin de elde
edecekleri sonuglar ‘kanita dayal’ veriler ile desteklemeleri gereklidir. Bu destekten
yoksun iseler, hastane infeksiyonlarinin &nlenmesi igin, hastane yénetimi  ve
calisanlarina gerektigi durumlarda herhangi bir kisittama veya diizenlemeyi yaptirmakta
zorlanacaklardir.

infeksiyon etkenlerin kisa siirede saptanip tanimlanabilmeleri; bulagma risklerini
azaltmakta, etkin tedavilerinin hizla yapilabilmesine olanak saglayarak hastalarin
hastanede vyatis siresini kisaltmakta, gereksiz antibiyotik kullanimi nedeniyle
olusabilecek yan etkileri 6nlemekte ve antibiyotik direnci gelisme riskini dustirmektedir.
Molekdler testlerin yardimi ile, izole edilen infeksiyon etkenlerinin birincil mi, tekrarlayan
mi yoksa ikincil bir etken mi oldugu da kolaylikla anlasilabilmektedir. Ayrica bu yontemler
ile kisa siirede cok ilaca direngli (multiple drug resistant; MDR) suslarnin kaynaklar ve
yayllma vyollari da saptanabilmektedir. Bu sayede, risk faktorlerinin belirlenmesi,
hastanede bolimler arasi ve hatta hastaneler arasi kontrol programlarinin
degerlendiriimesi, daha etkili ya da degisik kontrol énlemlerinin alinabiimesine olanak
saglanabilmektedir.

Etkin bir infeksiyon kontrol programinin yuritilebilmesi igin iki &nemli unsurun bulunmasi
gereklidir. Oncelikle diizgiin ve giincel bir veri toplama sistemi bulunmal,
infeksiyonlardan siiphelenildigi donemlerde uygun siire ve kosullarda alinmig kiltarlerin
sonuglarini igermelidir. Kultir ile sonug alinmasinin gecikebilecegi yagsamsal durumlarda,
bekleme siirelerini kisaltmak igin molekiler yontemlerin kullaniimasi ¢ok &nemlidir. Ek
olarak, mikrobiyoloji laboratuvar sonuglannin sirekli incelenip yorumlanmasi gereken
durumlarda, hastalarin akciger grafi sonuglari, hemsire raporlari ve hasta bulgularn da
izlenebilmelidir. infeksiyon kontroliinde ikinci 6nemli unsur, infeksiyon kaynaklarinin ve
yayilma yollarinin ortaya ¢ikartiimasidir. Bu; infeksiyon kontrol ekibinin topladigi veriler
dogrultusunda segilen olgularda molekiler epidemiyolojik testlerin uygulanmasi ve diger
mikrobiyoloji sonuglari ile birlikte kullaniimasi ile etkin bir sekilde saglanabilmektedir.

Molekiiler genetik tani ydntemleri, hastane__infeksiyonlarln|n izlenmesinde ve kontroliinde
vazgecilmez araglar haline gelmistir. Ozellikle yogun bakim birimlerinde olusan
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salginlarin  kaynaklarinin  aragtinlmasinda, gunlik kullanimdaki testlerin yanisira
polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) ve degisken alanl gel elektroforezi (Pulsed Field
Gel Electrophoresis; PFGE) gibi genotipik yéntemlerinin kullaniimasi énem tasimaktadir.
Hastanelerde ortaya cikan salginlar genelde klonal olmaktadir. Bu salginlar sirasinda
tarama kiltirleri ile soyutlanan infeksiyon etkenlerinin molekiiler genetik yonden
incelenmesi, epidemik klonun dagilimindan sorumlu etkenlerin ne oldugunun
anlagilmasini saglayabilmektedir.

Hastane salginlarinin ortaya gikmasindan sorumlu etkenlerin basinda, hastane personeli
ve ortak kullanilan aletlerin geldigi bilinmektedir. Bunlarin saptanmasi; el yikama, her
hastanin bagina igslem sonrasi el dezenfeksiyonu amaci ile lavabo, alkol cézeltileri
yerlestirilmesi, aspiratér hortumlarinin sterilizasyon iglemlerinin devreye konmasi ve
bakimlari, egitim seminerleri gibi bir dizi 6nlemin alinmasininin planlanmasini
saglamaktadir. Yerinde ve etkili onlemler salginlarin énlenmesinde ya da en aza
indirgenmesinde biyiik énem tasimaktadir.

Molekiler tani yéntemleri, sorun cikarma olasiligi yiikksek olan mikroorganizmalarin
onceden tanimlanabilmeleri icin tarama kiltiirleri ile saptanan patojen etkenlerin
kargilagtirimalarini  saglanabilmektedir. Ozellikle yayilim riski olacagi dustnilen
alanlarda bu organizmalar gériildigii zaman, daha sik tarama kiilttrleri alinip buralardan
uretilen etkenler ile hastalardan retilenler arasindaki klonal benzerlikler
saptanabilmektedir. Klonal baglantinin oldugunun saptanmasi, salginlar olusmadan
gereken onlemlerin alinmasi ve diizenlemelerin yapilmasina olanak saglamaktadir.
Ayrica, yillar igindeki klonal gelismenin incelenebilmesi ile de, gelecekteki salginlarin
olusmasinda rol oynayabilecek transpozon ve plazmid alig-verisi gibi genetik 6geler de
tanimlanabilmektedir.

Molekdler tani testleri sayesinde risk faktérlerinin belirlenmesi; hastanede béliimler arasi
ve hatta hastaneler arasi infeksiyon kontrol programlarinin degerlendiriimesini
saglayarak daha etkili kontrol 6nlemlerinin alinabilmesinin 6niinii agabilmektedir. Bu tiir
caligmalarin  hangi durumda ve izolatlarda yapilacagi hastaneden hastaneye
degismektedir. Her hastanenin infeksiyon kontrol ekibi, bu gereksinimleri diizenli
programlar veya acil toplantilarla belirlemelidir. Bu yéntemler kurulurken ve kullanilirken
hastanenin olanaklar dikkate alinmalidir. Molekdler tani yéntemlerinin, infeksiyon kontrol
programlarinda yaygin olarak kullanilabilmesi igin ucuz, kolay, hizli ve giivenilir olmalari
gerekmektedir. Ayrica bu tir testlerin ne kadar siklikla uygulanmasi gerektigi de
belilenmelidir. Ozellikle biitgesi kisith merkezlerde bu tiir taramalarin maliyet/yarar
oranlari iyi degerlendiriimelidir. Bu testlerin isletilebilmesi icin, hastane laboratuvarlarina
kurulum maliyeti ve kullanacak personelin egitimi dikkate alinmalidir. Bu testlerin bir
hastanede kurulmasi olanak digi ise bu sorun, bu tiir hizmeti verebilme olanag: olan
merkez laboratuvarlari ile isbirligi sonucunda ¢éziilebilir. Ornedin San Fransisco’da tim
bolge hastaneleri tiberkiloz izolatlarini bolge Halk Saglhigi Laboratuvarlarina (Public
Health Laboratories) géndermekte, gerekli olan tanimlama, klonal iliskilendirme ve
duyarlilik sonuglarini oradan temin etmektedirler. Béylece, hem direngli tiberkulloz etkeni
ile kendi personelini karsilagtirma riskini azaltmakta, hem de maliyeti yiiksek sistemleri
kurmaya gerek olmadan bu hizmetten yararlanabilmektedirler. Ayrica bu bélgenin tim
tberkdloz izolatlarini tek merkezde toplayarak, klonlarin kolayca iliskilendirilebilmelerini
saglamaktadirlar.

Ne yazik lUlkemizde genelde bu konunun 6nemi, salginlar olustuktan sonra yani “is isten
gectikten sonra” hastane yonetimi ve devlet yetkilileri tarafindan anlasiimaktadir. Bu
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durum, hastalarin bu infeksiyonlardan &lmesine, yogun bakimlarin kapatiimasina ve
boylece verilen hizmetin aksamasina, ekonomik agidan daha pahaliya mal olan gec¢
kalinmis bir takim dnlemlerin alinmasina, tedavi ve girigsimlerin plansizca yapilmasina yol
agcmaktadir. Ulkemizde de en ekonomik ve en etkin hastane infeksiyon programlari;
infeksiyon ve salginlar olusmadan dnceden saptanip gerekli énlemlerin erkenden planli
bir sekilde diglnulerek alinmasi ile gergeklestirilebilir.
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K-25

“MICROARRAY” TEKNOLOJiSINDE SON GELISMELER
Dr. Serdar Tuncer
Metis

Molekiiler tekniklerdeki ilerlemeler, faydali yeni driinlerin hizla ortaya ¢ikmasi ve
problemlerin  ¢ézimiinde saglk ve yasam bilimlerinin yakin gelecedinde en énemli
faktor olarak kabul edilmektedir. Gegtigimiz yil yayimlanan endustriyel analiz raporlarina
gore global bitin teknolojiler arasinda “mikroarray” teknolojisi, gelecek 10 yil igcinde en
hizli gelisme gosterecek teknoloji segmenti olacaktir. Literatiirde “mikroarray” ile es
anlamli olarak biogip, DNA-cip, “gen-array” terminolojileri de kullaniimaktadir.

Nukleik asit (NA) amplifikasyonlari, floresans sensoérler ve NA problar birinci nesil
molekiler teknolojileri olusturmaktadir. Gilinimiizdeki yeni nesil teknolojiler olan
“microarray”, “microfluidics” ve yeni biosensérler emekleme dénemlerini agmis ve giinliik
hayatimiza girme yolundadir. Klasik molekiiler biyoloji yaklagimlarinda bir gen ve bir
deney yapilmakta iken, yeni nesil teknolojiler ile butin resmin gérilebilecedi deney
formatlar olugsmustur. “Mikroarray” teknolojisi ile binlerce gen veya trinleri (RNA ve
proteinler gibi) arasindaki iligkiyi bir ¢ip lizerinde es zamanli olarak arastirma imkaninin
dogmasi, hayatin sirlarindan biri olan bu komplike orkestranin nasil calisti§ini
anlamamiza imkan verecektir.

‘Array”, orneklerin bir siralama dahilinde bir ylizeyde diizenlenmesidir. Bu diizenlemede
ylzeyin her noktasinda bilinen yakalayici molekili sabitlemek énemlidir. Karsilikli baz
eslesmesi veya hibridizasyon DNA-“mikroarray”, protein-protein eslesmesi veya antijen-
antikor  baglanmasi  protein-“mikroarray’lerin  bilinen  temel  mekanizmasini
olusturmaktadir. Molekiiler biyolojideki teknolojik ilerlemelere, mikrofabrikasyon
teknolojisindeki gelismelerin de eklenmesi ile “mikroarray’ler dogmustur. 1990’larin
basinda dogan bu teknolojinin gelismesi gegtigimiz yillarda insan genom projesinin
tamamlanmasi ile katalize olmustur. Sekilde “mikroarray” teknolojisinin temel isleyis
mekanizmasi gematize edilmistir.

Mikroarray Teknolojisi

Mikroarray fabrikasyon Ornek hazirlama ve isaretleme
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Bir DNA “mikroarray”, kiigiik kati bir ylizey lzerine sayisi yiizbinlere kadar c¢ikabilen
degisik gen dizilerinin bilinen noktalara immobilize edildigi bir test aparatidir. Kati
ylizeyler genellikle mikroskop slayt camlarindan olugmakla birlikte ,silikon ylzeyler veya
naylon membranlar da kullanilabilmektedir. DNA bu ylzeye piskirtme, spotlama veya
direk olarak yilizeyde sentez yapilarak immobilize edilir. Spotlar DNA, cDNA veya
oligoniikleotid olabilir. Floresan isaretli molekiiller varliinda enzimatik bir reaksiyon ile
test edilecek NA ornegi hazir hale getirildikten sonra, “array’” ylzeyinde G&zgul
hibridizasyon-baglanma  gerceklestirimektedir. Yeni  hibridizasyon  formatlari
gelistirimekle birlikte, giinimizde codunlukla kati-ylizey teknigi kullaniimaktadir. Bu
basamak tamamlandiktan sonra kullanilan floresanlarin isimalarini élgebilecek okuyucu
bir cihaz (lazer veya CCD kamera) yardimi ile “array” tzerindeki sinyallerin élgimi
yapiimaktadir. Elde edilen sinyaller bilgisayara aktarilarak 6zel bir yazilim programi
araciligi ile hesaplanip elde edilen veri, dijital bir gérintlye ¢evrilmektedir. Floresanlarin
yogunluguna gore "array’ Uzerinde her noktada o6zgil hibridizasyonun gergeklesip
gergceklesmedigi bu sekilde anlasiimaktadir. “Array” matriksinde yapilan tasarimin
ozelligine (yerlestirilen yakalayci oligo bilgileri) gére sonug¢ analizi tamamlanmis
olmaktadir.

DNA “mikroarray” teknolojisinin iki ana uygulama kapsami vardir:

1) DNA dizisinin saptanmasi: Omekler ile hibridizasyon sonrasi alinan sinyale gére,
olusan matriks sinyallerden DNA dizisi ortaya ¢ikmakta veya nokta mutasyon (SNP)
saptanabilmektedir.

2) Gen ekspresyonunun saptanmasi: Referans kontrol sinyalleri ile karsilastirilarak
mRNA miktarinin tayini yapiimaktadir.

Bu iki uygulama 2 farkli formatta gergeklestiriimektedir:

1) cDNA “array”. cDNA probe (500-5000 baz cifti) olarak kati ylizey Uzerine
yerlestirilir ve isaretli hedefler ile tek tek veya karigik olarak hibridizasyon sonrasi
analiz edilir.

2) Oligoniikleotid “array” 20-80 baz iftlik oligonikleotidler kati yiizey uzerine
immobilize edilir veya kati yilizey Ustiinde sentezlenir, isaretlenmis hedef
gen/DNA ile hibridizasyon sonrasi analiz edilir.

Bir DNA “mikroarray” deneyinin tasarim ve gerceklestiriimesi genel olarak asagidaki
asamalardan gecer (her basamak igin alternatif stratejiler gelistiriimelidir).

“Mikroarray” test gelistirme asamalan

1) Prob segimi|2) Array (Cip)|3) Hedef | 4) Hibridizasyon 5) Okuma-Cikti | 6) Analiz
(Bilinen cDNA | Fabrikasyon (Prob | (Floresan isaretli alma (informatik)

veya dizisi bilinen | immobilizasyonu) | 6rnek)

oligo)

Oligo  uzunludu, | Fotolitografi, pipet, | Enzimatik, RNA, | Baz modifikasyon, | Floresans, elektrik | Robotik  kontrol,
cDNA'lar, damla mRNA PCR stire, elektroforez, | rezistans, kitle | Gorunti  analizi,
kromozom veya dokundurma, drind, cDNA..... flow sitometri, | spektrofotometresi, | internet,

cip Uzerinde bitln | piezoelektrik (ink- ligaz, elektrik | elekiroforez. bioinformatik.
organizma.... jet), elektrik... akimi.....

Uygulama amaci ve tasanm gelistirmenin 6zelliklerine gére yukaridaki her asama icin
cok sayida degisik secenek ve kombinasyon mevcuttur. Bir “mikroarray” deney tasarimi
icin gereken en temel bilgiler sunlardir:
1) “Array” tasanimi: Slayt (kati ylizey), prob secimi ve slayt Gzerinde prob yerlerinin
belirlenmesi.
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2) Deney tasarimi: Kullanilacak 6rnek, o6rnek hazirligi veya NA amplifikasyon,
isaretleme, hibridizasyon ve parametrelerinin belirlenmesi. Ciktilarin élgilmesi ve
veri analizidir.

Protein “array’lerin uygulamalari; protein ekspresyonu profilinin ¢ikarilmasi (6rn. sitokin
6lgtmleri), teshis (6rn. otoantikorlar) ve protein fonksiyonlarinin belirenmesi (6rn. epitop
haritasi ¢ikarilmasi, enzim aktivitesi) olarak siniflandirilabilir. Protein “mikroarray”
prensipleri klasik immunoassay prensipleri ile aynidir. Test formatinin minyatiirlesmesi,
test siresinin kisalmasinin yani sira ¢cok sayida analiz sonucunu ayni anda alma imkani
saglamaktadir. Protein ve DNA “mikroarray’lerin 6zellikleri arasindaki farkhliklar asagida
ozetlenmistir.

Protein “array” DNA “array”
Hedef molekiilii tanima reseptér badlantisiile | Hedef molekil hibridizasyon ile taninmaktadir
olusur (ionik, van der Waals, hidrojen..) (hidrojen baglar)

Prob &zgullugu ile aminoasit dizisi arasinda
korelasyon yoktur

Hedef-prob hibridizasyonu diziler ile koreledir

Hedef amplifikasyon yéntemi yoktur, sadece
sinyal amplifikasyon mevcuttur

Hedef ve sinyal amplifikasyon metodlari vardir

Antikor, protein veya reseptér tretimi veya
sentezi zordur

DNA sentezi kolay uygulanir ve ucuzdur

Prob oryentasyonu fonksiyonu etkiler

Basit immobilizasyondur

Biyokimyasal olarak stabil degildir Stabildir

Insan genomunun dizisinin gikarilmasi sonrasi, molekiiler tani teknolojilerinde beklenen
dramatik degigiklik heniiz etkilerini yeni gdéstermektedir. Fonksiyonel genomik
arastirmalarinda belirgin artis son yillarda baglamistir. Biyoinformatik, nanoteknoloji ve
minyatiriestirme, mikroelektronikdeki gelismeler klinik galismalara entegre olmus ve
enformasyon ve bilgisayar endistrisi ile geleneksel tip mihendisligi degisiklige
ugramistir. “Mikroarray” veya biogip Uriinleri bu gelismelerden dogmus, tibbi arastirma
ve ilag gelistirme calismalarini hizlandirmigtir. Molekiler tiptaki gelismelerle tibbi
laboratuvarlarda nikleik asit ve proteinlere bagl testler, insan ve patojen genom
caligmalarindan gelen bilgi ile in-vitro diagnostik (VD) test ve cihazlan icin yeni kullanim
alanlan olugsmaktadir.

Insan Genom Projesi disinda DNA ¢ip teknolojisinin énemli bir katiimcisi farmasétik
sirketlerdir. Birgok biogip dreticisi, ilag sirketleri ile stratejik ortaklik halindedir. ilag
gelistirmelere yonelik farmakogenomik ¢aligmalardaki hizli ilerleme sayesinde, bireysel
farmakogenetik endistrisi tani sektdriinde hakimiyeti eline gecirecektir ve hastaliklarla
iligkili genlerdeki DNA degisikliklerinin saptanmasi (SNP analizleri) yakin gelecekte
tibbin merkezinde yer alacaktir. Molekiler taramalar; bireylerin hastalik yatkinliginin
6nceden belirlenmesi, erken teshis, hastalidin seyrinin tahmin edilebilmesi ve en uygun
tedavi segenegine yol gdsterme agisindan 6nemlidir. Bireyin doktor ofisinde veya hasta
basi test olarak genetik profilinin belirlenmesi, bireye yonelik tedavi uygulamalarinin da
yakin gelecekte gergeklesecegdini géstermektedir.

Gegtigimiz ylzyilin sonlarinda, molekiler tani ydntemleri tahmin edildigi kadar beklenen
biyime egilimine girmemistir. Kisa dénem iginde, o6zellikle molekiiler mikrobiyoloji
pazarinda, viral patojen saptanmasi, genotiplendirme ve kan taramalari alanlarinda yillik
%20 civarinda bliyime beklenmektedir. Etkenin erken tanisini, hastalik durumunun hizla
saptanmasini ve erken tedavi kararnin veriimesini saglayacak daha hizli ydntem

130




ihtiyaci, bu pazari digerlerine goére simdilik onde gotiirmektedir. Molekdiler tekniklerin
kullanimini artiracak diger faktérler ise; kolay ve otomatize sistem ihtiyaci, 6mek
hazirhgindan analiz ve degerlendirmeye kadar gecerliik ve guvenilirlik sorunu
olmaksizin sonug alinmasidir. Ancak, diger molekdler biyolojik teknikler gibi “mikroarray”
test sistemleri de pazarda bulunmalarina ve artan ilgiye ragmen, gecerlilik, fayda ve
maliyet analizlerinin ¢ok iyi hesaplanmasini ve uygulamada ciddi dizenleme
caligmalarinin yapiimasini gerektirmektedir. Ayrica IVD endustrisi, molekuler tanida bir
cesit agik platforma dogru gitmek zorundadir. Zira klinik laboratuvarlarin varolan her test
platformunu binyesine almasi pek mimkin degildir.
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ETKEN MANTARLARIN KLINIK ORNEKTE MOLEKULER YONTEMLERLE
GOSTERILMESI VE TANIMLANMASI

Do¢.Dr. Ayse Kalkanci

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Invaziv mantar enfeksiyonlarinin gériilme sikhig, bagisik sistemi baskilanmis konak
sayisindaki artig ile birlikte yiikselmektedir. infeksiyon etkeni olan mantarar siklik
sirasina gore mayalar, kifler ve dimorfik mantarlardir. Mayalardan Candida turleri kan
kdltarlerinin %8-15'inden izole edilmektedir. Trichosporon ve Cryptococcus tiirleri
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda infeksiyon olusturmaktadir.
Kiflerden basta Aspergillus tiirleri olmak tzere Fusarium, Rhizopus ve Rhizomucor
turleri ile faehifomikoz etkeni esmer mantarlar izole edilmektedir. Ozellikle hiicresel
badisik yanitinda yetersizlik olan hasta gruplarinda dimorfik mantarlardan
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis izolasyonlari
bildirilmektedir'>.

Mantar enfeksiyonlarinin tanisi klasik olarak kiltirden etkenin izolasyonu ve
tanimlanmasi, serolojik olarak mantar drinlerinin  gdsteriimesi, histopatolojik
preparatlarda mantarlara ait hiflerin veya hiicrelerin gériilmesi, radyolojik olarak 6zgiil
goruntilerin  saptanmasi esliginde klinik bulgular ile konmaktadir®. Molekiler
yontemler, yliksek Ozgillik ve duyarliliklan ile son yillarda biitiin infeksiyon
hastaliklarinda oldugu gibi mantar infeksiyonlarinda da tani koydurucu avantajlar
sunmaktadir’®, Ozellikle kiiltiirde uretilemeyen etkenlerin molekiler yontemler
kullanilarak gésterilmesi, tanida 6nemli avantajlar getirmistir. Etken kiiltiirde retilse
bile tir tanimi yapilmasi i¢in molekiler yontemlerden faydalanilabilir®.

Derin dokularda enfeksiyon olusturan mantarlarin kiiltirden izolasyonu genellikle %50
basari ile mimkiin olmaktadir'®. Bu nedenle mantar infeksiyonlarinin tanisi; genellikle
histopatolojik preparatlarda goériilen 6zgiil olmayan mantar elemanlari ile serolojik ve
radyolojik indirek tani yontemlerinin destekledigi klinik tani ile kisith kalmaktadir. Pek
¢ok olguda tiir hatta cins tanimi yapilamamaktadir®. Farkl etkenlerin neden oldugu
mantar infeksiyonlari klinik veya radyolojik olarak birbirinden ayrilamayabilir, ancak
her etken antifungal duyarlilik agisindan buytk farkliliklar géstermektedir. Bu agidan
bakildiginda, mantarlarin en azindan cins diizeyinde tanimlanmalari gerekliligi ortaya
¢ikmaktadir. Molekiler yéntemler, diger tam yontemlerinin  yetersiz kaldigi
durumlarda, bu gereklilige cevap verebilecek genis olanaklar sunmaktadir'™'2. i

invaziv mantar infeksiyonlar 6zel hasta gruplarinda gérilmektedir. Kemik iligi
alicilarinda gérilen invaziv infeksiyonlarin %15-25'inden, solid organ alicilarinda
goriilen infeksiyonlarin ise %5-42’sinden mantarlar sorumludur®. Bu infeksiyonun ;
mortalitesi %47-88 arasinda de@ismektedir'®. Ozel hasta gruplarinda invaziv mantar :
infeksiyonlannin  énemi tartisiimazdir. Ancak molekiiler ydntemlerin bu hastalik |
grubunda kullanimi, her laboratuvar igin tek tek degerlendirilmelidir. Bir Klinik J
mikrobiyoloji laboratuvarinin hangi tani testlerini yapacagina karar verecek olan
mikrobiyoloji uzmaninin, laboratuvarin bir isletme olarak konumunu diigiinerek ve
maliyet analizi yaparak sistem kurmasi gerekir. Bir mikrobiyoloji laboratuvarinin
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hizmet ettigi hasta grubu dikkate alinarak test profili diizenlenmelidir. Buna goére
pratikte akilci bir yaklagim uygulanmalidir. Bir referans laboratuvari hizmeti yapiimasi
hedefleniyor ve bitin mantarlarin izolasyonu ve tanimlanmasinin yapiimasi
gerekiyorsa farkli bir algoritm, rutin bir tani laboratuvarinda sadece en sik gorilen
etkenlerin tanimlanmasi hedefleniyorsa farkli bir algoritm diizenlenmelidir. Ulkemizde
mantar infeksiyonlarinin tanisinda ve etkenlerin saptanmasinda sinirsiz hizmet veren
bir referans laboratuvar bulunmamaktadir. Invaziv mantar hastaliklarinin
tanimlanmasinda da molekiiler yéntemleri kullanabilen laboratuvar sayisi kisithdir.
Mantar infeksiyonlarinin gérulme sikligi dikkate alinarak gelismis bir molekiler tani
laboratuvarinda, birkag basamakta tir tanimina ulasgilabilir. Candida ve Aspergillus
tirleri en sik izole edilen mantar etkenleridir. Buna gére bu mantarlarin cins
diizeyinde ve mimkinse en sik gorilen tirler diizeyinde tanimlanmalan ilk hedef
olmalidir. Olusturulacak tani profilinde bagisik yetmezligi olan konaklarda siklikla
rastlanan Pneumocystis jirovecii (eskiden P.carinii) mutlaka yer almalidir. Bunun
disinda kalan yiizlerce cinsi ve ¢ok daha fazla tirili, 6zel hasta gruplarinda invaziv
infeksiyon etkeni olabilir. Ancak batin nadir goérilen mantarlara 6zgul yontemlerin
hazirda bulundurulmasi akilci degildir. Oyleyse klasik yéntemler yaninda molekiler
ydntemler ile mantar infeksiyonlarinin tanisini koyabilmeyi amaglayan bir mikrobiyoloji
laboratuvari, éncelikle Candida spp., Aspergillus spp. ve P.jirovecii igin molekdler tani
testlerini uygulayabilmeli, daha az gorilen etkenler igin referans merkezlere
basvurmay! tercih etmelidir.

Bu ¢ergevede 6ncelikle bugline kadar yasanan gelisim sireci ézetlenecek, ardindan
en sk gorilen (g etkene yonelik molekiller tani ydntemleri aynntilariyla
degerlendirilecek, diger turler igin de olgu raporlari esliginde tani érnekleri verilecektir.

Mantarlarin tanisinda kullanilan molekiiler yontemlerin geligim sireci

Literatirde, mantarlarin molekiiler tanisinda kullanilan yéntemler, daha ziyade
arastirma laboratuvari deneyimi olarak sunulmaktadir. Geligmis molekdiler yontemler
ile bugiine kadar bir klinik 6rnekten hi¢ izole edilememis bir mantarin tanimlanmasi
yapilabilmektedir. Aslinda en dnemli nokta, izole edilen mantar ile klinik tablonun
iliskilendirilmesidir. Bu nedenle, klinisyen laboratuvar igbirliginin en 6nemli oldugu
basliklardan biri invaziv mikozlarnn laboratuvar tanisidir®.  Yapilan calismalar
molekiler yontemlerin invaziv mantar infeksiyonunun klinik tablosu sekillenmeden 2-9
giin 6nce pozitif sonug verdigini géstermistir'®.

Son on yilda mantarlarin filogenetik bilgisinde buyik bir genisleme olmustur. Yapilan
ilk molekiiler tanimlama galigmalari olan, ribozomal DNA tekrar bélgesinin “restriction
fragment length polymorphism” (RFLP) analizi yapildiginda Candida turlerinin farkli
biiyiiklilkte bantlar olusturdugu gosteriimistir. Hemen arkasindan isaretlenmis DNA
problarinin kullanildi§i “Southern blot® yéntemi ile RFLP'nin duyarliligi artirlmigtir™® ™,
1990'larin basindan itibaren polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR) teknidi ile gok
kiigiik miktardaki DNA'nin gogaltilabilmesi ve kolaylikla agaroz jelde gérilebilmesi
miimkin olmustur. Béylece tire 6zgil DNA driinlerinin gogaltiimasi ve birbirine ¢ok
yakin tiirlerin ayrilabilmesi saglanmistir’®™®. Iki turlu “nested” PCR ile, ilk turda ITS
gibi ortak bir bdlgenin, ikinci turda tiire 6zgul primerlerin kullaniimas: ile 6zgtllik daha
da artinlmistir’®. ilk yapilan galigmalarda cinse 6zgil PCR yaklagimi uygulanmis,
ancak son calismalar ITS gibi mantarlara ait ortak bélgelerden segilecek “universal’
pan-fungal primerlerin kullanilmasinin daha yararli olacagini ortaya koymustur.
Patojen varsa tir diizeyinde tanimlama igin eslik eden 6zgul testler gelistirilebilir™.
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Yuksek riskli hastalarda, tek bir yontem ile hastalari hem taramak hem de tedavi
takibi yapmak mimkin olabilmelidir. 2000'li yillarin basindan itibaren gelistirilen
floresan isaretli problarin 6zgiil DNA'ya baglandiklarinda ¢ikan enerjiyi 6lcen TagMan
(Perkin Emler) veya Light Cycler (Roche Molecular Biochemicals) gibi cihazlar
kullanilimaya baslanmistir’*. Gercek zamanli PCR teknigi sayesinde 10fg/ml DNA
gosterilebilmekte ve 6rnekteki fungal yiik miktari belirlenebilmektedir®™2.

Son yillarin en ilgi gekici konularindan biri olan “microarray” (DNA yongalari)
teknolojisi, mantar infeksiyonlarinin tanisinda da c¢ok genis olanaklar sunabilir.
Secilecek bdlgelere ézgii hibridizasyonlar olustugunda, bir tek galismada ¢ok sayida
mantarin taranmasi mimkin olabilir®®*. Béyle gelismis bir yéntem heniiz rutin
laboratuvarlar igin uygun degildir, ancak yillar icinde teknigin yayginlastiriimasi
mimkin olabilir.

Bundan sonraki bolimde en sik goriilen etkenlere yénelik yéntemler 6zetlenecektir.
invaziv kandidoz

Kandidemi tanisinda kullanilacak klinik 6rnegin serum veya kan mi olacad
konusunda farkh gérisler bulunmaktadir’’. Ancak kandideminin patogenezi
disindidigunde, tam kan drneginde hiicre iceren ¢dkelek hazirlanarak mantara ait
DNA arastinimasinin daha duyarli olacadi anlasiimaktadir. Derin doku kandidozunda
biyopsi 6rneklerinde duyarlilik gok yiiksektir. Ancak olgularda fungemi yoksa kandan
DNA izole edilmesi olasiig diismektedir. Boyle bir tabloda, radyoloji deste§inde
hepatik kandidoz &n tanisi koyan bir klinisyene, negatif PCR sonucunun, yalanci
negatifik degil patogenezin dodal bir sonucu oldudunu acgiklamak, klinik
mikrobiyologun goérevidir. Candida tiirleri normal vicut florasinin degismez Uyeleri
oldugu igin, florali bélgelerden alinan klinik 6rneklerde PCR yapilmasi tani koydurucu
degildir. Balgam, idrar, digki gibi érnekler Candida PCR testi igin kabul ediimemelidir.

Klinik érnekten DNA eldesi icin kullanilabilecek farkli temellere dayanan yéntemler
bulunmaktadir:

1. Kimyasal maddeler ve 1s1 yardimi ile DNA eldesi

2. Filtrasyon temeline dayali hazir kitler

3. Manyetik boncuk teknolojisi ve robotik sistemler
Kimyasal madde ve isi kullanilan “in-house” yéntemler, laboratuvarlarin kendilerinin
geligtirdikleri protokolleri igermektedir. Hicbiri standardize degildir, uzun zaman alir ve
kontaminasyon olasihigi vardir. Ancak ucuz olmalari nedeniyle az sayida érnek ile
calisan laboratuvarlar igin vazgegilmez yéntemlerdir®®.
Filtrasyon temeline dayali bitiin ticari sistemler aslinda viral DNA-RNA eldesi igin
gelistirilmis hazir kitleri icermektedir. Her ne kadar dretici firma énerileri ékaryotik
DNA eldesi igin de kullanilabileceklerini gostermekte ise de, yaptigimiz calismalarda
duyarliliklarinin diisiik oldugu saptanmistir?®®,

Manyetik boncuklarin kullanildigi otomatize robotik sistemler cok sayida 6érnek galisan
laboratuvarlar igin énerilmektedir. Yéntem pahalidir, ancak ékaryotik DNA eldesinde
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filtrasyon temeline dayali ticari kitlere belirgin Ustiinligi oldugunu gdésteren yayinlar
bulunmaktadir’,

Candida PCR testi icin hedef olarak kullanilabilecek gen bdélgeleri aktin geni, Kitin
sentaz geni, aspartil proteinaz genleri, p450 geni, ITS bélgesi, rRNA bdlgesi olabilir*>.
Klinik 6rnekten direk olarak tani konabilecegi gibi, kiltlirde etken izole edildigi ancak
tanimlamanin dogrulanmasi gerektigi durumlarda, tiire 6zgil primerler kullanilarak
veya dizileme yapilarak sonug elde edilebilir***°.

Einsele ve arkadaslan gelistirdikleri yontemde 18S rRNA bélgesini hedef olarak
kullanmiglardir®®. Bu arastiricilar farkli gruplarda yéntemin duyarliligini test etmigler;
Candida ile kolonize olan 189 hastanin 3’linde PCR ile pozitiflik saptarken, invaziv
infeksiyon gelisen bitin fungemi olgularinda pozitif sonu¢ elde etmiglerdir. Yéntem
antifungal tedavinin takibinde de basari ile kullaniimis ve saptama alt sinin 1 cfu/ml
mantar olarak belirlenmistir’®. Martin ve arkadaslar ITS bélgesini cogaltmig, ardindan
ters hibridizasyon “line probe assay” (LPA) ile tir ayinmini denemiglerdir. Aslinda ITS
bolgesi pek gok tir icin ayirnmi saglayacak farkliliga sahiptir. Ancak C.albicans ile
C.dubliniensis arasindaki homoloji nedeniyle ayirim giiclesmektedir. LPA alt siniri
agaroz jelden 10 kat az bulunmus ve 2-10 cfu/ml olarak hesaplanmistir’”.

invaziv aspergilloz

Aspergillus PCR testi, aspergilloz i¢in duyarli ve erken bir tani belirteci olarak
tanimlanmasina ragmen uluslararasi standardizasyondan yoksundur. Diizenli olarak
yapilan ardisik PCR testinin invaziv aspergilloz erken tanisinda guvenilir oldugu ve
birbirini izleyen birkag drnekte negatif sonug¢ alinan hastalarda invaziv aspergillozun
gelismedigi (negatif prediktif deger %92) saptanmistir’®. Alman Hematoloji ve Onkoloji
Dernegi tarafindan halen yiritiilmekte olan bir ¢calismada (IDEA Trial), haftada iki kez
PCR testi yapilan AML ve kemik iligi alicilarinda, PCR pozitif bulundugunda antifungal
tedaviye baslanmasi ile, klinik tablo gelistiginde baglanmasi arasinda fark olup
olmadigi incelenmektedir®. European Organization for Research and Treatment of
Cancer / Invasive Fungal Infections Cooperatiye Group (EORTC/IFICG), invaziv
mantar infeksiyonlarini; “tanisi kanitlanmig (proven)”, “muhtemel (probable)” ve “olasi
(possible)” olarak gruplamay! énermis, ancak mikrobiyolojik kriterler arasina PCR'I
dahil etmemistir®. Bu nedenle PCR pozitifligini “kesin” fungal infeksiyon olarak
degerlendirmeden 6nce, klinik tablonun géz éniinde bulundurulmasi gerekmektedir .

Kandidemi igin gecerli olan tam kan 6rnegi dnceligi, Aspergillus'a bagh fungemi igin
de uygulanmalidir. Ozellikle solunum sistemi 6rnekleri (balgam, bronkoalveoler lavaj,
trakeal aspirat, akciger biyopsisi) aspergilloz tanisinda daha gok kullaniimaktadir®.
Kif mantarlarinin yasam alanlarinda zaten var olmasi, testin amplikon ile
kontaminasyonu riskini artirmaktadir. Bu nedenle &rnek aliminda ve PCR
uygulamalarinda dikkatli davraniimalidir. Hem Candida hem Aspergillus tirlerine
yonelik ticari PCR sistemleri bulunmaktadir. Ancak pratik uygulamalarda, “in-house”
ydntemlerden daha Ustiin olduklar gdsteriimemistir. Candida cinsi igin kullanilan ve
yukarida bahsedilen DNA eldesi yontemleri Aspergillus tiirleri igin de kullanilabilir®'.

Kifler yapi olarak mayalardan daha karmasiktir. Bunun dogal sonucu olarak

kiiflerden DNA eldesi daha zordur. Bitkilerden DNA eldesi igin Uretilen bir ticari kitin,
Aspergillus kolonilerinden DNA eldesi igin de basarili oldugu bildirilmistir®®.
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Aspergillus turleri icin kullanilabilecek cinse 6zgiil bélgeler; rRNA bolgesi, ITS bdlgesi,
alkalen proteaz geni, p450 geni ve mitokondriyal DNA bolgesidir™*. Bu bolgeleri
hedef alan cinse ve tlire 0zgll konvansiyonel PCR veya gergek zamanh PCR
kullanilabilir. Ardindan hibridizasyon problarinin kullanildigi bitin amplifikasyon disi

teknikler veya LPA teknigdi uygulanabilir®>",

Aspergillus tirlerinin olusturdugu invaziv infeksiyonlarda, kiltlirde etkenin izole edilme
olasihgi Candida tlrlerinden daha disuk oldugu igin, molekller ydntemlerin
aspergilloz tanisindaki yeri daha gok 6nem kazanmaktadir®*'.

Pnomosistoz

P jirovecii nétropenik hasta grubunda énemli bir interstisyel pnémoni etkenidir. Kiltdri
yapilamadigl icin tanisi mikroorganizmanin direk olarak 131k veya floresan
mikroskopta gosterilmesi ve molekiiler yéntemler ile simirfidir®®. Pnémosistoz
tanisinda kullanilabilecek klinik ormekler, hastaligin genellikle solunum sistemi ile
sinirh olmasina bagli olarak solunum yolu 6rnekleridir. Solunum sistemi diginda
dalak, karaciger ve bobrekler nadiren tutulmaktadir. Mikroorganizma kanda serbest
olarak dolagsmadigi icin kan érnegi tanida kullaniimaz. Balgam veremeyen pediyatrik
olgularda agiz calkanti suyunun kullanilabilecegi bildiriimektedir. Ancak duyarlilik
yiiksek degildir™. P jirovecii PCR testi icin ideal klinik érnek, bronkoalveoler lavaj
sivisidir. Bunun yapilamadigi durumlarda balgam veya aspirat 6rnekleri kabul
edilebilir. Ancak florali bélgelerden DNA eldesi sirasinda duyarliik digmektedir. Son
yillarda mantar olarak siniflandirilan bu mikroorganizmaya 6zgil DNA eldesi i¢in hazir
ticari sistem bulunmamaktadir. Literatlirdeki batin yayinlar “in-house” DNA
izolasyonu ve filtrasyon temeline dayali sistemlerin kullanildidi caligmalar
icermektedir™. Anabilim dalimizda kullanilan DNA eldesi ydntemi de laboratuvarimiz
tarafindan gelistirimistir. Elde edilen DNA Uzerinde amplifikasyon igin hedef
secilebilecek bolgeler; mitokondriyal RNA {izerinde LSU (large subunit) bélgesi®' veya
rRNA (zerindeki ITS bdlgesidir. Yontem olarak daha cok iki turlu dizenlenen
konvansiyonel PCR veya gercek zamanli PCR kullaniimaktadir’”. Pnémosistoz tanisi
icin hastanin klinik tanisi ¢ok énemlidir. P.jiroveciinin noétropenik hasta grubunda
normal florada bulunabilecegi unutulmamalidir.

Diger etkenler

Yaklasik olarak 100 cins mantar, insanda hastalik etkeni olarak izole edilmistir. En sik
gorulen Aspergillus ve Candida turleri disindaki invaziv mikoz etkenlerinin tanisi igin
de PCR yéntemleri kullanilabilir®***, Sistemik dimorfik mantarlar olan H.capsulatum,
C.immitis ve B.dermatitidis tanisinda, Gen-Probe tarafindan gelistirilen Accu-Probe
sistemi yaygin olarak endemik bélgelerde kullaniimaktadir”®®. Kiltirde ireyen
mantar rRNA igerir. Problar ise kemoliiminesan isaretli DNA olup, 6zgul rRNA ile
hibridize olmaktadir. Olusan 1sima luminometrede o&lgiimektedir. Elbette kilttrde
bulunan yiiksek nikleik asit miktarn klinik édrmekte bulunamaz. Klinik érnek test
edilecedi zaman bu durum géz éniinde bulundurulmaldir.

Nadir olgulara yaklasim
Dogada bulunan bitiin mikroorganizmalarin uygun kosullarda potansiyel patojen

haline gec¢ebilecegi gibi, daha énce invaziv enfeksiyon etkeni olarak goésteriimemis bir
mantar da fungemi olusturabilir®®. Biitiin mikroorganizmalari taniyabilecek tek
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molekiler yéntem, ribozomal DNA’'dan secilecek gen bédlgesinin dizilenmesi
(sequencing) islemidir. Ribozomal DNA'nin iki bdlgesi mantarlarin tanimlanmasinda
daha ¢ok kullaniimaktadir. Birincisi kiiglik ve blylk ribozomal alt tnitelerin arasinda
bulunan “internal transcribed spacer” (ITS) bolgesi, ikincisi de genis (26S) ribozomal
alt tnitenin D1/D2 bélgesidir. Bu bélgeler tir dizeyinde tanimlama igin yeterli dizi
farklihgina sahiptir™. Bir DNA dizisinin tanimlanmasi icin, daha &nce elde edilen
veriler ile kargilastinlmasi gerekmektedir. Askomicetler ve bazidiyomicetler ile siyah
mayalar icin, bdyle bir bilgi temeli gen bankasinda bulunmaktadir. LSU (large subunit)
rDNA D2 bélgesinin dizilenmesini saglayan ticari bir kit (Applied Biosystems MicroSeq
D2) mevcuttur. Bu yontem LSU D2 boélgesinden 300 bp’lik bir diziden sonug
alinmasini saglar. Dizileme sonuclari analiz programlar ve dizi kiitliphanelerinin
bilgileri ile karsilagtinlarak tanimlama yapilabilir. Ancak heniiz vyeterli veri
toplanmadigi  i¢in bitin mantarlanin  bu  sekilde tanimlanmalari  mimkin
olamamaktadir®™®. Béyle bir olanadin  bitin laboratuvalarda  bulunmasi
beklenmemelidir. Ulke kosullari géz 6niine alinarak belli merkezlerde otomatize
dizileme cihazlarinin bulunmasi ve buralardan yararlanmanin saglanmasi gereklidir.
Yilda yaklasik 1000-1500 hastanin mantar infeksiyonlari agisindan degerlendirildigi
laboratuvarimizda, invaziv mantar infeksiyonlan yaklasik olarak hastalarin %10’'unda
tespit edilmektedir. Bu oranin gosterdigi yaklasik 100-150 hastadan, 80-120
tanesinde klasik yéntemlerle ve molekiler yontemler kulanilarak P. jirovecii, Candida
ve Aspergillus tirleri etken olarak izole edilmektedir. Bunun disinda kalan yaklasik 30
hastanin %50'sinde (10-15 hasta) etken mantar molekiler yontemlere gerek
kalmadan, kiltirde izole edilmektedir. Geriye sadece pan-fungal PCR sonucu pozitif
bulunan, Candida ve Aspergillus PCR sonucu negatif, 10-15 hasta kalmaktadir. Bu
olgularda antifungal tedavi baslanmasi ve tedavinin yine pan-fungal PCR ile takip
edilmesi olguya yaklasim agisindan yeterli kabul edilmektedir.

Sonug

Mantar enfeksiyonlarinin tanisi, klinik taninin farkli laboratuvar yontemleri kullanilarak
dogrulanmasini igermelidir. Tek bir yontem taninin konmasinda yeterli degildir.
Molekiler yéntemlere bu acgidan bakildiginda tek baslarina degil ama birkab; yontem
ile birlikte kullanildiklarinda duyarlilik ve 6zglliiklerinin arttig bilinmektedir®'©°.

Mantar enfeksiyonlarinin molekiler yontemler kullanilarak erken tanisi ve izlenmesi,
risk grubundaki hastalar igin mortaliteyi azaltmaktadir. DNA eldesi icin,
kontaminasyonu en aza indiren manyetik boncukiarin kullaniidig: otomatize sistemler
onerilmektedir. Amplifikasyonda kullanilacak primerlerin bitiin mantarlar igin ortak
olan ITS gibi bdlgelerden secilmesi ve tarama ve izlemde kullaniimasi test maliyetini
azaltmaktadir. Tar tanimi igin ek bir PCR agamasi veya “real-time” teknolojisi iginde
6zgul prob ile hibridizasyon sonuglari kullanilabilir.

Bu énerilere gdre tanida kullanilabilecek bir sema 6rnegdi asagida verilmistir.

Bagisiklik sistemi baskilanmis konak

|

Klinik Ornek
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K-27
INVAZIV MANTAR INFEKSIYONLARINDA MOLEKULER EPIDEMiYOLOJININ YERI
Doc¢. Dr.M.Ali SARAGLI
Gulhane Askeri Tip Akademisi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD. Etlik, ANKARA
Epidemiyolojik incelemelerde molekiiler tekniklere gereksinim durumu

Bazi fenotiplerin hem morfolojik hem de fizyolojik olarak birden fazla tiirde gériilebilir
olmasi yaninda, yaslanma veya kiltir sartlarina bagh olarak fenotipik karakteristiklerde
gorilen degisiklikler epidemiyolojik tiplendirmelerde yaniltici olabilmektedir. Serotipleme
ve biyotipleme gibi fenotipik tekniklerde gériilen tekrarlanabilirlik problemleri de,
genotiplendirmenin &zellikle epidemiyolojik ¢alismalarda fenotipik yéntemlerin yerini
almasina neden olmustur. Ornegdin, Candida albicans WO-1 kdkeninde beyaz-gri koloni
dénlistimi, geri donusimli olarak ve kendiliginden 10° siklikla ortaya c¢ikar ve
biyotipleme ve serotiplemelerde tutarsiz sonuglara neden olur. Benzer fenotipik
degisiklikler C.glabrata, C.tropicalis ve Cryptococcus neoformans igin de bildirilmistir.
Molekiiler ve genomik tiplendirme yontemlerinin uygulama alanina sokulmasi ile
fenotipik yOntemlerin yetersiz ayirim guclnden kaynaklanan dezavantajlar ortadan
kaldiriimistir. Bununla birlikte, DNA baz dizisinin herhangi bir tiir igin en dogru bilgiyi
vermesine karsin, kromozom disi genetik elemanlar olan plazmidler ve mini
kromozomlarin da g¢ok sabit olmadiklar, cevresel sartlara badh  olarak
kaybedilebilecekleri veya mutasyona ugrayabilecekleri akilda tutulmal, calisma
sonuglari dikkatle yorumlanmalidir®*.

Epidemiyolojik amagli tiplendirmelerin en yaygin kullanim alanlari;
1) Salginlarin kaynagi ve yayilma yollarinin belirlenmesi,

2) Antifungal tedavi sonrasinda hastadan ayni mantar tiriiniin tekrar izole
edilmesi durumunda bunun bir relaps mi yoksa reenfeksiyon mu oldugunun
belirlenmesi,

3) Hastane ortamindaki mikroorganizma klonlarinin ortaya konmasi,

4) Infeksiyon etkeni mikroorganizmanin enfeksiyon yoresine translokasyon
sonrasi mi ulagtiklari veya kolonize olmus olan tiriin mi etken oldugunun
belirlenmesi seklinde 6zetlenebilir.

Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarin zemini

Fungal genotiplendirme calismalarinda degisik gen bélgeleri hedef olarak
kullanilimaktadir. Bu bélgeler, kitin sentaz ve beta-tubulin gibi protein kodlayan intron
bolgeleri olabilecekleri gibi, rDNA gibi protein kodlamayan genler de olabilir. Ribozomal
DNA gen bdlgesinin secilme sebepleri arasinda; goklu tekrar sayisi, bazi bélgelerinin
¢ok iyi korunmus, bazi bélgelerinin ise asin degisken olusu sayilabilir. Ribozomal DNA
gen bolgesinin 25S ve 18S bdlgeleri sinirli oranda degiskendirler ve siklikla taksonomik
incelemelerde kullanilirlar. Buna karsilik, daha degisken olan “Internal Transcribed
Spacer” (ITS) gen boligeleri ise tanisal amaglarla veya mikroevrimsel incelemeler igin
uygundurlar®. Pratige girmis olan genotiplendirme ydntemlerinin sayisi her gegen giin
artis gostermektedir. Arastirmacilar yontemlerden hangisini kullanacaklarina karar
verirken, s6z konusu yontemin tiplendirebilirligi, ayinm gic, tekrarlanabilirligi, kullanim
kolayligi, kurulum maliyeti, sonug verme siiresi ve yorumlanma kolayligi gibi bazi genel
kabul gérms kriterleri géz éniinde bulundurmalidirlar’’.

Etkin bir DNA tiplendirme yonteminin dort temel islevi yerine getirebilmesi gereklidir;
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1) Belirli bir tiird mikroorganizmalar arasinda tanimlayabilmelidir.
2) Birturdeki evrimsel degismeleri saptayabilmelidir.

3) Birbirleri ile orta derecede ilinti gosteren turleri gruplayabilmelidir.
4) Birbiri ile iligkisiz tirleri ayirt edebilmelidir.

Genellikle molekiiler tiplendirme yontemlerinin biylk bir kismi bir ve dérdincd, bir kismi
ise ilave olarak ikinci gereksinimi karsilarlarken, ¢ok az metot Gglncld gereksinimi
kargilayabilmektedir®.

Mantarlara yonelik molekiler tiplendirme calismalarindan optimum bilgiyi saglayabilmek
icin U¢ noktanin hedeflenmesi gerekmektedir;

a) Her biri icin allellerin incelenebilecegi, birbirinden badimsiz, genetik belirtegler
olarak adlandinlabilecek genomik bélgeler saptanmalidir.

b) Kesin yorumlar o6ncesinde Uzerinde c¢aligilacak tiriin ¢ok sayida kokeni
incelenmis olmalidir. Clinkii, bazi tlrlerde cografyaya bagh degiskenlikler séz
konusu olabilmektedir. Ornegdin, Coccidioides immitis’in Kaliforniya ve Kaliforniya
dig1 kdkenlerinin farkli olmalari gibi.

c) Incelenen mantarin filogenetik atasi ile iliskisinin klonal veya rekombinal mi
oldugu tanimlanmalidir. Incelenen kdken klonal Greme sonucunda ortaya gikmis
ise ebeveynlerden birisinin tam kopyasi iken, rekombinasyon sonucu ise
atalarindan farkli izler tagiyacaktir®.

Fungal genotiplendirmede incelenmesine karar verilen genetik belirteclerin belirli
ozellikleri tagimalari gereklidir;

a) Secilmis olan bdlge, mutasyonlara orta diizeyde acik olmalidir. Dislk dizeyde
degisken gen bdlgelerinde degiskenlikler saptanamayabilir ve yetersiz ayrim gicu
ortaya cikarken, yiiksek dizeyde mutasyona acik bdlgelerin segilmesi kokenlerin
gruplandiriimalarini zorlastirir.

b) Secilmis olan bdlge evrimsel baski altinda olmamalidir. Aksi halde genetik iligki
konusunda yanlis yargi olusturabilir.

c) Belirtecteki mutasyonlarin geri dénisim ihtimali disiik olmahdir. Ornegin,
transpozonlarin bu amacla secilmesi hatali olacaktir.

d) Ayni mutasyonun iki farkli kdkende ortaya ¢ikma ihtimali diigiik olmalidir. Aksi
halde atalari farkli, ancak ortak karakteristikler yani homoplazi gérilir ve yanhs
yorumlara neden olur’.

Molekiiler fungal epidemiyolojide sik karsilagilan sorunlar

Epidemiyolojik tiplendirmede karsilagilan sorunlarin temel olarak iki ana nedeni vardir.
Bunlardan birincisi, uygulanan yontemin dogrudan kendisinin zayif yénlerinden, digeri
ise mikroorganizmanin genom yapisindan kaynaklanmaktadir. Epidemiyolojik
tiplendirme amaciyla en ¢ok basvurulan yéntemlerden birisi olan “Random amplification
of polymorphic DNA (RAPD)” tekniginde mikroorganizma genomu rasgele olarak
codaltiir ve ortaya c¢ikan patern farkhliklar degerlendirilir. Kullanilan primerler,
tiplendirilecek mikroorganizmanin genom bilgisine gereksinim olmaksizin tamamen
rasgele olarak secilebilecekleri gibi, genom igerisindeki belirli bélgelere yonelik (6rnegin
ItS bolgeleri ve cesitli rDNA genleri) bilingli olarak da segilebilir’. RAPD teknigi, kullanilan
Taq polimeraz enzimini Ureten firma da dahil olmak uzere hemen her parametreden
etkilenir ve bu sebeple tekrarlanabilirligi disik bir yontemdir. Standardize edilmedigi
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surece laboratuvarlar arasi kiyaslamada ya da bir veri tabani olusturulmasinda
bagvurulmasi uygun degildir'®.

Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla uygulanan diger énemli bir ydntem mikrosatellit ve
minisatellit analizleridir. Klasik RAPD’ye gére daha yiiksek ergime sicakliklarinda
gergeklestirilen amplifikasyon reaksiyonlarinda ve daha kisa gen bélgelerinin cogaltiliyor
olmasi, mikrosatellit analizlerinin gtgli yoninu olusturur. Bu nedenle elde edilen
sonuclar daha ylksek tekrarlanabilirlie sahiptir ve laboratuvarlar arasi kiyaslamalara
gidilebilir'". T3B gibi “intergenic tRNA spacer region” gen bélgesine ya da (GTG)® gibi
mikrosatellit gen bélgesine yodnelik olarak tasarlanmis randomize primerlerin
tekrarlanabilirlikleri, 10 baz oligonikleotidlere goére daha iyidir. Ancak, mikrosatellit
bélgeleri asiri  dedisken olmalari dolayisiyla homoplazi yéniinden dikkatle
deg@erlendiriimelidirler. Ayni elektroforetik hareketlilikteki bandlara, diger tekniklerde
oldugu gibi dikkatle yaklasiimali ve gergekten ayni olup olmadiklari ortaya konmahdir’.

Epidemiyolojik tiplendirme amaciyla; plazmid profil analizi, “restriction fragment length
polymorphism (RFLP)”, elektroforetik karyotipleme, “multi-locus sequence typing
(MLST)” ya da “interrepeat” PCR (IR-PCR) yéntemleri de kullaniimaktadir'*™. Ancak,
kromozom dig! genetik elemanlar olan plazmidler ve mini kromozomlarin da ¢ok sabit
olmadiklari, cevresel sartlara bagh olarak kaybedilebilecekleri veya mutasyona
ugrayabilecekleri akilda tutulmali ve genotipik yéntemler de dikkatle yorumlanmalidir®*.
MLST tekniginde ise “housekeeping” genler olarak adlandirilan ve her hiicrede eksprese
edildigi bilinen 6-7 gen bdlgesinin baz dizisi gikarilarak birbirleri ile kiyaslanir. Allelik
farkliiklar ayri “sekans tipleri” olarak ifade edilir. Bir tir igin en dogru bilgiyi baz dizisinin
vermesi nedeniyle, MLST tekrarlanabilirligi en yiiksek ve veri bankasi olusturuimasinda
en uygun yéntem olarak gériilmektedir’.

Bazen tiplendirme islemlerinde sadece bir ydntemin uygulanmasi yeterli ayinm
saglayamaz ve ikinci bir molekiler yénteme daha basvurulmasi gerekebilir. Boylece
ortaya ¢ikan patern farkliiginin; tek bir susda goriilen kromozomal yeniden diizenlenme
ile mi olustugu ya da farkhlik gésteren paternin gergekten yeni bir izolata mi ait oldugu
ayd:glatllmaya calisiir. Ornegin, elektroforetik karyotipleme sonrasi RAPD uygulanmasi
gibi ™.

Molekiler tiplendirmede karsilagilan  sorunlarin  ikinci  bolimi, dogrudan
mikroorganizmanin genom vyapisindan kaynaklanabilmektedir. Mantarlara yénelik
genotiplendirme calismalarninda, bakteri ve viruslara gore daha fazla zorlukla
kargilagiimasinin temel nedeni mantarlarin 6karyotik yapida olmalaridir. Fungal
genotiplendirmede  kargilagilan temel farkliliklar, &karyotlarda gériilen dogal
rekombinasyonlardan, bazi fungal patojenlerin diploid yapi géstermeleri dolayisiyla
ortaya cikan allelik degiskenliklerden ve bazi mantarlarin dimorfik yapida olmalarindan
dogmaktadir®. Ayrica, Ajellomyces capsulatus gibi bircok mantar haploid (N) yapidadiriar
ve sekslel urerlerken, C.albicans ve A.fumigatus gibi bazi tlrler aseksiel lrerler.
Candida albicans gibi bazilar diploid (2N), C.neoformans gibi bazi basidiomicetler
dikaryon (N+N) ve bazi basidiomigetler ise konak viicudunda iken haploid yapida
olabilmektedirler. Seksiel Ureme gdsteren mantarlarin Pseudallescheria boydii,
Aspergillus nidulans ve Basidiobolus ranarum gibi bazilari kendileri ile eslesebilirken
(homotallik), Ajellomyces capsulatus, A. dermatitidis ve Filobasidiella neoformans gibi
tdrler farkl egeylere gereksinim duyarlar, yani heterotalliktiler. Rekombinasyonlar diger
Okaryotlarda oldugu gibi mantarlarda da “reassortment” veya “crossing over’ yolu ile
mayoz sirasinda ortaya c¢ikarken, mantarlarda ilave olarak paraseksialite olarak
adlandinilan yolla, yani birbirine ¢cok yakin genetik 6zelliklerdeki bireylerin vejetatif hifleri
arasindaki birlesmeler yoluyla da mayoz digi rekombinasyonlar olarak ortaya cikabilirler.
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Bu agidan bakildiginda, homotallik sekstiel ireme gésteren bir mantar rekombinal dedgil,
aslinda klonal bir Greme g&stermistir. Rekombinal Greme sonucunda klonal Gremeden
cok daha fazla farklilagmanin ortaya gikacagdi kesindir. Ancak, ata hicreler ile yavru
hiicre arasindaki farkhlik diizeyi sadece Gremenin klonal veya rekombinal olusu ile degil,
ayni zamanda lokuslarin kromozom Uzerindeki fiziksel yerlesimi ile de belirlenir. Bir diger
karmasik nokta ise, asirt degisken lokuslarda ortaya c¢ikan farklilagmalarin bir
rekombinasyonu taklit edebilmeleridir’™®. Bu bilgilerin 1s1§inda, aseksiiel Greme gdsteren
bir fungus klonal olarak gogalacagindan, tek bir asirn degisken lokusun incelenmesi
yeterli epidemiyolojik bilgi saglayabilirken, seksiiel lreyen mantarda rekombinasyonlar
goriilecek ve genotiplendirmenin giivenilirigini artirabilmek igin polimorfik tek lokus
yerine birden cok sayida lokusun paralel olarak degerlendirilmesi gerekecektir'®. Yine,
C.albicans disindaki gogu tibbi ©neme sahip mantarin haploid olmasi nedeniyle,
mantarlarda klonal/rekombinal Ureme ayrimi igin tek bir lokusun incelenmesi yeterli
degildir. Haploid mantarlarda herhangi bir allelin var veya yok oldugunu ortaya koymak
olasi iken, diploid olanlarda homozigot/heterozigot ayrimi prob hibridizasyonu veya
“Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)” gibi bir yéntem ile ortaya konamaz
ve Hardy-Weinberg denklemine basvurulur’®. Bu sebeplerle, tibbi mikologlarin
molekiller epidemiyolojik ¢alismalara gegmeden énce, incelenecek mantarin treme sekli
ve genomik ozellikleri ile ilgili bilgi sahibi olmalart bir zorunluluktur.

Kimi zaman ise, salgina neden olan alt mikroorganizma toplulugu, tiiriin genel genomik
yapisina ¢ok yakin olabilir ve yeni molekiler teknikler bile farkliliklarinin ortaya
konmasinda yetersiz kalabilirler™.

Sonug ve Oneriler

Bugiin i¢in epidemiyolojik tiplendirmede kullanilan molekiler yontemlerden higbirisi altin
standart olarak kullaniimasi konusunda uzlasiimis dominant yontem degildir. Her yontem
kendi avantajlan ve dezavantajlarina gore degerlendirilmelidir®. Hatta her bir yontem
icerisinde bile amaca goére degisen dizenlemeler s6z konusudur. Ornegdin DNA problari
kullanilarak yapilan epidemiyolojik incelemelerde, kullanilan probun hedefinin gok
tekrarlanan ve asirl degiskenlik gosteren bdlgelerden secilmis olmasi, mutasyon
saptanmasina yénelik incelemelerde uygunken, bdyle bir prob segimi birbiri ile orta iligkili
tirlerin gruplanmak istendigi “cluster” analizleri igin uygun degildir. Bu tlr incelemeler
icin daha gok genom igerisinde az tekrar sayisina sahip hedeflere yénelik problar
kullanilir. Ornegin C.albicans igin geli?tirilmi:; olan Ca3 probu “cluster’, CARE-2 probu
ise mutasyon analizleri igin uygundur-.

Fungal genotiplendirme calismalarinin ilk basamaginda yapilan genel hatalarin basinda,
kiiltir ortamindaki Gremenin klonal oldugu ve tek bir genotipik koken icerdigi
varsayimindan yola ¢ikilmasidir. Ancak, bu varsayim kimi zaman yanlistir ve besiyerinde
genotipik olarak farkli iki veya daha fazla sayida kéken bulunmaktadir. Goklu kéken
taslyiciliginin hasta yasi ile birlikte arttigi da bildirilmisti”’. Bu nedenle, genotipleme
calismalarinin mutlaka tek koloni ekimlerinden yapilmasi ve genotipik incelemelerin ayni
kokenin birden fazla kolonisi tizerinde ayrn ayri gerceklestiriimesi gerekli olmaktadir. Bir
diger énemli nokta ise 6rneklem sirecidir. Bu siire olabildidince kisa tutulmalidir. Gunki,
sinirll bir bélgede bile yaklasik bes yillk bir siire icerisinde bir kdkende ortaya
cikabilecek mikroevrimsel degisimler, genomik olarak farkli koékenlerin varligini
duslindirecek kadar fazla olabilir’. Epidemiyolojik galigsmalarda 6nemli olan hususlardan
bir digeri, rekombinasyonlarin arastirildigi g¢aligmalarda, galigmanin gerceklestirilecedi
bolgenin cografik olarak kokenler arasinda akrabaliklara izin verecek kadar dar
tutulmasinin saglanmasidir. Aksi halde genis saha galigmalarinda incelenen kokenlerin
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birbirlerinden farkli olmalar kaginilmaz olarak ortaya gikar ve incelenen tiiriin klonal
olarak cogaldigi gibi yanlhs bir én yargiya variimasina neden olur’®. Elektroforetik
tiplendirmelerde karsilagilan bir diger problem ise, elektroforetik mobilitesi ayni olan
bandlarin gergekte baz dizilimi agisindan ayni mi olduklar sorusudur. Bu sorunun
cevabi, eger alleller farkli restriksiyon kesim bolgeleri tasiyorsa RFLP yontemi ile,
tasimiyorlarsa baz dizi analizi veya “Single Strand Conformational Polymorphism
(SSCP)” gibi ikinci bir yéntemle ortaya konabilir'.

Son bir nokta ise, epidemiyolojik amagcli tiplendirmelerin mutlaka bilgisayar destekli
olarak incelenmesi ve bir veri bankasinda saklanmasidir. Ayrica, literatiirde mevcut
calisma sonuglan kiyaslanirken, kullanilan yontem ve bu yéntemin 6zellikleri mutlaka
dikkatle incelenmeli, yéntem farkliliklari durumunda kesin yorumlardan kaginiimalidir.

5

1 ETS1 18 SrDNA 5.8 28 StDNA ETS2 |/~
(small S (large subunit)

NTS IS ITS NTS

I NON El ~ XN

Sekil 1: Fungal rDNA gen kompleksinin fiziksel haritas: (22 ve 23 no’lu kaynaklardan
iiretilmistir)
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ANTIFUNGAL DIRENG MOLEKULER YONTEMLERLE SAPTANABILIR Mi?
Dog¢.Dr. Banu Sancak

Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AbD. Sihhiye
Ankara

Son yillarda, basta Candida albicans olmak lzere mantar enfeksiyonlarinin gériilme
sikhiginda gézle goérillr bir artma meydana gelmistir. Buna paralel olarak antifungal ilag
kullaniminda ve dolayisiyla da bu ilaglara karsi gelisen direngte artis gériilmektedir. Bu
da mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde ciddi sorunlar yaratmaktadir. Buna bagl olarak
gunumuzde direncin molekiler mekanizmalari ile ilgili arastirmalar ivme kazanmistir.

Bugiline kadar birgok arastirmaci, klinikk mantar izolatlariyla yaptiklari calismalarda
antifungal ilaglara karsi gelisen direncin molekiiler diizeydeki mekanizmalarini
arastirmistir. En fazla Gzerinde calisilan mantar C.albicans olmakla birlikte, C.glabrata,
C.tropicalis, C.dubliniensis ve C.krusei izolatlarinda da direng mekanizmalar ile ilgili
calismalar yapiimaktadir. Yapilan calismalarin o6zellikle azol grubu ilaglar (izerinde

yogunlagsmasi nedeniyle bu yazida bu gruba karsi gelisen direng mekanizmalari
tzerinde durulacaktir.

Direng¢ geligsimi zaman iginde birden fazla mekanizmayla adim adim gergeklesmektedir.
Molekiler diizeyde meydana gelen direng degisiklikleri dért baslk altinda
toplanmaktadir.

1. llacin hiicre iginde birikiminin énlenmesi

Bilindigi gibi flukonazol, hiicreden aktif olarak hiicre disina transport edilmektedir.
Membran transport proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonundaki artma sonucunda
ilacin disari atiminda artis meydana gelmektedir. Hiicrede ATP baglayan kaset (ABC)
Ust ailesi proteinleri ve major fasilitatér (MF) Ust ailesi proteinleri olmak tzere iki farkli
sinif diga atim pompasi bulunmaktadir. ABC tasiyici proteinleri, azol grubunda yer alan
tam ilaglan substrat olarak kabul ederken, MF tasiyici proteini ise sadece flukonazoli
substrat olarak kabul etmektedir.

Birgok azol direncli Candida tlrtiyle Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus
klinik izolatlarinda, disa atim pompa genlerinin asir ekspresyonu nedeniyle ilacin hiicre
icinde yeterli yogunluga ulasamadigi gésterilmistir. llacin hiicre ici birikiminin azalmasi
sonucunda flukonazole klinik direng godsteren Candida tirleri arasinda C.albicans,
C.tropicalis, C.glabrata, C.krusei ve C.dubliniensis yer almaktadir. Bugline kadar
C.albicansda CDR1 ve CDR2, C.glabrata’da CgCDR1, CgCDR2 ve PDH1,
C.dubliniensis’de CdCDR1 ve CdCDR2 olmak tizere c¢esitli ABC st ailesi proteinlerini
kodlayan genler tanimlanmigtir. MF (st ailesi proteinleri genlerinden ise C.albicans’da
CaMDR1, C.dubliniensis’de CdMDR1, C.glabrata'da CgMDR1 tanimlanmistir.
Flukonazol direnci gosteren C.dubliniensis klinik izolatlarinda esas mekanizmanin, Cd
MDR1 ekspresyonunun artmasi oldugu distnilmektedir.

Yapilan galigmalarda flukonazol direncgli C.albicans klinik izolatlarinda duyarl suslara
nazaran CDR1 mRNA seviyelerinde artis saptanmistir. C.albicansta CDR1 geninin

150

M e




inaktivasyonu sonucunda ise, hem hucre igi flukonazol seviyesi artmig hem de susun
flukonazol ve diger azollere duyarliliginda artis meydana gelmistir. Bu da bize CDR1
geninin coklu ilag direng (multidrug resistance-MDR) geni oldugunu gostermektedir.
MDR1 geni inaktivasyonunun ise, hiicre i¢i flukonazol birikimine bir etkisi olmamig ve
mutant suslarin flukonazol duyarliiinda bir degisiklige yol agmamstir. C.albicans'ta
CDR2 geninin inaktivasyonu ise hiicre igi flukonazol birikimine yol agmaz. Ancak CDR1
mutantinda, CDR2 de ek olarak inaktive edilirse, flukonazol duyarliliginda artma
goriilmektedir. ilging olarak CDR1 mutant suglarda CDR2 geninin asiri ekspresyonu
sonucunda flukonazol direnci ortaya ¢ikmstir.

CDR1 geni, Saccharomyces cerevisiae'da bulunan PDR5 geninin homologudur. CDR1
genini tagiyan transformantlar, PDR5 mutanti olan S.cerevisiae’ya klonlanmis ve CDR1
genini tasiyan transformantlarin birgok ilaca kargi olan direncinde artig oldugu
gozlenmigtir.

Bugtin icin azol direngli klinik izolatlarda direngte birden fazla mekanizmanin bir arada rol
oynadi§i dusiniilmektedir. C.glabrata tiirlerinde ise tek basina CgCDR1, CgCDR2,
CgSNQ2 gibi genlerin ekspresyonunda meydana gelen artigin azol direncine neden
olabilecegi ileri siirtilmektedir. C.albicans’ da CDR ailesinde CDR1 ve CDR2 diginda
genler de bulunmaktadir. Fakat bugiine kadar yapilan galigmalarda, CDR1 ve CDR2
disindaki CDR ailesi lyelerinin flukonazol direncine yol agtigina dair herhangi bir delil
bulunamamistir.

C.albicans’ta flukonazol direncinde MDR1 geninin rold ve regllasyonu

Flukonazol variginda ERG11 geninin ekspresyonu indiklenirken, MDR1, CDR1 ve
CDR2 disa atim pompalarini kodlayan genler ayni kosullarda aktive olmaz. Fakat
flukonazol direncli C.albicans klinik izolatlarinda, bu genler konstitutif olarak fazla
miktarda eksprese edilirler. Dolayisiyla bu genlerin regiilasyonunu saglayan genlerde
mutasyon olabilecegi fikri éne siiriilmistir. Bu mutasyonlarin, ilgili genlerin ya promotor
bolgelerinde ya da transregiilatuar faktorlerinde olabilece@i dustntlmustar. MDR1
geninin ekspresyonuna bagl flukonazol direnci gosteren C.albicans suslarinin, her iki
MDR1 alelinin promotor bélgelerinin dizileri incelendiginde, bu bolgede herhangi bir
mutasyon gosterilememistir. Bunun tizerine mutasyonun regilatdr faktorlerde olabilecegi
diisiindlmils; bu durumun sz konusu olan diger disa atim pompalarn igin de gecerli
olabilecegi fikri ortaya atilmistir. C.albicans'ta CAP1, FCR1, FCR2, FCR3 gibi regulator
faktérleri kodlayan birgcok gen tamimlanmigtir. MDR1 geninin artmisg ekspresyonunda
regilatér faktérlerin rol almasi, bilinmeyen baska genlerin de aktive olabilecegine dair
yorumlara zemin olusturmaktadir. MDR1 disinda baska genlerde de aktivasyon
meydana geliyorsa, bunlar da flukonazol direncine neden olabilir.

2. Erg 11p’ de degisiklikler

Hedef yapidaki mutasyonlar sonucu meydana gelen ilag baglanmasindaki azalma ilag
direncine yol acan nedenlerden biridir. Azoller, 14 alfa demetilaz (Lanosterol demetilaz)
enzimini inhibe ederek, mantarin sitoplazmik membranindaki majér sterol olan
ergosteroliin biyosentezini énlerler. Lanosterol demetilaz enzimi ise, hiicrede ERG11
geni tarafindan kodlanmaktadir. Azol grubu ilaglar, Erg 11p proteininde (Lanosterol
demetilaz) bulunan “hem” molekiiliyle etkilesime girmektedir. Dolayisiyla bu enzimde
meydana gelen aminoasit degisiklikleri, yani enzimi kodlayan gendeki nokta
mutasyonlari, ilacin hedefe olan afinitesini etkilemektedir.
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G 129 A, Y 132 H, S 405 F, G 464 S, R 467 Kde meydana gelen aminoasit
degisikliklerinin flukonazol direncine yol acti§i gésterilmistir. Y 132 H, G464 S, R 467
K'de meydana gelen mutasyonlar sonucunda lanosterol demetilaz enzimine flukonazol
afinitesi azalmaktadir. Birgok ¢alismada flukonazol direngli C.albicans suslarinin ERG 11
gen dizi analizleri ile flukonazol duyarli suslarin ERG 11 gen dizi analizleri
kargilastirilmig; bunun sonucunda flukonazol direngli suslarda F105L, E266D, K 287 R,
G448 E, G450E, G464S aminoasit degisiklikleri saptanmistir. Flukonazol duyarli
suslarda ise bu aminoasit degisiklikleri saptanmamakla birlikte, K 128 T, K 147 R gibi
aminoasit degigiklikleri tespit edilmistir. Dolayisiyla bu dizi degisiklikleri, sadece alelik
varyasyonlar gosterebilir ve tek basina direng ile iligkili oldugunun kaniti degildir.

ERG 11 genindeki mutasyonlarla flukonazol direnci arasindaki iliski hakkinda daha giiglii
kanitlar, ayni hastanin farkli epizodlarindan elde edilen flukonazol direncli ve duyarl
izolatlarm  ERG 11 alellerinin DNA dizi analizlerinin birbiriyle kiyaslanmasiyla
saglanmistir. R 467 K mutasyonu, flukonazol direngli bir C.albicans’ in her iki ERG 11
alelinde saptanmusgtir. Ayni hastanin flukonazol duyarli izolatinda ise saptanamamistir.
Yine benzer olarak G464S mutasyonu, flukonazol direnci artmis izolatlarda ERG 11
alellerinde saptanmistir. Her iki aminoasit de, ilacin bagdlandigi “hem” bélgesine yakin
yerlesimlidir. Aslinda bu mutasyonlar, rastgele bir dagilim goéstermemekte; 105-165,
266-287 ve 405-488 aralarinda bulunan aminoasitlerde olmak lizere 3 “hot spot”’ bdlgede
toplanmaktadir. Dolayisiyla mutasyon biiylk bir olasilikla, “hem” bélgesinde meydana
gelen yapisal veya fonksiyonel degismeler sonucunda gergeklesmektedir. ERG 11
genindeki mutasyon, heterozigottan homozigot haline donisiirse ortaya cikan direng
artmaktadir. Bu durum, G 464 S ve R 467 K mutasyonu olan klinik izolatlarda
saptanmigtir. Genetik bulgular, R467K'dan iki kopya iceren hiicrenin, tek alelde
mutasyon gosteren hiicreden dnemli derecede daha direncli oldugunu gdstermektedir.
Flukonazollin ortamda bulunmasi durumunda, bir ERG 11 alelinde olan mutasyonu
takiben heterozigottan homozigot duruma gegis indiiklenmektedir.

3. ERG 11 geninin ekspresyonunun artmasi

ERG11 geninin ekspresyonunun artirilmasi, bazi C.albicans ve C.glabrata suslarinda
gosterilmistir. Ancak baska ¢alismalarda da, azol direngli C.glabrata izolatlarinda ERG11
dizeylerinin ekspresyonunda dnemli bir degisiklik saptanmamistir. Dolayisiyla ERG11
geninin agirn ekspresyonu, azollere direng gelisiminde énemli bir rol oynamamaktadir.

4. Sterol kompozisyonunda degisme

Hicrede Erg 11 disinda diger gen drlinlerine bagl olarak sterol biyosentezinde baska
degisimlerin de olabilecedi dustinilmektedir. 14 alfa demetilaz enziminin flukonazol ile
inhibisyonu sonucu sadece ergosterol miktarinda azalma meydana gelmez, ayni
zamanda mantar hicresinin tremesini inhibe eden bilesiklerin birikmesi de gergeklesir.
Mantarin Uremesini inhibe eden bu sterol birikimini degistirecek sterol biyosentezinde
meydana gelen degismeler, flukonazol direncine yol agabilir.

Erg 3, delta 5,6 desaturaz enzimini kodlayan gendir. 14-lanosterol demetilaz inhibe
olunca, Erg 3p 14-metil ara driinlerini, toksik bir sterol olan 14 metil ergosta 8, 24-dien 3,
6 diol'e cevirir. Delta 5,6 desaturaz (ERG 3) inaktivasyonu sonucunda, membrandaki
sterol kompozisyonu degisir ve 14 alfa metil 3, 6 diol yerine 14 alfa metil fekosterol
birikir. Bunun sonucunda mantar, ilacin etkisinden kurtulur ve flukonazol direnci
meydana gelir. C.albicans’da ERG 3 geni delesyonunun, flukonazole direngle
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sonuglandigi gosterilmistir. Hiicrede ergosterol bulunmadigindan dolayi, bu susglarda
azol direnci yaninda amfoterisin B direnci de gelismektedir. Yine yapilan bagka bir
caligmada, itrakonazol direngli 7 C.dubliniensis izolatinda ERG 3 geni mutasyonu
gosterilmisti. ERG3 geninin delesyona ugratilinca ortaya g¢ikan yiiksek azol direnci,
maya tiirleri arasinda farklilik gostermektedir. Ornegin ERG3 delesyon mutantlari,
S.cerevisiae ve C.albicansda azol direnci yaratirken, C.glabrata’da bu durum
gézlenmez.

Yukarida anlatilan mekanizmalarin hepsi Candida turlerinde azol direncine yol
acabilmektedir. Yapilan bircok g¢alismada, birden fazla mekanizmanin birarada
kullanilmasi yoluyla basamak basamak flukonazol direnci gelisebileceg@i gosterilmistir.
Ornegin, flukonazol direncinde giderek artis saptanan bir seri C.albicans izolatinda,
MDR1, ERG 11 ve bir veya birkag CDR geninde asir ekspresyonun yanisira ERG 11
geninde R 467 K nokta mutasyonu da saptanmistir. C.albicans’ta azol direnci
gelismesinde birden fazla mekanizma yer alirken, C.glabrata’da gériilen azol direncinde
sadece tek bagina atim pompa genlerinin asir eksprese edimesinin yer aldig
dusunulmektedir.

Azol direncinin varligini saptamayi amaglayan molekiler yéntemlerde, ya s6z konusu
genlerin GUrGnleri arastinlir veya bu genlerde ortaya ¢ikan mutasyonlarin varligi
denetlenir. Azol grubu ilaglarin hedefi olan yapilari kodlayan genlerin ya da bu ilaglarin
hiicreden disar atilimini saglayan pompalan belirleyen genlerin ekspresyon diizeyleri
RT-PCR teknigi ile saptanabilmektedir. Glinimiizde oldukga yeni bir yéntem olan “DNA
microarray” teknolojisinin kullaniimasi ile, ayni anda birden fazla sayida genin aktivitesi
incelenebilmektedir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarin isiginda, azol direngli izolatlarda, “ABC-transporter”
veya “major fasilitator” genleri ile birlikte baska genlerin de eszamanl regiile oldugu ve
bu genlerin azol direncine katildigi  gibi dusiinceler bulunmaktadir. “Microarray”
caligmalari, azol duyarli ve direncli suglarda birlikte regiile olan genlerin tanimlanmasi
icin kullanilabilir. Birlikte regiile olan genlerin ekspresyonu, ortak regllatér elemanlar
tarafindan kontrol ediliyor olabilir. Bu hipotez ile uyumlu olarak CDR1 ve CDR2
genlerinin ekspresyonundaki artisin, “drug responsive element” (DRE) olarak
adlandirilan ortak bir regllatér element ile yonetildigi gosterilmistir. Bu element, belirtilen
genlerin promotor bolgelerine yerlesmistir. Yapilan bir ¢alismada ilging olarak, CDR2
gen ekspresyonu artmis olan bir izolatta, baska genlerde de ekspresyon artigi oldugu
saptanmistir. Bu genlerin Gglinde (YPL 88, YOR 49, YLR 63) promotor bélgede DRE igin
bir bdlge bulunmustur. Bu bilgiler 1sidinda, gelecekte yapilacak olan “microarray”
calismalan ile maskelenmis olan dider azol direng mekanizmalarinin da gun ylzune
cikacagi yorumunda bulunmak mimkundar.
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ANTIPARAZITER ILAGLARA KARSI DIRENG MEKANIZMALARI

Prof.Dr.Mehmet Tanyiiksel
Giilhane Askeri Tip Akademisi, Mikrobiyoloji ve Kiinik Mikrobiyoloji AD. Etlik, ANKARA

Parazitlerin iki buylik grubu olan protozoon ve helmintler, insan ve hayvanlardaki yaygin
ve énemli pek ¢ok infeksiyondan sorumludurlar. Bu parazitler, diinya nifusunun yaklagik
1/3’tinii tehdit etmekte ve Diinya Saglik Orgiti'nin (DSO) bildirdigi son rakamlara gore
sadece protozoonlara bagli olarak gelisen hastaliklardan yilda 2 milyondan fazla kisi
yasamini yitirmektedir. Malaria, leishmaniasis, trypanasomiasis yaninda amebiasis,
giardiasis ve trichomoniasis gibi anaerobik protozoon hastaliklar ile helmintlerin neden
oldugu filariasis, schistosomiasis, onchocercosis dinyanin en onemli paraziter
hastaliklari arasinda yer almaktadir.

Antiparaziter ilaglarin kullaniimasi, en dnemli kemoterapétik sorunlardan biri olan ilag
direncini daha tehlikeli boyutlara tasimaktadir. Son vyillarda &zellikle klorokin direngli
sitma, leishmaniasis ve trypanasomiasis gibi hastaliklar bagta olmak lzere pek gok
parazite karsi gelisen ilag direnci dikkati gekmektedir. Protozoon ve helmintlerde ilag
direncinin olugsmasi yaninda yeni ilaglarin gelistirilmesindeki yavas ilerlemeler, dnemli
halk saghg: problemlerine neden olmakta ve bu ydnilyle bazi paraziter hastaliklardaki
antimikrobiyal diren¢g DSO’niin listesinde biiylk bir sorun olarak yer almaktadir. Ayrica,
ilag direncini ilag duyarliigindaki azalmadan ayirmak gereklidir. Ozellikle veteriner
parazitolojide ©nemli olan bu durum, ilag direnci ile ilag duyarliigi azalmasinin
karistinimasina neden olmaktadir. ilag etkinligindeki bagansizigin sadece dirence bagh
olarak gelismedigi goz ardi edilmemelidir. Diger nedenler arasinda; a) paraziter yagam
sikluslarin farkli evrelerden olugmasi, b) cinsiyet farkliliklari, ¢) tirlerin cografik degisiklik
gdstermeleri, d) farkli hayvan tirlerinde ayni parazitlerin bulunmasi, e) parazitlerin farkli
turleri gibi sebepler sayilabilir. Bununla birlikte yetersiz tedavi ve doz kullanimi, ilag
etkilesimleri, ilag duyarhliklarindaki farkhiliklar da ilag direnci ile karigtinimaktadir.

ilag Direng Mekanizmalari

ilag direncini olusturan mekanizmalar; su baslklar altinda toplanabilir (Sekil 1):

—

llacin, parazit enzimleri ile etkisiz hale getiriimesi

ilaca duyarli paraziter bélgelerin degismesi

llacin parazit tarafindan alinmasinin azalmasi

Inhibe reaksiyonlari 6nlemek igin alternatif yollar gelistiriimesi
ilaca duyarli hedef enzimlerin artan Gretimi

Enzim substratlarinin miktarinin artmasi

e B =L S

Etkin olmayan ilag kullaniimasi

Parazitlerin, ilaglarin etkilerinden kurtulmak icin ¢ok cesitli ve hassas
biyokimyasal mekanizmalari vardir. Hicreler, ilacin etkilerinden kurtulabilmek icin
alternatif yollar ve siginaklar gelistirmekte ve bunu da gogunlukla ilacin etki sistemlerini
modifiye ederek ya da hedef membran bilesimlerini degistirerek yapmaktadir. Boylelikle
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ilacin yok edici 6zelliginden kurtulabilmektedir. Parazitler, kolaylikla salgilarinda kimyasal
degisiklikler yaparak icine giren ilacin hedefe ulagsmasini engeller, etki mekanizmasini
bozarak ilacin etkinligini azaltabilir ya da tamamen yok edebilirler; hatta ilaci tamamen
vicut digina atabilir ya da hedef bélgeden daha uzak bélgelere génderebilirler.

Bu modifikasyonlar; fizyolojik adaptasyonlar, direngli ve direngsiz parazitlerin karigik
bulundugu popiilasyonda direngli parazitlerin segimi, segimi izleyen spontan mutasyonlar
ve gen yapilarinin degisimi (gen amplifikasyonu) seklindedir.

ilag inaktivasyonu

Atilim
Deglslkhk

azal
iLAG —+~/— . |I.AG
Amz:ﬁ?ﬁ@
: onlenmesi
llacin atilimi
iLAG
Substrat aliminin
Brteiast = Substratla
yarisma
L &
Hedef
Hedefin
degistiriimesi
veya

artirnimasi

ltag direng mekanizmasinin biyokimyasal yapisi

Sekil 1. ilag direncinin biyokimyasal yapisi (8 no’lu kaynaktan alinmistir)

a) llacin hiicre icine girisi azalir b) Hiicre icindeki ilag etkisi baskilanir ¢) ilag hiicre disina atilir d)
llacta sekillenen modifikasyonlar sonucu yine ilac hiicre disina gonderilir veya belli bir bélgede
hapsedilir ) Substratin hiicre icine girisi artar. ilacin hedefe ulasmasi hizlanir. Ancak hedefte
dedisiklik olur ya da amplifikasyon sekillenir ve “bypass” mekanizmalarla baska bolgelere
goénderilir.

Parazitlerde direng mekanizmalari, laboratuvar ve klinik calismalarla ortaya konulmus ve
in vitro calismalarla da bu bilgiler dogrulanm|§t|r Ozellikle in vitro galismalarinda, direnc
ozelligi gelismis hiicrelerle bu ozellikleri gelismemis hicreler karsilastirilarak direng
mekanizmasi hakkinda c¢ok 6nemli bilgilere ulasilabilmektedir. Direncin klinik olarak
tanimlanabilmesi ise daha zordur. Clnki parazit popilasyonlari heterojen bir yapiya
sahiptir. Kargilastirma igin gerekli olan ve parazitin 6zelliklerini belirleyen genetik yapi
mevcut olmayabilir. Ayrica parazitin direng fenotipi degisebilir ve parazit alt
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popilasyonlart olusabilir. Laboratuvarda tanimlanan direng mekanizmalarinin klinik
dogrulanmalarinda daha ¢ok polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve monoklonal antikorlar
kullaniimaktadir.

Bircok protozoon tirinde ilag direnci gérulmustir. Ancak, sadece birkag mekanizma
bilinmektedir. Ornedin sitmada spontan mutasyonlar ana mekanizma olarak
degerlendirilir. Bu mekanizma tek bir adimda olusabilecedi gibi birgok adimda da
gerceklesebilir. llag miktari aralikli olarak artan dozlarda verildigi zaman, direncin
olusmasi da farkli bir mutasyon gerektirir. Paraaminokinolin veya dihidrorediktazdan
daha etkili olan 4-aminokinolinlere karsi olusan direngte kompleks mutasyonlar
gerektiginden, bu bilesime karsi olusan direng ise daha disik ihtimallidir.

lag parazit icine girdigi zaman multifonksiyonel etkiye sahiptir. llacin hiicre igine
taginmasi ve hiuicrede konsantrasyonu, diisik afiniteli kirmizi hiicrelerde ve parazitte
bulunan yiiksek afiniteli reseptor bolgeleri ile olmaktadir. Parazit direnci ile birlikte ilag
reseptorlerinin etki ve sayisinda azalma olur ve bdylece ilacin etkisini genelde 2/3
oraninda dusurur. Parazitler, reseptorlerin azalmasini kompanse etmek icin (reseptorler
enerji icin glukozun alindigi yerlerdir) metabolik degisime ugrar.

Diinyada yaygin bazi paraziter hastaliklardaki ilag direnci ile ilgili bilgiler su sekilde
ozetlenebilir:

Sitma

Antimalaryal ilag direnci, uygun dozlarda veya daha yiiksek dozlarda kullanilan ilaca
ragmen parazitin yasamini sirdiirmesi olarak tanimlanir. Giinimuze kadar dort tdrun
icinde sadece P.falciparum ve P.vivax’a kargl direnc bildirilmistir. P.falciparum’un
klorokine direncinin bildirilmesinden sonra in vivo ilag cevabini odlgen testler
gelistiriimistir. DSO’niin sitma tedavisinde 6nerilen normal dozuna kargi olusan direng
durumlarinin derecelendirmesi Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Antimalaryal ilaglara karsi gelisen direncin derecelendirmesi

Yanit Onerilen sembol Bulgu

Duyarli S Tedavinin baglangicindan itibaren
tekrarlamaksizin asekstiel paraziteminin
temizlenmesi

Direng RI Duyarliliktaki gibi tedavinin basglangicindan

itibaren 7-28 guin igerisinde aseksuel
paraziteminin temizlenmesi ancak rekirensin

olusmasi

Rl 7 gun igerisinde aseksiel parazitemide belirgin
azalma ancak tam temizlenememe

R I Sekslel parazitemide degisiklik gézlenmemesi

llag direncinin belirenmesinde, tedaviye ragmen parazitlerin yasamini devam ettirmesi
ve eritrositlerdeki sizogoni doneminin gelismesi kriter olarak alinmaktadir. Direng,
ilaglarin duyarliklarinin azalmasina neden olan spontan mutasyonlarin sonucunda
gelisir. Tek nokta veya ¢ok nokta mutasyonlari seklindedir. llag direncinin biyokimyasal
mekanizmasi klorokin, antifolat ve atovakuonla daha iyi tanimlanmigtir. Klorokinde
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direncin dhfr'de tek nokta mutasyonuna bagl olarak gelistidi ve yedinci kromozoma
lokalize oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarla klorokin duyarliigi ve pfmdri
mutasyonu arasinda bir iliski kurulmaya calisiimistir. Klorokin direnci ile ilgili yapilacak
calismalarda pfert ve pfmdr1 markerlerinin kullaniimasi dnerilmektedir. Ozellikle P.vivax
icin klorokin direnci énemlidir ve ilk kez 1989 yilinda Papua Yeni Gine’den bildiriimistir.
P.falciparum’'un pfmdr1 ve pfmdr2 olmak uzere iki ¢oklu ilag direnci (Multi-drug
resistance; MDR) geni tespit edilmistir ve bulyik bir olasilikla pfmdr? geninin sorumlu
oldudu disindlmektedir.

Toxoplasma gondifye karsi da kullanilan atovakuon, sitokrom bc1 kompleksindeki
elektron transportunu inhibe ederek etki eder. Bu ilaca karsi direncin sitokrom b geninde
olusan tek nokta mutasyonuna bagli olarak gelistigi bildiriimistir. Atovakuonun tek basina
kullanildigi zaman direncin hizli bir sekilde gelistigi; ancak proquonil, tetrasiklin gibi
ilaclarla kombine kullanildiklarinda direncin daha yavas gelistigi bildirilmistir.

Leishmaniasis

Leishmaniasisle ilgili son yillardaki en 6nemli sorunlardan biri de ilag direncidir ve in vitro
caligmalar, standart dozdan 100 kat daha fazla ilag konsantrasyonlarinin bile tolere
edildigini gostermistir. Parazitin direncli genlerinde ilag birikiminde disls gozlenmis ve
bunun sebebinin ilag girisindeki disiusten mi yoksa ilag atiimindaki yiikselisten mi
oldugu aciklanamamistir. Bes degerli (pentavalan) antimoniollerin etki sekilleri tam
olarak anlagilamamis olmasina ragmen, etkilerini glikolitik enzimlerin inhibisyonuyla
gerceklestirdikleri distintilmektedir. Leishmania spp’da H bdlgesi olarak bilinen bélgenin
gen ampflikasyonunun nedeni bu antimoniollerdir. 800 kb’lik kromozom (zerindeki H
lokusunun direngten sorumlu genler igerdigi distnilmektedir. Bu H bdlgesinin
amplifikasyonu, sitotoksik ilaglara karsi yavas yavas bir savunma mekanizmasi
olusturmaktadir. Bu bélge icin kodlanan proteinlerden biri de 2 ATP baglanma bélgesi
bulunan, p-glikoproteini olarak bilinen ve enerji gerektiren transmembran bir pompadir.
Hiicre membranindaki pompa proteinlerinin sayisindaki artig, parazitin hiicre igindeki ilag
konsantrasyonunda &6nemli distslere neden olmaktadir. ilk defa direngli kanser
hicrelerinde tanimlanmis olan p-glikoprotein, MDR’nin mekanizmasinda sikga karsimiza
¢gikmakta; metotreksat ve arsenite, H bodlgesinde gen amplifikasyonuna neden
olmaktadir. Butin bunlarin sonucu olarak, H bélgesinin ilag direncli genleri icerdigdi ve
leishmaniasiste ila¢ direncinden sorumlu oldugu gérilmektedir. Direncli bazi Leishmania
donovani izolatlarinda Pgp isimli glikoproteini kodlayan Ldmdr / geni gibi genler
tanimlanmistir.

Tablo 2. Leishmania spp’da ilag direncgli amplifiye genler

Amplifikasyona neden olan ilaglar Amplifiye genler Direng
Methotrexate dhfr-ts B
Methotrexate Itdh +
Arsenite ltpgpA F
Tunicamycin nagt +
DL-a-difluoromethylornithine ode -
Mycophenolic acid impdh -
Vinblastine Idmdrl +
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Leishmania donovani promastigotlarina kargi amphotericin B direnci, HPLC metoduyla
gdsterilmistir. Oral yolla kullanilan miltefosin direncinde yine ayni glikoprotein (Pgp) rol
oynamakta, nokta mutasyonu ile miltefosin aliminda azalma olugmaktadir.

Trypanasomiasis

Pentamidin’in, mitokondride biriktigi ve etkisini dihidrofolat rediktaz (dhfr) inhibisyonu
yaparak artirdi§i tespit edilmistir. Direng olaylarinda bu mitokondrial birikim
olmamaktadir. P2’deki mutasyonlar adenozin ve melarsaprolun hedefe ulagmasini
azaltir. Ancak pentamidin, HAPT1’e yiiksek affiniteli; LAPT1’e ise diglk affinitelidir. Bu
tasiyicilarla da hicre igine girebilir.

Trichomoniasis

Trichomonas'lara karsi direncin, glikolizin  yapildi§i 6zel bir organel olan
hidrogenozomlar igindeki enzim aktivitesinin azalmasina veya tamamen yok olmasina
bagh oldugu dustnilmektedir. Metronidazol ve tinidazol arasinda herhangi bir ¢apraz
direng olup olmadidi heniiz agiklik kazanmamustir. ilag direnci gogunlukla in vitro
¢alismalarla tanimlanmistir. Bu direng, ilacin etkinligini saglayan proteinlerin modifiye
olmalar sonucu etkinliklerinin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Direng aerobik ve
anaerobik mekanizmalarla gergeklesmektedir. Aerobik mekanizma hicre igi oksijen
konsantrasyonunun artmasiyla ilgilidir. “Electron spin resonance spectroscopy” (ESR)
caligmalariyla aerobik T.vaginalis direnci ispatlanmistir.

G.intestinalis ve E.histolytica infeksiyonlarinda da metronidazol direnci bildiriimektedir.
Ayrica G.intestinalis infeksiyonlarinda acridine, quinacrine, nitrofuron, furozolidine ve
benzimidazole, albendazole direncinden de bahsedilmektedir.

Toxoplasmosis

Plasmodiun’larda oldugu gibi direng, folat sentezinde yer alan enzimlerin bloke edilmesi
ile gergeklesir. In vitro calismalarla T.gondii'de dhfr-ts geninde tek nokta mutasyonlar ile
pyrimetamin direncinin oldugu gosterilmistir.

Anthelmintikler

Antihelmintik  direng; kitlesel tedavi, sik antihelmintik kullanimi, ayni  grup
antihelmintiklerin kullanimi ve yetersiz dozda ila¢ kullanimi sonucu sekillenmektedir.
Ozellikle son vyillarda yapilan galismalarda insanlarda Schistosoma tirlerine karsi
kullanilan praziquantele karsi direng gelistigi bildirilmigtir. Ayni  sekilde filarial
nematodlara karsi kullanilan ivermektine karsi da direng gelistidi vurgulanmaktadir. In
vitro ¢aligmalarla saptanan O.volvulus'ta gérilen ivermektin direncine dikkat edilmesi
gerektigi bildirilmektedir. Nematodiarda benzimidazol direncinin mekanizmasi ise tubulin
baglanmasindaki afinitenin kaybiyla ilgilidir.
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ANTIPARAZITER ILACLARA KARSI DIRENCIN SAPTANMASI
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Antiparaziter ilaglara duyarlilik veya ilaglara karsi direncin saptanmasina yénelik testler
kabaca; in vivo testler, in vitro testler, hayvan modellerinde testler ve molekdler testler
olmak tizere dort béliimde incelenebilir. Ek olarak olgu sunumlari, olgu serileri veya pasif
stirveyans gibi daha az yorucu yéntemler de antiparaziter direncin degerlendiriimesinde
kullanilabilir. Antiparaziter direncin anlagiimasina yénelik bu yontemlerin birbirlerine rakip
degil, aksine birbirlerini tamamlayici kaynak olarak degerlendirilmesi gerekir.

In vivo testler

Bu ydntemler semptomatik ve parazitemik hasta grubunun ilacin belli bir dozuyla tedavi
edilmesi ve belli bir zaman diliminden sonra parazitolojik ve/veya Kklinik yanitin
degerlendiriimesine dayanir. In vivo testler, var olan bilesigin dogrudan hasta tzerindeki
klinik etkinligini dlger. Bu tiir testler epidemiyolojik arastirmalarda uygulanabilir. Karmasik
teknik yontemlere gereksinim duyulmadigindan gelismekte olan Ulkelerde saha
kosullarinda gerceklestirimesi bir avantaj olarak degerlendirilebilir. Ancak in vivo
testlerin yorumu, konaga (bagisik yaniti veya ilag alimi ve metabolizma farkhiliklar) veya
cevreye bagli (6rn. yeniden infeksiyon) etkenler nedeniyle sinirfidir. Bu tlr dig etkenler
nedeniyle in vivo testlerin sonucu tam olarak antiparaziter ilaglara karsi direnci
yansitamamakla birlikte, bu tir testler ilag etkinlidi hakkinda en iyi bilgiyi verebilir.

Sitmada ilac direnci konusundaki arastirmalar insanlan infekte eden tdrler icinde
zellikle en virulan ve direng gelismeye egilimli Plasmodium falciparum ile ilgilidir. llaca
direncli sitma konusunda ilk gézlemler genelde klinik gézlemler seklinde olusmus ve
daha sonra in vivo testler ile dogrulanmaya c¢alisiimistir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO)
1973 yilinda klorokin yanitinin degerlendirilebilmesi igin 28 giinlik izlem 6nermis, in vivo
ilag duyarlih@: (S) ve direng (R) gelisimine yonelik S ve R siniflamasi ile standardizasyon
saglamaya calismistir. Zaman iginde izlem siresi kisalmaya baglamis (genelde 14 gin)
ve 1996 yillarina gelindiginde ise klinik gostergelerin tedavi etkinligini degerlendirmede
parazitolojik iyilesme ile esit tutulmasi onerilmistir. 2003 yilinda gelistirilen protokol ile
tim dinyada tek bir yéntem ve siniflandirma gemasi ile testlerin standardizasyonu
hedeflenmistir. Bu protokolde parazitolojik bagarisizlik tekrar siniflandirma gsemasina
girmis ve klinik olarak sitma tanisi almis 5 yasin altindaki gocuklar tedavi etkinliginin
degerlendiriimesinde géz 6éniine alinmisgtir. Yas konusundaki deg@isim, kiiglik ¢ocuklarda
tedaviye yanitin daha bilyiik ¢ocuklar veya erigkinlere goére daha disik olmasina
dayanmigtir. Ayrica in vivo testler ile degerlendiriimeye alinacak hastalar igin parazit
yodunlugu, disik veya orta derecede sitma goriilen bdlgelerde 1000-10.000 aseksuel
parazit/ul iken sik goérilen bbélgeler igin 2000-20.000 aseksiiel parazit/ul olarak
onerilmistir.

Son yillardaki caligmalar, gifik hayvanlarinda ozellikle nematod popilasyonunda
antihelmintik direncin yaygilastiina isaret etmektedir. Veteriner hekimlikte tedavi edilmig
veya edilmemis hayvanlarin nekropsisi veya digkidaki yumurta sayisinin azalmasi
seklindeki in vivo testlerin pahalli ve ayni zamanda zaman alici olmasi, alternatif testlerin
gelistirilmesini hizlandirmigtir.
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In vitro testler

Antiparaziter direncin degerlendiriimesine yénelik testler genelde hastanelerde rutin
uygulanan antibiyotik duyarlilik testlerinin benzeridir.

Sitma parazitlerinde ilag etkinligi ve direncine yénelik in vitro testler uzun sireli kiiltiiri
yapilabilmesi nedeniyle P.falciparum’un aseksuel eritrositik evresine odaklanmistir. Bu
tlr testlerde, vendz kan ornedi ile alinan sitma parazitlerinin kiltiirleri, 96 cukurlu
mikrotitrasyon plaklarinda yapilmakta ve test edilecek ilag veya ilaglar farkli dozlarda bu
¢ukurlara konulmaktadir. Glinimiizde bu amagla temel olarak izotopik mikrotest, izotopik
semimikrotest ve parazit sayisini degerlendirebiimek icin mikroskobik inceleme
gerektiren DSO mikrotesti olmak lizere (¢ in vitro test kullanilir. Tim testler, 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra parazit gelisimini engelleyen ilag konsantrasyonlarinin
belilenmesini kapsar. Sitmada ilaglara karsi olan duyarliligin saptanmasinda “hizli in
vitro test” olarak tanimlanan yéntem de kullanilir. Bu yontem birinci olarak, klorokine-
direngli parazitlerin aktif bir sekilde klorokini digar atmasi, klorokine-duyarli parazitlerin
ise ilact biriktirmesi; ikinci olarak verapamil eklemesi sonrasi klorokine-direncli
parazitlerin klorikini digar atamamalari gézlemine dayanir. Verapamil olsun veya
olmasin radyoaktif igaretli klorokini biriktiren parazitler klorokine duyarli iken, verapamil
varliginda daha fazla klorokin tutan parazit klorokine direngli olarak degerlendirilir.

Leishmania infeksiyonlarinda ilag direncine yénelik geleneksel testler; parazitin kiltiir
ortamlarinda ilag varliginda gogaltilmasi ve canliifin dogrudan sayilmasi, [°H]timidin
birlegsmesi, p-nitrofenilfosfatin  enzimatik hidrolizi veya 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT)'in degisimi ile de@erlendirilir. [°Hltimidin birlesmesi en
duyarl testlerden biri olmakla birlikte asir miktarda radyoaktif materyal ve sintilasyon
sayicisi gerektirir.

Trichomonas vaginalis infeksiyonlarinda, hastalardan izole edilen parazitlerde ilaca karsi
olan duyarlilik testlerinin glnimizde 6nemi daha da artmaktadir. Metronidazol
direncinin de@erlendiriimesine yonelik in vitro testlerin, hastada iki kiir standart tedaviden
sonra basarsizlik saptandiginda uygulanmasi o&nerilir. T.vaginalis'in metronidazole
duyarllik testi, ilag varliginda parazitin hareketliligini degerlendirme seklindeki basit bir
testtir. Ancak bu tir yontemlerde asil giiglik, hasta dreklerinden parazitin izolasyonu
sirasinda  kargimiza  ¢ilkmaktadir.  Aksenik  Trichomonas  kiiltiri,  farkli
konsantrasyonlarda dimetil siilfoksit icinde ¢ozilen metronidazol ile karsilastirilir ve 48
saat sonra parazit hareketinin gdézlenmedidi en dusik konsantrasyon minimal letal
konsantrasyon (MLC) olarak degerlendirilir. Aerobik MLC’nin 100 ug/ml veya anerobik
MLC'nin 3.1 pg/ml den yiksek saptanmis olmas: dirence isaret eder.

Giardia intestinalis aksenik izolatlar, mikroplak yéntemi ile in vitro testlerde direng ve
duyarlilik agisindan degerlendirilebilir. Bu tiir yéntemlerde, parazitin ilagh ortamda
ylzeye yapisma ozelligini kaybetmesi (Meloni ydntemi) veya daha sonra ilagsiz
ortamdaki subkiiltiirde Gretilebilmesi (Hill yéntemi) degerlendirme kriteri olarak alinir.

Entamoeba histolytica’ya karsi ilag direnci ciddi bir sorun gibi géziikmemekle birlikte,
ilaglarin gelisigizel kullanilmasi tedavi ajanlarinin minimal inhibitér konsantrasyonlarinda
(MIC) artisa neden olabilir. E.histolytica ve E.dispar izolatlarinin antiparaziter ilaglara
kargi duyarliligi, in vitro testlerde nitrobluetetrazolium (NBT) indirgeme yontemi ile
degerlendirilebilir.  Mikrotitrasyon plaklarinda seri  sulandirimi  yapilmis,  farkli
konsantrasyonlardaki ilaglar {izerine belli sayida parazit konularak parazitlerin canlihg
NBT indirgemesi ile élglliir. Bu in vitro test, canli olmayan parazitlerin NBT’yi metabolize
edememesi ve dolayisiyla koyu mavi renkli formazan olusturulmamasi ilkesine dayanir.
E.histolytica duyalilik testlerinde ayrica [*H]timidin birlesmesinden yararlanilabilir,
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Veteriner hekimlikte, 6zellikle helmint infeksiyonlarinda olmak ulzere, in vivo testlerin
pahali ve zaman alici olmasi nedeniyle, alternatif olarak gelistirilen yumurtadan ¢ikis
testi veya larval gelisim testi gibi in vitro testler daha hizli ve daha az ig glcu istedigi igin
ozellikle antihelmintik direncin prevalansini degerlendirmede yaygin kabul gérmustdar. In
vitro testler en fazla benzimidazol direncinin degerlendiriimesinde kullanilmig, pirantel
veya makrosiklik laktonlanin  deg@erlendiriimesinde  ise  yeterli  duyarlilikta
bulunmamiglardir.

Hayvan modelleri

Bu tir testler, hayvan modellerini kullanarak in vivo testlerin gerceklestirimesi
seklindedir. Bu nedenle in vivo testler gibi gesitli dis faktérlerden etkilenir. Konagin
bagisik yaniti, laboratuvarda lretilen hayvanlar kullanildiginda aza indirilmis olsa da ya
da dogal hayvan-parazit iliskisi saglanmasa da konagda ait diger faktérler devam edebilir.
Hayvan modellerine dayanan testler &zellikle in vitro kosullarda cogaltilamayan
parazitlerin ilaglara karsi duyarliliklarinin degerlendirilebilmesi igin olanak saglar.

Ozellikle helmint infeksiyonlarina yénelik hayvan modellerine sik rastlanilir. Ornegin
Schistosoma japonicum i¢in domuzlarin iyi bir model olabilecegi ve ilag etkinliginin
deg@erlendiriimesinde kullanilabilecegi belirtimektedir.

Molekiiler yontemler

Gunumiizde molekiiler yontemler antiparaziter direncin degerlendirimesinde gittikce
artan bir 6neme sahip olmaktadir. lla¢ direncinden potansiyel olarak sorumlu olabilecek
gen bdlgelerinin tanimlanmaya baglanmasi bu alandaki geligmeleri hizlandirmigtir. Bu
tir yontemlerin en o6nemli avantajlari; az miktarda genetik materyale gereksinim
duyulmasi, canh parazite gerek duyulmamasi, konak ve ¢evre kosullarindan bagimsiz
olmasi ve kisa siirede ¢ok sayida dérnegdin ¢alisilabilmesi seklinde siralanabilir. Molekuler
yontemlerde, karmasik diizenekler ile egitimli personele gerek duyulmasi ve sinirli
sayida ilag igin tanimlanmis olmasi ise en dnemli dezavantajlardir.

Sitmada klorokin direnci ile cesitli genlerdeki (pferf, mdr1, cg2 gibi) 6zgul nokta
mutasyonlarn arasinda bir iliski kurulmaktadir. Benzer sekilde antifolatlara karsi olugan
direng, dihidrofolat rediiktaz ve dihidropteroat sentetaz genlerinde mutasyon ile
iligkilendirilmektedir. Ancak sitmada tanimlanan mutasyonlar ile ilag direnci arasindaki
iliskiyi dogrulamak, ozellikle birden fazla gen bdlgesinde direng ve ¢ok sayida mutasyon
oldugunda gii¢ olabilir. ilag direnci ile genetik géstergeler arasindaki iliskinin Gnemi
yeterince aydinlatiimamis olmakla birlikte, bu gostergeler mutasyona-6zgtil PCR veya
PCR ardindan RFLP (restriction fragment length polymorphism) analizi, dizi analizi veya
floresan problara dayanan molekiler yontemler gibi standart yontemler ile
saptanabilmektedir.

T.vaginalis molekiler epidemiyolojik arastirmalarinda elde edilen veriler, metronidazol
direnci ile genetik gostergeler arasinda bir iliski oldugunu isaret etmektedir. Klinik
orneklerde T.vaginalis'e ozgil bir virusun saptanmis olmasi ve “internal transcribed
spacer” (ITS) genlerinde o6zellikle 66. siradaki nikleotidde mutasyon saptanmis
olmasinin metronidazol direnci ile iliskili oldugu bildirilmigtir. Bulgular, diger arastiricilar
tarafindan dogrulanmamis olmakla birlikte PCR y&éntemi ile metronidazol direncinin
degerlendirilebilmesi, aksenik kiiltiir ydontemlerine gereksinim duyulmamasi ve dogrudan
hasta 6rneklerinden calisilabilmesi nedeniyle ilgi cekici olabilir.

E.histolytica’ya yonelik molekiler arastirmalarda, cesitli proteinlerin (E.histolytica P-
glikoproteinleri) veya gen bolgelerinin (poly-A-polimeraz geni) antiparaziter direng ile
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iligkili olabilecegi disunulmekle birlikte, bu tir arastirmalarin daha ¢ok patogenezin
anlasiimasina yénelik oldugu dikkat gekmektedir.

Molekiler yéntemler antihelmintik direncin degerlendiriimesinde de gittikce artan bir
6neme sahip olmaktadir. Aragtirmalar, antihelmintik direncin anlasilabilmesi igin
molekiler, ekolojik ve epidemiyolojik yéntemleri kapsayan multidisipliner yaklagimin
dnemli oldugunu gdstermektedir. Helmintlerin kiltirG ve izolasyonlarindaki gigcliikler géz
onine alindiginda, bu tir yontemlerin gelecekte ¢ok daha fazla uygulama alani
bulabilecegi dusuniilebilir.

Benzimidazol (BZ) direncinden genelde beta-tubulin 1 izotipindeki 200. amino asit
mutasyonunun sorumlu tutulmasi, cesiti PCR yontemlerinin gelistirilebilmesi ve
uygulanmasina olanak saglamistir. Bu tiir araglar, BZ direncinin saptanmasinin yani sira
helmint popilasyonu igindeki BZ-direncli alellerin secimini etkileyen antihelmintik
kullanimini ve  veterinerlikte  hayvan  yetistiriciligini  etkileyen  faktérlerin
degerlendirilebilmesini de saglar.
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BiYOTEKNOLOJIDE UNIVERSITE-SANAYiI iSBiRLiGi
Dr. Serdar Tuncer
Metis

Genel bir tanim olarak biyoteknoloji, insanliga faydali urinler Uretiimesi ve sorunlann
¢ozilmesinde biyolojik sistem ve siireglerin kullaniimasi olarak tarif edilebilir. Genetik
tabanl saghk driinleri, nanomakineler ve yiiksek enerjili piller ile birlikte gelecegin en
onemli Uriinleri arasindadir. Genetik tabanli saglik trlnlerini de kapsayan biyoteknoloji
ise, gelecek bin yilin teknolojisi olarak gosteriimektedir. Biyoteknoloji ile baglantili
sektdrlerin en buylk payina sahip olan saglik sektériinde asi, ilag, diagnostik test
gelistirme yaninda biyoinformatik, biyogip, biyomateryaller gibi strekli gelismekte olan
alanlar bulunmaktadir. Bu sunumda konferansin igerigine ve katiimcilara daha yakinlig
nedeniyle invitro diagnostik (IVD) sektérinde Universite-sanayi igbirliginin organizasyon
yontemleri hakkinda bilgi ve érnekler verilecektir.

Biyoteknoloji giinimiizde uluslararasi rekabetin en yiiksek oldugu sektdrlerden kabul
edilebilir. Rekabetin tarihgesine bakildiginda; 80’ yillar Gretim, 70’li yillar maliyet, 80li
yillar kalite, 90’li yillar hiz-kapasite ve en son olarak glniimiizde bilgi ustinligune
odaklanmistir. Bilgi, kompleks ve maliyeti yiksek 6grenme sirecinde arastirma ve
yenilik (inovasyon) ile elde edilebilir. Inovasyon bilginin ekonomik bir faydaya
donistirilmesidir. Inovasyon stireci ise, yeni teknolojinin 6grenilip &zimsenmesi
sonrasi, bitin ekonomik faaliyet alanlarina difizyonun gerceklestirilip bir Gst agsamada
iiretme-gelistirme yeteneginin kazaniimasi ve bitln bu altyapinin yeni Granler ve tUretim
yontemlerine  dénusturilmesinden olusmaktadir.  Geleneksel drGnlere  y&nelen
kurumlarda kompleks olmayan uretim sireclerinde, diigik maliyet ve esnek Uretim
sistemiyle kiigiik dlgeklerde kalmaktadir. Teknoloji takibi yapilan Gretimler ise; esnek
calisma Gniteleri kullanilarak kisa stirelerde iyi kalite kontrol ve ydnetim sistemi
kullanarak yeni drinlerin dizenli tedarik/retim ve servis iligkilerini koruyarak, ¢ok yonlu
calisma ve calisan kiltiri olusturmus ve belli oranda Ar-Ge yapan kuruluglarda
gerceklestiriimektedir. Teknoloji yaratan firmalar, ilk hareketi yaratan sanayi lideridir;
yilksek diizeyde ve riskli Ar-Ge yatinmi yapmusglardir, standartlar ve uluslararasi
dizenlemeler olustururarak rakiplerine teknik engel olusturur ve patent araciligi ile
taklitleri engellerler.

Diger sektdrlerde oldugu gibi biyoteknolojide de kurumsal yapilanmada birbirini
tamamlayan g kritik kitle vardir. Kitlelerden birinde Universiteler, enstitiler, arastirma
kuruluslari ve profesyonel orgitlerden olusan bilgi kaynadi, ikincisinde toplumsal
gereksinim, finans ve hukuksal diizenlemelerden olusan resmi organizasyonlar
mevcuttur. Bu iki kitlenin insanlia katma deger yaratmasi ve toplumun her kesimine
ulasmasi ise ureticiler araciig ile olabilmektedir. Ginlimizde bu kitleler arasinda
teknoloji ve bilginin topluma faydali riine déniismesinde en etkin yol Gniversite-sanayi
isbirligidir. Bunun gergeklestiriimesi, ulusal inovasyon sistemi ve teknolojiye yonelik
ekonomik stratejilere baglidir. Ginimiizde, rekabet ve gelisme hizinin biyuklGgu
nedeniyle temel ve takiben uygulamali aragtirmalardan devam ederek gelistirme ve
iiretim operasyonuna kadar giden klasik lineer irlin gelistirme sistemi yerine, yukarida
bahsettigimiz devlet-liniversite-sanayi Uclistniin birlikte hareket ettigi organizasyonlar
rekabet kapasitesine sahip, kalici ve s6z sahibi olabilecekiir.
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Isbirliginde iiglii sarmal

Universite Devlet

Universite-sanayi isbirliginden bahsederken her iki kitlenin ézelliklerini bilmek gerekir.
Universite, evrensel isleyisi ve problemlerin kaynagini anlamak igin zaman endisesi
tasimadan, uzun slreli aragtirmalar yapar ve bilgisini topluma acar. Elde ettigi bilginin
kullanim riskini de tagimaz. Sanayi ise, rekabet istiinligi saglamak igin arastirmalarda
hakimiyeti ve bilgiyi kendisine ait olacak sekilde risklerin sorumlulugunu da alir.
Disiplinlerarasi bilgi paylasimi yerine, disiplinlertisti hayatin diger aktérleri ve giinliik
hayat ile yakin iligkiler kurarak dretmek (niversitelerin yeni yaklasimidir. Mevcut
universite yaklasimlarinda problem ¢oziimleri akademik kaygilar ve gerceveler lizerine
kurulmaktadir, disipliner, homojen ve hiyerarsik kurum ici organizasyonu bozmamaya
egilimli ve kendi i¢ kontrol sistemine sahiptir. Sanayi ile isbirligi yapmasi durumunda,
problemler uygulama kaygilan cercevesinde ¢dzim arayisina, heterojen disiplinleriistii
paylagsim ve slrekli degiskenlik gostermeye egilimli esnek organizasyonlar ile sosyal
beklentileri karsilayacak bir eksternal kontrol sistemi ile yUrutdlebilir. Farkli bilgi ve
yeteneklerin akademik merak otesinde uygulamaya yonelik sureklilik saglayacak
¢ozumler ile ugragmasi, organizasyonda heterojen yapilanma, problemleri erken tespit
etme kapasitesi, toplum yararlara éncelik verilmesi ve bunlarin élcilebilir olmasina
hassasiyet gosteriimesi gerekmektedir. Bu gesit bir organizasyon, lniversitenin de yer
aldigi sanayi ve devletin bulundugu blyik bir organizasyonu gerektirmektedir. Problem
tespitinden baglayarak bilginin Uretilmesi, toplumsal fayda ve refaha ulagincaya kadar
kesintisiz islemesini saglamak bilgi-yasam déngustini en verimli hale getirecektir.

Universite-sanayi isbirliginin ortak amaglari; yeni ve énemli arastirma alanlarini yeniden
belirlemek, bilim ve sanayi arasinda uzun vadeli isbirligini gelistirmek, rekabet éncesi
arastirma isbirligini tesvik etmek, gomuld bilgiyi genis kitlelerde kullanilir ve kalici hale
getirmek, kritik bilgi yogunluguna odaklanmayi saglamak ve Ar-Ge isbirligine rehberlik
etmek olarak sayilabili. Bu amagclarin gerceklestirimesinde isbirligi merkezleri iilke
ekonomisine katki agisindan blyik onem arzetmektedir. Boylece endistriyel Ar-Ge
kapasitesi artar, uygulamali arastirmalar ve kritik isbirlikleri saglanir, uluslararasi
isbirliklerde aranan yapi olurlar, ulusal Ar-Ge planlarinin hayata gecmesinde ve iyi Ar-Ge
yénetimi ile kiltirindn gelismesini saglarlar.
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Ornek olarak, in-vitro arastirmada kullanilan immunodiagnostik bir test protokoliinii veya
yeni bir molekili laboratuvardan diagnostik pazara c¢ikarmak igin, ¢ok gesitli inter-
disipliner yetenek ve tecriibelere sahip olmak gerekir. Bunlar biyokimya, immiinoloji,
elektronik, miihendislik, polimer gibi teknik uzmanliklardan, kalite kontrol, kalite glivence
ve hukuksal diizenlemelere, degdisik skalalarda iretim ve isleme tecrubesi, teknoloji
transferi, paketleme, pazarlama ve dagitim bilgi ve tecribelerini gerektirmektedir. Klinik
diagnostiklerde ayrica klinik arastirma tecriibesi de gerekecektir. Bir IVD asagidaki
asamalari gectikten sonra pazara cikabilir:

1. Laboratuvar prototip testin gergeklestigi baslangig Ar-Ge
Teknolojinin gdzden gegirilmesi ve tasarim segimi
Teknik dzelliklerin belirlenmesi

Son tasarimin yapilmasi ve test edilmesi

Klinik denemeler

Tasarim revizyonlari ve test edilmesi

N o oA eN

Faz uretim ve Grinin piyasaya ¢ikmasi

Bu fazlardan gegerek bir IVD'nin ticarilesmesi 3-4 yil siirmektedir. Faz 2-7 arasindaki
maliyet yaklasik 3-10 milyon YTL'ye ¢ikmaktadir. Varolan bir test sistemi veya cihaz
formati (izerinden gidildiginde ise, bu maliyetler dogal olarak diugmekte ve sure 10-15
aya dismektedir. Eger yeni bir cihaz gelistirilecek ise, cihaz modifikasyonu veya yeni
tasarima gore, 1-10 milyon YTL ek masraf olacaktir. Uluslararasi sirketler diginda, bir
kurumun isbirligi yapmadan bu fazlari asarak hedefe ulasma olasiligi tahmin
edilebileceqi gibi disuktur.

Yukarnda ornedi verilen yapilabilecek isbirliklerinde Universite; kendisi igin aragtirma
finansi saglamis, kamu yararinda servis misyonunu yerine getirmig, anlaml problemler
belilemis, fakiiltelerine yeni tecriibe alanlarn agmis, bdlgesel ekonomik gelismeye katki
saglamis ve mezunlarina yeni is alanlar yaratmig olacaktir. Endistri ise igbirligi
sayesinde, Universite arastirma altyapisina ve kendisinde olmayan laboratuvar
uzmanliklarina erismis, mevcut teknolojilerini gelistirip yenilenmesine olanak saglamis
ve rekabet oncesi arastirma olanaklarini saglayip arastirma kapasitesini artirmig
olacaktir.

Diger teknolojilerden farkli olarak biyoteknoloji Griinlerinde yatirim, geri dénis ¢ok uzun
slrer ve girisimciyi uzaklastirnir. Bu nedenle biyoteknolojik isbirligi organizasyonlarinda
uzun vadeli (10-20 yil) planlama g¢ok onemlidir. Isbirlidinde basari; karsilikli giiven,
birbirlerinin beklenti ve gereksinimlerinin farkinda olmak, iligkilerde saygi ve esneklik,
amaglar ve rollerin iyi tanimlanmig olmasi, uygun anahtar personellerin uygun yetkilerle
atanmasi, seffaf bltce veya fon temini, fikri milkiyet ve yayim haklari konusunda
anlasma altyapisinin olusturulmasi, c¢alisma ve arasgtirmalann finansal ydniyle
profesyonel anlamda yuritilmesi, anlagmazliklarin ¢ozimine ydnelik metodlarn
olusturulmasi ve basarilarin ¢dullendirimesi gibi faktorlere baglhdir. Devlet-tniversite-
sanayi organizasyonu veya altyapisi gergeklestirilemiyor ise, gelisme ivmesi katlanarak
artmakta olan biyoteknoloji alaninda tlkemiz bilim veya sanayisi yalniz kalan akt6rlerin
cabalan ile yurutulecektir. Ancak bu cabalar, kaliciigin belirsizligi ve topluma geri donus
azalma riskini tasiyacak ve bu aktorler gcok az kaynakla mucizelerle ¢alismaya devam
edecektir.
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Nazal Poliplerde Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Mantarlarin Arastirilmasi

Hiilya Eyigér’, Mete Eyigér? Ceren Giinel® Berna Giiltekin? Sema Basak®, Neriman
Aydin?

'Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz AD, Isparta.

“Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Aydin.

*Aydin Menderes Hastanesi Kulak Burun Bogaz Klinigi, Aydin.
* Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz AD, Aydin.

Nazal polipozis, yaklasik olarak toplumda %4 oraninda gorilen etiyoloji ve patogenezi
tam olarak anlagilamamis bir hastaliktir. Mantarlanin da etiyolojide rol oynadigi
dusunulmektedir. Bu cgalismanin amaci nazal polipli hastalarda kiltir ve PCR ile
mantarlarin arastiriimasidir.

Aydin Devlet Hastanesi ve Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiltesi Kulak Burun
Bogaz Anabilim Dalinda nazal polipozis nedeniyle opere edilen toplam 23 hasta
calismaya dahil edilmistir. Operasyon &ncesinde ekiyyon ¢ubudu ile surintli 6rnegi
alinarak kaltar yapilmistir. Daha sonra sitoloji fircasi ile orta meatustan alinan 6rnek ile
operasyonda alinan nazal polip émegine PCR uygulanmistir. Oncelikle yeterli miktarda
drnek alimini kontrol etmek igin GJB2 (CX26a24) TCT TTT CCA GAG CAA ACC GCC
ve GJB2 (CX26b589) GCC TTC GAT GCG GAC CTT C primerleri ile PCR
uygulanmistir. Ikinci asamada mantar saptanmasi igin ITS 3 GCA TCG ATG AAG AAC
GCA GC ve ITS 4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC primerleri kullanilarak PCR
uygulanmistir. PCR ile bant gorilen d&rneklere ABI Prism Model 310 (Applied
biosystems, CA) ile dizi analizi yapilmustir.

Kiltlir sonucunda higbir érnekte mantar Uretilememistir. Toplam 23 firga 6rneginin
22'sinde (%95.6) ve 23 polip 6érneginde GJB2 primerleri ile yapilan PCR pozitif
bulunmustur. ITS3 ve ITS4 primerleri ile yapilan PCR sonucunda, firga érneklerinin tim
negatif bulunurken, doku orneklerinin 2'sinde (%8.7) bant olusumu gézlenmistir. Bu
ornekler yapilan dizi analizi sonrasinda Cladosporium cladosporioides ve Cladosporium
tonuissimum olarak isimlendirilmistir.

Calismamizda nazal polipli hastalarda disik oranda mantar saptanmistir. Ancak bu
hastaligin etiyolojisinde mantarlarin da akla getirilmesi ve daha genis calismalarin
yapilmasi gerektigi diistintilmektedir.
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SBC-2

Hepatit Delta Virus infeksiyonlarinda Konaga Ait Sitokin Gen Polimorfizmleri

Zeynep Ergiil', Cihan Yurdaydin', Kendal Yalgin®, A. Aslan Ergiil’, Hakan Bozkaya’,
Ozden Uzunalimoglu’, A.Mithat Bozday:’

"Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji BD, Hepatoloji Enstitiisii, Ankara.
“Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji BD, Diyarbakir.

Bu g¢alismada, kronik delta hepatit patogenezinde, konagda ait genetik faktdrlerin de rol
oynayabilecegi ongérisiyle, infeksiyonlarda yer alan baslica sitokin genlerine ait gen
polimorfizmleri [interidkin 10 (IL10; -1082; IL10; -627), interferon gamma (IFNy; +874) ve
timor nekroz faktér alfa (TNFo; -308)] arastinilmistir.

Galismaya, kronik delta hepatitli 69 hasta (49 E, 20 K; yas ortalamasi: 36+11 yil), HBsAg
pozitif 119 hasta (65 HBeAg negatif kronik hepatit, 45 HBeAg pozitif kronik hepatit, 10
HBeAg negatif inaktif tagiyici; 85 E, 34 K; yas ortalamasi: 38+12 yil) ve anti-HBs pozitif
dogal bagisiklik edinmis 86 kisi (20 E, 66 K; yas ortalamasi: 49+11 yil) alinmisgtir.
Polimorfizm calismalari PCR-RFLP yéntemi ile yapilmistir. Calisilan polimorfizmler ve
gen ekspresyonlar arasindaki iliski istatistik analizinde kullaniimistir.

Kronik delta hepatitli hastalarin, HBsAg pozitif hastalara gére daha diisiik IFN gamma ve
IL-10 dretimi g&sterdigi, anti-HBs pozitif hastalara gére de disiik IL-10 Gretimi gdsterdigi
saptanmigtir. TNFa -308 polimorfizmi igin gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmamigtir.

IL-10 Gretiminin fazla olmasi HBV'ye karsi dogal bagisikigin olusumunda kolaylastirici,
IL-10 Gretiminin az almasi kronik delta hepatiti olusumunu kolaylastirici etki yapiyor
olabilir. IL.-10 genel anlamda hiicresel immiin yaniti azaltir, o nedenle bu bulgu kronik
delta hepatitin agressif seyriyle ilgili olabilir. INF-y Gretiminin az olmasi kronik hepatit B
infeksiyonunu kolaylastirici, INF-y Gretiminin az olmasi kronik hepatit D infeksiyonunu
zorlastirici etki yapiyor olabilir.
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KRONIK HBV INFEKSIYONLU HASTALARIN SERUMUNDA GERGEKTEN HBV
cccDNA VAR MI?

Zeynep Ergiil, Sahin Coban, Ramazan Idilman, Ozden Uzunalimoglu, Cihan Yurdaydin,
A.Mithat Bozdayi

Ankara Universitesi Tip Fakultesi, Gastroenteroloji BD, Hepatoloji Enstitisii, Ankara.

Kronik HBV enfeksiyonlu hastalarin serumlarinda cccDNA varligini gdsteren bazi
caligmalar olmasina ragmen, bu konu halen agikliga kavusmamistir. Serumda cccDNA
varligini gosteren pozitif sonucglarin, deneysel hatalardan kaynaklandigr ileri
surilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, kronik HBV infeksiyonlu hastalarin serumlarinda
cccDNA'nin var olup olmadigini dogrulayacak bir yontem gelistirmektir.

Kronik hepatit B infeksiyonlu 14 hastanin karaciger biyopsi ve serum &rnekleri daha
once yayinlanmis bir yontemle cccDNA’nin tespiti i¢in kullanildi. Bu yéntem, HBV
DNA’nin kismi tek zincirli bélgesinin ATP bagimli Dnaz ile uzaklastinimasina ve HBV
DNA'nin bu kismi tek zincir bélgesini hedef alan gercek zamanli PCR deneyine
dayanmaktadir. Yontem, 6émekte yalnizca cccDNA amplifikasyonuna izin vermektedir.
Bu calismada, amplifikasyon igin kullanilan bolgeye denk gelen HBV cccDNA'nin gift
zincirli bélgesini kesen bir restriksiyon endoniikleaz (Rsa1) kullanarak yeni bir ydntem
tasarlanmistir. Serum 6rnegdi, sadece Rsal veya ekstraktlarin ATP bagimli Dnaz ile
muamele edilmesini takiben Rsa1 ile kesilmistir. Hipotezimiz; cccDNA’dan kaynaklanan
pozitif bir sonucun, Dnaz ile muamele edilen drneklerin Rsa1 ile kesilmesinden sonra
hicbir pozitif sinyalin tespit edilmemesi Gzerine kurulmustur. Bu hipotez; hem HBV tim
genomunu tasiyan bir plazmidin hem de ekstraksiyonu yapilmis karaciger biyopsi
drneklerinin kesiimesiyle test edilmigtir.

Bitin biyopsi ornekleri ile 14 hastanin 9’unun serumunda cccDNA saptanmistir. Bu
pozitif sonuclarin cccDNA'dan kaynaklandigini dogrulamak icin ger¢ek zamanl PCR
deneyinin hedef dizisini ortadan kaldiran Rsal kullandiginda, 9 hastanin 4’Unidn
serumunda cccDNA tamamen ortadan kaybolurken, kalan 5 hastada anlamli derecede
azalmas! pozitif sonuglarin gercekten ¢ift =zincirli bir DNA'dan kaynaklandigini
dogrulamistir. cccDNA duzeyleri, serumdaki kismi sarmal (relaxed circular) HBV DNA
duzeylerinden 2-3 log daha dusuk bulunmustur.

Bu calisma, kronik HBV infeksiyonlu hastalarin serumlarinda bulunan cccDNA'nin
varligini isaret eden verilerin, gercekten serumda dolasan HBV cccDNA’dan
kaynaklandigini géstermektedir.




SBC-4

shRNA ile Hepatit B Virus Replikasyonunun In-Vitro Olarak Baskilanmasi: HBV
Tedavisinde Yeni Bir Strateji

Handan Kayhan, Ersin Karatayli, A. Resat Tirkyiimaz, Cihan Yurdaydin, A.Mithat
Bozdayi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji BD, Hepatoloji Enstitiisi, Ankara.

RNAI (RNA interference: RNA catismasi) kisaca diziye 6zgil mRNA degradasyonu
olarak tanimlanabilir. RNAI islemi siRNA’larla (small interfering RNA: kiiciik engelleyici
RNA molekdlleri) baglar ve aktif bir gen transkriptinin (MRNA) susturulmasi (gene
silencing) ile sonuglanir. Bu molekiiller gok 6zgul olduklarindan hedef mRNA disinda
baska mRNA’lari yikima ugratmaziar. Bu c¢alismada, RNAi yéntemi ile HBV
replikasyonunun in-vitro olarak baskilamasinin gésteriimesi amaglanmstir.

Calismada, HBV mRNA dizilerine 6zgul, 21 nikleotid uzunlugunda, X, kor ve yiizey
genlerini hedef alan ¢ siRNA tasarlanmistir. Bu siRNA'lar, shRNA (small hairpin RNA)
ekspresyonu saglamak igin klonlanmistir. ik olarak siRNA’larin pENTR/U6 vektoriine
ligasyonu yapilmis, elde edilen bu vektér kompetan E.colfye transforme edilmistir.
Klonlama, dizi analizi ile onaylanmigtir. shRNA’larin HBV {izerindeki etkisini gérmek icin,
stabil HBV ekspresyonu ve replikasyonunun yapildigi insan hepatoma hiicre hatti
HepG.2.2.15 kullaniimigtir. Transfeksiyon katyonik lipozomlarla gergeklestirilmistir.
shRNA transfeksiyonlarinin HBV replikasyon diizeyine etkisi kantitatif gercek zamanli
PCR y&ntemi ile degerlendirilmistir. HBV yiizey antijeni diizeyleri HBsAg ELISA kiti ile
olcllmustdr.

Viral DNA dizeyi ikinci, Gglincl, dérdiinc, besinci ve altinci giinlerde élgiilmistiir. Viral
DNA sentezi alti giin boyunca baskilanmistir. Baskilama tigiincii giinde %77, dérdiincii
glinde %79, besinci giinde %78 ve altinci giinde %58 oraninda gergeklesmistir.

HBV replikasyonunun in-vitro olarak shRNA'lar kullanilarak basari ile baskilanabilecegi
bu calisma ile gosterilmistir. Bu baskilama RNAi'nin HBV’ye karsi potansiyel bir tedavi
araci olarak yararli olabilecegdini gdstermektedir.
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Hacettepe Universitesi Erigkin Hastanesi’nde izole edilen Difteri Disi
Corynebacterium Tirlerinin Tiplendirilmesi

Serpil Ercis, Nazli Giirkan Aydin, Ozgen Eser, Giilsen Hasgelik
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Ankara.

Nadir olarak infeksiyon etkeni kabul edilen bakterilerin bir kez izole edilmesi, hastane
infeksiyonlan arasinda salgin olarak kabul edilmektedir. Hastanemizde onlg¢ ayhk bir
dénem iginde birbiriyle iligkili servislerde ayn1 Corynebacterium tirlerinin yakin tarihlerde
tanimlanmasi Uzerine olasi bir salgin diginilmustir. Bu amagla bu suglara fenotipik ve
genotipik tiplendirme yapilmasi planlanmistir.

1 Ocak 2005-31 Ocak 2006 tarihleri arasinda 22 hastanin (12 devamli bakim, 8 servis, 2
poliklinik) Klinik érneklerinden izole edilen ve Phoenix system (Becton Dickinson, USA)
ile tanimlanan 26 Corynebacterium susu (14 C.striatum, 6 C.pseudodiphtheriticum, 4
C.amycolatum/minuttissimum, 2 C.amycolatum) galismaya alinmistir. Corynebacterium
tlrleri en cok solunum yolu érneklerinden (derin trakeal aspirat: 11, bronkoalveolar lavaj:
5, plevra sivisi: 3, balgam: 2) izole edilmistir. Bu orneklere ait yaymalar incelenerek
infeksiyon etkeni veya kolonize olduklarina karar verilmistir. Tum izolatlarin 19
antibiyotige karsi disk difiizyon ydntemi ile duyarlilik paternleri belirlenmistir. ERIC-2
primeri ile ERIC-PCR ydntemi uygulanarak kolonize ve infeksiyon etkeni olan izolatlar
arasinda genotipik benzerlik arastinlmistir. Farkh tirler arasinda 5-11 bant farki
bulunurken, ayni tur icinde birbiriyle iliskili infeksiyon veya kolonizasyonlardan izole
edilen susglarin ayni veya yakin iligkili oldugu saptanmistir. Ayni tir olarak tanimlanan,
farklh servis ve orneklerden izole edilen suglarin ise genotipik olarak farkh oldugu
belirlenmistir. Genotipik olarak yakin iligkili izolatlarin antibiyotik duyarhilik paternlerinin
de benzer oldugu saptanmistir.

Bu calismada, dzellikle solunum yolu infeksiyonu ile iligkili érneklerden izole edilen 14
C.striatum susunun fenotipik ve genotipik olarak ayni bulunmasi salgin varligini
gostermistir. Calismamizin sonuglarina goére, difteri disi Corynebacterium tirlerinin
ozellikle yogun bakim hastalarindan gelen klinik érneklerde ardarda izole ediimesinin
salgin agisindan uyarici olmasi gerektigine karar verilmistir.
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Candida norvegensis, Candida inconspicua ve Candida krusei Turlerinin
Birbirinden Ayriminda Fenotipik Yéntemlerin ve Genomik DNA’nin Restriksiyon
Enzim Analizinin Kullanimi

Dilek Menemenlioglu, Nazli Girkan Aydin, Banu Sancak, Sehnaz Alp, Sevtap Arikan

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Ankara.

Candida cinsi mantarlarin tir diizeyinde tanimlanmasinda en sik kullanilan yéntem,
asimilasyon profillerini saptamaya dayali bir sistem olan ID 32C (bioMerieux, Fransa)'dir.
Ancak bu test, Candida norvegensis, C.inconspicua ve C.krusei tiirlerinin birbirinden
ayrminda yetersiz kalmaktadir. Tir dizeyindeki ayrnim, tedavi segeneginin
belirenmesinde 6nem tagimaktadir, ¢linkli C.norvegensis ve C.inconspicua flukonazole
degisen oranlarda direng gosteritken, C.krusei do@al direnglidir. Bu calisma,
C.norvegensis, C.inconspicua ve C.krusei tirlerinin birbirinden ayriminda, fenotipik ve
genotipik testlerin karsilastiriimasi amaciyla planlanmisgtir.

Caligmaya, Ocak 1998-Subat 2006 tarihleri arasinda standart mikolojik yéntemlerle izole
edilmis 30 sus ve C.krusei ATCC 6258 dahil edilmistir. Fenotipik tanimlama, izolatlarin
Sabouraud dekstroz agardaki (SDA) morfolojik gériinimleri, aromatik koku
olugturmalari, ID 32C ile saptanan asimilasyon profilleri, eskiilini hidrolize etme ézellikleri
ve musir unlu Tween 80 besiyerindeki mikroskopik gériiniimleri degerlendirilerek
yapilmistir. Genotipik tanimlama ise Hinfl restriksiyon enzimi kullanilarak, REAG
(genomik DNA’nin restriksiyon enzim analizi) ydntemi ile yapilmistir.

Suslarin 7’si SDA’da mat, krem renkli, 22'si ise parlak, bej renkli, aromatik kokulu
koloniler olusturmustur. Mat, krem renkli morfolojik gériiniime sahip olan suslar,
asimilasyon profillerine gére “C.norvegensis/inconspicua veya C.krusei™ olarak; parlak,
bej renkli morfolojik gériiniime sahip olan suslar ise “C.norvegensis/inconspicua” olarak
tanimlanmistir. “C.norvegensis/inconspicua veya C.krusei* olarak tanimlanmis izolatlarin
eskdlin hidrolizleri negatif, “C.norvegensis/inconspicua” olarak tanimlanmis izolatlarin ise
esklin hidrolizleri pozitif bulunmustur. Misir unlu Tween 80 besiyerindeki mikroskopik
gorinimleri 7 izolat igin “bol psédohif ve yassi blastospor”; 21 izolat igin “sadece yassi
blastospor”; 1 izolat igin “yassi blastospor ve psédohif® olarak degerlendirilmistir. Bu
fenotipik ozellikler, mat, krem renkli olan 7 susun C.krusei; parlak, bej renkli olan 22
susun ise C.norvegensis oldugunu disundirmuistir. REAG incelemesi sonucunda,
fenotipik olarak C.krusei oldugu diistntilen 7 izolatta elde edilen en biiyiik bant 6.2 kb:
C.norvegensis oldugu diglnilen 22 izolatta ise 3.3 kb olarak saptanmistir. C.krusei
ATCC 6258 igin elde edilen en blyiik bant ise 6.2 kb olarak bulunmustur. REAG
incelemesi sonucunda C.inconspicua ile uyumlu bant paterni olan sus saptanmamistir.
Fenotipik yéntemler, C.norvegensis, C.inconspicua ve C.krusei ayriminda énemli bir
yere sahiptir, ancak bu yéntemlerin birarada de@erlendiriimeleri gerekmektedir. Hinfl
enzimi kullanilarak uygulanan REAG yéntemiyle bu ig tiir igin daha énce rapor edilen en
buytk bant blyukligu, C.norvegensis igin 3.29 kb, C.inconspicua igin 7.63 kb ve C.
krusei i¢in 6.22 kb olarak bildirilmistir (Fujita S, Hashimoto T, Int J Syst Evol Microbiol,
2000;50:1381). Calismamiz sonucunda, en biyilk bant biyiikligunin 3.3 kb olarak
bulunmasi C.norvegensis turii igin, 6.2 kb olarak bulunmasi ise C.krusei tiri icin
tanimlayici bir ézellik olarak diistniilmistiir. Dolayisiyla REAG ydntemi, bu {i¢ tirin
ayriminda tek bagina kullanilabilecek bir yéntem olarak umut vermektedir.
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PCV-1
Bati Nil Virusu'nun Saptanmasinda VecTest © Uygulamalari
Koray Ergiinay', Nurdan Ozer’, Fatih Mehmet Simsek®, Sinan Kaynas?,
Semsettin Ustagelebi’

"Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Ankara.

’Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolumt, Ekoloji Anabilim Dali, Ankara.

Son yillarda Bati Nil virusu epidemiyolojisinde izlenen degisiklikler, 6zellikle sivrisinek ve
kus orneklerinde virus aktivitesinin gésterilmesinde sahada kullanilacak yontemlerin
énemini artirmistir. VecTest©@, Bati Nil virusu antijenlerinin saptanmasi igin gelistirilen
bir imminokromatografik hizli tani testidir. Bu c¢alismada Giineydogu Anadolu

bolgesinden elde edilen sivrisineklerde VecTest uygulamasi ve sonuglannin sunulmasi
amaglanmistir.

Calismada, Harran ve Yenice boélgelerinden elde edilen 2420 Culex pipiens turl
sivrisinek degerlendirilmistir. Agiz aspiratori ile sahadan toplanan sivrisinekler tir ayrimi
yapildiktan sonra 25-50 bireylik alikotlara ayriimis ve Ureticinin 6nerileri dogrultusunda
VecTest uygulanmistir. Elde edilen pozitif sonucglar ise gergek zamanli PCR ile
dogrulanmustir.

Toplam 170 birey igeren (%7) 4 havuzda VecTest pozitif olarak izlenmis, ancak bu
sonuglar modifiye RNA ekstraksiyonu sonrasinda ayni &rneklere uygulanan gercek
zamanh PCR ile dogrulanmamistir. Bu nedenle test sonuglarinin diger Flaviviruslaria
olan gapraz reaksiyona bagl oldugu distnulmastar.
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PCV-2

Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile HBV DNA Kantitasyonu ve HBV
DNA YMDD Motif Mutasyonu Analizi

Harun Agca’, Arzu Sayiner’, Aylin Sengéniil’, llkay Simsel?, Mesut Akarsu?

'Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, inciralti, izmir.

’Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim Dali, inciralti, izmir.

Kronik B hepatiti tedavisinde kullanilan lamivudine karsi, tedavi siresindeki uzamaya
paralel olarak artan oranda direng gelismektedir. Calismamizin amaci, ayni testte HBV
DNA kantitasyonu ve lamivudin direncine neden olan YMDD motif analizini saglayacak
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin gelistirilmesidir.

Calismamizda, “bi-probe” yontemine dayali gergcek zamanli PCR ve erime isisI analizi
kullanilmigtir. Bu amagla, bir adet Cy5 ile isaretli hibridizasyon probu kullaniimis ve PCR
kangimina SYBR Green | boyasi eklenmistir. Gelistirilen test ile kronik B hepatiti
nedeniyle izlenen ve lamivudin kullanmakta olan 21 hastaya ait 39 serum &émegi
incelenmigtir. Gergek zamanli PCR ile HBV DNA kantitasyonu igin VQC kalite kontrol
serumlarina dayali eksternal kantitasyon egrisi yontemi kullaniimistir. Test sonuglari
YMDD mutasyonu agisindan Inno-LiPA HBV DR (Innogenetics, Belgika) ve dizi analizi
ile, HBV DNA kantitasyonu agisindan Real Art HBV DNA RG (Artus, Almanya) sonuglari
ile karsilastiriimistir.

Testin kantitasyon araligi 3x10°-3x10” kopya/ml olarak belirlenmistir. Ortalama erime
tepe noktasi isilar; YMDD igin 59.29+0.40°C, YVDD igin 55.1110.14°C ve YIDD igin
52.911£0.43°C olarak belirlenmistir. Yontemde kantitasyonun alt sinirn olan 3000
kopya/ml seviyesinin lzerinde HBV DNA igeren &érneklerde YMDD motif mutasyonu
saptama acgisindan duyarlilik, dizi analizi esas alindiginda %88, LiPA yéntemi esas
alindiginda %83 olarak belirlenmistir. Omeklerdeki HBV DNA kantitasyonu, gelistirilen
test ve Real-Art kiti ile yapilmig ve sonuglar birbiri ile uyumlu bulunmustur.

Gergek zamanl PCR ve erime isisi analizine dayali gelistirilen testin, duyarliidi yiiksek,
LiPA ve dizi analizi ile uyumlu, kolay uygulanabilir, hizli, ekonomik ve YMDD mutasyon
analizi ile HBV DNA kantitasyonunu ayni ¢alismada belirleyebilen bir yéntem oldugu
belirlenmistir.
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PCV-3

Beyin Omurilik Sivisinda Ug Farkh PCR Y&ntemi ile HSV DNA Saptanmasi
Imre Altugiu’, Aysin Zeytinoglu’, Hadiye Sirin®, Nur Yiiceyar’, Selda Erensoy’

"Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, izmir.

’Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Néroloji AD, Izmir.

HSV’ye bagl santral sinir sistemi infeksiyonlarinin 6zgul ve hizli tanisinda, beyin omurilik
sivisinda (BOS) HSV DNA’sinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temeline dayali
molekiiler yontemlerle arastiriimasi yararlidir. Bu ¢alismada, HSV gB PCR- digoksigenin
saptama ydéntemi (gB PCR-dig) ile ticari gergek zamanli PCR testleri LightCycler (LC) ve
Robogene HSV1/HSV-2 saptama kitlerinin kargilastirilmasi amacglanmistir.

Calismaya HSV-DNA testi icin yollanan 28 BOS 6rnegdi alinmistir. DNA izolasyonu ticari
bir ekstraksiyon kit (RTP DNA/RNA virus mini kit, Invitek, Almanya) ile yapilmigtir.
Orneklerin timine gB bélgesinin amplifikasyonu temeline dayanan PCR uygulanmistir.
Amplifiye Urlnlerinin saptanmasi amaciyla “dig-detection” kit (Roche Diagnostics,
Almanya) kullanilmistir. Pozitif sonug elde edilen érneklerde, HSV-1 ve HSV-2 ayinmi
icin pol primerleri ve DNA sekanslama kiti (Applied Biosystems, CA) kullanilarak ABI 310
Genetik analizor (Perkin Elmer, USA) ile dizi analizi yapilmigtir. Ayni drnekler, LC
cihazinda LC HSV1/2 Detection kit (Roche Diagnostics, Almanya) ile ve ABI Prism 7000
sekans saptama sistemi (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak “RoboGene HSV-1 and
HSV-2 Detection Kit’leri (Roboscreen, Research Development Section, Leipzig,
Almanya) ile test edilmistir. LC HSV-1/2 kiti ile olumlu bulunan érneklerde, “erime egrisi”
analizi ile tiplendirme yapilmistir.

Sonug olarak, gB PCR-dig yontemi ile 4 érmek pozitif olarak bulunurken, bu érneklerin
3t LC HSV1/2 kiti, biri Robogene HSV-1 kiti ile pozitif sonu¢ vermistir. LC negatif, gB
PCR-dig pozitif 6mekte, po/ PCR ile sonu¢ alinamamasi ve hastanin klinik
degerlendirmesinin HSV ensefaliti ile uyumlu olmamasi nedeniyle, gB PCR-dig sonucu
yalanci pozitiflik olarak kabul edilmistir. Diger ikisi, erime egrisi analizi ve po/ dizi analizi
ile HSV-1 olarak tanimlanmustir. Po/ dizi analizi ile HSV-1 olarak tanimlanan bir 6rnekte
erime egrisi analizi ile tiplendirme yapilamamisgtir.

Klinik bulgular ve pol dizi sonuglan goz oniinde bulunduruldugunda, gB PCR-dig’in bir
ornekte yalanci pozitiflik verdigi ve LC kitinin, gercek pozitif (¢ ornedi saptayabildigi
gézlenmistir. Robogene testi iki drnekte HSV DNA pozitifligini saptayamamistir. Calisilan
ornek grubunda, HSV ensefaliti 6zgill tanisinda degerlendirilen testler iginde en etkin
testin LC HSV 1/ 2 oldudu belirlenmistir.
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Isparta’da Hepatit B Virus Genotip Dagilimi

Selguk Kaya, Emel Sesli Cetin, Buket Cicioglu Andogan, Siileyman Onal,
Mustafa Demirci
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Ulkemizde yapilmis olan kisith sayidaki calismada, hepatit B virus (HBV) yaygin
genotipinin D oldudu bildiriimektedir. Bu galismada, hem Isparta bélgesinde HBV genotip
profilini tespit ederek llkemiz igin yeni genotip verilerinin saglanmasi, hem de genotip ile
bulagma yollari ve hastaligin prognozu arasindaki iliskinin arastiriimasi amaglanmistir.

Calismaya HBV infeksiyonu olan 135 kisi dahil edilmistir. Hastalar bulagsma yollari ve
hastalik bulgulan yoéniinden sorgulanarak karaciger enzimlerinden ALT ve AST
seviyeleri Olgilmistir. HBV genotipleri, EIA (Institute of Immunology Co, Ltd, Tokyo,
Japan) yontemiyle Uretici firma talimatiari dogrultusunda higbir degisiklik yapilmadan
calisilmistir.

Hastalarin %351.1'inde HBV icin bulagsma yolu saptanamamistir. Bununla birlikte
hastalarin %38.5’inde kan yolu ile bulas en sik rastlanan olasi bulasma yolu olarak
belirlenmistir. HBV Genotip EIA ile 135 6megin 124’ genotiplendirilebilmistir. Bunlarin
115'i (%85.1) genotip D veya E (preS2 subtip ksu), 6’s1 (%4.4) genotip A (subtip su), 2’si
(%1.4) genotip C (subtip ks) ve biri (%0.7) genotip F (subtip k) olarak saptanmistir.

Sonug olarak, bdlgemizde genotip D en sik rastlanan HBV genotipi olmus, genotip
dagihmi ile hastaligin siddeti ve bulas yollar arasinda bir iligki saptanamamustir.
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Aseptik Menenijitli Hastalarin BOS Orneklerinde Enterovirus ve Herpesviruslarin
PCR Yontemiyle Aragtiriimasi
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Aseptik menenjit birgcok nedene bagh olarak gelisebilen, inflamatuar bir meninks
hastaligidir. Epidemiyolojik ve virolojik arastirmalarda, aseptik meneniitli hastalarin %55-
70’inde etyolojik etkenin viruslar oldugu belirlenmistir. Enteroviruslar ve herpesviruslar
aseptik menenjitlerin en sik etkenleri arasinda yer almaktadir.

Bu calismada, aseptik menenijitli hastalarin BOS 6rneklerinde hiicre kilturi ve PCR
yontemleri ile enterovirus, herpes simpleks virus (HSV), varicella-zoster virus (VZV) ve
sitomegalovirus (CMV) arastiriimasi amaglanmisgtir.

Mart 2004-Haziran 2005 donemleri arasinda, Erciyes Universitesi Gevher Nesibe
Hastaneleri kilniklerinde takip edilen aseptik menenijit 6n tanili 30 hastanin BOS &rnegi
calismaya dahil edilmigtir. HSV-DNA, VZV-DNA, CMV-DNA “in house” PCR ile;
enterovirus RNA’si ise gergek zamanli PCR yontemi ile arastirimistir. Enterovirus ve
HSV izolasyonu igin Hep-2 hiicre kiiltirt kullaniimistir.

Calismaya alinan hastalarin 15'inde (%50) HSV-DNA pozitif bulunmus, orneklerin
higbirisinde CMV-DNA, VZV-DNA ve enterovirus RNA'si gdsterilememistir. HSV-DNA
pozitif bulunan émeklerin 8’inde hiicre kiiltiri calismasi yapilabilmis, Hep-2 hiicre
kiltiriine ekilen érmeklerin 7’sinde HSV'e 6zgi sitopatik etki izlenmistir.

Sonug olarak galismamizda, aseptik menenijit 6n tanili hastalarin yarisinda etken olarak
HSV DNA's1 gdsterilmistir.
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Diisiik Diizeyde Saptanan Anti HCV Pozitifliginde HCV RNA Diizeylerinin
Degerlendirilmesi

llhan AFSAR, Asli Gamze SENER, Berna Géniil, Nitkhet KURULTAY
Atatlrk EGitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Yesilyurt, izmir.

Enzim immunoassay (EIA) testi, hepatit C virus (HCV) infeksiyonunun tanisinda en sik
kullanilan tani yontemidir. Kullanim kolayhidi ve disik maliyeti tercih nedenidir. EIA
testinde Gglincii ve dérdincii kusak testler yalanci negatifligi 6nlemede basarili olmasina
kargin, yalanci pozitiflikler karsimiza g¢ikabilmektedir. Calismamizda, daha énce HCV
tanisi almamig disik diizeyde anti-HCV pozitifligi saptanan bireylerdeki HCV RNA
dizeylerinin arastirilmasi amaclanmistir.

Galismada, 2005 yilinda HCV RNA bakilan 693 hasta incelenmis ve anti-HCV diizeyi
duslk (S/Co:<5) olan hastalar degerlendiriimistir. Anti-HCV; kemiliminesan VITROS
anti-HCV assay version 3.0 (Ortho-Clinical Diagnostics) ile calisilmis, HCV RNA
dizeyleri ise kantitatif olarak ger¢cek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
saptanmigtir. Nikleik asit eldesi, hasta serumlarindan 200 pl 6rnek RoboGene®
Quantification kit (Roboscreen, Germany) kullanilarak ve dretici firmanin &nerileri
dogrultusunda yapilmistir. HCV RNA'nin saptanmasi igin, 20 pl (miks, primer ve TagMan
prob) (Roboscreen, Germany) ve 5 pl ekstraksiyon driind karigimi ABI prism 7700 (
Applied, Biosystems, Foster City, CA) ile calisiimistir.

HCV RNA'si caligilan 693 olgu iginde anti-HCV diizeyi diisiik (S/Co:<5) olan 44
hastadan Gglinde HCV RNA pozitifligi saptanmistir. Bu U¢ hastada HCV RNA
dizeylerinin; 5.4x10', 8.2x10" ve 2.4x10” oldugu izlenmistir.

Sonug olarak, duyarlilii yilksek olan sistemlerde diisiik diizeyde yalanci pozitifliklere
rastianmaktadir. Bu tiir sonuglarin molekiiler testlerden 6nce EIA teknidi ile galisan
baska sistemlerde c¢alisiimasinin zaman ve ekonomik kayiplari &nleyecegi
distndlmektedir.
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SSPE’li Hastalarin Serum ve BOS Orneklerinde Viruslarin Taranmasi ve Sitokin
Olgiimleri
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Subakut sklerozan panensefalit (SSPE) patogenezinde, kizamik virusu yaninda diger
viruslarin ve sitokinlerin de rol oynayabilecegini godsteren calismalar vardir. Bu
caligmada, SSPE tanisi konmus hastalarda bazi viruslarin varligi ve sitokin diizeylerinin
arastinimasi) amaglanmustir.

SSPE’li 10 hastanin BOS ve serum &rneklerinde (toplam 20 érek); HSV tip 1 ve tip 2,
CMV, EBV, VZV, HHV 6 ve 7, JCV, BKV ve SV40 niikleik asitlerinin varligi polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile arastiriimis ve ayni érneklerde IL-4 ve IFN-gama dlgimleri
yapimistir.

Orneklerinin timiinde RT-PCR ile kizamik virus RNA’si pozitif bulunmug; bes hastanin
hem BOS hem de serum 6rneginde ayni zamanda eslik eden diger bir virusa ait nlkleik
asit varligi PCR ile saptanmistir (Tablo). Hasta érneklerinde olgilen IL-4 ve IFN-gama
diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

Yag/Cins Asilama Kizamik infeksiyonu Sikayetlerin SSPE Viral genom pozitifligi
durumu gegirme baglama siiresi evresi BOS Serum
8/E Asllanmis Bilinmiyor 3ay 1 HSV 1 HSV 1
6/K Asillanmis Gegirmemis 4 ay 3B CMV CMV
9/E Bilinmiyor Bilinmiyor 3ay 2B HSV 2 HSV 2/EBV
8/E Asilanmis Gecirmis 3ay 3B - EBVNZV
5/E Asisiz Bilinmiyor 2ay 2B CMV CMV
6/E Bilinmiyor Bilinmiyor 1ay 2A - VZV
S/E Asisiz Gegirmis 4 ay 2A - BKV
7lE Asllanmis Gecirmis 2ay 2A - HSV1/HSV2
71K Asisiz Gecirmis 6 ay 2A - -
7/E Asisiz Gegirmis 15 giin 2A HSV 1 H8V1

Sonug olarak, SSPE’in seyrine basgka viral infeksiyonlann da eslik edebilecegi ve bu
durumun patogeneze katkisinin olabilecegi; IL-4 ve IFN-gama’nin ise patolojik siirecteki
katkisinin aydinlatiimasi igin ileri galigmalara gerek oldugu kanisina variimistir.
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AKUT ALT SOLUNUM YOLU iINFEKSIYONU OLAN BEBEKLERDE SOLUNUM
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Akut alt solunum yolu infeksiyonu (ASYI) olan bebeklerde, bu bolgeden aspirasyonla
ornek elde etmek hastaya aci verir ve risklidir. Ayrica, 6rnek almak icin ekipmana ve
yetismis personele de ihtiyag vardir. Solunum viruslarnin patogenezinden dolayi, alt
solunum sistemi viral infeksiyonlarinda, ézellikle akut olgularda, nazal érneklerle teshise
gidilmesi alternatif bir yaklasim olarak degerlendirilebilir. Bu calismanin amaci, ASYI
olan bebeklerin nazal akinti érneklerinde solunum viruslarinin varliginin belirlenmesidir.

Calismada, ASYI olan 45 bebekten alinan nazal akinti orneklerinde, revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile respiratory syncytial virus (RSV), parainfluenza
virus 3 (PIV-3) ve influenza virus A ve B RNA’lari ve PCR ile adenovirus DNA varlig

arastinlmistir. Ayrica, bu hastalardan alinan serum 6meklerinde viruslara ozgdl IgM
antikorlari da caligiimistir.

Sonug olarak, érneklerin 28’inde (%62.2) tek bir virusa ait niikleik asit varligi saptanmis,
9unda (%20) ise birden fazla virus genomu tespit edilmigtir. Dolayisiyla, 37 olgunun
(%82.2) bu viruslarin en az biriyle infekte oldugu izlenmistir. Bebeklerde akut ddénemde
alinan kan o&rneklerinin 23'Unde (%51.1) en az bir virusa kargt IgM pozitifligi
belilenmistir. Serolojik testlerle, 7 bebekte (%15.5) karigik infeksiyon varligi
saptanmigtir. Gerek IgM pozitifligi gerekse viral genom arastirmalar sonunda, bu
¢ocuklarin en fazla influenza virus B ve RSV ile infekte olduklar gérilmistiir.

Galigmanin verileri 1g1§inda, akut seyirli alt solunum yolu infeksiyonuna neden olan
solunum viruslarinin  belirlemesinde, nazal 6rneklerde amplifikasyon tekniginin
uygulanmasinin hizl, pratik ve duyarli bir yaklagim oldugu diglnulmustdr.
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IL-10 1082 Promotor Polimorfizmi ve HPV-33 Pozitifligi Arasindaki iligkilerin
Arastiriimasi

Yasemin BULUT', Ebru ETEM?, Nusret AKPOLAT®, Halit ELYAS?, Fiigen YARKIN®

"Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Elazig.
Firat Universitesi Tip Fakultesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD, Elazig.

SFirat Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji AD, Elazig.

“Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji AD, Adana.

Sitokinler pek cok hastaligin patogenezinde ve immiin cevapta blylk éneme sahiplerdir.
IL-10, immiin diizenleyici bir sitokin olup infeksiyon hastaliklarinin gelismesinde onemli
rol oynar. Bu galismada prostat kanserinde IL-10 gen promotor polimorfizimi ve insan
papillomavirus (HPV)-33 gen pozitiflidi arasindaki iligkilerin arastinimasi amaglanmistir.

Yirmi prostat kanseri (PK), 22 prostatik intraepitelial neoplazi (PIN) ve 21 benign
prostatik hiperplazi (BPH) olmak lzere calismaya toplam 63 hasta dahil edilmistir.
BPH’lar kontrol olarak kabul edilmistir. IL-10 1082 polimorfizminin belirlenmesinde
“Amplifikasyon Refractory Mutation System” (ARMS) kullanilmigtir. HPV-33 pozitifligini
ve IL-10 1082 polimorfizmini arastirmak icin yapilan “nested” polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve ARMS ydntemlerinde gerekli olan DNA'lar, bu hastalara ait parafin bloklardan
alinan kesitlerden proteinaz K enzimi ve klasik fenol-kloroform ektraksiyonu ile elde
edilmistir. HPV-33 igin viral DNA'lari belirlemede birinci PCR’da universal primerler
kullanilirken, ikinci PCR HPV-33’e 6zgiil primerlerle gerceklestirilmistir.

PK olgularinin 8’inde (%40), PIN olgularinin 6’sinda (%27.3) ve BPH olgularinin 3'inde
(%14.3) olmak lzere toplam 63 6megin 17’sinde (% 26.9) HPV-33 pozitifligi tespit
edilmistir. IL10 1082 “wild” 2 &rnekte, heterozigotlarda 5 drnekte ve polimorfizm igin
homozigotlarda 10 érnekte HPV-33 pozitifligi belirlenmistir.

IL10 1082 gen polimorfizmi agisindan PIN, PK ve BPH arasinda anlamh iligki
bulunmazken (p>0.05), HPV-33 poxzitifligi ve IL-10 1082 A aleli arasinda anlamli bir iligki
saptanmistir (p<0.05). IL-10 G aleli, genin yilksek ekspresyon dizeyi ile, A aleli ise orta
ve disiik ekspresyon diizeyi ile beraberlik géstermektedir. Bu da immin cevapta
yetersizlige yol agmaktadir. PIN ve PK olusumunda A aleli ve HPV-33 birlikteliginin
hastaligin etiyolojisinde rol oynayabilecegi digtiniiimektedir.
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Hepatit B Virus DNA Kantitasyonunda Cobas AmpliPrep/TagMan
HBV DNA Testinin Degerlendirilmesi

Eylem Karatas, Tuba Karatas, Selda Erensoy
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Bu galismada, hepatit B hastalarinin yonetiminde anlamli olan HBV DNA miktarinin
belilenmesi igin gelistirilmis tam otomatik niikleik asit eldesi ve ardindan gergek zamanl
PCR temelli Cobas AmpliPrep/TagMan (CAP/CTM) sisteminin (Roche Molecular
Systems, ABD) performansinin de@erlendiriimesi ve klinik laboratuvarlarda kullaniimakta
olan performansi belilenmis Versant HBV DNA 3.0 testi (Bayer Diagnostics, ABD) ile
elde edilen sonuglarla karsilastirlmasi amaglanmustir.

Sistemin tekrarlanabilirlidini ve dogrusalligini degerlendirmek igin, ayni sistem ile
484.000 kopya/ml (5.68 logsc) bulunan bir émegin 1/10°luk alti sulandirimi bes kez
caligilmigtir. Duyarliiginin sinanmasi igin ise, 1000 kopya/ml olan VQC (Hollanda)
referans serumu 1000, 750, 500, 375, 250, 125 ve 62.5 kopya/ml olacak sekilde iiger
kez caligiimistir. Versant 3.0 ile karsilagtirmak igin 56 serum ornegi (37’si bDNA dinamik
aralik sinirlan iginde) c¢alismaya alinmig ve tim deg@erlerin logaritmasi alinarak
degerlendirme yapilmistir. CAP/CTM calismasi igcin 1 ml érnek gerekli olup, EDTA’l
plazma Onerilmesine karsin galigmada serum drnekleri kullanilimistir (11U=5.82 k/ml).

Serum sulandiriimasinda egilim kat sayisi (R?) 0.995, tekrarlarda farklar 0.16-0.51 log
(CV= %1-7) olarak bulunmustur. VQC c¢alismasinda CAP/CTM’in 375 k/ml'ye kadar
kantitasyon yaptigi, 62.5 k/mlyi ise saptadigi gorilmustir. 1000 k/ml'nin altinda
logaritmik fark 0.17-0.28, R?*=0.79'dur. Versant 3.0 ile <2000 k/ml olan 5 érnege (5/17)
CAP/CTM deger vermis; iki sisteme ait sonuglar arasindaki fark 0.01-1 log:o k/ml
(ortanca 0.34) R? 0.93: CV %0.1-%19 olarak hesaplanmustir.

Sonug olarak, tam otomatize CAP/CTM sistemi ¢alisma grubunda givenilir ve yodun
klinik laboratuvarlar igin uygun bulunmustur. Ancak klinik calisma sonuglar ile rutin
kullanimdaki guvenilirligi ve duyarlih@in klinik anlami kanitlanmalidir. Versant 3.0 sistemi
ile sonuglarin uyumlu olmasina ragmen, ayni hastanin izleminde sonuglarin birbirine
cevrilmesi heniiz uygun degildir.
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HBV DNA Kantitasyonunda b-DNA ile Gergek Zamanli PCR Yéntemlerinin
Kargilagtiriimasi

Selma Gékahmetodlu, Esma Saatgi Deniz, Yusuf Ozbal, M. Altay Atalay
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HBV DNA belilenmesi igin cesitli molekiler yontemler uygulanmaktadir. Farkl
sistemlerden elde edilen sonuglarin degerlendiriimesi igin kargilastirmali ¢aligmalar
yapiimalidir. Bu calismada, HBV DNA kantitasyonunda b-DNA ydntemi (HBV DNA
versant 3.0, Bayer) ile gergek zamanli PCR yonteminin (lgcycler, Biorad)
karsilastinimas: amaglanmistir.

HBV DNA toplam 223 serum &rnedinde her iki yontemle de arastinlmistir. b-DNA
yontemi kit prosediriine uygun olarak calisiimistir. Gergek zamanh PCR y6nteminde,
drneklerden DNA izolasyonu “QlAamp MinElute Kit'i ile (Qiagen), amplifikasyon iglemi
de “Flurion HBV QNP” (lontek) kiti kullanilarak hazirlanan PCR karigimi iginde Iqcycler
cihazinda yapilmistir. b-DNA yénteminin dinamik arahid 2x10°-10° kopya/mL, gergek
zamanli PCR yénteminin dinamik araligi ise 10°-10” kopya/mL’dir. Gergek zamanl PCR
ve bDNA yontemleri ile sirasiyla; 200 kopya/mL ve 2000 kopya/mL altinda olan sonuglar
negatif olarak kabul edimistir. Istatistiksel analiz icin Pearson korelasyon testi
uygulanmigtir.

HBV DNA 67 6rnekte her iki yontemle de negatif bulunmustur. b-DNA yontemi ile HBV-
DNA negatif olan 56 ornegin gercek zamanli PCR yontemi ile 28’1 1000 kopya/mL
altinda; 7’si 1000-2000 kopya/mL arasinda; 21'i ise 2000 kopya/mL (zerinde
saptanmistir. b-DNA yontemi ile HBV-DNA miktari 2000 kopya/mL izerinde bulunan 9
drne@in; gergek zamanl PCR yo6ntemi ile 2’sinin 1000 kopya/mL altinda, 7’sinin ise 200
kopya/mL altinda oldugu belirlenmistir. b-DNA yéntemi ile HBV DNA miktan 10°
kopya/mL lizerinde bulunan 17 6megin 16’si gercek zamanh PCR ile 10" kopya/mL
lizerinde; biri ise 10° kopya /mL olarak belirlenmistir. Her iki yontemle kantitatif sonug
alinan 74 6érnedin degerleri karsilastinldiginda, sonuglann birbirleri ile uyumlu oldugu
gorilmustir (Pearson korelasyon katsayisi = 0.859, p<0.001).
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ve Filogenetik Analizi

Giilendam Bozdayi’, Bora Dogan’, Serdar Tuncer’, A.Resat Tiirkyiimaz®, Aydan Biri®,
Yusuf Kemalodlu®, Seyyal Rota’

'Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Ankara.
’Metis Bioteknoloji Ltd, Ankara.

*Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Hepatoloji Enstitiist, Ankara.

“Gazi Universitesi Tip Fakultesi, Kulak Burun Bogaz AD, Ankara.

°Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari AD, Ankara.

Bu calismada, farkli dokulardan izole edilen insan papillomavirus (HPV) tip16
genomunda yer alan L1 ve LCR bdlgelerinin DNA dizi incelemesi, filogenetik
analizlerinin yapilarak ilkemize ait verilerin dunya verileri ile karsilastinlmasi ve farkl
patolojilerin etiyolojisinde rol oynayan HPV 16 dagilimlarinin saptanmasi amaglanmistir.

Galismaya, HPV tip 16 pozitif bulunan 15 servikal sirinti 6rnegi ile 17 larenks kanserli
hastanin biyopsi 6rnedi dahil edilmistir. Orneklerden HPV DNA, ekstraksiyon kiti
(Qiagen, DNA mini kit, Germany) kullanilarak elde edilmistir. Amplifikasyon ile L1 bélgesi
ve LCR bolgesi gogaltiimigtir. “Nested” gercek zamanh PCR, HPV 16 DNA’sina 6zgill
prob ile Light Cycler (Roche Diagnostics, Germany) cihazinda galigiimistir. HPV tip 16
pozitif bulunan Orneklerin DNA dizi analizi yapilmistir (Visible Genetics, Canada).
GenBANK/EMBL/DDBJ bilgi bankalarinda bulunan ana HPV genotiplerini temsil eden L1
ve LCR dizileri, bu arastirmada elde edilen 32 HPV DNA dizisi L1 ve LCR dizileri ile
kargilastinlmistir. Filogenetik karsilastirma, http://www.megasoftware.net adresinden
indirilen MEGA3 paket programi ile “Kimura 2-diizeltmesi” kullanilarak “distance
matrix’UPGMA analizi (“bootstrapping 1000” replikat sonrasi) ile yapilmistir.

HPV DNA dizileri L1 bélgesi icin Afrika ve Amerika izolatlarindan ayri ve iki adet Avrupa
dizininin bulundugu grupta kiimelesme gostermis, ancak hem larenks kanserli
hastalardan izole edilen hem de servikal sirlintiden izole edilen HPV dadiliminda
anlaml bir kimelegsme bulunamamistir. Bununla beraber, HPV LCR bélgesinin
filogenetik c¢oézimlemesi sonucunda, Tirk hastalarda izole edilen HPV’ler Afrika,
Amerika ve Avrupa dizinlerinden farkli 2 grupta anlamii bir gekilde kiimelesmis, daha da
onemlisi 15 servikal slrintiiden izole edilen HPV'nin 12’si sadece bir grupta
kiimelenmistir.

Tark hastalardan elde edilen HPV’lerin, gen bankasindan alinan diinyadaki diger
cografik bolgelere ait gen dizilerinden farkli bir grupta kiimelestigi gésterilmistir. HPV tip
16’nin farkl alt genotiplerinin farkli doku infeksiyonlarina ve patolojilere neden
olabilecegi bu calismada gosterilmektedir.
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PCV-14

Hepatit C Virus Genotiplerinin Inno-Lipa ve Sekans Analizi ile Belirlenmesi
Mustafa Altindis, Orhan Cem Aktepe, Zafer Cetinkaya, lhsan Hakk: Ciftgi
Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Afyonkarahisar.

Filogenetik analizler, hepatit C virus (HCV)'un 6 genotip ve 80’den fazla alttipinin
oldugunu gostermektedir. Bir toplumdaki HCV genotiplerinin nispi sikhgr duragan
olmayip, calisilan grup, infeksiyonun kazanildigi yas ve bulas yollarina gore
degisebilmektedir. Kroniklesme sireci ve tedaviye direngte farklliklar olusturan
genotiplerin tedaviye baslanmadan 6nce belirlenmesi klasik protokollere girmistir. Bu
caligmada farkl kliniklerde belirenen HCV pozitif olgularin genotiplerinin, bir “line probe”
yontemi olan Inno-Lipa (INNO-LiPA HCV II, Innogenetics, BE) ve referans yontem olan
sekans analiz yontemi (9700 Sequence Detection System, AB ve AB 310) ile
arastinlmasi amaclanmistir.

Donérlerden (n: 5), hemodiyaliz hastalarindan (n: 15), hastane personelinden (n: 1) ve
kronik hepatit C’li olgulardan (n: 9) alinan toplam 30 HCV RNA pozitif serumda,, HCV
genotipleri, protokollere uygun olarak Inno-Lipa ve sekans analizi yontemleri ile
arastinlmistir. Inno-Lipa i¢in HCV RNA’nin 5'non-coding bdlgesi hedeflenerek RT
PCR'da c¢ogaltimis ve ‘line prob”lari ile genotiplendiriimistir. Sekans inceleme
sisteminde ise, NS5B bolgesi PCR protokolleri ile amplifiye edilerek “Cycle Sequencing”
ile genotipik varyasyonlar degerlendirilmistir. Inno-Lipa ile 3 farkli genotip saptanirken
(1b %93; 1a %3.3 ve kansik tip %3.3); sekans ile bunlarin 29°u 1b (%26.7), biri ise
(%3.3) 1a olarak belirlenmistir. Yas, cins, tranfiizyon oykisi ve diyalize girme gibi
degiskenlerin HCV genotip dagilimiyla istatistiksel bir iliskisinin olmadigi gézlenmistir.

Sonug olarak, HCV genotiplemede her iki yontemin de kosullara gére uygun olabilecegi
kanisina variimigtir.
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Ulkemizde Tanimlanmis ilk “Vaccine Escape” Mutasyon Olgusu

Tufan Kutlu', Lebriz Yiiksel Soycan®, Ersin Karatayl’’, Ahmet Resat Tirkyiimaz®, Cihan
Yurdaydin®, A.Mithat Bozdayr’

'istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Cocuk Hastaliklari AD, Istanbul.
*Halig Universitesi, istanbul.

SAnkara Universitesi Tip Fakiltesi, Gastroenteroloji BD, Hepatoloji Enstitlisii, Ankara.

Hepatit B virus infeksiyonlarinin 6nlenmesinde en 6nemli strateji yeni dogdanlarin
agllanmasidir. Ulkemizde HBV asisi ancak 1990’ yillarin sonunda Ulusal Asi
Programi’na alinmigtir. Toplumsal asilama etkinliklerin dnemli ve bilinen bir sonucu da
“vaccine escape” mutasyonlarin ortaya gikmasi ve asilamaya ragmen bu kisilerin HBV
ile infekte olabilmesidir. Bununla beraber, Ulusal Asi Programrnda kullanilan asilar ile
yapilan agilama sonucunda llkemizde ne kadar ve hangi “vaccine escape” mutasyon ve
HBV infeksiyonu gelistigi bilinmemektedir. Bu ¢alismada asilanmasina ragmen “vaccine
escape” mutasyon gelisimine bagli olarak kronik B hepatiti olan bir olguda elde edilen
sonuclar degerlendirilmistir.

Hasta, 7 yaginda bir erkek gocuktur. Yenidogan déneminde 3 doz agi ile asilanmis ve
3.5 yasinda ALL tanisi almistir. Yapilan tetkiklerde HBsAg negatif, anti-HBs pozitif
bulunmustur. Indiksiyon ve konsolidasyon gibi yodun yatarak yapilan tedavilerin
sonunda da antijen negatif iken, ilk olarak idame tedavisi alirken, yapilan kontroller
sirasinda HBsAg pozitif, (anti-HBs:146 |U) olarak saptanmustir. Ayrlca, HbeAg pozitif,
anti-HBc negatif, HBV-DNA 229 pg olarak belirlenmistir. Hastanin kemoterapisi
tamamlandiginda, karacider biyopsisi yapilmis ve anti-HBV tedaviye alinmistir. Hastanin
antiviral tedavi 6ncesinde alinan serumunda tim HBV genomu PCR ile godaltiimis ve bir
TA vektérine klonlanmustir. Alti adet klonda yapilan yiizey geni DNA dizi analizi

sonucunda, hastada ylizey geni “a” epitopunda P142S VE G145A mutasyonlari
saptanmisgtir.

Bizim bilgilerimize gére bu olgu, llkemizde ilk kez dokimente edilen “vaccine escape”
mutasyon olgusudur. Hastada tanimlanan mutasyon paterninin literatirde en sik
kargilagilan patern oldugu gérilmustr.
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Kantitatif Gergek Zamanli PCR Ydnteminin BK Virus infeksiyonlarinin Tanisinda
Kullanimi
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Bu calismada, gergek zamanh PCR ydnteminin renal transplantasyon sonrasinda
gelisebilen, kronik seyirli ve ilerleyici nitelikteki BK virus nefritinin tanisinda kullaniimasi
amaclanmistir.

Renal transplantasyon yapilan ve BK virus nefriti sliphesi bulunan G¢ hasta
calismaya dahil edilmis ve hastalann idrar ve plazma &rneklerinde BK virus DNA's|
gercek zamanl PCR ydntemiyle arastirilmistir. Viral niikleik asit ekstraksiyon kiti (High
pure viral nucleic acid kit, Roche Mannheim, Germany) kullanilarak, hastalardan es
zamanl alinan plazma ve idrar érneklerinden DNA ekstraksiyonu gergeklestiriimistir.
Gergek zamanli amplifikasyon islemi Rotor-Gene (Corbett-Research, Australia) cihazi
kullanilarak yapilmistir. Amplifikasyon sirasinda pBR322 plazmidi igerisine klonlanan
Dunlop susunun tim dizisini iceren pBKV (ATCC 45025) ile, UV spektrofotometre
kullanilarak onar katlik degisen konsantrasyonlarda plazmid igeren bes standart
hazirlanmistir. Virusun VP-1 bolgesi igerisindeki 83 baz ciftlik alan amplifiye edilmistir.
Hedef bélgeye ait sinyal deteksiyonu 5 ve 3’ uglan sirasiyla FAM ve TAMRA isaretli
Tag-man probu kullanilarak yapilmistir. PCR inhibitéri varligi, GGPDH geni igerisinde
yer alan bélgenin amplifikasyonu ve amplifiye edilen bdigenin 5" ve 3’ uglarn sirasiyla
BHQ3 ve Cy5 isaretli Tag-Man probuyla deteksiyonu ile test edilmisgtir. idrar érnekleri
ayni zamanda Decoy hicrelerinin variginin arastirimasi amaci ile sitosantrifiij edildikten
sonra Papanicolau boyasiyla boyanip isik mikroskobunda degerlendirilmigtir.

idrar dreklerinin tamaminda Decoy hiicresine rastlanmistir. BK virus DNA’s1 iki
hastanin idrar érneklerinde sirasiyla 3.9x10° kopya/mL ve 1.4x10° kopya/mL, plazma
drneklerinde sirasiyla  1.6x10° kopya/mL ve 1.1x10* kopya/mL diizeylerinde
saptanmistir. BK virus iliskili nefrit i¢in 6nerilen esik degerlerin lizerinde olan viral yik
diizeylerinin saptandigi bu iki hastanin bdbrek biyopsi &rneklerinde de BK virus
nefropatisi ile uyumlu bulgular elde edilmistir. Diger hastanin idrar ve plazma
orneklerinde sirasiyla 9.6x10° kopya/mL ve 3x10° kopya/mL degerleri bulunmustur.

Organ nakli yapilan merkezlerde renal transplantasyon alicilarinda giderek dnemi
artan BK virus infeksiyonlarina yénelik tani testlerinin gelistirilip, tani ve taramaya yonelik
bir algoritmanin olusturulmasi gereklidir. Bundan sonraki asamada Tirkiye'ye ait BK
virus izolatlarinin sekans cesitliliginin ortaya konmasi, kantitasyon sonuglarina
guvenilirligi artiracak bir faktor olacaktir.
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Hematolojik Malignitesi, Solid Timéri Olan veya Kok Hiicre Transplantasyonu
Yapilan Pediatrik Hastalarda Parvovirus B19 Infeksiyonlarinin Prospektif Izlemi:
On Calisma
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Eriskin ve pediatrik yas grubunda hematolojik malignitesi, solid timéri olan veya kok
hlcre transplantasyonu (KHT) yapilan birgok bireyde kronik Parvovirus B19 infeksiyonu
tanimlanmigtir. Bu hasta grubunda kemoterapi sirasindaki infeksiyonlar, 6kopenik
relapslari ya da terapi ile indiiklenen sitopenileri taklit edebileceginden tani
karigikliklarina, gereksiz kan transflizyonlarina veya tedavinin gereksiz yere kesilmesine
neden olabilmektedir. Bu nedenle bu hasta grubunda Parvovirus B19 infeksiyonlarinin
hizli tani ve tedavisi gok &énemlidir. Bu c¢alismada; Parvovirus B19 infeksiyonlari
acisindan serolojik yéntemler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile bir yillik izleme
alinan hematolojik malignitesi, solid timéri olan ya da KHT yapilan pediatrik yas
grubundaki hastalarin ilk alti aylik sonuglarinin sunulmasi amaglanmistir.

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgr ve Hastaliklan Anabilim Dali
Hematoloji Onkoloji Bilim Dal tarafindan takip edilmekte olan I6semi, solid tiimér tanisi
alan ya da KHT yapilan 28 hastadan aylik periyodlarla plazma 6rnekleri alinmistir. Bu
hastalara ait toplam 107 plazma 6rneginde Parvovirus B19 IgM (Novum Diagnostica,
Dietzenbach, Germany) ve IgG (Focus Diagnostics, California, USA) antikorlari
mikroELISA ile; Parvovirus B19 DNA'si ise hem ticari (Light-cycler, Roche, Mannheim,
Germany) hem de “in-house” PCR ydntemleri ile arastiriimigtir.

Yirmisekiz hastanin 16’sinda (%57.1) sadece Parvovirus B19 IgG, bir hastada sadece
Parvovirus B19 IgM (%3.6), bir hastada da Parvovirus B19 IgG ve IgM birlikte pozitif
bulunmustur. Hastalanin farkli zamanlarda yapilan IgG testlerinde farkli sonuclar elde
edilmistir. Bes hastanin ilk érneklerinde ticari kit ile galigilan PCR y6ntemi ile Parvovirus
B19 DNA’s1 250-1124 kopya/mL arasinda degisen diizeylerde pozitif saptanirken, “in-
house” PCR metoduyla bu o6rnekler negatif bulunmustur. Bu hastalarin takip eden
donemlerde alinan 6rneklerinde ne ticari kit ile ne de “in-house” PCR yéntemi ile
Parvovirus B19 DNA’si saptanmamistir. PCR ile pozitiflik saptanan dért hastanin
laboratuvar de@erlerinde ve klinik bulgularinda Parvovirus B19 infeksiyonunu
daslnddren bulguya rastlanmazken, Parvovirus B19 DNA diizeyi 1124 kopya/mL olan
hastanin hemoglobin ve hematokrit diizeylerinde belirgin diisme saptanmis ve bu
dénemde hastanin atesli oldugu kaydedilmistir.

Sonug olarak, malignitesi olan veya KHT yapilan hastalarda, Parvovirus B19
infeksiyonlarinin tanisinda serolojik yontemler yetersiz kalmaktadir. Bu hastalarin
Parvovirus B19 infeksiyonu agisindan izleminde kantitatif ve duyarlilik diizeyi yiiksek
molekdiler ydntemler tercih edilmelidir.
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Hepatit C’li Hastalarda Viral Yiik ile Malondialdehid ve Antioksidan Enzimlerin
lligkisi

Selcuk Kaya

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Isparta.

Bu calismada hepatit C virus (HCV) ile infekte hastalarda, virus yukd ile
antioksidan enzimler ve lipoperoksidasyon (LPO) iriini olan malondialdehid (MDA)
seviyeleri arasindaki iliskinin arastinlmasi amaglanmistir. Calismaya; HCV infeksiyonuna
yonelik tedavi almamis anti-HCV (Axsym, Abbott Laboratories, USA) ve gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (GeneAmp 7700 Sequence Detector System, Perkin Elmer)
ile HCV RNA’sI pozitif 50 kisi ile kontrol grubu olarak saglikl ve gonilla 40 kisi dahil
edilmistir. Calisma grubu ayrica HCV RNA kopya sayisina gore, 10° kopya/ml'den az
olanlar (n=12) grup 1; 1-9.9x10° kopya/ml (n=6) olanlar grup 2; 1-9.9x10* kopya/ml(n=8)
olanlar grup 3 ve 10° ve iizeri kopya/ml sayisi olanlar (n=24) grup 4 seklinde 4 alt gruba
ayrilmistir.

Batin hastalarin eritrosit katalaz, superoksid dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GP) aktiviteleri ile serum MDA seviyeleri arastinimistir. Katalaz Aebi metodu; SOD
Woolliams ve arkadaslarinin metodu; GP Paglia ve Valentine’nin metodu ve MDA
Draper ve Hadley'in tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak &lgllmigtdr.
istatistiksel degerlendirme, Kruskal Wallis, Mann Whitney U, t test yontemleri ile yapilmis
ve p<0.05 degeri anlamli kabul edilmigtir.

HCV ile infekte hasta grubunda, kontrol grubuna gére SOD ve GP dizeylerinde azalma,
katalaz ve MDA diizeylerinde artis tespit edilmis; bu degisiklikler katalaz harig, istatiksel
olarak anlamli bulunmustur. Bununla birlikte, viral ylklerine gore alt gruplar
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.

Sonug olarak bulgularimiz, viral yik ile antioksidan savunma sistemi ve LPO Griind olan
MDA arasinda bir iliski bulunmamasina ragmen, HCV infeksiyonlu hastalarda
antioksidan enzim aktivitelerinde disiklik ile oksidatif stresin gostergesi olan MDA
seviyelerinde anlamli bir artisin oldugunu géstermistir.
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Hepatit B Virus (HBV) Serolojisinde Salt Anti-HBc¢ Pozitifliginin Okuilt HBV
infeksiyonu Yoniinden Onemi
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Aydin.

Okult hepatit B virus (HBV) infeksiyonu, HBsAg negatifligi ile seyreden HBV
infeksiyonudur. Bu olgular, HBV'nin bulasma potansiyeli yani sira, hepatokarsinom
gelisme riski ve kronik hepatit C infeksiyonunun ilerlemesi ile tedaviye yanitini
etkileyebilmesi yéniinden de dnemlidir. Bu hastalarin gogunda anti-HBs ve/veya anti-
HBc pozitiftr. HCV infeksiyonuyla okiilt HBV infeksiyonunun birlikte bulundugu
olgularda, kronik HCV infeksiyonunun seyri de@ismektedir. Bu amagla calismamizda,
laboratuvarnimiza kabul edilen 240 hasta serumu salt anti-HBc pozitifligi ve viral genom
yUkd yoninden retrospektif olarak incelenmistir.

HBV DNA ve HCV RNA, RoboGene® Quantification kit (Roboscreen, Germany) ile
ekstraksiyonu yapildiktan sonra gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi, AB| prism 7700 ( Applied Biosystems, Foster City, CA) ile caligilmigtir.
Kullanilan molekiler yéntemde HBV DNA ve HCV RNA, QCMD 2005 kalite kontrol
programi tarafindan denetlenmistir. Serolojik gdstergeler ise, VITROS (Orthoclinical
Diagnostics) kemiliminesan immunassay ydntemi ile belifenmistir.

Hastalardan 11'i (%4.6); HBsAg, anti-HBs, HBeAg ve anti-HBe negatif iken yalniz anti-
HBc pozitif olarak bulunmustur. Bu hastalardan 9'u (%81.8) erkek, 2’si (%18.2) kadindir.
HBV DNA diizeyi, 11 hastanin 8inde (%72.7) 10° genom/ml, birinde (%9.1) 10*
genom/ml iken, 2 hastada (%18.2) viral genom saptanmamistir. HBV DNA diizeyi 10°
genom/ml olan 8 hastanin 2'sinde (%25) HCV RNA 10 genom/ml olarak belirlenmistir.
Incelenen 11 hastadan 7’sinin gastroenteroloji poliklinigine basvurduklari ve transaminaz
yuksekligi (62-71 U/L) nedeniyle arastirildigi, 2 hastanin acilde, 2 hastanin da néroloji
servisinde yatarak tedavi géren hastalar oldugu saptanmistir. Genis hasta guruplari ile
yapllmis calismalara gerek duyulmakla birlikte calismamizda, yalniz anti-HBc pozitifligi
bulunan hastalarda diger biyokimyasal gostergelerie birlikte HBV DNA ve HCV RNA’nin
da belirlenmesinin gerekebilecedi vurgulanmistir. Salt anti-HBc pozitifligi, yalanci

pozitiflik olabilecegi gibi HBV infeksiyonu veya HCV infeksiyonu ile birlikte okilt HBV
infeksiyonunu gésterebilir.

Sonug olarak salt anti-HBc¢ pozitifligi ile birlikteligi gortlebilen okiilt HBV infeksiyonu
varigr akilda tutulmalidir. Bulastiricilik yoniinden bolgemizde bir halk saghgi sorunu
olarak bu olgularin tanimlanmasina yénelik ileri galismalara gereksinim vardir.

194




PCV-20
Kronik Hepatit C Tedavisine Yaniti Belirlemede TNF-Alfa (308, 238) ve
IL-10 (-1082, -627) Gen Polimorfizminin Roll
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Hepatit C enfeksiyonu seyrinde, dogustan ve edinsel immiin sistem baslica belirleyicidir.
Kronik hepatit C'de standart tedavi olan interferon + ribavirin kombinasyon tedavisine
cevabi belirleyen ilag disi unsurlar, virusa (genotip) ve konakgiya aittir. Bu anlamda,
konakgiya ait dogustan immiin sistemin genetik temeli dnemli olabilir. Kronik C hepatit'li
hastalarda konada ait genetik faktdrlerden cesitli sitokinlere ait gen polimorfizmleri
arastinimasi ydritilmektedir. Bu ¢alismada, timor nekrozis faktér-alfa (TNF) ve
interlékin-10 (IL-10) ile ilgili 6n sonuglar sunulmaktadir.

Caligmaya, toplam 60 adet (33 erkek, 27 kadin; ortalama yas: 54 yil ) pegli veya pegsiz
interferon-ribavirin kombinasyon tedavisi gérmiis ve tedavi sonu takipleri olan hasta
alinmistir. Hastalardan 31'inde (14 kadin, ortalama yas: 51 yil) kalici cevap varken,
29’unda (13 kadin, ortalama yas: 56 yil) kalici cevap yoktur. TNF igin 308 ve 238, IL-10
icin -1082 ve -627 pozisyonlarindaki gen polimorfizmleri PCR-RFLP yontemi ile
calisilmistir. TNF-308, TNF-238, IL-10-1082, IL-10-627 bdlgelerinde, tedaviye cevap
veren 31 hastanin sirasiyla 29’'unda, 27’sinde, 28’inde ve 29’unda ilgili bolgeler amplifiye
edilmistir. Ayni bodlgeler icin tedaviye cevap vermeyen 29 hastanin sirasiyla 28'inde,
28’inde, 27’sinde ve 28’inde sonuca ulagiimistir.

Dusiik TNF salinimi ile birlikte olan -308 GG genotipi tedaviye cevap veren ve vermeyen
hastalarin sirasiyla 24’inde (%82) ve 22’sinde (%76) saptanmistir. Yine disuk IL-10
salinimi ile birlikte olan -1082AA ve -627AA genotipleri tedaviye cevap veren ve
vermeyenlerde sirasiyla 11 (%39)-15 (%54) ve 6 (%21)-1 (%3) olarak bulunmustur (tm
veriler i¢cin gruplar arasi p>0.05). Sekresyon paterni tarif ediimemis TNF-238
lokalizasyonuna ait genotiplerde de tedavi cevabina gére bir farkhlik saptanmamistir.

Bu 6n sonuglar, en azindan incelenen bdlgeler itibariyle, TNF ve IL-10 gen
polimorfizminin ~ kronik  hepatit C  tedavisine cevabi  belirlemede  rollnd
desteklememektedir, ancak hasta sayisinin azhigi gdz éninde tutulmalidir.
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Lamivudin Tedavisi Sirasinda Gelisen ve Adefovir Dipivoxil Tedavisine Capraz
Direng Gdsteren Yeni Bir Mutasyon Paterni

Ersin Karatayli, Selim Karayalgin, Handan Kayhan, A. Resat Tiirkyilmaz, Cihan
Yurdaydin, A. Mithat Bozdayi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji BD, Hepatoloji Enstitiisii, Ankara.

Yeni niikleozid analoglarinin gelistiriimesi ile ilag direncinin kontroli ve énlenmesi HBV
infeksiyonlarinin antiviral tedavisinde en ©nemli sorunsallardan biri olarak ortaya
cikmistir. Bu galismada, kronik B hepatitli bir hastada lamivudin tedavisi altinda gelisen
bir mutasyon paterninin, hastanin adefovir dipivoxil ile tedavisinde primer yanitsizliga
neden oldugu gdsterilmistir.

Hasta, HBeAg pozitif, anti-HBe negatif, 44 yasinda erkek hastadir. Hasta, 1999 yilinda
yapilan karaciger biyopsisinde HAI:6 olarak saptanmis ve 9 ay, SMU/TIW IFN tedavisi
almig, yanitsiz oldugundan, lamivudin 100 mg/g monoterapi ile devam edilmistir.
Lamivudin tedavisi siiresince ALT normal diizeylerine diigmiis ve HBV replikasyonunda
inhibisyon saglanmistir. Tedavinin 19. ayinda klinik fenotipik direng saptanmstir.
Adefovir dipovoxil, 10 mg/g, lamivudin tedavisine antiviral tedavinin 44. ayinda
eklenmistir. Adefovir, 14 aydan fazla kullaniimasina ragmen ALT normalizasyonu ve
HBV viral yikiinde herhangi bir azalmaya neden olmamistir. Bu donemler iginde elde
olan serum orneklerinden HBV pol boélgesi PCR ile ¢ogaltimis ve bir TA vektoriine
klonlanarak her bir érnekten 8-10 klonun DNA dizi analizi yapilmistir. Yabanil tip ve
A181X+M204| mutasyonunu tagsiyan HBV tim genomu, bir ekspresyon vektorine
klonlanmis ve Huh7 hicrelerine transfeksiyonundan sonra adefovir dipivoksil ve
lamivudinle in vitro fenotipleme analizi yapilmigtir.

Hastada, lamivudin tedavisi altinda fenotipik direng gelistirdigi 19.ayda A181X+M204| ve
L180M+M204S paternleri saptanmistir. Daha sonraki degerlendirmelerde A181X+M204|
ve dodal tip sekanslari saptanmistir. Bu patern, adefovir tedavisi altinda da devam
etmistir. Yabanil tip HBV genomu in vitro'da lamivudin ve adefovir ile tamamen
baskilanirken, A181X+M204| mutasyon paternini tagiyan HBV tim genomunun, sirasiyla
4.5310.63 ve 551+0.32 HBV DNA’'nin ortalama log kopya sayilan ile adefovir ve
lamivudine direncli oldugu gdsterilmistir.

Lamivudin tedavisi sirasinda gelisen A181X+M204] mutasyon paterninin adefovir
tedavisine gapraz direng gostererek primer yanitsizlik olusturdugu in vitro fenotipleme
calismasiyla gosterilmistir.
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HCV RNA Kantitasyonunda Versant HCV RNA 3.0 (bDNA) Testinin Performansinin
Degerlendirilmesi: On Calisma

Imre Altuglu’, Pinar Samlioglu’, Hatice Sahin®, Selda Erensoy’

'Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Izmir.
?Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tip Egitimi AD, izmir,

Kronik C hepatitli hastalarin tedavi takibinde HCV RNA yikinin saptanmasi énemlidir.
HCV kantitasyonu igin farkli yontemler bulunmaktadir. Bu ¢aligmada Versant HCV RNA
3.0 (bDNA) testinin (Bayer HealthCare, ABD) performansinin degerlendirilmesi
amagclanmigtir.

Laboratuvarimiza HCV yiikiiniin belirlenmesi igin gonderilen ve COBAS Amplicor HCV
Monitor v 2.0 (Roche Molecular systems, ABD) testi ile galigiimis 23 hasta érnegi ve
kantitasyonu bilinenen 11 adet kalite kontrol serum 6rnegi ¢alismaya alinmigtir. Versant
HCV RNA testinin tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi amaciyla, 10 hasta 6rmegi ile 10
kalite kontrol érnedi farkli testlerde ve bir hasta 6rnegi ile bir kalite kontrol serum &érnegi
de ayni testte tekrarlanmistir.

COBAS Amplicor ile 21 hasta 6rnegi pozitif, iki hasta érnegi negatif olarak bulunurken,
Versant HCV RNA testinde 20 drnek pozitif, (i 6rnek de alt sinir olarak kabul edilen
3.200 kopya/mi‘nin altinda saptanmistir. Degerleri 3.800 ile 3.800.000 kopya/ml arasinda
degisen kalite kontrol serum émeklerinden 3.800 kopya/ml olanlarin sonug degerleri,
Versant HCV RNA testi ile 3.200 kopyanin altinda bulunmustur. COBAS Amplicor ve
bDNA testindeki degerler karsilastirildiginda, logaritmik farkin 0 ile 1.3 (median 0.3,
ortalama 0.44) arasinda degistigi gézlenmistir. Ayni érnekler i¢in iki farkh Versant HCV
RNA caligmasi arasindaki logaritmik farkin 0 ile 0.5 (median 0.2, ortalama 0.25)
arasinda oldugu belirlenmistir.

Bu &n calismanin sonuglan, Versant HCV RNA testinin, dinamik araligi genis ve
tekrarlanabilirligi yiksek bir test oldugunu gdstermistir. Ancak iki test arasindaki
logaritmik degdiskenlik nedeniyle hasta izleminde farkli testlerden elde edilen sonuglarin
birbirine donustirdlmesi uygun dedgildir.
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immiin Yetmezlikli Bir Hastada Yaygin

Mycobacterium bovis BCG infeksiyonunun Laboratuvar Tanisi
Cengiz Cavusoglu’, Pinar Akinci, llknur Séyler', Nuri Bayram®, Fadil Vardar®

"Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bornova, izmir.

2Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagdlhigi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Bornova,
izmir.

Mycobacterium tuberculosis kompleks lyesi mikobakterilerden biri olan Mycobacterium
bovis BCG, M.bovis'in 13 yil boyunca 230 kez pasajlanmasiyla elde edilmistir. M.bovis
BCG dinyanin birgok Ulkesinde ve Tirkiye’de BCG asisi olarak kullaniimaktadir. BCG
asisi saglikli bireylerde siipiratif lenfadenit gibi lokal komplikasyonlara neden olurken,
immun yetmezlikli hastalarda yaygin enfeksiyonlara yol agabilmektedir.

Ug aylikken BCG asisi yapilan 9 aylik bir erkek bebek; makilopapler dokintd,
hepatosplenomegali, aksiller ve servikal bélgede lenfadenomegali yakinmalaryla
basvurmustur. Olgunun aksiller lenf dokusundan hazirlanan preparatiarin Kinyoun ve
auramine-rhodamine boyamalarinda aside direngli basil gorilmustur. Ayrica, érnekte
TMA yoéntemiyle (Gen-Probe MTD) M.tuberculosis kompleks RNA'si saptanmistir.
Ornekten yapilan kiiltirlerde, 31.5 gunlik inkiibasyonun ardindan MB/BacT (bioMérieux)
besiyerinde, 4. haftada ise Léwenstein Jensen (Salubris AS, istanbul) besiyerinde aside
direngli basil dremistir. Ureyen bakteri PCR-revers hibridizasyon yontemiyle
(GenoType®Mycobacterium CM) M.tuberculosis kompleks olarak tanimlanmistir.
Bakterinin 4 ve 7 gunliik pirazinamidaz testleri negatif olarak degerlendirilmistir. Bu
bulgular 1s1§inda M.bovis olarak tanimlanan izolatta M.bovis ve M.bovis BCG ayirimi igin
PCR-revers hibridizasyon yéntemi (GenoType®MTBC) kullaniimig, test sonunda
M.bovis BCG’e 6zgu, karakteristik bant patemi saptanmistir. Olguda, altta yatan primer
hastaligi arastirmak amaciyla yapilan tetkiklerde, homozigot interferon gama reseptor
defekti belirlenmigtir.

Immiin sistemin hiicresel komponentinin etkilendigi immin yetmezlik olgularinda
mikobakterilerin yol agtigi yaygin infeksiyonlara karsi duyarlihgin arttigi bilinmektedir. Bu
nedenle ozellikle BCG asisinin ardindan gelisen lokal veya yaygin mikobakteriyel
infeksiyonlarda M.bovis BCG de etken olarak disinuilmeli ve hastalar immin yetmezlik
yoninden arastinimalidir.
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PBP-2

Hastanemizde izole Edilen ilk imipeneme Direngli Bacteroides fragilis: Fenotipik
ve Genotipik Irdeleme

Nurver (Toprak) Ulger', Cenk AraF, Arzu llki', Ayse Ozer’, Giiner Séyletir’

" Marmara Universitesi Tip Fakdiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul.

2 Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, istanbul.

Bacteroides fragilis, siklikla polimikrobiyal infeksiyonlardan izole edilen énemli bir
anaerop patojendir. Pek ¢ok antibiyotige direng gosteren bu bakteri, karbapenemler,
metronidazol, kloramfenikol, beta laktam-beta laktamaz inhibitdrleri gibi sinirli sayida
antibiyotige duyarlidir. Ozellikle Uzakdogu iilkeleri basta olmak iizere, metallo-beta-
laktamaz olusturarak karbapenemlere direng gelistiren suslar bildiriimektedir.
Karbapenemazlarin Uretimi cfiA geni tarafindan kodlanmakta, genin yiiksek dizeyde
ekspresyonu hemen oOniinde yer alan “insertion sequence” (IS) elementleriyle
gerceklesmektedir.

Rutin laboratuvarimizda izole edilen bir B.fragilis susu agar diliisyon yodntemiyle
imipeneme direncli bulunmustur. Bu susta metallo-beta-laktamaz varligini tespit etmek
icin EDTA’ll imipenem E-test stripi kullanilmig; imipenem MIK degderi 48 pg/ml iken,
EDTA varlidinda MIK degeri 8 kattan fazla diisiis gdstermistir. Fenotipik olarak metallo-
beta-laktamaz pozitif olan izolatta, CfiA-1 ve CfiA-2 primerleri kullanilarak PCR ile
direng geni varligi arastinimis ve pozitif bulunmustur. izole edilen DNA érneklerinde cfiA
geni ve onun 5-“upstream” bdlgesinin amplifikasyonu sonrasi yapilan dizi analizi
sonuglari “NCBI Blast” ile incelendiginde dizinin B. fragilis cfiA geni ile uyumlu oldugu ve
IS1187 elementi ile birlikte bulundugu gériilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglarindan
cfiA aminoasit dizisi ¢ikartilmig ve standart cfiA aminoasit dizisi ile uyumlu oldugu teyit
edilmigtir.

Sonug olarak cfi A geninin hemen yaninda bir mobil gen olan IS elementinin bulunmasi
direng geninin baska bakterilere gecebilme &zelligini gostermektedir. Bu bilgiler,
gelecekte imipeneme direncli B.fragilis'in sayisinda artis olasiligini ve antibiyotik direng
paterninin yakindan takip edilmesinin gerektigini distindirmektedir.
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PBP-3

Pigment Olusturan iki Mikobakteri izolati: Yeni Mikobakteri Tiirleri Olabilir Mi?

Cengiz Cavusoglu

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bornova, izmir.

Mikobakterilerin tanimlanmasi igin 6nceki yillarda biyokimyasal testler ve hlcre duvar
lipid analizleri kullaniimaktaydi. Son yillarda ozellikle 16S rRNA geni dizi analizinin
kullanima girmesiyle mikobakterilerin tanimlanmasinda énemli ilerlemeler saglanmis,
son vyillarda ¢ok sayida yeni mikobakteri tirli bulunmus ve yeni taksonomik gruplar
tanimlanmistir.

Sunulan galigmada iki farkli hastanin balgam 6rneginden soyutlanan iki mikobakteri
izolati (Mycobacterium sp. G1368 ve Mycobacterium sp. E498); biyokimyasal dzellikleri
(ireme hizi, Greme Isisi, pigment olusturma, nitrat indirgeme, telllrit indirgeme, Ureaz,
pirazinamidaz, arilsiilfataz, Tween 80 hidrolizi, isiya direngli katalaz ve semikantitatif
katalaz), antibiyotik duyarliliklari (amikasin, siprofloksasin, klaritromisin, doksisiklin,
imipenem, trimetoprim-siilfametoksazol), HPLC ile hicre duvan lipid analizleri, 65-
kDa’luk 1si sok proteini (hsp65) ve 16S rRNA geni dizi analizleri temel alinarak
tanimlanmisgtir.

Mycobacterium sp. G1368'nin hsp65 geninin parsiyel DNA dizi analizinin Mycobacterium
sp. variant MS430 ile %99, 16S rRNA geninin dizi analizinin Mycobacterium duvalii ile
%98; Mycobacterium sp. E498’in hsp65 geninin parsiyel dizi analizinin Mycobacterium
novocastrense strain CIP105546 ile %95, Mycobacterium holsaticum AJ310469 ile %94,
16S rRNA geni dizi analizinin ise Mycobacterium moriokaense DSM 44221T ve
Mycobacterium fallax AF480600 ile %99 dizi homolojisi gdsterdigi saptanmigtir. Ayrica
izolatlarin kendilerine 6zgu fenotipik 6zellikleri oldugu ve HPLC paternlerinin daha once
tanimlanmis hicbir mikobakteri tiri ile homoloji géstermedigi belirlenmisgtir.

Sonug olarak hastalardan birer kez izole edilen ve hastalikla iligkili olduklar
kanitlanamayan bu izolatlara, mikobakterilerin taksonomisindeki son yillardaki gorisler
dogrultusunda yeni tur isimleri verilmemistir. Ancak fenotipik ve genotipik Ozellikleri
tanimlanan bu izolatlar, yeni mikobakteri tirleri olarak degerlendirilmistir.

201




PBP-4

Hizli Rifampisin ve izoniazid Direnci Saptayan Genotype®MTBDR Testinin
Performansinin Degerlendirilmesi

Cengiz Cavusoglu, Ajda Turhan, Pinar Akinci, liknur Séyler
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bornova, izmir.

Son yillarda rifampisin (RIF) ve izoniazid (INH) direncinden sorumlu rpoB ve katG
genlerindeki mutasyonlarin saptanmasi igin, DNA dizi analizi ve revers hibridizasyon
testleri gibi cesitli molekiler yontemler kullaniimaktadir. Genotype®MTBDR (Hain
Lifescience GmbH, Nehren, Germany) testi Mycobacterium tuberculosis'de katG ve rpoB
bdlgesinde sik gdriilen mutasyonlari saptayan, revers hibridizasyon temelli yeni bir Kkittir.
Sunulan galismada bu testin performansinin degerlendiriimesi amaglanmistir.

Calismada birinci segenek antitiiberkiiloz ilaglara karsi duyarliligi daha énce 7H10 agar
proporsiyon ydéntemi ile belirlenmis, rpoB geni mutasyonlari ve Inno-LiPA RifTB
paternleri bilinen 37’si ayni zamanda INH’a direngli olan toplam 41 RIF’e direngli
M.tuberculosis susu incelenmistir. Genotype®MTBDR testi igin multipleks PCR ile
coglatilan katG ve rpoB genleri, seritlerde bulunan 6zgiil DNA problariyla hibridize
edilmis ve olusan bant patemleri degerlendirilmistir. Ayrica, Genotype® MTBDR testi ile
katG mutasyonu saptanan suslarda katG geninin DNA dizi analizi yapiimistir.
Genotype® MTBDR testiyle, RIF’e direncli 41 izolatin 39'unda (%95) RIF direnci dogru
olarak saptanirken, iki izolat duyarli olarak tanimlanmistir. GIn-490-His mutasyonu olan
izolat Inno-LiPA Rif.TB testiyle de duyarll olarak saptanirken, 514-515'de Arg
insersiyonu olan dider izolatta Inno-LiPA Rif.TB ile AS1, AS2 direng paterni
saptanmistir. Genotype®MTBDR ile ayrica 37 INH'a direncli izolatin 27’sinde (%73)
katG mutasyonu (INH direnci) belirlenmistir. Bu izolatlarin tiimiinde katG genindeki
mutasyonlar DNA dizi analiziyle de dogrulanmistir. Genotype®MTBDR testiyle, Inno-
LIPA Rif.TB ile saptanabilen bir insersiyon mutasyonu tanimlanamamstir. Bu

dezavantajina karsin, Genotype®MTBDR testi de katG genindeki mutasyonlari
saptayabilmektedir.

Sonug olarak bizim bulgularimiz, Genotype®MTBDR testinin gogul direngli tiiberkiilozun
tanisinda yararli olabilecegini gostermektedir.
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PBP-5

Tuberkiiloz Hastaliginin Tanisinda Ehlich Ziehl Neelsen Boyama, BACTEC 460 TB
ve MTD Gen Prob Yontemlerinin Karsilagtinimasi

Sevim MESE, Tuncer OZEKINCI, Selahattin ATMACA, Kadri GUL
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Diyarbakir.

Tuberkllozun kontrolinde en &nemli asama, aktif olgulara erken ve dogru tani
konulmasidir. Son vyillarda mikobakterilerin hastalik o6rneklerinden kisa slrede
saptanmasi i¢in radyometrik ve kromtografik sistemler, nukleik aside dayali molekiler
yontemler gelistiriimistir. Bu calismada Ehlich Ziehl Neelsen (EZN) boyama ve MTD
yontemleri, altin standart olarak kabul edilen BACTEC 460 TB sistemiyle
karsgilagtinimistir.

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’'na tiiberkiloz én tanisi
almig hastalardan goénderilen toplam 305 6rnek (100 balgam, 7 bronkoalveolar lavaj, 74
beyin omurilik sivisi, 34 idrar, 17 mide aglk sivisi, 29 plevral mai, 26 asit mai, 10 yara, 4
perikardial mai, 3 eklem sivisi, 1 nefrostomi) calgilmistir. Ornekler homojenizasyon,
dekontaminasyon, noétralizasyon islemlerinden sonra; EZN, BACTEC 460 TB ve MTD-
Gen-Probe yontemleriyle incelenmistir. Elde edilen veriler ile BACTEC radyometrik kiltar
sistemi referans alinarak EZN ve MTD yontemleri icin validite degerleri hesaplanmstir.

EZN yonteminin duyarlihgi, 6zgulligl, pozitif prediktif ve negatif prediktif degerleri
sirasiyla solunum yolu 6rneklerinde %83.3, %95, %50, %98.9, solunum yolu disindaki
orneklerde ise %18.2, %98.4, %40, %95.3; MTD ydntemi icin bu oranlar sirasiyla
solunum yolu 6rneklerinde %83.3, %94, %45.5, %98.9 ve solunum yolu digindaki
orneklerde %54.5, %88.2, %21.4 ve %97 olarak bulunmustur.

Sonug olarak, EZN, MTD ve BACTEC 460 TB ybéntemlerinin iyi kalitede prosedir ve
kontrolli calisiima ile kombine kullaniminin, tiberkiloz hastalidina erken ve dogru tan
konulmasi bakimindan énemli bir agsama olabilecegi kanisina varilmistir.
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PBP-6

Tiirkiye’de iki Olguda Entamoeba moshkovskii Varlig

Mehmet Tanyiiksel’, Mustafa UlukanligiF’, Zeynep Gliclii’, Engin Araz’, Ozgiir Koru’,
William A Petri, Jr’

TGATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Tibbi Parazitoloji BD, Ankara.
Harran Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Sanliurfa.

*Virginia Universitesi, Infeksiyon Hastaliklari Bélimu, Charlottesville, Virginia, ABD.

Entamoeba moshkovskii, kist ve trofozoit formlari ile Entamoeba histolytica ve
Entamoeba dispardan ayirt edilemeyen, dnceleri de serbest yasayan amipler olarak
dislnllen bir amip tiridir. Insanlarda fazlaca bildirimeyen ve hastalik yapma
konusunda kesin kanitlari bulunmayan E.moshkovskirnin tanisi, glinimizde sadece
molekiiler yéntemlerle mimkiindir. Ulkemizde ishal ya da dizanteri yakinmalari olanlarla
birlikte asemptomatik hastalarda, invaziv ozellk gésteren E.histolytica’ya
E.moshkovskirnin morfolojik benzerligi nedeniyle yanhs tani ve gereksiz tedavi riski
bulunmaktadir.

Farkh tani1 yéntemlerinin (mikroskobik baki, E.histolytica 6zgtl antijen ELISA, dipstik test,
PCR) kullaniimasiyla amebiyazisin prevalansini hedefleyen calismada, iki digki
orneginde E.moshkovskii PCR pozitifligi bulunmustur. Digki omeklerinden DNA
ekstraksiyonu sonrasi, E.moshkovskii'ye 6zgul “nested” SSU rDNA PCR urlnlerinin Xho
| restriksiyon enzim ile kesilmesiyle elde edilen Griinler referans sus ile benzerlik
gostermistir. Olgulardan birisi 2 yasindaki kiz cocugu, digeri 36 yasindaki bayan hastada
ishal, halsizlik ve kilo kaybi yakinma/belirtileri bulunmakta idi. Diskinin mikroskobik
bakisinda E.histolytica’ya benzer yapilar gérilmemis olmasina ragmen, her iki hastada
da ayni zamanda E.histolytica 6zgul antijen ELISA testi pozitif bulunmustur. Ayni
konakta E.histolytica ve E.moshkovskiinin birlikte bulunmasi ve (lkemizde
E.moshkovskirnin ilk kez saptanmis olmasi ézginddr.

Amebiyazisde molekiler temelli calismalarin 6énemi ve bazi hastalarda da
E.moshkovskirnin varliginin géz ardi edilmemesinin, lilkemiz amebiyazis epidemiyolojik
bilgilerine katki saglayacagi muhakkaktir.
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PBP-7
Multipleks PCR Y&ntemi Mide Biopsilerinde Bulunan Helicobacter pylori
Suslarinin Genotip Analizi igin Avantajli Bir Yéntem Midir?

Bora Kazim Bdlek, Barik Salih

Fatih Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bélimii, Istanbul.

Helicobacter pylori, kronik gastrit ve peptik Ulser hastaliklarinin etkeni olup mide
kanserinde de &nemli bir rol oynar. Bu ¢alismanin amaci, multipleks PCR yontemiyle
H.pylorinin cagA ve vacA genotiplerini analiz etmek ve bunlann hastalik sonuglaryla
iliskisini ortaya koymaktir.

Calismada 54 hastadan izole edilen H.pylori [35 duodenum Ulseri (DU), 7 mide Ulseri
(MU), 10 gastrit ve 2 tane mide kanseri hastasi] susu incelemeye alinmistir. CLO ve
PCR testleri i¢in her hastanin antrumundan 2 biopsi alinmig ve cagA, vacA s1, s2, m1 ve
m2 bélgelerine 6zel 3 set primer kullanilarak multipleks PCR yapilmigtir.

H.pylori; 35 DU hastasinin 30’unda (%85.7), 7 MU hastasinin tamaminda (%100), 10
gastrit hastasinin 7’sinde (%70) tanesinde saptanmigtir. CagA geni, 30 DU hastasinin
26’sinda (%86.6) pozitif bulunmustur. Bunlarin 13°G s1/m1, 4’0 s1/m2, 6's1 s2/m2 ve 30
s2/m1 genotipine sahiptir. CagA negatif 4 DU hastasinin genotipleri ise s1/m2 olarak
belirlenmistir. Mide tlseri hastalarinin 5% (%71.4) cagA pozitif bulunmus; bunlarin 2’'sinde
s1/m2 ve 3'iinde s2/m2 genotipi belifenmistir. iki cagA negatif MU hastasi ise s2/m2
genotipine sahiptir. Gastrit hastalarinin 4'i (%57) cagA pozitif bulunmus; bunlarin 3'Gniin
s1/m2, birinin ise s2/m1 genotipine sahip oldugu izlenmistir. H.pylori cagA-vacA-s1
genotipi ile peptik tlser hastaliklar arasinda 6nemli bir iligki bulunmaktadir.

Multipleks PCR ydnteminin muhtelif H.pylori genotiplerinin tek seferde belilenmesinde,
tek primerle 2 alelin tespit edilmesinde, genlerin kismi ve tam delesyonlarinin
saptanmasinda, genotip-hastalik iligkisinin analizinde bir ok faydasi bulunmaktadir.
Ayrica bu yéntem, hem zaman acisindan hem de ekonomik bakimdan verimlidir.
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PBP-8

Helicobacter pylori’nin Izositrat Dehidrogenaz Enzimi, immiinojenik Potansiyele
Sahip Olup Gastrit ve Ulser Hastalarinin Normal Vakalardan Ayirt Edilmesini
Saglayabilecek Bir Antijendir
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Gastrit ve peptik Ulsere neden olan Helicobacter pylori, ayrica mide kanserinde risk
faktorl olarak distinilen bir bakteridir. immiinojenik proteinlerden yararlanilarak yapilan,
0zgll ve invasiv olmayan yontemler H.pylorinin neden oldudu peptik hastaliklarin
tanisinda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, H.pylorinin 6nemli bir proteini olan “isocitrate
dehydrogenase”in (ICD) imminojenik potansiyeli belifenmis ve serolojik tanida
kullanimi gergeklestirilmistir.

Galismada H.pylorinin ICD proteininin amino asit sekansi, yiiksek antijenik &zellik
tagiyan imminojenik epitoplarin “in silico” analizinde kullaniimistir. Daha sonra jcd geni
klonlanarak E.coli'de eksprese edilmis ve saflastirlarak homojenize edilmistir. Kendi
hazirladigimiz ELISA yénteminde, rekombinant ICD antijen olarak kullaniimis ve 90
gastrit/llser hastasi ile 22 normal kisinin (toplam 119) serumlarinda antikor varlidi
arastinlmistir. Bu yéntem ayrica C.jejuni tarafindan infekte edilmis olan ve kontrol grubu
olarak kullanilan 7 hastaya da uygulanmustir.

Kontrol grubuyla karsilagtirldiginda H.pylori ICD proteininin infekte olmus hastalarda
yuksek miktarda antikor tretimine neden oldugu saptanmustir. Kontrol grubunda higbir
pozitifligin saptanmamasi, bu antikor tretiminin H.pylori'ye 6zgil oldugunu gostermistir.
Ure soluk testi negatif cikan vakalarda ve asemptomatik vakalarda da antikor
pozitifligine rastlanmamistir.

Sonug olarak, H.pylori ICD proteini gelecek vaat eden, teshis amacl bir antijen olarak,
hastalarin ve suglarin genetik cografyasina bakilmaksizin kullanilabilir.
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2002-2005 Yillar Arasinda izole Edilen Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
Suslarinin Molekiiler Epidemiyolojisi
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Bu calismada 2002-2005 yillari arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Ibn-i Sina
hastanesinde yatan hastalardan izole edilen metisilin direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) izolatlarinin; kromozomal kaset tipleri (SCCmec), aksesuar gen regtlator (agr)
tiplendirimi  ve toksin gen Ozellikleri ile, PFGE paternlerinin ortaya konulmasi
amaclanmistir.

“Mini-Api” (BioMerieux) yéntemi ile MRSA tanisi konulan 134 sus calismaya alinmistir.
Bu suslarin mecA ve Panton Valentine Lokosidin (PVL) genleri standart PCR ydntemi
ile, kromozomal kaset tipleri, agr tipleri ve toksin genlerinin varigi multipleks PCR ile
caligiimig, suslar PFGE ile de tiplendirilmistir.

Caligilan 134 susun hepsi mecA pozitif olarak bulunmustur. 134 susun 87’si (%64.9)
PVL pozitif olarak saptanmistir. izolatlar kromozomal kaset tipleri acisindan
incelendiginde, 109 izolat (%81.3) tip 3 olarak saptanmigtir. Toksin genlerinden en sik
stafilokokkal enterotoksin A (85 izolat, %63.4) gorulmustir. izolatlarin agr tipleri
incelendiginde, 134 izolatin 119'u (%88.8) agr tip | olarak saptanmistir. PFGE paternleri
agisindan suslar arasinda tek bir hakim klonun varligi goze carpmaktadir.

Bu ¢alismada, hastanemizde izole edilen MRSA suslarinin genotipik ozellikleri ortaya
konulmustur. Tirkiye ¢apinda baskin olan MRSA klonun tanimlanmasi icin genis capli
ve cok merkezli caligmalara ihtiyag vardir
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BOS Orneklerinde Mycobacterium tuberculosis Saptanmasinda Gergek Zamanli
PCR, Kiiltiir ve Mikroskobik Ydntemlerin Kargilagtirilmasi

Canan Kiilah, Fiisun Bedendik Cémert, Elif Aktas, Nagehan Ozli, Osman Aydin
Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Zonguldak.

Tiiberkiiloz menenjiti, tani ve tedavisindeki gtigliikler ve ciddi komplikasyonlari ile Gnemli
bir saglik problemidir. Erken ve dogru tani morbidite ve mortaliteyi azaltmaktadir. Bu

nedenle, duyarlilik ve 6zgllligi yiksek hizli laboratuvar tani yontemlerinin kullaniimasi
gerekmektedir.

Calismamizda, Subat 2003-Aralik 2005 tarihleri arasinda laboratuvarimiza tiiberkiiloz
menenijiti 6n tanisi ile goénderilen 27 beyin omurilik sivisi (BOS) 6rnegi retrospektif olarak
degerlendirilmistir. Degerlendirmede standart kiltir referans yoéntem olarak kabul
edilmistir. Tim 6rneklerin Léwenstein Jensen’e (LJ) ekimi yapilimis, ayrica ikinci kaltdr
vasati olarak Mycobacteria-Growth Indicator Tube (MGIT, Beckton Dickinson)
kullanimistir. Mikroskobik inceleme icin Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) ve auromin-
rhodamin boyama ydntemleri kullanilmigtir. DNA izolasyonu igin proteinaz K g¢ozeltisi
eklenerek bir gece 56°C’de bekletilen orneklere, klasik fenol-kloroform ekstraksiyon
yéntemi uygulanmistir. M.tuberculosis DNA’s1, 1IS6110 gen bdlgesine yonelik primerler
ve prob kullanilarak, ABI 7700 (PE Biosystems) cihazinda gergek zamanl PCR ydntemi
ile amplifiye edilmistir.

Calisan 27 &rnegin timiiniin mikroskobik degerlendirmeleri Mycobacterium agisindan
negatif olarak bulunmustur. Orneklerin ikisinde (%7.4) kiltirde Ureme saptanmistir. Bir
ornekte LJ’ de, digerinde ise MGIT’da Greme olmustur. PCR ydntemi érneklerin ikisinde
(%7.4) pozitif sonug verirken, kiltir pozitif olan iki érnekte negatif sonu¢ vermistir. Bu
testin duyarhlk, dzgilliik, pozitif ve negatif belirleyicilik dederleri sirasiyla; %0, %92, %0,
%92 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak, tiberkiloz menenijitinin laboratuvar tanisinda mikroskopi ve nikleik asit
codaltma yéntemlerinin, mutlaka kultir yéntemleriyle birlikte yapilmasi ve
degerlendiriimesi gereklidir. Yontemlerin uygunlugu ve uyumlulugu ¢ok sayida ornek
uzerinde ¢alisilarak test edilmelidir.
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Cevresel Enterokoklarda Makrolidlere ve Linkozamidlere Direng Mekanizmalari
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insanlarda ve hayvanlarda normal barsak florasinda yer alan enterokoklar, digki ile
cevreye vyayilabilir ve gevre sartlarina dayanabilmesi nedeniyle gevreden tekrar
hayvanlara ve insanlara bulasabilir. Cogunlukla goklu antibiyotik direncine sahip olan
enterokoklar direng geni transferinde de énemli rol oynarlar.

Aydin merkez ilge sinirlari igerisinde yer alan aritim tesislerinin giris ve ¢ikis sularindan,
Menderes nehrinden ve tarimsal amagcl kullanilan su kanallarindan alinan su ornekleri
ile bu sular ile beslenen tarimsal araziden alinan toprak érnekleri gibi gesitli gevresel
ortamlardan izole edilen 23 enterokokdan 14°i (%61) eritromisine direngli bulunmustur.
Bu calismada ¢evreden izole edilen eritromisine direngli enterokoklarda direng
mekanizmalari, erm(A), erm(B), erm(C), msr(A) ve mef(A) genlerinin varigi PCR
yontemi kullanilarak arastinimistir. Tim izolatlarda klindamisine inaktivasyon yoluyla
direng varligi Gots’ testi ile galisiimistir.

Eritromisine direngli 14 enterokoktan 5’inde erm(B) geni saptanmistir. Test edilen
suglarin hicbirisinde erm(A), erm(C), msr(A) ve mef(A) genleri bulunamamistir.
Cevreden izole edilen 23 sustan 4'Unln klindamisini inaktive ettigi gozlenmistir.
Klindamisini inaktive eden 4 sustan 3'Unun ayni zamanda erm(B) geni de tagidigi PCR
ile tespit edilmistir.

Cevreden izole edilen enterokoklarda yiiksek oranda makrolid direnci saptanmigtir
(%61). Enterokoklarda yaygin olarak bulunan erm(B) geni direngli suslarin %36’sinda
saptanmig, diger suslarda bilinen direng genleri bulunamamistir. Klindamisine
inaktivasyonla direng sadlayan genin tespiti ve erm(B) tagimayan direncli suslardaki
mekanizmanin belirlenmesi igin ileri calismalar gerekmektedir.
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Chlamydia trachomatis Tanisinda Uretral Siriintii ve Ik Akim idrar Orneklerinde

Real-time PZR ve DFA Metodlarinin Karsilastiriimasi
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Galismanin amaci Chlamidya trachomatis tanisinda kullanilan tretral surtintd ve ilk akim
idrar 6rneklerinde direk floresan antikor (DFA) ve real-time polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) metodlarinin kargilastiriimasidir.

Akdeniz Universitesi Hastanesi Uroloji Poliklinigi'ne iretrit semptomlariyla basvuran ve
klinik muayene ile non-gonokoksik Uretrit 6n tanisi alan 37 erkek hastadan ilk akim idrar
ve sonrasinda Uretral sdrintd édmegi toplanmistir. Alinan surinti o6rneklerinde DFA
metodu ile (Fluorotect Chlamydia-Omega Diagnostics, ingiltere) C.trachomatis antijeni,
idrar orneklerinde ise real-time PZR metodu ile (RealArt™ C.frachomatis PCR Kits-
Artus, Almanya) C.trachomatis DNA’s! arastirilmistir.

Otuzyedi olgunun 28’inde (%75.6) DFA ve PZR testi negatif olarak bulunmustur. DFA
negatif bir hastada PZR inhibitéri saptanmistir. Bir olguda ise hem PZR hem DFA
pozitif bulunmustur. Kalan yedi olguda DFA pozitif ama PZR negatif olarak

degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel analizde “Fischer's exact” p degeri 0.22
bulunmustur.

Sonug olarak bu galigmada, PZR’nin DFA'ya Ustlnligu saptanmamistir (p=0,22). PZR
negatif, DFA pozitif olgularin dogrulanmasi icin ileri tanimlama testleri yapiimasi
gerekmektedir. Iki test arasindaki uyumu aragtirmak igin ayni érneklerle ve daha fazla
hasta grubunda calismalar yapilmasi gereklidir.




Helicobacter pylori Klinik izolatlarinda CagA Prevalansi
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Helicobacter pylori, mide mukozasinda kolonize olan, mikroaerofilik, spiral sekilli bir
bakteridir. Kolonizasyonun yanisira, H.pylori nin kronik atrofik gastrit ve peptik ilsere
neden oldugu gosterilmistir. Gastrik adenokarsinoma icin de risk fakidrii olarak kabul
edilmektedir. cagA geni (cytotoxin-associated-gene; sitotoksinle iligkili gen) pozitif
H.pylori suslariyla infeksiyonun, gastrik kanser igin risk olusturdugu bildirilmistir. Bu
calismada, H.pylori klinik izolatlarinda cagA geninin PCR ile saptanmasi amaglanmistir.

Calisma, 1997-2003 yillan arasinda izole edilmis, erigkin ve gocuk hastalara ait 198 stok
sus ile gergeklestirilmistir. Bu izolatlardan, setil trimetil amonyum bromid (CTAB) yontemi
kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmistir. F1 ve B1 primerleri kullanilarak cagA geninin
348 baz ciftlik bélgesi ¢ogaltilmistir (Gen Bankasi no: L11714, pozisyon 1231 ve 1578
R). Pozitif kontrol olarak, H.pylori NCTC 11637 standart susu, negatif kontrol olarak
distile su kullanilmistir. PCR Grinleri, %1.3 agaroz jel elektroforezinin ardindan, etidyum
bromiirle boyanarak goériinir hale getiriimistir. Jel, UV 1sik kaynaginin uzerinde
incelenmigtir.

Sonug olarak, 198 izolatin 116’sinda (%58.6) cagA geni pozitif olarak saptanmistir. Bu
bulgu, hastanemizdeki erigkin ve gocuk hastalara ait H.pylori klinik izolatlarinda, dnemli
bir virulans faktérii olan cagA prevalansini géstermesi agisindan degerlidir.
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Mikobakterilerin Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi Amaciyla

Ug Yéntemin Karsilastirilmasi
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Mycobacterium  tuberculosis  digindaki  mikobakterilerin  (NTM;  non-tuberculous
mycobacteria) hizli bir sekilde tanimlanabilmeleri, dogru tedavi yaklasimlarinin saglanmasi
agisindan ¢ok énemlidir. Bu ¢alismanin amaci, tiim mikobakteri tirlerinin kisa bir siirede tiir
dizeyinde tanimlanmasinin saglanmasi amaciyla rutin olarak kullanilabilecek bir yéntemin
belirlenmesidir.

Bunun igin, BACTEC 460 sisteminde mikobakteriyel treme olarak saptanmis suslardan,
NAP testi sonucunda NTM olarak tanimlanan suslar kullanilmistir. Bu suslara PCR-
restriksiyon enzim analizi yntemi, GenoType Mycobacterium strip test (Hain Lifescience,
Almanya) ve Mycotype-All kiti (Salubris AS, Istanbul) uygulanarak tiir diizeyinde
tanimlanmalarn saglanmistir. Restriksiyon enzim analizi hsp65 geninin PCR sonrasinda
Bstll ve Haelll restriksiyon enzimleri ile kesilmesiyle yapiimistir. GenoType Mycobacterium
strip testi icin, hedef bdlgenin PCR ile cogaltiimasindan sonra, 6zel stripler lizerine aktarma
islemi yapilarak, her stripte bant veya bantlarin olusma yerine gére incelenen susun hangi
mikobakteri tlrtine ait oldugu belirlenmistir. MycoType-All kiti ile tanimlama (iretici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda yapilmig, sonuglarin degerlendirilmesi kit igeriginde bulunan
Myker B ve Myker H isimli iki farkli molekdiil agirlik standarti ile yapilmistir.

Calismaya dahil edilen 35 mikobakteri izolati ¢ yéntemle de tanimlanmaya caligilmistr.
Sonuclar karsilastirildiginda, suglarin 28’inde  NTM isimlendirmelerinin  ayni  oldugu
gorilmustir. Yedi NTM tiriinde ise farkli sonuglara ulagilmistir. Bu susglarin tanimlanmalari
icin hsp65 geninin DNA dizi analizi yapilmistir. DNA dizi analizi sonuglari incelendiginde; 4
NTM izolati icin klasik PCR-restriksiyon enzim analizi yéntemi ile, 2 NTM izolati igin
Mycotype-All kiti ile ve bir NTM izolati icin de GenoType Mycobacterium strip testi ile
uyumsuz sonug elde edildigi gérilmustir.

Bu galismada, tir dizeyinde mikobakteri tanmlanmasinda ti¢ yéntemin de rutin kullanima
uygun oldugu, ancak hazir tanimlama kitlerinin, standardizasyon saglanabilmesi agisindan
daha uygun olduklari sonucuna variimistir.
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Ug Farkli Mikobakteriyel DNA izolasyon Yénteminin Kargilagtinimasi
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Mikobakteri infeksiyonlarinda tanimin kisa bir siirede konabilmesi biyik onem
tagimaktadir. Bu nedenle molekiiler yoéntemler giinlimizde degerli tani araglari haline
gelmislerdir. PCR oncesinde uygulanan DNA izolasyon agamasi, kullanilan testin
duyarlihdini etkileyen en 6nemli basamaklardan biridir. Bu calismada mikobakteri
infeksiyonlarinin tanisinda kullanilan PCR yéntemlerinin verimliligini etkileyebilecek ¢
DNA izolasyon yontemi karsilastinimistir.

Bu amacla kaynatma yéntemi, MagNA Pure LC otomatize izolasyon sistemi (Roche
Applied Science, Germany) ve Magtration 12GC (Precision System Science, Germany)
otomatize izolasyon sisteminin duyarliliklar, dért farkll mikobakteri tarinin seri
diliisyonlar hazirlanarak test edilmistir. Bunun igin &ncelikle, M.tuberculosis H37Ra
standart susu, M.tuberculosis hasta izolati, M.phlei ve M.smegmatis kiiltirlerinden 0.5
McFarland  bulanikiginda  mikobakteri  stspansiyonlari  hazirlanmistir.  Bu
siispansiyonlardan, Tris EDTA tamponu iginde sekiz adet 107" seri dilisyon yapiimistir.
Bu dért mikobakteri tiiriniin seri diliisyonlarina t¢ yéntemle de DNA izolasyonu
uygulanmistir. Daha sonra PCR ile, tiim mikobakterilerde bulunan hsp65 genine ézgul
primerler kullanilarak 441 baz iftlik bélge gogaltilmistir.

Elde edilen iriinler agaroz jel elektroforezi ile ayristirildiginda, bant gézlenebilen en
dusik dilisyon orani, 107 ile MagNa Pure ve Magtration sistemleriyle izolasyon yapilan
H37Ra susunda saptanmistir. H37Ra susunun kaynatma y6ntemi ile izolasyonunda ise
ancak 107 diliisyonda bant gdzlenebilmistir. M.tuberculosis izolatinda MagNa Pure
sistemi, Magtration sistemi ve kaynatma ydntemiyle sirasiyla 10 10° ve 10
dilisyonlarda bant gézlenmistir. M.smegmatis ve M.phlei suslarinda ise amplifikasyon
sirasiyla 10,10 102 ve 10* 10?107 diliisyonlarinda gézlenmistir.

Calisma sonucunda, MagNa Pure sistemi ile daha disgik miktarlardaki DNA’nin
saptanabildigi, kaynatma yontemiyle ise ancak ylksek miktarlardaki DNA’nin
saptanabildigi gérilmistir. Bu nedenle rutin PCR uygulamalarinda hem daha duyarli
olmalan nedeniyle, hem de standardizasyon saglanabilmesi igin, otomatize izolasyon
sistemlerinin kullanilmasinin uygun olacagi sonucuna varimistir.
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NUkleik asit amplifikasyon yontemleri tiiberkiiloz infeksiyonlarinin hizli tanisinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Glinimtizde rutin tani amaci ile kullanilan pek ¢cok yontem ve
ticari kit bulunmaktadir. Bu yontemlerin duyarhihi@ini ve ézgiilligini etkileyen en dnemli
basamaklardan biri klinik érneklerden DNA izolasyonudur.

Galismamizda klinik ve radyolojik bulgular ile tiiberkiiloz én tanisi almis tedavi 6ncesi 50
hastadan alinan balgam érneklerinde DNA izolasyonu; standart NALC-NaOH yontemiyle
dekontaminasyon-homojenizasyon ve konsantrasyon iglemi sonrasinda kaynatma, tek
basamakli proteinaz K sindirimi, kati faz absorbsiyon (QlAamp), guanidin izotiyosiyanat
lizis ve izopropanol presipitasyonu (Heliosis, METIS) ve DNA presipitasyon (Epicentre
Technologies) temeline dayanan bes farkhi ekstraksiyon ydntemi ile yapiimistir. DNA
ornekleri, Mycobacterium tuberculosis‘in 156110 bélgesine dzgiil primerler kullanilarak
‘in-house” PCR yéntemi ile g¢ogaltlmis, PCR friinleri %2k agaroz jelde
gorlntllenmistir. Calismadan elde edilen sonuglar, klinik bulgular ve kiiltir (Léwenstein-
Jensen) yéntemi ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Sonug olarak testlerin pozitflik saptama orani; kaynatma yontemi ile %21, tek basamakli
proteinaz K, guanidin izotiyosiyanat lizis ve izopropanol presipitasyonu yéntemleri ile
%38, DNA presipitasyon yontemi ile %41 ve kati faz absorbsiyonu yéntemi ile %57
olarak saptanmistir.
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Kardes Kistik Fibrozisli Hastalardan infeksiyon Etkeni Olarak izole Edilen
Staphylococcus aureus Suslannin Molekiiler Tiplendirmesi
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Staphylococcus aureus kistik fibrozisli (KF) hastalarda gelisen solunum yolu
infeksiyonlarinda siklikla ilk izole edilen patojendir. KF'li hastalar en az 1-2 yil ayni
S.aureus susu ile infekte veya kolonize olabilmektedir. KF'li hastalarda S.aureus suslari
aile igi yayilim gdstermektedir. Bu calismada amag /) kardes KF hastalarindan izole
edilen S.aureus suslarinin genotiplerinin belirlenmesi, /i) olgularda saptanan S.aureus
izolatlarinin izlem siresince genetik cesitliliginin saptanmasi, i) kardegler arasi ve
hastalar arasi bulas varliginin arastirnimasidir.

Alti cift KF’li kardesten izole edilen toplam 27 S.aureus sugu galigmaya alinmistir.
S.aureus suslan Gram-boyama, katalaz ve koagilaz testleri ile tanimlanmistir. DNA
izolasyonu ve saflagtirimasi icin CTAB (cetyltimethyl-ammonium bromide) ydntemi
uygulanmigtir. Molekiler tiplendirme amaciyla kullanilan AP (Arbitrarily primed)-PCR
yénteminde M13 ve ERIC (Enterobacteial repetetive intergenic consensus)-PCR
yonteminde ERIC-2 primeri kullanilmigtir.

Dért ¢ift kardes birer, diger iki ¢ift kardes ise her biri (i¢ ve lizerinde olmak Gzere toplam
19 infeksiyon episoduna sahip bulunmustur. ERIC-PCR yontemi sonucunda dort cift
KF'li kardesin kendi iglerinde ayni sus ile infekte olduklari gdézlenmistir. Birden cok
izolata sahip olgularin ayni genotipteki izolati 7 ay-9 yil siire ile tagidiklar izlenmistir.
Farkli kardes gruplar arasinda ¢apraz bulagi destekleyecek bir bulguya rastlanmamistir.

Kardes KF'li hastalarin ayni genotipte S.aureus suslariyla infekte olmalari, infeksiyon
kaynaginin ayni oldugunu veya infeksiyon etkeninin bir kardesten digerine bulastigini
gdstermektedir. Farkli genotipte S.aureus izolati olan hastalarda bazi genotiplerin uzun
siireli kolonizasyonu, belli genotiplerin solunum yoluna adaptasyonunun digerlerine gore
daha basarili oldugunu disindirmektedir.
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Klinik Orneklerden izole Edilen Stafilokoklarda mecA Gen Varh@inin
Arastiriimasi

Ihsan Hakki Ciftgi, Zafer Cetinkaya, Orhan Cem Aktepe, Mustafa Altindis

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Afyonkarahisar.

Stafilokoklar, nozokomiyal patojen olarak hastanede yatan hastalarda mortalite ve
morbiditenin major nedenlerinden biridir. Siklikla hastane kékenli suslarin penisilin
baglayan protein 2 (PBP2) degisimleri ile tim beta-laktam ajanlara karsi direng
gelistirdigi bilinmektedir. Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde, direncin
heterojen olmasi ve dislik seviyede de direncli suslarin bulunmasi nedeniyle
konvansiyonel duyarliik testleri yetersiz kalabilmektedir. Ayrica metisilin direngli
stafilokok suglarin giderek artmasi, laboratuvarlarda dirence sahip suslarin dogru, hizli
ve diigliik maliyetlerle saptanmasini gerektirmektedir. Stafilokoklarda metisilin direncinin
belirenmesinde altin standart, diisiik afiniteli PBP2a’y1 kodlayan mecA gen bdlgesinin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile gésterilmesidir.

Galismamizda, metisilin direnci oksasilin disk difiizyon yéntemiyle belirlenen
stafilokoklarda mecA gen varli§i PCR ile arastirimistir. Bakterilerden DNA izolasyonu
klasik fenol-kloroform yontemi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen DNA'larla yapilan
PCR calismalarinda 533 baz giftlik mecA gen bodlgesine 6zgiil primerler kullaniimis ve
elde edilen Grinler %1 agaroz jelde gdrintilenmistir. Metisilin direnci oksasilin disk
difizyon yontemiyle belirlenen 30 metisilin direncli Staphylococcus aureus izolatinin
tamaminda mecA gen varli§i saptanmig, metisilin direnci géstermeyen 10 koagiilaz
negatif stafilokok susunun higbirinde ise mecA geni bulunmamstir.

Sonug olarak, disk diflizyon yontemi ile direncli bulunan suslarin hepsi PCR ile de
direngli bulunarak dogrulanmig, disk difiizyon sonuglari PCR sonuclari ile uyumiu
bulunmustur.
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Hastanemizde izole Edilen Vankomisin Direngli Enterococcus faecium izolatlarinin
Molekiiler Analizi

Abdullah Kilig, Zeynep Senses, Hakan Aydogan, Ahmet Basustaoglu
GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, 06018, Etlik, Ankara.

Enterokok tirleri saglikli kisilerin normal florasinda bulunmasina ragmen, endokardit,
kan akimi ve uriner sistem infeksiyonlarina neden olmaktadir. Bu tlr infeksiyonlarnn
tedavisinde vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Son zamanlarda Ulkemizde vankomisin direngli enterokoklarin (VDE)
neden oldudu infeksiyonlarin sayisinda artislar olmustur. VDE’larda yedi farkli direng
geni tanimlanmis olmasina ragmen Tirkiye'de en sk VanA tip fenotipik direng
gosterilmistir.

Calismamiza, hastanemizde 2000-2004 yillari arasinda biri beyin omurilik sivisi, digerleri
ise kan kultiirlerinden olmak tzere farkli hastalardan izole edilen doért Enterocooccus
faecium susu dahil edilmigtir. izolatlarin Kirby-Bauer disk difiizyon testi ile vankomisin ve
teikoplanine direncli oldugu ve VanA fenotip oldugu gdsterilmistir. Daha sonra izolatlarn
“pulsed field gel electrophoresis” (PFGE) ile genotiplendirilmesi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile direng genleri arastinlmistir. PFGE ile izolatlarin Tenover
kriterlerine goére birbirlerine benzemedikleri ve PCR ile VanA tip direng geni tagidiklari
tespit edilmistir.

Sonug olarak, hastanemizde VanA genotip VDE'lar sporadik olarak infeksiyonlara neden
olmaktadir. Izolatlar arasindaki genotipik iliskinin gosterilmesi o&zellikle direngli
mikroorganizmalar ile ortaya cikan infeksiyonlarin izlenmesinde énemlidir.
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Alangillii (Aydin) Jeotermal Kaynagindan izole Edilen Termofilik Bakterilerin 16S

rRNA Analizi ile Tanimlanmasi
Gamze Basblilbil, Erman Oryasin, Halil Biyik, Kubilay Metin, Biilent Bozdogan

Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bélimii, Aydin

Gunumizde gogu filogenetik arastirma RNA temel alinarak yapilmakta ve Eucarya,
Archaea ve Bacteria Uyelerine ait pek cok rRNA sekanslar yayinlanmis bulunmaktadir.
16S rRNA; tim bakterilerde bulunmasi, islevsel olarak sabit olmasi ve hem oldukga
korunmus hem de degisken kisimlar igermesi nedeniyle filogenetik iligkilerin
cahsiimasinda en iyi kaynaktir.

Bu ¢alismada, Alangiilli jeotermal sularindan izole edilen ve fenotipik testlere gére farkli
olduklari disinilen 5 izolatin 16S rRNA dizi analizi yapilmistir. Izolatlarin timi
termofilik, katalaz pozitif, endosporlu basillerdir. Bacillus sp.D3, Bacillus sp. D4 ve
Bacillus sp. 1 olarak adlandirilan suglar Gram degisken; Bacillus sp. 3 Gram negatif ve
Bacillus sp. 4 Gram pozitif ézellk gdstermektedir. Ayrica suslar bazi biyokimyasal
ozellikler agisindan birbirlerinden farklilik géstermislerdir. Bacillus sp.3 ve Bacillus sp.4
numaral izolatlar, DSMZ (German Resource Centre for Biological Material) merkezi
tarafindan ribotiplendirilmistir. Kesin tlr tanisi yapilamayan bu 5 termofilik susun
DNA’lar izole edilerek 16S rRNA'y1 kodlayan gen Gniversal primerler kullanilarak PCR
ile cogaltilmis ve sekans analizi yapiimistir. Elde edilen sekans sonuglari veri tabani ile
kargilastinlmis ve tim suslar Geobacillus caldoxylosilyticus ile %99.3 oraninda benzer
bulunmustur. PFGE kullanilarak yapilan molekiler epidemiyolojik calismada total
DNA’lari Smal ile kesildikten sonra 5 sustan 4°G ayni bant profiline sahipken birinde 3
bant farkhhgi gézlenmistir.

Sonug olarak, gevre kaynakli bakterilerin tir dizeyinde tanisinda 16S rRNA sekans
analizi kullanilabilecek gecerli bir yéntemdir.
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Parafine Gomiilmiis Arsiv Dokulardan Niikleik Asit Ekstraksiyonu Igin Standart
Fenol-Kloroform ve Spin Kolonlu Ticari Bir Yontemin Karsilagtiriimasi

Koray Ergiinay’, Pinar Yurdakul', Gaye Giiler Tezel, Esra Biiber’, Erdem Karabulut®,
Semsettin Ustacelebi’

' Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Ankara.

? Hacettepe l:.:lniversitesi Tip Fakultesi, Patoloji Anabilim Dali, Ankara.

® Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Ankara.

* Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik Anabilim Dali, Ankara.

Parafine gdmulmus arsiv doku drnekleri, formalin gibi fiksatiflerin niikleik asitler izerine
olan olumsuz etkileri nedeniyle molekiiler testler icin optimal olmayan &rnekler olarak
tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, taze doku elde etme imkaninin bulunmadidi veya
arsiv dokularnin sayr ve Ozelliklerinin 6nem kazandigi durumlarda, bu 6rnekler de
molekiiler yontemlerle degerlendirilmektedir. Bu calismada formalinle fikse parafine
gomilmis dokularda iki farkli nikleik asit ekstraksiyon yoénteminin etkinligi
karsilastiriimaktadir.

Gahgmada testis germ hicreli timorleri ve germ hicre aplazilerinden olusan toplam 20
doku 6rmegi incelenmistir. Uygulanan standart deparafinizasyon ve doku pargalama
islemlerinden sonra, érnekler es zamanl olarak fenol kloroform yéntemi ve “High Pure
Viral Nucleic Acid Kit®" (HPVNA, Roche Diagnostics, Almanya) ile nikleik asit
ekstraksiyonuna alinmistir. Onerilen standart protokollerle gercekiestirilen uygulama
sonunda, o6rneklerdeki DNA miktar ve safligi 260 ve 280 nm'de spektrofotometrik
olgtimler ve Parvovirus B19 internal kontrol (Roche Diagnostics, Alimanya) saptanmasi
ile degerlendirilmistir.

Fenol-kloroform (F-K) ydnteminden elde edilen DNA miktarlarn HPVNA kit ile
kargilagtiriidiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.018). F-K
yontemiyle saflagtirilan 6rneklerin 17'sinde, HPVNA kit ile saflastinlan 6rneklerin ise
12'sinde Parvovirus B19 internal kontrol pozitif olarak izlenmistir. Orneklerde protein
kontaminasyonu ve RNA saflastinimasi agisindan ise HPVNA kit avantajl
gorinmektedir. Sonug olarak, parafine gémulmis dokulardan HPVNA kit ile niikleik asit
ekstraksiyonu uygulanirken ornegin bdlinerek Onerilen miktarda farkh kolonlarda
saflagstirmaya alinmasinin; F-K ydnteminde nikieik asitlerin daha saf olarak elde
edilmesi gereken durumlarda ise protokolde modifikasyonlar yapilmasinin uygun olacagi
sonucuna varilmistir.

219




Multipleks PCR Ydéntemi ile Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Molekiiler
Yontemlerle Saptanmasi ve SCCmec Tiplendirmesi

Emine Sevgican', Cineyt Ozakin?, Melda Sinirtas®, Suna Gedikogiu?

'Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar AD,
Bursa.

?Uludag Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Bursa.

SCCmec olarak adlandirilan genomik adaciklarda, mecA geninin yani sira diger
antimikrobiyal ajanlara direngten sorumlu genler, insersiyon sekanslari da yer alir.
SCCmec tipleri, igerdikleri sinif mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksine gére
dizenlenir. Bu calismada, kan Kkiiltir 6rneklerinden izole edilen metisiline direngli
stafilokok suslarinda mecA gen varliginin arastiriimasi ve SCCmec tiplendirmesinin
yapilmasi amaglanmigtir.

Calismaya, Universitemiz Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari AD, Bakteriyoloji
Laboratuvar’nda BACTEC 240 Hemokiiltiir sisteminde (BD; Becton Dickinson Company
Sparks, USA) izole edilen ve Phoenix (BD) sistemi ile tanimlanan 100 adet MRSA ile
100 adet metisiline direngli KNS susu alinmigtir. Multipleks PCR yénteminde, Oliveria ve
arkadaglan (Antimicrob Agents Chemother 2002; 46: 2155) tarafindan kullanilan
primerler ile ayni tip iginde hem mecA gen varligi arastinlmis hem de SCCmec
tiplendirmesi yapiimistir.

Galismamizda, 2 S.aureus ve 6 KNS susunda mecA geni saptanamamistir. mecA geni
saptanan 98 MRSA sugundan 93'linde 209, 243, 303 ve 414 baz ciftlik bantlar olusmus,
S'inde ise mecA geni varligina ragmen SCCmec tiplendirmesi yapilamamistir. mecA
geni saptanan KNS’larda da SCCmec tiplendirmesi basarili olmamistir.

Sonug olarak galigmamizda, SCCmec tiplendirmesinde 93 MRSA susunda saptanan
bantlarin Oliveira ve arkadaslarinin siniflamasina goére tip Il SCCmec'i temsil ettigi
saptanmis, ancak bu arastiricilarin kullandigi primerler kullanilarak KNS’larda elde
edilen sonuglarin, bilinen SCCmec tipleri ile uyum géstermedidi belirlenmistir.
Dolayisiyla, multipleks PCR sonrasi olugan bantlar incelendiginde ayni bant fenotiplerini
gosteren bu suslann, farkli yontemler ile irdelenmesinin yararli olacagini sonucuna
varilmigtir.
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Helicobacter pylori Suslarinin “Cag Pathogenicity-Island” ve Diger Virulan Gen
Bolgelerinin Genetik Profili

Barik Salih’, M. Fatih Abasiyanik’, Niyaz Ahmed®

'Fatih Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolim, istanbul.

’Pathogen Evolution Group, Laboratory of Molecular and Cell Biology, Centre for DNA
Fingerprinting and Diagnostics (CDFD), Hyderabad, India.

Helicobacter pylorinin genomik c¢esitliligi, infeksiyon ve hastaliklara neden olan virulan
etkenlerin fonksiyonunu ve antijenik 6zelligini etkilemektedir. Bu ¢alismanin amaci “cag
pathogenicity-island” (PAl)'in icindeki ve disindaki farkli gen dagiliminin genetik profilini
citkarmaktir.

Yirmi biri gastrit, 14’0 peptik tlser (PU) olan 35 Tirk hastanin H.pylori suslart PCR
yontemiyle incelenmistir. Bakteri genomunun 3’ ug bdlgesi, cagA geni, promoter bolgesi,
cag PAI'nin sol ug tarafindaki bolge ile sag tarafindaki en ug boélge, cagE, cagT genleri,
5" ug bolgesi (LEC), “plasticity region open reading frames” (ORFs), oipA (Hp0633) ile
vacA alelleri, ilgili primerler tarafindan taranmig ve cag PAI'nin profili ¢ikariimistir.

Cag PAl'nin igindeki ve disindaki bdlgelerde kismi ve tam delesyonlar saptanmistir.
Gastrit ve PU hastalarinda sirasiyla, cag PAI'nin sol tarafinda LEC1 (%9.5 ve %4.8) ve
LEC2 (%14.3 ve %14.3), cagT (%33.3 ve %28.6), cagE (%28.6 ve %28.6) ve cagA
promoter bolgelerinde (%19.0 ve %42.9) kismi delesyonlar gorilmustir. Gastritli
hastalarin %57.1’'inde, PU hastalarinin ise %92.9'unda cagA’ya rastlanmistir. Birgok
susun ilgili cagRJ genlerinde kismi veya tam delesyonlar belirlenmistir. OjpA (Hp0638)
geni; PU suslannin %92.9'unda, gastrit suslarinin ise %80.9'unda baskin tip olarak
bulunmustur. “Plasticity region” JHP912 ve JHP931 ORF’lan, PU suslarinda daha
baskin olarak tespit edilirken, diger bolgelerde herhangi bir farklilik gértilmemistir. vacA
sta-m1a PU suslarinda daha baskin olarak tespit edilirken, s2m2 c¢ogunlukia
gastritlilerde goralmugtar.

Yapilan ayrintili analiz, cag-PAl bélgesinin icindeki ve disindaki bazi genlerde tam veya
kismi delesyonlar oldugunu ortaya koymustur. Bu genlerden bazilarinin, daha tehlikesiz
suglara nazaran PU suslarinda daha baskin bir sekilde bulunmasi, infeksiyonun
yayllmasinda ve ortaya ¢ikmasinda H.pylorinin genetik cesitliliginin ¢ok gcli bir etkisi
oldugunu ortaya ¢ikartmistir.
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Risk Gruplarinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Coxiella burnetii Saptanmasi

Mete Eyigér, Siikri Kirkan, Berna Gliltekin, Senem Yaman, Serten Tekbiyik, Neriman
Aydin

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Kilinik Mikrobiyoloji AD,
Aydin.

Coxiella burnetii, bir meslek hastaligi olan Q hummasinin etkenidir. Bu calismanin amaci
daha 6nce serolojik olarak inceledigimiz risk gruplarinda PCR yontemi ile C.burnetiinin
arastinimasidir.

Q hummasi icin risk grubunda bulunan hepsi erkek toplam 92 kisi (30 veteriner hekim,
30 hayvan bakicisi, 32 kasap) galismaya alinmistir. ELISA ve IFA yéntemleriyle (Vircell,
Spain) C.burnetii antikorlar arastinlan kisilerin serum drneklerinden DNA ekstraksiyonu
yapilmis (DNA extraction kit, Fermantas, Kanada) ve daha sonra Transi: 5'-
TGGTATTCTTGCCGATGAC-3', Trans 2: 5-GATCGTAACTGCTTAATAAACCG-3' 6zgill
primerleri kullanilarak C.burnetii varigi PCR ydntemiyle arastirilmistir.

ELISA ile C.burnetii IgM antikorlari 12 olguda (%13) pozitif, 8 olguda (%8.7) stpheli
pozitif; 1gG antikorlan 32 olguda (%34.8) pozitif, 9 olguda (%9.7) siipheli pozitif olarak
saptanm istir. Toplam 41 olguya uygulanabilen IFA testiyle C.burnetii faz Il IgG pozitifligi
39 (%42.3) olguda saptanirken, toplam 20 kisiye uygulanabilen IFA faz Il IgM testi 7
(%7.6) olguda pozitif saptanmistir. PCR sonucunda veteriner grubundan 1, celep
grubundan 2, kasap grubundan 1 olmak izere toplam 4 (%4.3) olguda pozitiflik
saptanmigtir. PCR pozitif hastalarin serolojik profili tabloda verilmistir.

ELISA IFA
Yas Meslek
lgM IgG IgM Faz | IgM Faz Il IgG Fazl lgG Faz I
31 Veteriner Neg Poz Calisiimadi Calisiimadi Neg Neg
43 Celep Poz Poz Neg Neg Neg Poz
23 Kasap Poz Neg Neg Neg Calisiimadi Calisiimadi
43 Celep Poz Neg Neg Poz Calisiimadi Calisiimadi

Altin standart olarak IFA testi 6nerilmesine ragmen, calismamizda ELISA sonuglar PCR
sonuglari ile daha uyumlu bulunmustur. Bélgemizde serolojik ve molekiiler yéntemlerle
pozitiflik saptanmasi nedeniyle, 6zellikle risk gruplarinda, atipik pnémoni, granllomatéz
hepatit ve nedeni bilinmeyen ates olgularinda C.bumetirnin de ayirici tanida yer almasi
gerektigini distinmekteyiz.




PBP-25

Pneumocystis jirovecii Pnomonisi Tanisina Yonelik

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uygulamasi
Elife Berk, Sibel Aydogan, Ayse Kalkanci, Semra Kustimur
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Pneumocystis carinii yeni adi ile Pneumocystis jirovecii bagisiklhk sistemi
baskilanmis konakta &6lim orani yiliksek intertisiyel plazma hicreli pnémoni etkenidir.
P jirovecii pnémonisinde (PcP) tani yontemi olarak, cesitli boyalar ile boyanan
orneklerde etkenin gésterilmesi, direkt immun floreasan yontemi ile kistlerin gésterilmesi
ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullaniimaktadir. Bu ¢aligmanin amaci PcP
tanisinda kullanilan iki turlu PCR (nPCR) yontemimizin degerlendiriimesidir.

2005 yilinda cesitli kliniklerden gelen balgam, bronkoalveolar lavaj (BAL), agiz
calkanti suyu (ACS), endotrakeal aspirat (ETA) olmak lzere toplam 321 klinik édrmek
degerlendirilmistir. Hastalardan alinan érneklerde énce mukolitik olarak 1.4 dithiothreitol
(DTT) kullanilmis, DNA eldesi i¢in parcalama tamponu olarak (50mM KCI, 15mM Tris
HCI, %0.5 Non-idet P40) ve 10 pl proteinaz K (10 mg/ml) kullaniimistir. Daha sonra
fenol-kloroform-izoamil alkol ile saflastirma yapimistir. Saf DNA (zerinde ribozomal
RNA’nin alt subdinitinin (LSU rRNA) cogdaltiimasi hedeflenmistir. Bunun igin birinci turda
dis primerler olarak pAZ102 E, pAZ102 H ve ikinci turda i¢ primer olarak pLE 1 ve pLE 2
kullaniimistir. Birinci turda 340 baz ciftlik, ikinci turda 193 baz ¢iftlik Grinler gortimustar.

Calisilan orneklerin 20’sinde (%6.2) nPCR ile pozitif sonu¢ alinmistir. Pozitif
bulunan 20 6rmegin yedisi balgam, yedisi BAL, dordl ACS, ikisi ETA ornekleridir. Pozitif
orneklerin elde edildigi hastalarin tamaminda TMP-SMZ tedavisinde tam klinik yanit elde
edilmistir.

Sonug olarak, PcP tanisinda nPCR uygulamasinin ucuz, kolay uygulanabilen ve
hizli bir ydntem olarak erken tanida énemli oldugu dusunulmastar.
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Nazal Polip Geligiminde Mantarlarinin Roliiniin Molekiiler Yéntemler Kullanilarak
Gosterilmesi
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'Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklari AD, Ankara.
’Gazi Universitesi Tip Fakdltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Ankara.

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan (no: 01/2005-81) desteklenen
bu calismanin amaci; nazal polip gelisiminde hangi mantar tiirlerinin etkili oldugunu
gosterebilmek igin kiltir, seroloji ve molekiler yéntemlerin karsilastirmali olarak
kullaniimasidir.

Kronik rino-siniziti olan 30 nazal polipli hasta ile 18 polip bulunmayan kontrol
hastasindan serum, nazal siriintii ve doku biyopsisi 6rnekleri ameliyathane kosullarinda
alinmistir. Doku &rneklerinde mantarlarin  varliginin gdsterilmesi icin pan-fungal
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve DNA dizilemesi yapilmistir. Gergek zamanli
PCR’da, internal transcribed spacer (ITS) primerleri kullaniimistir. DNA varligi, SYBR
Green kullanilan erime egrisi analizi ile gosterilmistir. Mantar DNA’si gériilen érneklerde
DNA dizilemesi otomatik dizileme cihazi ile yapiimistir (Metis Biyoteknoloji, Ankara).
Hasta serum &rneklerinde ve doku yikama sivisinda Aspergillus galaktomannan antijeni
ELISA (Platelia Aspergillus, BioRad, Fransa) ve biyopsi 6rneklerinde kiiltiir ile mantar
elemanlar aranmistir.

Hasta grubundaki 30 olgudan 15’inde (%50) ve kontrol grubundaki 18 olgudan ikisinde
(%11) mantarlarin varhidi panfungal PCR ile gésterilmistir (p=0.016).

Hasta Kontrol
Yoéntem Pozitif Negatif Pozitif Negatif p degeri
Mikroskobi (Suriintii) 14 16 1 17 0.008
Kilttir (Doku) 8 22 0 18 0.018
ELISA(Doku) 9 21 2 16 >0.05
PCR ve dizileme 15 15 6 12 >0.05
Toplam 15 15 2 16 0.016

Hasta grubunda, doku biyopsi 6rneklerinin sekizinde kiltiirden kiif mantarlar izole
edilmistir (1 Aspergillus flavus, 2 A.niger, 1 Aspergillus spp, 1 Cladosporium sp, 2
Penicillium spp, 1 P.crysogenum). Pan-fungal DNA’si pozitif bulunan 15 hasta dérneginde
ve kontrol grubundan iki rnekte DNA dizileme sonucuna gére tiir tanimi yapilimistir. Bu
orneklerden ikisi Aspergillus spp, biri A.flavus, biri A.japonica, ikisi A.niger, biri
Cladosporium spp, biri Debaryomyces hansenii, biri Neurospora crassa, ikisi Penicillium
spp, biri P.crysogenum, dérdu Pichia spp, biri Ustilago maydis olarak tanimlanmstir.

Nazal polipli olgulardaki mantar kolonizasyonu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. Nazal polip etiyolojisinde mantarlarin rolii olabilecedi
vurgulanmistir.
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Son yillarda invaziv fungal infeksiyonlarin gériilme sikhigi dramatik olarak artmistir. Bu
infeksiyonlarin erken ve dogru tanisi, hastaligin mortalitesini azaltmaktadir. Tanida
klasik yontemlerin yetersiz kaldigi gérilmektedir.

Bu calismanin amaci, pan-fungal bir yaklasim ile gergek zamanh polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR), galaktomannani saptamaya yénelik hazirlanmig ELISA testi
esliginde, hastalarda fungal infeksiyonlarin tanisi ve izlemine katkisini degerlendirmekdtir.

Calismaya, 2005-2006 yillari arasinda laboratuvarimiza gonderilen 215 hastaya ait 428
ornek (kan, bronkoalveolar lavaj, doku biyopsi &rnekleri) dahil edilmistir. Serum ve
bronkoalveolar lavaj émeklerinde galaktomannan antijen tespiti Platelia Aspergillus
(BioRad, Fransa) kiti ile yapilmis, tam kan orneklerinde real time PCR (Metis
Biyoteknoloji, Ankara) kullanilarak mantarlarin DNA’s1 gdsterilmistir. Pan-fungal PCR
icin; “internal transcribed spacer” (ITS) bélgesini gogaltan ITS1 ve ITS4 primerleri birinci
turda, ITS1 ve ITS2 primerleri ikinci turda kullaniimistir.

Toplam 428 6rmegin 41’inde (%9.5) galaktomannan antijen pozitifligi, 49'unda (%11.4)
da pan-fungal PCR pozitifligi saptanmistir. PCR pozitif olan 49 érnegin 9'unda (%18.3)
galaktomannan antijeni pozitiftir. Bu sonug, hepsi ndtropenik olan bu dokuz hastanin
klinik ve radyolojik bulgulari ile birlikte degerlendirildiginde, invaziv aspergilloz olasiligini
akla getirmigtir.

Sonug olarak, invaziv mantar infeksiyonlarinin erken tanisi, gereksiz antifungal tedavi
uygulamasini azaltmak agisindan onemlidir. Dolayisiyla molekiler ydntemlerin standart
laboratuvar tani yéntemleri (direk mikroskobik inceleme, histopatolojik inceleme, kdltdr,
direk antijen tespiti) ile birlikte uygulanmasi, taniya hizli, duyarl ve 6zgul bir yaklagim
saglayacaktir.

225




4. ULUSAL M_OLEKUI__ER VE TANISAL
MIKROBIYOLOJI KONGRESI

25 — 28 Eylul 2006
SHERATON OTEL & CONVENTION CENTER
ANKARA

POSTER INDEKSI

226




26 NiSAN 2006 GARSAMBA / POSTER SUNUMLARI

PCV-1

Bati Nil Virusu'nun Saptanmasinda VecTest Uygulamalari

Koray Ergiinay1, Nurdan Ozer2, Fatih Mehmet Simsek2, Sinan
Kaynas2,
Semsettin Ustacelebil

1Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

2Hacettepe Universitesi Fen Fakliltesi, Biyoloji Bélimii, Ekoloji
Anabilim Dali, Ankara.

177

PGV-2

Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile HBV DNA
Kantitasyonu ve HBV DNA YMDD Motif Mutasyonu Analizi

Harun AJcal, Arzu Sayinerl, Aylin Sengéniill, Ilkay Simsek2,
Mesut Akarsu?2

1Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Dall, Inciralti, Izmir.
2Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim
Dali, Inciralti, Izmir.

178

PCV-3

Beyin Omurilik Sivisinda Ug Farkli PCR Yéntemi ile HSV
DNA Saptanmasi

Imre Altuglul, Aysin Zeytinoglul, Hadiye Sirin2, Nur Yiiceyar2,
Selda Erensoyl

1Ege Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji AD, Izmir. _
2Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Néroloji AD, Izmir.

179

PGV 4

Isparta’da Hepatit B Virus Genotip Dagilimi

Selguk Kaya, Emel Sesli Cetin, Buket Cicioglu Aridogan,
Stleyman Onal, Mustafa Demirci

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Isparta.

180

PGV -5

Aseptik Menenjitli Hastalarin BOS Orneklerinde
Enterovirus ve Herpesviruslarin PCR Yoéntemiyle
Arastirilmasi

Esma Saatci Denizl, Selma Gékahmetoglu1, Mustafa Oztlrk2,
Yusuf Ozball, Mehmet Doganay3

1Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Kayseri.

2Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagli ve Hastaliklari
Anabilim Dali, Kayseri.

3Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve
Infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali, Kayseri.

181

227




Dusuik Dizeyde Saptanan Anti HCV Pozitifliginde HCV RNA
Duizeylerinin Degerlendirilmesi

Ilhan AFSAR, Asli Gamze SENER, Berna Géniil, Niikhet

PGV -7 KURULTAY 182
Atatlirk EGitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari, Yesilyurt, Izmir.
SSPE’li Hastalarin Serum ve BOS Orneklerinde Viruslarin
Taranmasi ve Sitokin Olgiimleri
Yasemin Bulutl, Nimet Kabakus2, Ahmet Gédekmerdan3, Nese
Kurt4, Mehmet Yapar5
1Firat Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
PGV 8 | Mikrobiyoloji AD, Elazi§ 183
2Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagli§i ve Cocuk
Hastaliklari, Cocuk No6rolojisi BD, Elazig.
3Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji AD, Elazig.
4Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg: ve Hastaliklar:
AD, Elazig.
5GATA Viroloji BD, Ankara.
Akut Alt Solunum Yolu Infeksiyonu Olan Bebeklerde
Solunum Viruslarinin PCR Ile Arastiriimasi
Yasemin Bulutl, Yasar Sen2, Ahmet Gédekmerdan3, Siikran
Ozdiller2, Ziilal As¢i Toraman1
PCV -9 184
1Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji AD, Elazig.
2Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagli§i ve Cocuk
Hastaliklari AD, Elazig.
3Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji AD, Elazig.
IL-10 1082 Promotor Polimorfizmi ve HPV-33 Pozitifligi
Arasindaki Iliskilerin Arastiriimasi
Yasemin BULUT1, Ebru ETEM2, Nusret AKPOLAT3, Halit ELYAS2,
Figen YARKIN4
RgV-10 1Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik 483
Mikrobiyoloji AD, Elazig.
2Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD,
Elazig.
3Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji AD, Elazi§.
4Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Adana.
Hepatit B Virus DNA Kantitasyonunda Cobas
AmpliPrep/TagManHBV DNA Testinin Dederlendirilmesi
PCV -11 Eylem Karatas, Tuba Karatas, Selda Erensoy 186

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

228




PCV 12

HBV DNA Kantitasyonunda b-DNA ile Gergek Zamanh PCR
Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Selma Gékahmetoglu, Esma Saatci Deniz, Yusuf Ozbal, M. Altay
Atalay

Erciyes Universitesi Tip Fakdiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Kayseri.

187

PGV -13

Tiirk Hastalarda Insan Papillomavirus Tip 16'nin L1 ve
LCR Bolgelerinin DNA Dizi ve Filogenetik Analizi

Giilendam Bozdayi1, Bora Doganl, Serdar Tuncer2, A.Regat
Tiirkyilmaz3, Aydan Biri5 , Yusuf Kemaloglu4, Seyyal Rotal

1Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji AD, Ankara.

2Metis Bioteknoloji Ltd, Ankara.

3Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Hepatoloji Enstittisii, Ankara.
4Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz AD, Ankara.
5Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar AD, Ankara.

188

PGV -14

Hepatit C Virus Genotiplerinin Inno-Lipa ve Sekans Analizi
Ile Belirlenmesi

Mustafa Altindis, Orhan Cem Aktepe, Zafer Cetinkaya, Ihsan
Hakki Ciftgi

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD,
Afyonkarahisar.

189

PCV -15

Ulkemizde Tanimlanmus Ilk “Vaccine Escape” Mutasyon
Olgusu

Tufan Kutlul, Lebriz Yiiksel Soycan2, Ersin Karatayh3, Ahmet
Resat Tiirkyllmaz3, Cihan Yurdaydin3, A.Mithat Bozdayi3

1istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Cocuk
Hastaliklan AD, Istanbul.

2Halic Universitesi, Istanbul.

3Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji BD,
Hepatoloji Enstitiisii, Ankara.

190

229




PGV -16

Kantitatif Gergek Zamanli PCR Y6nteminin BK Virus
Infeksiyonlarinin Tanisinda Kullanimi

Derya Mutlul, Dilek Colakl, Ugur Yavuzer2, Murat Tuncer3,
Sema Akman4, Bahar Akkaya5, Hiseyin Kocak3, Hadiye
Demirbakanl, Ayfer Giir Giiven4, Gllten Karpuzoglu5, Meral
Giltekin1

1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD,
Antalya.

2 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji AD, Antalya.

3 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, ic Hastaliklari AD, Nefroloji
BD, Antalya.

4 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediyatrik Nefroloji AD,
Antalya.

5 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji AD, Antalya.

191

PCV 17

Hematolojik Malignitesi, Solid Tiimdrii Olan veya Kok
Hucre Transplantasyonu Yapilan Pediatrik Hastalarda
Parvovirus B19 Infeksiyonlarinin Prospektif izlemi: On
Calisma

Derya Mutlul, Alphan Kiipesiz2, Dilek Colak1, Volkan Hazar2,
GoOzde Ongitl, Giilsiin Tezcan2, Gul Aydinl, Akif Yesilipek2,
Meral Giiltekin1

1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Antalya.

2 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Hematoloji
Onkoloji Anabilim Dali, Antalya.

192

PCV -18

Hepatit C'li Hastalarda Viral Yiik ile Malondialdehid ve
Antioksidan Enzimlerin Iliskisi

Selguk Kaya

Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji AD, Isparta.

193

PCV -19

Hepatit B Virus (HBV) Serolojisinde Salt Anti-HBc
Pozitifliginin Okiilt HBV Infeksiyonu Yéniinden Onemi

Asli Gamze Senerl, Ilhan Afsarl, Sevin Kirdar2, Niikhet
Kurultay1

1Atatlirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvari, Izmir.

2Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji AD, Aydin.

194

230

P S S —




PGV -20

Kronik Hepatit C Tedavisine Yaniti Belirlemede TNF-Alfa
(308, 238) ve IL-10 (-1082, -627) Gen Polimorfizminin
Roli

Burcu Aksoy1, Cihan Yurdaydin2, Filiz Emir2, Ramazan Idilman2,
Ozden Uzunalimoglu2, Hakan Bozkaya2, A.Mithat Bozdayi2

1Ankara Universitesi, Biyoteknoloji Enstitiisii, Ankara. 2Ankara
Universitesi Hepatoloji Enstitiisti, Ankara Tip Fakdltesi,
Gastroenteroloji BD, Ankara.

195

PCV -21

Lamivudin Tedavisi Sirasinda Gelisen ve Adefovir Dipivoxil
Tedavisine Gapraz Direng Gosteren Yeni Bir Mutasyon
Paterni

Ersin Karatayli, Selim Karayalcin, Handan Kayhan, A. Resat
Tiirkyilmaz, Cihan Yurdaydin, A. Mithat Bozdayi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji BD,
Hepatoloji Enstitlisi, Ankara.

196

PGV -22

HCV RNA Kantitasyonunda Versant HCV RNA 3.0 (bDNA)
Testinin Performansinin Dederlendirilmesi: On Calisma

imre Altuglul, Pinar Samhioglul, Hatice Sahin2, Selda Erensoy1
1Ege Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik

Mikrobiyoloji AD, Izmir. .
2Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tip EGitimi AD, Izmir,

197

231




27 NiSAN 2006 PERSEMBE / POSTER SUNUMLARI

PBP-1

fmman Yetmezlikli Bir Has}:ada Yaygln
Mycobacterium bovis BCG Infeksiyonunun Laboratuvar
Tanisi

Cengiz Cavusoglul, Pinar Akinci1, Ilknur Séyler1, Nuri
Bayram2, Fadil Vardar2

1Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Bornova, Izmir.

2Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghidi ve Hastaliklari
Anabilim Dali, Bornova, Izmir.

199

PBP-2

Hastanemizde Izole Edilen Ilk Imipeneme Direngli
Bacteroides fragilis: Fenotipik ve Genotipik Irdeleme

Nurver (Toprak) Ulger1, Cenk Aral2, Arzu ilkil, Ayse Ozer2,
Gliner Soyletirl

1 Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Istanbul.

2 Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali, Istanbul.

200

PBP-3

Pigment Olusturan Iki Mikobakteri Izolati: Yeni
Mikobakteri Tirleri Olabilir Mi?

Cengiz Gavusoglu

Ege Unive_rsitesi Tip Fakiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Bornova, Izmir.

201

PBP-4

Hizli Rifampisin ve Izoniazid Direnci Saptayan Genotype
MTBDR Testinin Performansinin Degerlendirilmesi

Cengiz Cavusoglu, Ajda Turhan, Pinar Akinci, Ilknur Séyler

Ege Unive.rsitesi Tip Fakdltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Bornova, Izmir.

202

PBP-5

Tuberkiiloz Hastaliginin Tanisinda Ehlich Ziehl Neelsen
Boyama, BACTEC 460 TB ve MTD Gen Prob Yontemlerinin
Karsilastiriimasi

Sevim MESE, Tuncer OZEKINCI, Selahattin ATMACA, Kadri GUL

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD,
Diyarbakir.

203

232




PBP-6

Tiirkiye'de Iki Olguda Entamoeba moshkovskii Varhig

Mehmet Tanyiiksell, Mustafa Ulukanhgil2, Zeynep Guglul,
Engin Arazl, Ozgur Korul,
William A Petri, Jr3

1GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Tibbi Parazitoloji
BD, Ankara.

2Harran Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Sanliurfa.
3Virginia Universitesi, Infeksiyon Hastaliklari Bélimdi,
Charlottesville, Virginia, ABD.

204

PBP-7

Multipleks PCR Yontemi Mide Biopsilerinde Bulunan
Helicobacter pylori Suslarinin Genotip Analizi Igin
Avantajli Bir Yontem Midir?

Bora Kazim Bdélek, Barik Salih

Fatih Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Bolumii,
Istanbul.

205

PBP-8

Helicobacter pylori’nin Izositrat Dehidrogenaz Enzimi,
Iimmiinojenik Potansiyele Sahip Olup Gastrit ve Ulser
Hastalarinin Normal Vakalardan Ayirt Edilmesini
Sadlayabilecek Bir Antijendir

Niyaz Ahmed1, M. Abid Hussain1, Shaik A. Naveed2, Irshad
Ahmed?2 , S. Manjulata Devil, Barik Salih3, Leonardo A. Sechi4
, Francis Megraud5

1Pathogen Evolution Group, Centre for DNA Fingerprinting and
Diagnostics (CDFD), Hyderabad 500076, India.

2Centre for Liver Research and Diagnostics, Deccan College of
Medical Sciences and Allied Hospitals, Hyderabad, India.

3Fatih Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji/Mikrobiyoloji
Bolimi, Istanbul.

4Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione Microbiologia
Sperimentale e Clinica, Facolta di Medicina, Universiti Degli
Studi de Sassari, Viale S. Pietro, 07100 Sassari, Italy.
S5INSERM ERI 10 and Centre National de Référence des
Campylobacters et Hélicobacters, Laboratoire de Bactériologie,
Hopital Pellegrin, Université Victor Segalen Bordeaux 2, France.

206

PBP-9

2002-2005 Yillar: Arasinda Izole Edilen Metisilin Direngli
Staphylococcus aureus Suslarinin Molekiiler
Epidemiyolojisi

Alper Tekelil, Esra Koyuncul, Istar Dolapgil, Ozay Arikan
Akan2, Z. Ceren Karahanl

1Ankara Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

2Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Ibn-i Sina Hastanesi Merkez
Bakteriyoloji laboratuari, Ankara.

207

233




BOS Orneklerinde Mycobacterium tuberculosis
Saptanmasinda Gergek Zamanh PCR, Kiiltiir ve
Mikroskobik Yontemlerin Karsilastirilmasi

PBP-10 Canan Kiilah, Fiisun Bedendik Cémert, Elif Aktag, Nagehan 208
Ozli, Osman Aydin
Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Zonguldak.
Cevresel Enterokoklarda Makrolidlere ve Linkozamidlere
Direnc Mekanizmalan
Erman Oryasinl, Gamze Basbiilbill, Halil Biyikl, Sevin Kirdar2,
PBP-11 Neriman Aydin2, Biilent Bozdogan?2 209
1Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimua, Aydin. )
2Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji AD,
Aydin.
Chlamydia trachomatis Tanmisinda Uretral Siiriintii ve ilk
Akim Idrar Orneklerinde
Real-time PZR ve DFA Metodlarinin Karsilastirilmasi
Ayla Ozcan1, Derya Mutlul, Asil Oztekin3, Orgun Celik2, Dilara
Oglingl, Gozde Ongiit1,
PBP-12 Tibet Erdogdu2, Filiz Giinseren3, Dilek Colak1 210
1Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Antalya.
2Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dali,
Antalya. .
3Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Infeksiyon Hastaliklari ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya.
Helicobacter pylori Klinik Izolatlarinda CagA Prevalansi
Zeynep Saribasl, Hillya Demir2, incinur Saltik Temizel2, Halis
Simsek3,
Hasan Ozen2, Yakut Akyon Yilmazl
PBP-13 211

1Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji AD, Ankara.

2Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatri AD,
Gastroenteroloji Unitesi, Ankara.

3Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ig Hastaliklari AD,
Gastroenteroloji Unitesi, Ankara.

234




PBP-14

I_\flikobakterilerin Tur Diizeyinde Tanimlanmasi Amaciyla
Ug Yontemin Karsilagtirilmasi

Alpaslan Alp1, Gilnur Tarhan2, Zeynep Saribasl, Ismail
Ceyhan2

1Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

2Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Baskanhigi, Tuberkiloz
Referans laboratuari, Ankara.

212

PBP-15

Ug Farkli Mikobakteriyel DNA Izolasyon Yénteminin
Karsilastirilmasi

Alpaslan Alp, Sehnaz Ozyavuz Alp, Zeynep Saribas, Gllgen
Hascelik

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

213

PBP-16

Balgam Orneklerinde Mycobacterium tuberculosis
DNA’sinin Bes Farkli Ekstraksiyon Metodu Kullamilarak
“In-House” PCR Ydntemiyle Degerlendirilmesi

Giilnur Tarhan1l , Ismail Ceyhan1, Hiillya Simgek1, Serdar
Tuncer2

1Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanhdi, Tiberkiloz
Referans ve Aragtirma Laboratuvari, Ankara.
2METIS Biyoteknoloji Limited Sirketi, Ankara.

214

PBP-17

Kardes Kistik Fibrozisli Hastalardan Infeksiyon Etkeni
Olarak izole Edilen Staphylococcus aureus Suslarinin
Molekiiler Tiplendirmesi

Olcay Ozcakirl, Ozgen Eserl, Ebru Yalgin2, Deniz Dogru2,
Zayre Erturan3, Burgin Senerl, Ugur Ozgelik2, Nural Kiper2

1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji AD, Ankara.

2 Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi, Ihsan Dogramaci Cocuk
Hastanesi, Gégiis Hastaliklar AD, Ankara.

3istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Capa, Istanbul.

215

PBP-18

Klinik Orneklerden izole Edilen Stafilokoklarda mecA Gen
Varhiginin Arastirilmasi

ihsan Hakk: Ciftci, Zafer Cetinkaya, Orhan Cem Aktepe, Mustafa
Altindis

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Afyonkarahisar.

216

235




Hastanemizde Izole Edilen Vankomisin Direngli
Enterococcus faecium Izolatlarimn Molekiiler Analizi

Abdullah Kilig, Zeynep Senses, Hakan Aydogan, Ahmet

PBF-13 Basustaoglu 217
GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, 06018, Etlik,
Ankara. )
Alangiilli (Aydin) Jeotermal Kaynagindan Izole Edilen
Termofilik Bakterilerin 16S rRNA Analizi ile Tamimlanmasi
PVP-20 Gflmze Bagbuvlbﬂl, Erman Oryasin, Halil Biyik, Kubilay Metin, 218
Biilent Bozdogan
Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimu, Aydin
Parafine Gomiilmiis Arsiv Dokulardan Niikleik Asit
Ekstraksiyonu Igin Standart Fenol-Kloroform ve Spin
Kolonlu Ticari Bir Yontemin Karsilastirilmasi
Koray Erglinay1, Pinar Yurdakull, Gaye Giler Tezel2, Esra
Bliber3, Erdem Karabulut4 , Semsettin Ustacelebil
PBFa] 1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik 23
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
2 Hacettepe Universitesi Tip Fakliltesi, Patoloji Anabilim Dal,
Ankara. )
3 Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi, Biyokimya Anabilim Dali,
Ankara.
4 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik Anabilim
Dali, Ankara.
Multipleks PCR Yontemi ile Stafilokoklarda Metisilin
Direncinin Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi ve SCCmec
Tiplendirmesi
Emine Sevgicanl, Ciineyt Ozakin2, Melda Sinirtas2, Suna
PBP-22 Gedikoglu2 220

1Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Bakteriyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklari AD, Bursa.

2Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji AD, Bursa.

236




Helicobacter pylori Suslarinin “Cag Pathogenicity-Island”
ve Diger Virulan Gen Bélgelerinin Genetik Profili

Barik Salihl, M. Fatih Abasiyanikl, Niyaz Ahmed?2

RER23 1Fatih Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii, 2
Istanbul.
2Pathogen Evolution Group, Laboratory of Molecular and Cell
Biology, Centre for DNA Fingerprinting and Diagnostics (CDFD),
Hyderabad, India.
Risk Gruplarinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ile Coxiella
burnetii Saptanmasi
Mete Eyigér, Sikri Kirkan, Berna Giiltekin, Senem Yaman,

PBP24 | corten Tekbiyik, Neriman Aydin i
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji AD, Aydin.
Pneumocystis jirovecii Pnéomonisi Tanisina Yonelik
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uygulamasi

PBP-25 Elife Berk, Sibel Aydodan, Ayse Kalkanci, Semra Kustimur 223
Gazi Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Ankara.
Nazal Polip Gelisiminde Mantarlarinin Roliiniin Molekliiler
Yontemler Kullanilarak Gasterilmesi
Utku Aydill, Ayse Kalkanc2, Alper Ceylanl, Elife Berk2, Semra

PBP-26 Kustimurl, Sabri Uslu2 224
1Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklari
AD, Ankara.
2Gazi Universitesi Tip Faklltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Ankara.
Invaziv Mantar Infeksiyonlarinin Tanisinda Pan-Fungal
Molekiiler Yaklasim

PBP-27 Sibel Aydogan, Elife Berk, Ayse Kalkanci, Semra Kustimur 225

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Ankara.

237




4. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL
MIKROBIYOLOJI KONGRESI

25 — 28 Eylul 2006
SHERATON OTEL & CONVENTION CENTER
ANKARA

INDEKS

238




SOYAD, AD SAYFA NO
ABACIOGLU, H. 16
ABASIYANIK, M. F. 221
AFSAR, I. 182, 194
AGCA, H. 178
AHMED, . 206
AHMED, N. 206, 221
AKAN, O. A. 207
AKARSU, M. 178
AKINCI, P. 199, 202
AKKAYA, B. 191
AKMAN, S. 191
AKPOLAT, N. 185
AKSQY, B. 195
AKTAS, E. 208
AKTEPE, O. C. 189, 216
ALP, A. 59, 212, 213
ALP, S. 174, 213
ALTINDIS, M. 189, 216
ALTUGLU, I. 179, 197
ARAL, C. 200
ARAZ, E. 204
ARIDOGAN, B. C. 180
ARIKAN, S. 174
ATALAY, M. A. 187
ATMACA, S. 203
AYDIN, G. 192
AYDIN, N. 169, 209
AYDIN, N. 222
AYDIN, N. G. 173, 174
AYDIN, O. 208
AYDIL, U. 224
AYDOGAN, H. 217
AYDOGAN, S. 223,225
BADUR, S. 32
BASAK, S. 169
BASBULBUL, G. 209, 218
BASUSTAOGLU, A. 217
BAYRAM, N. 199
BERK, E. 223, 224, 225
BIYIK, H. 209, 218
BiRI, A. 188
BOZDAYI, A. M. 51,91, 170,171, 172, 190, 195, 196
BOZDAYI, G. 188
BOZDOGAN, B. 48,209, 218
BOZKAYA, H. 170, 195
BOLEK, B. K. 205
BULUT, Y. 183, 184, 185
BUBER, E. 219

239




CEYHAN, . 212,214
CEYLAN, A. 224
COMERT, F. B. 208
CAVUSOGLU, C. 109, 201, 202
CELIK, O. 210
CETIN, E. S. 180
CETINKAYA, Z. 189, 216
CIFTCI, i. H. 189, 216
COBAN, S. 171
COLAK, D. 63, 191, 192, 210
DEMIR, H. 211
DEMIRBAKAN, H. 191
DEMIRCI, M. 180
DENIZ, E. S. 181, 187
DEVI, S. M. 206
DOGAN, B. 188
DOGANAY, M. 181
DOGRU, D. 215
DOLAPCI, i. 207
ELYAS, H. 185
EMIR, F. 195
ERCIS, S. 173
ERDOGDU, T. 210
ERENSOY, S. 89, 179, 186, 197
ERGUL, A. A. 170
ERGUL, Z. 170, 171
ERGUNAY, K. 177,219
ERTURAN, Z. 215
ESEN, N. 55
ESER, O. 173, 215
ETEM, E. 185
EYIGOR, H. 169
EYIGOR, M. 169, 222
GEDIKOGLU, S. 220
GODEKMERDAN, A. 183, 184
GOKAHMETOGLU, S. 181, 187
GONUL, B. 182
GRASER, Y. 104
GUCLU, Z. 204
GUL, K. 203
GULTEKIN, B. 169, 222
GULTEKIN, M. 191, 192
GUNEL, C. 169
GUNSEREN, F. 210
GUVEN, A. G. 191
HASCELIK, G. 173,213
HASDEMIR, U. 119
HAZAR, V. 192
HUSSAIN, M. A. 206

240

e e P

s} e e e e

i e it i e

G | S —

.




iDILMAN, R. 171,195
iLKI, A. 200
KABAKUS, N. 183
KALKANCI, A. 132, 223, 224, 225
KARABULUT, E. 219
KARAHAN, Z. C. 207
KARATAS, E. 186
KARATAS, T. 186
KARATAYLI, E. 172, 190, 196
KARAYALCIN, S. 196
KARPUZOGLU, G. 191
KAYA, S. 180, 193
KAYHAN, H. 172,196
KAYNAS, S. 177
KEMALOGLU, Y. 188
KILIC, A. 117
KIRDAR, S. 194, 209
KIRKAN, S. 222
KIPER, N. 215
KOCAGOZ, S. 125
KOCAGOZ, T. 115
KOCAK, H. 190
KORKMAZ, M. 160
KORU, O. 204
KOYUNCU, E. 207
KURT, N. 183
KURULTAY, N. 182, 194
KUSTIMUR, S. 223, 224,225
KUTLU, T. 190
KULAH, C. 208
KUPESIZ, A. 192
LECLERCQ, R. 45
LINSCOTT, A. J. 105
MEGRAUD, F. 206
MENEMENLIOGLU, D. 174
MESE, S. 203
METIN, K. 218
MIDILLI, K. 101
MUTLU, D. 191, 192, 210
NAAS, T. 86
NAVEED, S. A. 206
ORYASIN, O. 209, 218
OGUNC, D. 210
ONAL, S. 184
ONGUT, G. 192, 210
OZAKIN, C. 220
OZBAL, Y. 181, 187
OZCAN, A. 66, 210
OZCAKIR, O. 215

241




OZCELIK, U. 215
OZDILLER, S. 184
OZEKINCI, T. 203
OZEN, H. 211
OZER, A. 200
OZER, N. 177
OzZLU, N. 208
OZTEKIN, A. 210
OZTURK, M. 181
PETRI, W. A. 204
PINAR, A. 40
ROTA, S. 188
SALIH, B. 205, 208, 221
SANCAK, B. 150, 174
SARACLI, M. A. 144
SARIBAS, Z. 211,212, 213
SAYINER, A. A. 75,178
SECHI, L. A. 206
SERTOZ,R.Y. 98
SEVGICAN, E. 220
SINIRTAS, M. 220
SOYCAN, L. Y. 190
SOYLER, I. 199, 202
SOYLETIR, G. 200
SAHIN, H. 197
SAMLIOGLU, P. 197
SARDAN, Y. C. 37
SEN, Y. 184
SENER, A. G. 182, 194
_SENER, B. 215
_SENGONUL, A. 178
_SENSES, Z. 217
_SIMSEK, F. M. 177
SIMSEK, HALIS 211
_SIMSEK, HULYA 214
SIMSEK, i. 178
SIRIN, H. 179
TANYUKSEL, M. 155, 204
TARHAN, G. 212,214
TEKBIYIK, S. 222
TEKELI, A. 207
TEMIZEL,|. S. 211
TEZCAN, G. 192
TEZEL, G. G. 219
TORAMAN, Z. A. 184
TUNCER, M. 191
TUNCER, S. 128, 165, 188, 214
TURHAN, A. 202

TURKYILMAZ, A. R.

172,188, 190, 196

242

R ———



ULUKANLIGIL, M. 204

USLU, S. 224
USTACELEBI, S. 177,219
UZUNALIMOGLU, O. 170, 171, 195
ULGER, N. T. 200
VARDAR, F. 199
YALCIN, E. 215
YALCIN, K. 170
YAMAN, S. 222
YAPAR, M. 183
YARKIN, F. 185
YAVUZER, U. 191
YENEN, O. S. 26
YESILIPEK, A. 192
YILMAZ, G. 101
YILMAZ, Y. A. 211
YURDAKUL, P. 219
YURDAYDIN, C. 170, 171, 172, 190, 195, 196
YUCEYAR, N. 179
ZEYTINOGLU, A. 82,179

243




