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GENEL BILGILER

Kurs Tarihi
24-25 Haziran 2008

Kurs Merkezi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlar1 Morfoloji
Binasi, Sihhiye-Ankara

Kongre Tarihi
25-28 Haziran 2008

Kongre Merkezi
Bilkent Otel ve Konferans Merkezi,
Bilkent-Ankara

Kongre Dili
Kongre resmi dili Tiirk¢edir.

Kongrenin Web Adresi
www.molekulermikro2008.org

Kredilendirme
5. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji
Kongremiz, Tiirk Tabipler Birligi “Stirekli Tip

Egitimi (STE)” Kredilendirme Kurulu tarafindan

"20.5" kredi puanu ile kredilendirilmistir. Bu
krediler ile ilgili TTB-STE formlarini kongre
cantast igersinde bulabilirsiniz. Formlar

doldurulduktan sonra kongre kayit ve danigma

masasinda bulunan TTB-STE Kredilendirme
kutusuna birakilmalidir.

Not: Kurul tarafindan kredilendirilen kongremiz tip
doktorlarini kapsamaktadir. Doldurulacak formlarin
sadece tip doktorlar1 tarafindan degerlendirilmesi
konusunda gerekli hassasiyetin gosterilmesi rica olunur.

Kongre Danisma ve Kayit Masasi Calisma Saatleri
25 Haziran 2008 Carsamba  08:00-18:00
26 Haziran 2008 Persembe  08:00-18:00
27 Haziran 2008 Cuma 08:00-13:00
28 Haziran 2008 Cumartesi 08:00-15:30

VIII

Sozlii Bildiriler

Sozli bildiriler agagida bildirilen giin ve saatler
arasinda Ana Toplanti Salonu’nda sunulacaktir.
Sozli bildirisi bulunan sunum sahiplerinin
kongreye katildiklari ilk giin sunumlarini
tasinabilir belleklerinde ya da CD'de kongre
merkezinde hazirlanacak olan “Sunum
Kontrol Merkezi’ne kontrol ettirerek teslimi

rica olunur.

Sozlii Bildiri Giinleri Sunum Saatleri
26 Haziran 2008 Persembe  08:30 — 09:00
27 Haziran 2008 Cuma 08:30 - 09:00

28 Haziran 2008 Cumartesi  08:30 — 09:00

Poster Tartismalari

Kongremizde poster bildirileri “e-poster” olarak
sunulacaktir. Posterleri incelemek tizere,
e-poster alanini 25 Haziran 2008 tarihinden
itibaren Sakarya Salonu 3de ziyaret edebilirsiniz.
Poster tartismalar1 26 Haziran 2008 Persembe,
12:00-13:00 ve 28 Haziran 2008 Cumartesi,
12:30-13:30 saatleri arasindaki 6gle yemekleri
esnasinda bilgisayar basinda yapilacaktir.
Poster bildirisine sahip katilimcilarimizin,
poster tartigmalarina katilmak {izere yukarda
belirtilen giin ve saatlerde, e-poster alaninda

hazir olmasini onemle rica ederiz.

E-Poster Nedir, Avantajlari Nelerdir?

E-poster, yillardir basili olarak hazirlanan

ve kongre merkezlerinde panolara asilarak
sergilenen poster bildirilerin aksine, elektronik
ortamda hazirlanip, kongre merkezinde
kurulu bilgisayar terminalleri ile katilimcilarin
bilgisine sunulan bir yazilim uygulamasidur.
E-poster’ler internet ortaminda saklanabilir,
istenilen zamanlarda ve yerlerde ulasilabilir
bigimde arsivlenebilirler. Bilimsel programlarin
yogunlugu nedeniyle incelenemeyen poster
bildiri ¢aligmalar1 bu sayede katilimcilar
tarafindan ve kongreye katilma imkani
bulunmayan kisilerce her zaman takip edilebilir.



E-poster’in en 6nemli avantaji hazirlayicisina

herhangi bir maddi kiilfet getirmemesidir.

Sergi Alanlari

Sergi alan1 25 Haziran 2008 tarihi itibar1 ile
sabah 08:00 aksam 19:00 saatleri arasinda
Sakarya Balo ve Konferans Salonu fuayesinde
28 Haziran 2008 tarihine kadar acik olacaktir.

Yaka Kartlari

Tiim katilimei, refakatgi ve ticari firma
temsilcilerine, kategorilerine uygun yaka
kart1 dagitimi, kongre kayit masasinda
gerceklestirilecektir. Yaka kart: bulunmayan
katilimcilarin kongre aktivitelerine katilimlar:
miimkiin olamayacaktir. Yaka kartlarinin
kongre boyunca tiim bilimsel ve sosyal
aktivitelerde takilmasi gerekmektedir.

Katilim Sertifikasi

Tiim katilimcilara, kongre katilim sertifikalar:
26 Haziran 2008 tarihinden itibaren kongre
kayit masasindan dagitilmaya baslanacaktir.
Bu tarihten 6nce ayrilacaklarin, posta
adreslerini kayit masasina bildirmeleri ya

da bir bagkasinin alabilmesi i¢in yazili yetki
vermeleri rica olunur.

Ulasim

24-28 Haziran 2008 tarihleri arasinda her sabah
saat 08:00da Mithatpasa Caddesi Giirkent Otelden
ve ardindan Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
oniinden Bilkent Otele servis kaldirilacaktir.
Ayrica bilimsel program saatlerine gore

Sehir Merkezi - Bilkent Otel ve Bilkent

Otel - Sehir Merkezi arasinda servis hizmeti

de saglanacaktir. Bu saatleri gosteren
bilgilendirme panosunu toplanti salonu

fuayesinde bulabilirsiniz.

Beypazari Gezisi ve Aksam Yemedgi
Kongre gezisi, 27 Haziran 2008 Cuma giinti

Ogle yemegi paketlerinin alinmasinin ardindan

5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MiKROBIYOLOJi KONGRESI

Bilkent Otel ve Konferans Merkezinin
ontinden, Ankaranin sirin ilgesi Beypazarrna
kaldirilacak otobiislerle baslayacaktir.

Bagevi Anadolu Mutfagi

Adres: Gazi Giindiizalp Is Merkezi Otoparki
Yan1 17/A 06730 Beypazar1 / Ankara
Telefon: 0 312 763 40 20

Varista ilce icinde yapilacak panoramik bir
gezinin ardindan, katilimcilarimiza aligveris
i¢in serbest zaman birakilacaktir. Kongre
yemegi saat 17:30da Beypazar: Bagevi
Anadolu Mutfagrnda otantik bir aksam
yemegi tarzinda alinacaktir. Ankara’ya doniis
i¢in otobtisler saat 20:30'da restoran 6niinden
hareket edecektir.

Beypazari Gezisi ve aksam yemegine tiim
kongre katilimcilarimiz davetlidir. Geziye
katiliminiz1 bildirmediyseniz kayit masasina

bildirmeniz 6nemle rica olunur.

Teknik Destek

Kongre siiresince sunumlarinizin ¢alismasinda
herhangi bir sikint1 yasamamaniz i¢in,
sunumlarinizi taginabilir belleklerinize ya

da CD’ye “Microsoft Office” altinda ¢alisan
programlarda hazirlamanizi ve yedeklerini
kongrede yaninizda bulundurmanizi rica ederiz.
Sunum sahiplerinin kongreye katildiklar: ilk
glin sunumlarini tagmabilir belleklerinde ya da
CDde kongre merkezinde hazirlanacak olan
“Sunum Kontrol Merkezi’ne kontrol ettirerek,
teslimi rica olunur. Sunumlarinda kendilerine
ait diziistli bilgisayarini (laptop) kullanmak
isteyen konuklarimiz sunum yapacaklari
salonda mutlaka 6nceden cihazlarini kontrol
ettirmelidir.

Kongre siiresince salonlarda slayt makinesi

ve tepeg6z kullanilmayacak; tiim salonlarda
diziistii (laptop) ve goriintiileme cihazlar1 hazir
olacaktir.

IX



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

KURS VE KONGRE PROGRAMI

KURS PROGRAMI

Diizenleyenler:

Dog. Dr. Ahmet Pinar

Dog. Dr. Ozgen Eser

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp
Yrd. Dog. Dr. Zeynep Saribag
Yrd. Dog. Dr. Koray Ergiinay

24 HAZIRAN 2008, SALI

Real-time PCR Kursu
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlar

SAAT

DERS/PRATIK

ANLATAN/SORUMLU

09:00 - 09:30 (TEORIK)

PCR ve Real-time PCR yontemleri konusunda genel bilgi

Dog. Dr. Ahmet Pinar

09:30 - 10:15 (TEORIK)

Klinik 6rnek toplama, isleme, hiicre par¢alama ve niikleik
asit saflagtirma yontemleri

Dog. Dr. Ozgen Eser

10:15 - 10:45

CAY-KAHVE MOLASI

10:45 - 11:45 (PRATIK)

Tiim Gruplar: Tam otomatize MagNa Pure Sistemine klinik
orneklerin yiiklenmesi

Dog. Dr. Ozgen Eser

10:45 - 11:45 (PRATiK)

Tiim Gruplar: Tam otomatize MagNa Pure Sistemine klinik
orneklerin yiiklenmesi

Dog. Dr. Ozgen Eser

12:30 - 13:30

13:30 - 14:15 (TEORIK)

Internal ve eksternal kontroller

Yrd. Dog. Dr. Koray Ergiinay

14:15 - 15:15 (PRATiK)

A Grubu: Klinik 6rnek isleme, hiicre par¢alama ve saflagtirma

Dog. Dr. Ozgen Eser

B Grubu: Real-time PCR igin reaksiyon karigimi hazirlama

Yrd. Dog. Dr. Koray Ergiinay

C Grubu: Amplifikasyon programlama ve izleme

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

15:15 - 15:45

CAY-KAHVE MOLASI

15:45 - 16:45 (PRATIK)

A Grubu: Real-time PCR i¢in reaksiyon karigimi hazirlama

Yrd. Dog. Dr. Koray Erglinay

B Grubu: Amplifikasyon programlama ve izleme

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

C Grubu: Klinik 6rnek isleme, hiicre pargalama ve saflagtirma

Dog. Dr. Ozgen Eser

16:45 - 17:45 (PRATIK)

A Grubu: Amplifikasyon programlama ve izleme

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

B Grubu: Klinik 6rnek isleme, hiicre pargalama ve saflagtirma

Dog. Dr. Ozgen Eser

C Grubu: Real-time PCR igin reaksiyon karigimi hazirlama

Yrd. Dog. Dr. Koray Ergiinay
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25 HAZIRAN 2008, CARSAMBA

Real-time PCR Kursu

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlar

SAAT

DERS/PRATIK

ANLATAN/SORUMLU

09:00-09:30 (TEORIK)

Kantitatif real-time PCR

Dog. Dr. Ahmet Pinar

09:30-10:00 (TEORIK)

Real-time PCR ile mutasyon saptanmasi

Yrd. Dog. Dr. Zeynep Saribag

10:00-10:30 (TEORIK)

Klinik laboratuvarda real-time PCR deneyimi

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

10:30-11:00 CAY-KAHVE MOLASI
A Grubu: Real-time PCR ile kantitasyon Dog. Dr. Ahmet Pinar
11:00-11:30 (PRATIK) B Grubu: Real-time PCR ile mutasyon saptanmasi Yrd. Dog. Dr. Zeynep Saribas

C Grubu:

Degisik real-time PCR format ve cihazlar

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

11:30-12:00 (PRATIK)

A Grubu:

Real-time PCR ile mutasyon saptanmasi

Yrd. Dog. Dr. Zeynep Saribag

B Grubu:

Degisik real-time PCR format ve cihazlar

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

C Grubu:

Real-time PCR ile kantitasyon

Dog. Dr. Ahmet Pinar

12:00-12:30 (PRATIK)

A Grubu:

Degisik real-time PCR format ve cihazlari

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan Alp

B Grubu:

Real-time PCR ile kantitasyon

Dog. Dr. Ahmet Pinar

C Grubu:

Real-time PCR ile mutasyon saptanmasi

Yrd. Dog. Dr. Zeynep Saribag

12:30-13:30

OGLE YEMEGI VE BILKENT OTELE TRANSFER

XI
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KONGRE PROGRAMI
08.30 - 13:45 KAYIT
14.00 - 14.30 ACILIS

14.30 - 15.30 KONFERANS 1

o Her seyin bir sonu var; immiin yanitin da..
Gorevini tamamlayan immiin yanit
nasil duruyor?
Oturum Bagkanz: Prof. Dr. Semsettin Ustacelebi
Konusmact: Prof. Dr. Selim Badur

15.30 - 16.00 KLASiK MUziK DINLETiSi
16.00 - 16.30 KAHVE ARASI

16.30 - 17.30 KONFERANS 2

o Molekiiler biyolojide kullanilan yasamin
akilli robotlar1
Oturum Bagkan1: Prof. Dr. Suna Gedikoglu
Konusmact: Prof. Dr. Tanil Kocagoz

18.30 - 20.30 AGILIS KOKTEYLI

Becton Dickinson'un Katkilariyla

20.30 - 21.30 AKSAM GOSTERIMi

« Biiyiik Patlamadan Molekiiler Mikrobiyoloji
Kongresine Sagilan Yildiz Tozlar
Konugmact: Prof. Dr. Tanil Kocagoz

26 HAZIRAN 2008 PERSEMBE

08.30 - 09.00 SOZLY BILDIRILER

Oturum Bagkanlar1: Prof. Dr. Riza Durmaz,
Y. Dog. Dr. Alpaslan Alp

S1- OXA-58 tireten karbapeneme direngli
Acinetobacter baumannii salgin suslariin
tanimlanmasi

(C.Kiilah, M.Mooij, E.Begendik Comert,
E.Aktas, G.Celebi, N.Ozlii, P.Savelkoul)

S$2 - Antibiyotik kullanimina bagl ishalli
hastalarda Clostridium difficile kokenlerinin
toksin genlerinin aragtirilmasi

(U.Deniz, N.Ulger, B.Aksu, G.Soyletir)

XII

S$3 - Helicobacter pylori viriilans faktorleri ve
konak interlokin-1 polimorfizminin

prognoza etkisi

(E.Yula, D.Pekmezci, H.Yerhan, B.Kantarceken,
F.Koksal)

09.00 - 10.30 PANEL 1

 Molekiiler yontemlerin mikolojiye katkilar
Oturum Bagkani: Prof. Dr. Sevtap Arikan

« Molekiiler yontemlerin maya mantarlarinin
taksonomisine getirdikleri
Konugmaci: Dog. Dr. Ayse Kalkanci

o Mantarlarin genotiplendirme ¢alismalarinda
glincel durum
Konugmact: Prof. Dr. Nedret Kog

o Fungal virtilans faktorlerinin
molekiiler temelleri
Konugmact: Prof. Dr. Mine Yiicesoy

10.30 - 11.00 KAHVE ARASI

11.00 - 12.00 KONFERANS 3

o SeptiFast: A new rapid and sensitive
PCR method for the detection and
identification of bacterial and fungal
pathogens in the blood.

Oturum Bagkant: Prof. Dr. Giiner Soyletir
Konusmaci: Gorm Lisby, MD, PhD
(Roche Diagnostics Katkilariyla)

12.00 - 13.00 YEMEK ARASI - POSTER TARTISMA

13.00 - 14.30 PANEL 2

o Molekiiler yontemlerde kalite kontrol ve
akreditasyon
Oturum Bagkani: Prof. Dr. Hakan Abacioglu

o Laboratuvarda akreditasyon siirecine
genel bakis
Konusmact: Prof. Dr. Hakan Abacioglu

o Molekiiler testlerde yontem onayi ve
kalite kontrol
Konusmact: Dog. Dr. Arzu Sayiner

o Laboratuvar akreditasyonunda altyap:
Konusmact: Y. Dog. Dr. Alpay Ozbek



14.30 - 15.30 UZMANIYLA TARTISALIM

« Molekiiler tiplendirme yontemlerinin hastane
enfeksiyonlarinin kontroliindeki yeri
Oturum Bagkant: Prof. Dr. Riza Durmaz

 Molekiiler tiplendirme yontemlerinin hastane
enfeksiyonlarinin kontroliindeki yeri
Konugmact: Prof. Dr. Riza Durmaz

o Molekiiler tiplendirme yontemlerinin
hastane enfeksiyonlarinin
kontroliindeki yeri:

Giincel bilgiler 1s1g1nda genel bir bakis
Konugmacr: Y. Dog. Dr. Cagatay Acuner

15.30 - 16.00 KAHVE ARASI

16:00 - 16.30 MiNi KONFERANS

« Insan papillomavirus asilarinda son durum
Oturum Bagkani: Prof. Dr. Xxxx Xxxxx XXXXx
Konugmact: Prof. Dr. Diirdal Us

16.30 - 18:00 PANEL 3

Molekiiler tanida yeni ticari sistemler
Oturum Bagkanzt: Prof. Dr. Burcin Sener

Katilimci Firmalarin Tanitimi

« Abbott Molecular
Tailor Made Solutions for Molecular Diagnostics
Dr. Anke Coblenz-Korte
Marketing Manager Infectious Diseases
Europe, Middle East, and Africa
o Ayka Ltd. Sti.
“Affymetrix GeneChip Mikroarray Sistemi ve
Kullanim Alanlar”
Eda Seyma Kepenek,MSc.
o Biobak
“Mikrodizilim Sistemleri (Microarrays)”
Prof. Dr. Yavuz TAGA
o EUROIMMUN Tiirkiye
“EUROIMMUN de yenilikler”
Bio. Ayten Oz
o Medtek A.S
Fluorion: Turkiyede Uretilen Ilk
IVD-CE’li Real-time PCR Kitler
Dr. Onur Bilenoglu
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27 HAZIRAN 2008 CUMA

08.30 - 09.00 SOZLU BILDIRILER

Oturum Bagkanlar1: Prof. Dr. Sesin Kocagoz,
Dog. Dr. Banu Sancak

$4 - Optik okuyuculu elektroforez sistemi ve
otomatik molekiil biiytikligii belirleyicisi
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KNF1

HER SEYIN BiR SONU VAR; IMMUN YANITIN DA...
GOREVINi TAMAMLAYAN iMMUN YANIT NASIL DURUYOR?

Prof. Dr. Selim BADUR
Istanbul Tip Fakiiltesi, Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dali, Capa 34390, Istanbul.

Immiin sistemin, “istenmeyen yabanci saldirgani” yikima ugratip, ortamdan uzaklastirdiktan
sonra daha fazla ve gereksiz yere ¢alismasini 6nlemek i¢in bir dizi mekanizma uyarinca durdurul-
dugunu; boylece gereksiz yere islevini stirdiirmesi sonucunda ortaya ¢ikacak olumsuzluklarin engel-
lendigini biliyoruz. Son 20 yildir, savunma sistemimizin nasil ¢alistig1 incelenerek, hem dogal direng
hem de 6zgiil yanitin efektor mekanizmalar: ayrintilariyla ortaya konmus, bu aragtirmalar siirerken
islevini tamamlayan sistemi hangi parametrelerin ve hangi yollardan kesintiye ugrattig1 daha iyi an-
lagilmistir. Bu yazida immiin yanit1 “durduran” belli bagh molekiilleri ve mekanizmalar: ele alarak,
immiin yanitin nasil sonlandirildigina bakacagiz.

Yillar 6nce immiin sistemin yabanci “diigmana” kars1 nasil saldirdig: incelenirken, sistemin ken-
dimize 6zgi (self) antijenlere yanit vermeme 6zelligi ve tolerans mekanizmasi da ayrintilari ile ir-
delenmistir. Ornegin timusda T lenfositlerinin gelisme siirecinde, “self” antijenlere 6zgii hiicreler
yikima ugrayarak immiin yanitin “kendimize” zarar verme olasilig1, negatif seleksiyon uyarinca isin
basindan yok edilmektedir. Béylece heniiz lenfositlerin olgunlagma asamasinda otoimmiin hasta-
liklara neden olabilecek gelismeler 6nlenmekte; bir diger tanimlamayla immiin yanitin gereksiz ve
zarar verecek sekilde ¢aligmasinin 6niine gecilmektedir. Buna karsin ortadan kaldirilmas: gereken
yabanci antijene karsi yanit olusturacak hiicreler yollarina devam etmekte ve “temizleme” gorevlerini
kademeli olarak yerine getirmektedirler. Timositlerin timusda olgunlagmasi asamasinda, 10" kadar
farkls af reseptoriiniin olusumuna yol acacak olan T hiicre reseptorlerinin (THR) gesitliligi, genlerin
rastlantisal diizenlenmesi sonucu olugmaktadir. Bu esnada kazandiklari reseptorleri eksprese etmeye
baglayan hiicreler, iki asamali seleksiyon islemine tabi tutulurlar: bireyin kendi (self) MHC molekiil-
lerini tantyamayan ya da kendi MHCleri oluguna yerlesmis otoantijenlerini tanima 6zelligine sahip
hiicreler, negatif seleksiyon olarak adlandirilan bir siirecte ytkama ugramaktadirlar. Boylece sadece
kendine ait MHC’lerin oluguna yerlesmis yabanci antijeni taniyabilen reseptorlere sahip hiicreler
yollarina devam ederek olgunlagmalarini tamamlayacaklardir. Bu seleksiyon siirecinde timositlerin
%90-95’1 yikima ugrar. S6z konusu gelismede timusun stromal hiicrelerinden olan epitelyal hiicreler,
dendritik hiicreler (DC) ve makrofajlar ile, endojen glukokortikoidlerin rolii vardir. Kisaca 6zetleme-
ye ¢aligtigim negatif seleksiyon agamasinda, zararli olabilecek ya da ise yaramayacak hiicreler apop-
tozis uyarinca yikima ugrarlar. Bu nedenle negatif seleksiyon ve apoptozis gelismelerini, immiin
sistem hiicrelerinin olgunlasma asamasinda devreye giren bir “durdurma” siireci olarak ele almak
hatali olmaz. Doku homeostazinin muhafazasi igin gerekli bir gelisme olan apoptozis, istenmeyen
hiicrelerin yikimini saglayan fizyolojik bir olaydir. “Istenmedigini anlayan” (!) hiicre, kendi yikimina
neden olacak bir dizi efektor protein sentezler ve bu nedenle, apoptozisi “hiicre intihar1” olarak de-
gerlendirmek dogru bir yaklagimidir.

Benzer sekilde, dogal direncin 6nemli bir yapitast olan dogal 6ldiiriicii hiicreler (natural killer;
NK hiicreleri), farklilasmis hiicreleri (kanserlesen ya da bir viriis ile enfekte olan) perforin ve gran-
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zimleri aracig ile yikima ugratmanin yani sira, immiin yanitta 6nemli islevlere sahip cesitli sitokin-
leri (IFN-y, GM-CSE TNF-aq, IL-5, IL-10 gibi) salgilayarak ve nihayet DC’lerin aktivasyonuna katki
saglayarak gorev yaparlar’. Bu tip onemli islevlere sahip NK’larin etkinliklerini, yiizeylerinde yer
alan bir dizi aktivator ve inhibitor reseptor diizenler®. “Killer Ig-like” homodimerleri, CD94/NKG2
lektin benzeri heterodimerleri ve Ly49 lektin benzeri homodimerleri, NK hiicrelerinin inhibitor re-
septorlerini olustururlar ve enfekte olmamis ya da NK’larin “ilgi alanina” girmeyen hiicrelere (6rne-
gin MHC-I tastyanlara) saldirmalarini engellerler. Bu tip bir 6zellik, NK hiicrelerinin etki gosterip
gostermemelerini belirleyen ve bir agidan NK’larin inhibisyonuna yol agan mekanizmalar olarak
degerlendirilir.

Sirada dogal direncin 6nemli bir yapi tast olmasinin yani sira, 6zgiil yanitin hem hiimoral hem de
hiicresel koldan etkinliginde diizenleyici rolii olan kompleman sistemi var. Acaba etki ettigi hiicreler
tizerinde “membran atak kompleksi” (MAK) adi verilen delikler agarak hiicrelerin lizisine yol agan
ya da aktivasyonu siirecinde olusan ara triinler ile (C3a, C5b gibi) inflamasyon ve fagositoza katk:
saglayan, ayrica sonraki asamada devreye girecek 6zgiil yanit1 yonlendiren kompleman sistemi nasil
durmaktadir? Ug farkli yoldan (klasik, alterne ve lektin aktivasyon yollar1) aktive olabilen sistem
yaklasik 30 adet inaktif yap: tagindan meydana gelir. Bu yap1 taglar1 arasinda sistemin gereksiz yere
calisarak organizmaya zarar vermesini engelleyen bir dizi regiilatér molekiil de yer alir. Sistemin
astr1 ve gereginden uzun ¢aligmast doku ve hiicrelere zarar vereceginden, kompleman aktivasyonu
regiilatorleri (regulators of complement activation; RCA) olarak tanimlanan bu proteinler organiz-
may1 korumakla gorevlendirilmislerdir. Bu molekiillere 6rnek olarak plazmada bulunan faktér H ve
C4bp’yi, membranlarda yer alan kompleman reseptorii-1 (CR1/CD35) gibi reseptorleri ve nihayet
membran kofaktor proteinlerini (MCP, CD46) sayabiliriz. S6z konusu molekiiller, sistemin yapi tas-
lar1 arasindaki iliskiyi keserek komplemanin aktivasyon dongiisiinde 6nemli ve hayati bir asama olan
C3 konvertaz olusumunu engellerler. Ayn1 RCA’lar, serin proteaz etkinligine sahip faktor I kofaktori
islevi gorerek, enzimatik yoldan C4b ve C3b gibi yapi taglarini inaktif komponentlere doniistiiriirler.
Benzer bir aktivite, DAF (CD55) lizerinden ancak bu kez enzimatik olmayan yoldan gergeklesir ve
sonugta C3 konvertaz yap: taslar: inaktive olurlar®. Sonucta “decay-accelerating activity” ve “cofactor
activity” olarak tanimlanan iki farkli inhibisyon mekanizmasinin harekete ge¢mesi ile kompleman
sisteminin devre dig1 kalmasi s6z konusudur ve bu inhibisyon mekanizmalarindan birinde ortaya
¢ikacak aksaklik, hemolitik tiremik sendrom gibi bazi patolojilerin gelisimine neden olur’.

Gelelim dogal direng kapsaminda ele alinan ve immiin sistemde hiicreler arasi iletisimi saglayan
sitokinlerin ¢aligma diizenine.. Immiinokompetan hiicrelerin ¢ogalmalarinda, farkhilasmalarinda
ve uyarilarak etkinlik gostermelerinde gorev yapan bu molekiiller, hedef aldiklar1 hiicrelerin yiizey
reseptorlerine baglanarak hiicre iginde sinyal ileti mekanizmasini aktive ederler. Kisaca SOCS pro-
teinleri ad1 verilen bir grup molekiil ise, “sitokin sinyal transdiiksiyon regiilatorleri” olarak gérev
yaparlar ve sinyal iletisine farkli agamalarda miidahale ederek sitokinlerin aktivitelerini durdururlar®.
SOCS ailesinden proteinler gliniimiizde sekiz grup altinda toplanmaktadir: CIS ve SOCS1-SOCS?7.
S6z konusu molekiillerin etkinliklerine 6rnek vermek gerekirse; SOCS1 ve 3’tin, Toll benzeri re-
septorler (Toll-like receptors, TLR) {izerinden, DC olgunlasma ve aktivasyon asamasina miidahale
ederek inhibisyona yol agtigini, ayni molekiiliin tip I ve II interferonlarin (IFN) antiviral ve proinfla-
matuvar etkinligini bozdugunu ve nihayet IL-12 ve IL-4lin rol oynadig1 T, -1/2 farklilasmasina engel
olarak CD4* hiicre aktivitesini engelledigini soyleyebiliriz’. Bu arada yaslanma siirecinde gézlenen
immiin sistem fonksiyonlarindaki zayiflamalarda, SOCS protein aktivitesindeki artigin rolii oldugu,
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ozellikle notrofil fonksiyonlarini uyaran GM-CSF gibi bir sitokin etkinliginin, yaglanma siirecinde
SOCS proteinlerince baskilanmasinin s6z konusu oldugu bildirilmigtir®.

Biraz da immiin yanitin ileri agamalarinda devreye girecek olan 6zgiil bagisikliga ve islevleri-
ni tamamlayan yapi taglarinin hangi mekanizma uyarinca devre dis1 kaldiklarina bakalim. Ozgiil
yanitin merkezinde, kendilerine bir antijen sunan hiicre (ASH) tarafindan “takdim edilen” antijen
uyarisini alan CD4* T lenfositlerinin (T,) aktivasyon agamas1 bulunmaktadir. Bu nedenle “orkestra
sefi” islevi gordiigii soylenen T, lar, farkli sitokin paternleri {ireterek, diger immiinokompetan hiicre-
lerin uyarilmasinda merkezi bir rol tistlenmislerdir. Savunma sistemi agisindan bu denli 6nemli bir
isleve sahip olan T, larin aktivasyon siirecinde; bir yandan ASH’lerin MHC-II molekiilleri olugunda
kendilerine sunulan islenmis antijen uyarisina (1. sinyal), 6te yandan yine ASH’ler ile aralarinda
kurulacak kostimiilasyon baglantilarina (2. sinyal) gerek vardir. Kostimiilatér molekiiller dendiginde
T, larin ylizeyindeki CD28 reseptorii ile ASH iizerindeki B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) reseptorleri
ilk sirada yer alir. Nitekim MHC-II aracilig1 ile antijen sunumu yapilsa bile, CD28 eksikliginde anerji
tablosu ya da apoptozis uyarinca yikim séz konusu olur ve T, uyarisi ger¢eklesmez. Aktivasyon igin
gerekli olan CD28 reseptordi, islevini tamamlayan T hiicresi tizerindeki yerini CTLA-4 (CD152) mo-
lekiiliine biraktiginda, T,’lerin artik uyar1 sinyali alamadiklar1 ve devre dis1 kaldiklar1 saptanmustir®.
CD28 molekiilii ile %30 oraninda homoloji gosteren CTLA-4 reseptoriiniin devreye girmesi, sonug-
ta immiin yanitin sonlanmasina yol agar. CTLA-4’ iin, T ’lerin aktivasyonu i¢in ortamda bulunmasi
gereken IL-2 tiretimini ve IL-2 reseptdr ekspresyonunu baskilayarak, ayrica T hiicrelerinin gelisi-
mini G1 fazinda bloke ederek etki gosterdikleri kabul edilir. Bu mekanizmalar disinda CTLA-4"in;
T hiicre reseptoriiniin (THR) islerligini bozarak, THR-CD28 arasindaki iliskiye miidahale ederek
ve nihayet CD28 sinyalini etkisiz kilarak inaktivasyona yol ac¢abilecegi de 6ne siirtilmiistiir'®. Son
olarak B7:CD28 ailesinden “programlanmis 6liim reseptorii-1” (programmed death-1, PD-1) ve iki
ligandinin (PD-1L ve PD-2L) etkilesiminin immiin yanit inhibisyonuna neden oldugu saptanmus;
s6z konusu iligkinin HIV basta olmak iizere bir dizi enfeksiyon hastaliginda T etkinligini baskilaya-
rak stiregen siirecin baglamasina neden oldugu kabul edilmigtir''. B7:CD28 ailesi olarak tanimlanan
reseptor grubunda, T hiicre aktivasyonu ve tolerans olaylarini diizenleyen ICOS ve BTLA gibi bagka
tiyeler de bulunmaktadir. Bunlardan BTLAllar, B lenfositlerinin immiin regiilasyonunda, ICOS’ lar
ise T hiicre bagimli B lenfosit yanitinda ve T hiicre toleransinda etkili olurlar'>'3.

Ozgiil yanitin igleyisi sadece CTLA-4 6rnegindeki gibi bazi reseptorlerin devreye girmesi ile son-
lanmaz. Immiinokompetan hiicreler arasinda, yillar 6nce siipresér T lenfositleri olarak adlandirilmig
olan, giiniimiizde ise regiilator T hiicreleri (T, ) olarak isimlendirilen bir grup hiicre yer alir'%. 1995
yilinda ilk kez CD4* hiicrelerin %10’unda IL-2R a zinciri (CD25) tastyan 6zel bir grup saptanmis ve
otoreaktif T hiicrelerini denetleme 6zellikleri belirlenmistir. Daha sonra T, olarak isimlendirilen bu
grup hiicrenin homojen bir topluluk olmadigy; bir bolimiin (dogal T, ’ler) direkt olarak timustan
kaynaklanirken, bir diger grubun (uyar1 sonucu olugan T _’ler) naif CD4" veya CD8" hiicrelerden
antijen ile temas sonrasi ortaya ciktiklar1 gosterilmistir. Dogal olanlarin CD4* CD25* FOXP3* fe-
notipinde olduklar1 anlagilmig; antijen ile uyar: sonrasi beliren CD4* CD25" hiicrelerin ise kendi
aralarinda T, 3 ve T 1 olarak iki grupta toplanarak adlandirilmalarina karar verilmistir'*. S6z konusu
hiicrelerin bazi 6zelliklerine baktigimizda; bir transkripsiyon faktéri olan FOXP3’ iin dogal T, ’lerin
onemli bir yiizey markir1 oldugu, bu hiicrelerin CD25 T hiicre proliferasyonunu inhibe ettikleri ve
etkilerini yiizeylerinde tagidiklar: inhibisyon reseptoriiniin (CTLA-4) yanisira, salgiladiklar1 TGF-f
ve IL-10 {izerinden gerceklestirdikleri goriilmektedir. Ad1 gegen sitokinlerin tiretimi T, 3 ve T 1 hiic-
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releri i¢in de gegerli bir dzelliktir ve bunlar aracihigr ile T, 1, T,2 ve CD8" hiicrelerin baskilanmasina
yol agarlar. Bu arada T etkinliginin sitokinler iizerinden gergeklesmesinin yan1 sira, s6z konusu
hiicrelerin TLR asamasina miidahale ederek de inhibisyon yapabilecekleri ileri siiriilmiistiir's.

Regiilator hiicreler dendiginde sadece T hiicre grubu diisiiniilmemelidir. Son yillarda kisaca NKT
olarak tanimlanan 6zel bir T hiicre grubunun da otoimmiin reaksiyonlar: énlemede devreye girdik-
leri; bu hiicrelerin klasik olarak NK hiicrelerinde bulunan yiizey reseptdrlerinin yani sira THR'iine de
sahip olduklar1 saptanmustir'”. Benzer sekilde T hiicre aktivasyonuna etki eden regiilatér NK etkin-
ligi saptanmis ve IL-10 salgilama 6zelligi ile karakterize bu grup hiicre ilk kez Deniz ve arkadaslar1'®
tarafindan tanimlanmgtir. Regiilator etkinlige sahip B hiicrelerinin (Breg) de, immiin siipresyona yol
acan IL-10 ve TGF salgilayarak, tolerans gelisiminde rol oynadiklar gosterilmistir®.

Yukarida degindigimiz belli bash regiilator reseptor ve hiicreler disinda: miyeloid hiicreler yii-
zeyinde yer alan “sinyal-regiilasyon protein ailesinin” (signal-regulatory protein family; SIRP) re-
glilator proteinler olarak gorev yaptiklar1®; anerjik T hiicrelerinde eksprese olan anti-proliferatif
gen ailesinden Tob geninin T hiicre proliferasyonunu ve sitokin transkripsiyonunu baskilamada rol
oynadigr*'; antijen baglama 6zelligine sahip Fcy reseptérlerinin (FcyR), antikorlar ile birleserek, im-
miin kompleksler izerinden immiin yanit regiilasyonunda etkili olduklari?’; semaforinler denilen
yeni saptanan bir grup immiinoregiilatr proteinin, immiin sistemin isleyisinde organizator gérevi
yaptiklari saptanmistir®. ve nihayet dogal direng aktivasyonunda gérev yapan TLRlerin, bazi 6zel
kosullarda, negatif regiilator mekanizmalar1 baglatmada rolleri oldugu bildirilmistir®.

Sonug olarak yillardan beri efektor mekanizmalar tizerinde durulan ve bizleri “yabanci saldi-
risina” karst koruyan immiin sistemin iglevini tamamlamasini takiben, bir dizi molekiil-reseptor-
hiicre grubunca durduruldugu ve islevsiz kilindig1 anlagilmakta, bu tiir regiilasyon etkinligine sahip
parametreler konusundaki bilgi birikimi her gegen giin daha da zenginlesmektedir.
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MOLEKULER BiYOLOJIDE KULLANILAN YASAMIN AKILLI ROBOTLARI: ENZIMLER

Prof. Dr. Tanil KOCAGOZ
Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Istanbul.

Enzimlerin baslangici, yasamin baslangici; “RNA diinyasi”

Diinyada yasamin nasil basladig1 tartismalar1 1970’li yillarda siirerken, Walter Gilbert 6nemli bir
diistince 6ne siirdil. Yagamu baglatan kendi kendini ¢ogaltabilen bir molekiil olmali idi. Bu molekiil
RNA idi. Bu kurama “RNA diinyas1” ad:i verildi'. Giiniimiizde laboratuvarda riboniikleotidleri
birlestirerek RNA olusturan RNA molekiilleri yapilabilmekte. Bugiin tiim hiicrelerde protein sentezini
yapan yine ribozomlardaki RNAlardir. Enzim islevi bulunan bu RNA'lara ribozim ad1 verilmigtir?.
Giiniimiizde hiicrelerde, basta ribozomlar olmak iizere, ribozimlerin hala ¢esitli enzim islevlerini
ylriitmesine karsin, hiicredeki enzimlerin biiyiik ¢ogunlugunu artik proteinler olusturmaktadir.
Biiyiik olasilikla aminoasitleri birbirine baglayan ribozimlerin ortaya ¢ikmas ile baglayan bu seriiven,
proteinlerin enzim olma konusunda RNAlardan daha basarili olmalar1 nedeniyle hiicrelerde bu islev
bityiik oranda proteinler tarafindan tistlenilmistir. RNAnin sadece dort gesit niikleotid, proteinlerin
ise yirmi farkli aminoasitten olustugu disiiniiliirse, preteinlerin ¢ok daha fazla gesitte ve sekilde
olusturabilecegi molekiillerin ve bunlarin icerecegi kimyasal gruplarin, farkl islevde birgok enzimin
daha kolay ortaya ¢ikartilabilmesi evrimsel gelismeye daha uygun diismektedir.

Yasamin akilli robotlari

Enzimler aslinda islerini biiyiik bir dogruluk ve hiz icerisinde yapan robotlardir. Her enzim icin
tanimlanmug 6zgtl bir tepkime vardir. Bu tepkimeden bagka tepkimeyi gerceklestirmez. Enzim bu
kimyasal tepkimeyi gerceklestirirken kendisi degismeden kalir. Kendi haline birakildiginda gerceklesme
olasilig1 diisiik olan, bu nedenle de ¢ok uzun siirecek tepkimelerin kolayca gerceklesmesini saglar. Her
kimyasal tepkime, gerceklesebilmek icin aktivasyon enerjisine gereksinim duyar. Enzimler aktivasyon
enerjisi miktarini diigiirerek tepkimenin kolayca gergeklesmesini ve hizlanmasini saglarlar®.

Hiicre metabolizmasi seri iiretim yapan bir fabrika gibi ¢alisir. Arka arkaya dizilmis robotlar
molekiilleri sekilden sekile sokarak hiicrelerin yapitaslarini olustururlar. Genetik bilgi kullanilarak
ribozomlar ve bunlar tarafindan da yapisal proteinler ve enzimler yapilir. Enzimler ise hiicreyi

olusturacak yapitaglarinin tamaminin yapimini saglarlar.

Robotlar hizlidir ve yorulmazlar

Enzimler ¢ok hizli robotlardir. Karmasik bir is olan dogru eslesmeyi denetleyerek, DNA yapimini
yiiriiten polimeraz, yeni zincire saniyede 1000 niikleotid ekler. Asetilkolinesteraz sinapslarda bir
saniyede 25.000 asetilkolin molekiiliinii par¢alayarak yeni bir iletinin gegebilmesi i¢in gerekli ortami
hazirlar. Hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayan katalaz enzimi saniyede 40.000.000 molekiiliin
doniisiimiinii gerceklestirir!. Boylece hiicreler igin 6liimciil olan bu oksijen radikali hizla ortadan
kaldirilmig olur. Sonug olarak hiicrelerin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in tepkimelerin buytik
bir hizla gerceklestirilmesi gerekir. Enzimlerin en 6nemli islevlerinden biri bu tepkimeleri hizla

gerceklestirmektir.
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Ortam kosullarina uyum gosteren robotlar

Enzimler programlanabilir robotlardir. Ornegin mide mukoza hiicrelerinde {iretilen, proteinleri
parcalayan enzim, pepsin, hiicre icerisinde iken aktif bolgesini baskilayan bir parca ile pepsinojen
seklinde bulunur. Mide igerisine gectiginde ortamdaki asit etkisi ile bu baskilayici par¢a enzimin
aktif merkezinden ayrilarak, enzimin c¢aligmaya baglamasini saglar. Allosterik enzimler, aktif
merkezlerinin diginda bir yere bir madde baglandiginda aktive ya da inhibe olan enzimlerdir.
Glikolitik yolakta yer alan enzimler bu tiir bir otomatik kontrol altindadir. Ornegin hiicrede ATP
derisimi arttiginda fosfofriiktokinaza baglanarak bu enzimin ¢aligmasini, boylece glikolitik yolagin
durdurulmasini saglar. Enerjisi azalan hiicrede AMP artinca, bu da fosfofriiktokinaza baglanarak

enzimi yeniden aktive eder”.

Biyoteknolojide kullanilan robotlar

Enzimlerin yapilar1 ve islevleri belirlendikee, biyoteknolojinin de en 6nemli araglar1 haline gelmistir.
Burada, daha ¢ok biyoteknolojide yaygin olarak kullanilan bu akilli robotlara yer verilecektir.

Polimerazlar: Hiicrelerin en temel enzimlerinden olan polimerazlar, niikleotidleri kullanarak
yeni DNA ve RNA molekiillerinin yapilmasini saglarlar. Kalip zincir kullanilarak yeni DNA zinciri
yapilmasindan temel olarak DNA polimeraz III sorumludur. Diger DNA polimerazlara gére ¢ok daha
hizlidir. Bu enzim, 1956 yilinda DNA polimeraz I'i bulan Arthur Kornberg’in oglu Thomas Kornberg ile
Malcolm Gefter tarafindan 1970 yilinda tanimlanmustir. Polimerizasyon diginda 3°-5” dogrulama (proof-
reading) islevi de oldugu i¢in, oldukea hatasiz DNA sentezi yapar. DNA polimeraz I, 5°-3” ekzoniikleaz
aktivitesine sahiptir. DNA sentezinin DNA polimeraz tarafindan baglatilabilmesi i¢in sentezlenmis olan
RNA primerlerini ortadan kaldirir ve yerine DNA sentezi yapar. DNA polimeraz II'nin ise olugabilecek
DNA zedelenmelerini onardig1 saptanmisti. DNA polimerazlar, dogrudan tek zincirli DNAy1
kullanarak DNA sentezi baglatamazlar. Varolan bir zincirin 3’ ucuna niikleotid ekleyerek yeni zinciri
olusturabilirler*®. Bu 6zellikleri, deney tiipiinde istenen bir bélgenin 6zgiil olarak gogaltilmasini saglayan
polimeraz zincirleme tepkimesi yénteminin gelistirilmesini saglamistir. Bu yéntemde zincirlerin her
dongtide birbirinden ayrilmas icin tiipler 95°C’ye dek isitildigindan, kullanilmas: gereken enzimlerin
bu sicakhiga dayanikli olmas: gereksinimi ortaya ¢ikmis ve 1siya dayanikli Taq (Thermus aquaticus),
Pfu (Pyrococcus furiosus) ve Vent (Thermococcus litoralis) polimerazlar: kullanima girmistir’. (Yazinin
sonunda bu enzimlerin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalardan da so6z edilecektir.)

RNA polimerazlar (RNA polimeraz I, II ve III) 12 altiinitesi olan enzimlerdir. DNAdan RNA
yapilmasini saglarlar. RNA yapimi baglayacag: sirada altiiniteler transkripsiyon faktorleri araciligi ile
DNA {tizerinde toplanirlar. RNA polimeraz I, rRNA; RNA polimeraz II, mRNA ve gen ekspresyonu
kontroliinde yer alan kiigitk RNATar (mikroRNA, siRNA); RNA polimeraz IIT ise 55 rRNA ve tRNA
yapimindan sorumludur®.

Tersine transkriptaz (“reverse transcriptase”), tek zincir RNAdan gift zincirli DNA olusturabilen
bir enzimdir. Retroviruslarda bulunan bu enzim, tek zincir RNAy1 kalip olarak kullanarak DNA
sentezi yapar. DNA olusurken bir yandan da enzimin tizerinde bulunan RNAz H aktivitesi gosteren
birim RNAy1 pargalayarak ortadan kaldirir. Yapilmis olan tek zincir tizerinde yeni DNA sentezi
yapan enzim bunu cift zincirli DNA haline getirir’.

DNA ligaz, kiint uglu cift zincirli DNA parcalarini birbirine ekleyebildigi gibi, birbirine yapiskan
uglar ile tutunan tek zincirleri de birbirine baglayabilen bir enzimdir. Iki zincir arasindaki fosfodiester

baglarini kurar.



KONFERANSLAR

Restriksiyon enzimleri, kisa DNA dizilerini taniyarak cift zincirli DNAy1 kesen enzimlerdir.
DNAY1 icte bir bolgeden kestikleri i¢in restriksiyon endontikleaz adi da verilmektedir. Restriksiyon
enzimlerinin, bakterileri bakteriyofajlara kars: korumak i¢in evrimlestigi diisiiniilmektedir. Bugiine
dek bakterilerde 3600 kadar restriksiyon enzimi saptanmis, bunlarin toplam 250 kadar farkli DNA
dizisini tanryarak kesebildigi belirlenmistir. Bakterilerin %25 kadarmin en az bir restriksiyon
enzimine sahip oldugu distiniilmektedir'®'2. Neisseria gonorrhoeaeda 7 farkli restriksiyon enzimi
saptanmuigtir’?.

Restriksiyon enzimleri bakterileri, kendilerini enfekte eden bakteriyofajlara kars1 korur. Bunu
bakteriyofaj DNAsindaki 6zgiil DNA dizilerini taniyip bu diziden DNAYy1 keserek gerceklestirirler.
Restriksiyon enzimleri ilk bulundugunda, hemen akla nasil olup da bu enzimlerin bakterinin kendi
DNAsin1 kesmedigi sorusu gelmistir. Metilaz enzimlerinin bulunmas: ile sorunun yaniti ortaya
gikmigtir. Her bakteri bulundurdugu restriksiyon enziminin mutlaka bir metilaz esini de tasimaktadir.
(EcoRI ve EcoRI metilaz ¢ifti gibi). Bu enzimlerin genleri, kromozomal DNA veya plazmid tizerinde
yan yana yer almaktadir. Restriksiyon enziminin hemen 6niinde bu genin ekspresyonunu kontrol
eden bir bolge bulunmaktadir. Tim bu gen bolgesine restriksiyon/modifikasyon sistemi adi da
verilmektedir. Bazienzimlerde hem restriksiyon hem de metilaz aktivitesi bir arada bulunabilmektedir.
Metilaz, restriksiyon enziminin kestigi diziyi taniyarak bu bélgedeki sitozin veya adenine metil
grubu takar. Bu sekilde degistirilmis DNATlar restriksiyon enzimi tarafindan kesilemez. Bakteriler
¢ogalirken kendi DNAsin1 metilledikten sonra olusturduklar: restriksiyon enzimleri ile kendilerini
enfekte eden viruslarin DNAlarini keserek onlarin ¢ogalmasini engellerler'”.

Diger hiire robotlari: Metabolik enzimler

Bir¢ok hiicre, basit bir glukoz molekiiliinden kendisi i¢in gerekli yap: taglarinin tamama
yakinini yapabilir ve bu islemleri yiirtitebilmek icin gerekli enerjiyi de elde edebilir. Tiim bu islevleri
metabolik enzimleri sayesinde gergeklestirir’. Hiicrelerde farkli tepkimeleri ytiriiten yiizlerce enzim
bulunmasina karsin islevleri acisindan belli gruplar altinda incelenebilirler:

Oksidorediiktazlar, molekiillerin indirgenme (rediiksiyon) veya yiikseltgenme (oksidasyon)
islemlerini yiiriitiirler. Bilindigi gibi bu tepkimeler birbirinin tersidir ve oksidorediiktazlar tepkimeleri
ortam kosullarina gore her iki yonde de yiiriitebilirler.

Transferazlar, bir molekiilden digerine bir grup atomun aktarilmasini saglarlar. ATP ve seker
molekiilleri arasindaki fosfat aktarimi, karbohidratlarin aminoaside doniismesinde amino grubunun
aktarimi hep bu enzimler tarafindan gerceklestirilir.

Hidrolazlar, bir su molekiiliiniin girisi ile bir bagin parcalanmasi ya da su molekiilii ¢ikisi ile bir
bag kurulmasi islemini yiriitiirler. Ester baglarinin hidrolizi bunlara 6rnek verilebilir.

izomerazlar, bir molekiiliin izomerine doniismesini saglarlar.

Liyazlar, su ve amonyum gibi kii¢iik molekiillerin ¢ift bagli bolgelere eklenmesini veya buradan
¢ikartilmasini saglayan ensizmlerdir.

Ligazlar, -yukarida DNA ligazlarda deginildigi gibi- kiigitk molekiilleri birbirine baglayarak

biylik molekiiller olusturan enzimlerdir.

Robotlari yeniden programlamak
Enzimlerin yapilari ve islevleri hakkinda biriken bilgiler, bugiin artik arastirmacilara enzimlerin
aminoasitlerini degistirerek onlara yeni 6zellikler kazandirabilme yetenegi saglamistir. Burada, 6rnek
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olarak polimeraz zincirleme tepkimesinde (PZT) kullanilan 1siya dayanikli DNA polimerazlarda
yapilan gelistirmelere deginecegiz.

PZT yiiksek sicaklikta yapilan sicaklik déngiileri ile gergeklestirilir. Primerlerin baglandig
sicakliklardan daha disiik sicakliklara disiiliirse, primerler kendilerine 6zgiil olmayan bélgelere
baglanabilirler. PZT ye baslanirken tepkime karisimlar: oda sicakliginda hazirlandigindan bu sirada
DNAya 6zgiil olmadan baglanan primerlerden, ilk 1sinma sirasinda, 6zgiil olmayan iirtinler olusur.
Bunu 6nlemek i¢cin DNA polimerazin diisiik sicaklikta ¢aligmasini engellemek, yiiksek sicakliga
¢ikildiktan sonra ¢alismaya baglamasini saglamak gerekmektedir. PZT'de yaygin olarak kullanilan
“Taq polimeraz” enziminden elde edilen bazi mutantlarin diisiik sicakliklarda ¢aligmadigy, yiiksek
sicakliklarda islevini korudugu saptanmus, sicakta baglama (“hot start”) icin bu enzimler kullanilmaya
baglanmistir. Bu enzim, mutantlar: rastgele tarayarak elde edilmistir. Ancak enzimlerin yapilar1 ve
her bolgedeki aminoasitlerin islevleri anlasildik¢a, enzimlerin bilingli bir sekilde yeniden tasarimi
da yapilabilmeye baslanmistir. Tasarlanan bu degisiklikler yer hedefli mutagenez (“site directed
mutagenesis”) ile gerceklestirilmistir. Bu konuda en basarili 6rneklerden birisi Taq polimerazin
Phe667Tyr mutantidir. Enzime dideoksiniikleotidleri, deoksiniikleotidlerden ayirma yetenegi
kazandirdig anlasilan bu aminoasidin degistirilmesi ile enzimin dideoksiniikleotidleri kullanma
yetenegi yaklasik 1000 kat artirilmistir. Bilindigi gibi dideoksiniikleotidler DNA dizi incelemesi
yapilirken zincir sonlandirma igin kullanilmaktadir. Bu nedenle, bu yeni Taq polimeraz, dizi analizi
tepkimelerinin 6nemli bir eleman: haline gelmistir. Yitksek sicakliga dayamikli Methanopyrus
kandlerinin topoizomeraz V enziminin DNAya baglanan bolgesi Taq polimeraz ve Pfu polimeraza
eklendiginde bu enzimlerin DNA yapimini daha iyi siirdiirebildigi, fenol, kan, interkale edici boyalar
gibi PZT inhibitoérlerinden daha az etkilendigi saptanmistir’.

Sonug olarak enzimlerin yapisi ve islevleri anlagildik¢a onlar1 yeniden tasarlamak ve yeni
ozellikler kazandirmak olanaklr hale gelecek, belki de yepyeni islevsel enzimlerin tasarlanmasi ve
tretilmesi gerceklesecektir. Akilli robotlar biyoteknolojiye her zamankinden fazla hizmet etmeyi
stirdiirecektir.
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SEPTIFAST - A MULTIPLEX REAL TIME PCR METHOD FOR THE DETECTION AND
IDENTIFICATION OF BACTERIAL AND FUNGAL PATHOGENS IN THE BLOODSTREAM

Roche Diagnostics katkilariyla

Gorm LISBY, MD, PhD
Department of Clinical Microbiology 445, Hvidovre Hospital, Kettegard Alle 30, DK-2650

Hvidovre, Denmark.

Worldwide, severe sepsis is increasingly a cause of death, and rapid, correct initial antimicrobial
treatment reduces mortality. Although blood culture is considered to be the gold standard, the etio-
logical agent(s) cannot always be found by this technology. A novel multiplex PCR test (SeptiFast),
that can be performed in less than six hours and can identify a panel of 20 bacterial and fungal spe-
cies directly from blood, was compared with blood culture in a multicenter trial in patients with
suspected bacterial or fungal sepsis. Five hundred and fifty-eight paired samples of blood culture
and SeptiFast from 359 patients were evaluated. Blood culture found 96 isolates and SeptiFast identi-
fied 186 microorgansims. Of the 96 blood culture isolates, 50 were also detected by SeptiFast and 22
blood culture isolates were identified as contaminant isolates. Eighteen of the remaining 24 blood
culture clinical isolates were not detected by SeptiFast and six blood culture isolates were not includ-
ed in the SeptiFast masterlist. SeptiFast detected 186 microorganisms, of which 12 were considered
to be contaminants. Of the 174 clinical microorganisms identified by SeptiFast, 50 were also detected
by blood culture. 67 of the remaining 124 SeptiFast positive and blood culture negative microorgan-
isms were also identified in routine cultures from clinical relevant anatomical sites from the patient.
Future clinical utility studies will reveal if SeptiFast can provide a rapid, significant add-on advantage

to blood culture in the detection of blood stream pathogens.
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GENOMIC ANALYZER

Makro katkilariyla

Dr.Rick TEARLE

Revolutionary improvements in sequencing technology and throughput now make possible
experiments that until recently were just dreams. Illumina’s Genome Analyzer, with a throughput of
up to 4Gb in 5 days, allows the sequencing of genomes, transcriptomes and the epigenome in a matter
of days. The technology is based on the formation of clonal clusters of molecules on a fixed surface,
with up to 100 million clusters being formed. These clusters are then sequenced with a variation
on the standard sequencing-by-synthesis. The massive parallelism allows for the high throughput
of sequence data and also reduces the cost of sequencing by up to three orders of magnitude. If the
first human genome took years to sequence and cost well over $1Bn, a human genome can now be
sequenced in months for less than $300,000.

Almost any aspect of DNA or RNA biology can be addressed, not just genome sequencing. The
transcriptome of an orgasnim at a particular stage or in a particular environment can be mapped,
gene expression analysed and compared, DNA and RNA modifications investigated, and the
binding sequences of DNA or RNA binding sequenced delineated almost to the base, across a whole
genome.

The implications for microbial analysis are enormous. A new species can be analysed completely
in a matter of weeks. Genetic variation within and between species is amenable to dissection at the
population level. Metagenomics is now possible.

However the availability of such vast amounts of data has pushed the problems of analysis into a
new realm, and bioinformatics is now the new challenge and the new bottleneck.

The presentation will explain the the technology behind the Genome Analyzer and discuss the
kinds of experiments that can be now be carried out.
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BiYOSENSORLER

Prof. Dr. Hiiseyin Avni OKTEM
ODTU, Biyolojik Bilimler Béliimii, 06531 Ankara.

Biyosensorler biyolojik ajanlardan olusan bir duyarga¢i bulunan ve bir gevirici yolu ile varolani
nitelik veya nicelik agisindan belirleyebilen kimyasal tanima cihazlaridir. Biyosensorler isminden
de anlasilacag: gibi bir biyolojik ajan ve algilayicidan olusmaktadir. Biyolojik ajan algilanmasi
istenen maddeye ¢ok ozel bir baglanma gosterirken, algilayici ¢evirme mekanizmasina bagl olarak
baglanmayi nitel veya nicel agidan anlagilabilecek bir degere cevirir.

Biyosensorler giiniimiizde biyomedikal, endiistriyel ve askeri uygulamalarda yer almaktadir. En
genis uygulama alani, pazarlama potansiyeli sebebiyle kan sekeri 6l¢mekte kullanilan biyosensorlerdir.
Potansiyeli olmasina ragmen biyosensérler heniiz gida giivenligi, ¢evre kirliligi 6rneklemeleri ve
diger klinik alanlarda yayginlasmamustir.

Biyosensorler, doniistiiriiciilerin kullandig temel prensipleri esas alarak rezonant, optik, termal,
iyon hassas ve elektrokimyasal olmak {izere siniflandirilabilmektedir. Rezonant tip biyosensorlerde
akustik dalga dontstiiriicii antikor, aptamer bakteriyofaj gibi bioelementlerle birlestirilir. Hedef
molekiil bioelementle etkilestidi zaman, zardaki kiitle degisiminde olusan degisim rezonant
frekansini degistirir ve frekansdaki bu degisimin 6l¢iilmesi ile baglanan hedef molekiil miktar:
belirlenebilir. Optik biyosensorlerde, donistiiriicii tarafindan ¢ikt: olarak alinan ve 6lgiilen sinyal,
siktir. Bu tip biyosensorler optik kirinim veya elektrokimyasal 1s1ma temeline dayanirlar. Optik
biyosensorlerde biyoelementin hedef molekiile baglanmasi, kirinimda degisim olusturmaktadir
ve bu degisim olgiilerek hedef belirlenebilir. Termal biyosensérler, biyolojik reaksiyonlarin temel
prensiplerinden biri olan 1s1 {iretimi veya tiiketimi temeline dayanirlar. Herhangi bir biyolojik
reaksiyon olusurken 1s1 iiretir veya tiiketir ve reaksiyonun olustugu ortamin sicakligini degistirir.
Termal biyosensorler, ortamdaki bu 1s1 degisimini olgerek biyoelement ile hedefin baglanma
miktarin: saptar. Is1 degisimi, molar entalpi ile dogrudan orantili oldugu igin bu tip biyosensorler
ok hassastir. Iyon hassas biyosensorler, yar1 iletken FET (alan etkili transistor) yiizeyler kullanilarak
tretilir. Bu tip biyosensorlerde, yiizeydeki biyoelement ve hedef arasindaki etkilesimler elektrik
potansiyelde bir degisim olusturur ve bu degisim 6lciilerek hedef belirlenebilir. Bunun yaninda bu
tip ytizeyler sadece hedef molekiiliin gecebilecegi 6zel polimerler ile kaplanarak daha 6zgiil hale
getirilebilir. Elektrokimyasal biyosensorler ise genellikle DNA, DNAya baglanan ilaglar ve glukoz
miktarinin belirlenmesinde kullanilir. Bu tip biyosensérlerin prensipi, olusan reaksiyon tarafindan
kullanilan ya da tretilen iyonlarin, olusan ortamin elektriksel 6zelliklerini degistirmesi esasina
dayanir. Elektrokimyasal biyosensoérler, 6lgtiikleri degere gore kondaktiyometri, amperometrik veya
potansiyometrik olarak adlandirilirlar.

Bunlarin disinda biyosensoérler, kullanilan biyoelementlere gore de gruplanabilir. Biyosensorlerde
algilayic1 biyoelement olarak genellikle enzimler, antikorlar, DNA, RNA, aptamer, baz1 dokular,
biitiin hiicreler ve polisakkaritler kullanilabilmektedir.

Biyosensoérler nitel, nicel veya yar1 nicel olabilirler. Kullanim amaglarina gére hassasiyet ve
6l¢me-degerlendirme limitleri degisebilir. Nitel biyosensorlere en giizel 6rnek gebelik testleridir.
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Bu testler miktar belirtmez, sadece pozitif ya da negatif sonug verir. Yar: nicel biyosensorlere
verilebilecek en giizel 6rneklerden biri alkol testleridir. Bu tip testler kesin rakamlar yerine daha
gok aralik belirtirler. Nicel biyosensérlerde ise glukoz biyosensérlerinde oldugu gibi hedefin
miktar1 belirlenmektedir.

Bu sunumda biyosensorlerin genel calisma prensipleri ve uygulama alanlar1 6zetlenecektir.
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INSAN PAPILLOMAVIRUS ASILARINDA SON DURUM

Prof. Dr. A. Diirdal US
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Tiim diinyada servikal kanserlerin her yil yaklasik 500.000 kadini etkiledigi ve bunlarin %80’inin
de gelismekte olan iilkelerde yasayan kadinlar oldugu bilinmektedir. 2005 yilinda diinya ¢apinda ser-
vikal kansere bagli yaklagik 260.000 6liim oldugu ve bunlarin %100’iiniin insan papilloma viruslari
(HPV) ile olusturuldugu tahmin edilmektedir. Gelismis tilkelerde jinekolojik tarama programlarinin
iyi bir organizasyonla ve diizenli olarak yiiriitiilmesi, prekanser6z lezyonlarin erken tanisi ve etkin
tedavisini miimkiin kilmakta ve bu durum da gelismis iilkelerde HPV’na bagl servikal kanser insi-
dansimin daha diistik olmasini agiklamaktadir.

Insan papilloma viruslar1 (HPV), deri veya mukoz membranlarin bazal epiteliyal hiicrelerini enfekte
eden, ¢iplak, ikozahedral simetrili, gembersel ¢ift iplikli DNA igeren viruslardir. Viral genom yedi erken
(E1-E7) ve iki ge¢ (L1, L2) protein kodlamaktadur. Yapisal olmayan erken proteinler, genomun replikas-
yon ve transkripsiyonundan (E1-E5) ya da konak hiicrenin transformasyonundan (E6, E7) sorumlu-
dur. Geg proteinlerden olan L1 major kapsid proteinleri, kapsid yapisinin %80’ini olusturmaktadir. L1
polipeptidleri, mindr kapsid proteini olan L2 alt {initeleri olmaksizin, kendiliginden bir araya gelerek
virus benzeri partikiil (virus-like particles=VLP) ad1 verilen yapilar1 meydana getirme 6zelligine sahip-
tir. Bu yapilar, giiniimiizde lisans almig HPV agilarinin hazirlanmasinda kullanilmakta ve enfeksiyona
kars1 koruyucu notralizan antikor yapimini indiikleyerek proflaktik etki olusturmaktadir. Buna karsin
virusun onkojenik proteinleri olan E6 ve E7’yi hedef alan terapétik asi adaylari, hiicresel immiin yaniti
indiikleyerek HPV ile transforme hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglamaya yoneliktirler.

Yiizden fazla HPV genotipi arasinda yiiksek riskli tipler olarak kabul edilen 13’i, servikal kanser
ve diger mukozal (anogenital, bas, boyun) kanserlerden sorumludur. Disiik riskli tipler ise, servikal
dokuda genellikle benign lezyonlar ve gerek kadin gerekse erkeklerde genital sigiller (condyloma
acuminata) olusturmaktadir. Genital HPV enfeksiyonu primer olarak genital yiizeylerle temas so-
nucu bulagir, ancak bulas i¢in cinsel temas gerekliligi yoktur. Enfeksiyon her yasta gortilebildigi gibi,
ozellikle kadinlarda iki donemde pik yaptigr (<30 yas ve 55-64 yas) rapor edilmektedir. Serviksin
HPV enfeksiyonlar: siklikla asemptomatik olup, enfeksiyonlarin %90’ mdan fazlas: iki yil i¢inde te-
mizlenmektedir. Ancak olusan immiinitenin diizeyi ve siiresi tam olarak bilinmemektedir. Dogal
enfeksiyon sonucu kadinlarin yalnizca %50-60"1nda serumda antikor varlig1 saptanmaktadir.

Diinyanin bir¢ok iilkesinde, yiiksek ve diisiik diizey skuaméz intraepiteliyal lezyonlar (sirastyla, HSIL
ve LSIL), servikal intraepiteliyal neoplazi (CIN) ve adenokarsinoma in situ (AIS) olgularinda etken olan
HPV genotiplerinin arastirildig1 ¢ok sayida calisma yapilmistir. Buna karsin bazi bolgeler (Orta Asya,
Afrika ve Dogu Avrupa) i¢in yeterli veri bulunmamaktadir. Yine de bu olgularda en sik rastlanilan HPV
genotiplerinin tip 16 (%50-60) ve 18 (%10-15) oldugu; diger yiiksek riskli tiplerin ise (31,33,35,45,52,58,
vb) bolgelere gore farkli prevalans gosterdigi belirtilmektedir. Dolayisiyla HPV tip 16/18 igerigine sahip
bir aginin diinyadaki servikal kanserlerin %70’inden fazlasini 6nleyebilecegi 6ngoriilebilir.
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HPYV enfeksiyonlarindan korunmada, 2006 yilinda bir¢ok iilkede lisans alan dort degerli (kuad-
rivalan) ast (Gardasil; Merck) ile 2007 yilinda Avustralyada lisans alan iki degerli (bivalan) asinin
(Cervarix; GlaxoSmithKline=GSK) son derece etkili oldugu, yapilan bircok plasebo kontrollii faz II
ve faz IIT ¢alismasinda gosterilmistir (Tablo I). Bu agilar, rekombinant teknolojiyle iiretilen i¢i bos
protein kiliflar1 (VLP) kullanilarak hazirlanir (Sekil 1). VLP’ler viral DNA igermedikleri i¢in enfeksi-
yo6z degillerdir, buna karsin son derece immiinojenik 6zellik tagirlar. Asinin kas ici uygulamasindan
sonra VLP’ler hizla kan damarlarina ve lokal lenf diigtimlerine yayilarak hem CD4* T hiicre hem
de B hiicre yanitini indiiklerler. Tipe 6zgiil olarak olusan antikorlar nétralizan ozellik tasimakta ve
konformasyonel olarak L1 epitopunu tanimaktadirlar. Persistan HPV enfeksiyonunun ve dolayisiyla
da servikal lezyonlarin 6nlenmesi, ancak kuvvetli bir hiimoral immiin yanit ve immiin bellek ile ger-
ceklesir. Matematiksel model analizlerine gore, HPV tip 16 proflaktik asisinin {i¢ doz uygulamast ile
16-23 yas kadinlarin %99’unun hayatlar1 boyunca saptanabilir diizeyde anti-HPV-16 antikorlarina
sahip olacagi hesaplanmustir. As1 tireticilerinin kendi patentleriyle kullandig1 adjuvan sistemlerinin,
klasik aluminyum adjuvanina gére immiin yanit1 daha yiiksek diizeyde stimiile ettigi ifade edilmek-
tedir. Ornegin Cervarix agisinda kullanilan AS04 adjuvaninin hem hiicresel hem de hiimoral immiin

yaniti daha kuvvetli ve daha uzun siireli uyardigi ve tip 16/18% kars1 daha yiiksek 6zgiil bellek B hiicre

yanitt olusturdugu vurgulanmaktadir.

Tablo 1.

Giintimiizde lisans almig HPV agilarinin 6zellikleri

Kuadrivalan as

Bivalan as1

Uretici firma (ticari isim) Merck (Gardasil) GlaxoSmithKline (Cervarix)
VLP genotipleri 6,11,16,18 16,18
Substrat (ekspresyon sistemi) Saccharomyces cerevisiae Baculovirus

Adjuvan Aluminyum hidroksifosfat siilfat (225 Aluminyum hidroksit (500 pg) +
ug) monofosforil lipid A (50 pg)
(Merck aluminyum adjuvani) (GSK AS04 adjuvani)

Uygulama gekli 3 doz x 0.5 ml; kasigi uygulama 3 doz x 0.5 ml; kasigi uygulama

Uygulama stiresi

0, 2.ay, 6.ay

0, L.ay, 6. ay

Faz II ¢alismalarinin yapildig: iilkeler

Brezilya (%34), Avrupa (%21), ABD
(%45)

Brezilya (>%50), Kuzey Amerika

Faz III ¢alismalarinin yapildig: tilkeler

Kuzey Amerika (%25), Latin Amerika
(%27), Avrupa (%44), Asya-Pasifik
(%4)

Kuzey Amerika (%12), Latin Amerika
(%34), Avrupa (%30), Asya-Pasifik
(%25)

Adolesanlardaki giivenilirlik/etkinlik ile
ilgili destekleme ¢alismalar:

9-15 yas aras1 kiz ve erkekler

10-14 yas aras: kizlar; 10-18 yas aras1
erkekler

Halen devam eden veya yeni baglayacak
klinik ¢aligmalar

® 25-45 yas aras1 kadinlarda etkinlik,
immiinojenisite destekleme ve
gtvenilirlik ¢aligmalars;

* Diger agilarla birlikte ayni anda
uygulama ¢aligmalari;

* HIV ile enfekte ve diger immiin
yetmezlikli gruplarda giivenilirlik ve
immiinojenisite ¢aligmalari;

* Erkeklerde etkinlik ¢alismalar1

® >26 yas kadinlarda etkinlik,
immiinojenisite destekleme ve
gtivenilirlik ¢aligmalars;

¢ Diger agilarla birlikte ayn1 anda
uygulama ¢aligmalars;

e HIV ile enfekte kadinlar dahil
Afrika toplumlarinda giivenilirlik ve
immiinojenisite ¢aligmalar:
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Faz II ve IIT ag1 galigmalar1 en yogun olarak Kuzey ve Latin Amerika ve Avrupada gerceklestiril-

mis; Afrikada ise asinin etkinligi ve giivenilirliginin arastirilmasi i¢in ¢aligmalar hentiz planlanmustir.

Yapilan ¢aligmalarda, her iki tip HPV agisinin da tiglincii dozundan bir ay sonra 15-26 yas arasindaki

kadinlarin yaklagik %100’tinde a1 tiplerine karsi saptanabilir diizeylerde antikor olustugu belirlen-

mistir. As1 ile elde edilen antikor diizeyleri, dogal enfeksiyon sirasinda olusan antikor diizeylerinden

10-104 kat daha yiiksektir. Asilamadan sonra olusan antikor diizeylerinin yas ile ters orantili oldugu

izlenmektedir. VLP temelli agilarin 15-23 yas arasindaki kadinlarda yiiksek immiinojenisite goster-

digi ve ¢ok iyi tolere edildigi saptanmigtir.

Asinin tigiincli dozunun tamamlanmasiyla en yiiksek diizeye (pik noktasina) ulagan antikor titrele-

ri, astlamadan 18 ay sonra yaklagik 1log azalmakta, ilerleyen zamanlarda titrelerin diigmesine ragmen

yine de dogal enfeksiyon sonucu olusan antikor titrelerinden daha yiiksek olmak kaydiyla bes yil bo-

yunca devam etmektedir. Ancak hastaliga kars: korumada etkili olan minimum koruyucu antikor dii-

zeyinin tam olarak bilinmedigi de akildan ¢ikarilmamalidir.
Kuadrivalan ag1 ¢aligmalarinda, ilk asilamadan bes yil sonra
uygulanan rapel dozunun antikor titrelerinde artisa yol actig
gosterilmistir. Giniimiizde bildirilen en uzun takipli ¢alisma-
lar ancak bes yili kapsamaktadir. Oysa antikor titrelerindeki
kalicihigin ve klinik korumanin net olarak belirlenmesi igin
daha uzun takipli ¢aligmalara gerek vardir ki, bugiin i¢in her
iki aginin da uygulanmasindan sonra 14 yillik takip ¢aligma-
lar1 planlanmuistir.

Her iki tip ag1 ile de yapilan ¢alismalar, diger HPV tiplerine
kars1 gapraz koruma saglandigini gostermektedir. Bu durumun,
ag1 tipleri olan tip 16'nn tip 31 ile, tip 18’in ise tip 45 ile arala-
rindaki yakin genetik iliskiye bagh oldugu ifade edilmektedir.
Bivalan as1 ile yapilan uzun siire takipli faz IT calismalarinda, agt
etkinliginin tip 45¢ kars1 %94.2, tip 31% kars ise %54.5 oldugu
bildirilmistir. Kuadrivalan as1 ¢alismasinda ise, 6nceden tiim
tipler icin seronegatif olan 10 kadin agilanmig ve 10/10'unda tip
181, 8/10’unda tip 31’i ve 6/10’'unda tip 45’i nétralize eden anti-
korlarm gelistigi saptanmustir. Ancak ¢apraz korumanin klinik
oneminin gosterilmesi i¢in ileri caligmalar devam etmektedir.

HPV agisinin diger agilarla kombine kullanimi ile ilgili
yapilan c¢aligmalar, kuadrivalan HPV agis1 ile rekombinant
hepatit B asisinin ayni ya da farkli zamanlarda uygulanmasi-
nin, her iki agtya karg1 antikor yanitini degistirmedigini gos-
termistir. Gerek kuadrivalan gerekse bivalan HPV agilari ile
adolesanlara uygulanan diger agilar (difteri-tetanoz-bogmaca,
meningokokal konjugat asisi, vb) arasindaki etkilesimin aras-
tirldigr calismalar ise halen devam etmektedir. Ancak bu
asilarin HIV pozitif, ciddi malniitrisyonlu ve malarya veya
helmint enfeksiyonlar1 olan bireylerdeki etkinligi hentiz de-

gerlendirilmemistir.
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Sekil 1. HPV-L1 virus benzeri partikiiller (VLP)
ile ag1 hazirlanmasi ve uygulanmasi

(http://www.nature.com/nrmicro/journal/v2/n4/

thumbs/nrmicro867-f2.gif)
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Herikiasida, i¢dozun tamamlandigikadinlardagenotip 16 ve 18ile olusan persistan enfeksiyonlara
kars1 %90’1n tizerinde etkinlik gostermigtir (Tablo II). Bivalan asinin faz II ¢aligmalarinda; asilanan
481 kadindan higbirisinde tip 16/18% baghh CIN-2 lezyonu gelismezken, plasebo grubundaki 470
kadinin besinde tip 16/18% bagli CIN-2 lezyonu ortaya ¢ikmstir (etkinlik %100). Kuadrivalan ag1
protokoliiniin tamamlandig 16-26 yas aras1 kadinlarda da benzer sonuglar elde edilmis ve a1 CIN
2/3 veya AIS gelisiminden korumada %100 etkin bulunmustur.

HPV agilar1 proflaktik amacli olarak tasarlanmiglardir. Asida bulunan tipler ile daha 6nceden
karsilasmis kadinlara kuadrivalan asinin uygulamasi sonucu elde edilen immiinojenisite, etkinlik
ve giivenilirlik ile ilgili veriler, asilamadan énce tip 16/18 ile enfekte olmus olan kadinlarda CIN
2/3 veya AlISe karsi asinin koruyucu olmadigini gostermektedir. Bununla birlikte, agilamadan
once agida bulunan dort tip ile de karsilagmis kadin sayisinin ¢ok az olacag: diistiniiliirse, as1
tiplerinden sadece birisi ile kargilagmis kadinlarin diger tipler ile enfeksiyondan korunmasinda
agidan yararlanabilecegi ifade edilmekte ve bu nedenle de tarama yapilmasina gerek olmadig:
ileri siirtilmektedir. Asilanacak kadinlarin se¢ilmesinde tarama yapilmasina gerek olmadiginin
belirtilmesine karsin, agilanmis kadinlarin taranmasina devam edilmesi gerektigi de
vurgulanmaktadir; zira bu kadinlar CIN lezyonlar:1 veya AIS nedeni olabilecek diger HPV tipleriyle
enfekte olma riskini tasimaktadirlar.

TabloII. HPV agilari ile yapilan randomize, plasebo kontrollii etkinlik ¢calismalari icin birer 6rnek

Uretici/Ast Uygulama Plasebo/ Yas Calisma  Homolog tiplerle  Homolog Herhangi
zamant (Ay)  Hasta sayist  (y1l) siiresi olusan persistan  tiplerle olusan bir HPV
(Ay) enfeksiyona >ASCUSa karsi  tipiyle olusan
karst koruma koruma (%) >ASCUSa karsi
(%) koruma
Merck/ 0,2,6 2751277 16-23 35 89 (70-97) 100 (16-100)* Bildirilmedi
Kuadrivalan
GSK/ 0,1,6 383/393 15-25 48 94 (63-100) 93 (71-99)* 45% (17-63)
Bivalan

>ASCUS (Atypical squamous cells of unknown significance)dan daha ileri tipteki lezyonlar; * %95
Confidence Interval.

HPV asilarinin yan etkileri degerlendirilecek olursa, enjeksiyon bolgesinde agri, eritem ve
6dem oranlarinin a1 uygulananlarda plasebo gruplarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ciddi yan etkiler yoniinden ise as1 ve plasebo gruplar: arasinda herhangi bir fark bulunmamaigtir.
Asilananlarin ¢ok az bir kismi (%0.1) yan etkiler nedeniyle uygulamadan vaz ge¢mislerdir. Bu
konuda daha giivenilir verilerin elde edilebilmesi i¢in tiretici firmalar lisans sonras: takip planlari
hazirlamiglardir.

HPV agilamasmin primer hedef grubu, adélesans oncesi -cinsel deneyim gegirmeyen- kiz
¢ocuklaridir. Buna karsin >26 yas kadinlar ile erkeklerin agilanmasinin saglayacagi potansiyel
yararlar da aragtirilmaktadir. Yine de diger gruplarin asilanmasi ile ilgili ayrintili maliyet-etkinlik
calismalarina gereksinim vardir. CDC/ACIP (Centers for Disease Control and Prevention/Advisory
Committee on Immunization Practices), kadinlar i¢in agilama yagini 11-12 olarak vermekte, ancak
aginin 9 yasa kadar cekilebilecegini de ifade etmektedir. Daha 6nceden asilanmamis kadinlar i¢in ise,
agtlamanin 13-26 yas arasinda uygulanmasi 6nerilmektedir (Catch-up vaccination). Asilama rutin
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servikal kanser tarama programlarini etkilememeli ve asilanmis kadinlar daha 6nceden 6nerildigi
sekilde taramaya dahil edilmelidir.

HPV taramalarinin sinirh oldugu ya da hig yapilamadig1 veya tedaviye erisim olanaklarinin
olmadig tilkelerde HPV asilamasinin en dnemli yarar1 servikal kanserlerden 6liim oranini potansiyel
olarak azaltmasi olacaktir. Diistik ya da orta gelirli iilkelerde yapilan ¢aligmalar HPV agilamast ile
birlikte hayat boyu 1-3 kez tarama yapilmasinin, asinin yiiksek fiyatina ragmen, servikal kanserlerin
onlenmesinde maliyet-etkin oldugunu diisiindiirmiistiir. Ancak, lisans aldiktan sonra bitytik umut ve
heyecan olusturan bu yeni agilarin ne zaman ve nasil uygulanacag konularinda ve a1 politikalarinin
diizenlenmesinde bazi iilkelerde hala netlesmeyen ve/veya ¢ozillemeyen sorunlar mevcuttur.
Bilindigi gibi bir aginin bir iilkedeki a1 protokollerine dahil edilmesi i¢in en 6nemli belirleyicilerden
birisi asinin fiyatidir. Bugiin i¢in kuadrivalan asmnin fiyati doz basina 100 $ (toplam 300 $; iilkemizde
750-1000 YTL) olup, tiretici firmalar tilkelerin ekonomik diizeylerine gore fiyatlarini diisiirmeyi arzu
ettiklerini ifade etmektedirler. Buna karsin, giintimiizde HPV asisini genel ag1 programlarina dahil
eden ¢ok az sayida iilke oldugu icin as1 fiyatlarinda bir diisiisiin olmayacagi olasiligr yiiksektir. Ast
politikalarini olusturan resmi saglik kurumlari/yetkililerine yol gostermek amaciyla Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), 2007 yilinda bir kilavuz hazirlamis ve yayinlamustir.

Hastaligin toplumlara yiikledigi sorunlar ile asinin giivenilirlik ve etkinligi konusundaki
bilgiler, bugiin i¢in HPV asilamasinin saglik programlarina entegre edilmesi konusunda karar
vermek igin yeterli degildir. Bir asinin, bir tilkenin agilama programina alinabilmesi i¢in maliyet-
yarar analizlerinin (hastaligin o iilkedeki insidansi, mortalitesi, tedavi giderleri; aginin etkinligi,
saglayacagi korumanin giicti ve siiresi, vb) iyi yapilmasi gerekmektedir. Ayrica HPV asilamasinda,
konunun psikososyal ve etik boyutu da goz ardi edilmemelidir. Zira bazi tutucu ve radikal
dinci ¢evreler, “9-12 yasindaki kiz ¢ocuklarinin cinsel yolla bulasan bir etkenin olusturabilecegi
enfeksiyon/kanserlere karst korunmasi i¢in ag1 yapilmasi’na sicak bakmamakta; bu durumun
“cocuklarin cinsel 6zgiirliige kavugmast igin verilen bir izin” olacagini savunmaktadirlar. Ornegin,
ABD Teksas eyaletinde 2007 yilinda zorunlu uygulama programina alinan HPV agilamasi, gerek
aileler gerekse medya tarafindan ciddi tepkilerle karsilanmigtir. Ayrica, aginin simdiye dek
pazarlanan en pahali agi oldugu ve iiretici firma ile resmi makamlar arasinda maddi ¢ikarlara dayali
iligkiler sonucu bu zorunlulugun getirildigi kanis1 da dogmustur. Ulkemizde de benzer tepkiler
gerek kamuoyu ve medyada gerekse bilimsel platformda tartisilmaktadir. Tim bu konular goz
oniine alindiginda, iilkemizde HPV as1 uygulanmasinin ulusal as1 programina dahil edilmesi ya da
asty1 satin alabilme olanag: olanlar igin istege bagli olarak da olsa onerilen yaslarda uygulanmasi

ile ilgili kararlara varilabilmesi zaman alacak gibi gortinmektedir.
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Sonsuzlugun Oykiisii

.....Hi¢ diisindiintiz mii? Kaninizda oksijen tastyan demir atomlarinin hangi yildizda olustugu-
nu.... Hidrojenden demir yapabilir misiniz? Ya da oksijen? Hig diislindiiniiz mii sizi olusturan tiim
atomlarin 13.7 milyar yillik seriivenini? Yasaminizda kag kez baginizi kaldirip baktiniz, sizi olusturan
yildizlara? Yildizlar ki gérdiigiiniizden ve sandiginizdan gok daha kalabalik, kentlerin 1siklarindan
uzak, ¢ini miirekkebi gibi karanlik bir gecede...... Yildizlar ki bize aslinda hergeyi anlatmakta.........
Kag kez sasirip kaldiniz atomlardaki bilincin tiim canlilar: ve sizi yarattigini 6grendiginizde? ve kag
kez tanriyla bulustunuz, safsatalardan, sekilsellikten uzak, evrenle yiireginiz arasinda bir yerde????

Yoksa hig bunlara zamaniniz olmadi mi? Ogretmen, sinav bir yanda, ekmek parasi aslanin agzin-
da, verem, sitma, aclik ve savaslar, savaslar, savaslar; bitmek bilmeyen savaslar... Evlendin mi peki?
Kag ¢ocuk var simdi? Hangi okulu kazandi? Oooo torunda gelmis maasallah... Onun 6limi de ¢ok
zamansiz oldu... Bu sirtimdaki agrilar da bir tiirlii ge¢miyor... Yine yilbagi gelmis, Japonya, Avus-
turalya, Cin, Hindistan, Iran, aaaa iste sira bizde... 365 kere dondiirmiis bizi diinya yine... Peki ya
yildizlar?....... Onlara hi¢ bakmadiniz mi alic1 gozle? Onlar size sonsuzlugun 6ykiistint anlatiyor as-
linda........ ve ben bu gece ¢evirmeniniz olacagim yildizlarin altinda; yildizlarla sizin aranizda......
Bu gece ne verem, ne sitma, ne savas, ne de yilbast..... Bu gece, biiyiik patlama, yildizlar, gok adalari,
zaman, kara delik, enerjiye kars: kara enerji ve herseyi geldik konusmaya...... Simdi yaslanin koltuk-

larinizin arkasina, birakin gotiireyim sizi sonsuzluga.............
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MOLEKULER TIPLENDIRME YONTEMLERININ

HASTANE ENFEKSIYONLARININ KONTROLUNDEKI YERI
Prof. Dr. Riza DURMAZ

Inénit Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya.

Hastane enfeksiyonlar1 diinyanin bir¢ok yerindeki saglik merkezlerinde morbidite ve morta-
litede 6nemli oranda artisa ve ciddi oranlarda ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Yaklagik
lictebirinin ¢apraz bulasa bagli olarak gelistigi hastane enfeksiyonlarinda; hasta, saglik personeli,
yardimci hizmetliler ve ziyaretgiler risk altindadir. Hastane ¢evresi, tibbi alet ve gerecler, hastanin
kendisi ve saglik hizmeti sunun kisiler, basta direncli bakteriler olmak tizere bir¢cok nozokomiyal
patojen icin kaynak gorevi iistlenmektedir. Buralardan bakteriler eller, hava veya ortak kullanilan
malzemelerle hastadan hastaya yayilmaktadir. Patojenin erkenden saptanmasi ve ¢apraz bulasin
onlenmesi i¢in hastane enfeksiyon kontrol ekibinin siirekli alarmda olmasi gerekir. Salgin tespit
edildiginde, hemen bir arastirma planlanmali, hastaya ait veriler ve drnekler toplanmali, ampirik
kontrol tedbirleri baslatilmalidir. Salgindan etkilenen olgularin zaman ve yere bagh 6zellikleri,
etkilenmemis olanlarla karsilagtirilmali, enfeksiyonun epidemiyolojisi hakkinda neden-sonug ilis-
kisine ait bir hipotez olusturulmalidir. Klinik ve epidemiyolojik verilerle desteklenen molekiiler
tiplendirme metotlar: kullanilarak, tiretilen mikroorganizmanin salginla iligkisi belirlenmelidir.
Salginlarin degerlendirilmesinde, olgular arasindaki iligkinin dogru bi¢imde ortaya konulmasi
onemlidir. Yeterli epidemiyolojik veri varliginda, secilecek en uygun tiplendirme yontemiyle salgi-
na neden olan izolatlarin birbiriyle iliskileri arastirilmalidir. Elde edilen molekiiler epidemiyolojik
veriler kullanilarak, uygulanmakta olan enfeksiyon kontrol énlemleri ve tedavi protokollerinin
etkinligi degerlendirilmelidir'.

Hastane enfeksiyonlarinin epidemiyolojik aragtirmalary, tipik olarak belirli bir patojen tiir ile iligkili
enfeksiyonun prevalansindaki artis, enfekte hastalarin belirli yer ve zaman i¢inde kiimelesme goster-
mesi ya da ortak bir antimikrobiyal duyarlilik profiline sahip izolatlarin identifikasyonu ile baslatilir.

Hastane enfeksiyonlarinda molekiiler tiplendirme calismalari

baslica su amaclar icin yapiimaktadir:

Direngli bakterilerin hastane ortamindaki durumunu belirlemek: Molekiiler tiplendirme yon-
temleriyle ozellikle glikopeptidlere direngli enterokoklar, metisiline direncli Staphylococcus aure-
us (MRSA), genislemis spektrumlu beta-laktamaz tireten Escherichia coli ve Klebsiella pneumoni-
ae suslari, florokinolona direncli Pseudomonas aeruginosa ve E.coli suslari, karbapeneme direngli
Paeruginosa, vankomisine direngli enterokoklar ve ¢ogul ilaca direngli Acinetobacter baumannii gibi
patojenlerin neden oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarda bakterilerin hastane ortaminda yaygin-
lik dereceleri ve kalis siireleri arastirilabilir*®,

Hastane salginlarini degerlendirmek: Tiplendirme yontemleriyle salginin 6zellikleri belirlenerek,
kimin, nerede, ne zaman, ne ile ve nasil etkilendigi, bulas yollari, potansiyel kaynak ve vektorlerin
tanimi yapilabilir. Bir¢ok kisinin hasta ya da kolonize oldugu salginlar, cogunlukla yatak sayisinin
fazla oldugu klinikler, yogun bakim ve yeni dogan tinitelerinde goriilmektedir. Bu tip salginlar kisa
stire i¢inde ¢ok olusur. Siklikla ayni klinik i¢indeki hastalar etkiler. Béyle durumlarda enfeksiyonun
kaynagini aragtirmak 6nemlidir. Genelde ortak kaynaktan gelen salginlar, tan1 ve tedavi amaciyla
kullanilan steril olmayan aletlerle (solunum yolu geregleri, kateterler, endoskoplar...) iligkilidir. Saglik
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personelinin elleriyle ve nadiren dogrudan temas yoluyla da yayilma olmaktadir. Saglik personelinin
elleri, lavabolar, hasta odalari gibi yerlerden tarama kiiltiirleri yapilarak muhtemel kaynaklar tanimla-
nabilir. Benzer fenotipik karaktere sahip nozokomiyal patojenlerin izolasyonundaki artis arastirma-
cilary, izolatlar arasinda ayni ve farkli olanlarin ayirimini yapabilecek etkin tiplendirme yontemlerini
kullanmaya yoneltir. Molekiiler tiplendirme yontemleriyle ayni klinikteki farkli hastalarin izolatlar1
veya bir¢ok klinigi ilgilendiren salgin izolatlari, hastane ¢evresi ve saglik personelinin ellerinden tire-
tilen izolatlarin DNA parmak izleriyle karsilastirilarak salginin kaynag: saptanmaktadir. Molekiiler
tiplendirme yardimiyla daha etkin el yikama, 6nliik giyme, temizlik ve dezenfeksiyon kurallar1 uy-
gulanarak yeni enfeksiyonlarin 6niine gecilebilir®!®. Tayvanda bir {iniversite hastanesindeki MRSA
enfeksiyonlariin kaynagi ve kontrol 6nlemlerinin etkinligini denetlemek amaciyla, saglik personeli
ve hastalardan tiretilen MRSA suslarinin “pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE) ile tiplendirmesi
yapilmus, iki predominant genotip saptanmus, tastyicilarin topikal mupirosin ile tedavi edilmesiyle,
nozokomiyal MRSA enfeksiyonlarinda yaridan daha fazla azalma kaydedilmigtir'. Bir kulak burun
bogaz servisinde 10 giin icinde ortaya ¢ikan ve yedi kisiyi etkileyen penisiline direngli Streptococcus
pneumoniae (PRSP) salgini, PFGE yontemiyle dogrulanmis ve uygulanan etkili kontrol 6nlemleriyle
salgin kontrol altina alinabilmigtir'.

Patojen-normal flora ayriminm yapmak: Hastane kaynakli enfeksiyonlardan iiretilen etkenlerin
¢ogu, ayni zamanda hastane ¢evresinde yaygin olarak bulunan kommensal organizmalar olabilece-
ginden, molekiiler tiplendirme ¢alismalariyla hastadan elde edilen izolatin enfeksiyona neden olan
patojenik bir sus mu yoksa enfeksiyon kaynagi olmayan kommensal bir kontaminant m1 oldugu
belirlenebilmektedir. Ornegin; serebrospinal sant1 olan agir immiin yetmezlikli bir hastanin kan kiil-
tiirlerinden arka arkaya izole edilen Staphylococcus epidermidis suslarinin hepsi ayn1 genetik tipte
bulunursa, ger¢ek bakteriyemi olma olasilig1 yiiksektir's.

Endojen-eksojen kaynakl enfeksiyonlarin ayrimini yapmak: Molekiiler tiplendirme yontemleriyle
bir hastadaki enfeksiyonun endojen veya ekzojen kaynakli olup olmadig hakkinda bilgi alinabilmek-
tedir''. Sepsis veya menenyjitli hastalardan tiretilen mikroorganizmalar ile hastanin deri ve mukoza-
larinda bulunan bakterilerin tiplendirilmesi yapilarak, enfeksiyonun endojen kaynakl: olup olmadig
hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Kanserli hastalarin kan kiiltiirlerinden tiretilen koagiilaz negatif
stafilokoklar (KNS) ile hastalarin burun, bogaz, barsak ve derisinde kolonize olan KNS izolatlar1 ara-
sindaki iligkiyi saptamak tizere yapilan molekiiler tiplendirme ¢aligmalarinda, KNS’lara bagl tekrar-
layan bakteriyemilerin mukozalardaki bakterilerin translokasyonuna bagli oldugu gosterilmistir'”.

Re-enfeksiyon veya re-aktivasyon ayrumini yapmak: Molekiiler tiplendirme yontemleriyle tek-
rarlayan hastane enfeksiyonlarinin daha 6nce gecirilmis bir enfeksiyonun yeniden alevlenmesiyle
mi (re-aktivasyon), yoksa ayni etkenle konagin yeniden enfekte olmasiyla (re-enfeksiyon) mi olus-
tugu ortaya konulabilir. Bunun sonucu olarak uygulanan tedavi protokolii ve enfeksiyon kontrol
yontemlerinin etkinligi degerlendirilebilir. Ayni1 etkenle tekrarlayan enfeksiyonlar o hastanedeki
korunma ve kontrol dnlemlerinin yetersizligini, re-aktivasyonlar ise tedavi protokollerinin yeter-
sizligini gostermektedir’.

Hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin ayrimini yapmak: Molekiiler tiplendirme yontem-
lerinin yardimiyla hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin ayirimi yapilabilmektedir. Minne-
sota ve North Dakotadan dort gocugun 6liimiine neden olan MRSA suslarinin tiplendirmelerinde,
suglarin birbirleriyle iliskili, ancak hastanede saptanan nozokomiyal izolatlardan farkli olduklar

gosterilmistir'®.
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Molekiiler Tiplendirme Yontemleri

Plazmid analiz yontemi ve kromozomal DNA {izerinde yapilan tiplendirme metotlar: olmak {izere
iki ana baglik altinda toplanmaktadir. Plazmid analizi, molekiiler tiplendirme yéntemlerinin ilk jeneras-
yonudur. Ayrim giicti ve tiplendirebilirlik 6zelligi bakteri tiirlerine bagh olarak degismektedir. Plazmid-
ler sonradan kazanilabilen ya da kaybedilebilen hareketli ekstrakromozomal DNA molekiilleri oldugun-
dan, epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarin farkli plazmid profili géstermeleri beklenen bir durumdur.
Ozellikle nozokomiyal patojen olan bakterilerin ¢ogunun tiplendirilmesinde en iyi yontemler kromo-
zomal DNA polimorfizmine dayali olanlardir. Ribotiplendirme, pulsed field gel electrophoresis (PFGE),
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), repetitive extragenic
palindromic element-PCR (rep-PCR), random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified ribosomal
DNA restriction analysis (ARDRA), amplified fragment length polymorphism (AFLP) ve multilocus sequ-
ence typing (MLST) yaygin olarak kullanilan kromozomal DNA bazl tiplendirme yontemleridir"*'.

Molekiiler tiplendirme yontemleri ¢ogunlukla pahali yontemlerdir. Kullanmaya baslamadan
once, performans ve uygunluk kriterleri acisindan goézden gegirilmelidirler. Cok sayida yontem
gelistirilmesine ragmen, bugiin itibariyle; tekrarlanabilirlik, ayirt edicilik, kolayca uygulanabilir-
lik, ekonomik ve karsilastirilabilir sonuglar verme bakimindan mitkemmel olan bir yontem hentiz
bulunmamaktadir'®*®. Yontemlerden hangisinin kullanilacagina karar vermeden &nce, mevcut du-
rumun, tiplendirme ¢aligmalarini yapmaya gercekten deger olup olmadig bityiik bir titizlikle analiz
edilmelidir. Ayrica, her kogul i¢in kullanilabilecek ideal ve evrensel bir yontem olmadigindan, segile-
cek tiplendirme yonteminin amaca uygunlugu gézden gecirilmelidir. Yontemlerin etkinligini deger-
lendirmede 6n kosul, ¢alisilacak bakteri grubunun uygun ve iyi tanimlanmis olmasidir. Caligilacak
mikroorganizmalarin kapsami; ¢alismanin lokal, bolgesel ya da evrensel olup olmadigi ve uzun siireli
slirveyansa ihtiyag olup olmadig gibi epidemiyolojik icerigi iyi tanimlanmalidir.

Molekiiler tiplendirme sonucunda hastane enfeksiyon kontrol programinin uygulanabilmesi i¢in
laboratuvar, klinik ve hemsirelik basta olmak tizere bir¢ok disiplinin igbirligi halinde ¢aligmasina
gerek vardir. Olusturulan bu ekip koordineli bir bigimde ¢alismaly, siirekli geri bildirimler almal, uy-
gulanmakta olan hijyen kosullarini degerlendirmeli ve egitim programlar: diizenlemelidir. Laboratu-
var, epidemiyolojik siirveyans i¢in erken uyari sistemi olarak is gorebilir. Laboratuvar, salgina neden
olan etkeni tanimlamali, hastane personeli ve gevreden tarama kiiltiirleri yaparak arka arkaya izole
edilen benzer izolatlarin ayni sus olup olmadigini incelemeli ve enfeksiyon kontrol komitesini yaygin
bir patojen i¢indeki gruplanmadan haberdar etmelidir. Haftalik toplantilarla durum degerlendirmesi
yapilarak, toplum, saglik personeli ve hastalarin egitimi, fiziksel bariyer, daha etkin antisepsi ve de-
zenfeksiyon uygulanmast i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasina katkida bulunmalidir. Bilgilerin enfek-
siyon kontrol pratiginde etkin kullanilmas: saglanmalidir. Hastane enfeksiyonu kontrol 6nlemlerinin

basarisi, olusturulan bu ekibin ortak kararlar almalari ve iyi iletisim kurabilmelerine baglidur.
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MOLEKULER TIPLENDIRME YONTEMLERININ HASTANE ENFEKSIYONLARININ
KONTROLUNDEKI YERI: GUNCEL BILGILER ISIGINDA GENEL BIiR BAKIS

Y. Dog. Dr. I. Cagatay ACUNER
Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kurupelit, Samsun.

Epidemiyoloji, “insan popiilasyonlarinda, yaralanma ve hastaliklarin dagiliminin (‘distributi-
ons’) ve belirleyicilerinin (‘determinants’) arastirilmasidir” bi¢iminde tanimlanabilir'. Enfeksiyon
hastaliklar1 epidemiyolojisi ve hastane epidemiyolojisinin bir alt-boliimii olarak hastane (enfek-
siyonlarinin) epidemiyolojisi, bu tanimin ilgili alanlardaki alt disiplinleridir® (Sekil.1.) Enfeksi-
yon hastaliklarinin molekiiler epidemiyolojisi ise, “molekiiler biyolojik yontemler kullanilarak,
enfeksiyon hastaliklarinin dagiliminin ve belirleyicilerinin aragtirilmasidir” bi¢iminde tanim-
lanabilir'. Ginimizde, klinik tip, evrimsel biyoloji, ekoloji, popiilasyon genetigi, matematik ve
biyoinformatik gibi bir¢ok disiplinin, molekiiler epidemiyoloji ¢alisma alaninin multi-disipliner
(veya trans-disipliner) yapisina katkist oldugu bilinmektedir*'®. Giderek daha fazla sayidaki
mikrobiyal genomlarin tam dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi (tamamlanmis n=679, stirmekte olan
n=972, Nisan 2008, http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi) ile olusan genomik dev-
rim Oylesine etkili olmugtur ki, biyokimya, ekoloji, biyoinformatik, popiilasyon biyolojisi, epi-
demiyoloji ve tibbi mikrobiyoloji arasindaki sinirlar belirsizlesmistir'’. Molekiiler epidemiyoloji,
filom/metagenom diizeyinden, fenotipik énemi olan tek lokustaki niikleotid dizisi fragmanlari-
na dek, genetik determinantlar: kullanarak, mikroorganizmalarin farkli operasyonel taksonomik
birimleri arasindaki/i¢indeki (6rn. cinsler, tiirler, tiir-alt1 varyantlar veya tipler), popiilasyonlar-
aras1 ve -i¢i (sub-popiilasyonlar), agags1 (vertikal) veya ags: (horizontal/lateral iligkileri de igeren)
yapidaki dinamiklerini, ekolojik nislerdeki veya patojen-konak iliskilerindeki ags1 dinamiklerin
(kolonizasyon-tasiyiciliktan epidemilere dek) yapisiyla iliskilendirerek inceler'>*'. Boylelikle,
filogenetik analizden evrimsel biyolojiye, popiilasyon genetiginden biyoinformatige dek bir ¢cok
disiplinden yararlanarak, makro- ve mikro- -evrim ve -epidemi dinamiklerini agiklar*®* (Tablo;
A1l). Bu ozellikleriyle, molekiiler epidemiyoloji, hastaliklarin etyolojisine iligkin ¢alismalara ayr1
bir boyut katar ve klasik epidemiyolojinin saglayamadig: bilisiyi saglar®.

Sekil 1. Epidemiyoloji alaninin i¢inde
molekiiler epidemiyolojinin yeri.
EH-E; enfeksiyon hastaliklarinin epidemiyolojisi,
SBi; saglik bakimu ile iligkili, HE-E; hastane
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi, EN-HE; endemik
hastane enfeksiyonlar1, EP-HE; epidemik hastane
enfeksiyonlari, G-E; gozlemsel epidemiyoloji,
[(Exp)-E; intervensiyonel (eksperimental)
epidemiyoloji, B-E; betimleyici epidemiyoloji, A-E;
analitik epidemiyoloji, K(NM)-E; konvansiyonel
(non-molekiiler) epidemiyoloji, M-E; molekiiler
epidemiyoloji.

Epidemiyolo
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Ozel Agiklamalar

Al

Makro-evrim dinamikleri, topluluk ekolojisi (‘community ecology’) kuramu ile agiklanabilir; “sistem:
metatopluluk, subsistem: lokal topluluk, nétral-evrimlesme sistem birimi: bireysel organizma, biyogesitlilik birimi:
tirdir. Mikro-evrim dinamikleri, popiilasyon genetigi ve molekiiler evrim kuramlari (nétralist, notrale-yakin,
seleksiyonist, ‘unified; vd.) ile agiklanabilir; “sistem: popiilasyon, subsistem: ‘demé] nétral-evrimlesme sistem
birimi: bireysel (tek) gen, biyogesitlilik birimi: alel"dir****. Makro-epidemik dinamikler, ayr1 ekolojik nislere
adapte olmus ekotipleri (tiir tanimi olarak 6nerilmistir® ) temsil eden klonal-komplekslerin, klonal-kompleks-
i¢i (serbestge rekombine olan panmiksik popiilasyonlarda dekatlar, daha gok mutasyonla molekiiler-evrimlesen
klonal popiilasyonlarda bin yillar), iligkili klonal-kompleksler-arasi (yiiz binlerce yil veya milyonlarca yil) veya
iligkisiz klonal-kompleksler-arasi (milyonlarca veya yiiz milyonlarca yil) makro-varyasyon dinamiklerinden
olusur. Mikro-epidemik dinamikler ise, belirli bir klonal-kompleks-i¢i klonlarmn (haftalar veya dekatlar) mikro-
varyasyon dinamiklerinden olugur'" 23!,

A2

Gozlemsel betimleyici (‘descriptive’) epidemiyolojik ¢aligmalar, birincil (6rn. hasta kayitlar1) veya ikincil
(6rn. enfeksiyon kontrol izlemi) kaynaklardan elde edilen verilerden elverisli olanlarini kullanarak, gizgisel-
listeleme (tablo) ve epidemik egri (grafik) olusturulmasi gibi yéntemlerle analiz eder ve bunun sonucunda:
a) bir enfeksiyon hastalig1 olaymnin olgu tanimini yapar, b) enfeksiyon hastaligini edinmis popiilasyonun
karakteristiklerinin; kisi, yer ve zaman 6zelliklerine dayanarak belirlenmesini saglar, ¢) enfeksiyonla iligkili
risk faktorleri hakkinda 6nemli ipuglari saglayabilir, d) enfeksiyonun galisilan popiilasyondaki yayginlig: ve
olusumu hakkinda hipotezler tiretilmesinde kullanilabilir.

A3

Gozlemsel analitik (niceliksel; ‘quantitative’) epidemiyolojik ¢aligmalar, olgu-kontrol, kohort veya ‘cross-
sectional’ (6rn. nokta-prevalans, period-prevalans, seroprevalans) ¢aligma tasarimlarindan elde edilen
verileri, maruziyet (‘exposure’) etkisinin 6lgtimleri (‘measures of effect’) veya hastalik sikliginin dlgtimleri
gibi istatistiksel yontemlerle analiz ederek; a) betimleyici ¢alismalardan iiretilen hipotezleri test etmek, b)
bir popiilasyondaki enfeksiyonun nedenini ve etkilerini ortaya koymak, c) belirli bir popiilasyonun neden
oncelikle belirli bir enfeksiyonu edindigini saptamak igin kullanilabilir?.

A4

Bu ¢aligmanin sonucunda, hastane enfeksiyonu egitim ve 6nleme programlarinda yararlanilabilecek, diinya
genelinde internet tizerinden erisime agik ve gesitli parametrelerin kombinasyonu ile tizerinde sorgulama
yapilabilen, bir nozokomiyal salgin veritabani olusturulmustur. (Outbreak Worldwide Database, 2003.
http://www.outbreak-database.com/)

A5

Asiri-sagilma (‘overdispersion’): Veri setinde, basit bir istatistik modelden beklenene kiyasla daha fazla
degiskenlik olmasidir.

A6

Otokorelasyon (‘autocorrelation’): Birbirinden bagimsizmus gibi goriinen gozlemler arasinda, gozlemler
arasindaki zaman ayriminin fonksiyonu olarak varolan bir iliskinin giictidiir. Gozlem sinyallerinin kendi
aralarindaki apraz-korelasyondur.

A7

Bulagic1 bir hastaligin, bir popiilasyonda, indeks olgu/lar/dan (primer olgu/lar) sonra, sekonder, tersiyer

ve diger jenerasyon olgulara dogru, insandan insana yayilma potansiyeline “temel iireme (¢ogalma) hiz1”
(‘basic reproductive rate, R ) denir. Insandan insana yayilan hastaliklarda, ardigik -bulag- jenerasyonlar/i
arasindaki -bir 6nceki jenerasyondaki olgu/lar/daki semptomatik donemin baslangicindan, bir sonraki
jenerasyondaki olgu/lar/daki semptomatik d6nemin baslangicina dek gegen- zaman perioduna, “seri
aralik” (‘serial interval, jenerasyon zamans; ‘generation time’) denir. R >1 ise epidemi olacaginin, R =1 ise
hastaligin endemik kalacaginin, R <1 ise popiilasyondaki hastaligin sonlanacaginin gostergesidir. R =«
D formiiliinde: p (p); temas bagina transmisyon riskidir (atak hiz1), k (c); popiilasyondaki hastalig1 olmayan
bir kisinin zaman birimi bagina bu tiirden ortalama temas sayisidir. D (d); ayn1 zaman birimi bagina,
enfekte bir kisinin enfektivite siiresidir. R=R - x=p ¢ d - (1- h- f) formiili, “efektif tireme hizins” verir: x;
popiilasyonun duyarl fraksiyonunu, h; as1 etkinligini, f; agilanmig fraksiyonu gosterir. Duyarli konak basina
enfeksiyon hizy; I= ¢ - P - p formiiliiyle hesaplanir; P; kaynagin enfeksiy6z olmasi olasiligini (6rn. enfeksiyéz
kaynaklarin prevalansi) gosterir***.

A8

Infectivity = P (Transmission|Exposure), Pathogenicity = P (Disease| Transmission), Virulence = P
(Complication|Disease)

A9

Enfeksiyon hastaliginin olusumunda etkili olan faktérlerin iligkisini gosteren, enfeksiyon hastaliginin
kavramsal model denklemi: I = (D x $ x T x V)/H, . Bu formiilde: I ; enfeksiyon hastaliginmn olasiliginu,

D; konaga transmisyonu yapilan mikroorganizma dozunu (sayisini) (enfeksiyz dozun altinda, esit veya
iistiinde olabilir), S; etkenle temas eden konagin bulag-alic1 yeri sayisini (giris-yeri sayis1), T; temasin
stiresini (tutunma ve ¢ogalma iin yeterlidir veya degildir), V; etkenin virulansini, H ; konagin, enfeksiyonu
6nlemeye ¢aligan savunma yanitlarinin birlesik kuvvetini gosterir.

Al0

Buna gore uygulamada sunlara dikkat edilmelidir: enfeksiyon kontrolii amagl intervensiyon stratejileri; c, P, p,
x ve/veya d'yi hedef alabilir ve uzun seri araliklar, intervensiyon i¢in zaman kazandurir®.
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Bilim felsefecisi Imre Lakatos'un siniflamasina gore, bir bilim alaninda ayni anda varligini stirdi-
ren birbirine bagh kuramlar, bir aragtirma programlar: biitiiniinii olusturur ve bu biitiin ti¢ 6geden
olusur; “sert ¢ekirdek” (‘hard core’), “pozitif bulus teknigi” (‘positive heuristic’) ve “koruyucu kusak”
(‘protective belt’). Bu 6gelerden birisi olan “sert ¢ekirdek’, bilim adamlar: toplulugunun bagli oldugu
geleneklerce belirlenmis ve birbirine bagli kuramlarin hepsinde ortak olan diigiincedir®.

Hastane epidemiyolojisi bilim alaninda, giiniimiizde varligini siirdiiren arastirma programlari-
nin “sert ¢ekirdegine” gore baskin olan kani sudur: Olas: bir salgini arastirirken, klinik veya epi-
demiyolojik kanitlara dayali bir hipotez olusturan hastane epidemiyologu veya enfeksiyon kontrol
hekimi, hastane enfeksiyonlarina yol acan etkenlerin, tiir-alt1 (‘subspecies’) diizeyde (sub)tiplendir-
me analizinde kullanilan molekiiler epidemiyolojik yontemlerle elde edilen verilerini, hipotezi kabul
etmekte veya reddetmekte kullanabilir. Ancak, molekiiler epidemiyolojik yontemlerle elde edilen
veriler, gerekli olmakla birlikte yeterli degildir. Zira bu veriler, hastane enfeksiyonlarinin izleminden
elde edilen klinik epidemiyolojik verilerin betimleyici (Tablo; A2) ve olanakli ise analitik (Tablo; A3)
epidemiyolojik yontemlerle analiziyle birlikte degerlendirilerek yorumlanmalidir ve ancak bu istatis-
tiksel yontemlerden elde edilen sonuglarla destekleniyorsa anlamli kabul edilebilir®’.

“Modern Enfeksiyon Hastaliklar1 Epidemiyolojisi” kitabinin yazari Johan Giesecke, molekiiler
epidemiyolojik yontemlerle yapilan genotipik subtiplendirmenin yararinin sinirlarina iliskin su yo-
rumu yapmistir: “Bu tiir genetik yontemler, yandaslarinca, siklikla, enfeksiyon hastaliklar1 epidemi-
yolojisi i¢in tiimiiyle yeni ve devrimci araglar olarak betimlenir, ancak ben, bunlar hakkinda, farkli
patojenlerin subtiplendirilmesinde uzun bir zincir olusturan yontemlerin yalnizca yeni bir halkas:
olarak diisiinme egilimindeyim. Gergek yasamdaki epidemiyolojiye uygulanabilirliklerine iligkin bir-
¢ok sey, en 6nemlisi, farkli durumlarda ve farkl tiirlerdeki dogal mutasyon hiz1 6l¢iileri, aydinlatil-
may1 beklemektedir”*®. Molekiiler epidemiyolojik yontemlerle yapilan genotipik subtiplendirmenin
yararinin sinirli oldugunu diistinenlerin asil ¢ekincesi, Giesecke’nin yorumunda belirginlesmektedir:
Mikrobiyal patojenlerin genotipik ve fenotipik evrim dinamiklerinin ve daha genis anlamda konak-
patojen ko-evoliisyonu iliskisinin, heniiz yeterince iyi bilinmedigi ve 6zellikle de bu tiirden evrimsel
dinamiklerin, patojenlerin yol agtiklar1 enfeksiyonlarin epidemik dinamikleriyle iliskisinin yeterince
giivenilir yontemlerle ortaya konamadig: diisiiniilmektedir. Ancak, yaygin olarak uygulanan “gele-
neksel” istatistik yontemlere giivenilmesi yoniindeki baskin diistincenin de yaniltici olabilecegine
iliskin uyarici nitelikte gortsler vardir®. Bir 6rnek vermek gerekirse: “Hastane epidemiyolojisi, kro-
nik hastaliklarin epidemiyolojisi ile kiyaslandiginda halen ergenligindedir ve niteligin 6l¢timiine da-
yali epidemiyoloji ise heniiz gengtir. ... Epidemiyoloji ¢alismalari, hastane epidemiyolojisi ve kalite
giivencesi adina daha fazla anlamsizlik tiretilmesini 6nlemek icin gereklidir. ...Sonugta, epidemiyolo-
ji, yalnizca, niceliksellestirilmis sagduyudur™®. “Salginlarla ugrasirken, istatistiksel anlamlilik en az
onemli olan seydir. Potansiyel bir epidemiyle kargilastigimizda, halen, eski kurala bagvururuz: ki,
rastlantidir ve {i¢ ise epidemidir. Elbette bu, olaylarin ciddiyetine gore ayarlanmalidir. Beklenmedik
tek bir fatalite, bircok daha az ciddi olayla ayni arastirmay1 baslatmalidir. Ancak, ti¢ olayin, istatis-
tiksel anlamliliga ulagilacak bir kontrast olusturmasi pek olasi degildir. ...Oyleyse, epidemiyologlar,
herhangi bir istatistiksel p degerinden ¢ok, gozlemlenen olaylarin biyolojik anlami, etkinin biyiiklii-
gli ve potansiyel gelecek olaylarla ilgilenmelidirler” *.

Bir sistematik literatiir analizinde (Tablo; A4), 1966-2002 yillar1 arasinda yaymlanmig 1022 nozo-
komiyal salgin bildiriminde, betimleyici, analitik veya genotipik epidemiyolojik yontemlerin, hangi
siklikla kullanildig incelenmistir (Sekil 2 ve 3). Buna gore, ilk doneme kiyasla, son ii¢ dekatta, kohort
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calismalari ve genotipik yontemlerin kullanimi giderek artarken, olgu-kontrol ¢aligmalari oran: de-
gismemis, yalnizca-betimleyici olan ¢aligmalar ise azalmigtir*'.

1966-2002 Arasinda 1966-2002 Arasindaki
Bildirimi Yapilan Nozokomiyal Salgin Sayisi* 1022 Nozokomiyal Salgin Bildiriminde
Salgin Arastirmasi Yontemlerinin Kullanilma
Oranlari (%)

Salgin Sayea

Yéntemin Kullandma Oran (%)
=4

(=]

o

1ogo (S
o-10e0 [N

"
.
.
1990-1999

& g a Salgin Bildirimi Dénemi

Sekil 2. Salgin Arastirmasi Sayisi Sekil 2. Salgin Aragtirmasi Yontemlerinin

(41 no'lu kaynagin orijinal tablo verileri, grafige Kullanilma Oranlari (%)

dontstiiriilerek uyarlanmigtir) (41 no'lu kaynagin orijinal tablo verileri, grafige
*Sistematik analize katilma 6lgtitlerine uyan yayinlar; dondstiiriilerek uyarlanmigtir; oran toplamlar:
yalnizca nozokomiyal salgin olma 6lgiitii, en stk %100’t1 gegebilir, zira bazi yayinlarda yéntemler
patojenlerden olma 6l¢iiti, vd. 6lgtitler. birlikte kullanilmistir.)

Yine bu bakimdan dikkat gekici olarak, Cooper ve Lipsitch*? yaptiklar: bir ¢alismada, hastane
enfeksiyonlarinin izleminden elde edilen klinik epidemiyolojik verilerin istatistiksel 6zellikleri ve
bunlarin analizinde kullanilan “geleneksel” istatistik yontemler hakkinda, gozden kagmamasi gereken
su yorumu yapmislardir: “Aktarilabilir nozokomiyal enfeksiyonlarin etkeni olabilen patojenlerin
stirveyans verileri, genellikle, az sayidaki enfekte olgulardan olugan kisa-zaman-serileri bi¢cimindedir.
Buveriler, siklikla, “asiri-sagilma” ve “otokorelasyon” sergiler (Tablo; A5 ve A6). Bugiine dek, neredeyse
tim analiz yontemleri, hastane enfeksiyonlarina yol acan organizmalarin aktarilabilir dogasini
gozardi etmis ve yalnizca birbirinden bagimsiz olgular veya sonuglar i¢in uygun olan metotlar:
kullanmigtir. Oysa hastadan hastaya bulagin 6nemli oldugu durumlarda, bu tiir analizlere dayal:
¢ikarimlar giivenilir kabul edilemez”*: Bu diistince, hastane epidemiyolojisi alaninda, neredeyse yeni
bir aragtirma programlar: biitiiniiniin “sert ¢ekirdegini” olusturabilecek denli giiglii goriinmektedir.
Cooper ve Lipsitch®, onerdikleri yontemin, “geleneksel” istatistik yontemlere kiyasla biyolojik olarak
daha anlamli ve temel epidemiyolojik parametrelerin kestirimine izin veren bir yaklasim oldugunu
ileri stirmiislerdir. Hastane ortamindaki bilesenler arasinda olusan etkilesimlere (‘interactions’),
dongiilere (‘cycles, ‘rings’) veya aglara (‘nets’) bagh hastane enfeksiyonu epidemiyolojisi dinamigi,
matematiksel modellerle incelenmeyi gerektirecek denli karmagiktir**¢ (Sekil 4).

Enfeksiyonlarda, epidemiyolojik parametrelerin kestirimi 6nemlidir (Tablo; A7, A8, A9, A10); zira
enfeksiyon hastaliklariin epidemiyolojik dinamikleri, en azindan bir 6l¢iide, evrim dinamiklerinin
mikrobiyal patojen popiilasyonu {izerinde nasil etki edecegini belirlemektedir*”*. Buna karsilik, evrim
dinamiklerinin sonucu olarak patojende ortaya ¢ikan degisikler de, epidemiyolojik dinamiklerin
dogasini etkilemektedir*. Evrim ve epidemiyoloji dinamikleri arasindaki karsilikli geri-beslemelerin
anlagilmasi ve gesitli digsal faktorlerin (6rn. gevresel degisikliklerin) bu siireci nasil etkileyebileceginin
test edilebilmesi, enfeksiyon hastaliklarinin evrimsel epidemiyolojisinin ana amaglarindandir®*.
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rhompleks™ bir or

olarak hastane

Sekil 4. Hastane ortamindaki bilesenler arasinda
olusan etkilesimlerin/dongiilerin/
aglarin figiiratif temsili.
Hastane enfeksiyonu epidemiyolojisi dinamigi,
“hiperkompleks” bir ortam kabul edilen hastane ortamindaki
bilesenler arasindaki dinamiklerden (basamaklarin
‘logico-temporal’ siralamasi sayilarla belirtilmistir)
olusur. Bu bilesenler ve dinamiklerden bazilar1 sunlardur:
a) gevre-ortam bilesenleri (servisler/diger birimler, 6rn.
girisimsel birimler/hasta odalari/canli-cansiz diger gevre;
“cemberler”), b) mikrobiyal bilesenler (‘specialist’ veya
‘generalist’ mikrobiyal patojen; MP, “oval’; [1]), (bulas yolu/
giris yeri/enfeksiyoz dozu; “liggen’, [2]), (tutunma-tropizm/
kolonizasyon/invazyon-yayilma/kompartmanlar; “elmas”,
[3]), (genetik varyasyon mekanizmalari/hipermutatorluk/
mobil genetik elemanlar-LGT,HGT/modiilarite/seleksiyon;

“sekizgen’, [5,8]), (mikrobiyal topluluk etkilesimleri;
dolagimdaki birden fazla farkli mikrobiyal patojen,
mikrobiyal flora, biyofilmler, sinyal sistemleri; “gtines’,

[1,9]), (enfektivite, patojenisite ve virulansta -ve antibiyotik
direncinde- degisimler -genellikle artig yontinde-; “dortlii
ok’ [6,10]), c) konak bilesenleri (risk altindaki -duyarli,
kolonize veya enfekte- konaklar -hasta/refakatgi/saghk
caligani-; “carklar’, [0]), (konak immun yaniti/statiisii ve risk
faktorleri; K, “kare”, [0,4]), d) intervensiyonel (diagnostik,
terapotik, kontrol veya 6nleme amagli) bilesenler (antibiyotik
tiiketimi/baskis;; DDD/MIC/MPC/PK-PD; tibbi girisimler
ve ekipmanlar; el yikama, izolasyon, aktif izlem-eradikasyon,
antibiyotik tiiketiminde heterojenitenin saglanmasy; “simsek’,
[7]). Giris yeri, invazyon-yayilma yollar1, kompartmanlar;
mikrobiyal 6zelliklere bagli olmakla birlikte konak
bilesenleri iginde de sayilabilir.

Baquero®', herhangi bir operasyonel taksonomik birimdeki (‘operational taxonomic unit’)

mikrobiyal patojenin (veya fenotipik ya da genotipik modiiler birimin), popiilasyon dinamiginin
dogal akisi boyunca, endemik donemlerine kiyasla, subtakson zenginliginin (‘richness’) azaldigi,
belirli bir subtaksonun sayisal yogunlugunun (‘abundance’) arttigini, yani biyogesitlilik dl¢tile-
rinde (‘biodiversity measures’) belirli yonde degisiklik olustugu periodlar olan epidemik epi-
sodlarinin, o patojenin (veya modiiler birimin) evrimsel dinamiginin dongiisel (‘divergence’ ve
‘convergence’; ‘evolutinary breathing’) bir parcasi oldugunu ileri siirmiistiir. Bu tiir bir evrimsel
dinamigin, hastane ortami gibi “hiperkompleks” bir cevrede, fraktal bir bi¢cim sergiledigi ve ‘non-
Darwinian’ evrim niteliginde oldugunu ileri stirmiistiir®. ‘Non-Darwinian’ hipotezde evrim; or-
ganizmal, sub-organizmal, supra-organizmal diizeylerde, rastlantisal etkilesimler (‘random in-
teractions’), stiritklenme (‘drift’), darbogazlar (‘bottlenecks’) ve katastrofik olaylar (‘catastrophic
events’) tarafindan yonlendirilen ani degisim patlamalar: (‘spurts of change’) ile olusur*®*. Bu

hipotezde sozii edilen sub-organizmal veya supra-organizmal diizeydeki replike olabilen varliklar
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(‘replicating entities’), bireysel organizmalarin 6tesinde; molekiiller, kisa genetik diziler, genler,
operonlar, plazmidler, klonlar, tiirler, tist diizey taksonlar ve topluluklardir (‘community’) -ki
‘ultra-Darwinian’ evrim hipotezinde, organizmal diizey de dahil, bu varliklar, se¢ilim birimleri
(‘units of selection’) veya segilim diizeyleri (‘levels of selection’) olarak karsilik bulur®. Bu hipo-
tez, ¢esitliligin (‘diversity’) genetik varyasyonla siirdiiriildiigii popiilasyonlarin icinde, bir orga-
nizmanin, zindeligi (‘fitness’) en yiiksek varyantinin, degisen biyotik ve abiyotik ¢evre kosullar1
altindaki dogal secilimi (‘natural selection’) siireci olan ‘Darwinian’ evrimi, yani pozitif (yonli;
‘directional, adaptif; avantajli degisimin se¢ildigi) cevresel seleksiyonu da igerir. Ancak bu hi-
poteze gore, bir varyantin veya konfigiirasyonun fiksasyonu siklikla ‘Darwinian’ evrim siirecin-
den bagimsizdir®. Baquero, trans-hiyerarsik modiiler parcaciklari; operatif (6rn. rezistans veya
patojenisite determinantlari, vd.), translokatif (6rn. insersiyon sekanslari, tekrarlayici sekanslar,
rekombinazlar, vd.) ve dispersif (6rn. plazmidler, fajlar, gen kasetleri, integronlar, transpozonlar,
klonlar, vd.) olarak ii¢ kategoride siniflandirmigtir. Herhangi bir lokal ortamda, bu parc¢aciklarin
degisik birlesimlerinden ortaya ¢ikan bir veya daha fazla bilesim veya patern, seleksiyon baskisi
ile zenginlesir. Kazanan paternlerin bagarisi, basariyla etkilesen pargaciklardan olusan bir “mo-
diler birimler havuzu”nun zenginlesmesini saglar®.

Molekiiler epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesi, se¢ilmesi, uygulanmasi ve yorumlanmasin-
da, evrimsel dinamiklerin dikkate alinmasinin énemli oldugunu kavrayarak, daha énce bu konuyu,
molekiiler evrim kuramlar1 ve modellerinden, molekiiler saat kavramina ve filogenetik aga¢ olustu-
rulmasi ve test edilmesine dek derinlemesine inceleyerek, ilgili Tiirk bilim toplulugu ile paylagmis
olan Tirk arastirmacilar da vardir®>*°,

Patojenlerin epidemiyolojik ve evrimsel dinamiklerini iliskilendiren molekiiler biyolojik ¢a-
lismalar, heyecan verici buluglarla yeni ortaya ¢ikmaya baglamigtir™. Oyle ki bu gelismeler, bak-
terilerde tiir taniminin yapilmasinda yeni diizenlemelere yol agmistir®®. Bunun da 6tesinde, bu
gelismelere dayali olarak, bazi yazarlarca, mikrobiyal patojenlerin epidemiyolojik ve evrimsel
dinamiklerinin, 6rnegin antibiyotik direnci gelisiminin kestiriminin yapilabilecegi (‘prediction’)
savi ileri stiriilmiistiir™°. Mikrobiyal filogenetik yapinin agag¢s1 degil ags1 bigimde oldugunun gos-
terilmesiyle, ortak nisi paylagsmayan taksonlar arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin horizontal
aktarimi yoluyla, hizla ve yalnizca birka¢ aktarim basamag ile, direng geni kazaniminin olabi-
lecegi gosterilmistir'®. ilk kez, bakterilerde mutasyon (ve bdylece bu mekanizmaya bagl direng)
gelisiminin kontrol edilebilecegi ileri siirtilmuistiir®’. Yani sira, mikrobiyal patojenlerin, fenomik,
genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik (6zetle sistemomik), mobilomik/fluksomik,
patogenomik, rezistomik, pangenomik, metagenomik, filomik ve mikrobiomik yontemlerle ta-
nimlanacak kapsamli profillerinin, enfeksiyon hastaliklarinin yonetimi ve stirveyansinda kullanil-
masinin yararl olabilecegi ileri stirtilmiistiir®>.

Kuramsal perspektifler ve bulgularla paralel dogrultuda, molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar so-
nucunda elde edilen bilgilere dayali olarak, hastane enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde, daha 6nce
diger yontemlerle fark edilememis dinamikler saptanmis ve ¢ogunlugu “evrimsel-epidemiyolojik”
nitelikte olan kavramlar ortaya ¢ikmistir. Uygulamada, hastane enfeksiyonlarinin aragtirilmasi, kont-
rolii ve dnlenmesi bakimindan énemli olan bu kavramlardan bazilar1 sunlardir: klonal popiilasyon,
non-klonal popiilasyon (panmiksik popiilasyon), gen-epidemisi ve modiilarite, allodemi, mikro-
epidemi ve psddo-endemi*~**7¢ (Sekil 5). Bu gergevede, hiper-endemi kavrami da tartigilarak sor-

gulanmaya deger goriilebilir”.
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Epidemi®*® Ende mi**®
. e Folibipik R-Fenatipinde
Monatipik veya Politipik R- )
Fepotipinde Folikional
Maonokional veva Paiikional®

Fenotp

Sekil 5. Molekiiler epidemiyolojik yontemlerle (ps6do-endemi). 3. Mikro-epidemi olgulari, yiiksek-riskli
saptanabilen epidemiyolojik dinamikler servislerde, ayn1 kokenlerle ve ¢apraz-bulaslarla olusan
1. Gen epidemisine bagli olgular, aslinda sub-organizmal birkag olguluk kiimelerdir, ancak, endemik sanilan olgularin
modiiler birimlerle olugan bir epidemi iken, endemi tigte birini olugturur; endemi sanilir (psédo-endemi),
sanilabilir (ps6do-endemi). 2. Allodemi olgulary, poliklonal ~ aslinda epidemidir. 4. Hiperendemik durumlardaki olgular,
genotipte monotipik rezistans fenotipi seleksiyonu ile gergekte psddo-endemi olabilir, yani; stireklilik kazanmig
(gen epidemisini igerebilir, ancak, bundan farkli olarak, epidemik déngii -nozokomiyal siirveyans kiyaslamasinda
farkli direng mekanizmalar1 da ayni fenotipi sergileyerek (‘benchmarking’) yiiksek oranl endemi (?)- olabilir. 5.
segilebilir) olusan bir epidemi iken, endemi sanilabilir Psodo-epidemi.

Hastane enfeksiyonu oranlar, gliniimiizde hastane saglik hizmetlerinde bir kalite indikat6rii ola-
rak kullanilmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin epidemik olanlarinin %70nin, endemik olanlari-
nin %20-32’sinin, yogun izlem ve enfeksiyon kontrolii programlari ile 6nlenebilecegi gosterilmistir.
Hastane enfeksiyonlarinin %8-10 oraninda epidemik (epidemilerin %10’u psédo-epidemik), geri
kalaninin hiper-endemik veya endemik oldugu bildirilmektedir. “Endemik” enfeksiyonlarin iigte
birinin ise, yiiksek riskli servislerde, hastalar arasindaki ¢apraz-bulas ile olustugu bildirilmistir. Has-
tane enfeksiyonlarinin, direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi nedeniyle yerel 6nemine ek
olarak kiiresel 6nemi de vardir. Diinyanin herhangi bir yerindeki bir hastanede ortaya ¢ikan hastane
enfeksiyonu etkeni direngli bir bakteri klonunun, global yayilima yol acgabildigi gosterilmistir’. Bu
tiirden global yayilimin epidemiyolojik ve ekonomik etkisi, giiniimiizde halen tam olarak 6l¢iileme-
mektedir. Bu nedenlerle, hastanelerde ve yani sira ulusal ve uluslararas: diizlemde, yapilandirilmas,
karsilastirilabilir ve karsilikli veri degisimine uygun enfeksiyon kontrolii ve epidemiyolojisi prog-
ramlarma (6rn. WHONET, ESGNI, EARSS, mlst.net, seqnet, HARMONY; harmony-microbe.net,
vd.) gereksinim duyulmaktadir.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan molekiiler tiplendirme teknikleri ile: a) kolonize ve
enfekte hastalar arasindaki iligki, b) kontaminasyon ile enfeksiyonun ayirt edilmesi, c) hospitalize
hastalar arasindaki bulagin gosterilmesi, d) re-enfeksiyon ile relapsin ayirt edilmesi, e) antimikrobiyal
ilaglara direncli kokenlerin ayni hastanede veya degisik hastaneler arasinda zaman i¢indeki yayilimi,
f) kisa donemli olarak hastane epidemilerinin saptanmasi, g) uzun dénemli olarak, lokal, ulusal ve
global diizlemde, nozokomiyal enfeksiyonlarin ve mikrobiyal patojenlerin evrimsel-epidemiyolojik
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dinamiklerinin izlenmesi, h) kisa ve uzun dénemli olarak, lokal, ulusal ve global diizlemde anti-
biyotik direncinin, antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin, diger viriilans ve patojenite 6zelliklerinin
degisme ve evrimlesme dinamiklerinin izlenmesi saglanmaktadir**7*7%81,

Hastane enfeksiyonlarinin kontrolii i¢in mikrobiyoloji laboratuvari tarafindan uygulanan mole-
kiiler tiplendirme testlerinin maliyeti, hastaya yliklenmeyip, hastanenin rutin genel gider kalemleri
kapsaminda karsilanmalidir®. Molekiiler tiplendirme tekniklerinin rutin olarak dogru kullanimini
da igeren enfeksiyon kontrol programlarinin tibbi ve ekonomik getirisi oldugu gosterilmistir®. Mo-
lekiiler epidemiyolojik yontemlerin, endemik oldugu sanilan, aslinda mikro-epidemik olan durum-
larin ortaya konulmasi i¢in de kullanilabilecegi bildirilmigtir®.

Struelens” ve van Belkum® molekiiler epidemiyolojik tiplendirme tekniklerini, genel olarak
“karsilagtirmali”tiplendirme sistemleri (‘comparative-typing systems’) ve “kiitiiphane”-tiplendirme
teknikleri (“arsivleme”, “kataloglama’, ‘library-typing systems’) kategorilerinde smniflandirmiglardir.
Struelens, molekiiler epidemiyolojik tiplendirme uygulamasina gereksinim yaratan durumlari, tig
kategoride siniflandirmistir; salgin arastirmalari, bolgesel izlem ve global izlem ¢alismalari. Bu si-
niflandirmaya uygun olarak, zaman boyutunda kisa siirede hizli degisim sergileyen molekiiler be-
lirleyici/belirteclerle (‘molecular determinant’ veya ‘molecular marker’) tasarimlanmis tekniklerin,
salgin arastirmasinda kullanilmaya uygun oldugu diisiiniilerek, bu tiir tekniklerin ayirt edici giicii-
niin (‘discriminatory power’) 0.95 veya tizerinde olmasi bir 6lgiit olarak énerilmistir”. Kiitiiphane-
tiplendirme sistemleri ise, zaman boyutunda kisa veya uzun donemli degisim gosteren egilimleri,
sirastyla hizli veya yavas degisim gosteren molekiiler belirteclerle retrospektif (kiiltiir koleksiyonlari
ile veya elde edilen verilerin ata kokenlere yonelik ‘coalescent’ ya da ‘split-decomposition’ analizleri
ile) veya prospektif olarak saptayabilen ve bunu laboratuvar-i¢i ve laboratuvarlar-aras: tekrarlanabi-
lirligi (‘reproducibility’) yiiksek, standardize edilmis yorumlama ve nomenklatiire dayal: taginabilir/
iletilebilir/erisilebilir bir veritabani olusturulmasiyla saglayabilen teknikler olmalidir”##%%% Mole-
kiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinin daha ayrintili olarak siniflandirilmasi, performans
olgiitleri ve yorumlama 6lgiitleri ile ilgili kilavuzlar giincellenerek yayilanmuistir®”78195-95,

ESGEM’in, gesitli iilkelerden 154 laboratuvarla (Tiirkiyeden katilan laboratuvar sayisi, n=7) yap-
t1g1 bir anket ¢alismasinda, laboratuvarlarin %73’iniin en az bir molekiiler epidemiyolojik tiplen-
dirme yontemi/ni(ne) kullandigy/(erisimi oldugu); %78 nin bu yontemleri, salgin arastirmasi (%30),
genel enfeksiyon siirveyans: (%26) ve hastalik epidemisitesi, patojenitesi ve viriilansini gésteren
molekiiler determinantlar1 saptamak (%21) i¢in kullandiklar: belirlenmistir. Kalite kontrolii (%7),
ulusal-referans-gorevleri (%13) ve arastirma (%3) i¢in kullanim daha azdir®. En sik kullanilan ¢
yontem, (yaklagik oranlarla) PFGE (%32), DNA dizi analizi (MLST, vd.) (%22) ve RAPD/rep-PCR
(%16) olarak belirlenmistir®. Referans laboratuvarlarinda, ribotiplendirme (%10) ve MLVA (%9),
diger laboratuvarlara kiyasla iki kez daha sik kullanilmaktadir. Laboratuvarlarin yalnizca %19’unun,
sahip olduklari bir yazilimla, standardize veri analizi, yorumlamas: ve saklamasi yapabildigi bildiril-
mistir®®. Molekiiler epidemiyolojik tiplendirme i¢in kurum bagmna kullanilan ortalama yillik biitce
44 bin Eurodur. Calisilan izolat bagina ortalama harcama, 56 (7-200) Eurodur. Katilimcilarca, bir-
ok tiir i¢in kullanilabilecek tek tiplendirme yontemi beklentisinin oldugu ve daha hizli ve yiiksek-
gikti-sayil1 yontemlerin klinik uygulama tizerindeki etkiyi artiracag: diisiincesi belirtilmistir. En sik
tiplendirilen etkenlerin, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa oldugu
saptanmuistir. Su anki tiplendirme siklig1, ayda ortalama yaklagik 18 (9-24) bakteridir ve %20 daha
fazla tiplendirme yapma gereksinimi oldugu belirtilmistir. Referans laboratuvarlari, diger laboratu-

35



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

varlara kiyasla, 1.5-2 kat daha fazla tiplendirme yapmaktadir. Daha uygun maliyet kosullar altinda,
katilimcilarin %30’u, ger¢ek-zamanli izlem uygulamasina ge¢mek isteyeceklerini ve tiplendirmede
daha fazla cesitliligi tercih edeceklerini, %201 ise kii¢lik 6lgekli salginlarda da tiplendirme yapacak-
larini belirtmislerdir®.

Yaygin kullanilan yontemlerden, PFGE (restriksiyon islemi tiim genomu hedef alir, ancak tiim ge-
nomun restriksiyonundan elde edilen fragmanlarin tamamu jelde ayrilamaz), kisa dénemli hizli de-
gisimlerin incelenmesi temelinde yapilan epidemik iligkililik (‘relatedness; aslinda iliskisizlik ¢iinkii
Ozdes paternler ‘indistinguishable’ “ayirt edilemiyor” olarak bildirilir) analizlerinde giicii en yitksek
olan ve “altin standart” olarak kabul edilen yontemdir. Yalnizca, Staphylococcus aureus igin, HAR-
MONY protokolil ile standardize edilmistir (bu patojen i¢in “kiitiiphane”-tiplendirme teknigi olarak
kullanilabilir) #. Yaygin kullanilan “kiitiphane”-tiplendirme tekniklerinden, ¢ok-lokuslu dizi analizi
(MLST) veya tek-lokuslu dizi analizi (SLST) (‘spa-typing’) tekniklerinde, alel, dizi-tipi, tek- veya cift-
lokus varyantlar1 (MLST i¢in; SLV, DLV), klonlar, ata/kurucu-klon ve klonal-kompleksler biciminde
tiplendirme ve kiimelendirme yapilir. Elde edilen tiplendirme verilerinden yararlanilarak, sirasiyla
eBURST veya BURP algoritmalariyla (ilgili veritabani sitelerine internet tizerinden erisimle kullanila-
bilen yazilim yardimi ile uygulanabilir) UPGMA ve klasik hiyerarsik-kiimelendirme gibi yontemler-
den farkli algoritmalarla, popiilasyon haritalamas: (‘mapping’) yapilir; ayni verilerle istenirse UPGMA
gibi bir yontemle dendrogram da olusturulabilir®®®*>. MLST yonteminde, iki izolat arasindaki karsi-
lastirmada, bir lokusta, >1 niikleotid farks, farkli alel varligi (SLV) olarak kabul edilmektedir. Ancak,
>1 niikloetid varlig, birden fazla ayr1 genetik olgunun birikmesi ile de olusmus olabilir; eBURST algo-
ritmasina gore yapilan haritalamadaki genetik uzaklik 6l¢iimiinde, bu durum dikkate alinmamaktadir.
MLST dizi analizi verileri tizerinde uygulanacak ve genetik olgu sayis1 ve tiiriiniin (rekombinasyon,
mutasyon) saptanmasi i¢in kullanilacak bir algoritma yoluyla ve ardindan genetik uzakliklarin belir-
lenmesi sonucunda olusturulacak kiimelendirme ile, PFGE'nin ayirt edici giicii ile karsilastirilabilir
diizeyde uyumlu sonuglar alinabilecegi diisiiniilmiistiir (Acuner IC, yayinlanmamus veri). Dizi analizi
yapilan (6-7) lokusun dizilerinin, kitmelendirme veya filogenetik incelemeleri yapildiginda, tek gen
bolgesi kullanilarak ayri ayr1 olugturulan filogenetik agaglarin MLST ile uyumsuz oldugu, birlestiril-
mis (‘concatenated’) diziler kullanilarak olusturulan filogenetik agacin ise MLST ile uyumlu oldugu
saptanmustir®” !, MLST y6ntemi ilk gelistirildiginde, aragtirmacilarin bu yontemle filogenetik iliskinin
gosterilebilecegine iliskin bir savlar1 bulunmamaktaydi. Ancak, veri birikimiyle gelisen veritabani kul-
lanilarak yapilan sonraki karsilagtirmali filogenetik aragtirmalarla, bazi patojenlerin evrimlesmesinde
klonal komplekslerin yeri o kadar belirginlesmistir ki, Neisseria meningitidis gibi panmiksik bir po-
piilasyonda bile viriilans 6zellikleri ile uyumluluk bulunmus ve 6zellikle klonal popiilasyon yapisina
sahip olan S.aureusda ise, klonal komplekslerin tiir olarak tanimlanmasi dnerilmigtir'»'%!0!,

Bakterilerin epidemiyolojik dinamiklerinde ve evrilmelerinde etkili olan birgok evrimsel gii¢ ve
varyasyon mekanizmasi vardir'®!'¢. Bakteriyel genom, ¢ekirdek (‘core’) ve aksesuar (tiire ve kokene
gore genomun %10-40"1n1 olusturabilir; mobil genetik elemanlarla degiskendir ve genom plastisite-
sini saglar) genom olarak iki sinifa ayrilabilir. Genom, kodlayan (‘coding’; 6rn. MLST de kullanilan
‘housekeeping” genleri; esansiyel metabolik siirecleri kodlayan genler), kodlamayan (‘non-coding’;
yapisal, metabolik veya regiilator/informasyonel kodlayici dizileri icermeyen diziler; 6rn. bazi tekrar-
layic1 diziler) bélgeler olarak da ikiye ayrilabilir. Molekiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinde
kullanilan molekiiler belirte¢lerin bilingli olarak segilebilmesi i¢in, evrimlesmesinin nasil oldugunun,
yani; niikleik asit dizisi-temelli (DNA niikleotid degisimi-temelli) {i¢ ana modelden tiiretilen 56 ayr1
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molekiiler evrim modelinden hangisiyle uyumlu olarak varyasyon iiretimi oldugunun (eger protein
kodlayan belirte¢-temelli ise ve tercih edilirse, amino asit-degisimi-temelli 5 ana modelden hangisine
uyumlu olarak evrimlestiginin) saptanmasi, {iretilen varyasyonun seleksiyonunun ne tiirde oldugu-
nun (noétral, ‘neutral’ veya notrale-yakin, ‘nearly-neutral’ veya yonlii, ‘directional’ veya saflagtirici,
‘purifying’; Kimuranin nétral kuramindan tiiretilen notrale-yakin hipoteze gore, zindelik -fitness’-
tizerindeki etkisine gore, mutasyonlarin ¢ok az bir orani avantajli, kalan kismu ise, yaklagik birbirine
esit oranlarda olmak {izere, zararli, nétral veya notrale-yakin -hafifce zararlidir -‘slightly deleterio-
us’-.) ve bu evrimlesme siire¢lerinin sonucunda genomun farkli yerlerinde farkli hizlarda olusabilen
“molekiiler saatin” hizinin belirlenmesi gereklidir?>**!"7"120, Bunun basarilabilmesi i¢in, bircok basa-
maktan olusan kapsaml bir uygulamali ve kuramsal ¢alismanin yapilmas: gereklidir'?"'%.

John Maynard Smith, bir alelin molekiiler evrimi sirasinda, baglanti-dengesizliginin kaybolma-
s1 ve evrimsel (filogenetik) sinyalin tamamen silinmesi (non-klonal popiilasyonlardaki gibi) i¢in,
rekombinasyonun mutasyona kiyasla en az 20 kat fazla olmasi gerektigini tahmin etmistir ve son-
raki ¢aligmalarda bu oran giderek gercege yakinlasarak daha diisiik bir oran olarak saptanmistir.
Bu nedenle, bakterilerde genellikle, klonal (baglant1 dengesi olan) -birbirinden bagimsiz evrimle-
sen- popiilasyonlar gozlenir ve non-klonal popiilasyonlarin goriilebilmesi i¢in rekombinasyon sikli-
ginn oldukga fazla olmasi gereklidir. Ornegin, bazi bakterilerde saptanan bu oranlar yaklagik olarak
soyledir: Staphylococcus aureus; 1/15 (klonal), Neisseria meningitidis; 5/1, Streptococcus pneumoni-
ae; 9/1 #9122 Ancak, bu oranlarin saptandigi calismalarda yontemsel sorunlar vardir; yeniden-
diizenlenme (‘re-arrangement, intrajenik-rekombinasyon) veya homolog veya non-homolog rekom-
binasyonun saptanmasi ger¢ek anlamda HGT nin saptanmasi demek degildir. Zira rekombinasyon
varliginin arastirilmasi, yalnizca alici tiim-genomu veya genom bolgeleri tizerinde yapilirken, gergek
anlamda HGT varliginin aragtirilmas alic1 ve vericinin tiim-genomlarimin karsilastirilmasi ile yapil-
malidir. Ayrica, bu yontemler, mikrobiyal filogenetik yapinin agagsi oldugu varsayimina dayali iken,
aslinda filogenetik yap1 ags1 niteliktedir ve bu yapiya uygun yontemler kullanilmalidir?*'2*1#7,

Dizi-temelli yontemlerde, molekiiler belirteg olarak kullanilacak dizinin, ne tiir bir evrimlesme
gosterdiginin pratik olarak saptanmast i¢in sinonim olan ve olmayan mutasyon oranina bakilir; oran
bire esitse notral evrim, >1 ise yonlil seleksiyon, <1 ise saflastirici seleksiyon s6z konusudur. Hizl
degisimleri gostermesi beklenen belirtegler, piirifiye edici seleksiyonla evrimlesen dizilerden veya
yonlii seleksiyonla evrimlesen dizilerden segilebilir; molekiiler saat bakimindan uzun streli/yavasg
degisimleri gostermesi istenen belirtegler ise notral veya notrale yakin evrimlesen dizilerden segi-
lebilir. Ancak MLSTde belirteg olarak kullanilan esansiyel metabolik genlerin, nétral veya notrale-
yakin evrimlestigi sanilirken, piirifiye edici seleksiyon altinda olduklar1 anlagilmistir®”!?, Dizi-temelli
yontemlerin de baz: yetersizlikleri vardir®™'?. Molekiiler saat olarak hizli degisen ve dizi-temelli bir
molekiiler belirte¢ bulunmasinda, yeni bir yontem de 6nerilmistir'*’. Molekiiler belirteclerin dogru
secilerek uygulanmasiyla ve yorumlanmasiyla, mikrobiyal patojenlerin evrimsel-epidemiyolojik di-
namikleri ile ilgili cok degerli bilgiler elde edilebilmistir. Ornegin, beta-laktam antibiyotiklere direng
genlerini ve mecA’nin ekspresyonunu regiile eden genleri tasiyan ve boylece MRSA kokenlerinin
ortaya ¢ikmasina yol acan SCCmec elementlerinin, Staphylococcus aureus'un global biyocografyanin
farkli bolgelerindeki molekiiler evrimi sirasinda, birbirinden farkl klonlarca, en az 20 kez kazanil-
dig1 saptanmigtir'®. Ayrica ilerleyen ¢aligmalarla, baslangicta toplumdan edinilmis MRSA i¢in sabit
birer belirte¢ oldugu sanilan SCCmec IV ve V tipleri ile PVLnin, aslinda hastane kokenli bagka klon-
larda da goriilebildigi anlagilmigtir'™.
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PFGE ve MLST gibi yaygin olarak kullanilan yéntemler sorunsuz degildir. Goering®’, PFGE yoru-
munda biyolojik temelde kullanilmasi gereken Tenover 6l¢iitlerini 1998'de kuramsal olarak modifiye
ederek, tek genetik olguyla (GE) olusabilecek bant farkinin (BF), farkli olas1 genetik varyasyon me-
kanizmalaria gore 0 ile 4 arasinda degisebilecegini gostermistir. Bu durumda, daha 6nce epidemik
iligskiye karar vermek i¢in kullanilmas: 6nerilmis olan 6l¢iitlerde degisiklikler olmustur; 0GE; (0)0
(ayirt edilemiyor=iligkili) 1GE; (2-3) 0-4 BF (yakun iliskili), 2GE; (4-6)0-8 BF (olas: iliskili), 3GE;
(27)0-12 BF (iliskisiz). Aslinda uygulamada, PFGE yonteminin yaygin yorumlama yontemi olarak,
dogrudan dogruya Tenover Ol¢iitleri degil, yazilimlar araciligiyla ve ¢esitli benzerlik indeksleriyle
elde edilen verilerle olusturulan benzerlik matriksleri ve buna dayali UPGMA dendrogramlar1 ve ka-
rar esikleri (benzerlik-diizeyi-kesim-degeri) kullanilmaktadir®®. Literatiirde biriken verilerle birlikte
giincel durumu degerlendiren ESGEM, yeni bir kilavuz yayinlayarak bu karmasikligin giderilmesi
i¢in, 1-4 band farkhiliginin ayni tipin alt-tipleri olarak, >5 band farkliliginin ise ayr: tipler olarak
yorumlanmasini 6nermistir. Yeni ESGEM kilavuzunda, yorumlamada, eger diger epidemiyolojik ve-
rilerle destekleniyorsa >5 band farkinin da “benzerlik kiimeleri” olarak degerlendirilebilecegi belir-
tilmistir®. Oysa bagka bir ¢alismada, belirli bir algoritma kullanilarak, modifiye Tenover ol¢iitlerinin
dogrudan uygulanabilecegi ve hatta -en azindan 1GE diizeyinde- genetik olgu mekanizmalarinin da
ayurt edilebilecegi gosterilmistir'®. Ayrica, UPGMA ve benzeri diger yontemlerle olusturulan dend-
rogramlarda, ayn1 benzerlik-diizeyi-kesim-degeri altinda kaldiklar igin iligkili olarak birlikte kiime-
lendirilen izolatlarmn arasindaki band (PFGE i¢in) veya lokus varyasyonu (MLST igin) sayilarinin
(eBURST algoritmasinda, bundan farkli olarak, en fazla sayida SLV’si ve DLV’si olan lehine sirastyla
tercih yapilarak kiimelendirilir; bir izolat baska bir kiimedeki bir izolata daha yakin olsa bile birden
fazla kiimeye atanamaz) esit olmayabildigi (‘triangle inequality’) ve boylece, olasi farkli dendrogram
hipotezlerinin elenemedigi (sakli 6ykiiler; ‘hidden histories’) (dendrogram hipotezinin giiciiniin test
edilmesi i¢in, ‘bootstrapping’ veya ‘jackknifing’ gibi, istatistik analizler kullanilir) anlagilmigtir'2134132,
Bu sorunun ¢oziimiinde, ¢ok-boyutlu-6lgeklendirme (‘multi-dimensional scaling’) yonteminin kul-
lanilabilecegi gosterilmistir'****!. Ayrica, yeni bir “dendrogram” yontemi onerilmistir'*>'%.

Literatiirde, giincel olarak, dizi analizi temelli olan tek- veya ¢ok-lokuslu yontemlerle, diger yon-
temlerin kargilagtirmali performansini degerlendiren yayinlar yer almaktadir®®>'. Bu ¢alismalarda,
kullanilan izolat koleksiyonunun é6zelliklerinin 6nemli oldugu anlagilmistir. Kisa donemli lokal no-
zokomiyal salgin izolatlar1 (az gesitlilik-daha fazla iligkililik gosteren) ile yapilan ¢aligmalarla, uzun
donemli ve farkli cografyalarin izolatlarini iceren (daha fazla gesitlilik-daha az iligkililik gosteren)
koleksiyonlarla yapilan ¢aligmalarda, ayn1 yontemlerin performanslari ve sonuglarinin uyumlulukla-
r1 farkliliklar gostermistir. Bir kural olarak, ayirt edici giicii yliksek olan yontemler kendi aralarinda,
ayirt edici giicti diisiik olan yontemler ise kendi aralarinda daha yiiksek uyum géstermektedir™. Eger
calisma cesitliligi fazla olan bir koleksiyonla yapiliyorsa, ayirt edici giicii ¢ok farkli olan yontemler
arasinda bile iyi korelasyon saptanabilecegi ileri siirtilmiistiir®. Ucuz, hizli ve multipleks-PCR-temelli
bir teknik olarak MLVA yontemi, PFGE ile yiiksek oranda uyumlu bulunurken, dizi analizi temelli
spa-tiplendirmesi (SLST) ve MLST kendi aralarinda daha uyumlu bulunmugtur®. Genel olarak, spa-
tiplendirmesi, MLST ile PFGE arasinda bir ayirt edici gii¢ sergilemektedir ve bu nedenle, hem lokal
nozokomiyal salginlar i¢in uygundur ve hem de MLST tiplendirmesi i¢in uygun temsilci izolatlarin
secilmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir®*°. MLST klonal-kompleksleri ile, %65 benzerlik-diizeyi
kesim degerine gore kiimelendirilen PFGE tipleri sonuglari arasinda ¢ok iyi uyum saptandig: ve bu-

nun yeni bir tiplendirme nomenklatiirii tasarimi i¢in temel olusturabilecegi bildirilmistir®. TUMS
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S.aureus tiplendirme altkomitesi tarafindan, uluslararasi nomenklatiir olarak, klonlarin karakterize
edilmesinde, “MLST sekans tipi-fenotip-SCCrmnec tipi” ile adlandirma yapilmas: kabul edilmistir®.
Yukarida, molekiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemlerinin, hastane enfeksiyonlarinin kont-
roliindeki yerinin belirlenebilmesi i¢in, alanin- veya “sanatin”-giincel-durumuna (‘state-of-the-art’)
yonelik “anahtar” kavramlara ve terimlere -kisa- deginilerde bulunulmaya calisilmistir. Sonug olarak
denilebilir ki, gerek kuramsal ve gerekse uygulamadaki yontemsel bilgilerin giderek genisleyen ve
derinlesen giincel diizeyiyle, hastane enfeksiyonlarinin kontroliinde, molekiiler epidemiyolojik tip-

lendirme yontemlerinin yeri de bu gelismelere paralel olarak artmaktadur.
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PNL1

MOLEKULER YONTEMLERIN MAYA MANTARLARININ TAKSONOMIiSINE GETIRDIKLERI

Dog. Dr. Ayse KALKANCI
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Maya mantarlarinin taksonomisine ait kurallar, uluslararasi botanik isimlendirme kodlar: (Inter-
national Code of Botanical Nomenclature-ICBN) tarafindan diizenlenmektedir. Bu kodlar yapilan
toplantilarda, yapildig1 sehrin adi altindaki metinlerde toplanmaktadir. Bu metinlerin sonuncusu,
2000 yilinda, St. Louis, Missouride yapilan ‘Sixteenth International Botanical Congress, Internati-
onal Code of Botanical Nomenclature (Saint Louis Code)’ toplantisindan sonra yayimlanmustir. Bu
toplantilarda, maya taksonomisinde yapilacak herhangi bir degisiklik i¢cin bazi ilkeler belirlenmis-
tir. Ornegin, bir mantarin yeni bir teleomorfik sekli tanimlandiginda, isimlendirme i¢in ‘gen. nov,,
sp. nov., var. nov. gibi kisaltmalar, anamorf sekil icin ‘anam. nov. gibi bir kisaltma kullanilmalidir.
1935den beri tanimlanan tiirler Latince isimlendirilmektedir. 1960’larin sonuna kadar bir tiiriin
isimlendirilmesi i¢in sadece fenotipik 6zelliklerinden yararlanilmaktaydi. Niikleik asitlerin 6l¢tilme-
sine ait yontemlerin gelistirilmesi ile, tiirler arasindaki genetik benzerligin gosterilmesi miimkiin
olmugstur. DNA temelli caligmalar ¢ok gelismis molekiiler yontemlerin kullanilmasini gerektirmekte-
dir. Daha ¢gok DNA dizi analizi yontemi kullanilmakta, ancak DNA hibridizasyonu ile degerli bilgiler
elde edildigi unutulmamalidir.

Molekiiler yontemlerin maya taksonomisine ¢ok énemli katkilar1 olmustur. En 6nemlisi, tanim-
lamada kullanilan, glukoz fermentasyonu, nitrat asimilasyonu, yalanci veya gergek hif olusturma
gibi, morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerin ¢ogunun taksona 6zgiil oldugu, ancak filogenetik olarak
onemli olmadig1 anlagilmistir.

Mayalarda bulunan hiicresel DNA, 6.5-14x10° dalton biiyiikliikte, bagka bir deyisle Escherichia coli
hiicresel DNAsinin 2-5 kat1 biyiikliigiindedir. Saccharomyces cerevisiae toplam DNAsinin %5-20’si
mitokondri kaynaklidir. Maya hiicresel DNAsinin ayrilmasi i¢in énce sert ve kalin hiicre duvarinin
mekanik olarak par¢alanmasi veya kimyasal olarak yikilmasi gereklidir. Mekanik yontemler hizlidir,
fakat DNA kaybi goriilebilir. Kimyasal yontemler hiicrenin tuz i¢eren tamponlar i¢inde otolizi teme-
line dayanir. DNA elde edildikten sonra, igerdigi guanin-sitozin (G+C) miktar1 hesaplanmalidir. As-
komigetlerde gekirdekteki G+C igerigi %27-50 iken, bazidiyomigetlerde yaklasik olarak %50-70dir.
Bazi mayalar birbirine ¢ok yakin G+C igerigine sahip olabilirler. Ancak temel olarak, G+C igerigi en
az %1 farkl olan iki maya, iki farkls tiir olarak siniflandirilmalidir.

Ribozomal RNA (rRNA) ve ribozomal DNA (rDNA), bir¢ok mikroorganizmanin yakin veya
uzak iligkide oldugu diger mikroorganizmalar1 gostermek i¢in, son yillarda yaygin olarak kullanil-
maktadir. Ribozomlar biitiin hiicresel organizmalarda bulunurlar. Bu nedenle, rRNA/rDNA biitiin
organizmalar ile paylagilmis bir molekiiler gecmisi gosterir. Bazi rRNA/rDNA dizileri evrimsel ilis-
kileri anlamamizda ve filogenetik siniflandirmalar yapilmasinda kullanilabilirler.

Okaryotik hiicredeki rRNA, farkl: bityiikliiklerde pargalar igerir. Genis (25S-28S), kiigiik (18S)
ve 5.8S rRNAY1 kodlayan genler, 100-200 kopya kadar tekrar bolgeleri icerir. Maya sistematiginde
rRNA karsilagtirmasini ilk yapan arastirmacilar Bicknell ve Douglas (1970)dir. Bu iki arastirma-
cy, tiirlere ait 25S rRNA farkliliklarini gostermiglerdir. Bu tarihten sonra yapilan ¢alismalar ile ¢ok
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saylida maya tiirtine ait rRNA incelenmistir. Ribozomal DNA farkliliklari ise ‘restriction fragment
length polymorphisms’ (RFLPs) yontemi ile incelenebilir. RFLP sonuglari, farkli tiirlerin veya ayni
tiir igindeki farkli kokenlerin gosterilmesinde kullanilabilir. Candida cinsi i¢indeki evrimsel iligkiler,
ilk defa Magee tarafindan (1987), Cryptococcus cinsi iginde olanlar ise Vilgalys ve Hester tarafindan
(1990) bildirilmistir.

Kiigiik olmasi nedeniyle 5S rRNA dizisi kolaylikla saptanabilmekte ve filogenetik iligkilerin gos-
terilmesinde kullanilmaktadir. Yaklasik 160 niikleotid igeren 5.8S rRNA ise, bazi degismis niikleo-
tidler icermektedir. 5.8S rRNA geni ‘inter transgenic spacer’ (ITS) bolgeleri arasinda yerlesmistir. Bu
nedenle daha ¢ok rDNAnin ITS bélgelerine ait DNA dizileri, molekiiler tanimlama ve genotipleme
¢aligmalarinda hedef olarak kullanilmaktadir.

Genis alt @initenin 5" ucu ¢ok degisken oldugu igin, birbiri ile yakin iliskili tiirlerin ayiriminda
rRNA/rDNA genis alt iinite dizileri kullanilabilir. Bazi istisnalar harig, D2 bélgesi birgok askomicet
ve basidiyomicet mayanin tanimlanmasinda yeterli olur. Son yillarda en ¢ok 600 niikleotid iceren,
D1/D2 bolgesi hedeflenmektedir. Bir¢ok laboratuvarda otomatik DNA dizileme cihazlar1 kullanila-
rak cins ve tiir tanimi1 yapilmaktadir.

Molekiiler yontemler kullanilmaya baglandiktan sonra yeni maya cins ve tiirleri tanimlan-
mis, daha dnce tanimlanmig mayalarin cins ve tiir tanimlar1 degistirilmis veya yeni anamorf/
teleomorf sekiller gosterilmistir. Tam olarak maya oldugu sdylenemese de, taksonomik olarak
degistirilmis mantarlara en belirgin drnek, Pneumocystis olarak verilebilir. Ilk degisiklik, bir
protozoon olarak tanimlanan mikroorganizmanin, aslinda bir mantar oldugunun anlagilmasi
ile gerceklesir. Daha sonra, insanlarda pnémoni etkeni oldugu gosterilen ve Pneumocystis carinii
olarak tiir tanimi yapilan mantar, 1999 yilinda Frenkel tarafindan Pneumocystis jirovecii olarak
tekrar siniflandirilmisgtir.

Candida cinsi iginde ¢ok sayida yeni tiir tanimlanmaktadir. Ornegin, Candida alocasiicola sp.
nov., Candida hainanensis sp. nov., Candida heveicola sp. nov. ve Candida musiphila sp. nov., 2008
yilinda bitki patojeni olarak tanimlanmis yeni anamorfik, askomicet mayalardir. Taylanddan yapilan
bildirilerde, 2004 yilinda Candida krabiensis sp. nov., Candida sithepensis sp. nov., ve Pichia siamensis
sp. nov., 2007 yilinda ise Candida thailandica sp. nov. ve Candida lignicola sp.nov. tiirleri tanimlan-
mustir. Bu 6rnekler ¢ogaltilabilir.

Cins adi degisen mayalara da 6rnekler verilebilir. Yarrowia lipolytica olarak tanimlanan 38 maya-
nin tekrar isimlendirilmesi sonucunda, ii¢ yeni Candida tiirli; Candida oslonensis sp. nov., Candida
alimentaria sp. nov. ve Candida hollandica sp. nov. tanimlanmustir.

Trichosporon taksonomisi son yillarda biitiiniiyle degismistir. Sugita ve Nakase tarafindan 19 tiir
olarak smiflandirilan Trichosporon cinsine ait tiir sayisi, D1/D2 bolgesi DNA dizileme sonuglarina
gore ti¢ grupta 23 tiire ¢ikarilmigtir.
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MANTARLARIN GENOTIPLENDIRME CALISMALARINDA GUNCEL DURUM

Prof. Dr. A. Nedret KOC
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri.

Mantarlarin tanimlanmig en az 100.000 tiirii vardir. Bu sayiya her yil yaklasik 1.000-1.500 tiiriin
daha katildig1 dastintilmektedir. Bununla birlikte heniiz kesfedilmemis olanlarin sayisinin ise, 1 mil-
yon ile 10 milyon arasinda oldugu tahmin edilmektedir’.

Mantarlarin tanimlamalary; morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal karakteristiklerin kombinas-
yonuna dayanmaktadir. Mantarlar benzer biyokimyasal morfolojik ve fizyolojik profile sahip orga-
nizmalar olduklarindan dolay: karigikliklar olmas: olasidir. Bundan dolay: isimlendirme, taksomi
ve epidemiyolojik ¢aligmalarda genotiplendirme, fenotipik yontemlerin yerini almistir. Genotipik
yontemlerin kullanildig: sahalar asagidaki gibi siralanabilir:

I. Taksonomik / Filogenetik ¢aligmalar
II. Epidemiyolojik ¢alismalar
a) Salgin aragtirmalarinda; salginin kaynag ve yayilma yollarimin belirlenmesi
b) Re-aktivasyon ve yeni bulaslarin belirlenmesi
¢) Hastane enfeksiyonlarinin belirlenmesi
d) Kolonizasyon ve enfeksiyonun belirlenmesi
e) Antibiyotik direnci ve yayiliminin belirlenmesi
III. Tanimlamalar

Genotiplendirme, tiirler arasindaki farkliligin genomik yap1 ve genetik dizilim ile gosterilme-
sidir. Bu amagla kullanilan ¢esitli yontemler vardir ve dolayisiyla bu yontemlerin se¢ilmesinde; a)
tiplendirilebilirlik, b) ayrim giicii, ¢) tekrarlanabilirlilik, d) stabilite, e) kullanim kolaylig1, ucuz-
lugu, ¢aligma siire ve sonuglarin kolayca yorumlanabilmesi gibi konulara dikkat edilmelidir. Bu-
nun i¢in genotiplendirmede molekiiler yontemlerden bir veya birden fazlasi beraber kullanilir. Bu
yontemlerden birinin uygulanmasi yoniinde verilecek karar; yukardaki kriterleri tagimasina baglh
oldugu kadar, laboratuvarlarin kosullarina, personel sayis: ve deneyimine, ¢alisilacak suglarin say1
ve ¢esidine gore de degisebilir. Genotiplendirmede kullanilan yontemler hig¢biri bir digerine olan
gereksinimi ortadan kaldiran yontemler olarak algilanmamaly, digerini desteklemek amaciyla kul-
laniimalidir®.

Genotiplendirmede kullanilan yontemler sunlardir’:
1. Genomik DNAnin kompozisyon farkliligina dayanan yontemler:

a. PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis): Karyotiplendirme ve RFLP (Restriction fragment
length polymorphism)

b. SSCP (Single Stand Conformational Polymorphism): CE-FLA (capillary electrophoresis
(CE)-Fragment Length Polymorphism, denaturing conditions) ve CE-SSCP (capillary elect-
rophoresis (CE)-Single-Stranded Conformation Polymorphism, native conditions)

2. Amplifikasyona dayal1 yontemler: RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), AFLP (amp-
lified fragment length polymorphism), microsatellite PCR (interrepeat PCR, IR-PCR), rep-PCR
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(repetitive-sequence-based PCR), MLST (multi-locus sequence typing), Microchip teknolojisi
(Microarray analysis).

3. Birden fazla yontemin bir arada kullanildigi yontemler: RFLP-PCR (restriction digestion-
mediated PCR) ve SSCP-PCR (single-stranded conformational polymorphism ve PCR).

RFLPe dayal genotiplendirme yontemleri altin standart olarak kabul edilir. Bu yontemde, besi-
yerinde iretilen mikroorganizmalar diisiik erime 1sisinda agaroza karistirilir; hiicreler deterjan veya
enzim ile parcalayarak DNA izolasyonlar1 yapilir ve bu DNA kaliplari restriksiyon enzimi ile kesilerek
elektroforez ile 10-800 kilobazlik DNA segmentleri net olarak ayirt edilebilir. Bu bant profilleri, bilgisa-
yar programlar1 yardimiyla degerlendirilerek suslarin birbirleriyle olan iliskileri ortaya konulur.

O'Reilly ve arkadaslarinin®, Sporothrix schenckii suslarinin fenotipik ve PFGE yo6ntemi ile BioNu-
merics software sistemi kullanarak enfeksiyon etkeni ve ¢evre izolat: suslar arasindaki farklihig: belir-
ledikleri ¢alismalarinda, PFGE yonteminin farklilig: belirlemede en faydali yontem oldugunu bildir-
mektedirler. Genotipik olarak S.schenckii suslari, Ophiostoma spp. suslarindan ayrilmustir. S.schenckii
suslarinin genomik olarak stabil oldugu ve uzun yillar ayni genomik paterni gosterdigi bildirilmektedir.
Sporotirikoz sikliginin artiginda en 6nemli nedenin, ¢evre izolatlarina maruz kalma oldugu belirtil-
mektedir. Bu ¢aligmada genotipik yontemlerin, mantarlarin dogru tanimlanmasini ve enfeksiyon sikli-
ginin ve kaynaginin saptanmasini saglayarak, korunma igin yol gosterici oldugu ifade edilmektedir®. Bu
yontemler, taksonomik ve filogenetik ¢aligmalarda, suslarin bagka cins ad1 altinda isimlendirilmesine
olanak vermekle birlikte, ayn1 zamanda farkli isimlendirilen suslar ayn1 genotipik 6zellikleri gosterebil-
mektedir. Ayrica suslar arasi genotipik farkliliklar antifungal duyarlilig: da etkileyebilmektedir.

C.albicans genotip A, B, C, D ile tip I C.stellatoidea ve C.dubliniensis arasindaki fenotipik ve genotipik
iligkinin kargilastirildigy bir caligmada; agaroz jel elektroforezi ile RELPs yonteminin C.albicans genotipleri
A-D, tip I C.stellatoidea ve C.dubliniensis arasindaki farklihg: ayirabildigi gosterilmistir. Ayrica, C.albicans
genotip D susunun C.dubliniensis susuna; C.albicans genotip B susunun ise tip I C.stellatoidea susuna
benzer oldugunu bildirilmistir. Suslarin genotipleri ile antifungal hassasiyetlerinin karsilagtirmalarinda;
C.dubliniensis suglarmmn C.albicans genotiplerine (genotip A, B, C) gore flukonazole daha hassas, ancak
flusitozine karst daha az hassas oldugu belirtilmektedir. Candida gruplar: ve antifungal duyarhilik arasinda
korelasyon oldugu bildirilmektedir. Farkli bir calismada, Shin ve arkadaslari®, kateterle iliskili C.albicans
suglarinin hastane enfeksiyon etkeni olup olmadigini belirlemek icin ‘Southern hybridization’ ile PFGE, EK
(electrophoretic karyotyping) ve REAG (restriction endonuclease analysis of genomic DNA) yontemlerini
kullanmislardir. Bunlardan EK ve REAG yontemlerinin farkliliklar1 belirlemede benzer oldugu belirtilmek-
tedir. Yapilan galismalarda, suslar aras: farklilig belirlemede RFLP analizinin yetersiz oldugu, buna ragmen
EK ile farklihgin yiiksek oranda belirlenebilmesi nedeniyle daha fazla kullanildig1 bildirilmektedir”*.

Zinger ve arkadaslari® CE-SSCP ve CE-FLA yo6ntemlerini mantarlarin genomik farkliligini belir-
lemede kullanmuislar ve her iki yontemin de basit ve tekrarlanabilir oldugunu bildirmislerdir.

Otomatik genotiplendirmenin diger mikroorganizmalar kadar mantarlarda da kullanildig: bil-
dirilmektedir. Ozellikle problara dayali otomatik “fingerprinting” sistemlerinin (6rn. RiboPrinter
microbial characterization), uygun problar gelistirildiginde besin, ¢evre ve tibbi mikoloji alanlarinda
kullanilabilir oldugu ileri striilmektedir'.

RFLPe dayali genotiplendirmenin teknik olarak zor, pahali, zaman alic1 ve sonuglarin laboratu-
varlar aras1 uyumunun sorunlu olmasi gibi nedenlerden dolay1, PCR temelli genotiplendirme y6n-
temleri hizli, kolay ve nispeten daha ucuz oldugundan tercih edilmektedir'"'*. Ayrica PCR oncesi
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mantar DNAsinin ekstraksiyonunda kullanilan yontemler standardize ve otomatize edilmeye calisil-
maktadir. Bunlardan en 6nemlisi, hem maya hem de kiifler i¢in kolay ve kisa siirede (yaklagik 15 da-
kika) kullanilabilmesi a¢isindan Whatman’s FTA filtre kartlar1 ile yapilan ¢aligmalardir'®. PCR temel-
li genotiplendirme yontemlerinden biri olan floresana dayali RAPD (random amplified polymorphic
DNA) yontemi, Beauveria bassiana izolatlar1 arasindaki farklilig: yiiksek diizeyde belirleyebilmek-
tedir'!. Tekrarlayan vulvovajinal kandidozlu hastalardan izole edilen Candida suslarinin genotipik
farkliliklar1 ve bu farkin duyarlilikla ilgisini arastirilan bir calismada, RAPD-PCR y6nteminin suglar
aras1 antifungal diren¢ ve capraz direngte farkliligi belirlemede yeterli oldugu bildirilmektedir'*.
Benzer bir ¢alismada RAPD-PCR yontemi ile C.parapsilosis suglarinin genotipik farkliliklar: sap-
tanabilmis ve ayrica fenotipik olarak C.parapsilosis olarak tanimlanan bir susun C.metapsilosis susu
oldugu saptanmustir’. Farkli bir ¢alismada ise, RAPD yonteminin, toksijenik ve toksijenik olmayan
Aspergillus flavus suslar1 arasindaki farklilig1 belirlemede yetersiz kaldig1 rapor edilmistir'.

Daha Onceleri bakterilerin genotiplendirmesi i¢in kullanilan rep-PCR (repetitive-sequence-
based PCR) yontemi, son zamanlarda da mantarlarin genotiplendirmesi amaciyla gelistirilmis hizl
(<24saat) ve kolay uygulanabilir otomatize ticari bir sistemdir".

Wise ve arkadaglarinin' ¢

DiversiLab’ sistemi kullanarak rep-PCR yontemiyle Candida tiirlerini geno-
tiplendirdigi calismada; biyokimyasal ve fenotipik tanimlamaya gore %80 uyum, ITS1-5.8S-ITS2 (internal
transcribed spacer region) bolgeleri ile yapilan DNA dizi analizine gore ise %95 uyum belirlenmistir. Bu
sistemin kolay, ucuz, kisa siirede sonug verebilen ve ytiksek tekrarlanabilirlige sahip olmasimdan dolay1
epidemiyolojik ¢aligmalarda cins/tiir diizeyi tanimlamalarda, genotiplendirmelerde ve tiirlerin ayrimin-
da kullanilabilecegi bildirilmektedir. Benzer olarak Fusarium, Aspergillus, dimorfikler (Coccidioides spp.,
Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum) ve dermatofit (Trichophyton mentagrophytes, T.rubrum,
Ttonsurans, Microsporum canis) suslarmim tanimlama, molekiiler tiplendirme, epidemiyolojik ve siirve-
yans ¢alismalarinda kolayca kullanilabilecek etkin bir yontem oldugunu ileri siirtilmektedir'*2.

Chen ve arkadaglar1?, hastane kaynakli C.albicans suglarinin genetik profilini PFGEe dayal: ti¢
genotiplendirme (PFGE karyotyping, PFGE of Sfil ve BssHII restriction fragments) yontemi ve rep-
PCR ile aragtirmig ve tiim yontemlerin ayni hastadan izole edilen suslarin klonal iliskisini belirle-
yebildigini bildirmistir. En yiiksek ayirim giici PFGE-Sfil (35 genotip) ve rep-PCR (31 genotip)
yontemlerinde, en diigiik ayirim giici ise PFGE karyotiplendirme (19 genotip) yonteminde tespit
edilmistir. Bu aragtiricilar, her bir izolatin genotipinin hastaya 6zgiil oldugunu ve izolatin kaynag;,
cografi orijini ve antifungal direnci ile iligkili olmadigini ileri stirmtiglerdir™.

PCRa dayali yontemlerin en 6nemli dezavantajlari, laboratuvar igi ve laboratuvarlar arasi tek-
rarlanabilirliklerinin diigiik olmasidir. Bunu 6nlemek i¢in ¢aligmalarin standardizasyonunda farkl
molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

MLST (multilocus sequence typing) yontemi, bir grubun iki bagimsiz grup ile karsilastirildiginda,
niikleotid dizideki farkliliklarin gosterilebildigi bir yontemdir®%. Belirlenen allellik profiller, MLST veri
bankasindaki (http://www.mlst.net) bilinen allellerle kargilasgtirilarak, saptanan profilin diger tilkelerdeki
yayginlik derecesi konusunda bilgi edinmek olasidir. Sonuglarin elektronik ortama aktarilmasi, kolayca
saklanabilmesi ve tiplendirilen herhangi susun sonucunun daha 6nceden var olanlarla kiyaslanabilmesi,
multilokus enzim elektroforez (MLEE) sisteminden stiinliik saglar***. MLST yonteminin, EK, PFGE,
AP-PCR, SNPs ve hibrizasyon yontemlerine gore hizli, uygulamast kolay, tekrarlanabilirligi benzer ve ay1-
rim giicii yiiksek olmasi gibi nedenlerle daha avantajli oldugu bildirilmektedir®?. Lasker*, Penicillium
marneffei suslarinin epidemiyolojik arastirmasinda, MLST y6nteminin ayirim gliciiniin ve laboratuvarlar
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arasi tekrarlama glictiniin yiiksek oldugunu bildirmektedir. Farkli bir caligmada, HIV ile enfekte hastalar-
dan izole edilen C.glabrata suslarinin genotipinin belirlenmesinde, kolonizasyon ve enfeksiyon etkenle-
rinin ayrilmasinda ve antifungal duyarliliktaki etkinligin saptanmasinda MLST ve PFGE yontemlerinin
benzer oldugu, ancak MLST yonteminin PFGEe gore suslar arasi farki daha az belirleyebildigi ifade edil-
mistir®. Bunun yaninda her iki yontemde suglarin genotipi ile HIV enfeksiyonunun durumu, kaynak ve
ilag duyarliligindan bagimsiz oldugu rapor edilmektedir®®. Bazi ¢alismalar, MLST analizi ile niikleotid
varyasyonlarinin diisiik diizeyde belirlediginden sinirli bilgi verebildigini ve bundan dolay “polymorphic
microsatellite marker”lar1 (PMMs) tiplendirmek i¢in kullanilabilecegini bildirmektedir. Mikrosatellit lo-
kuslarin analizinin avantaji, genomda dizi varyasyonlari en diisiik derecede olan mikroorganizmalar ara-
sindaki farkliligr hizli olarak belirleyebilmesidir. Lasler ve arkadaslari®®, hastane enfeksiyonu etkeni olan
C.parapsilosis izolatlar1 arasindaki genetik farkliligi, genomik zincirden elde edilen polimorfik mikrosa-
tellit lokuslar kullanarak belirledikleri galismalarinda, mikrosatellit analizinin firsatg1 patojen mayalarin
molekiiler epidemiyolojik analizinde 6nemli bir ek bir yéntem olabilecegini bildirmislerdir. Ayni ¢aligma-
da, genotip belirlenmesi i¢in mikrosatellit ve hibridizasyon profil analizi yontemleri kargilagtirildiginda
benzer olduklary, ayirici ve tekrarlanabilirlik 6zelliklerinin yiiksek oldugu gosterilmigtir™.

MLST yonteminde secilmis gen dizileri kullanilirken, MLP (microsatellite length polymorphism)
yontemi, kisa DNA pargalari tekrarinin uzamasina dayanmaktadir. C.albicans izolatlarinin genotip-
lerinin arastirildig1 bir ¢aliymada, MLP yontemi MLST yontemine gore daha hizli ve ucuz olmasina
ragmen ozgilliigi %83, duyarlilig1 ise % 73 olarak belirlenmistir®.

Mikrosatellit analizi, ayrica suslarin kaynaklarinin belirlenmesinde de giivenilir sekilde kulla-
nilabilmektedir®. Bu yontemle genital C.albicans enfeksiyonlarinin kaynaginin arastirildigi bir ¢a-
lismada, sonuglarin otomatik GeneScan software ile analiz edilmesiyle, kadinlarda kaynagin rektal
bolge oldugu (%80) ve eslerinin suglari ile benzerlik gosterdigi saptanmistir®. Bu yontemler, suslarin
antifungal hassasiyetindeki degisiklikleri belirlemede de kullanilmaktadir. Metzgar ve arkadaglar1®,
RAPD-DNA ile mikrosatellit analiz yontemleri kullanarak, farkli araliklarda (giinliik ve haftalik 6 ay
boyunca) flukonazol alan HIV pozitif hastalardan izole edilen Candida spp. suslar1 arasindaki duyar-
lilik degisimlerini ve genetik farkliliklar arastirmiglardir. Bu ¢caligmada, mikrosatellit analizi ile elde
edilen verilerin olduk¢a uyumlu oldugu saptanmis ve giinlitk antifungal kullanimi olan hastalarin
suslarinda istatistiksel olarak anlamli ¢ok kii¢iik genetik farkliliklar belirlenmistir®.

DNA mikroarray (=microchip, DNA chip, DNA array) yontemi, gen ekspresyonu profillerinde
veya genotiplendirme ¢alismalarinda genis genom skalas: olusturmasi agisindan avantajhi bir yon-
temdir. Bu alandaki hizl teknolojik gelismeler, enfeksiyon hastaliklarinda tani, tedavi ve korunma
konularina etkili bir yaklagim getirmektedir®***. Mikroarray teknolojisi, son zamanlarda mantarla-
rin klinik 6rneklerde tanimlanmasi ve genotiplendirmesinde kullanilabilen kolay, hizli ve duyarh
bir yontem olarak bildirilmektedir****. Bu yontemin gelistirilen otomatize formati ile [Affymetrix
GeneChip® Mapping 500 K Array (diger adiyla, SNP Microarray and Pooling; SNP-MaP)], iki grup
arasindaki allel farklilig1 etkili ve giivenilir olarak saptanabilmektedir®. Ronald ve arkadaglarr®,
Saccharomyces cerevisiae suslarinda oligoniikleotid mikroarray yontemini kullanarak yiiksek oranda
genotiplendirme yapilabildigini ileri stirmektedirler. Bu yontem ayrica, salginlari belirlemede ve fi-
logenetik farkliliklar1 saptamada da kullanilmaktadir. O’Donnell ve arkadaslari’’, Fusarium keratiti
salginindan izole edilen suslarin genotipini mikroarray yontemi ile belirlemisler, bunlarin kontak
lenslerle iliskisini gostermisler; cevresel izolatlardan bir cogunun kaynak olabilecegini zira filogene-
tik farklihigin yiiksek oldugunu ileri siirmiislerdir.
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Mikrosferlerin renk koduna gore tek bir reaksiyonla yiizlerce mikroorganizmanin tanimlanabil-
digi Luminex MAP teknolojisi ise molekiiler akim sitometrisi temeline dayanmakta ve mantarlarin
genotiplendirmesinde kullanilabilecegi ileri siirtilmektedir®®. Bovers ve arkadaslar1®, Cryptococcus
neoformans ve Cryptococcus gattii izolatlarini, AFLP (amplified fragment length polymorphism) ve
Luminex “suspension array” yontemleriyle genotiplendirdiklerini rapor etmektedirler. Suslarin ge-
netik varyasyonlarini ve alttiplerini belirlemede molekiiler yontemlerden birka¢inin bir arada kul-
lanildig: bildirilmektedir. RFLP-PCR (restriction digestion-mediated PCR) yonteminin mantara ve
konaga gore degisebilen fenotipik varyasyonlar gosteren T.tonsurans suslarinin genotipik varyasyon-
larini ve alttiplerini belirlemede kullanilabilecegi ileri stiriilmektedir®.

Sonug olarak, mikroarray teknolojisi ve rep-PCR gibi genotipik yontemler ¢esitli avantajlar saglama-
sina ragmen, biitiin mantarlar1 kapsayacak standardize edilmis tek bir yontem heniiz mevcut degildir.
Bu nedenle birden fazla yontemin birlikte kullanilmasiyla, yontemlerin birbirlerinin eksik olan yoniinii
tamamlamasi saglanmaly, ayirim giicii ve tekrarlanabilirlik gibi teknik 6zellikleri artirilmalidir. Elde edilen

sonugclar mutlaka bilgisayar programlari ile depolanmali ve standart prosediirler olugturulmalidir.
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FUNGAL VIRULANS FAKTORLERININ MOLEKULER TEMELLERI

Prof. Dr. Mine YUCESOY
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir,

Fungal enfeksiyonlarin patogenezinde, konak ile ilgili faktorlerin yani sira fungusa ait birgok
faktor de rol oynamaktadir. Burada enfeksiyon etkeni olarak en sik rastladigimiz mantar tiirleri
olan Candida, Cryptococcus ve Aspergillus tiirlerine ait viriilans faktorlerinin molekiler temelleri

tizerinde durulacaktir.

Candida Tiirleri

Candida tirlerine ait viriillans faktorleri; aderans, biyofilm tiretimi, hiicre yiizey hidrofobisitesi,
enzimler, fenotipik degisim ve antijenik cesitlilik, molekiiler benzeme, hiicre duvari yapisi ve cesitli
sideroforlar1 kullanabilme yetenegi olarak sayilabilir.

Candida tirleri i¢in enfeksiyonun ilk basamagini olusturan adezyon ile kolonizasyon ve invaz-
yon arasinda ciddi bir iliski saptanmustir'. C. albicans hiicrelerinin non-albicans Candida tiirlerine
gore konak hiicrelerine daha fazla adere olma 6zelligi gosterdigi bildirilmistir. Candida albicans igin
MP66, MP-lektin, MP-hem, hiicre duvar proteinleri, antijen 6, mnt16, alalp, kompleman reseptér-
leri, MP58 gibi adezinler ve ligandlar1 belirtilmistir®. C.albicansda adezyon molekiillerinin ALS gen
ailesi tarafindan kodlanan proteinler oldugu rapor edilmigtir®.

Biyofilmler, hastaliklar icin 6nemli bir kaynak olusturmakta olup, yapilan c¢alismalarda
C.albicans’m en yogun biyofilm olusturdugu, C.parapsilosis, C.glabrata ve C.kefyr tiirlerinin de
biyofilm olusturmasina karsin, C.albicansdan daha az tirettikleri bildirilmistir®. C.albicansda biyo-
tilm olusumu, planktonik hiicreler bir yiizeye adere oldugu zaman muhtemelen hiicre duvarinda
lokalize adezyon molekiilleri aracilig1 ile baglatilir’. Garcia-Sanchez ve arkadaslarinin® C.albicans
biyofilmleri izerinde yaptig1 bir ¢aligmada, biyofilm ve planktonik hiicreler arasinda 325 genin
farkli ekprese edildigi, bu gruptan 214’iiniin biyofilmlerde fazla, 111’inin ise az eksprese edildi-
gi saptanmigtir. Bunun yaninda protein sentezi ile ilgili genlerden 34’tiniin daha fazla eksprese
edildigi goriilerek, biyofilmlerde ribozom {tiretiminin ve protein translasyonunun artmis oldugu
distiniilmiistiir. Yine aminoasit ve niikleotid metabolizmast ile iligkili olarak aromatik veya siilfiir
iceren aminoasit sentezi ile ilgili genlerin ve lipid metabolizmasi ile iliskili olarak da mitokondriyal
fosfolipidler, sfingolipidler ve ergosterol gibi membranla iliskili lipid biyosentezi ile ilgili genlerin
fazla eksprese edildigi belirlenmistir. Aminoasit biyosentezi genlerinin fazla ekspresyonu ile paralel
olarak, aminoasit metabolizmasinin bir regiilatorii olan Gen4p'nin C.albicansda biyofilm iiretimi
i¢in gerekli oldugu saptanmigtir. Ayn1 ¢calismada tiim biyofilm popiilasyonlarinda 6nemli oranda
fazla eksprese edildigi izlenen ALSI yaninda, adezin benzeri kangallar1 ve sekresyon sinyalleri olan
proteinleri kodlayan IPF10161, IPF 20008 gibi bir¢ok yeni genin de anlamli oranda fazla eksprese
edildigi saptanmistir®. C.glabrata mutant suslari ile yapilan bir ¢alismada ise RIF1, SIR4, EPAG6 ve
YAKTI’in biyofilm olusumunda rol alan genler oldugu saptanmistir®. EPA6’nin kodladig1 Epa6p’nin
bu Candida ttriinde biyofilm olusumu i¢in gerekli olan bir adezin oldugu tanimlanmigtir. Ayni
caligmada iki adezin geni olan EPA6 ve yakin paralogu EPA7nin ekspresyonu igin Yaklp kinazin
gerekli oldugu gosterilmistir®.
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Candida tirlerinin patogenezinde rolii olan enzim gruplari, salgisal aspartik proteinazlar
(SAP) ve fosfolipazlardir®. SAP’larin C.albicans disinda C.dubliniensis, C.tropicalis, C.parapsilosis
ve C.lusitaniae tarafindan da salgilandig bildirilmistir®®. C.albicansda aspartik proteinazlar, 10
tiyeden olusan SAP gen ailesi tarafindan kodlanmakta ve mukozal ve sistemik enfeksiyonlar igin
farkli genler gerekmektedir. $oyle ki; yiizeyel, mukozal ve kutanoz enfeksiyonlarda SAP 1-3’iin
patojenik bir rolii olmasina kargin sistemik enfeksiyonlar i¢in SAP 4-6 kritik bir 6neme sahiptir””.
Hiicre duvari ve sitoplazmik membranda diizgiin olarak dagilmis olan SAP 1-3’tin hem maya hem
de hif hiicrelerinde, SAP 4-6 antijenlerinin ise sadece hif hiicrelerinde bulundugu ve invazyon
esnasinda hiflerin uglarinda lokalize oldugu saptanmustir®®. SAP 1-3’tin yiizeyel enfeksiyonlarda
doku hasarinda direk rolii varken, SAP 4-6’nin daha derin dokulara penetrasyonda ve hiicresel sa-
vunma ile savagimda 6nemli oldugu vurgulanmistir®. Bir SAP genine gore benzer ancak gérevleri
farkli bir¢cok SAP geninin kolonizasyon ve enfeksiyonda sinerjik etki gosterdigi ileri stiriilmiigtiir’.
C.tropicalisde ise SAP’lar1 kodlayan dort gen (SAPT1-4) klonlanmistir®. Konak proteinlerinin,
yiizey proteinlerinin, laminin, fibronektin, kollajen, keratin ve miisin gibi ekstraseliiler matriks
proteinlerinin, immiinoglobulinlerin (6zellikle IgA), 16kosit proteinlerinin, sitokinlerin, defensin-
lerin, alfa-makroglobulin ve komplemanin SAP’lar i¢in temel hedefler oldugu bildirilmistir®. Bu
enzimler konak proteinlerini pargalayarak hiicreler icin azot elde etmekte, bunun yaninda da ko-
nak doku adezyonuna ve invazyonuna yol agmakta, konagin hiicre ve molekiillerini parcalayarak
antimikrobiyal saldiriya karsi fungusu korumakta ve diren¢ gostermektedir. Ayni zamanda koag-
liitinasyon faktor, protrombin ve kallikrein-kinin sistemi proteinlerini de hedef alarak pihtilagsma
kaskadini aktive ettigi, vaskiiler permeabiliteyi artirdig1 ve inflamatuvar yanitin aktive edilmesi ve
korunmasinda da rol oynadig: bildirilmistir®”.

Fosfolipazlar, gliserofosfolipidlerdeki bir veya daha fazla ester baglarini parcalayarak konak
hiicrelere penetrasyonda rol oynamakta ve konagin sinyal transditksiyonuna etki etmektedirler>°.
Fosfolipazlarin farkli alt gruplar: bulundugu; bunlarin da fosfolipaz A, fosfolipaz B, lizofosfolipaz,
lizofosfolipaz-transagilaz, fosfolipaz C ve fosfolipaz D oldugu bildirilmistir®. Yapilan ¢alismalarda
C.albicans yaninda daha diisik duzeylerde C.tropicalis, C.glabrata ve C.parapsilosis tirlerinin de
fosfolipaz salgiladig1 saptanmistir’. Kunze ve arkadaslarinin'' ¢aligmasinda C.albicansda korun-
mus fosfolipaz motifleri bulunan en az ii¢ gen (CaPLC1, CaPLC2, CaPLC3) bulundugu, bunlardan
CaPLCl'nin viriilans icin sart oldugu, ancak diger iki genin hiicresel islevlerde gorevi oldugu halde
patojenitede belirgin bir gérev yapmadig1 saptanmustir.

Son yillarda in vivo ekspresyon teknolojilerinin (IVET) kullanilmasiyla, enfeksiyonlar sirasin-
da C.albicans tarafindan hiicre metabolizmasi, enerji tiretimi, strese yanit ve hiicre duvar: yapisi ile
ilgili genlerin yaninda adezinler, proteazlar ve fosfolipazlar1 kodlayan viriilans ile iliskili genlerin
de eksprese edildigi saptanmustir. Ozellikle invazif kandidoz tablolarinin patogenezinde, ¢oklu gen
siniflarinin esgiidiimli ekspresyonunun gerekli oldugu ve bu ekspresyonun patogenez i¢in gereken
viriilans faktorlerinin indiiksiyonuna neden oldugu ileri stiriilmiistiir™.

Candida ttrlerinin bir diger 6nemli viriilans faktorii de fenotipik degisimdir. Bu degisim so-
nucunda orijinal, diiz, yildiz, yiiziikk ya da sapka seklinde veya burusuk gibi farkli koloni fenotip-
leri ortaya ¢ikabildigi gibi varyant koloni morfolojileri de izlenebilmektedir. Bunun en tipik drnegi
C.albicans WO-1 susunun beyaz-opak degisimidir. Opak hiicrelerin deriye kolonize olma yetenekleri
ve ¢iftlesme 6zellikleri beyazlara gore daha fazla iken, sistemik hayvan modellerinde daha az viriilan

olarak belirlendigi bildirilmistir"®. Bunun yaninda fungusun, maya-hif déntisiimiiniin de viriilans:
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etkiledigi bilinmektedir. $6yle ki; yalanct hif ve hif yapilar1 doku invazyonunda 6nemli rol oynar-
ken, mayalar mukozal yiizeylere tutunur ve epitele invaze olur. Mayadan hife morfojenik degisimin,
bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin regiilasyonu i¢in ¢oklu paralel sinyal yolag: ile kontrol edildigi
saptanmis ve PLD1’in in vitro kogsullarda morfogenezi regiile eden yolaklardan en az birinde gérev
yaptig1 sonucuna varimigstir'. Yapilan ¢alismalarda C.albicans, C.glabrata, C.tropicalis, C.parapsilosis
ve C.lusitaniae tiirlerinde bu degisimin izlendigi bildirilmistir'>'S. Candida tiirlerinde rastlanan bu
degisimin bir¢ok ozelligi etkiledigi saptanmis olup, etkilenen bu 6zellikler, antijenik 6zellik, epitel
hiicrelerine adezyon, hif olusumu, nétrofil ve oksidanlara duyarlilik, proteinaz iiretimi ve ilag duyar-
lilig1 seklinde siralanalabilir'.

C.albicans diploid olup, tek bir “mating type locus” (MTL) i¢ermektedir. Dogal suslarin %97’sinin
MTL heterozigot (a/a), %3’tiniin ise MTL homozigot (a/a veya a/a) oldugu saptanmustir'®. C.albicans
suslarinin ¢ogunlugunda MTLnin beyaz-opak degisimini kontrol ettigi rapor edilmistir. Yapilan
caligmalarda C.albicans’lardan sadece MTL homozigot olanlarin beyaz-opak degisimi gecirdigi,
MTL heterozigot (MTLal’i bir kromozomda, MTLal ve MTLa2’yi homologunda tasiyanlar) olan-
larin ise bu degisimi gegiremedigi, ancak homozigot hale gelirlerse degisim gegirebildigi saptamis
ve C.albicans klinik izolatlarinin beyaz-opak degisim 6zelligi ile MTL lokusunun konfigiirasyonu
arasinda 6nemli bir korelasyon gosterdigi sonucuna varilmistir'®"®. Bunun yaninda bir bagka ¢alis-
mada, MTL lokusundaki heterozigotlugun (a/a) beyaz-opak degisimi ve giftlesme isleminde yer alan
genleri bastirmakla kalmadigi, ayn: zamanda ciftlesme sistemini dogada koruyan a/a genotipine
kompetetif bir avantaj saglayarak viriilans: da etkiledigi belirlenmistir. $6yle ki; a/a genotipinin daha
stabil oldugu ve bu genotipteki suslarin daha viriilan oldugu goriilmiistiir®. Srikantha ve arkadas-
lari** C.albicans tizerinde yaptiklar: bir ¢alismada, TOS9 adli “master switch gene” gibi gorev yapan
ve sadece opak hiicrelerde eksprese olan, Tos9p gen iirliniiniin niikleusta lokalize oldugu bir gen
belirlemisler ve bunun C.albicansda beyaz-opak degisimini kromatin dénemindeki degisiklige yol
acarak regiile ettigini saptamuslardir.

Bir¢ok C.glabrata susu spontan olarak kor fenotipler arasinda (“core switching”) ve diizgiin
olmayan burusuk fenotipe (“irregular wrinkle switching”) degisim gostermektedir. Yapilan bir
arastirmada, bu tiirdeki degisimin S.cerevisiaede bakir detoksifikasyonu ve strese yanitla ilgili
bir grup geni regiile ettigi saptanmis ve bu degisim ile fazla regiile edilen genlerin bazi olgular-
da kolonizasyon ve viriilansta 6nemli rol oynayabilecegi bildirilmistir®2. Bir baska arastirmada
C.lusitaniae’nin C.glabrata’ya benzer sekilde fenotipik degisime ugradigs; yiiksek amfoterisin B
direncinin beyaz koloni tipi, yalanct hif olusumunun ise koyu kahverengi koloni tipi ile iligkili
oldugu saptanmis olup, fenotipik degisimin C.lusitaniae i¢in selektif bir avantaj sagladig1 sonu-
cuna varilmistir®.

Jin ve arkadaslarinin* yaptig1 bir arastirmada, ilk kez C.albicans biyofilmlerinde de fenotipik
degisim izlendigi ve bunun sikligmnin %1 oraninda oldugu belirlenmis; biyofilmlerde izlenen bes
farkli fenotipin karbonhidrat asimilasyonu, adezyon, biyofilm olusumu, filamentasyon ve tireme hizi
acisindan farkl profiller gosterdigi izlenmistir.

Yapilan galismalar sonunda Candida tiirlerindeki viriilans faktorlerini kodladig: belirlenen genler
Tablo I'de 6zetlenmistir'®. Bunlarin diginda Candida tiirlerinin viriilans faktorleri arasinda molekiiler
benzeme (timus, over, monosit antijenleri, CD11b/CD18, 151 sok proteini 90 ve 70), hiicre duvari
yapisi (mannan ve mannoproteinler) ve hem Candida tiirlerinin hem de Enterobacteriaceae ailesinin
sideroforlarindan demiri kullanabilmeleri sayilabilir®.
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TabloI. Candida tiirlerinde viriilans ile iliskili genler"

Fonksiyon C.albicans Non-albicans
ALSI
ALSS (ALAI)
HWPI ALS (C.tropicalis, C.dubliniensis)
Adezyon INTI EPAI (C.glabrata)
MNTI .glabrata
PMTI
PMT6
SAPI-10
CaPLB1 SAP1-4 (C.tropicalis)
Proteinaz ve fosfolipaz CaPLB2 SAPI1-7 (C.dubliniensis)
CaPLC PLB
CaPLD
CPH1
Hif olusumu EFGI CLS12 (C.lusitaniae)
$ INT1 CPH1 (C.glabrata)
TUPI
SAPI
Fenotipik degisim SAP3
WHI11
PHRI
PHRI PHR2
Cevreye uyum PHR2 EPDI
EPD2

Cryptococcus neoformans

C.neoformans’m en 6nemli viriilans faktorii kapsiilii olup, onun disindaki viriilans faktorleri; fenol
oksidaz aktivitesi, melanin sentezi, varyete farkliliklari, mannitol yapimi, salinan enzimler, adenin bi-
yosentezi, demir kullanimi, miristol-koenzim A (protein N-miristol transferaz aktivitesi), ¢iftlesme tipi,
37°Cde iireyebilme, makrofajlarda hiicre i¢i tireyebilme ve sinyal transdiiksiyonu seklinde siranabilir®®
%, C.neoformans’n viriilansinda 6nemli bir rol oynayan kapstil, alternatif kompleman yolunun bir tetik-
leyicisidir. Kapstile ve 6zellikle kapsiiliin primer komponenti olan glukuronoksilomannana bagh diger
immiin baskilayici etkiler; TNFa, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokin saliniminin inhibisyonu, IL-
10 tiretiminin artirilmast, 16kosit birikiminin inhibisyonu, antijen sunumunun ve lenfoproliferasyonun
inhibisyonu, baskilayici T hiicrelerin ve baskilayici faktorlerin indiiklenmesi, gecikmis tip asir1 duyarli-
lik yaniti ve Th1 yanitinin baskilanmasi, monositlerde MHC sinuf II ve B7 ekspresyonunun azaltilmast,
notrofil ve makrofajlarin 6ldiirme aktivitesinin azaltilmasi, nétrofillerin kemotaktik aktivitelerinin bas-
kilanmas, dendritik hiicre aktivasyonunun ve olgunlasmasinin inhibisyonu, T hiicre apoptozunun in-
diiksiyonu ve antikor olusumunun azaltilmas: seklinde siralanmigtir®*'*. Bu fungusta en az dort kap-
stil geni (CAP64, CAP60, CAP59, CAP10) tanimlanmistir®. Hu ve arkadaglarinin® ¢alisma sonuglari,
kapsiiler polisakkarit gibi viriilans faktorlerinin hiicre yiizeyine dagiliminda protein kinaz A (PKA)nin
bir rolii oldugunu desteklemekte ve PKA tarafindan regiile edilen bir gen olan OVAI’in kapsiil kalinlig
ve melanin yapiminda etkili oldugunu gostermektedir. Yapilan bir bagka arastirmada, C.neoformans’in
kapsiil biyosentezi, normal hiicre duvari yapisi ve 37°Cde tireyebilmesi i¢in gerekli olan UDP-glukoz
dehidrogenazi kodlayan bir gen tanimlanmigtir®.
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In vivo sartlarda iiretilen melanin, reaktif oksijen ara tirtinlerinin yok edicisi olup, bu sekilde
fungus oksidatif hasardan korunur. Melaninin viriilans faktorii olarak rol oynamasindaki bir meka-
nizma, mikroorganizmayi I6kosit atagina kars: relatif olarak direngli kilmasi; diger mekanizma ise
yiiksek miktarda melanin iireten C.neoformans suslarinin digerlerine gore T hiicre proliferasyonu-
nu ve TNFa iretimini azaltmasidir?*. Yine melaninin antimikrobiyal ilaglara kargi: korunmada rol
oynadig1 saptanmistir?>?3!, Fenol oksidaz, fagozomal demiri Fe (III)e oksitleyerek, C.neoformansin
alveolar makrofajlarca oldiiriilmesine kars1 koyar ve antimikrobiyal hidroksil radikallerinin olusu-
munu azaltir’**. Bu enzimi kodlayan CNLACI ve CNLAC2 olmak iizere iki gen bulundugu belirlen-
mistir®*. Zhu ve arkadaslarinin® ¢aligmasinda, bu fungusta tanimlanan klor kanal geninin (CLC-A)
iki 6nemli viriilans faktorii olan kapsiil ve fenol oksidaz ekspresyonunda roli oldugu saptanmustir.

C.neoformans serotip A (var. grubii)nin en patojen oldugu, serotip D (var. neoformans)’nin ise en
az viriilan oldugu bildirilmis olup, bu durum serotip Ada Hogl yolaginin viriilanstaki roliine baglan-
mustir®®. Bir baska calismada ise C.neoformans'da iki komponentli bir sistem (Toc) tanimlanmig ve
bu sistemin HOG yolagini Pb2-Hogl MAPK kaskad: iizerinden kontrol ettigi ve bunun da, fungusta
strese yanit, antifungal duyarlilik, viriilans faktorleri ve tiremeyi regiile ettigi saptanmugtir®.

C.neoformans’in in vitro kogullarda DNAz ve kollajen, elastin, fibrinojen, immiinoglobulinler gibi insan
proteinlerini ve kazeini parcalayan proteaz enzimleri salgiladig saptanmistir”. C.neoformans proteazlari-
nin konak doku invazyonuna neden olarak viriilansta rol oynayabilecegi belirtilmistir*. C.neoformansin
fosfolipaz aktivitesinin de oldugu; fosfolipaz B, lizofosfolipaz ve lizofosfolipaz-transagilaz tirettigi ve bun-
larin viriilans ile iligkili olabilecegi sonucuna varilmugtir'*2”*, Ureaz enziminin de bir viriilans faktorii gibi
kabul edilebilecegi, tireaz negatif mutantlarin patojenitesinde azalma meydana geldigi bildirilmistir?®*.
Bunlarin yaninda glukozilseramid sentetazin kriptokoksik patojenitede anahtar bir viriilans faktorii ol-
dugu, glikozilseramidin fungusun akcigerde ve ozellikle alkalen pH’st olan alveollerde tiremesi ve ko-
lonizasyonunda hayati 6neme sahip oldugu belirtilmistir®. Viriilans ile ilgili yapilan bir arastirmada,
C.neoformans membranlarinin sal benzeri kangallar igerdigi ve bunlarin hiicre yiizeyinde fosfolipaz B1 ve
Cu/Zn siiperoksit dismutaz (SOD)’1n birikmesi i¢in kullanildig1 saptanmistir*’.

C.neoformans’in mannitol tretip salgiladig1 ve BOSdaki yiiksek D-mannitol konsantrasyonlari-
nin beyin 6demine yol a¢tig ileri stiriilmiistiir*”*2. Bunun yaninda mannitoliin hidroksil radikalleri-
ni yok eden bir ¢6pgit oldugu ve bu sekilde fungusu oksidatif hasardan korudugu bilinmektedir.

C.neoformansda virtilans ve morfogenezi regiile eden cAMP-PKA, MAP-kinaz ve kalsinorin ile
regiile edilen yolak olmak iizere ii¢ sinyal transdiiksiyon yolag: saptanmistir®. Bu mantar i¢in, virii-
lans ile iligkili faktorler ile cAMP-bagiml sinyallesmenin direk iligkili oldugu belirlenmistir*?. Jung ve
arkadaglar1® aragtirmalarinda, C.neoformans' da demire yanit1 kontrol eden major transkripsiyon regii-
latorii kodlayan bir gen belirlemis ve bu genin demir transportu yaninda homeostaz fonksiyonlarina,
kalsiyum ve cAMP sinyallerine, hiicre duvar biitiinligiine etkili oldugu, ayrica kapsiil, melanin, konak

1sisinda iireme gibi bilinen viriilans faktorleri ekspresyonunu da kontrol ettigini saptamugtir.

Aspergillus Tiirleri

Bagsta A.fumigatus olmak tizere Aspergillus tiirlerinin virtilans faktorleri 37°Cde iireyebilme, spor
boyutlarinin 2-3 um kadar kii¢iik olmasi, konidyalarin hidrofobik protein tabakasi, hiicre duvar
pigmentleri, konidyalarin pigment faktorii olan dihidroksinaftilen-melanin (DHNM), komplema-
ni1 inhibe edici faktor, niikleaz, elastaz, fosfataz, fosfolipaz, peptidaz ve proteazlar gibi ekstraseliiler
enzimler, fos-1, antioksidan direng faktorleri, konidyal inhibit6r faktor, A.fumigatus difiize olabilen
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drini, gliotoksin, aflatoksin, okratoksin A, fumagillin ve hemolizin gibi potensiyel toksik sekonder
metabolitler seklinde siralanabilir***’.

A.fumigatus'un konidyasindaki hidrofobik proteinlerin bir kisminin RODA bir kisminin da
RODB geni tarafindan kodlandig: ve 6zellikle birincinin kodladig: proteinlerin, fungus-konak ara-
sindaki iligkilerde 6nemli rol oynadig belirlenmistir?’. Hiicre duvar pigmentlerinin antioksidan et-
kili oldugu, DHNM’in ise reaktif oksidanlar1 yok edilebilme yeteneginde oldugu ve konidyalarin
fagositozunu inhibe ettigi bildirilmistir*”**. DHNM’in biyosentezinde rol alan alt1 gen (ALBI, ARP],
ARP2, ABR1, ABR2, AYGI) tanimlanmistir”. Washburn ve arkadaslar1® belirledikleri komplemani
inhibe edici fakt6riin, C3b'nin mantarin yiizeyine baglanmasini azalttigini ve C3be bagiml fagositoz
ve oldiirme islemlerini bozdugunu saptamustir.

Aspergillus tlrleri, niikleaz, fosfataz, fosfolipaz, peptidaz ve proteazlar gibi fungusa gerek-
li maddeleri saglamak icin kompleks makromolekiilleri parcalayan ¢ok cesitli ekstraseliler enzimler
uretmektedirler*®*. A.fumigatus'un fosfolipaz A, B, C ve D'yi tirettigi ve bu enzimlerin konak hiicre/epi-
tel hasarina yol agarak viriilansta rol oynayabilecegi bildirilmistir*”*'. Farelerde yapilan arastirmalarda,
A.fumigatus’un iirettigi elastaz aktivitesi ile viriilans arasinda bir korelasyon izlenmistir. A.fumigatusun
patojenitesinde rol oynayabilecek ekstraseliiler bir elastinolitik alkalin proteaz (AFAlp) tanimlanmis ve
bu proteazin kollajen, fibrin, fibrinojen ve elastini parcalayabildigi saptanmistir*®. Granet ve arkadas-
lar1? yaptiklar: bir ¢alismada, A.fumigatusun yol a¢tig1 invasif pulmoner aspergillozun olusumunda
metil sitrat sentazin 6nemli oldugunu ve viriilansta rol oynadigini gostermislerdir. Proteazlarin, enfek-
siyonun erken déneminde, fungal tutunma ve doku penetrasyonunda rol oynadig1 ve pulmoner epitel
hiicre ayrilmasini ve deskuamasyonunu indiikledigi bildirilmistir. Bunun yaninda fungal proteazlarin
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini indiikledigi de saptanmistir***’. Clemons ve arkadaglar1® fare-
ler tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, bir histidin kinaz olan fos-I’in A.fumigatus'un bir virtilans faktori
oldugunu belirlemislerdir. Bir bagka ¢aliymada ise, farelerde enfeksiyon esnasinda fos-1 yaninda sin-
yallesme i¢in gerekli olan bir ras iligkili proteinin (r#bA) de anlamli oranda transkripsiyonunun arttig1
saptanmustir™. Patojenitede etkili antioksidan direng faktorleri ise hidroksil par¢alayict mannitol, H,O,
kullanici katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) yaninda, immiin sistemi baskilayan ve dokular1 harap
eden fosfolipaz ve proteaz gibi enzimlerdir**>’.

Konidyal inhibitdr faktoriin, fagositozu ve fagositler tarafindan sitiperoksit anyon ve hidrojen pe-
roksit tiretimini; A.fumigatus difiize olabilen tiriiniiniin ise fare alveolar makrofajlarinda proinflama-
tuvar sitokinlerin tiretimini inhibe ettigi belirtilmistir*.

Cogu Aspergillus turiiniin trettigi toksik sekonder metabolitlerden gliotoksinin, epitel hasar1
ile birlikte silier aktiviteyi yavaslattig1, notrofil ve makrofaj tutunmasini ve fagositozunu, T hiicre
aktivasyonu ve proliferasyonunu azalttigi, deneysel invazif aspergillozu alevlendirdigi ve apoptozu
indiikledigi gesitli calismalarda gosterilmistir®>#645>°, ¢liP geninin gliotoksin biyosentezinin ilk aga-
masini katalizleyen bir peptid sentetazi kodladig1 ve bu genin mutantlarinin viriilansinda belirgin bir
azalma oldugu saptanmistir®. Sugui ve arkadaslar®® da, laeA geninin A.fumigatusda gliotoksin sen-
tezini ve virtilansi regiile ettigini gostermistir. A.flavus tarafindan olusturulan aflatoksinin immiino-
stipresif ve karsinojenik oldugu, fagositozu, hiicre i¢i 6ldlirmeyi ve makrofajlarca spontan siiperoksit
tretimini baskiladig1 ileri stiriilmiistiir**¢. Ayrica A.fumigatusun tirettigi RNAz'1n 6karyot ribozom-
larmin 28S rRNAsin: bir noktadan kestigi, konak hiicre 6liimiine yol a¢tig1 ve alerjik aspergillozda
rolii olabilecegi; fumagillin, helvoik asit gibi toksinlerinin silialar1 inhibe ettigi, A.fumigatusun tiret-

tigi hemolizinin ise eritrositlerin par¢alanmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir*é-*5.
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LABORATUVARDA AKREDITASYON SURECINE GENEL BAKIS

Prof. Dr. Hakan ABACIOGLU
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dals,
Inciralty, {zmir.

Tibbi laboratuvarlar, hastaliklarin tani, tedavi ve izleminde kullanilan testlerin yapildigi birimler-
dir. Hastalarin saglig1 ve giivenligi agisindan bu birimlerin ve dolayisiyla test sonuglarinin giivenilir
olmalar1 gereklidir. Diger yandan laboratuvarlar, ¢alisan sagligini korumaya ve ¢evre giivenligini sag-
lamaya yonelik yapilanmaya da sahip olmalidur.

Akreditasyon, laboratuvarlarin yukarida s6z edilen ¢iktilara ulagip ulasmadigini uluslararas: kabul
edilen olgiitler dogrultusunda bagimsiz olarak degerlendiren ve yeterliligi onaylayan bir islemler biitii-
niidiir. Degerlendirme ve onaylama islevleri bagimsiz ve yetkili bir kurum tarafindan yerine getirilir.

Tibbi laboratuvarlar i¢in gegerli akreditasyon standard: ISO 15189dur. ISO 15189 standard: 5
ana bagliktan olusmaktadir. Bunlar; (1) Kapsam, (2) Atif yapilan standart ve belgeler, (3) Terimler ve
tanimlar, (4) Yonetsel gereklilikler ve (5) Teknik gerekliliklerdir.

Dérdiincti baglik olan yonetsel gereklilikler biiyiik oranda ISO 9001 kalite yonetim standarti ile
ortiismektedir. Teknik gereklilikler baglhig1 ise personel, yerlesim ve cevresel kosullar, laboratuvar
donanimy, pre-analitik evre, analitik evre, analitik evrenin kalitesinin temini, post-analitik evre ve
sonuglarin raporlanmasi alt bagliklarindan olusmaktadir.

ISO 15189 standart: yukaridakilerin yani sira laboratuvar bilgi sistemi ve laboratuvarin uymakla
yukiimli oldugu “gizlilik” gibi etik kurallara da atif yapmaktadur.

Bu konusmada, akreditasyon standartlarinin tarihsel gelisiminden ve tilkemizdeki durumdan s6z
edilecek ve ISO 15189’un ozellikle 4. ve 5. basliklarina iliskin genel bilgiler verilecektir.
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MOLEKULER TESTLERDE YONTEM ONAYI VE KALITE KONTROL

Dog. Dr. Arzu SAYINER
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, {zmir.

Bir laboratuvar testinden, dogru ve tekrarlanabilir sonug¢ vermesi ve bunu klinik agidan anlamh
olacak kadar kisa siirede yapmasi beklenir. Bu 6zellikleri saglayabilen mikrobiyolojik niikleik asit
testleri (NAT) hizla rutin hasta hizmetine girmektedir. NAT ile sonug verebilir agamaya gelmek i¢in
laboratuvarin yerine getirmesi gereken bazi kurallar bulunmaktadir. Bunlardan en énemlisi kullani-
lan test yonteminin onaylanmasi agamasidir. Bu amagla:

a. Yeni bir laboratuar tasarimi (“in-house”) test kullanilacaksa, testin 6zellikleri belirlenmelidir
(validasyon). Bu 6zellikler; duyarlilik, 6zgiillik, dogruluk, tekrarlanabilirlik ve ayrica kanti-
tatif testler i¢in dogrusalliktir.

b. Ticari bir test, tiretici 6nerileri dogrultusunda kullanilacaksa, iireticinin belirttigi performans 6zel-
liklerinin laboratuvarda da gegerli oldugu gosterilmelidir (verifikasyon). Bunun igin dogruluk,
tekrarlanabilirlik ve kantitatif testler i¢in dogrusallik kontrolii yapilmalidir. Testte {ireticinin be-
lirlediginden farkl bir degisiklik yapilacaksa (farkli bir matriks kullanma, ekstraksiyon yontemini
degistirme, vb) duyarlilik ve 6zgiilliigiin de yeniden degerlendirilmesi gerekir.

¢. Sonuglarin dogrulugunun ve personel performansinin giivenilirliginin siirekli oldugunu gos-
termek i¢in izlem yapilmalidir. Bu amagla i¢ ve dis kalite kontrolleri uygulanmalidir.

- ¢ kalite kontrolii: Kalitatif testlerde, her calismada kullanilan pozitif ve negatif i¢ kalite
kontrol 6rneklerinin izlemi yapilmalidir. Kantitatif testlerde orta diizeyde ve diisiik diizey-
de hedef niikleik asit igeren en az iki pozitif kontroliin izlenmesi ve elde edilen kantitatif
sonuglarin Westgard kurallarina gére degerlendirilmesi 6nerilir.

- Dis kalite kontrol programlari (Yeterlilik testleri): Laboratuvarin genel performansinin de-
gerlendirilmesini, laboratuvarin ve kullanilan yoéntemin diger katilimcilarla kargilagtirila-
bilmesini saglar.

[zlem sirasinda sorun saptanirsa, diizeltici eylem(ler) yapilmalidir. Burada amag, suglu bulmak
degil, sorunun kaynagini bulmak ve bir daha tekrarlamamasi i¢in 6nlem almaktir. Diizeltici eylem-
lerin sonuglar tizerindeki etkileri izlenmelidir. Sorunlar ve diizeltici eylemler kayit altina alinmali ve
ilgili kisiler konu hakkinda bilgilendirilmelidir. Kontaminasyonun 6nlenmesi i¢in uygun alt yap: ve
calisma teknikleri kullanilmali, personel egitimine 6zen gosterilmelidir. Yalanci negatifligin saptana-
bilmesi i¢in testte internal kontrol kullanilmalidir.

Yontem onayl, testteki olas1 sorunlarin 6nceden fark edilmesini saglar. Ayrica yéntemin sinirlari-
nin bilinmesi, test sonucunun dogru yorumlanmasi i¢in gereklidir. Yontem onay1 ve kalite kontrolii ile
birlikte yiiriitiilen toplam kalite yonetiminin hedefi, hasta i¢cin miimkiin olan en iyi hizmetin saglan-
masidir.

Kaynaklar

1. Ozacar T. Molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kalite kontrolii: Programlar ve akreditasyon.
Molekiiler Tan1 Dergisi 2007; 3:18-21.

2. Saymer AA. Kantitatif viral niikleik asit testleri: Degerlendirme parametreleri ve yontemleri.
Molekiiler Tan1 Dergisi 2007; 3:59-65.
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LABORATUVAR AKREDITASYONUNDA ALTYAPI

Y. Dog. Dr. Ozgen Alpay OZBEK
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, {zmir.

Akreditasyonun amaci, test sonuglarinin hem hasta hem de tedaviden sorumlu hekim agisindan
glivence altina alinmasidir. Bu nedenle, hastalarin test sonuclarini ve tedavilerini etkileyen her tiirli
laboratuvar donaniminin saglanmasi ve yonetimi, tibbi laboratuvarin akreditasyonu kapsami iginde
degerlendirilmektedir.

Laboratuvar donanimi

Laboratuvar donanimi ISO 15189 icinde analiz 6ncesi, analiz ve analiz sonrasi evrede laboratuvar
hizmetlerinin gerceklestirilebilmesi i¢in gerekli ara¢ ve gerecler olarak tanimlanmigtir. Bu standart
kapsamindaki laboratuvar donanimai su sekilde siniflandirilmigtir:

1. Analitik sistemler: Biyolojik 6rneklerde gesitli test parametrelerinin 6l¢éimlerini yaparlar (test
analizi). Olgiim yéntemine gore spektrofotometre, atomik absorbsiyon, yiiksek basingli sivi
kromotografisi gibi; teknolojik gelismeye gore bilgisayarli analizorler, otomatik analizérler
(otoanalizorler), biitiinlesmis analiz sistemleri, nanoanalizérler (gipler) gibi.

2. Cihazlar (enstriimanlar): Analiz disindaki ¢ok ¢esitli islemlerde degisik amaglarla kullani-
lirlar. Vorteks, calkalayici, buzdolabi, derin dondurucu, santrifiij, barkod yazicisi, bilgisayar
terminali gibi.

3. Referans materyaller: Kalibrasyon ve kalibrasyon dogrulama isleminde kullanilirlar. Referans
agirlik, termometre, kalibratér ve kontroller gibi.

4. Tiiketim malzemeleri: Laboratuvarda cesitli islemlerde kullanilan titkketim malzemeleridir.
Reaktifler, reaksiyon kiivetleri, pipet ucu, yedek pargalar (plastik borular, elektrot, lamba),
bakim malzemeleri gibi.

Laboratuvar donaniminin saglanmasina iligkin standartlar ISO 15189 icinde “Dis Hizmetler ve Te-
darikler” baghg: altinda tanimlanmistir. Bu boliimde, laboratuvarlarin satin alma, denetleme, kabul
veya reddetme ve depolama prosediirlerinin olusturulmasi istenmektedir. Ayrica laboratuvara satin ali-
nan her tiirlt gerec icin kayit tutulmasi gereklidir. Bu kayitlar tiim donanimin sayim ¢izelgesini; reaktif,
kontrol ve kalibratorlerin lot numaralarini, laboratuvara kabul ve hizmete giris tarihlerini igermelidir.
Bunlarla birlikte, standart laboratuvar donanimi tedarik eden satici firmalarin degerlendirilmesini ve
degerlendirme sonucuna gore onayl tedarikgiler listesinin olusturulmasini da istemektedir. Standardin
“Laboratuvar Donanim1” baghg, asagidaki teknik gereklilikleri tanimlamaktadur:

* Laboratuvar donaniminin kayd: ve isaretlenmesi

e Laboratuvar donaniminin koruyucu bakim ve onarimlari

e Laboratuvar donaniminin kalibrasyon ve kalibrasyon dogrulamalar1

* Laboratuvar donaniminin giivenligi

Laboratuvar Donaminin Kaydi ve isaretlenmesi

Standartta siniflandirilarak tanimlanmis tiim tip laboratuvar: donaniminin, laboratuvar islem-
lerinde izlenebilmesi i¢in isaretlenerek diizenli kayitlar: tutulmalidir. Bunun i¢in laboratuvarda bu-
lunan veya yeni gelen bir donanimin ilk kayit ve isaretleme iglemlerinin nasil yapilacagini aciklayan
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yazil bir belge hazirlanmasi uygun olur. Standartta, her donanim bileseninin izlenebilir olmast igin
ayirt edici sekilde isaretlenmesi gerektigi bildirilmektedir. Genellikle ilk kayd: yapilan donanima
ayirt edici, tanimlayici bir kod verilmesi tercih edilir. Bu kodun niteligi 6nemli olmasa da, laboratu-
var donaniminin hastane ici islemlerinde de takibi icin tiim hastane icinde kullanilan ortak bir ta-
nimlayic1 kodun olmasi en idealidir. Laboratuvar donanimi, bu kod goriilecek sekilde cesitli yollarla
(¢1ikmaz kalemle yazma, etiketleme, barkodlama, vb) isaretlenir. Laboratuvarda kayitli her donanim
i¢in kullanildis siirece en az agagidakileri igeren kayitlarin tutulmas: gerekmektedir:
* Donanim bilegenlerinin tanitimi
¢ Ureticinin ady, ayirt edici kimlik tiirii ve seri numarasi veya diger benzersiz kimligi
*  Uretici ile iletisim kurulacak birey ve varsa telefon numarasi veya adresi
* Alinma ve hizmete girme tarihi
* Giincel yerlesim yeri
e Alindig zamanki durumu (6rn. yeni, kullanilmis veya yeniden elden gegirilmis)
* Varsa, yoneticinin agiklamalarini igeren belgeler veya saklandig1 yer
* Donanimin kullanima uygun oldugunu kanitlayan giivenilirlik kayitlar:
* Halihazirda yapilan ve gelecek i¢in planlanan bakim
* Donanimdaki hasarlar veya yanlis islevler, degistirmeler veya onarimlar
* Miimkiinse, 6ngoriilen degistirilme tarihi
* Gonderme yapilacak giivenilirlik/performans kayitlari
* Bu gerekliligin bir kismini veya tiimiinii yerine getirecek sekilde tiim kalibrasyonlari/serti-
fikalar1 ve/veya tarihleri de kapsayan dogrulamalari, ayarlamalari, kabul olgiitleri ve varsa
bakim/kalibrasyon arasinda yapilmis olan kontrol sikliklar ile birlikte kalibrasyon/dogrula-
manin yapilacagi tarihleri

Laboratuvar Donaminin Koruyucu Bakim ve Onarimlari

Laboratuvar donaniminin gerekliliklerine gore bakim programlar: olusturularak arizadan ko-
runmasl, yiiksek performansl ve giivenilir kullanilmasi saglanmalidir. Bunun i¢in bakim iglemleri-
nin nasil yapilacagini agiklayan yazili bir belge hazirlanmas: uygundur. Standartta laboratuvar dona-
niminin en azindan {ireticinin 6nerilerini yerine getiren koruyucu bakimlarinin yapilmas: gerektigi
bildirilmektedir. Kullanic1 veya teknik servis tarafindan, bakimlarin yapildigini izlemeye yarayan
bir program olusturulmalidir. Donanim arizalar: i¢in agiklayici bir yazili belge hazirlanmasi uygun
olabilir. Bu belge agik ve kolayca anlasilabilir ve giinliik ¢caligmalarda uygulanabilir olmalidur.

Laboratuvar Donaminin Kalibrasyon ve Kalibrasyon Dogrulamalari

Olgiimyapanlaboratuvar donanimlari, kalibrasyon gerekliliklerine gore kalibrasyon ve kalibrasyon
dogrulama programlari olusturularak kullanilmadan 6nce giivenilir oldugu dogrulanmalidir. Bunun
i¢in kalibrasyon islemlerinin nasil yapilacaginiagiklayan yazili bir belge hazirlanmasi uygun olur. Ana-
litik sistemler ve cihazlarin kalibrasyon gerekliliklerinin belirlenmesinde ve gerektigi durumlarda bu
gerekliliklerin bir kisminin veya hepsinin yerine getirildiginin gosterilmesinde tiretici yonergeleri veya
kullanicielkitaplarindanyararlanilabilir. Laboratuvarin kontroliialtinda olan ve kalibrasyon gerektiren
donanim, kalibrasyon durumunu ve sonrakikalibrasyon tarihlerini gosterecek sekilde isaretlenmelidir.
Donanim, laboratuvarin dogrudan kontroliinden ¢iktig1 veya onarima gonderildigi veya hizmetten

alindig1 zaman, laboratuvarda yeniden kullanima baslanmadan énce laboratuvar tarafindan kontrol
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edilmeli ve giivenilir sekilde ¢alistig1 dogrulanmalidir. Donanimin hasarli oldugu saptandigi zaman,

hizmetten alinmaly, arizali oldugu agik¢a etiketlenmeli ve onarilip, kalibrasyon, dogrulama veya tes-

tin belirlenmis kabul olgiitlerini sagladig1 gosterilinceye kadar uygun bir sekilde saklanmalidur.

Laboratuvar Donaminin Giivenligi
Standartta laboratuvar donaniminin giivenligi agisindan asagida belirtilen gesitli gereklilikler

mevcuttur:

68

Donanim, yalniz yetkilendirilmis personel tarafindan ¢alistirilmalidir. Personel egitimi i¢in
kullanicilarin diretici firma temsilcileri tarafindan egitilerek sertifikalandirilmast tercih edi-
lebilir. Ayrica laboratuvar ¢aliganlari i¢in donanim ile ilgili tiim kullanim kitaplar1 her zaman
erisilebilir olmalidir.

Donanim ¢alistirilirken giivenli ¢aligma kosullar1 saglanmalidir. Bunun igin, tiretici dnerileri
ve agiklamalarina uyulmalidir.

Donanimin ¢evresinde, onarimlar ve personeli koruyucu yeterli alan ayrilmalidir.
Donanimin taginmasi, saklanmasi ve kullanimi sirasinda bulas veya yipranmalardan korun-
mast i¢in giivenligi saglayacak prosediirler belirlenmelidir.

Donanim ve ekleri (sabit disk, yazilim, referans materyaller, titketim materyalleri ve analitik
sistemler), gecersiz analiz sonuglarina neden olacak ayarlama veya kurcalamalardan koruna-
cak gekilde diizenlenmelidir. Bunun i¢in sifreleme ve kilitleme gibi ulagimin yalniz yetkilen-
dirilmis personele saglandig cesitli yollar tercih edilebilir.

Bilgisayar veya otomatize donanimlarin kullanildig1 durumlarda asagidakilerin yerine getiril-
diginden emin olunmasi gerekmektedir:

— Donanimin bilgisayar yaziliminin kullanilmaya elverisli oldugu kanitlanmali ve belgelenmeli
— Verilerin biitiinliigi stirekli korunacak sekilde prosediirler olusturulmali ve uygulanmali
— Donanimin bakimi, veri giivenligi saglanarak yapilmali

— Rastgele veya yetkili olmayan kisilerin erisimi, degisiklik yapmalar1 veya hasar vermeleri

engellenmelidir.
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TARAMA TESTLERINDE MOLEKULER YONTEMLER
Uzm. Dr. N. Banu Pelit KILIC

Tiirkiye Kan Merkezleri ve Transfiizyon Dernegi, Istanbul.

Transfiizyonla bulasan enfeksiyonlar uzun yillardan beri transfiizyonun en 6énemli yan etkilerin-
den olmustur. Etkin tarama testlerinin kullanimiyla enfeksiyonlara bagli yan etkiler belirgin miktar-
da azaltilsa bile transfiizyonun bilinen gercegi; “riskin asla sifir olamayacagi”dur.

In vitro niikleik asitlerin amplifiye edildigi PCR ve benzeri yaklagimlar (LCR: ligase chain reaction,
NASBA: nucleic acid sequence-based amplification, TMA: transcription-mediated amplification), NAT
(nucleic acid amplification testing) ad: altinda birlestirilmistir. Kan bankaciliginda NAT, 6zellikle tarama
testleriyle taninabilmesi i¢in antikor olusmasi gereken HCV ve HIV gibi viruslarin direk olarak genetik
materyallerinin gosterilmesi temeline dayanan bir test teknigidir. 1980’li yillarda AIDS’in giindeme gelisi,
1990’]arda ise molekiiler biyolojideki teknolojik gelismeler NAT 1n kan tiriinlerinde tarama amagh kul-
lanimu diisiincesini dogurmus ve 1995 yilinda Avrupa Plazma Endistrisinde kullanilmaya baglanmistir.
Lisansh serolojik testlerle saptanamayan pencere dénemindeki viral enfeksiyonlarin NAT ile gosterile-
biliyor olmast bu teknolojiye olan ilgiyi artirmustir. {lk olarak Almanyada SD (solvent deterjan) inaktive
plazmalarin kalite kontrolii amaciyla kullanilmis; ardindan Frankfurt'taki 6zel bir kan merkezinde ii¢
virus da (HBV, HCV, HIV) “in-house” PCR ile ¢alisilmis, bundan sonra NAT, Avrupa tilkelerinde bagisc
taramalarinda yerini almugtir. Sonraki yillarda serolojik taramalar1 yapilmis ve negatif olarak degerlen-
dirilmis bagisc1 serum 6rneklerinde havuz yapilarak NAT uygulamasina baglanmistir. Ardindan havuz
NAT (MP, minipool) yerini tek serumda kullamilan NAT (ID, individual)’a birakmustir.

Pek ¢ok gelismis iilkenin kan bankalar: birlikleri ve yasal diizenlemelerinde NAT uygulamala-
rinda HCV ve HIV konusunda ortak kararlar kolaylikla alinirken, HBV halen tartisma konusudur.
NAT’n etkinligi, hem pencere déneminin siiresi hem de o enfeksiyonun toplumdaki prevalansi ile
iliskilidir. Ciddi seroprevalans farkliliklari, serolojik tarama testlerindeki degiskenlikler, tarama testi-
nin bir antijen testi olmasi ve bazi iilkelerde ¢ok yiiksek duyarlilikta (0.1 ng/ml) kitlerin kullanilmast,
mutant suslar ve en 6nemlisi HBsAg pozitif ancak NAT (yani DNA) negatif %3’lik bir 6rnek grubu-
nun olmasi, bu tartismanin nedenleri arasinda sayilabilir. HCV a¢isindan durum degerlendirildigin-
de, uzun seronegatif donemi nedeniyle anti-HCV’ye gére NAT in belirgin bir avantaj sagladig: kabul
edilmektedir. Ancak son yillarda gelistirilen ve kan bankalarinda da denenen HCV antijen testlerinin
seronegatif yani pencere donemini NAT’a yakin siirelerde kisalttig1 bildirilmektedir.

Uluslararas: Kan Transfiizyon Dernegi (ISBT, International Society of Blood Transfusion), peri-
odik dergisi Vox Sanguinisde 2005 yilinda yayinladig: bir “International Forum’da, 18 tilkenin (47t
Avrupa dig1, 14’t Avrupa tilkesi) bagisc1 taramalarinda NAT uygulamalariyla ilgili durumunu 6zetle-
mistir. Bu foruma katilan iilkelerdeki NAT uygulamalar1 Tablo I'de goriilmektedir.

Ulkemizde bu konuda yapilmis en genis serili (10.989) calisma, Istanbul/Capa Kizilay Kan
Merkezine aittir (Tablo II).

Uludag Universitesi Rasit Durusoy Kan Merkezi'nin bir calismasinda ise HBsAg negatif, anti-
HBc pozitif serumlar arasindan anti-HBs pozitifler elenmis ve kalan serumlarda (izole anti-HBc
pozitif 6rneklerde) HBV-DNA ¢alisilmistir. HBsAg negatif 9282 6rnekte anti-HBc pozitifligi %18
(1679) olarak saptanmig; 1679 6rnegin 179’u yetersiz oldugundan tekrar test edilememis; kalan 6r-
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neklerden 225’1 (%15) anti-HBs negatif bulunmustur. {zole anti-HBc pozitifliginin %2.7 olarak sap-
tandig1 calismada, bir 6rnek HBV-DNA pozitif sonug vermistir. Calisma dis1 birakilan 6rnekler hari¢
tutuldugunda, 1:8333 seronegatif, DNA pozitif HBV bulastiriciligindan s6z edilmektedir.

Ulkemizde kan merkezlerinde, molekiiler yéntemlerin kullanimuyla ilgili herhangi bir yasal zo-
runluluk bulunmamaktadir. Kald: ki mevcut hastane bazli kan merkezi yapilanmasiyla boyle bir ka-
rarin alinmasi da son derece hatal1 olacaktir. Ek olarak halen serolojik taramalarda yontem segimi
standardize edilememistir. Seronegatif taranmis 6rneklerde NAT uygulamasina gegebilmek icin bol-
gesel kan merkezi yapisi gelistirilmeli ve bu merkezlerde yontem, algoritma, kalite kontrol ¢aligmala-
r1 yasalarla standart hale getirildikten sonra konu ele alinmalidir.

TabloI.  Cesitli Ulkelerde HCV, HIV ve HBV NAT Uygulamalar1

HCV NAT HIV-1 NAT HBV NAT

Ulke Uygulama Uygulama .. Uygulama Uygulama Uygulama

durumu baslangici HCV antijen durumu baslangici durumu
Avusturya Z Nisan 1999 / 7D E
Belgika Z Ekim 2002 / Z Ekim 2002 H
Ingiltere Z 1999 / ZD (kismen) Kasim 2003 H
Finlandiya o] Eyliil 2000 / ZD 2005 H
Fransa zZ Temmuz 2001 / zZ Temmuz 2001 T
Almanya ZD->Z I\Ig?::nllg 99 97 ; / ZD->7Z I\IZ;S;ISI 29 g ;1 E-Kizilhag
Yunanistan 0 2003 merigger e (¢] 2003 P-2004
Italya Z Haziran 2002 Haziran 2002 7D H
Hollanda Z Eyliil 1999 / Z Ocak 2001 H
Norveg Z Nisan 2000 / / H
Slovenya Z Mart 2000 / / H
Ispanya Z Ocak 2003 Ocak 2003 / P-2005
Isveg / / / /
Isvigre Z Ocak 1999 / ZD Ocak 2002 H
Avustralya Z Haziran 2000 / Z Haziran 2000 H
Kanada Z Ekim 1999 / Z Mayis 2001 P
Hong Kong o] Haziran 2002 / (o] Haziran 2002 P
ABD Z Mart 1999 / Z Mart 1999 T

Z: Zorunlu; ZD: Zorunlu degil; 0: Oneriliyor; E: Evet; H: Hayir; P: Planlaniyor; T: Tartigmali

Tablo II.  Kizilay Kan Merkezi Verileri

Sonug Anti-HCV Anti-HIV HBsAg
Seroloji (+), NAT (-) 40 11 12
Seroloji (-), NAT (+) 2 - 4
Seroloji (+), NAT (+) 6 1 189
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iMMUNOHEMATOLOJIDE MOLEKULER YONTEMLER

Dog. Dr. Idil YENICESU
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 AD Pediatrik Hematoloji ABD

Besevler, Ankara

Kan grubu antijenleri kalitsal gecis gosteren, polimorfik ve eritrosit membraninin dis ylizeyinde
yer alan protein, glikoprotein veya glikolipid 6zelliginde yapilardir. Bir kisi kendi eritrosit yiizeyinde
bulunmayan bir eritrosit antijeni ile karsilasirsa bu antijene kars: antikor yanit1 meydana getirir. Bu
antikorlar transfiizyon uyumsuzlugu, materno-fetal uygunsuzluk ve otoimmiin hemolitik anemiye
neden olabilir.

Kan grubu antijenleri ve antikorlarini tespit icin bir ylizyili agkin stiredir kullanilan klasik me-
tod ‘hemagliitinasyon’ yontemidir. Hemagliitinasyon, eritrosit antijenlerinin reaktanlarda bulu-
nan antikorlar ile reaksiyona girmesi prensibine dayanir. Hem ucuz hem de basit bir yontemdir.
Uygun sekilde gergeklestirildiginde, 6zgiilliik ve duyarlilig1 ¢ogu hastanin ihtiyacini karsilayacak
yeterliliktedir. Ancak hemagiilitinasyon yonteminin bazi alanlarda yeterli olmayabilecegi unutul-
mamalidir (Tablo I). Bu sinirlamalar: kismen de olsa azaltmak i¢cin immiinohematoloji referans
laboratuvarlarinin kullandiklar: yontemlere niikleik asit temelli teknolojiler eklenmis, boylece kan
bankacilig1 terminolojisinde ‘molekiiler immiino-hematoloji’ terimi kullanilmaya baglanmuistir.
Molekiiler immiinohematolojide eritrosit antijenlerini kodlayan genlerin genotiplendirmesi yapi-
larak indirek yoldan eritrositlerin fenotipi saptanir. lk baslarda eritrosit kan grubu antijenlerinin
genotiplendirmesinin karmasgik, pahali, otomasyonunun gii¢ oldugu ve ongoriilebilen gelecekte
rutin kullaniminin pek olasi olmadig diigiiniiliyordu. Ancak, eritrosit genotipi ile fenotipi arasin-
daki iliskinin daha iyi anlasilmasi, kan grubu genlerinin ve fonksiyonlarinin detayl olarak tanim-
lanmasi, eritrosit niikleotid polimorfizminin saptanmasinda nano ve chip teknolojisinin kullani-
labilir hale gelmesi ve genotiplendirmenin hemagliitinasyon i¢in degerli bir tamamlayic1 oldugu-
nun anlagilmasi, genotiplendirme teknolojisinin kan merkezlerinde yaygin olarak kullanilmasini
olanakli hale getirmistir. Molekiiler immiinohematolojik metodlar dncelikle 6zellikli hastalara
hizmet veren referans immiinohematoloji merkezlerinde kullanilmalidir. Transfiizyon tibbinda
molekiiler tekniklerin kullanilmaya baslanmasi, homolog kan irtinlerinin transfiizyonunda daha

uyumlu transfiizyonlarin yapilmasina olanak saglayacaktir.

Tablo I. Hemagliitinasyon yonteminin yeterli olmadig1 immiinohematolojik problemler
1 Yenidoganin hemolitik hastalig1 agisindan risk altindaki fetiislerin belirlenmesi
2 Yakin donemde transfiizyon almis olan hastalarin eritrosit antijenlerinin tespit edilmesi
3 Eritrositleri IgG ile kapli hastalarin eritrosit antijenlerinin tespit edilmesi
4 D-porzitif kisilerde RHD zigozitesinin tam olarak gosterilmesi
5 Nadir eritrosit antijeni tastyan az sayidaki dondriin tiplendirilmesi ve bununla iligkili dokiimantasyonun
hazirlanmasi
6 Nadir eritrosit antijenlerine 6zgiil antiserum hazirlanmasi
7 Voliim, zayif reaksiyon veya bulunulabilirlik agisindan sinirl olan antikorlarin kullanilmasini gerektiren durumlar
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Buboliimde molekiiler tekniklerin transfiizyon tibbinda 6zellikle de hemagliitinasyon yonteminin

yeterli olmadig alanlardaki kullanimi 6zetlenmistir.

A. Eritrosit antijen genleri ve genotiplendirme

Su anda serolojik olarak belirlenmis olan yaklagik 270 eritrosit antijeni vardir. Uzun yillar siiren
detayli serolojik ve molekiiler/genetik arastirmalar sonucunda baz: eritrosit antijenlerinin genlerine
karsilik gelen protein ve karbonhidrat pargalarinin basit bir yapida olmadig1 ortaya ¢ikmustir. Ayni
kan grubu fenotipini ifade eden bircok genetik varyasyon tanimlanmigtir. Ornegin ABO fenotipi
i¢cin 100in {izerinde allel oldugu goriilmiistiir. Su anda genotiplendirme sayesinde tanimlanmis
olan ve eritrositleri kodlayan allellerdeki bu karmagiklik ile bunlara kargilik gelen antikor olugumu,
transfiizyonu i¢inden ¢ikilmasi oldukga gii¢ bir hale getirmektedir. Bu konuya verilebilecek en giizel
orneklerden biri MNS kan grubudur. Bu sistem oldukga polimorfik bir yapidadir ve en azindan 43
antijen icermektedir. Bu antijenlerin ¢oguna nadir olarak rastlanir ve gogunlukla aminoasit eklentileri
veya GYPA - GYPB arasindaki yeniden diizenlemeler sonucu ortaya ¢ikar. MNS kan grubu sisteminde
dusiik siklikta goriilen antijenler CI?, DANE, Dantu, ERIK, Far, HAG, He, Hil, Hop, Hut, MARS,
Me, Mg, Mi#, MINY, Mit, Mt*, Mur, MUT, MY, Nob, Ny?, Or, Os?, Ri?, S, sat, St*, TSEN, Vr ve Vwdur.
Bu sistemde gen delesyonu sonucu ortaya ¢ikan fenotipler de bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
verilen En(a-)de MN antijenleri bulunmamaktadir. Son olarak ISBT Eritrosit Yiizey Antijenleri
Terminolojisi Calisma Grubu tarafindan hentiz simiflandirmaya dahil edilmemis, glikoforin Anin
2, 3 ve 4. rezidiilerinde degismis glikolizasyon sonucu olusan Tm, Sj, Can, Sext ve Hu antijenleri de
vardir. Antijenik farkliliklara neden olan genetik, protein ve karbonhidrat degisiklikleri MNS grubunda
oldugu gibi eritrosit antijenlerinin serolojik olarak tanimlanmasmni zaman zaman olanaksiz hale
getirebilir. Su anda belirlenmis 29 kan grubu sisteminin 28’ine ait genler klonlanmis ve dizi analizleri
yapilmustir. Yalnizca P sisteminin ¢oziimlenmesi hentiz tamamlanmamuistir. Gegtigimiz 10 yil boyunca
deneysel immiinohematoloji laboratuvarlari, kan grubu antijenlerini kodlayan bir ¢ok gende 6zgiil tek
niikleotid polimorfizmlerini saptamak i¢in molekiiler yontemleri kullanmaya baslamislardir. Buna ek
olarak, ¢cok sayida 6rnegin hizla analizini yapabilmek i¢in birgok degisik ‘mass-scale’ genotiplendirme
teknolojileri gelistirme ¢aligmalar1 devam etmektedir. Bu yontemlerde hedef genin ¢ogaltilmasi PCR
ile yapildiktan sonra analizleri; RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), “real-time” PCR,

Y »

“multiple sequence specific primer PCR’, “single base extension’, “high-throughput bead technology”

veya microarray yontemlerinden biri kullanilarak gerceklestirilmektedir.

B. Masif transfiizyon yapilan hastalarda kan grubu tespiti

Masif transfiizyon yapilan kisilerde periferik kanda bulunan donoér eritrositleri, hastanin kan
grubu tayinini gegersiz hale getirebilir. Genotip tayini bu sorunun ¢oziilmesini saglar. Kan grubu
genlerine uygulanan PCR islemleri, tiim allellerde bulunan gen bélgelerini hedefleyip, amplifiye
ederek donor kaynakli DNAlarin etkilesimini &nler. Bu yaklagim, tek bir 6zgiil allelin hedeflenip
amplifiye edilmesinin aksine, transfiizyon sonrasinda alinan kan 6rneginden hazirlanan DNAdan

giivenilir bir bicimde kan grubu tayinine olanak saglar.
C. Direk antiglobiilin testi pozitif olan eritrositlerin tiplendirmesi

Otoimmiin hemolitik anemisi olan hastalar veya hemoliz olmadan eritrositleri IgG ile kapli olan
kisilerde yapilan kan grubu tayini gecersiz olabilir. IgG’nin uzaklastirilmasini saglayan teknikler her
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zaman yararli olmayabilir. Ayn1 zamanda eritrositin antijen yapisina zarar verebilir. Boyle durumlarda

genotipik tiplendirme yararlidir.

D. Reaktanlarin elde edilemedigi durumlarda dondr iinitelerinin taranmasi
Bu durum i¢in Dombrock kan grubu polimorfizmi en sik verilen drnektir. Donoérlerin Do® ve
Do’ agisindan tiplendirilmesinde DNA-temelli degerlendirmeler hizli, saglam ve tekrarlanabilir

sonug verir.

E. Antikor taramada reaktan eritrositler

Eritrosit alloantikorlarinin tetkiki ve tanimlanmasi, iyi karakterize edilmis reaktan eritrositlerin
kullanimina bagldir. Karsilik gelen alloantikoru ekarte etmek igin hastanin plazmasi ile ideal
olarak, antijeni eksprese eden genler acisindan homozigot olan bir kisiden alinan eritrositler
kargilagtirildiginda hemagliitinasyon goriilmemesi gereklidir. Antikor tarama ve eritrosit panelinin
tanimlanmasinda kullanilan eritrosit reaktanlarinin fenotiplendirmesinde su an serolojik yontemler
kullanilmaktadir. Homozigoziteyi belirlemenin zor oldugu kan gruplar vardir. Ozellikle Fy*/Fy®
buna 6rnek verilebilir. Ayrica serolojik testlerin uygulanamayacagi kan grubu antijenleri vardir. Bu
ozellikle diisiik prevalansli antijenler i¢in gecerlidir. Hasta serumunda diisiik prevalansl antijenlere
kars: gelismis antikor varsa, alloantikorun tanimlanmasi yapilamaz. Reaktan eritrositleri bagislayan
kisilerde DNA genotiplendirmesinin uygulanmasi sayesinde eritrositlerin antijen i¢in “double-dose”

ekspresyonu saptanabilir. Boylece eritrosit alloantikorlarinin varlig: ekarte edilebilir.

F. RHD zigozitesinin test edilmesi

Donasyon merkezlerinin D-negatif tirtinleri uygun sekilde etiketlemesi gerekir; boylece D-negatif
bir tirin alan hastanin aldif1 eritrositlere karst anti-D olusturmast engellenmis olur. Donasyon
merkezlerinde su anda D antijenini saptamak igin tiplendirme reaktanlar1 kullanilmaktadir. Bu
reaktanlarin duyarlihiginiartirmakigin, testin antiglobiilin fazi da (zayif D testi) uygulanmaktadir. Ancak
bu uygulama fazladan zaman, reaktan ve kontrollere mal olmaktadir. Eger dondriin eritrositlerinde
direk antiglobiilin testi pozitif ise antiglobiilin faz1 yanlis pozitif reaksiyon verir. Bu durumda D tipinin
belirlenmesi, ileri ¢aligmalarin yapilmasini gerektirir. Wagner ve arkadaslari, RHD diziye 6zgiil primer
PCR ile 8442 D-negatif donasyonu taradiklarinda bes D-pozitif donér saptamiglardir. Ancak molekiiler
genotipleme ile resesif D(-) allellerin varliginin saptanmasi zigozitenin belirlenmesine olanak saglar.
Genetik agidan meydana gelen pek ¢ok olay D(-) fenotipin olusmasina neden olur. Avrupalilarda, D(-)
fenotipinin molekiiler temeli genellikle RHD'nin total delesyonuyla iliskilidir. D negatif olan Japonlarin
yaklasik 1/3’tinde ise saglam ancak inaktif RHD bulunur ve eritrositleri anti-D ile nonreaktif olan Japon
donorlerin ancak %10’u delesyon fenotipine sahiptir. D(-) olan Afrika kokenli Amerikalilarin yaklagik
Y’tinde bir RHD psodogeni bulunur. Bu psédogen, D antijenini kodlamaz. Tiim bu D varyantlarinin
tespiti ancak molekiiler yontemler ile miimkiin olacaktir. Sonu¢ olarak molekiiler tiplendirmenin
kullanilmas: ile donérlerin %0.1 oraninda D-negatif olarak yanlis etiketlendirilmesi ve hastalarda
potansiyel alloimmiinizasyon ortaya ¢ikmasi 6nlenmis olur. Prenatal uygulamalarda, paternal RHD
zigozitesinin test edilmesi, annenin anti-D’ye sahip olmasi durumunda, fetal D durumunun saptanmast
agisindan 6nemlidir. Eger baba RHD homozigot ise fetiis D-pozitif olacaktir. Bu durumda gebeligin
izlenmesi gereklidir. Eger baba heterozigot ise fetiisiin D tipinin belirlenmesi invazif ve gereksiz testlerin
yapilmasini engelleyecektir.
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G. Fetiisiin tiplendirilmesi

Fetiisiin annede klinik 6neme sahip bir antikor olusturabilecek paternal bir antijene kalitsal
olarak sahip olup olmadigini prenatal donemde belirlemek ancak genetik tiplendirme ile miimkiin
olacaktir. Eger fetiis bu antijen agisindan negatif olarak bulunursa, yenidoganin hemolitik hastalig
veya neonatal alloimmiin trombositopeni ag¢isindan risk altinda degildir ve annenin agresif takibi
ile gereksiz immiinomodiilator ila¢ kullanmas: 6nlenmis olur. Antijen durumunu belirlemek icin
amniyosentez veya koriyon villus 6rneginden elde edilen fetal DNA kullanilir. Alternatif olarak,
besinci gebelik haftasindan sonra annenin serumundan veya plazmasindan hiicresiz, fetal kaynakli
DNA elde etmek miimkiindiir. Bu teknik sayesinde invazif girisimlere gerek olmaksizin anneden
fetal DNA elde edilmesi saglanir. Anne plazmasindaki fetal DNA, apoptotik sinsityotrofoblastlardan
kaynaklanir ve gebelik haftasi arttika miktar: artar; ancak dogum ile birlikte hizla kaybolur.
Annenin kaninda veya cildinde yillarca kalabilen fetal lenfositlerin aksine hiicresiz fetal DNAlar
su anki gebelik ile 6nceki gebelikler arasinda karigiklik olusmasina neden olmazlar. Gergek zamanh
PCR teknigi ile anne plazmasindan elde edilen fetal DNA ¢alisildig1 zaman fetiisiin D durumunu
belirlemek miimkiin olabilir. Cok sayida genis 6lgekli ¢alisma, bu testin validasyonunu saglamaya
caligmaktadir. Teorik olarak anne plazmasinin bu a¢idan incelenmesi yaklasik %40 D(-) kadina, D(-)
fetiis tasidiklar: halde gereksiz Rh immiinoglobiilini verilmesini 6nleyecektir. Yeterli fetal DNA elde
edildigini gosteren pozitif kontrol kullanilmasi 6nemlidir. Boylece negatif sonuglarin validasyonu
saglanir. Fetiis erkek ise Y kromozomu belirge¢ olarak kullanilabilir. Eger fetiis kiz ise polimorfik
paternal belirleyicilere ihtiya¢ vardir. Standart protokollerin belirlenmesi ile birlikte bu invazif
olmayan islem rutin kullanim alanina girecektir.

Kell kan grubu sistemi ve trombosit HPA-1a antijeninin fetal tiplendirmesi de 6nemlidir. Bu
antijenlerin kalitimi, genin varlig1 veya yoklugundan ziyade tek niikleotid polimorfizmi ile belirlenir.
Fetal DNA kaynag olarak amniyosit tercih edilir.

H. Reaktanlar ile yapilan serolojik tiplendirmedeki uyumsuzluklarin ¢oziimii

Eritrositler, farklimonoklonal antikorlar ile test edildiginde serolojik tiplendirmede uyumsuzluklar
olusabilir. Ozellikle D antijeni tiplendirmesinde bu tarz sorunlar sik goriiliir. Ciinkii ¢ok sayida farkl
RHD geni, D antijeninin sunumunu, potansiyelligini, yapisini ve epitoplarini belirlemede rol alir.
Yiizden fazla RHD geni oldugu bilinmektedir. Bu genlerin 50’si zayif D’nin farkli formlarini, yaklagik
401 parsiyel D antijenlerini ve ¢ok sayida RHCE geni ise RhCE proteini {izerindeki D epitoplarini
kodlamaktadir. Piyasadaki reaktanlarin icinde bulunan farkli monoklonal antikor klonlari, bu varyant
D antijenleri ile farkli reaksiyon gosterirler. D antijen ekspresyonundaki degiskenlik, antikor klonu,
test yontemindeki fakliliklar (tip yontemi, kati faz, jel, otomatik analizator, vb) bu uyumsuzluklara
neden olabilir. Genotiplendirme ile bu sorun ¢oziilebilir.

Yiizden fazla farkli ABO alleli rapor edilmistir. Bir¢ok farkli mutasyon, antijen azalmasina neden
olarak A ve B alt gruplarinin olusumuna neden olur. Bazi non-delesyonel O allelleri ise ok zayif A
antijen sunumuna yol agar. Béyle durumlarda antijen seviyesi azalmis veya zayif iken izohemagliitinin
diizeyi tespit edilemez. ABO tiplendirmesinde uyumsuzluk olusur. Ayn: Rh tiplendirmesinde
oldugu gibi, piyasada bulunan farkli monoklonal antikorlar da zayif A ve B alt gruplar ile farkli
reaksiyon verirler. Bu da sonuglarda belirsizlige yol acabilir. Ayrica edinsel ABO fenotiplerini kalitsal
fenotiplerden ayirmak bazen miimkiin olmayabilir. Tiim bu hallerde genotip tayini uyumsuzlugun

¢Ozlimiini saglamaktadir.
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I. Zayif D ile kismi D ayriminin yapilmasi

Daha 6nce bahsedildigi gibi, D antijen sunumunda degisiklik nadir goriilen bir durum degildir.
Zayit D, tek aminoasit degisikligi sonucu membrandaki protein miktarinin etkilenmesi ile olusur.
Boylece eritrosit yiizeyindeki D antijenik bolgesi say1 olarak azalir. Parsiyel Dide ise, D epitoplarini
degistiren aminoasit degisiklikleri bulunur. Bunlar ¢ogunlukla RhCE pargalarina bagh olan hibrid
proteinlerdir. Zayif D ile kismi D arasinda fenotipik ayrim yapilmasi klinik 6nem tasir. Ciinki kismi
D, anti-D olusumuna yol acabilir. Rutin serolojik tiplendirmede kullanilan reaktanlar bu ayirimi

yapmakta yetersiz kalir. Ancak genotiplendirme sayesinde bu ayrim saglanabilir.

I. Donasyon merkezinde eritrosit iiriinlerinin fenotiplendirilmesi

Transfiizyon tibbindaki su anki genel uygulama ABO ve D antijenlerinin uygunluguna bakmak
seklindedir. Ancak alicida alloantikor varliginda veya orak hiicreli anemi gibi kronik transfiizyon
uygulanan hastalarda, ¢oklu antijen negatif eritrosit istemi yapilabilmektedir. Kronik transfiizyon
tedavisi gerektiren hastaliklarda alloimmiinizasyon gelisme olasilig1 %5 civarindadir. Ancak orak hiicreli
anemi hastalarinda bu oran %20’lerin tizerine ¢tkmaktadir. Orak hiicreli anemi hastalarinda olusan gok
sayida alloantikora uygun antijen negatif kanin bulunmasi problem haline gelebilir. Birgok transfiizyon
programinda orak hiicreli anemi hastalarina transfiize edilecek olan eritrositler, alloantikor sikligini
ve riskini azaltmak icin D, C, E ve Kell antijenleri agisindan kargilagtirilir. Buna ragmen Rh allellerinin
kodladigr D, C, E antijenlerine kars1 sikhikla alloantikor gelisir. Konvansiyonel Rh karsilastirmasina
ragmen alloantikor gelismesi, orak hiicreli anemi hastaliginin sik goriildiigii irkta ayni1 zamanda varyant
RHD ve RhCE genlerine sik rastlanmast ile iliskilidir. Multipl alloantikorlari olan alicilara antijen negatif
olan uygun eritrositlerin temin edilmesi gii¢ olup, kan bankalarinda defalarca fenotiplendirme igleminin
uygulanmasi gerekmektedir. Taranan tirtinlerin sayisy, antijen prevalansi ve negatif olmasi gereken antijen
sayust ile dogru orantili olarak artmaktadir. Bu durum ise, kan merkezine goz ard1 edilemeyecek bir yiik
getirmektedir. Laboratuvar teknisyenlerinin zamany, eritrosit stogu ve uygun reaktanlarin temini gibi. ..

“Mass-scale” genotiplendirme islemleri sayesinde daha ¢ok sayida hastaya genotip/fenotip
uygunluguna sahip kan temin edilebilir ve kaliteli bir saglik hizmeti verilebilir. Fenotipi uygun
triinlerin saglanmaya calisgilmasindaki temel amag, alloantikor gelisimini ve bunun sonucunda
olusacak hemolitik transfiizyon reaksiyonlarini 6nlemektir. Bu islem rutinde uygulanirsa, donasyon
ve transfiizyon merkezi i¢in su anki tabloyu i¢inden ¢ikilmaz bir hale getirebilir. Bunun yerine kronik
transfiizyon tedavisi uygulanan ve alloantikor gelistirme riski yiiksek hastalarda kullanilabilir. Fenotipi
uygun triinler C, E, K antijenleri ile sinirli tutulabilir veya genisletilip Fy*, Jk?, JK®, S ve baska antijenler
de eklenebilir. Amerikan nadir donér programina (ARDP) 30.000 aktif goniillii kan bagiscist kayithidur.
Bu liste AABB ve Amerikan Kizil Hag tarafindan olusturulmustur. Bu kisilerin sahip oldugu kan
gruplari, toplumda 1:10000 oraninda goriiliir. Ancak bu program ile elde edilen triinlerin ¢ogu
ABD’nde kullanilmaktadir. Bu tirtiinlerin olugturulmasinda yukarida bahsedilen molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Ayrica ISBT de bir nadir donér programu yiiriitmektedir ve bu program uluslararasi
kan grubu referans laboratuvari tarafindan isletilmektedir. “Large-scale” genotiplendirme yontemleri
sayesinde bu eritrosit tiriinleri ve buna sahip donoérler daha kolay ve sik saptanabilir.

Molekiiler test metodlar: kan bankalari ve transfiizyon tibbi alaninda son on yildir kullanilmaktadir.
Bu siire iginde gerceklestirilen ¢alismalar; kan gruplarinin genotip-fenotip iliskisini veya farkli etnik
topluluklarda eritrosit antijenlerindeki genotipik degisiklikleri agiklamaya yonelik olmustur. Hedef
genlerin validasyonu, arastirilmasi ve farkhiliklarin agiklanmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.
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ABO ve Rhkan grubusistemlerinde molekiiler yontemlerin kullanilmasi ile gok sayida A ve Balt grubuna
ve inaktif O kan grubuna neden olan mutasyonlar, Rh varyant ve hibrid Rh genleri bulunmustur.

Yiiz yili agkin siiredir kan grubu antijenlerinin tanimlanmasinda kullanilan hemagliitinasyon
yontemi, ozellikle yukarda bahsi gegen alanlarda yerini molekiiler yontemlere birakmaktadir. i1k
kusak molekiiler yontemler RFLP ve “allele specific assay” idi. Bu yontemler, 6rnegin PCR islemi ile
gogaltilmasina ve jel elektroforezinde yiiriitilmesine ihtiyag duyuyordu. Zaman alic1 ve yogun emek
gerektiren bu teknik yerini artik “real-time” PCR y6ntemine birakmistir. Bu teknik ile tek bir kapali
tiip icinde birgok kan grubu sisteminin ¢ogaltilmasi ve “automated fluorescence discrimination of
alleles” ile de ¢ogalmis olan bu gen bolgelerinin analizi saglanmaktadir. Boylece ¢ok sayida 6rnegin
kisa siirede molekiiler analizi yapilabilmekte, genotipi ortaya konulmakta ve molekiiler tekniklerin
kan bankaciliginda yaygin kullanimindaki en biiyiik engel olan zaman sorunu asilmaktadir. Molekiiler
yontemlerin transfiizyon tibbinda yaygin olarak kullanimu ile ilerde alloimmiinizasyon dahil birgok

alanda 6nemli gelismeler saglanacagi ka¢inilmaz bir gergektir.
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PNL5

IMMUN SISTEMi BASKILANMIS HASTALARDA TOXOPLASMOSIS TANISINDA
MOLEKULER YONTEMLER

Prof. Dr. Yiiksel GURUZ
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, 35100, Izmir.

Immiin sistemi baskilanmig hastalarda (organ ve kemik iligi transplantasyon alicilari, kemoterapi
alanlar, kortikosteroid tedavisi uygulananlar, vb), toxoplasmosis hayati tehdit eden kliniklere yol aga-
bilmektedir. Gliniimiizde ileri teknoloji ve bilimsel ilerlemeler sayesinde pek ¢ok organ ve dokunun
transplantasyonu bagariyla yapilmakta ve bu sayede transplantasyon uygulanan hasta sayist hizla art-
maktadir. Transplantasyonu takiben “Graft-versus-host” (GVH) hastalig: riskini 6nlemek i¢in uygula-
nan yogun immiinosiipresyon siklikla toxoplasmosis reaktivasyonuna, nadiren de primer toxoplasmo-
sis gelismesine zemin hazirlamaktadir. Hiicresel ve hiimoral immiinitenin baskilanmasi ile T.gondii’ye
kars1 savunma mekanizmasinin ¢aligmamasi, klinik tablonun siddetinin artmasina sebep olur. Yogun
immiinosiipresyon uygulanan hastalarda hiimoral immiin yanitin baskilanmasi sonucu, reaktivasyona
bagli olarak IgG antikor cevabinda anlamli bir artis ortaya ¢tkmamakta, hatta IgG diizeyinde azalma
saptanabilmektedir. Primer enfeksiyonlarda ise IgM antikor yaniti olusmamakta, veya olusan yanit tes-
tin esik (cut-off) diizeyinin altinda kalabilmektedir. IgG antikor yaniti, hastaligin erken déneminde ru-
tin serolojik testler ile saptanacak seviyeye ulasmadigindan yanlis negatif sonuglara sebep olmaktadur.
Sonugta, toxoplasmosis immiin sistemi baskilanmis hastalarda, tanisal zorluklar nedeniyle tedavide
gecikmeye ve nihayetinde yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir.

Transplantasyon sonrasindaki degerlendirmelerde primer enfeksiyon veya reaktivasyonun sap-
tanmasinda duyarlilig1 ve 6zgilliigii sinirh kalan serolojik testler yerine direk tani tekniklerinin ter-
cih edilmesi gerektigi belirtilmektedir. Bu amagla en sik kullanilan direk tani testi PZRdir. Bu hasta
grubunda 6zgiil IgM saptanmasinin yaninda, 6rneklerin PZR ile pozitif bulunmasinin anlamli oldu-
gu ileri stirtilmektedir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Molekiiler Parazitoloji laboratuvarinda
immiinosiipresyon uygulanan kok hiicre ve karaciger transplantasyon hastalar: ilk defa dort ay bo-
yunca diizenli araliklarla “nested” PZR, “real-time” PZR ve serolojik yéntemlerin birlikte kullanilma-
styla izlenmistir. Toxoplasmosis sikliginin her iki PZR testinin bir arada kullanilmasiyla kok hiicre
transplantasyon hastalarinda %23.3 (7/30) ile literatiirdeki en yiiksek oranda bulunmasi ve karaciger
transplantasyon hastalarinda elde edilen %10’luk (3/30) oranin bu konuda elde edilen ilk veri olarak
literatiire gegmesi saglanmistir. PZR pozitif saptanan hastalarin ancak %20’sinde IgG, %30’unda da IgM
pozitifligi saptanabilmistir. Allojenik kok hiicre transplantasyonu yapilan hastalarin tigtinde akut GVH
hastalig1 gelismis ve bu nedenle uygulanan yogun immiinostipresyon ve trimetoprim-siilfametoksazol
(TMP-SMX) profilaksisi kesilmistir. Bunu takiben, hastalarda PZR pozitiflesmis, profilaksinin tekrar
baslanmasiyla izlemlerde PZR sonuglarinin negatiflestigi gortlmiistiir. Sonug olarak bu ¢alismada
transplantasyon hastalarinda toxoplasmosis profilaksisinin herhangi bir sebeple kesilmesiyle, hastalarin
diizenli araliklarla “real-time” ve “nested” PZR ile birlikte izlenmesinin erken tani, tedavi ve tedavinin
etkinliginin izlenmesinde fayda saglayacagi, immiin sistemi baskilanmis hastalarda serolojik takipten
ziyade PZR sonuglarinin 6n planda tutulmasinin hasta lehine olacag: ortaya konulmustur.
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LEISHMANIASIS TANISINA VE PARAZITLERIN TUR TAYININE MOLEKULER YAKLASIM

Prof. Dr. Seray OZENSOY TOZ

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova, [zmir.

Leishmania parazitleri, mitokondrilerinde DNA igeren “kinetoplast” yapsi ile tanimlanan kam-
¢ili protozoon parazit grubu igerisinde yer almaktadur. Leishmania parazitlerinin etkeni oldugu leish-
maniasis, tedavisiz kendiliginden iyilesen derideki bir yaradan (kiitanoz leishmaniasis; KL), 6liime
yol agabilen sistemik hastaliga (visseral leishmaniasis; VL) kadar uzanabilen bir hastaliklar grubu-
dur. Diinya genelinde 20'den fazla Leishmania tiirti bu hastaliklara neden olmaktadir.

Leishmaniasis tanisinda kullanilan yontemler, avantaj ve dezavantajlari ile birlikte asagida karsi-
lagtirilmugtir:

Mikroskopi ve kiiltiir: Parazit boyutlarinin ¢ok kiiciik olmasi nedeniyle mikroskobik bakis1 de-
neyim gerektirmektedir; parazitin kiiltiirii ise yine deneyim gerektirmesinin yani sira zahmetli ve
zaman alicidir. Bu yontemlerin uygulanabilmesi igin parazitin yerlestigi organdan 6rnek alinmasi
gereklidir (VL de kemik iligi aspirasyonu, KL ve mukokiitandz leishmaniasisde (MKL) lezyon aspi-
rasyonu gibi). Tanidaki hassasiyetleri VLde serolojik ve molekiiler yontemlere gore, KLde ise mole-
kiiler yontemlere gore daha dustiktiir. Kiiltiiriin avantaji parazitin izole edilebilmesidir. Parazit izole
edilebilirse referans laboratuvarina gonderilerek daha sonra izoenzim analizi ile parazitin tiir tayini
yapilabilmektedir. Tedavi takibinde hassasiyetleri parazit sayisinin azalmasi ile birlikte diger yon-
temlere gore daha da diigmektedir ve VLde tekrarlayan kemik iligi aspirasyon uygulamasi serolojik
yontemlere gore daha invazifdir.

Serolojik yontemler: 1980°li yillardan itibaren yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikleri ile direk taninin
yaninda 6nem kazanmiglardir. Rekombinant bir proteinin tiretimi ile birlikte hizli tani testi (rK39
dipstick) tiim diinyada standart olarak uygulanabilir hale gelmis, ancak yapilan ¢aligmalarda hasta-
1ig1 olusturan Leishmania tiirine gore degisen farkli hassasiyet oranlari elde edilmistir. Yitksek has-
sasiyetin elde edildigi Leishmania tiriiniin bulundugu tlkelerde, rutin laboratuvarlarda ve sahada
uygulama kolaylig1 avantaj saglamaktadir. Serolojik testler ile tedavi takibinde, antikor titrelerinin
uzun siireli pozitif kalmasi nedeniyle ancak hastadan alinan ardigik serumlarin paralel ¢aligilmast ile
sonug alinabilmektedir. Bu da hasta serumlarinin uzun siireli saklandig: laboratuvarlarda méimkiin
olabilmektedir. Idrar 6rneginde antijen saptama yonteminin hassasiyetinin saptanmasina yénelik ¢a-
ligmalar halen farkli bolgelerde devam etmektedir.

Molekiiler yontemler: Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) su anda diinyada leishmaniasis tanisin-
da yaygin olarak kullanilmaktadir ve klasik tan1 yontemleriyle PZR sonuglarinin karsilastirildig: bir
¢ok arastirma yaymlanmistir. Direk tan: olarak kabul edebilecegimiz parazit DNAsmnmn saptanabilme
hassasiyeti, serolojik yontemlerin diizeyine yiikselmis ve hatta tizerine ¢ikmistir. VLde kemik iligi aspi-
rasyon ve doku 6rneklerinin yani sira kan “buffy coat” 6rneginde de ¢alisilabilmektedir. Niikleer ve ki-
netoplastik DNA, intergenik ve protein kodlayan DNA bélgelerini hedefleyen ¢ok sayida PZR yontemi
gelistirilmistir. Yontemlerin ¢ogu Leishmania cinsine 6zgiil olup PZR-RFLP (PZR ve restriksiyon en-
zim analizi) gibi bazilar1 da diger yontemlerin eklenmesiyle etken olan Leishmania tiiriiniin tanimlan-
masini da saglamaktadirlar. PZR ve oligokromatografiyi kombine eden molekiiler dipstick testlerinin
gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar stirdiiriilmektedir. Son yillarda kantitatif niikleik asit dizi tespitine dayali
amplifikasyon (QT-NASBA) ve ger¢ek zamanli PZR yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler yiiksek
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hassasiyet ve ozgiilliiklerinin yani sira, ilag tedavisi sirasinda parazit yiikiiniin takibini ve ila¢ direnci-
nin hizl tanimlanmasini da saglamaktadirlar. Tedavi takibinde “bufty coat” 6rneklerinin kullanilmas:
nedeniyle, kemik iligi mikroskopisinin ve ardisik serum 6rneklerin saklanmas gibi zahmetli ve invazif
olan klasik yontemlere gore avantaj saglamaktadir. Antikor yanitinin diisiik olabildigi immiin yetmez-
likli hastalarda da (HIV+VL gibi) tanida serolojik yontemlere gore avantaj saglamaktadir. Donaniml
bir laboratuvar gerektirmesi nedeniyle her rutin laboratuvarda uygulanamamaktadir*5"3.

Tiirkiyede VL ve KL olmak iizere hastaligin iki tipi goriilmektedir. Asagida belirtilen nedenlerden
dolay1 leishmaniasis tilkemizde giderek daha biiyiik 6nem kazanmaktadir:

* Ulke icerisindeki goglerin artist ile birlikte parazitlerin epidemik/endemik oldugu bélgeden

diger bolgelere tasinmast,

* Kiiresel 1sinma sonucu meydana gelen sicaklik artisi nedeniyle kum sineklerinin vektorlitk
yapabildigi siirenin uzamas: ve goriildiikleri yiiksekliklerin artmasi,

*  Serolojik yontemlerin gelismesiyle birlikte hastaligin daha kolay tanimnir ve diigtiniiliir hale gelmesi,

* VLin en 6nemli rezervuari olan kopeklerin insanlara gore ¢ok daha fazla oranda enfekte
olmasi ve iilkemizde “canine leishmaniasis” (CL) prevalansinin hemen tiim bolgelerimizde
yiksek olmast,

* Kopeklerdeki hastaligin énemli bir oranda asemptomatik seyretmesi ve hasta olabileceginin
fark edilmemesi (parazit kaynag: olabileceginin anlagilamamasi),

* Ulkemizde goriilen KLin biiyitk oranda tedavisiz kendi kendine iyilesebilmesi nedeniyle,
ozellikle gelir diizeyi diisiik hasta gruplarinda, hastalarin tedavi konusunda 1srarci olmamala-
r1 ve kaynaklik etmeye devam etmeleri,

* VLin, bagigiklik sistemi heniiz gelismemis olan ¢ocuklarda ve yine bagigiklik sistemi iyi gelis-
memis gelir diizeyi diisiik iyi beslenemeyen ve hijyenik olmayan kosullarda yasayan kisilerde
daha yaygin olarak goriilmesi ve bu hastalarin tan1 i¢in gerekli olan ileri diizeyde laboratuvar
testlerinin uygulandig: saglik kuruluglarindaki hizmete ulasmalarinin zorlugu,

* VL ve KL Kklinik bulgularinin diger bir ¢ok hastaliga benzemesi nedeniyle hastalari ilk géren
hekimlerin (6zellikle endemik bolge disinda) hastalig1 6ncelikle diisitnmemesi, ancak hasta-
larin uygulanan diger tedavilere yanit vermemesi {izerine ayirici tanida akillarina gelmesi,

* Tani konan olgularin genellikle yayimnlanmamasi nedeniyle hastaligin iilkemiz genelinde ol-
dugundan daha diigiik oranlarda goriildiigiine dair yanlis bir genel kani bulunmasi,

* Leishmaniasisin direk parazitolojik tanisinin deneyim gerektirmesi ve Tiirkiye genelinde ru-
tin saglik hizmetinde ¢alisan yeterli sayida parazitoloji uzmani bulunmamasi.

Ulkemizde VL ve KL tanilar1 klasik olarak kemik iligi ve deri lezyonundan hazirlanan Giemsa ile
boyanmis yayma preparatlarin mikroskopik bakisi ile konmaktadir. “In-house” olarak hazirlanan IFAT
ile tany, belirli merkezlerde uygulanmaktadir. rK39 dipstick testi ticari olarak satilmaktadir ve son yil-
larda giderek daha fazla sayida merkezde kullanilirken, parazit izolasyonu i¢in NNN besiyeri ve mikro-
kiiltiir yontemleri ile molekiiler tan1 yéntemleri heniiz arastirma amagh olarak kullanilmaktadir'~.

Yukaridaki tiim nedenleri bir arada diistinecek olursak, elimizde tani i¢in yitksek hassasiyet
gosteren serolojik yontemler bulunmaktadir. Uzmanlik gerektiren direk tanida ise, yine serolojik
yontemlerde oldugu gibi kisisel deneyimden ¢ok teknolojiye dayal1 ve standardize edilmis yiiksek
hassasiyette yontemlerin uygulanmasi gerekmektedir. Bu testlerin ekonomik olarak iilkeye getirece-
gi yiikiin, bu konuda donanimli merkezlerde yapilmasi ile asilabilmesi miimkiindiir. PZR yontemi,

direk tanidaki deneyimli uzman gereksinimini en aza indirerek bu konuda yararli olabilir.
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Tiirkiye'de leishmaniasis alaninda tani ve aragtirma amagh bugiine kadar yapilan molekiiler ¢alis-

malar asagida siralanmigtir:

Tiirkiyede i¢ ayr1 merkezde uygulanan ¢alismalar sonucunda, 13A-13B primerlerinin kullani-
larak Leishmania kinetoplastik DNA’sinin sabit bir boliimiiniin hedeflendigi PZR y6ntemi ile
VL/KL hastalari ile CL tanisinda bir parazitin bile saptanabildigi, yiiksek duyarliliga ulasilmus,
yontemin tedavi izleminde de gok yararli oldugu belirtilmistir”®. Bu primerler, yurtdisinda da
leishmaniasis’in PZR ile tanisinda en hassas primerlerden birisi olarak gosterilmektedir®.
Leishmania izolatlar1 kullanilarak optimize edilen ssu rRNA gen bolgesinin hedeflendigi “real-
time” PZR yontemi, CL tanisinda seroloji ve 13A-13B PZR yontemleri ile kargilagtirilmistur.
Adana ili ¢cevresindeki VL/KL hastalarinda, Leishmania mini-ekzon gen bolgesi, PZR ile ¢o-
galtildiktan sonra “Eael” restriksiyon enzimi ile kesilmistir (PZR-RFLP). Bu yontem ile iilke-
mizde L.tropica’nin yani sira L.infantum’un da KLye neden oldugu, L.infantum’un ayrica VL
etkeni oldugu saptanmuigtir’. Bu yontem, bir ¢aligtayda Tiirkiye genelinde katilan arastiricilara
uygulamali olarak sunulmustur.

Farkli bolgelerimizden VL/KL izolatlarinin ribozomal ITS bolgesi PZR ile ¢ogaltildiktan son-
ra “Taq I” enzimi kullanilarak PZR-RFLP y6nteminin uygulandig: bir ¢alismada, L.tropica
ve L.infantum’un birbirinden ayrilabildigi gibi, Uluslararas: Referans merkezinde izoenzim
analizi ile bu tiirler icerisinde saptanan tiir i¢i farkliliklar da analiz edilebilmigtir'2

Sanlwrfa ili KL olgularinin da dahil edildigi yurtdisinda uygulanan bir ¢aligmada, kantita-
tif niikleik asit sekansina dayali amplifikasyon (QT-NASBA) yonteminin Leishmania tanisi
ve parazit kantitasyonundaki verimliligi arastirilmistir. ssu ¥RNA geninin hedeflendigi QT-
NASBA yontemi ile en az iki parazitin saptanabildigi ve parazit miktarinin kantitatif olarak
belirlenebildigi bildirilmistir. Arastiricilar, yéntemin tan1 ve tedavi izleminde kullanilabilece-

gini belirtmislerdir'’.

Daha ¢ok taniya yonelik olmak iizere, gerek leishmaniasisde gerekse diger paraziter hastaliklarda

molekiiler yontemler kullanilarak gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda, Ege Universitesi Tip Fakiil-

tesi, Parazitoloji Anabilim Dalrnda bir Molekiiler Parazitoloji Laboratuvar: kurulmasinin gerekliligi

ortaya ¢tkmustir. Buradan yola ¢ikarak olusturulan laboratuvar ile;

Ulusal ve uluslararas: alanda laboratuvarlar arasi isbirligi cok daha kolay ve tst diizeyde ger-
ceklesebilecek,

Sarf malzemesi, makina-techizat ve personelin ortak kullanilmasi ile ciddi anlamda bir tasar-
ruf saglanacak ve rutin hizmetler daha uygun bir sekilde verilebilecek,

Standardizasyonun saglanmasi ¢ok daha kolay olabilecek,

Proje yazimi ve alinmasinda kolayliklar saglanacak,

Bitirilen ¢alismalarin en 6nemli iirtinii olan makalelerin hazirlanmasi kolaylasacaktur.

Her anlamda gii¢birliginden elde edilecek bircok yararin, kuskusuz iilkemizdeki parazitoloji ala-

ninda da ciddi faydalar saglayacag: diisiiniilmektedir.
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MOLEKULER YONTEMLERIN TRICHOMONIASIS TANISINA GETiRDiGi YENILIKLER

Dog. Dr. Hatice ERTABAKLAR
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Aydin.

Kamgili bir protozoon olan Trichomonas vaginalis, cinsel yolla bulagan hastaliklarin viral etken-
lerden sonra en sik nedenidir. Diinyada yaygin olarak goriilmekte ve Diinya Saglik Orgiiti’niin ve-
rilerine gore yilda 170 milyon kisinin bu parazitle enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Enfeksiyon
siklikla vajinit, tiretrit ve prostatite sebep olmakta, ayn1 zamanda pelvik inflamatuvar hastalik ve tu-
bal infertilite riskini artirabilmektedir. Trichomoniasis'in gebelikte de 6nemli oldugu, erken dogum
ve diisiik dogum agirlikli bebek dogumlarina yol agtig1 bilinmektedir. Ayrica servikal kanser olusu-
munda predispozan etkisi oldugu bildirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise T.vaginalis'in
ozellikle HIV-1’in gegisini artirdigy ileri stiriilmektedir.

Trichomoniasis tanisinda tanimlanan pek ¢ok yontem [direk mikroskobi, kiiltiir, hiicre kiiltiir,
floresan antikor testi, lateks agliitinasyon, PAP smear, boyama yontemleri (Gram, akridin oranj,vb),
ELISA, DNA prob, PZR, vb] olmasina karsin, tilkemizde ve tiim diinyada kullanilan en yaygin tan
yontemi direk mikroskopi (DM)dir. Halen kiiltiir yéntemi, uzun zaman (2-7 giin) ve deneyim gerek-
tirse de “altin standart” olarak kabul edilmekte, ancak sadece belirli merkezlerde uygulanabilmekte-
dir. Bu yontemlerin her ikisinde de canli mikroorganizmalar saptandigindan duyarliliklarimin diistik
oldugu ve gelismelerin hiz kazandig1 ¢cagimizda daha duyarli ve daha hizl tan1 yontemlerine ihtiyag
duyuldugu belirtilmektedir.

T.vaginalis izolatlarinin yiiksek oranda fenotipik varyasyon gostermesi nedeniyle ekspresyon se-
viyesinde ve/veya genomik sekanslarinda farkliliklar gosterdigi ve bu nedenle PZR bazli tan1 yontem-
lerinin gelistirilmesini zorlastirdig1 bilinmektedir. PZR bazli tan: testleri 1992 yilinda ilk olarak de-
nendikten sonra gelistirilmis ve dezavantajlar1 agilmaya calisiimistir. Heniiz tiim diinyada aragtirma
amagh olarak kullanilmakta, rutin olarak kullanilmamaktadir. Degisik arastirmacilar tarafindan her
gecen giin yeni PZR teknikleri (klasik PZR, TagMan real-time PZR, Real-Time Roche Light Cycler,
nested PZR, PZR-ELISA, vb) bildirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, kiiltiir yonteminin duyarliligi-
nin PZR ile karsilagtirildiginda %35-78 arasinda degistigi, 6zgiilliigiiniin ise %100 oldugu bildiril-
mektedir. Benzer olarak DM’nin 6zgilliigiintin genellikle yiiksek oldugu, buna karsin duyarliliginin

PZR yoénteminde degisik arastirmacilar tarafindan degisik primerler tanimlanmustir. Genellikle
DNAnin sik tekrar eden boliimlerinin hedef olarak se¢ildigi primerler tercih edilmektedir. 1992 y1-
linda T.vaginalis tanisinda genomik A6p sekansindan segilen TVAS5-TVAG6 (112 bp) primerlerinin
kullanimindan sonra pek ¢ok arastirmaci tarafindan primerler gelistirilmistir. Bu primerler ile ya-
pilan ¢alismalarda duyarliliklarinin %85-100 arasinda degistigi bildirilmistir. Daha sonra gelistirilen
primerlerden en yaygin olarak kullanilanlar ve en yiiksek saptama oranina sahip olanlar, DNA frag-
maninin 2000 bazgiftlik sik tekrar eden boliimiiniin i¢inden secilen T.vaginalis’e 6zgiil oligoniikleo-
tid primerler olan TVK3 ve TVK7dir. Bu primerler gelistirilirken, insan DNA’:1 ve diger enfeksiyon
ajanlari ile reaksiyona girip girmedikleri test edilerek incelenmis ve higbir reaksiyona girmedigi be-
lirtilmistir. Yapilan ¢alismalarda bu primerlerin tek bir paraziti bile saptadiklar ifade edilmektedir.

Primer se¢iminde diger bir hedef bélge olarak P-tubulin geni segilebilecegi ve bu bolgeden
(BTUB; Ptubl, Btub2 ve Ptub3) segilerek hazirlanan ¢ok sayida degisik primerlerin de kullanildig1
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bildirilmistir. Fakat bu bolgeden segilen primerlerin de sus farkliliklarindan dolay1 bazi hastalari
saptayamadi8 bildirilmigtir. Ayrica ribozomal RNA geninin 18S alt tinitesini saptayan TV1-TV2
primerleri de kullanilmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar “real-time” PZR iizerinde yogunlagmustir. Bu yontemin avantaji,
PZR sonras1 amplikonlar ile islem uygulanmamasi ve boylece amplikon kontaminasyonunun engellen-
mesidir. Ayrica islemlerin 2.5 saat gibi kisa bir siirede tamamlanabildigi bildirilmistir. Kiiltiir ve DM ile
karsilastirildiginda, duyarliliginin yiiksek olmasina kargin tani ve tarama testi olarak kullanilabilirligi
aragtirilmaktadir. Bu teste diger cinsel yolla bulagan mikroorganizmalar1 saptayan sistemin eklenmesi
ile, yliksek risk gruplarinda tarama agisindan oldukga avantajli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Trichomoniasis tanisi i¢in hem kadin hem erkekte degisik 6rnekler kullanilabilmektedir ve kul-
lanilan testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri kullanilan 6rnege bagl olarak degismektedir. En yaygin
kullanilan 6rnegin kadinlarda vajina arka forniksinden pamuklu ekiivyon ile alinan stiriintii 6rnegi
ve erkeklerde ise sabah ilk idrar oldugu bildirilmektedir. Fakat son zamanlarda kadinlarin kendileri-
nin evde alabildigi vajinal stiriintii 6rnekleri giderek yaygilasmaktadir.

Ticari olarak temin edilebilen “Affirm VP sistem (MicroProbe Corp, Bothwell, Wash)”, Gardne-
rella vaginalis ve T.vaginalis’i saptamak amaciyla kullanilan bir yontem olup, oligoniikleotid prob ile
tek bir vajinal 6rnekten her iki mikroorganizmanin da saptanmasini miimkiin kilmaktadir. Bu y6n-
temin direk mikroskopik incelemeden daha iyi oldugu, ancak kiiltiir ile karsilagtirildiginda yalanci
negatif sonuglarin saptandig: bildirilmistir. Kiltiir pozitif 6rneklerle karsilagtirildiginda duyarliligi-
nin %80 oldugu saptanmistir.

PZR y6nteminin pahali bir yontem olmasina karsin tanisal duyarliligr artirdig: ve daha fazla ol-
gunun tedavi edilmesini saglayarak cinsel yolla bulasan bu hastaligin etkilerinin ve komplikasyonla-
rinin hafiflemesine yol agarak klinikte 6nemli bir geri donis sagladigy, yapilan ¢aligmalarda tizerinde
durulan 6nemli bir unsurdur.

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de trichomoniasis yaygin olarak gériilmektedir. Ulkemizde
yapilan ¢aligmalarda, T.vaginalis saptanma orani, incelenen gruba gore degismekle birlikte %3-70
oranlarinda degisen genis bir araliktadir. T.vaginalis enfeksiyonunun %10-50’sinin asemptomatik
oldugu bilinen bir gergektir. Bu bilgiden yola ¢ikarak cinsel yénden aktif kadin ve erkeklerde, ayrica
hamile kadinlarda daha yogun taramalarin yapilmas: gerekliligi dogmaktadir.

Anabilim Dalimizda yapilan bir caligmada, T.vaginalise 6zgiil TV-E650-1 klonun sik tekrar eden
sekansindan secilen primerlerin (P1, P2), vajinitli olgulardan elde edilen 20 adet T.vaginalis susunu
PZR yontemi ile tanidig1 ve ii¢ parazite kadar saptadigi gosterilmis olup, diger parazitlerden To-
xoplasma gondii, Leishmania ve Plasmodium vivax DNA ornekleri ile reaksiyona girmedikleri sap-
tanmustir. Ayrica vajinal 6rneklerden PZR ¢alismamiz halen devam etmektedir. Bu bilgiler 151g1nda
yapabileceklerimiz sunlardir:

1. Oncelikle en yaygin olarak kullanilan primerler bagta olmak iizere yayilanan primerlerin

tilkemizdeki suglar1 tanryip tanimadig1 denenmelidir.

2. Laboratuvarimizda elde edilen suslarin dizi analizinin yapilmasi, gen bankasina basvurularak

depolanmasi ve kendi primerlerimizin dizayn edilmesine ¢alisiimalidr.

3. Sus bankas: olusturulmasi, degisik bolgelerden elde edilen izolatlarin molekiiler yontemlerle

karsilagtirilmasi ve saklanmasi saglanmalidir. Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda, suslar izole edil-
mekte ancak pasajlar1 saglanamadig i¢in cogunlukla kaybedilmektedir. Suslarin bir merkezde

toplanmasi saglanabilirse, pasajlarinin yapilmasi ve dondurularak saklanmalart miimkiin olabi-
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lir. Boylece saklanan suslar, bilimdeki gelismelere paralel olarak yeni ¢alismalarda kullanilabilir.
Ulkemizde referans suslarin toplandigi bir bankanin olugturulmasi énemli bir gereksinimdir.
Nitekim en biiyiik sus koleksiyonuna sahip ATCCde 1950’li yillarda izole edilen suglarin sak-
landig: bilinmektedir. ATCCden standart her bir susun temin edilebilmesi i¢in en az 400 dolar
6denmesi gerekmektedir. Ulkemizde kurulacak bir sug bankasi, birgok aragtirma igin (molekii-
ler, genetik, izoenzim, ila¢ denemeleri, vb) biiyiik potansiyel olusturacaktir.

4. Hastaligin gercek prevalansini belirleyici gok merkezli ¢aligmalarin yapilmasi gereklidir.

5. Gelistirilen primerlerin yine Tiirkiyenin her tarafindan izole edilen suslar1 taniyip tanimadig
test edilmelidir.

6. Her bolgede, en azindan tiniversite hastanelerinde, referans merkezleri olugturulup bu mer-
kezlerde referans testler ¢alisiimalidir (her merkezde farkli yontemler ve besiyerleri kullani-
labilmektedir).

Sonug olarak pek ¢ok parazit hastaliginda oldugu gibi, iilkemizin biiylik olmasi ve her bolgede
parazitoloji alaninda yetismis uzman olmamasi nedeniyle, yapilan ¢alismalar ne yazik ki yoresel ola-
rak kalmakta ve ortak bir platform olusturmakta zorluklar yasanmaktadir. Buna karsin ¢alisarak,
bilgilerimizi ve deneyimlerimizi paylasarak bu engelleri asabilecegimiz umudunu tasimaktayim.
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PNL6

METISILINE DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS'UN MOLEKULER EPIDEMIYOLOJiSi

Dog. Dr. Abdullah KILIC
Giilhane Askeri Tip Akademisi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Etlik, Ankara.

Staphylococus aureus hareketsiz, Staphylococcus cinsi iginde bulunan gram-pozitif bir koktur.
S.aureus hem hastane kaynakli hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Asemp-
tomatik kolonizasyondan, hayati tehdit eden ¢oklu organ yetmezligine kadar degisebilen klinik tablolar
ile kendini gosterebilmektedir. Bakteri siklikla akut ve piyojenik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Deri
enfeksiyonlar1 fronkiil, karbonkiil, impetigo ve selliilit seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Eger organizma
kana karigirsa diger organlara da yayilmakta ve osteomiyelit, pndmoni, endokardit, miyokardit, menen-
jit, santral sinir sistemi enfeksiyonu, abse ve intraabdominal enfeksiyonlar gibi yaygin klinik bulgularin
olusmasina neden olabilmektedir. S.aureus enfeksiyonlar: genellikle steril bolgelerde kullanilan kateter
ve yabanci cisimler ile iligkili olarak ortaya ¢ikmaktadir. Cok sik olarak cerrahi alan enfeksiyonlarina
neden olmaktadir. Baz1 S.aureus suslari, salgiladiklar: toksinler ile besin zehirlenmeleri ve toksik sok
sendromu gibi klinik bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar".

S.aureus diger mikroorganizmalardan daha kolay direncli hale gelebilme yetenegine sahiptir. Son
50 yil i¢erisinde klinik olarak kullanilan hemen hemen tiim ajanlara kars: diren¢ kazanmiglardir. Pe-
nisilinin 1941'de kullanima girmesinden kisa bir siire sonra (1944) penisilinaz tireten S.aureus suslari
bildirilmigtir. Penisilinazlar, 1950 yilinda penisilin kullanima girmeden 6nce Escherichia coli izo-
latlarinda tespit edilmigtir. Penisilinazlar plazmid tarafindan kodlanan enzimlerdir ve beta-laktam
halkasini parcalayarak penisilinin aktivitesini bozmaktadirlar. Bu enzime bu yiizden beta-laktamaz
ve bu yapiy1 iceren antibiyotiklere de beta-laktam antibiyotikler ad: verilmektedir'* 1950’li yillarda,
neredeyse tiim diinyada izole edilen S.aureus’larin biiyiik bir boliimi penisilinlere direngli hale gel-
mistir. Cok kisa bir siire iginde bu izolatlar penisilin yaninda tetrasiklin, streptomisin ve eritromisine
de direncli hale gelmislerdir. S.aureus izolatlarinin hizl bir sekilde penisilinlere direng gelistirmesin-
den sonra penisilinaza kars: daha stabil olan metisilin ve oksasilin gibi semisentetik penisilin tiirev-
leri gelistirilmistir. Ancak metisilinin klinik olarak 1960 yilinda kullanima girmesinden bir yil sonra
Avrupada ilk metisiline direngli S.aureus (MRSA) izolat1 bildirilmistir®.

MRSA, beta-laktam antibiyotiklere diigiik afiniteli farklilasmis penisilin baglayan protein
(PBP2a)’y1 kodlayan mecA geni kazanimi ile olugmaktadir. MecA geni stafilokok kaset kromozom
mec (SCCmec) olarak isimlendirilen mobil yapilar tarafindan tasginmaktadir’. S.aureus suslarinda
beklenen zamanlarda vankomisin direnci de bildirilmeye baglanmustir. May1s 1996 yilinda Japonyada
bir hastadan izole edilen S.aureus izolatinda orta diizey glikopeptid direnci (MIK 8-16 pg/ml) bil-
dirilmistir. Bir y1l sonra New Jerseyde yetiskin diyabetli bir hastanin kan kiiltiiriinden, Michiganda
kronik bobrek yetmezlikli ve diyabetli bir hastanin yara kiiltiirinden orta diizey glikopeptid direngli
S.aureus izolat1 bildirilmistir. Temmuz 2002 yilinda Michiganda bobrek yetmezlikli, diyabetli ve pe-
riferik damar hastaligi olan 40 yaginda bir hastadan vankomisine direngli (MIK =32 pg/ml) S.aureus
izole edildigi rapor edilmistir’. Bundan iki ay sonra diger bir vankomisine direngli S.aureus susu,
Pensilvanyada ayak tlserli, muhtemel osteomiyelitli hastadan izole edilmistir®. Her iki vakada da,
enterokoklardan kaynaklanan VanA geni tespit edilmistir.
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MRSA 1990’l1 yillara kadar hastane enfeksiyonlarindan sorumlu iken, hastane veya hastane per-
soneli ile iliskisi olmayan ve herhangi bir risk faktorii bulunmayan hastane dis1 kisilerde de tiim diin-
yada izole edilmeye baglanmistir’. Mikroorganizmanin yayilimini kontrol etmek i¢in epidemiyolojik
calismalar yapilmaktadir. Cesitli molekiiler yontemler MRSA klinik izolatlarinin basarili bir sekilde
tiplendirilmesinde, major klonun belirlenmesinde, yeni epidemik klonlarin ortaya ¢ikarilmasinda
kullanilmaktadir. Bunlar ribotiplendirme, “pulse field gel electrophoresis”, PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), spa tiplendirme
ve MLST (multilocus sequence typing) olarak sayilabilir'.

MRSA suglarinda direng, PBP2a’y1 kodlayan mecA geni temelinde gelismektedir. MecA geni vahsi ve
evcil hayvanlarin siklikla derilerinde kolonize olan beta-laktama duyarl Staphylococcus sciuri suglarinda
bulunmaktadir®. Bu gen SCCmec diye bilinen 21-67 kb uzunlugundaki mobil DNA parcalarinda bulun-
makta ve bunlarin vasitasiyla tasinmaktadirlar. SCCrmec yapsy, S.aureus kromozomlarmin replikasyon
bolgesindeki attBscc olarak adlandirilan bolgede, orfX (fonksiyonu bilinmiyor) geni ile birlesmis olarak
bulunmaktadir. Bu yap1 bakteriyofaj, patojenite adalar1 ve konjugatif transpozonlara yapisal olarak benze-
memektedir. Fakat bunlar yapisal ve viriilansdan sorumlu genler icermemektedirler. Sadece beta-laktam
veya beta-laktam dig1 antibiyotikler icin direng geni tasimaktadirlar. SCCrmec elementleri, faj transdiik-
siyonu veya diger genetik transfer sistemleri ile tasinabilmektedir®. S.aureus’larda iki esas genetik yap1
tipine gore su ana kadar bes farkli SCCmec gen kaseti tanimlanmistir. Bunlarin ilki “cassette chromosome
rekombinase” (ccr) gen kompleks bolgesidir ve SCCmec gen kaset bolgesinin mobilitesinden yani S.aureus
kromozomuna girmesi ve ¢ikmasindan sorumludur. Aminoasit tipine gore ccrA ve ccrB olmak iizere iki
tipi ve dort farkl allotipi (ccrA igin ccrAl, ccrA2, ccrA ve ccrA4, cerB igin ccrB1, ccrB2, ccrB3 ve ccrB4) bu-
lunmaktayken® son zamanlarda ccrC olarak tigtincii bir tip bildirilmistir. CcrAB tip I-IV SCCrmec gen ka-
set yapisinda bulunurken, ccrC sadece tip-V SCCmec gen kaset bolgesinde bulunmaktadir. Cer gen komp-
leksleri icinde, sadece tip 1 SCCmec yapisinda bulunanlar fonksiyonel olarak gérev yapmaktadir. SCCrnec
gen kaset yapisinda bulunan ikinci olusum SCCrmec komplekstir. Bu yap1 1S431mec, mecA ve diizenleyici
genler olan mecR1 ve mecI'nin biitiinii veya bir parcasini tasimaktadir. Bu da 4 farkl sinifa ayrilmaktadir
(stif A, 1S431-mecA-mecRI1-mecl; sinif B, 1S431-mecA-fmecR1-1S1272; sinif C, 1S431-mecA-smecRI-
1S431; ve suuf D, 1S431-mecA-AmecRI1)'. SCCmec gen kaset bolgesinin diger kisimlari J bolgesi (junk-
yard, J1, J2 ve J3) olarak bilinmektedir. Bu bolge 6zellikle SCCmec gen kaset tiplerinin alt tiplendirilmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Bakteri hiicresi icin gerekli veya yararl tirtinler igermemektedir. Sadece beta-
laktam digindaki antibiyotiklerin direng genlerini ve agir metalleri icermektedir. J1 kromozomun sag bir-
lesme bolgesi ile ccr kompleks arasinda, J2 mec kompleks ile ccr kompleks arasinda, J3 ise mec kompleks
ile sol birlesme bolgesinde bulunmaktadir. Bu ytizden SCCinec kaset gen yapisi J3-mec-J2-ccr-J1 olarak
Ozetlenebilmektedir. Tablo I ve Sekil 1'de SCCrmec tiplerinin sahip olduklari yapilar goriilmektedir®!".

TabloI.  Ccr ve mec tastyan SCCmec kaset gen tipleri

Ccr gen kompleksi Mec gen kompleksi
Tip I Tip-1 ccrAl ve Bl Sinif B mec (1B)
Tip II Tip-2 ccrA2 ve B2 Sinif A mec (2A)
Tip III Tip-3 ccrA3 ve B3 Sinif A mec (3A)
Tip IV Tip-2 ccrA2 ve B2 Sinif B mec (2B)
TipV Tip-5 ccrC Sinif C mec (5C)
Tip VI Tip-4 ccrA4 ve B4 Sinif B mec (4B)
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Sekil 1. SCCmec kaset gen tiplerinin yapisal goriintiisii

MRSA, hastane kaynakli (HK-MRSA) enfeksiyonlara neden olurken, 1990’11 yillardan sonra
toplum kaynakli (TK-MRSA ) enfeksiyonlardan da izole edilmeye baslanmigstir. SCCmec kaset
gen tiplendirme sistemi, HK- ve TK-MRSA suslarinin ayiriminda bagimsiz bir kriter olarak kul-
lanilmaktadir. Esas olarak HK-MRSA suslari, 34-67 kb uzunlugunda t¢ tip SCCmec gen kaseti
(I, II ve III) tasimaktadirlar. Fakat iyi tanimlanmis ¢oklu direncli olmayan TK-MRSA suslari,
daha ¢ok tip IV ve V SCCmec kaset gen tipleri tasimaktadir. Yapilan ¢aligmalar, TK-MRSA sus-
larinda tespit edilen yeni SCCmec kaset gen tiplerinin, HK-MRSA susglarindan evrimsel olarak
bagimsiz oldugunu gostermektedir. Bu olay bize, TK-MRSA kokeninin HK-MRSA suslarindan
bagimsiz olarak gelistigini ve toplum kaynakli S.aureus suslarinin transformasyonu sonucu
olusabilecegini diisiindiirmektedir. Tip IV SCCmec kaset gen bolgesi 1970’li yillarda Staphylo-
coccus epidermidis suglarinda kommensal olarak bulunmus ve 1980 yilinda ilk kez S.aureus’ta
bildirilmistir. Bu durum da, 1980’li yillarda SCCmec IV’iin S.epidermidis’ten S.aureus’a transfer
oldugunu distindirmektedir; yani mecA geni bir stafilokoktan digerine vertikal olarak aktari-
labilmektedir. TK-MRSA suslar1 beta-laktam disindaki kloramfenikol, klindamisin ve floroki-
nolon grubu (bolgesel farkliklar gosterir) gibi antibiyotiklere genellikle duyarli iken, HK-MRSA
suglar1 genellikle direnglidir. Bunun en 6nemli nedeni, hastanelerde kullanilan antibiyotikle-
rin direncli suglarin seleksiyonuna neden olmasidir. Bu ayni zamanda hangi tip SCCmec kaset
gen yapisi tasidigi ile de iliskilidir. Tip I, II ve III SCCmec kaset gen tipleri, diren¢ genlerinin
bulundugu genis J (J1, J2 ve J3) bolgelerine sahipken, tip IV SCCmec kaset gen yapisi kisa ve
basittir. $u ana kadar boyutu 20-24 kb arasinda degisen farkli SCCmec tip IV’ler bildirilmis-
tir. Yapisinin kisa olmasindan dolay: da stafilokok tiirleri arasinda kolaylikla (muhtemelen faj
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transdiiksiyonu ile) yayilabilmektedir'?. Ayrica TK-MRSA, altta yatan bir hastalig1 ya da uzun
stire hastanede yatma gibi herhangi bir risk faktorii olmayan hastalardan izole edilebilmektedir.
Ozellikle askeri birlikler, bakim evleri, atletler gibi yakin temasta bulunan bireylerde hastalik
tablosu olusturmaktadir. Cogu toplumda son zamanlarda artitk HK-MRSAlarin yerini almaya
baglamislardir’®. TK-MRSA o6zellikle ¢ocuklarda deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden
olmaktadir’®. Ancak, invazif, hizli ilerleyen, nekrotizan pnémoni, siddetli sepsis, nekrotizan fa-
siit gibi enfeksiyonlara da neden olabilmektedir. Nekrotizan pnémoni ile iliskili olan sepsisler
24-48 saat iginde oliimlere neden olmaktadir. Ayrica fulminant purpura ve disemine intravas-
kiiler koagiilasyona yol agabilirler. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde TK-MRSA suslarinin
neden oldugu 6limler bildirilmigtir'®.

TK-MRSAnin 6nemli bir 6zelligi de Panton-Valentin 16kosidin (PVL) ile birlikte bulunma-
sidir. Bu yiizden daha viriilan olarak kabul edilmektedir. PVL, 1932 yilinda deri ve yumusak
doku ile iligkili olarak lokotoksin olarak tanimlanmigtir. Daha sonra deri ve yumusak doku ile
nekrotizan pndmoni tablosuna neden olan vakalardan izole edilen metisiline duyarli S.aureus
(MSSA) suslarinda pvl geni ile iligkili olarak tanimlanmigtir. Enterotoksin stiperantijenleri ve
eksfoliyatif toksin ile kiyaslandiginda, TK-MRSA suslarinda siklikla transfer edilen toksin olarak
bulunmaktadir. Fakat nazal TK-MRSA izolatlarinda bulunmamaktadir'®. MLST ve PFGE tek-
nikleri ile bolgesel olarak yaygin olan HK-MRSA susglarinin, TK-MRSA suslarindan genetik te-
melde farkli olduklar: da ortaya ¢ikmistir. ABD’nde ¢ogu TK-MRSA susu tip-IV SCCmec kaset
gen tasiyan ST1/USA 400 ve ST8/USA 300 iken, dolasan HK-MRSA suglar1 SCCmec II tasityan
ST5/pulsotip USA 100 veya ST36/pulsotip 200 (EMRSA-16)diir. Avrupada ise ST8 (USA 300),
ST30 (okyanus klonu, USA1100) ve ST80 TK-MRSA suglarinda yayginken, HK-MRSA suslarinda
ST36/pulsotip 200 (EMRSA-16) sik olarak izole edilmektedir'”'®. Kore ve Japonyada ST5-MRSA-
IT yaygin iken, diger Asya tilkelerinde ST239 (veya ST241)-MRSA-III (veyalIIA) yaygindir’. Son
zamanlarda kabul edilen hipotez, MSSA suslarinin PVLyi kodlayan lukS-PV ve lukF-PV genle-
rinin (pvl) lizojenik faj (phiSLT) ile alinmasi, daha sonra da mecA geni tasiyan metisilin direng
kasetlerinin (SCCmec 1V, V) horizontal olarak PVL pozitif MSSA susglarina transfer olmasi ve
phiSLT bolgesinden bagka bir bolgeye integre olmasidir. Béylece MSSA suslari, PVL pozitif olan
MRSA haline gelir'®. Tiirkiyede SCCmec kaset gen ve PVL gen arastirmasina yonelik sinirli sayida
calisma mevcuttur. Tekeli ve arkadaslar1?, 134 MRSA izolatinin 109’unda (%81.3) SCCmec tip-
IIT saptamislardir. Ayrica izolatlarin 87’sinde (%64.9) PVL genini pozitif olarak bildirmisler ve
poliklonal bir yayilim oldugunu vurgulamislardir®. Ozkul ve arkadaslari®!, 55 MRSA izolatinda
PVL geni arastirmislar ve hi¢ birinde tespit edememislerdir. Anabilim Dalimizda yapilan ¢alis-
mada, SCCmec kaset genlerinin tip-I, I, III, IV, V, tiplendirilemeyen ve PVL olusumu sirasiyla;
11 (%2.8), 3 (%0.8), 316 (%82.1), 20 (%5.1), 20 (%5.1), 15 (%3.9) ve 5 (%1.3) olarak tespit edil-
mistir*?. Bu ¢aligmada, SCCmec kaset gen tip I/II/III tagiyan MRSA izolatlarinin, yogun bakim
tinitesi bulunan cerrahi kliniklerden, SCCmec kaset gen tip IV/V tasiyan izolatlara gore daha sik
olarak izole edildigi saptanmistir (*=13.560, p<0.001). Calismada ayrica, SCCmec kaset gen tip
I/II/III tagtyan MRSA izolatlarinin, esas olarak kan akim1 enfeksiyonlarina neden oldugu (%53,
p=0.014); SCCmec kaset gen tip IV/V tasiyan izolatlarin ise deri ve yumusak doku enfeksiyonla-
rindan izole edildigi goriilmiistiir (%55, p<0.001). PVL geninin ise SCCmec kaset gen tip IV/V
tastyan izolatlarin %10’unda, SCCmec kaset gen tip I/II/III tasiyan izolatlarin ise %0.3’tinde (=
25.164, p<0.001) pozitif oldugunu belirlenmistir®.

88



PANELLER

Kaynaklar

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Riley LW. Hospital Infections: Staphylococcus aureus, pp: 249-80.

In: Molecular Epidemiology of Infectious Diseases: Principles and Practices. 2004,

ASM Press, Washington DC.

Hiramatsu K, Kuroda M, Baba T, Ito T, Okuma K. Application of genomic information to
diagnosis, management and control of bacterial infections: the Staphylococcus aureus model, pp:
407-18. In: Persing DH (ed), Molecular Microbiology: Diagnostic Principles and Practice. 2004,
ASM Press, Washington DC.

Jevons MP. “Celebenin’-resistant staphylococci. Brit Med J 1961; 1:124-5.

Damkjeer Bartels M, Boye K, Rhod Larsen A, Skov R, Westh H. Rapid increase of genetically
diverse methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Copenhagen, Denmark. Emerg Infect Dis
20075 13:1533-40.

Centers for Disease Control and Prevention: Staphylococcus aureus resistant to

vancomycin - United States, 2002. MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2002;51:565-7.

Centers for Disease Control and Prevention. Public health dispatch: vancomycin-resistant.
Staphylococcus aureus — Pennsylvania, 2002. MMWR 2002; 51: 902-3.

Chambers HE. The changing epidemiology of Staphylococcus aureus?

Emerg Infect Dis 2001; 7: 178-82.

de Lencastre H, Oliveira D, Tomasz A. Antibiotic resistant Staphylococcus aureus:

a paradigm of adaptive power. Curr Opin Microbiol 2007; 10: 428-35.

Katayama Y, Ito T, Hiramatsu K. A new class of genetic element, staphylococcal cassette
chromosome mec, encodes methicillin resistance in Staphylococcus aureus.

Antimicrob Agents Chemother 2000; 44: 1549-55.

Katayama Y, Ito T, Hiramatsu K. Genetic organization of the chromosome region surrounding
mecA in clinical staphylococcal strains: role of IS431-mediated mecl deletion in expression

of resistance in mecA-carrying, low-level methicillin-resistant Staphylococcus haemolyticus.
Antimicrob Agents Chemother 2001; 45: 1955-63.

Ito T, Okuma K, Ma XX, Yuzawa H, Hiramatsu K. Insights on antibiotic resistance of
Staphylococcus aureus from its whole genome: genomic island SCC. Drug Resist Update 2003;
6: 41-52.

Zhang K, McClure JA, Elsayed S, Louie T, Conly JM. Novel multiplex

PCR assay for characterization and concomitant subtyping of staphylococcal cassette
chromosome mec types I to V in methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

J Clin Microbiol 2005; 43: 5026-33.

Ho PL, Cheung C, Mak GG, et al. Molecular epidemiology and household transmission of
community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Hong Kong.

Diagn Microbiol Infect Dis 2007; 57: 145-51.

Kilic A, Li H, Stratton CW, Tang YW. Antimicrobial susceptibility patterns and staphylococcal
cassette chromosome mec types of, as well as Panton-Valentine leukocidin occurrence among,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates from children and adults in middle Tennessee.
J Clin Microbiol 2006; 44: 4436-40.

Centers for Disease Control and Prevention. Four pediatric deaths from community-acquired
methicillin-resistant Staphylococcus aureus--Minnesota and North Dakota, 1997-1999.

JAMA 1999; 282: 1123-5.

Boyle-Vavra S, Daum RS. Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus:
the role of Panton-Valentine leukocidin. Lab Invest. 2007; 87: 3-9.

Tristan A, Bes M, Meugnier H, et al. Global distribution of Panton-Valentine leukocidin—positive
methicillin-resistant Staphylococcus aureus, 2006.

Emerg Infect Dis 2007; 13: 594-600.

Montesinos I, Delgado T, Riverol D, et al. Changes in the epidemiology of

meticillin-resistant Staphylococcus aureus associated with the emergence of

EMRSA-16 at a university hospital. ] Hosp Infect 2006; 64: 257-63.

Soo Ko K, Peck KR, Sup Oh W, Lee NY, Hiramatsu K, Song JH. Genetic differentiation of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains from Korea and Japan. Microb Drug Resist
2005; 11: 279-86.

Tekeli A, Koyuncu E, Dolapg1 I, Akan OA, Karahan ZC. 2002-2003 Yillar1 Arasinda izole Edilen
Metisilin Direngli Staphylococcus aureus Suslarinin Molekiiler Epidemiyolojisi.

4. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi. 25-28 Nisan 2006, Ankara.

Kongre Kitabi, PBP-9.

Ozkul H, Oktem IM, Gulay Z. Investigation of the presence of panton-valentin

leucocidin (PVL) in Staphylococcus aureus strains isolated from clinical samples.

Mikrobiyol Bul 2007; 41: 357-62.

89



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

22.

90

Kilic A, Uskudar Guclu A, Senses Z, Aydogan H, Basustaoglu AC. Staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec) characterization and Panton-Valentine leukocidin gene occurrence
for methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Turkey, from 2003 to 2006. International
Conference on Emerging Infectious Diseases. March 16-19, 2008.

Hyatt Regency Atlanta, GA, USA. Board 109.



PANELLER

CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS
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Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Etlik, Ankara

TARIHCE

Cryptococcus neoformans ilk kez 1894 yilinda insan patojeni olarak tanimlanmis olup, ilk
kriptokokkoz olgusu Alman hekimler Otto Buse ve Abraham Buschke tarafindan 31 yasindaki
bir kadin hastanin tibia lezyonunda tanimlanmis ve etken o zaman Saccharomyces hominis ola-
rak adlandirilmistir'. 1900’lerde C.neoformans’in bir patojen olarak tanimlandigi olgu sayilar:
giderek artmis, ancak patojenin ekolojisi ile ilgili olarak 1950’lere kadar bir gelisme saglanama-
mugtir. Onceleri hastaligin kaynaginin endojen ve gastrointestinal sistem oldugu diisiiniilmekle
birlikte, 1950de Emmons tarafindan kus ve 6zellikle giivercin digkilar ile kontamine toprakta
etkenin varliginin gosterilmesi ile ¢evresel olabilecegi ortaya ¢ikmistir. Staib ise kus yeminden
(Guizotia abyssinica tohumlar1) hazirladig1 besiyerinde mantarin melanin sentezlemesine bag-
I1 olarak kahverengi pigmentli koloniler olusturdugunu gostermis, takiben ¢ok sayida 6zgiin
besiyeri tanimlanmustir. Kriptokokkoz tedavisinde amfoterisin Bnin tedaviye girmesi de yine
1950’lerde olmustur'.

Cryptococcus neoformans’in antijenik o6zellikleri ile ilgili ¢alismalar 1930’larda baslamuis,
Evans ve arkadaglar1 A, B ve C serotiplerini tanimlamislar, serotip D ise 1960’larda tanimlana-
bilmistir'. 1980’lerde ise hem A hem D serotiplerine ait antijenik determinantlar tagiyan serotip
AD tanimlanmistir. Bu ¢aligmalar ayn1 zamanda hastaligin serolojik tanisi i¢in de zemin hazir-
lamigtar.

1970’lerde Kwon Chung, A ve D serotiplerini varyete neoformans, B ve C serotiplerini ise var-
yete gattii altinda toplamistir. Ancak, serotip A ve D’nin gerek fenotipik, gerekse genotipik (URAS5
baz dizilimi, CNRE-1 RFLP patern farkliliklar1 ve rDNA D2 bélge farkliliklar:) ve epidemiyolojik
(serotip A, AIDSlilerde yaygin, serotip D Fransa, italya ve Danimarka gibi belirli cografyalarda
sinirl) farklar gostermeleri sebebiyle serotip Anin var. grubii, serotip D’nin ise var. neoformans
olarak adlandirilmasi 6nerilmistir®. C.neoformans’in eseyli tirediginin fark edilmesi ile birlikte,
eseyli formlar1 Filobasidiella genusu altinda siniflandirilmis, mantarin epidemiyolojisi, ekolojisi
ve siniflandirilmast ile ilgili yeni bir ¢alisma alani olusmustur. 1970’lerin sonlarina dogru giderek
artan kriptokokkoz insidansi, AIDS pandemisi ile birlikte mikozlar arasinda bir “uyanan dev” ola-
rak kendisini gostermis ve 1990’larda ABD'de kriptokokkoz epidemileri tanimlanmistir®. 1990'l1
yillar ayn1 zamanda kriptokokkoz alaninda molekiiler ¢aligmalarin baslangici icin de bir déntim
noktasi olmustur. Birgok viriilans faktorii ile ilgili genlerin tanimlanmasi birbirini izlemistir. Var-
yete gattiinin ekolojik kaynag: olarak okaliptus agaclarinin (6zellikle Eucalyptus camaldulensis)
tanimlanmasindan sonra varyete, ekoloji ve patogenez arasindaki iliskiler tizerindeki yogunlagma-
lar gerceklesmistir®. Sadece C.neoformans ve kriptokokkoz tizerine 1989 yilindan beri uluslararasi
katilimli kongreler diizenlenmekte olup, bu kongrelerin yedincisi 11-14 Eyliil 2008 tarihleri ara-
sinda Japonyada gerceklestirilecektir.
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MiKROBIYOLOJiK OZELLIKLER

Kapsiil

Cryptococcus neoformansin tig temel viriilans faktoriinden birisi olan polisakkarit yapisindaki kapsii-
liin kalinlig, kokene ve kiiltiir sartlarina bagl olarak degisiklik gostermekle birlikte, genellikle 4-10 pmdir.
Ancak 5-80 um kalinlikta olan kapsiiller de bildirilmistir. Kapsiil kalinhigi muhtemelen yiiksek karbon-
dioksit konsantrasyonuna bagli olarak dokuda in vitro kiiltiir sartlarindan daha kalindir. Kapsiil yapilar:
varyeteler arasinda farklihiklar gosterir. Kapstiliin temel polisakkaridi glukronoksilomannan yapisinda-
dir®. Kapsiil, mantarin dis ortamda canl kalmasini saglamasinin yani sira, hem mantarin yiizey yapilarin
maskelemesi hem de fagositik hiicreler icin reseptérler tasimamasi nedeniyle antifagositik 6zellikler de
saglar. Kapstll, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella spp. ve Trichosporon beigelii ile antijenik benzerlikler
gosterir. Ozellikle T beigelii, lateks antijen testinde en 6nemli yalanci pozitiflik nedenidir. Birgok viriilans

faktortinden diger iki 6nemli viriilans faktori ise 37°Cde tireyebilme ve melanin sentezidir.

Eseyli sekiller

Cryptococcus neoformans konakta ve muhtemelen dogada anamorfik sekilde iirerken, zayif besiyeri
ortaminda (V-juice, ot tohumu agar gibi) eseyli (teleomorfik) sekiller ortaya ¢ikar. C.neoformans‘in
teleomorfik sekli basidiosporlar olusturur. Varyetelerin anamorfik sekilleri (maya formu) ayni iken te-
leomorfik sekiller farkliliklar gosterir; var. neoformans’in basidiosporlari kiiresel, elips veya silindir sek-
linde ve duvarlari ince piirtiiklii iken, var. gattiinin basil seklinde ve diizgiin duvarlidir. Varyete neofor-
mans ve var. grubiinin eseyli formu Filobasidiella neoformans, var. gattiinin eseyli sekli ise Ebacillispora
olarak adlandirilir. Varyeteler arasinda eseyli iireme goriilmesi taksonomik agidan varyetelerin yete-
rince farkli olmadiklarini gosterir. Bundan dolay: eseyli sekiller de tiir olarak degil varyeteler seklinde,
Eneoformans var. neoformans ve Fneoformans var. bacillispora olarak isimlendirilir.

Cryptococcus neoformans kokenlerinin yaklagik tigte ikisi haploid ve heterotallik olup, eseyli {ire-
me MATa ve MATa allelleri tarafindan kontrol edilir. Klinik ve gevresel 6rneklerin %90 inda a eseyli
(MATa) sekli bulunur®. Bu lokuslarda feromon ve feromon reseptor genleri bulunmaktadir. MATa
lokusuna sahip kokenlerin enfeksiy6z basidiosporlar ve vejetatif hifler olusturabildikleri ve A ve D
serotipleri i¢in daha viriilan olduklar: gortlmistiir’. Varyete gattii igin eseyler arasinda viriilans farki
bildirilmemigtir. Varyeteler arasinda egeyli ireme sonucunda AD gibi hibrid formlar olusur ve bu
formlarin sporlari genellikle kisirdir. Tiirkiyede yapilan bir ¢alismada incelenmis olan 26 var. neofor-
mans (serotip A veya D) kokeninin 20’si MATa (17 AMATa, 3 DMATa) olarak saptanirken, dordii
DMATa ve biri de aoa (AMATa/ DMATa) olarak tiplendirilmistir. Bir koken ise tiplendirilememistir®.
AMATa tipi oldukg¢a nadir olup, yaklasik 1500 serotip A kokeninde sadece iki tane gibi sinirh sayida
bildirim bulunmaktadur®.

Ureme ozellikleri

Cryptococcus neoformans birgok genel amagcl mantar besiyerinde iireyebilir. Uremesi icin oksijen
onemli bir gerekliliktir ve kan kiiltiir siselerine hidrojen peroksit eklenmesi muhtemelen bu sebeple
soyutlanma oranini artirir. 37°C'de tireyebilmekle birlikte daha yiiksek sicakliklara toleransi zayftir.
Giines 15181 ve UV canliliklarini yitirmelerine neden olur. Nemin diigiikliigii tiremelerini olumsuz et-
kilemekle birlikte, giines 1s181na dogrudan maruz kalmamis kurumus giivercin digkisinda bir yildan
fazla canli kalabilmektedir. Canavanine-glycine-bromothymol blue (CGB) agar besiyerinde var. gat-
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tii kokenleri I-canavaninee direngli olmalar1 nedeniyle tirerler ve glisinden alkali @iriinler olusturarak

mavi yesil renk meydana ¢ikarmalar ile var. neoformansdan ayirt edilebilirler™.

Melanin iiretimi

Cryptococcus neoformans sahip oldugu fenol oksidaz aktivitesi sayesinde difenolik bilesiklerden
ve santral sinir sisteminde yaygin olarak bulunan dopa, dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi ka-
tekolaminlerden melanin sentezleme yetenegine sahiptir. Melanin, mantarin giines kaynakl: radyas-
yona, ¢evresel ve fagositler i¢indeki oksidanlara dayanabilmesini saglar''. Fenol oksidaz, ilave olarak

mantarin ¢liriimiis odunda yagayabilmesi i¢in odunun yikilmasinda da gorev almaktadir.

EKOLOJi

Diinyanin her yerinden kriptokokkoz olgulari bildirilmektedir ve birgok farkli ¢evresel odaklar-
da kriptokoklarin yasamlarini siirdiirebildikleri goriilmektedir. Varyete neoformans iklimsel farkli-
lik gostermeksizin tiim diinyada yaygin olarak bulunur ve ¢oklukla giivercin olmak tizere 6zellikle
kanatl giktilar: ile iligkilidir. Ayrica daha az oranda ¢liriimiis aga¢ boliimlerinden soyutlandig: da
bildirilmistir. Buna karsilik, var. gattii tropikal ve subtropikal iklim bolgelerinde siktir ve okalip-
tiis agaclar ile ve ozellikle Avustralyada bu agaclarda yasamlarini stirdiiren koalalar ile iligkilidir'2
Ancak, bu tropikal/subtropikal bolgeler disindaki okaliptiis agaglarindan var. gattii soyutlanmasina
iliskin gtivenilir verilerin olmamasi ve aksine tropikal/subtropikal bolgelerde okaliptiis agaglar1 dist
kaynaklardan bildirilen olgularin varligs, iklimsel faktorleri 6n plana ¢ikarmaktadir. Kanath diskila-
rinin igindeki yiiksek kreatinin miktarinin, C.neoformans igin bir azot kaynag olarak islev gérdigi
bilinmektedir. Bu kaynag: tiim varyetelerin de kullanabilmesine karsin var. gattiinin digkilarda bu-
lunmamasi ise metabolik farkliliklara baglanmaktadir. Bu konuda bir agiklamaya gore; var. gattiide
kreatinin deiminaz enzimi, azot metabolizmas iiriinii olan amonyak tarafindan inhibe edilmedi-
ginden, disk: siire gectikge alkali hale gelmekte ve mantarin 6lmesine neden olmaktadir. Varyete

neoformansda ise enzimatik inhibisyon olmaktadir".

EPIDEMiYOLOJi VE KLiNiK GORUNUM

Diger birgok mantar enfeksiyonu gibi kriptokokkozun da insandan insana ge¢medigi kabul edi-
lir. C.neoformans genellikle maya veya basidiosporlarin inhalasyonu sonucunda konaga bulastiktan
sonra sahip oldugu viriilans faktorleri, inokuliim sayist ve konagin immiinolojik durumuna bagl
olarak konakta tiremesini stirdiirerek enfeksiyon tablosuna neden olur. Hem saglam hem de immiin
yetersiz kisilerde hastalik yapabilme yetenegindedir. Genellikle sporadik olgular seklinde goriiliir.
HIV pandemisi ile birlikte artan kriptokokkoz prevalansi, bu hasta grubunda ABD igin %5-10, Af-
rika kitast icin ise %5-30 araligindadir. Ug varyetesinden, var. grubii (serotip A) klinik etken olarak
en sik soyutlanan varyetedir; tiim diinyada yaygin olarak bulunur ve ¢ogunlugu itibariyle AIDS’li
hastalardan soyutlanir. Buna karin, var. neoformans (serotip D) Fransa, Italya ve Danimarka gibi
belirli cografyalarda sinirli olarak bildirilmistir. Bu iki varyete, firsat¢1 patojen olarak kabul edilir.
Buna karsilik, var. gattii AIDS’li hastalarda nadiren yaygin enfeksiyonlara neden olur, ancak saglam
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bireylerde de enfeksiyon yaptig1 i¢in primer patojen olarak kabul edilir. Serotip B ise serotip Cden
daha sik soyutlanmaktadir. Mortalite orani var. gattii disindaki kriptokokkoz olgularinda daha siktir.
Kolonizasyon ile invazif hastalik arasindaki iliski ve risk bilinmemektedir. Ancak, saglikli insanlar-
dan soyutlanmast ile ilgili bildirimler nadirdir ve genellikle gecici olarak kabul edilir'*. Ayrica, A ve D
serotiplerinin temel ekolojik kaynagi olan giivercinlerde yaygin enfeksiyon gelismedigi gibi, giivercin
besleyenlerde de seropozitiflik gerceklesse bile tablo asemptomatik veya latent seyretmektedir. Krip-
tokokkozun hem bir latent enfeksiyonun alevlenmesi ile hem de bir dis kaynaktan yeni alinmasina
bagli olarak ortaya ciktigini gosteren genetik calismalar da mevcuttur. Varyete gattii enfeksiyonla-
rinin ise okaliptiis agaglarinin ciceklenme déneminde basidiosporlar ile kontamine olmus otlar ile
bulastig1 fikri mevcuttur. Kabul goren goriise gore, cevresel kaynak olarak giivercin digkilarinin krip-

tokokkoz olusumu igin risk olusturdugu, ancak kesin bir neden olamayacag: ifade edilmektedir.

MOLEKULER BiYOLOJi

Kapsiil varligi nedeniyle diger mantarlarda kullanilan bazi enzimler kriptokoklardan sferoplast
elde etmede basarisiz bulunmustur. Uygun olan enzimler Novozyme 234, Trichoderma harzianumdan
elde edilen litik enzim ve mureinaz olup, 6zellikle iremenin orta ve ge¢ logaritmik evrelerinde bu
basamagin uygulanmasi DNA elde edilmesinin verimini artirmaktadir. Kapstiler polisakkaritin yete-
rince uzaklagtirilamadig niikleik asit izolasyonlar: rutin PCR uygulamalari ve ¢cogu restriksiyon en-
zim kesileri icin genellikle sorun olusturmazken, ligasyon ¢aligmalar1 ve bazi restriksiyon enzimleri
i¢in ilave polisakkarit uzaklastirma ¢aligmalar1 gerekli olmaktadir'.

Cryptococcus neoformansda intronik boliimler ve allelik varyasyonlar sik gozlenir. Varyasyonla-
rin genellikle intronlarda tiglincii kodon pozisyonunda ortaya ¢ikan baz degisiklikleri seklinde olma-
s1nedeniyle, aminoasit dizilimi etkilenmez. Varyete gattii ile diger varyeteler arasinda genomun mo-
lekiiler ozellikleri agisindan da farkliliklar goritnmektedir. Ornegin, en kiigitk kromozomun boyutu
var. gattii i¢in 400-700 kb iken, digerlerinde yaklagik 770 kbdir. Ortalama kromozom sayist da daha
az olup, 13 yerine 12 olarak saptanmigtir. Bununla birlikte, ortalama genom biiyiikliigii 23 Mb olup,
kromozom sayilar1 da 8-13 arasinda degiskenlik gosterir. Yine var. gattiide genlerin kromozomlar

tizerindeki yerlesimi daha polimorfiktir'.

MOLEKULER EPIDEMiYOLOJi

Cryptococcus neoformans’in molekiiler tiplendirilmesinde multilocus enzim elektroforezi, PFGE
(Pulsed-field jel elektroforezi) ile elektroforetik karyotiplendirme, RFLP (restriction fragment length
polymorphism), hibridizasyona dayanan gesitli DNA parmak izi ¢aligmalari, mitokondrial DNA
problart ile tiplendirme, mikrosatellit incelemeleri ve RAPD (random amplified polymorphic DNA)
gibi bircok yontem denenmistir. Tekrarlayici genomik eleman olan CNRE-1 (C.neoformans repete-
tive element) siklikla kullanilan bir prob olup, bazi kdkenlerde en az yedi farkli kromozom iizerinde
bulunabilmektedir. Bunun disinda URA genini igeren UT-4p probu, mikrosatellit gen bolgelerine
yonelik olarak tasarlanmis (GT),, (GTG),, (GATA), ve (GACA), gibi birgok prob RFLP analizlerinde
kullanilmistir. Tekrarlayan elemanlara yonelik primerler ile gerceklestirilmis basarili DNA parmak
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izi caligmalar1 ve 6-10 niikleotidlik rasgele se¢ilmis primerler ile gerceklestirilmis RAPD ¢aligmalar:
da mevcuttur. URA5 geni baz dizisinin kiyaslanmasi epidemiyolojik olarak sik kullanilan bir diger
yontemdir. Farkli yontemler kullanilmis olsa da, ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu var. neoformans ve
grubii igin biiyiik bir heterojenite gostermektedir. PFGE CHEF sistemi ile yapilan karyotipik ¢a-
ligmalar, var. gattiinin ¢evresel kokenlerinin klonal patern gosterdigini, diger varyetelerin ise hem
gevresel hem de klinik kokenlerinde yiiksek diizeyde karyotipik heterojenitenin gézlendigini ortaya
koymustur'®. Tirkiye'nin farkli bolgelerinden soyutlanmis 26 C.neoformans var. neoformans/grubii

kokeninin 24 farkl karyotipik paternde toplanmis olmasi da bu bulgu ile uyumludur®.
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iNSAN PAPILLOMAVIRUSLARI

Y. Dog. Dr. Kenan SENER
GATA Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly,
Viroloji Bilim Dali, Ankara.

Insan sigillerinin viral dzellikleri ilk defa 1907'de tanimlanmus; ilk papillomavirus 1933'de
Richard Shope tarafindan tavsanlardan izole edilmistir. Bu kadar erken tanimlanmis olmalarina
ragmen insan papillomaviruslar1 (HPV) ile ilgili genis ¢apli ¢aligmalar 1970’lerde baslayan ileri
molekiiler viroloji gelismelerine kadar beklemistir. Bu nedenle de giiniimiize kadar HPV’nin in
vitro replikasyonu yapilmamistir. Bugiinkii bilgilerimizin ¢ogu sigir papillomaviruslarindan elde
edilmistir.

Yapu: Papilloma viruslar kii¢iik, zarfsiz, ikozahedral simetrili, yaklagik 52-55 nm ¢apinda par-
tikiillerdir. Kapsidi, tiggenlesme katsayis1 T=7 olan 60 hekzon, 12 penton olmak {izere toplam 72
kapsomerden olusmaktadir. Biri major (L1 geni tarafindan kodlanan), biri minér (L2) olmak tizere
iki kapsid proteini vardir. Papillomaviruslarin genomu ¢embersel, ¢ift zincirli, yaklagik 8 kbp biiytik-
lagiindedir ve kromatinlerdekine benzer sekilde hiicresel histonlarla iliskilidir.

Isimlendirme: Gegmiste polyomaviruslar ile birlikte Papovavirideae ailesinde oldugu kabul edil-
mekteydi. Glintimiizde ise bu viruslarin iki ayr1 aile oldugu sonucuna varilmstir. Papillomavirus
ailesi (Papillomavirideae) Uluslararas1 Virus Taksonomi Konseyi (International Council on Taxo-
nomy of Viruses-ICTV) tarafindan resmen onaylanmustir. Papillomaviruslar igin kisaltma olarak PV
harfleri kullanilir. Giintimiizde Papillomavirus Referans Merkezi (Heidelberg/Almanya) yeni bulu-
nan tipleri onaylamaktadir. Bunun i¢in kriter, izolatlarin L1 geninin %10 iizerinde niikleotid dizi
farklilig1 gostermesidir. Eger bu dizi farklilig1 %2-10 arasinda ise bu izolatlar “subtip-alttip” olarak
ifade edilmektedir. %2'den daha az farklilik varsa bunlar “varyant” olarak kabul edilmektedir. Buna
gore daha 6nce alttip olarak nitelendirilen bazi izolatlarin (HPV-6a, HPV-6b, HPV-6¢ gibi) aslinda
alttip degil varyant oldugu, daha ilginci eskiden ayr1 birer tip olarak kabul edilen HPV 46, HPV 55 ve
HPV 64’tin de sirastyla HPV 20, HPV 44 ve HPV 34’tin alttipleri oldugu gosterilmistir.

HPV-Kanser Iliskisi: Papillomavirus cilt ve mukozanin skuaméz epitelinde kronik bir enfeksiyon
olusturur. Bu enfeksiyonun olusabilmesi i¢in virusun uzun siire proliferasyon kapasitesi olan epitel-
yal hiicreleri enfekte etmesi gerekir. Virusun bazal tabakaya ulagmasy, iist tabakada meydana gelen
bir mikrotravma sonrasi gerceklesir. Genital HPV’nin bulagmasi da, duyarl kisilerde cinsel birlesme
esnasinda benzer mekanizmayla olur. Genital HPV tipleri genital bolgede cildi, vajina veya serviksi
enfekte edebilir.

Yiiksek dereceli displazilerde, 6zellikle E6 ve E7 olmak tizere sinirli sayida ORF eksprese olur
ve bu ekspresyon bazalde gerceklesir. Diisiik diizeylerde eksprese oldugunda E6 proteinini nicelik-
sel olarak dlgmek zordur. Iki gen de tek bir promoterden eksprese olur, ekspresyon diizeylerindeki
farklilik ise farkli “splicing” paterninden kaynaklanir. Buna bagl olarak yiiksek dereceli hastalik
gelisimi E7 tiretimi yontindeki bir “splicing” paterni ile iligkili olabilir. Baz1 dolayl1 kanitlara gore,
erken lezyonlarda, E7 diizeyi E6'dan ¢ok daha sinirlidir. E6 ve E7 pek ¢ok genin ekspresyonunu
regiile eder. Uzun stireli enfeksiyon esnasinda, bu iki gen en 6nemli rolii tstlenir; ¢coklu mekaniz-
malarla bir seri patojenik degisikligi adeta bir orkestra gibi yonlendirerek ytiksek dereceli displazi
ve kanser gelisimine yol agar.
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HPV DNAsmin hiicre kromozomuna integrasyonu, non-homolog rekombinasyon yoluyla, E6/
E7’nin yliksek ekspresyonuna neden olur ve bunun ¢ok ciddi lezyonlarla iliskisi vardir. Bir caligmada
155 ornekten normal ve CIN2 lezyonlarin hig birisinde integrasyon goriilmezken CIN2 lezyonla-
rin %5’inde, CIN3 lezyonlarin %16’sinda ve invazif kanserlerin %87’sinde integrasyon saptanmustir.
Diger ¢alismalara gore CIN3 lezyonlarda daha yiiksek oranlarda integrasyon goriilmektedir. Viral
DNA integrasyonu genom boyunca pek ¢ok bdlgede goriilebilir. Fakat 6zellikle de genomun kirilgan
bolgelerinde bulunur. Cogu timor hiicresi E6/E7 eksprese eder.

Viral DNA integrasyonu karakteristik olarak viral genomun genis segmentinin delesyonu ve LCR
ile birlesik bolgeden itibaren “downstream” dizilerin transkripsiyonu ile iligkilidir. E6 ve E7 ORFleri
de integre viral DNAda bozulmadan kalir. Viral E1 ve E2 genlerinin bozulmasi, E6 ve E7’nin yiiksek
diizeyde transkripsiyonuna izin verir. Integrasyon bélgesinin yakinindaki hiicresel promoter ele-
mentleri de viral gen ekspresyonunun artisina katkida bulunurlar.

Viral DNA integrasyonu ¢ogu timor hiicresinde veya HPV-18 ve HPV-16 tasiyan timor
kokenli hiicre serilerinde goriiliir. Ancak bazi HPV-16 tiimorlerinde ve hiicre serilerinde viral
DNA epizomal olarak kalmaktadir. Servikal kanserlerden koken alan ¢ogu hiicre serilerinde
HPV-16 veya HPV-18'den birine ait HPV DNA’s1 vardir. Bunlar E6 ve E7’yi stirekli eksprese eder.
Bu durum virusun canliligini korumasi ve ¢ogalabilmesi i¢in gereklidir. E6 ve E7 proteinlerinin
pek ¢ok fonksiyonu ve biyolojik 6zelliklere katk: saglayan bir ¢ok biyokimyasal 6zelligi vardir.
Ancak tiim bunlarin yaninda E6’nin p53, E7’nin ise pRb inaktivasyonu bu proteinlerin ana 6zel-
likleridir. Servikal ve anal kanserlerden koken alan HPV-16 ve HPV-18 pozitif hiicre serilerinde,
p53 ve pRb’nin “wild” tipleri bulunurken HPV negatif, timoér kokenli hiicre serilerinde bunlarin
mutant formlar: vardir. Displazi ve kanserlerin bir diger 6zelligi de, ¢ogu hiicrelerin E7’ye bagh
pRb inaktivasyonuna bir tepki olarak p16 eksprese etmeleridir. Birden fazla viral DNA integras-
yon boélgesi oldugunda, viral gen ekspresyonu, diger bolgelerin motivasyonuyla tek bir bolgede
baskin olur.

Viral DNA integrasyonu éncesinde sentrozom anomalileri ve andploidi gelisimi iki 6nemli pato-
lojik stireg olarak karsimiza ¢ikar ki, bunlar muhtemelen viral DNA integrasyonuna katkida bulunur.
Yiiksek riskli HPV tipleri, anormal sentrozom duplikasyonunu indiikler ve buna baglh olarak geno-
mik instabilite ve andploidi goriliir. Bu mitotik olayin kontrolden ¢ikmasinin E6 ve E7’ye bagli oldu-
gu goriilmektedir; 6zellikle E7 bu etkiden en fazla sorumludur. Anéploidi ve viral DNA integrasyonu
sikligimin karsilagtirildig: bir calismada, her ikisinin de displazinin artisiyla iliskili oldugu belirlen-
mistir. Viral DNA integrasyonu olan lezyonlarin %95’inde (19/20) anéploidi goriiliirken, anoploidi
goriilen lezyonlarin sadece %59’unda (19/32) viral DNA integrasyonu saptanmistir. Sonug olarak
kontrol dis1 viral onkogen ekspresyonu, viral DNA integrasyonunu takiben kromozomal instabilite
ve anoploidizasyon ile sonuglanir.

Kanserle iligkili olarak HPV’ye bagl bir diger onemli etki telomeraz aktivasyonudur. Insan ke-
ratinositlerinde éncelikle E6, biyiik dl¢lide p53’ten bagimsiz bir mekanizmayla bu aktivasyonu in-
diikler. Her ne kadar yapilan ¢alismalar servikal kanser patogenezinde E6 ve E7’nin merkezi roliinii
ortaya koysa da, E5 geni de patogeneze katkida bulunmaktadir. Yiiksek diizeyde EGF-R ekspresyonu
ve buna bagl olusan ErbB4 proteini ile E5 proteini iliskili bulunmustur ki, bu proteinlerin transfor-
me hiicrelerle koopere oldugu gosterilmistir.

Epidemiyoloji: Insan papillomaviruslarin, sigil olusturmalarinin yani sira cinsel yolla bulagan
ajanlar oldugu cok iyi bilinmektedir ve bir¢ok invazif servikal kanserin veya iligkili prekanseréz lez-
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yonlarin gelisiminde bu viruslarin rolii vardir. Bu nedenle bu sunumda 6zellikle servikal kanser epi-
demiyolojisi tizerinde durulacaktir. Bugiine kadar servikal kanser riski faklilik gosteren pek cok HPV
tipi belirlenmistir. Insanlarda anogenital bolgede enfeksiyona neden olabilen 40’in iizerinde HPV
tipi vardir. Farkl iilkelerde yapilan vaka-kontrol ¢alismalarinin sonuglarina gore, servikal kanser
gelisiminde rol oynayan 15 yiiksek riskli, 3 muhtemel ytiksek riskli, 12 diisiik riskli ve 3 risk diizeyi
belirlenememis HPV tipi ortaya konmustur.

Insan papillomaviruslarinin neden oldugu enfeksiyonlar arasinda en énemli yere sahip olan
stiphesiz genital HPV enfeksiyonlaridir ve bunun da cinsel yonden aktif ve giivenli cinsel yasa-
mi1 olmayan bireylerde gériilme olasilig1 yiiksektir. Yapilan galigmalara gére, kadinlar arasinda
HPV enfeksiyonlar: prevalansinin %2-44 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Prevalansin bu
sekilde genis bir aralikta bulunmasi ise, incelenen popiilasyonlarin yas gruplarindaki farkliliga
ve HPV enfeksiyonunun saptanmasinda kullanilan DNA yonteminin duyarliligina bagl olarak
agiklanmaktadir. DNA temelli testlere ilave olarak HPV kapsid antijenlerine kars: tipe 6zgiil
antikorlarin kullanildig: testler de degerlendirmeye alindiginda cinsel yonden aktif kadinlarin
¢ogu (>%50) herhangi bir zamanda bir veya daha fazla HPV tipi ile enfekte olmaktadir. ABD’nde
yas ortalamas1 25 olan kisiler arasinda yapilan bir caligmada, yiiksek risk HPV enfeksiyon pre-
valans1 %27.4 olarak bulunmustur. Farkli zamanlarda farkli arastiricilar tarafindan ABD ve
Kanada’li bayan tiniversite 6grencileri arasinda yapilan ¢alismalarda da benzer bir prevalans
goriilmiistiir. skogyada yapilan bir ¢alismada ise, yas ortalamasi 36.6 olan kadinlardan alinan
rutin servikal 6rneklerde PCR ile HPV-DNA pozitifligi yaklasik %20.5 olarak bulunmus ve bun-
larin da %15.7’sinin yiiksek riskli tipler oldugu goriilmustiir. Sitolojisi normal olan kadinlar
arasinda en sik goriilen tipin HPV-16 oldugu ve bu tipin servikal kanserlerinde de en sik goriilen
tip oldugu bildirilmektedir.

Diinyadaki kanser olgularinin dagilimina bakildiginda, kadin kanserleri arasinda serviks
kanseri meme kanserlerinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'niin 2006
yili verilerine dayanarak tiim diinyada 510.000 yeni serviks kanseri olgusunun tani aldig1 ve
288.000 olgunun da serviks kanserinden 6ldigii bildirilmektedir. Bu olgularin %80’i gelismekte
olan iilkelerde goriilmektedir. Amerikan Kanser Derneginin 2007 yilindaki yayinina gore, ser-
vikal sitoloji ve taramalara giderek daha fazla 6nem verilmesiyle, invazif serviks kanseri belirgin
olarak azalmistir. Bu dernegin verilerine gore ABD’de 2006 yilinda 9.710 yeni olgu bildirilmis,
buna karsin 3.700 olgu serviks kanserinden 6lmiistiir. Avrupada, bat1 ve dogu Avrupa arasinda
serviks kanser insidansi farklilik géstermektedir. Bati Avrupada her yil yaklagik 13.000 yeni
olgu serviks kanseri tanisi alirken, dogu Avrupada yeni olgu sayist yillik yaklagik 31.000°dir.
Batida 6.000 kisi serviks kanserinden oliirken, doguda bu say1 17.000% ¢ikmaktadir. Diinyada
serviks kanseri goriilme oranlari en yitksek Zimbabwe, Brezilya, Peruda 100.000de sirasiyla 67,
64 ve 53 iken, en diisiik goriilme oranlar1 Israil, italya ve Cinde 100.000'de sirasiyla 2.9, 2.7 ve
2.6 olarak bildirilmektedir. Ulkemizde ise Saglik Bakanligrnin 2002 verilerine gore sekiz ilde
(Ankara, Antalya, Eskisehir, Edirne, Erzurum, Izmir, Samsun, Trabzon) toplumun %20’sini kap-
sayacak ¢alismanin sonuglar: olarak, serviks kanseri insidansi 100.000de 3.96d1r. Yine Saglik
Bakanligrnin 2000 yil1 verilerine gore iilkemizde serviks kanseri tiim kanserler arasinda altinci
sirada yer almaktadir. Ulkemizde HPV ile ilgili yapilan diger ¢alismalardan bazilar: ise Tablo
I'de 6zetlenmistir.
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Tablo 1.

Ulkemizde Yapilmis HPV ile flgili Calismalar

PANELLER

Aragtiric1 (Yil)

Olgu sayis1 (ozellik)

Sonug

Agagfidan A (2001)

420 (pap-smear testinde atipik degisiklik
goriilenlerde)

916.9 yiiksek-riskli HPV; %3.3 diistik-riskli
HPV

Agacfidan A (2001)

179 (asemptomatik olgular)

%6.1 yiiksek-riskli HPV; %5 diistik-riskli HPV

Aktepe OC (2003)

502 (genital akinti+servikal lezyonu olanlar)

HPV DNA (-); CIN (-)

Altuglu I (2002)

148 (endoservisitli hastalar)

9%5.4 HPV DNA (+)

Bozday1 G (2003)

96 (kolposkopide lezyon goriilen hastalar)

3 hastada HPV-18, 6 hastada HPV-16

Bulut Y (2007)

50 (ASCUS ornekleri)

25 6rnekte HPV (+) = 19'u tip 18, 13ii tip
16, 7’si tip 18+16; HPV (+)’ligi ile IL-10 1082
polimorfizmi arasinda iliski bulunamamus.

Dede M (2007)
-GATA-

132 (vaginal kondillomlu hastalar)

%63.6 HPV-6; %15.2 HPV-6 + HPV-11; %9
HPV-11; %12.2 tiplendirilemeyen

Eren H (2007)

61 (servikste prekanseroz lezyonu olanlar)

%45.9 HPV DNA (+); en sik karsilagilan tipler
51, 52, 53, 56, 58, 59

Ergiinay K (2007)

35 (atipik servikal siiriintii 6rnegi)

%80 HPV DNA (+)=> %78.6 yiiksek-riskli
HPV; %7.1 orta-riskli HPV; %14.3 diigiik-
riskli HPV

Erol D (2007)

100 (gastrointestinal timor dokularr) + 106
(timore komsu normal dokular)

Tiumor dokularinda %41 HPV DNA (+) > 8
ornekte tip 16, 3 ornekte tip 18, 5 6rnekte tip 33.
Normal dokularda %31.1 HPV (+)

Gokahmetoglu S (2003)

100 (smear ve servikal siiriintii 6rnekleri )

93 normal hastadan 7’sinde, disiik grade CIN
olan 4 hastadan birinde, yiiksek grade CIN
olan 3 hastanin 3’inde HPV (+)

Guney A (1996)

20 benign 19 malign prostat dokusu (in situ
hibridizasyon ve Digene Hybride Capture)

Benign prostat dokularinin birinde, malign
olanlarin 3’tinde HPV (+)

Giiney Al (1997)

21 (gebelerin servikal 6rnekleri) + 20 (parafin
bloga gomiilmiis biyopsi 6rnekleri)

Gebelerin 2’sinde HPV DNA (+)
Biyopsi 6rneklerinde = %30 in situ
hibridizasyon ile; %45 PCR ile pozitiflik

Karaoglu D. (1996)

33 (CIN tanis alanlar)

%54.5 HPV-16, %45.4 HPV-18

Korkmaz E (2007)

75 (st solunum yollar1 malignitesi olan hasta
dokular1)

%146 HPV-16, %10.6 HPV-18, bir olguda
tip 16 + 18 birlikteligi, HPV 31 ve 33 ise
belirlenememis

Midilli K (2003)

144 (saglhkli kadinlar)

%6.95 orta/yiiksek-riskli HPV;
%6.25 diisiik-riskli HPV genotipleri

HPV (+) 2 %4.2 CIN [; %14.8 CIN II; %45

Onan MA (2005) 94 (CIN tanisi alanlar) CIN 1T

Ozcelik B (2003) 230 (dusiik risk grubunda-Digene Hybride <45 yas > %5.9; >45 yas 2> %7.7 HPV DNA
Capture) (+)

Outiirk S (2004) 206 (servikal stirintii-Digene Hybride %4-9 HPV DNA (+)

Capture)

Sapmaz E (2002)

40 hasta (CIN tanis1 konulanlar) + 40 kontrol
(normal servikal bulgusu olanlar)

13 hastada tip 16, 2 hastada tip 18; 2 olguda
tip 16; 1 olguda tip 18 pozitifligi

Unsal A (2001)

44 enfekte kadinin erkek partnerleri
(kondillomlu hastalarda)

44 erkegin %57’sinde HPV DNA (+)
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Genital enfeksiyonlar arasinda HPV’nin rolii giderek artmaktadir. Burada bir diger 6nemli
konu da HPV’ye bagli olarak gelisen genital sigillerdir. ABD’nde genital sigil nedeniyle doktora
bagvuran olgularin sayisi her yil artarak yillik ortalama 70.000den 360.000°e ¢ikmigtir. HPV diin-
yada kadinlarda goriilen cinsel yolla bulasan en yaygin virustur. Burada temel risk faktori, seksiiel
partner sayis1 olarak gosterilmektedir. Serviks kanseri, CIN ve HPV enfeksiyonu ile ilgili tim risk
faktorleri aynidir. Sekstiel partner sayisinin fazlaligi disindaki diger risk faktorleri ise erken yasta
baslanan cinsel iligki, sigara i¢imi, fazla dogum yapmis olmak, diisiik sosyoekonomik durum, irk
ve oral kontraseptif kullanimidir. Sigara icenlerde, igmeyenlere gore akciger kanserine yakalanma
riski 8 kat daha fazladir. HPV ile serviks kanseri arasindaki iliskide ise bu oranin daha fazla oldugu
gorilmistiir. Gintimiizde enfeksiyon kokenli oldugu bilinen tiim solid timérlerin %5.2’si HPV
tarafindan olusturulmaktadir. Bu oran mide kanseri etiyolojisinde rol oynadig: bilinen Helicobac-
ter pylori'ninki kadar yiiksektir.

Giiniimiizde HPV enfeksiyonunun bazi yardime faktorlerin etkisiyle kansere yol agtigi kabul
edilmektedir. Tium serviks kanserleri %99.7 oraninda HPV DNA's:1 igerir. Deri ve mukozalarda tespit
edilen bu virusun 200den fazla tipi vardir ve bunlarin 40'dan fazlasi anogenital epitelde goriiliir. Bun-
larin da bir kismu genital sigillerden diger bir kismi da bu bélgenin kanserlerinden sorumludur.

Diisiik risk grubu (DR-HPV): Anogenital HPV tiplerinden 6, 11, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 62 ve 66 dii-
stik “grade”li servikal lezyonlarda bulunur. D1s genital kondillomlarinda en sik karsilasilan tipler 6 ve
11dir. Bu tipler %15 oraninda CIN1de de goriilebilmektedir. HPV 42, 43 ve 44 ise daha ¢ok serviks,
vulva ve penisin diisiik “grade’li veya benign lezyonlarinda tespit edilir. Tiim bu HPV tiplerinin E6 ve
E7 bolge proteinleri, p53 ve pRB timor siipresor genlere ¢cok zayif baglanabilmekte ve sonug olarak
keratinositleri 6liimsiiz hale getirmektedir. Ayrica bu HPV tipleri DNAlarini konak hiicre genomuna
entegre edememekte ¢cogu zaman epizomal olarak kalmaktadur.

Yiiksek risk grubu (YR-HPV): Bu gruba dahil edilen tipler 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73, 82dir. Ug HPV tipi 26, 53, 66 ise olas: yiiksek riskli grubu olusturur. fleri evre CIN ve
servikal kanserde en sik goriilen tip HPV-16 olup, skuamoz hiicreli kanserde %50, adenokanserde
%30 oraninda gorilir. CIN ve servikal kanserde birbirine yakin olaylarda tespit edilebilen HPV-
16’ya vulva, vagina, penis ve aniis intraepitelyal neoplazilerinde hatta penis ve vulvanin ‘Bawenoid
papiillozis’ lezyonunda dahi rastlanabilmektedir. Tiim bunlarin yani sira diisiik “grade”li ve benign
servikal lezyonlarda da %30 oraninda goriilebilmektedir.

HPV-18ise tip 16'n1n tersine CIN olgularinda %5 gibi diisiik oranda, invazif servikal kanserde ise
ikinci siklikta (%22-25) gériiliir. Adenokanserlerde ise tip 16dan daha fazla rastlanilmaktadur. invazif
olgularda ¢ok sik goriilmesine ragmen, CIN’lerde az goriilityor olmasi, bu tipin ¢ok invazif olmasi ve
prekiirsor lezyonlar: ¢ok hizli gecerek invazyona ilerledigini diisindiirmektedir. Yapilan ¢aligmalar-
da HPV-18’in in vitro ortamda daha erken tiimor olusumuna neden oldugu, HPV-18 iceren kanserli
hasta grubunun tip 16’ya kiyasla 8-12 yas daha geng olup, niikslerin {i¢ kat daha fazla goriildiigii bil-
dirilmektedir. Bunun yanisira servikal sitolojisi negatif olup da bir yilin sonunda invazif kanser geli-
sen kadinlarda HPV-18, HPV-16’ya gore 2.6 kat daha sik rastlanilmaktadir. Ayrica endoservikal hiic-
relerin, ektoserviks hiicrelerine kiyasla HPV-18e daha duyarli oldugu gosterilmistir. Tiim bunlardan
da anlagilabilecegi gibi HPV-18, basl bagina kotii prognostik faktor olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

Yiiksek risk grubundaki diger HPV tipleri niikleotid zinciri olarak daha ¢ok HPV-16’ya benze-
mekte ve daha ¢ok serviks ve vajinanin yass epitel hiicreli kanserinde tespit edilmektedir. Bu tipler
invazif kansere (%10) gore daha ¢ok ileri CIN'de (%30) saptanmaktadir.
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PANELLER

Bilimsel yayimnlar HPV varliginin servikste kanser gelisimi i¢in ‘gerekli’ oldugunu vurgularken,
‘veterli’ olmadig1 konusunda da birlesmektedirler. Oyle ki, HPV-16 enfeksiyonu olustugunda serviks
kanseri gelisimi i¢in risk oranlari artis1 434 kat olarak hesaplanmistir. HPV-18 i¢in bu oran 248 kat-
tir. Tim yiiksek riskli HPV tiplerinin serviks kanserine yol agmasi s6z konusu degildir. HPV’nin tek
basina kanser yapmast miimkiin degildir. Bir takim yardimci kanserojen faktorlerin de devreye gir-
mesi gerekmektedir. Yiiksek riskli HPV enfeksiyonundan etkilenen kisilerin ancak %10’u persistan
enfeksiyon haline gelmektedir. Bunlarin da %1’i invazif kansere gidis gostermektedir.

HPV Asilamasi: HPV agilar proflaktik ve terapotik amacli olmak tizere iki grupta incelenebilir.
Ancak giinimiizde daha ¢ok proflaktik asilar tizerine ¢alisilmaktadir. Proflaktik asilarda virusun L1
proteinini eksprese eden virus benzeri partikiiller (VLP) kullanilmaktadir. Bu VLP’ler onkojenik po-
tansiyele sahip HPV DNA’sin1 tasimamaktadir. VLP’ler hayvan modellerinde nétralizan antikor tit-
resini artirmis ve intramuskiiler enjeksiyon ile verildiklerinde mukozal enfeksiyona karst koruyucu
etki gostermistir. Bunlar nétralizan antikor cevabi yaninda hiicresel immiin cevabi da indiiklemek-
tedir. Glinimiizde 2006 yilinda FDA onay1 almis ve tip 6, 11, 16 ve 18%e kars: koruyuculuk saglayan
quadrivalan bir as1 (Gardasil-Merk) ve 2008de FDA onay: almasi beklenen ve tip 16 ve 18e karst
hazirlanmig bivalan as1 (Cervarix-Glaxo&SmithKline) mevcuttur.
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ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Prof. Dr. Mehmet TANYUKSEL
GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tibbi Parazitoloji Bilim Dali,
Ankara.

Entamoeba histolytica Meksika, Hindistan ve Banglades gibi basta gelismekte olan iilkelerde daha
sik olmak iizere tiim diinyada yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan; amibik kolit ve karaciger
apsesine yola agan bir protozoondur. Meksikada, 30 yil 6nce dizanterili bir hastadan izole edilen
E.histolyticanin HM-1 susu hala deneysel olarak hayvanlarda hastalik olusturmakta ve amibin he-
men hemen tiim immiinolojik, biyokimyasal ve molekiiler biyolojik ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Morfolojik olarak E.histolytica’dan ayirt edilemeyen E.dispar, kolon liimeninde yasamakta ve hasta-
lik olusturmamaktadir. E.histolytica ile E.disparin ssurRNA gen dizileri arasinda %1.7’lik bir farklilik
bulunmaktadir. E.histolytica haploid genomu 14 kromozom igerir ve yaklasik 20 Mbdir. Homolog
kromozomlarin uzunluk ve sayis1 degisiklik gosterir ki, bu da onun poliploid olabilecegini diisiin-
diirmektedir. Bu bilgilerin varlig1 sayesinde etken hakkinda daha fazla bilgi bize hastaligin patogene-
zi, dolayisiyla tani ve ag1 calismalarinin hizlanmasina imkéan vermektedir.

E. histolytica’nin olusturdugu amibiyaz, insanligin en yaygin paraziter enfeksiyonlarindan biri-
dir. Parazit tizerinde farkli yonlerden yapilan arastirmalar; Entamoeba tirleri ile yakinlik gosteren
E.dispar ve E.moshkovskii gibi diger amiplerin kesfi dahil, 6zellikle son 20 yildir bityiik gelismeler
gostermistir. E.histolytica ve E.dispar'in yeniden tanimlanmasi ve E.moshkovskii'nin hastalardan keg-
fine ait son caligmalar, toplumda farkli Entamoeba tiirleri prevalansini anlamayi dramatik olarak
degistirmistir. Invazif amibiyaz tanisi, genellikle digki 6rneklerinin mikroskopisi ve ELISA testiyle
ozgil antijen saptamasiyla birlikte yapilmaktadir. “Real time” PCR dahil molekiiler yontemlerin geli-
simi, son yillarda giivenilir ve gercek taniy1 saglamada biiyiik gelismeler olarak kayda ge¢mistir.

Farkli E.histolytica klinik izolatlar1 arasindaki iligkiler tam bilinmemektedir. Heniiz E.histolytica izo-
latlarini ayirt edebilecek monoklonal antikorlar yoktur. Suslarin ¢ogu iki ana zimodem grubuna ayrildig
i¢in izoenzim gruplar1 ya da zimodemlerinin E.histolytica suglarinin ayrimi i¢in yararh oldugu kanitlan-
mamistir. Bunlara ilaveten parazitlerin ayriminda kullanilan hekzokinaz (HK) ve fosfoglukomutaz (PGM)
enzimlerini kodlayan gen sekanslari, E.histolytica ve E.dispar izolatlar1 arasinda herhangi bir heterojeni-
teyi gostermede basarisizdir. “Internal transcribed spacer” (ITS); Meksikadan izole edilen E.histolytica ile
E.dispar izolatlarini ayirt etmede basarisiz bulunmustur. Bunun aksine; E.histolytica aksenik suglarmim
aywrimi, K2 proteini olarak da bilinen “ser-rich” E.histolytica proteinini (SREHP) kodlayan genlerin PCR-
RFLP ile saptanmastyla yapilabilmektedir. SREHP, amibin yiizeyinde bulunan N terminal sinyal dizisi ve
hidrofobik C terminal ¢ipasindan olusmaktadir. SREHP 6nemli bir amip as1 adayidir.

Amibiyaz patogenezinde E.histolytica’ya dzgii viriilans faktorleri Tablo I'de 6zetlenmistir. Ik basa-
mak, E.histolyticanin kolon epitel hiicresine Gal/GalNAc lektin araciligiyla adhezyonu ile baglamak-
tadir. Lektin, agir ve hafif alt birimler ile bunlarin non-kovalen birliktelik gosterdigi intermediate alt
birimin olusturdugu 260 kDalik bir heterodimer yap1 gostermektedir ve olusan bu yap, patogenezde
6nemli bir rol oynayan viriilans faktorii olarak bilinmektedir. Bir bagka virtilans faktori olarak hiicre
dis1 E.histolytica sistein proteinazlarin (SP) roliiniin kaniti, E.histolytica hiicre lizatlarindan tiretilen ve
hiicre dis1 salinan sistein proteinazlarin miktarinin, E.dispar ile karsilagtirildiginda yaklasik olarak bin
kat daha fazla olmasidir. Sistein proteinazlar, trofozoitlerin invazi hastalik olusturmak i¢in penetre ol-
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mak zorunda olduklar: hiicre dis1 matriksin elementleri olan kollajen, elastin, fibrinojen ve laminini
ayirma glicline sahiptir. E.histolytica genom projesinin tamamlanmasindan sonra SP’leri kodlayan en
az 40 genin varlig gosterilmistir. Tum SP’lerden sadece ehcpl ve ehcp5, E.histolytica’ya 6zgtdiir.
Degisik tilkelerdeki amibiyazli olgulardan elde edilen klinik izolatlarla yapilan ¢alismalarda, lekti-
nin agr alt birimindeki CRD (carbohydrate recognition domain) diye isimlendirilen bolgesinde mu-

tasyonun goriilmemesi, bu konu iizerinde ¢ok 6nemli arastirmalarin yogunlasmasini saglamistir.

Tablo L. E.histolytica Viriilans Faktorleri

Viriilans faktorii Ozellikler

Sistein proteinazlar Konak proteinlerinin bozulmas:
Mukus ve debride hiicrelerin harabiyeti sonrasinda hiicreye yapismayi kolaylastirma ve
konak hiicre proteolitik dongiiniin uyarilmasi

Amebapor Sitoplazmik graniillerde birikme ve hedef hiicre temasi sonrasi serbest kalmasi
Hem okaryotik hiicrelerde hem de fagosite edilmis bakteri membraninda iyon kanallar
olugumu

Galactose/ Hedef hiicre adhezyonu

N-acetyl-D-galactosamin Sitotoksisite

(Gal/GalNAc) baglayan lektin Kompleman direnci
Endositozis

Aktin polimerizasyonu

Lipofosfopeptidoglikan yiizey Trofozoit yiizeyinde bulunarak konak hiicreye adhezyon ve temasa bagl sitoliz
molekiil kompleksi

Hiicre gatis1 aktomyozin Aktin polimerizasyonu, amip hareketi, fagositoz, hiicre ve membran uzaysal
reorganizasyonu

Her yil yaklasik 500 milyon yeni E.histolytica / E.dispar enfeksiyonu oldugu, bunlarin da
%90’ 1ndan non- patojen, morfolojik aynu tiir olan E.dispar’in sorumlu oldugu distiniilmektedir. Bu-
nunla birlikte enfeksiyonlardan sorumlu patojen E.histolyticanin her yil 40-100 bin dliime yol agti-
gina inanilmaktadir. E.histolyticanin degisik cografk yerlesim yerlerine gore degisik klinik tablolar
gostermesi, enfeksiyonun tanimlanmasinda da sikintilarin yaganmasina neden olmaktadir. Ciinki
her 10 E.histolytica enfeksiyonunun sadece birinde klinik tablo olusmaktadir. Nasil olustugu ko-
nusunda kesin bir bilgimiz olmamasina karsin, belki de bunun nedeni genotip farkliliklar1 olabilir.
Amibiyaz arastirmalarinin en 6énemli sorunlarindan birisi; E.histolytica ve/veya E.dispar ile enfekte
bireyler arasinda gozlenen klinik tablodaki belirti ve bulgularin net olarak ortaya konmamasidir. Bu
nedenle, ayni hastada her iki tiir parazit ve farkli suslarin varlig: klinik tabloyu etkileyebilmektedir.
Tiire ozellikli belirteclerin gosterilebilmesi; her iki parazitin bulas yollarinin arastirilmasi, hastaligin
seyrinde parazitin varyasyonunun roliiniin belirlenmesi ve tiir i¢i polimorfizmlerin saptanabilmesi
ile miimkiin olabilecektir. Genetik farkliliklar konaga, parazite ya da ¢alisilan kosula bagli olarak
degisiklikler gostermektedir. E.histolyticanin genetik farkliligini gostermede, gerek ulusal gerek-
se uluslararasi ¢ok sayida ¢aligmalar yapilmigtir. Bunlardan birisi de; SREHP gen polimorfizmidir.
Tiirkiyede yapilan bir ¢alismada 26 klinik izolatta “nested” PCR ve RFLP analizi sonras1 12 farkl
patern oldugu goriilmiistiir. Bunlara ilaveten genotiplendirme yoniinden son zamanlarda ¢ok daha
giivenilir, tekrarlanabilirligi ytiksek bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde, E.histolyticanin degisik
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suslarindaki genotiplendirme sonucu tRNA genleri arasindaki bolgelerin kisa tekrarlayan yapilar
(STR) igerdigi gosterilmistir. Bu yontemle, E.histolytica’nin tRNA genlerine bitisik STR bélgelerinin
tiimii arastirilarak E.histolytica’ya 6zgiil primerlerle genotiplendirme yapilmaktadir. Genotiplendir-
me modeli olugturulan yontemde, tilkemizdeki alt1 6rnekte ti¢ STR bolgesi kullanilarak (D-A, A-L ve
R-R) {i¢ genotip bulundugu, bu genotiplerin de Giircistana ait DNA 6rneklerinden farkli olduklar:
gozlenmistir. Ayrica Tiirkiyede iki farkli cografi bolgede 17 izolatta alti STR bolgesi (D-A, A-L, N-K,
S-D, S-Q ve R-R) calisilarak 12 farkli genotip oldugu, “nested” PCR'in bu konuda %95den fazla basa-
riya ulastig1 gosterilmistir. Banglades'teki bir ¢calismada da, benzer sekilde, tRNA bagintili polimorfik
belirteglerin kullanilmasiyla parazit genotipi ile E.histolytica enfeksiyonuna bagl klinik tablo arasin-
da bir iliski oldugu kanitlanmustir. Boylelikle tiim diinyada farkli genotiplerin varligini gostermek,
E.histolytica polimorfizmleri ile klinik goriintimler arasindaki iligkinin 6grenilmesine yardimci ola-
caktir. Ayni bolgede farkls suglarin varligi s6z konusu oldugundan klinik gortiniimii etkileyebilmek-
tedir. Bu nedenle de, amibiyaz tani ve patogenez temelli ¢aligmalarinda genis, kapsamly, bilingli ve
organize molekiiler epidemiyolojik ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. E.histolytica’nin genomunun
yayinlanmasiyla bakteriyel genlerin lateral gen transferleri (LGT), diger protistler arasinda simdiye
kadar tanimlanmayan yeni reseptor kinazlarin varligs, viriilans, vezikiil transportu ve fagositoz gibi
bir¢ok fonksiyonel yapilarin tanimlanmasi, gelecekte yeni a¢ilimlara imkan tanimistir.

Postgenomik ¢ag bir gelisme ve mikroarray teknolojisinin kullanilmast ile biiyiik degisim sagla-
yan bir uygulamadir. DNA mikroarray’ler, patojenleri saptamak i¢in kullanilan hizli, duyarli ve yeni
gelistirilen bir teknolojidir. Bu yontem dort béliimden olusmaktadir: genomik DNA ekstraksiyonu,
hedef DNA amplifikasyonu, bir mikroarrayde immobilize oligoniikleotid problarla isaretli DNA hib-
ridizasyonu ve data analizi. Bir mikroarray temelli genotiplendirme yontemi (karsilagtirmali genomik
hibridizasyonu), sonralar1 E.histolytica (HM-1:IMSS) genomik DNA klonlar1 kullanilarak gelistiril-
mistir. Bu ilk genom ¢apli Entamoeba suslarinin analizi olmustur. Béylece bu yontem, E.histolyticanin
E.dispardan ayrimini saglamakta, potansiyel genotip-fenotipik birliktelikler ve viriilan suslarin gen-
lerini tanimlamada kullanilmigtir. Mikroarray yontemi su zamanda siklikla bir arastirma aracidir ve
nadiren parazitlerin tanimlanmasinda ve ayrimu i¢in klinik tani laboratuvarlarinda kullanilmaktadir.
E.histolytica, E.dispar ve E.moshkovskii i¢in tiplendirmede kullanilan gen hedefleri Tablo ITde 6zetlen-
mistir. E.histolyticanin farkli suslarini tanimlamak igin hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir yontemlere

gereksinimlerimiz vardir. Giintimiizde kullanilan yontemler Tablo III'de 6zetlenmistir.

Tablo II.  E.histolytica, E.dispar ve E.moshkovskii I¢in Tiplendirmede Kullanilan Gen Hedefleri

Gen hedefleri

E.histolytica strain spesifik gen (SSG)

E.histolytica serin gen (SREHP)

E.histolytica kitinaz gen

Lokus 1-2 (E.histolytica ve E.dispar)

Lokus 5-6 (E.histolytica ve E.dispar)

E.moshkovskii Arg gen

E.histolytica ve E.dispar aktin ve siiperoksit dismutaz genler aras: intergenik bélge

E.histolytica ve E.dispar tRNA gen
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Tablo III. Klinik Orneklerde E. histolytica’nin Tanis1 i¢in Molekiiler Yontemler

Molekiiler tiplendirme yontemleri

Dot blot

Reverse line blot hibridizasyon

PCR temelli teknikler

Tir farklihigin galigmak
Real time PCR
Sus farkliligini ¢alismak
STR (short tandem repeat)
SREHP genotipleri
Kitinaz
Genetik marker olarak transpozon kullanimi1

REP PCR (tekrarlamali ekstragenik PCR)

SNP (Tekli niikleotid polimorfizm)

Mikroarray

Laboratuvar tanisina birgok yeni teknolojilerin girmesiyle, Entamoeba tiirlerinin farkl bakis ag1-

larin1 anlamamiz amibiyaz ¢alismalarini ¢ok heyecanli kilmaktadir. E.histolytica’ya 6zgii molekiiler

epidemiyolojik ¢alismalar sadece amibiyaz tanisi i¢in degil, ayn1 zamanda hastaligin tedavisinde géz-

lenen ¢oklu ilag diren¢ geni EhPgp1 (E.histolytica P-glikoprotein 1)’in transkripsiyon faktorleri kadar

Rab small GTPaz gen promotordaki aktivator ve stipresor motifleri yani E.histolytica gen ekspresyo-

nundaki diger kontrol elementleri de ortaya ¢ikaracaktir.
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PNL7

BULASICI HASTALIKLARIN SURVEYANSINDA MOLEKULER YONTEMLER NEDEN GEREKLI?

Y. Dog. Dr. Alper AKCALI
Ganakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Canakkale.

Stirveyans (surveillance); verilerin sistematik olarak toplanmasi, biriktirilmesi ve o6zellikle elde
edilen sonuglara gore harekete gececek kisiler bagta olmak tizere bu sonuglara ihtiyaci olan birimlere
hizla geri bildirimini saglayacak sekilde verilerin degerlendirilmesi siirecidir.

Ozellikle kiiltiirii zor ve zaman alan etkenler ile kiiltiirii miimkiin olmayan ¢ogunlukla viral ajan-
lar gibi enfeksiy6z ajanlarin saptanmasi amaciyla son yillarda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
mikrobiyolojide en ¢ok tercih edilen molekiiler yontem olmustur. Bu yontemin gelistirilmesiyle gele-
cekte de oldukga genis kullanim alan1 bulacaktir. Burada bulasic1 hastaliklarin siirveyansinda mole-
kiiler yontemlerin, etkenin saptanmasindan 6te epidemiyolojik tiplendirilmesi amagli kullaniminin
yeri ve dnemi {izerinde durulacaktir.

Epidemiyolojik tiplendirme sistemleri salgin aragtirmalarinda, bir veya daha fazla epidemik susun
yayilim geklini anlamak ve dogrulamak i¢in kullanilabilir. Bunun yani sira, bu suslarin stiphelenilen
kaynaklarinin ve yayilimina katkida bulunan etkenlerin dogrulanmasi ve epidemik organizmalarin
rezervuarlarinin izleminde de kullanilmaktadirlar. Tiplendirme, zaman iginde enfekte topluluktaki
epidemik suglarin siklig1 ve dolasimi hakkinda bilgi saglayarak epidemiyolojik siirveyansa ve kontrol
onlemlerinin degerlendirilmesine de katkida bulunur. Salginlar genis bir toplulugun etyolojik ajana
maruz kalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle salgina yol agan etyolojik ajan, kaynak organizmay-
la genetik olarak es veya ¢ok yakin iliskili bir hiicreden koken alir. Farkli zamanlarda, farkli cografik
alanlarda, farkli kaynaklardan koken alan ve tiir seviyesinde ayni olan organizmalar, ancak tiplendir-
me yontemleri ile birbirlerinden ayrilabilir, alttiplere veya suslara siniflandirilabilirler.

Molekiiler epidemiyoloji, enfeksiyon hastaliklar1 aragtirmasinin salgin incelemesi, siirveyans ve
klinisyenler, mikrobiyologlar, immiinologlar, laboratuvar teknisyenleri ve saglik ¢alisanlarinin dahil
oldugu 6nlem stratejilerinin belirlenmesi gibi tiim seviyelerinde direk etkisi olan yeni bir alandir. En
temel hedefi morbidite ve mortalitenin dnlenmesidir. Fenotipik yontemlerin sinirlamalarini orta-
dan kaldiran, tiplendirebilirlikleri, tekrarlanabilirlikleri ve ayristirma giigleri yiiksek olan ve nispeten
daha hizli sonug veren DNA temelli genotipik yontemler, epidemiyolojik tiplendirmede tercih edil-
meye baglanmistir. Bu yontemlerin ¢ogunda, organizmalarin DNA fragmanlarini, tiim kromozomu-
nu veya plazmidlerini elektrik alanlar1 i¢inde ayristirarak, 6zel boyalar veya niikleik asit problari yar-
dimiyla gozle goriliir hale getirerek 6zgiil paternler veya bir nevi parmak izi ¢cikarilir. Epidemiyolojik
iliskili izolatlar ayn1 DNA profili veya parmak izine sahipken, sporadik veya epidemiyolojik iliskisiz
izolatlar farkli paternlere ayrisirlar.

Genomik analizlerdeki gelismeler, olduk¢a duyarli ve ayn1 zamanda ¢ok sayida 6rnegin igslenme-
sine olanak saglayan sistemleri ortaya ¢ikarmiglardir. Giiniimiizde kullanilan molekiiler tiplendirme
yontemleri Tablo I'de siralanmustir.

Molekiiler epidemiyolojinin ana hipotezi sudur; epidemiyolojik pencereden bakilarak; incelenen
izolatlar ayirt edilemez karakteristiklere ( 6rnegin ayn1 genetik parmak izi) sahip olduklarinda; klo-
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nal olarak iligkili (ayn: sus [strain]) kabul edilmelidirler veya izolatlar farkli karakteristiklere sahip
iseler farkli suslar olarak kabul edilmelidirler. Ancak unutulmamasi gereken, 6zgiin bir soru veya
hipotez olmadan, kullanilacak yontemlerle elde edilecek sonuglar; popiilasyonun belirli bir zaman-
daki veya araliktaki genomik temellerinin anlk fotografi olmak disinda bir islev goremeyecektir.
Vurgulayacak olursak; tiplendirme yontemlerinin sonuglar: tek basina siirveyansta ¢ok anlam ifade
etmeyecek olup, incelenmekte olan enfeksiyon hastalig: ile iligkili elde olan tiim epidemiyolojik, kli-
nik ve demografik verilerin birlikte degerlendirilmesiyle kullanilabileceklerdir.

Genotipik tiplendirme yontemleri ile elde edilen verilerin bir kiitiiphane sistemi yardimiyla sak-
lanmasiyla, siirveyans igin énemli olan organizmalarin cografik yayilimi, endemik veya epidemik
kokenlerin sikliklarindaki degisimler gibi bilgiler elde edilebilmektedir. Ayrica hastalarda kolonizas-
yona veya enfeksiyona neden olan izolatlarin ayrilmasinda, kontaminasyon ve enfeksiyon ayriminin
yapilmasinda, hastane i¢inde hastalar arasi ¢apraz enfeksiyonlarin belgelenmesinde, bir enfeksiyon
nedeniyle tedavi edilen hastalarda reenfeksiyon veya relapsin degerlendirilmesinde de basariyla kul-

lanilmaktadirlar.

Tablol.  Giiniimiizde Kullanilan Molekiiler Tiplendirme Yontemleri

Mekanizma Yontem

Plazmid profilleri

RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

PEGE (Pulsed field gel electrophoresis)

Niikleik asit temelli Pargali (segmented) RNA jel elektroforezi

Ribozomal RNA jel elektroforezi

Bir veya daha fazla bolgenin direk olarak dzilenmesi (gen dizi analizi)

MLST (Multilocus sequence typing)

Bir patojenin 6zgiil hedefine yonelik ¢ogaltma

Bilinen tekrarlayan dizilerin (repetitive sequences) hedeflendigi y6ntemler: ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic consensus sequences), REP (repetitive extragenic
palindromic sequences), DRE (double repetitive element), BOX, IS (insertional
sequences), PGRS (polymorphic guanine/cytosine-rich repetitive sequences)

PZR temelli Multilocus variable number tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA)

RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), AP-PCR (arbitrary primed PCR)

Tek bir ¢ogaltilmig bolgenin restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesi

AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

RT (Reverse transcriptase)-PZR

Gen ekspresyonu temelli
Microarray teknolojileri

Hibridizasyon temelli Ribotiplendirme
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Molekiiler testlerin bulasict hastaliklarin stirveyansinda kullaniminmn énemini bazi 6rneklerle
aciklayabiliriz.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde Escherichia coli O157:H7, Salmonella, Shigella, Listeria ve
Campylobacter izolatlarinin tilke genelindeki laboratuvarlarda standardize edilmis yontemlerle PEGE
paternleri PulseNet ag1 ile 1996 yilindan beri izlenmektedir. Boylece gida kaynakli vaka kiimelenmeleri
belirlenmekte, ortak kaynakli salginlar daha hizli ortaya ¢ikarilabilmekte, gida giivenligini diizenleyen ku-
ruluslarin 6nlem alinmasi gereken noktalar hakkinda bilgilendirilmesi saglanmakta ve iilke genelindeki
laboratuvarlarin ve uluslararas: aglarin iletisimi saglanabilmektedir. Ayni agin Avrupa baglantist olarak
PulseNet Europe agina 30 iilkeden 58 enstitii katiimaktadir. Ulkemizde Refik Saydam Hifzissthha Merke-
zi Bagkanlig Salgin Hastaliklar Aragtirma Mudirligi bu aga tiyedir ve 6zellikle enterik bakteriler basta
olmak iizere PFGE analizlerini yiiriitmektedir. ABD, Avrupa, Kanada, Latin Amerika, Asya pasifik bolgesi
aglarinin birlesmesiyle “PulseNet International” olusturulmus olup, es zamanl bilgi paylagimi ile birden
¢ok iilkeyi ilgilendiren ortak gida kaynakli salginlarin erken saptanmasi hedeflenmistir.

ABDde 1997-2001 yillarinda gozlenen kizamik vakalarimda yapilan epidemiyolojik bir ¢aligmada; 55
Klinik izolatin molekiiler tiplendirmesinde 11 genotip saptanmustir. {lging olarak bunlarin gogunlugunu D6
(Avrupa), D5 (Japonya), D4 (Hindistan yarimadast) ve G2 (bilinmeyen) genotiplerinin olusturdugu sap-
tanmustir. Bu galisma ile kizamik icin birgok ithal (imported) kaynagin olduguna ve ABDde kizamik icin
endemik bir sugun olmadigina karar verilmistir. Ulkemizde de ayn1 dsnemde D6 genotipi tanimlanmugtur.

Kabakulak stirveyansinda, SH geninin sekanslarinin kullanilmasiyla, diinya genelinde A-M ara-
sinda genotipler belirlenmis ve virusun dolagiminin belirlenmesinde kabul gormiistiir. Ulkemizde
2006-2007 yillarinda dolagimdaki kabakulak virusunun H genotipi oldugu saptanmistir. Bu veri tl-
kemizde ulusal bagisiklama programina alinan kabakulak agisinin etkinliginin degerlendirilmesinde
ve lilke genelinde dolagimdaki viruslarin iligkisinin belirlenmesinde kullanilabilecektir.

Diger bir ¢aligmada, 2001 yilinda Bulgaristanda {i¢ ¢ocukta goriilen polyomyelit olgularindan
izole edilen viruslarin dizi analizinde, tek bir kaynaktan koken aldiklari, Avrupa izolatlar: ile %90
uyumlu olmalarina karsin, Hindistanda 2000 yilinda izole edilen bir poliovirusu ile %98.3 benzerlik
tasidiklar: saptanmustir. Tiirkiyede polio siirveyanst sirasinda 1998 yilinda izole edilen poliovirusla-
rin kendi i¢lerinde kiimelendigi, ancak cevre iilkelerdekilerden farkli oldugu belirlenmistir.

SARS etkeninin kaynags arastirilirken, Cinde oldukga popiiler olarak tiiketilen “civet” kedisinden izole
edilen bir virusun SARS hastalarindan izole edilen virus ile dizi kiyaslamasinda, 29 ekstra niikleotid diginda
tamamen ayni oldugu goriilmdistiir. Bu, SARS coronavirusunun kaynag hakkinda bir ipucu olabilecektir.

Goriilecegi gibi bulagici hastaliklarin siirveyansinda, elde edilecek izolatlarin molekiiler yéntemlerle tip-
lendirilmesi; etkenlerin tilke i¢inde yayilimi, hareketi, antimikrobiyal direnglerin molekiiler diizeyde izlen-
mesi, salginlarin dogrulanmasi ve kaynaklarinin saptanmast, asilama programlarinin belirlenmesi ve diizen-
lenmesi gibi pek ok alanda bilgi kaynag: olacaktir. Fenotipik yontemlerle kiyaslandiklarinda ise ayirim giic-
leri daha yiiksek oldugundan elde edilen veriler epidemiyolojik iliskileri saptamada daha degerli olacaktir.
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DUNYADA VE ULKEMIZDE GIDA VE SU KAYNAKLI ENFEKSIYONLARIN SURVEYANSINDA
MOLEKULER EPIDEMIYOLOJIK YONTEMLER

Uzm. Dr. Belkis LEVENT
Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanlig, Salgin Hastaliklar Aragtirma Midirlig,
Sihhiye, Ankara

Gida ve su kaynakli hastaliklara bagli olarak her yil tiim diinyada yaklasik 4 milyar ishal vakasi ve
¢ogunlugu 5 yas altinda olmak tizere 1.8 milyon 6liim gozlendigi tahmin edilmektedir. Bu kadar ¢ok
insani etkileyen bu enfeksiyonlara neden olan genis ¢esitteki bakteriyel, paraziter ve viral etkenlerin
tan1 ve tiplendirmesinde, giiniimiizde molekiiler yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyotip-
lendirme, serotiplendirme, faj tiplendirmesi ve antimikrobiyal duyarlilik testleri gibi klasik fenotipik
tiplendirme yontemleri epidemiyolojik amaglar i¢in yeterli bilgiyi saglayamamaktadir. Molekiiler ge-
netik yontemlerin kullanima girmesi, mikrobiyal etkenlerin izlenmesinde devrim yaratmigtir.

Pulslu alan jel elektroforezi (PFGE), bir ¢ok gida kaynakli bakteriyel patojenin epidemiyolojik
aragtirmasinda bagari ile kullanilmaktadir. Cesitli restriksiyon enzimleri kullanilarak uygulanan
PFGE, bakteri alt tiplendirmesinde altin yontemdir. Yeni nokta mutasyonu, delesyon, insersiyon,
plazmit kayb: ya da kazanimi bakterilerin alt tip profillerinde ufak farkliliklara yol agar. Onceleri
zaman alan ve emek yogun bir test olarak diistiniilse de giiniimiizde daha kisa protokollerin tanim-
lanmast ile PFGE yaygin olarak kullanilan bir yontem haline gelmistir. Elde edilen sonuglarin bilgisa-
yar analizinin yapilabilmesi ve genomik profillerin elektronik veritabani kiitiiphanesinde toplanmasi
nedeniyle uzun dénemli slirveyansta yaygin sekilde kullanilmaktadir. PFGE ile bakteriyel genomun
tiimiiniin restriksiyon paternleri analiz edilmekte ve karsilastirilabilmektedir.

Cesitli fenotipik 6zellikler gosteren 2500’tin tizerinde Salmonella serotipi, PFGE ile genotiplendi-
rilebilmekte ve PFGE profilleri elektronik formatta kiitiiphanelerde saklanabilmektedir. Bu analizler
sonucunda farkli faj tiplerine sahip Salmonella Enteritidis suglar1 arasinda SENTXB.0001 PFGE ti-
pinin en sik gozlendigi ortaya konulmus, buna kargilik S. Typhimurium suslar1 arasinda dominant
bir PFGE tipi belirlenememistir. Farkli bolgelerde ve yillarda ortaya ¢ikan S. Enteritidis salginlarinda
izole edilen suslarin PFGE ve plazmit paternlerinin karsilagtirilmasi sonucunda, ayni susun biribi-
rinden uzak gehirlerde ve farkli donemlerde salginlara neden oldugu tespit edilmistir. Degisik tilke-
lerde gozlenen salginlarin kaynagina yonelik bilgi de elde edilebilmektedir.

Plazmit profil tiplendirmesi ucuz, kolay uygulanabilir ve gabuk sonug veren bir yéntem olmasy-
la, epidemiyolojik ¢aligmalarda 6zellikle salgin aragtirmalarinda ilk sirada tercih edilen bir genotipik
inceleme yontemidir. Bakteriyel suslarin plazmit analizi, serotiplendirme ve faj tiplendirmesi gibi
klasik tiplendirme yontemleriyle birlikte oldukga degerli bilgiler saglar. Plazmit profil tiplendirmesi
S. Muenchen, S. Goldcoast ve S. Berta suslarinin ayriminda, yanisira bazi S. Typhimurium ve S. En-
teritidis faj tiplerinin ileri tiplendirmesinde basari ile kullanilmistir.

Enterik patojen E. coli’lerin ayriminda molekiiler yontemler olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. Shi-
ga toxin (Stx) iireten Escherichia coli (STEC) enfeksiyonunun tanisi, klinik olarak stipheli vakalarin
diski kiiltiirlerinde tireyen suglarda stx 1, stx 2 ve E. coli yapisma ve silinmeyi kodlayan gen bolgeleri
(eae) varliginin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile belirlenmesi ile konmaktadir. stx, enterohe-
molizin (ehly) ve STEC otoagliitinasyon adezini (saa) genleri, eae veya eae alt tiplerinin (a, b, g,
d, e) ya da STEC serotiplerinin es zamanl olarak belirlenmesi i¢in multipleks PCR gelistirilmistir.
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Viriilans genleri veya 026, 055, 091, 0103, O111, 0113, 0145 ve O157 serogruplarini tespit etmek
i¢in real-time PCR kullanilmaktadir. {zolatlardan oldugu kadar, direkt diski 6rneginden hazirlanan
fekal ekstarktlardan da PCR calisilabilmektedir. Ozellikle hastaligin ilerleyen dénemlerinde digk ile
atilan STEC sayisinin azaldig1 durumlarda yararhidir. Ancak digkida inhibitérler ve kanin bulunma-
s1, sonucu olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu nedenle kalite kontrol amaciyla mutlaka internal
kontrol kullanilmalidur.

STEC susunu saptamak i¢in bazen bir kiiltiirden yiizlerce koloninin PCR ile incelenmesi gereke-
bilir. Bu durumda stx genini tagiyan kolonileri belirlemek i¢in, koloni hibridizasyon yontemi kulla-
nilir. Sinirlt fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizinin PCR ile kombinasyonu (PCR-RFLP),
gida kaynakli patojenlerin tanisi, ayrimi ve siirveyinde basari ile uygulanmistir. Hincll, Accl, Haell
ve Pyull gibi restriksiyon enzimleri kullanilarak, PCR-RFLP yoéntemiyle verotoksin genlerinin alt
tiplendirmesi yapilabilmektedir. Faj tiplendirmesi ile birlikte stx alt tipinin belirlenmesi, STEC sus-
larinin uluslararas: diizeyde karsilastirilabilmesine olanak saglamaktadir. Hayvan ve insandan izole
edilen STEC suslarinin PFGE ile karsilastirilmasi, insan enfeksiyonlarina neden olan STEC suslari-
nin hayvanlarla veya gidalarla baglantisini ortaya koymustur.

Campylobacter’lerin alt tiplendirmesinde fenotipik yontemlerin ayirim giicii genotipik yontem-
lere gore oldukea diistiktiir. Ancak Campylobacter tiirleri genomik yapi agisindan da stabil olmayip,
genetik olarak heterojenite gostermektedir. Bir ya da birkag enzimin birlikte uygulanmast ile hazir-
lanan PFGE, epidemiyolojik arastirmalarda ve tiplendirmede yaygin olarak kullanilmaktadir. Sero-
tiplendirme ile birlikte salginlarin belirlenmesinde, insan, su ve hayvan izolatlarinin karsilastirilma-
sinda oldukga yararli bir yontemdir. Lipo-oligosakkarid biyosentezi genlerinin PCR-RFLP y6ntemi
ile tiplendirilmesinin serotiplendirme sonuglari ile iyi bir korelasyon gosterdigi belirlenmis olup, bu
yontemin serotiplendirilemeyen suslarin tiplendirilmesinde de yararl olabilecegi diisiiniilmektedir.
C. jejuninin flagella (fla) geni hem iyi korunmus hem de degisken bélgelere sahip olmasi ile, PCR-
RFLP i¢in uygun bir bolgedir. Farkli kaynaklardan izole edilen C. jejuni suslarinin tiplendirilmesinde
ya da nalidiksik asite duyarli ve direngli C. lari suglarinin ayirt edilmesinde amplifiye fragman uzun-
luk polimorfizmi (AFLP) yontemi kullanilmistir.

Listeria monocytogenes’in serotiplendirmesi epidemiyolojik ¢caligmalarda oldukea yararli bir yon-
tem olmakla birlikte, sporadik enfeksiyonlara ve salginlara yol acan ¢ogu sus 1/2a, 1/2b veya 4b
serotiplerine aittir. 1/2a serotip suslar1 oldukea heterojendir ve bu nedenle herhangi bir molekiiler
yontemle kolayca ayrilabilir. Daha yakin iliskili olan 4b serotipi suglarinin tiplendirilmesi i¢in bir-
kag yontemin birlikte kullanilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Ribotiplendirme, PFGE, AFLP ve poli-
morfik DNAnin rastgele amplifikasyonu (RAPD) yontemleri, L. monocytogenes’in tiplendirmesinde
kullanilabilmektedir. PFGE L. monocytogenes’in tiplendirilmesinde takrarlanabilirligi ve ayrim giicii
ile tercih edilen bir yontemdir. PFGE paternlerinin kompleksligi bazi suslarin kargilastirilmasini giig-
lestirse de, yliksek frekansta kesen EcoR1 gibi restriksiyon enzimlerinin kullanilmasi ile elde edilen
paternler, epidemiyolojik aragtirmalarda faydali sonuglar vermistir. Elektronik kiitiiphanelerde sak-
lanan PFGE profillerinin geriye déniik olarak karsilagtirilmasi, 6nceden farkedilmeyen enfeksiyon
kiimelenmelerini ortaya koymustur.

PFGE ile birlikte ribotiplendirme, farkl serotiplerdeki L. monocytogenes suslarinin ayrimi ve se-
rotip i¢indeki, 6zellikle salginlarda en sik gozlenen 4b serotipi i¢cindeki alt tiplendirme i¢in kullanil-
maktadir. Salginlardaki epidemiyolojik arastirmalarda ribotiplendirme tek basina yeterli ayrim gii-
ciine sahip olmadig1 halde, otomatize ribotiplendirme sistemleri hizli ve kolay uygulanabilir olmalar1
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ile, hastalik kiitmelenmelerinin baslangi¢ tanisi ile gida iiretim tesislerinde ve ¢evresinde bulunan
L. monocytogenes’in, gegici ve uzun dénem kalict suslarinin identifikasyonu igin degerlidir. Iyi ko-
runmus gen bolgeleri veya viriilans faktorlerini kodlayan genlerin sekanslarinin karsilastirilmasina
dayali, ayrim giicii yiiksek bir yontem olan “Multilocus sequence typing” (MLST), L. monocytogenes
tiplendirmesinde son zamanlarda kullanilmaya baslanmistir.

Yersinia enterocolitica, pek ¢ok serotip ve biyotipe sahip olmasina karsin, 6zellikle O:3, O:5,27,
0:8 ve O:9 serotiplerine ait suglarin insan enfeksiyonlarina neden oldugu, 1A biyotipine ait suslarin
genellikle aviriilan oldugu bilinmektedir. Y. enterocoliticanin patojenitesinin belirlenmesinde kro-
mozom ya da plazmitte yerlesen viriilans genleri PCR ile ortaya konabilmektedir. RFLP, RAPD ve
ribotiplendirmenin yanisira Notl, Apal ve Xhol enzimleri kullanilarak hazirlanan PFGE de epidemi-
yolojik tiplendirmede kullanilmistir. Y. enterocoliticanin patojenik izolatlarinin tiplendirilmesinde
ribotiplendirmeye gore daha faydali oldugu bulunan PFGE, 6zellikle ayni biyotipe ait suslarin ayri-
minda basart ile kullanilan altin standart bir yontemdir. Son zamanlarda multilokus enzim elektrofe-
rezi (MLEE) de Yersinia tiirlerinin ayriminda kullanilan yararl yontem olarak degerlendirilmistir.

Ortamda bulunmas ve insan barsak florasinin bir eleman1 olmasi nedeniyle, gida kaynakli en-
feksiyonlarin bir diger etkeni olan Clostridium perfringens suglarinda enterotoksin (cpe) geninin PCR
ile belirlenmesi gerekir. Epidemiyolojik verilerle birlikte degerlendirilen PFGE, suslarin tiplendiril-
mesinde yararlidir. Ayrica plazmit analizi, ribotiplendirme ve AFLP de C. perfringens’in tiplendir-
mesinde kullanilmistir.

Real-time PCR yontemi, Listeria monocytogenes’in saptanmasi ve sayiminda, S. enterica, V. para-
haemolyticus, C. jejuni ve STEC gibi ¢esitli ishal etkeni bakterilerin simiiltane olarak saptanmasinda
kullanilmistir. DNA ¢ipleri de gesitli gida kaynakli patojenlerin analizi i¢in kullanilmistir. Campylo-
bacter tiirlerinin, yakin iligkili L. monocytogenes izolatlarinin simiiltane olarak ayriminda kullanilan
hizli bir yontemdir. Bazi1 STEC O157 suglarinin genom sekanslarindaki tiim genleri iceren bir mik-
roaaray de hazirlanmstir.

Gastroenterit etkeni viriisleri genotiplendirmesi, hem bu patojenlerin siniflandirmasinda hem de
epidemiyolojilerinin anlasilarak viral gastroenteritleri 6nleyici stratejilerin gelistirilmesinde 6nemlidir.
PCR ve “reverse transcriptase-PCR” (RT-PCR), gastroenterit viriislerinin tanisinda ve sekanslama ile
birlikte epidemiyolojik ¢aligmalarda kullanilan en duyarl yontemlerdir. RT-PCR testi, VP7 (G genotipi)
ve VP4 (P genotipi) genlerinin 6zel bir bolgesini hedef alan tip spesifik primerlerle, A grubu rotaviriis-
lerin G ve P tiplendirmelerinde uygulanmustir. RT-PCR, Norovirus ve Sapovirus’i igeren kalisiviriisler
ve astroviriislerin genetik varyasyon ve genotiplendirme ¢aligmalarinda kullanilmistir. Bu ¢alismalarda
RNA polimeraz bolgesi gibi genellikle yapisal olmayan viral protein bolgelerindeki viral genomun iyi
korunmus bolgelerini hedef alan primerler yaygin olarak kullanilmakta ve ardindan sekanslama yapil-
maktadir. Yiiksek diizeyde cesitlilige sahip olan noroviriis, sapoviriis ve astroviriislerin tiim suglarini
saptayacak tek bir primer c¢ifti mevcut degildir. Bu nedenle genomun farkli bélgelerini hedef alan ¢ok-
lu primer setlerinin kullanimi, genetik olarak uzaktan iliskili suglarin saptanma sansin1 artirmaktadir.
PCR ve RT-PCR yontemleri, enterik adenoviriisler, koronaviriisler, toroviriisler, pikobirnaviriisler ve
Aichi virus tanisinda da artan siklikta kullanilmaktadir. Adenoviriis genomik DNA restriksiyon enzim
analizi enterik adenoviriislerin (40 ve 41 tipleri) ayriminda kullanilmistir.

Real-time PCR gibi ileri teknolojiler, PCR tiriinlerinin kantitatif 6l¢timiinii ve doku kiiltiirtinde
tiremeyen viriisler i¢in viral yiik tayinini miimkiin kilmaktadir. Viral gastroenteritlerin tanis: icin

gen ¢ip teknolojileri gelistirilmis olsa da heniiz yaygin olarak kullanilmamaktadir.
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Gida ve su kaynakl enfeksiyonlarin bir diger sebebi paraziter etkenlerdir. Entamoeba histolytica
ve Entamoeba dispar'in saptanmasi ve ayrimi i¢in PCR kullanilmaktadir. Klasik PCR; digk, karaciger
veya beyin aspiratlar1 gibi 6rneklere uygulanmis olup, hem trofozoit hem de kist DNAsin1 sapta-
yabilmektedir. Cesitli ¢aligmalarda, PCR1n mikroskopiden daha duyarli ve 6zgiil oldugu ve en az
antijen saptama yontemleri kadar duyarli oldugu belirlenmistir. Real-time PCR hem E. histolytica ve
E. dispar'in saptanmasinda hem de taze ya da korunmus diskida E. histolytica, Giardia intestinalis (G.
intestinalis) ve Cryptosporidium parvum’un eszamanli olarak tespitinde kullanilmigtir. Digki 6rnek-
lerinden G. intestinalis ve diger parazitlerin tanisi i¢in, duyarlilig ve 6zgiilliigii oldukea ytiksek olan
oligoniikleotid gipler de gelistirmistir. Salginlardaki epidemiyolojik arastirmalara yardimci olmak
tizere G. intestinalise 6zgli genotiplerin saptanmasi i¢in multipleks PCR testi de uygulanmistir.

Sebeke sularinin kontaminasyon potansiyeli nedeniyle, parazitik protozoonlarin suda rutin ola-
rak izlenmesi bir halk saglig1 kontrol 6nlemi olarak tavsiye edilmektedir. G. intestinalis kistleri soguk
suda 2-3 ay canli kalabilmekte ve rutin klor uygulamasina oldukg¢a direng gosterebilmektedir. DFA
testlerinin yanisira PCR, su 6rneklerinde G. intestinalis kistlerinin saptanmasinda yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Floresan testler ve 6zel boya kullanilan testlerle karsilastirildiginda PCR1n avantaji,
duyarliliginin daha yiiksek olmasidir. Kotii su kalitesini daha iyi belirleyebilmek i¢in canli organiz-
malar1 tespit edecek molekiiler yontemlerin de gelistirilmesine calisilmaktadar.

Cesitli PCR-RFLP’ye dayali genotipik yontemler Cryptosporidium saptanmas ve tiir diizeyinde
ayrimi i¢in kullanilmistir Bu tekniklerin ¢ogu kii¢iik bir rRNA alt tinitesine dayalidir. C. parvum ve
C. hominis’in alt tiplendirmesi i¢in yaygin olarak kullanilan tekniklerden biri mikrosatellit analizidir.
Alt tiplendirme yontemlerinin yararliligi kriptosporidiozisin gida ve su kaynakl: salginlarindan 6r-
neklerin analizinde gosterilmistir

Ulkemizde gesitli molekiiler yontemler Salmonella, Shigella ve STEC suslarinin karakterizasyonu,
ilag direnglerinin belirlenmesi ve rotaviriislerin tiplendirilmesinde kullanilmuistir.

Tiim bu molekiiler yontemlerin uluslararasi diizeyde standardizasyonlarinin yapilmis olmasi hem
tekrarlanabilirlik hem de laboratuvarlar arasi verilerin karsilastirilabilmesi i¢in 6nemli bir kriterdir.
PulseNet (National Molecular Subtyping Network for Foodborne Disease Surveillance), 1996da
Amerikan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (CDC) onciiliigiinde, ¢esitli eyalet halk saghg
laboratuvarlari, Amerikan Tarim Bakanligi (USDA) ile Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan kurul-
mus, gida kaynakli patojenlerin ulusal molekiiler alt tiplendirme agidir. Sistem, ¢esitli bolgelerden
elde edilen suslar1 kargilastirmak i¢in pulslu alan jel elektroforezi (PFGE) teknigini kullanmaktadur.
Salmonella dahil gesitli gida kaynakli patojenleri kapsayan bu programda degisik kaynaklardan elde
edilen izolatlarin karsilagtirilmasi icin molekiiler tiplendirme metotlar1 epidemiyolojik arastirmalar-
la kombine edilerek salginlarin hizh tanisi saglanmaktadir. ABDde oldukea yaygin bir ag olusturan
PulseNet, Kanada, Asya-Pasifik, Latin Amerika’nin yanisira Avrupada da kurulmustur.

Avrupadaki halk sagli1, gida ve veterinerlik enstitiilerinin iiye oldugu ve gida kaynakli hastalik-
larin ger¢ek zamanli arastirilmasi icin kurulmus olan PulseNet Europe, Salmonella ve verotoksijenik
Escherichia colimin yanisira L. monocytogenes’in PFGE yontemi ile tiplendirilmesini kapsamaktadir.
Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Bagkanligi Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvar: bu
agin bir tyesi olup, diizenlenen dis kalite kontrol programlarina aktif olarak katilmaktadir.

2001-2004 yillar1 arasinda Avrupa Komisyonu tarafindan finanse edilen ve Enter-net tiyesi dokuz
tilkenin katilimi ile olusturulan Salm-gene projesi, molekiiler sus tiplendirmesi ve ayrimi yolu ile ulus-
lararasi diizeyde Salmonella stirveyansini giiclendirmeyi hedeflemistir. Projenin amaglar1 uluslararas:
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salginlarin zamaninda taninmasini saglayacak PFGE ve polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayalt
molekiiler tiplendirme tekniklerinin gelistirilmesi, Salmonella suglarina ait uluslararas: ger¢ek zamanl
molekiiler verilerin toplanip saklanmasi, alt tipleri belirlenmis Salmonella suglarina uygulanan cesitli
molekiiler yontemlerin maliyet ve etkinliginin belirlenmesi olmustur. Dokuz {iye Avrupa iilkesinden
25000’in iizerinde Salmonella susu PFGE ile tiplendirilmis ve veritabani olusturulmustur. Ulkeler ara-
sinda veri paylasimini saglayan bu proje ile Avrupada en sik karsilasilan Salmonella serotip ve faj tipleri
tespit edilmistir. PFGE yonteminin ve analizinin standardize edilmesi ile laboratuvarlar arasi kargilas-
tirma yapilabilmesi saglanmis ve uluslararasi salginlarin daha kisa siirede ortaya konmasina olanak
taninmustir. Bu proje ile toplanan veriler daha sonra kurulan PulseNet Europe agina aktarilmistir.

FBVE (Food-borne Viruses in Europe) a1 ise, viral gastroenteritler ile akut A ve E hepatiti vi-
riislerine ait epidemiyolojik, virolojik ve molekiiler tan: verilerinin Avrupa ¢apinda paylasilmast i¢in
kurulmustur. Oniig tilkeden 26 enstitiiniin katilimi ile olusturulan bu ag ile 2001 yilindan beri web ta-
banli olarak viral gastroenterit salgin bildirimleri yapilmaktadir. Bu agin veritabaninda 16 000den fazla
salgin yer almakta olup, elde edilen verielre gore, salgin aragtirmalarinda Norovirus genotiplendirmesi
i¢cin ORF2 sekansina dayal, kapsid temelli tiplendirmenin en iyi ayrimi sagladig: belirlenmistir.

Sonug olarak gelistirilen ¢esitli molekiiler genetik yontemler, mikroorganizmalarin karakterizas-
yonu ve ayriminda, zellikle salginlarin ve vaka kiimelenmelerinin tespit edilmesinde yeni bir bakig
acist saglamistir. Bu yontemlerin klasik fenotipik yontemlerle birlikte degerlendirilmesi ile 6nemli
bilgiler elde edilmistir. DNA ¢ipleri ve MLVAnin kullanima girmesi, epidemiyolojik siirveyansa yeni
boyutlar kazandirmistir. Verilerin bolgesel, ulusal ve uluslararas: diizeyde paylasilmas: ve degerlen-

dirilmesi gida ve su kaynakli enfeksiyonlarin siirveyansina 6nemli katkilar saglayacaktir.

Kaynaklar

1. Amar CF Dear PH, Pedraza-Diaz N, Looker N, Linnane E, McLauchlin J. Sensitive PCR-restriction
fragment length polymorphism assay for detection and genotyping of Giardia duodenalis in human
feces. ] Clin Microbiol 2002; 40: 446-452.

2.  Aslantas O, Erdogan S, Cantekin Z, Giilagt: I, Evrendilek GA. Isolation and characterization of
verocytotoxin-producing Escherichia coli O157 from Turkish cattle. Int ] Food Microbiol 2006;

106: 338-342.

3. Chizhikov V, Wagner M, Ivshina A, Hoshino Y, Kapikian AZ, Chumakov K. Detection and
genotyping of human group A rotaviruses by oligonucleotide microarray hybridization.
J Clin Microbiol 2002; 40: 2398-2407.

4.  Duizer E, Kroneman A, Siebenga J, Verhoef L, Vennema H, Koopmans M, the FBVE network.
Typing database for noroviruses. Euro Surveill 2008;13(19):pii=18867.http://www.eurosurveillance.
org/ViewArticle.aspx?Articleld=18867.

5.  Evangelopoulos A, Spanakos G, Patsoula E, Vakalis N, Legakis N. A nested, multiplex PCR assay for
the simultaneous detection and differantiation of Entemoeba histolytica and Entamoeba dispar in
faeces. Ann Trop Med Parasitol 2000; 94: 233-240.

6.  Glaberman S, Moore JE; Lowery CJ, Chalmers RM, Sulaiman I, Elwin K, Rooney PJ, Millar BC,
Dooley JS, Lal AA, Xiao L. Three dirnking-water-associated crytosporidiosis outbreaks, Northern
Ireland. Emerg Infect Dis 2002; 8: 631-633.

7. Gouvea V, Glass RI, Woods P, Taniguchi K, Clark HE, Forrester B, Fang ZY. Polymerase chain
reaction amplification and typing of rotavirus nucleic acid from stool specimens. ] Clin Microbiol
1990; 28: 276-282.

8.  Horby PW, O’Brien SJ, Adak GK, Graham C, Hawker JI, Hunter P, et al. A national outbreak of
multi-resistant Salmonella enterica serovar Typhimurium definitive phage type (DT) 104 associated
with consumption of lettuce. Epidemiol Infect 2003; 130:169-78.

9. Iijima Y, Asako NT, Aihara M, Hayashi K. Improvement in the detection rate of
diarrhoeagenic bacteria in human stool specimens by a rapid real-time PCR assay.

J Med Microbiol 2004; 53(Pt 7):617-22.

117



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

118

Lazaro D, Hernandez M, Scortti M, Esteve T, Vazquez-Boland JA, Pla M. Quantitative detection of
Listeria monocytogenes and Listeria innocua by real-time PCR: assessment of hly, iap, and [in02483
targets and AmpliFluor technology. Appl Environ Microbiol 2004;70: 1366-77.

Lovmar L, Fock C, Espinoza F, Bucardo F, Syvanen AC, Bondeson K. Microarrays for

genotyping human group rotavirus by multiplex capture and type-specific primer extension.

J Clin Microbiol 2003; 41: 5153-5158.

Lukinmaa S, Schildt R, Rinttild T, Siitonen A. Salmonella Enteritidis phage types 1 and

4 pheno- and genotypic epidemiology of recent molecular methods for food-borne pathogens
outbreaks in Finland. J Clin Microbiol 1999; 37:2176-82.

Lukinmaa, S, Nakari UM, Eklund M, Siitonen A. Application of molecular genetic methods in
diagnostics. APMIS 2004; 112: 908-929.

Lyytikdinen O,Koort J,Ward L, Schildt R, Ruutu P, Japisson E, et al. Molecular epidemiology of

an outbreak caused by Salmonella enterica serovar Newport in Finland and the United Kingdom.
Epidemiol Infect 2000;124:185-92.

Ng CG, Gilchrist CA, Lane A, Roy S, Haque R, Houpt ER. Multiplex real-time PCR assay using
Scorpion probes and DNA capture for genotype-specific detection of Giardia lamblia on fecal
samples. ] Clin Microbiol 2005; 43: 1256-1260.

Rochelle PA, De Leon R, Stewart MH, Wolfe RL. Comparison of primers and optimization of
PCR conditions for detection of Crytosporidium parvum and Giardia Lamblia in water.

Appl Environ Microbiol 1997; 63: 106-114.Rodriguez

Tanyuksel M, Petri Jr. WA. Laboratory diagnosis of amebiasis. Clin Microbiol Rev 2003; 16: 713-729.
Verweij J], Blange RA, Templeton K, Schinkel ], Brienen EA, van Rooyen MA, van Lieshout L,
Polderman AM. Simultanous detection of Entamoeba histolytica, Giardia lamblia,

and Cryptosporidium parvum in fecal samples by using multiplex real-time PCR.

J Clin Microbiol 2004; 42: 1220-1223.



Sozel Bildiriler



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

|

0XA-58 Ureten Karbapeneme Direncli
Acinetobacter baumannii Salgin Suslarinin Tanimlanmasi
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Paul Savelkoul?
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3Zonguldak Karaelmas Universitesi, Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Zonguldak.

Hastanemizde Agustos 2005de karbapeneme direncli (KD) Acinetobacter baumannii izolasyonun-
da ani bir artig gozlenmistir. Bu ¢alisgmada KD A.baumannii izolatlarinin molekiiler epidemiyolojik
degerlendirilmesi ve karbapeneme diren¢ mekanizmalarinin arastirilmast amaglanmistir. 2003-2006
yillar1 arasinda izole edilmis hastane kaynakli 145 KD A.baumannii sugu ¢alismaya dahil edilmistir.
Imipenem ve meropenem direncinde E-test kullanilarak MiK degerleri belirlenmistir. Antibiyotik du-
yarlilik profillerine gore antibiyotipler olusturulmustur. Suslarin tiimii “Amplified Fragment Length
Polymorphism” (AFLP) analizi ile tiplendirilirken, Haziran 2005-Subat 2006 arasinda izole edilen
50 sus PFGE yontemi ile de tiplendirilmistir. Karbapenemaz direng genlerinin saptanmasi amacry-
la metallo-beta-laktamaz genleri; GIM-1, SIM-1, SPM-1, IMP-like, VIM-like ve oksasilinaz genleri;
blaOXA-24 like, blaOXA-23 like, blaOXA-51 like ve blaOX A-58 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
aragtirilmistir. AFLP analizi ile sirasiyla 72, 20 ve 12 sus igeren baglica ii¢ kiimelesme belirlenirken, alt1
adet kiiciik kiime ve 23 adet tekil sus saptanmigtir. PEGE yontemi ile ise ti¢ PFGE genotipi belirlenmis-
tir. Predominant olan PFGE genotipinde 50 sustan 45’i yer alirken bunlarin 35’inin AFLP analizindeki
ana genotipe karsilik geldigi gozlenmistir. Cevre taramasi sonucunda hasta monitdrii ylizeyinden izole
edilen bir sus, her iki tiplendirme yontemi ile de ana salgin genotipi ile iligkili bulunmustur. Baglica tig
AFLP tipi tig antibiyotik duyarlilik profiline karsilik gelmistir. Calisilan tiim suslara kars: in vitro olarak
genellikle etkili tek antimikrobiyalin tobramisin oldugu belirlenmistir. PZR analizi ile ii¢ ana kiime-
de yer alan suslarda ve kalan suglarin %79’unda blaOXA-51 like ve blaOXA-58 genleri saptanmustir.
Hastanemizde birden fazla KD A.baumannii klonu ile uzun siireli bir salgin gelismistir. Karbapenem

direncinden OXA-58 tipi oksasilinaz iretimi sorumlu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenemaz, OXA-58, salgin.
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Antibiyotik Kullanimina Bagh ishalli Hastalarda Clostridium difficile Kokenlerinin
Toksin Genlerinin Arastiriimasi

Umut Deniz, Nurver Ulger, Burak Aksu, Giiner Séyletir
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly, Istanbul.

Clostridium difficile, antibiyotik kullanimina bagl, kendiliginden iyilesen akut ishalden fulmi-
nant pseudomembranéz enterokolite kadar degisen yelpazede hastaliklara yol acan, gram pozitif,
sporlu, anaerob bakteridir. Hastaligin patogenezinden toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotok-
sin) tiretimi sorumludur. Son yillarda hastane salginlarina da neden olan “binary toksin® (BT) varligt
tamimlanmustir. Caligmamizda, hastane laboratuvarimiza C.difficile toksin varliginin aragtirilmasi
i¢in gonderilen digki 6rneklerinden C.difficile kokenlerinin izolasyonu ve toksin genlerinin arasti-
rilmas1 amaglanmustir. Eylil 2006-Mart 2008 tarihleri arasinda toplam 633 disk: 6rnegi isleme alin-
mis, CCFA (sikloserin, sefoksitin-fruktoz agar) segici besiyerine ekilerek anaerob ortamda inkiibe
edilmistir. Gerek digki 6rnegi gerekse izole edilen kokenlerden enzim immunoassay (ImmunoCard-
Meridian) yontemi ile toksin varligi arastirilmistir. Toplam 50 hastadan C.difficile kékenleri izole
edilmis, PZR ile toksin A varlig1 i¢in tcd A, toksin B varligi icin tcd B ve BT igin cdt A ve cdtB genle-
ri bakilmistir. C.difficile tiretilen digkilarin 30’unda toksin pozitifligi saptanmus, toksin negatif olan
diskilardan izole edilen 20 kokenin kiiltiiriinden yeniden toksin ¢alisildiginda alt1 kokende toksin
tretiminin oldugu saptanmustir. Kiiltiirden ve diskidan pozitiflik saptanan toplam 36 kokende (%72)
toksin A ve toksin B genleri pozitif bulunmus, hi¢ bir kékende BT geni saptanmamustir. Sonuglari-
miz, belli bir zaman diliminde hastanemizde antibiyotige bagli gelisen ishalli hastalardaki C.difficile
kokenlerinin toksin geni durumunun bilinmesi, ileride gelisebilecek degisikleri izleyebilmek i¢in bir
veri tabani olugturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Binary toksin, Clostridium difficile, toksin A, toksin B.
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Helicobacter pylori Viriilans Faktorleri ve Konak interlokin-1 Polimorfizminin
Prognoza Etkisi

Erkan Yula', Deniz Pekmezci®, Harun Yerhan?, Biilent Kantarceken?, Fatih Koksal!
!Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana.

*Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim Dali, Kahramanmaras.
‘Hifzissihha Enstitiisii, Adana.

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin prognozunu, bakteriye ait cagA/vacA genotipleri ve vacA
gen allelleri ile konaga ait proinflamatuvar sitokin IL1f3 ve ILIRN (IL-1 reseptor antagonisti) geno-
tiplerindeki polimorfizmin etkiledigi ileri stiriilmustiir. IL1f geninin regiilator bolgesindeki -511°de
C/T ve/veya -31'de T/C nokta mutasyonuna sahip kisilerde agir1 IL-1f tiretimi ile inflamatuvar cevap
ve gastrik lezyonun arttig1, gastrik asit seviyesinin azaldig1 gosterilmistir. Ayrica ILIRN geninin 2.
intronunda yer alan tekrarlayan dizilerin sayisal polimorfizminin de IL-1p tiretimini etkiledigi, iki
tekrara sahip kisa allellerin (2/2) uzun allelik tiplere gore IL-1p iiretimini agir1 derece artirdig: goste-
rilmistir. Bu ¢aligmada gesitli gastroduodenal patolojisi olan hastalardan izole edilen H.pylori susla-
rinin virtilans genleri ve allelleri ile hastaya ait IL1f3 ve ILIRN genlerindeki polimorfizmin prognoza
etkisi aragtirilmistir. Caligmaya 103 hastadan alinan toplam 176 antrum ve korpus biyopsi 6rnegi
dahil edilmistir. Qiagen DNA doku kiti ile ekstrakte edilen DNA 6rneklerinde “in-house” PCR ile
once glmM; glmM pozitif bulunan 6rneklerde de cagA ve vacA ile vacAnin “s1/s2” ve “m1/m2”allelik
subtipleri ¢ogaltilmistir. IL1 regiilator bolgelerindeki mutasyonlarin tayini igin PCR-RFLP, ILIRN
gen polimorfizminin tayini i¢in ise PCR-VNTR yontemi kullanilmistir. Calismaya dahil edilen 103
hastanin 91’inde (%88.3) glmM pozitifligi bulunmustur. Orneklerin 53’iinde (%58.2) H.pylori Tipl
(cagA+/vacA+), 38’inde (%41.7) TiplIl (cagA/vacA-) suslarmin kolonizasyonu belirlenmistir. TipI
suslar1 ile kolonize hastalarin ikisinde (%3.8) ve glmM negatif hastalarin ticiinde (%25) PCR-VNTR
ile ILIRN 2/2 polimorfizmi tespit edilmistir. Hastalarin IL1f genotipik dagiliminda en sik kargila-
silan genotipin -511de (51/103) CT, -31'de ise (53/103) TC genotipi oldugu gorilmiistiir. Duodenal
lserli hastalarda H.pylorinin ILIRN polimorfizminden bagimsiz risk faktorii oldugu; H.pylori ile
kolonize olmayan hastalarda %25 oraninda pozitiflik gosteren ILIRN'nin ise bagimsiz bir risk fakto-

rii olabilecegi gortilmustiir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, ILIB, ILIRN, CagA, VacA, polimorfizm.
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Optik Okuyuculu Elektroforez Sistemi ve Otomatik Molekiil Biiyiikliigii Belirleyicisi
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Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD., Istanbul.
*TUBITAK, Ulusal Metroloji Enstitiisii

*Yeditepe Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii, Istanbul.

‘Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD., Ankara.
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Bilindigi gibi molekiiler incelemelerde kullanilan elektroforez ve jel gorintileme, degerlen-
dirme islemleri birbirinden ayri, birbirini izleyen sekilde yapilmaktadir. Bu ¢aligmada bu iki sis-
temin bir araya getirilmesi hedeflenmistir. Jel elektroforezi ile birbirinden ayrilan molekiillerin
optik bir okuyucu aracilig1 ile dogrudan izlenebilecegi bir aygit gelistirilmis ve DNA molekiilleri,
floresans uyarici 151k kaynag olarak parlak mavi LED’ lerle goriiniir hale getirilmistir. Jel elektro-
forezi ile ayrilmis molekiilleri kendiliginden saptayabilen bir aygit hazirlanmis ve giiniimiizde yay-
gin bir sekilde 151k algilayici olarak kullanilan, 151k yayan diyot (LED), 1s1l-diren¢ (LDR) 151k algi-
layici olarak denenmistir. Ozel olarak gelistirilmis sinyal gevirici ve yine 6zel olarak tasarlanmig
bir bilgisayar programu ile 151k sinyalleri bilgisayar ekraninda ¢izge haline getirilmistir. Bu aygit
sayesinde, mor-6tesi 151k kaynaklarina gereksinim olmadan, elektroforez yapildig: sirada molekiil-
ler izlenebilecek ve bilgisayar programi tarafindan yorumlanabilecektir. DNA parmak izi incele-
mesi, restriksiyon enzim kesimi ile mutasyon analizleri ve polimeraz zincirleme tepkimesi ile en-

feksiyon etkenlerinin tanisi gibi islemler bu aygitla ¢ok kolay ve otomatik olarak yapilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Elektroforez, optik okuyucu, jel goriintiileme.
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Mycobacterium tuberculosis Klinik izolatlarinda Kinolon Direncinin Klasik ve
Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi

Emrah Ruh, Zeynep Saribas, Alpaslan Alp
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Son yillarda, ¢oklu ilag direncine sahip Mycobacterium tuberculosis suslarinin yayginlasma-
s1, florokinolonlari, direngli olgularda umut veren ilaglar olarak giindeme getirmistir. Bu nedenle
M.tuberculosis izolatlarinda kinolon direncinin hizli ve dogru bir sekilde saptanmasina yonelik ¢a-
ligmalar biiyiik 6nem kazanmigtir. Bu ¢aligmanin amaci, M.tuberculosis klinik izolatlarinda siprof-
loksasin, sparfloksasin ve moksifloksasin direncini hem klasik yontemle, hem de gyrA genindeki
mutasyonlarin saptandig1 molekiiler yontemlerle belirlemektir. Bu amagla birinci sira antitiiberkiiloz
ilaglardan en az birine direngli oldugu saptanmis 100 adet M.tuberculosis klinik izolati ¢aligmaya
dahil edilmistir. Bu izolatlarin siprofloksasin, sparfloksasin ve moksifloksasin igin MIK degerleri
agar dillisyon yontemiyle Middlebrook 7H10 kat1 besiyeri kullanilarak belirlenmistir. Siprofloksasin,
sparfloksasin ve moksifloksasin MIK degerleri sirasiyla 0.25-8 pg/ml, 0.125-2 pg/ml ve 0.06-1 pg/
ml araliginda bulunmustur. Agar diliisyon yontemiyle test edilen bu ii¢ ilagtan en az birine direng-
li bulunan 41 M.tuberculosis izolatinda kinolon direncini 1-2 giin gibi kisa bir siirede test edebil-
mek igin floresans rezonans enerji transferi (FRET) yonteminin kullanildig1 gergek zamanli PCR
uygulanmistir. Gergek zamanli PCR'1n duyarlilig: agar diliisyon yontemiyle karsilastirildiginda %83
olarak bulunmustur. Direngli izolatlarda gyrA genindeki mutasyonlarin yerlerinin saptanmasi igin
DNA dizi analizi yapilmis ve 88, 90, 91 ve 94. kodonlarda daha 6nce kinolon direncine neden ol-
dugu gosterilmis mutasyonlar farkli izolatlarda saptanmustir. Bu calisma sonucunda moksifloksa-
sin ve sparfloksasin MIK araliklarinin siprofloksasine oranla daha diisiik olmasi nedeniyle, bu iki
ilacin M.tuberculosis izolatlarina kars1 daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. Kinolon direncinin
kisa siirede saptanmasinda ger¢ek zamanli PCR yonteminin kullanilabilecegi, ancak rutin uygula-
mada bunun klasik agar dilisyon yontemiyle birlikte kullanilmas: gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, kinolon direnci, ger¢ek zamanli PCR.
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Vajinal Kandidozlu Hastalardan izole Edilen Candida albicans Suslarinda
Adezyon Genlerinden ALS, HWP ve SAP ifadesinin Gdsterilmesi

Tuncay Nas', Ayse Kalkancr?, Isil Fidan? Kenan Hizel®, Sezen Bolat?, Sultan Yolbakan?,
Ercan Yilmaz!, Secil Ozkan*, Semra Kustimur?
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Vulvovajinal kandidoz, 6strojen seviyesinin yiikseldigi kosullarda daha sik goriilmektedir. Bu sik
rastlanilan hastaligin ve 6zellikle de rekiirren vulvovajinal kandidoz olarak tanimlanan 6zel formu-
nun patogenezi tam olarak anlagilmis degildir. Vajinal kandidoz ile 6strojen diizeyi arasinda belirgin
bir iliski belirlenmistir. Bu ¢alismanin amaci, farkli 6strojen diizeyi olan hasta gruplarindan izole
edilen Candida albicans suslarinda, viriilans faktorlerinden biri olan adezyondan sorumlu gen ifade-
lenmesinde farklilik olup olmadiginin arastirilmasidir. Bu amagla, ‘agglutinin like sequence’ (ALS),
‘hypha wall protein’ (HWP), ve ‘secreted aspartyl proteinase’ (SAP) genleri hedeflenmistir. Vulvova-
jinal kandidozu olan 10 gebe, dort menapoz, 15 dogurganlik cagindaki kadindan izole edilen toplam
29 C.albicans susundan mRNA elde edilmis ve SAP4, ALS1 ve HWP1 genleri ‘reverse-transcriptase
polymerase chain reaction’ (RT-PCR) ile ¢ogaltilmistir. Biitiin olgularin %68.9’unda ALS1, %62’sinde
HWPI, ve %37.9unda SAP4 ifadesi bulunmustur. Gebelerden izole edilen C.albicans suslarinin
%70’inde ALS1, %60 1nda HWPI1, %40’ inda SAP4 gen ifadesi gosterilmistir. Menapozdaki vajinit
olgularindan izole edilen C.albicans suslarinin %75inde ALS1, %25’ inde HWP1 ve %50’sinde SAP4
gen ifadesi gosterilmistir. Dogurganlik ¢agindaki vajinit olgularindan izole edilen C.albicans susla-
rinin %66.6’sinda ALS1, %73.3’inde HWP1, ve %33.3’tinde SAP4 gen ifadesi gosterilmistir. Farkli
ostrojen diizeyi olan vajinitli olgulardan izole edilen C.albicans suslar1 arasinda, adezyondan sorum-
lu gen ifadesi agisindan, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05). Bu ¢aligma
sonucunda, dstrojen diizeyi yiiksek olgularda, daha fazla adezyon geni ifadelendigi gosterilmemistir.
Ostrojen yiiksekligi ile kandidoz arasindaki iligkinin, adezyon genlerinden bagimsiz baska bir meka-

nizma ile gergeklestigi diistintlmiistiir.

Anahtar Kelimeler: ALS1, Candida, gen ifadesi, HWP1, RT-PCR, SAP4, vajinit.
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Mersin'de Lamivudin ve Adefovir ile Tedavi Edilmekte Olan Kronik Hepatit B'li
Hastalarda ilac Direncine Sebep OIan.HBV Polimeraz Mutasyonlarinin Giimiis Boyama
Tabanl “Cycle-Sequencing” Metodu lle Arastiriimasi
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Son yillarda HBV virion DNAlarinin klonlanmasi, sekanslanmasi ve ekspresyonu ile HBV repli-
kasyon asamalari netlestirilmistir. Bu bilgiler, giivenli ve etkili agilarin, hassas tani kitlerinin ve gesitli
niikleozid/-tid analogu ilaglarin gelistirilmesine biiyiik katki saglamistir. Ancak tiim bu gelismelerin
yanisira HBV enfeksiyonlarindan korunma ve tedavide halen ciddi sikintilarin oldugu da bilinmek-
tedir. HBV bir DNA virusu olmakla beraber, hata yapmaya acik bir revers transkriptaz (RT) enzimi-
nin rol oynadig, pregenomik RNAnin revers transkripsiyon olayi ile replike olmaktadir. Dolayisiyla
genom icerisinde degisik mutasyonlar1 olan genis bir “quesispecies” havuzu olusturmaktadir. Virus,
immiinite ve ilag ile indiiklenen seleksiyon baskisi altinda yiiksek varyasyonlar olusturup, zamanla
ast ile iligkili kagak mutantlar ve ilaca direncli mutantlar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Calismamizda
ortalama 2 yillik lamivudin (LAM) ve/veya adefovir (ADV) tedavisi alan kronik hepatit B’li 61 hasta
serumundan, LAM ve ADV direncinden sorumlu, mutasyonlarin siklikla belirlendigi HBV polA
geninin RT ozelligi gosteren bolgesindeki C ve D kangallarini iceren 422 baz ift (bp)’lik fragmenti,
“nested” PCR ile amplifiye edilerek “cycle-sequencing” ile dizileme reaksiyonuna tabi tutulmustur.
Bu idirtinler, 30x40 cnr’lik jelde (PAGE) ayrilarak giimiis boyamayla goriintilenmigtir. Diziler, gen
bankasinin Z35716 kabul no’lu dizisi ile kargilagtirilmistir. Ortalama 2 yillik tedavi sonunda 61 has-
tanin 12’sinde (%19.6) LAM direncinden sorumlu tutulan M2041I (%14.2), M204V (%3.3) ve L179M
(%1.6) mutasyonlari, ayrica bu hastalarin 5’inde (%8.2) ADV direncinden sorumlu tutulan K241E
(%4.9) ve N236T (%3.3) mutasyonlari tespit edilmistir. Calismamizda uyguladigimiz glimiis boya-
ma tabanli DNA dizi analizi metodu, 6zellikle kisa fragmentlerin (max. 500 bp) arastirilmasinda
yeterince hassas ve radyoaktif olmadigs i¢in de giivenli olup, ekonomik 6zelligi dolayisiyla aragtirma

laboratuvarlari i¢in uygun bir secenek olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: DNA dizileme, hepatit B virusu, niikleozid analogu, direng
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Kan Bagiscilarinin Anti-HCV Tarama ve Dogrulamasi icin Akis: Cok Merkezli Bir Calisma
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Diisiik riskli popiilasyonlarin anti-HCV taramasinda halen hatal pozitiflik oranlar1 oldukga yiik-
sektir. Kan bagiscilarinda anti-HCV tarama testi ile “reaktif” sonug elde edildiginde, ¢caligmanin ¢ift
kuyuda tekrarlanmas; ti¢ caligmanin en az ikisinde reaktif sonug elde edildiginde “tekrarlayan reak-
tif (TR)” tanimlamasi yapilmasy; dogrulamada RIBA ve PCR yontemlerinin kullanilmasi 6nerilmek-
tedir. Bu ¢alismada Ankaradaki 11 kan merkezinden toplanan, kan bagiscilarina ait anti-HCV reaktif
serum Orneklerinde elde edilen ELISA sinyal/cut off (S/CO) oranlari ile gercek pozitiflik arasindaki
iliskinin arastirilmasi amaglanmigtir. TC Saglik Bakanlig, Strateji Gelistirme Baskanlig: tarafindan
onaylanan proje kapsaminda, anti-HCV testi ELISA yontemi ile reaktif bulunan, kan bagis¢ilarina ait
197 plazma 6rneginde kemiliiminesan ELISA ve mikroELISA yontemleri ile ¢ift caligma yapilmustir.
Tekrarlayan reaktif 6rneklerin tiimiinde anti-HCV RIBA ve HCV-RNA PCR testi ¢caligilmustir. ELISA
yontemlerinden en az birisi ile ¢ift calismada en az bir reaktif sonug elde edilen 64 6rnek (%32.5) TR,
133 ornek (%67.5) hatali pozitif kabul edilmistir. TR 64 6rnegin 12’si (%18.8) RIBA veya PCR test-
lerinden en az birinin pozitif bulunmasi ile gercek pozitif kabul edilmistir. PCR pozitif bulunan yedi
ornegin timiinde RIBA pozitif ve her iki ELISA TR bulunmustur. Gergek pozitif 6rneklerin S/CO
oranlar1 degerlendirildiginde; 12 6rnekten HCV-RNA pozitif olan yedisinin S/CO oranlar1 kemilii-
minesan ELISAda 20 esik degerinin ve mikroELISAda 15 esik degerinin iizerinde tespit edilmistir.
Bu ¢alismada 64 6rnegin 17’sinde ise (%26.6) RIBA ile “indeterminate” sonug elde edilmistir. Anti-
HCYV testi baglangicta reaktif tespit edilen kan bagis¢1 6rneklerinde hatali pozitiflik orani olduk¢a
yiiksektir (%67.5). Hatali pozitifliklerde bu kisilerin bagis¢1 havuzuna geri kazanilmas: 6nemlidir.
Kan bagiscilarinda anti-HCV tarama ve dogrulamasi i¢in ulusal bir akis 6nerisi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Anti-HCV dogrulama, Anti-HCV tarama, Kan bagiscis

127



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

S9

Sanliurfa Plasmodium vivax Suslarinin PCR ile Tiplendirilmesi ve
Circumsporozoit Protein (CSP) Gen Farkhiliklar
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Plasmodium vivax her yil 75 milyondan fazla kisiyi etkileyen diinyada en yaygin goriilen ikinci
Plasmodium tiiriidiir. Ulkemizde de halen énemli bir halk saglig1 sorunu olan sitmanin baglica etkeni
Pvivaxdir. Pvivax circumsporozoit proteini (Pvesp) rekombinant sitma asi ¢alismalarinin baglica he-
defidir. Ulkemizde bugiine kadar yapilmis, bir ag1 aday1 6nciisii olarak kabul edilen circumsporozoit
protein geninin diversitesi konusunda bir ¢aligma ve bilgi yoktur. Pvespnin amino asit sekansinin,
her biri tekrarlayan karakteristik tandemler iceren, VK210 ve VK247 olmak tizere baslica iki tip
oldugu ortaya konmustur. Ulkemizin sitma endemik bélgesi olan Sanlrfadan direk mikroskobi
ile sitma tanis1 konulan 88 hastanin kan 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen
genomik DNAar dort farkl Plasmodium tiirti igin ayr1 primerler kullanilarak “nested” PCR yontemi
ile tiplendirilmis ve 88 hastanin tiimii Pvivax olarak tanimlanmistir. Pvivax oldugu belirlenen 88
hastadan elde edilen genomik DNAlarinin 58’inden Pvivax Pvcsp amplifiye edilmis ve amplifiye
edilen gen bolgesine PCR-RFLP analizi uygulanmistir. Buna gore 6rneklerin %65.5'i VK210, %34.5’i
VK247 olarak tanimlanmugtir. Izolatlarin hig birinde kargik tipe rastlanilmamigtir. Bu én ¢alisma,
tilkemizde parazitin gesitliligi i¢in ilk bilgileri ortaya koymakta olup, ileride yapilacak olan Pvivax

molekiiler epidemiyolojik ¢alismalari i¢in temel bir veri saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Circumsporozoit protein, PCR, Plasmodium vivax, RELP, VK210, VK247
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Staphylococcus aureus Suslarinda Metisilin Direncinin Saptanmasinda
Sivi Mikrodiliisyon, Phoenix Sistemi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Yontemlerinin Karsilastiriimasi

Nevgiin Sepin Ozen, Dilara Ogiing, Hatice Yazisiz, Gézde Ongiit, Dilek Colak, Meral Giiltekin
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya.

Staphylococcus aureus hem toplum hem de hastane kokenli enfeksiyonlardan izole edilen ve
metisilin direnci varliginda tedavisinde zorluklar yasanan bir mikroorganizmadir. S.aureus susla-
rinda metisilin direncinin dogru ve hizli bir sekilde belirlenmesi, hastalarin tedavisi ve hastane ici
yayilimin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada, metisilin direncinin belirlenmesinde sivi
mikrodiliisyon, Phoenix otomatize sistemi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemlerinin de-
gerlendirilmesi amaglanmigtir. Caligmaya, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar’na
gelen klinik 6rneklerden izole edilen 170 S.aureus susu alinmigtir. Kiiltiirde iireyen mikroorganiz-
malar Gram boyama, katalaz, tiip koagiilaz testleri ile S.aureus olarak tiplendirilmistir. Phoenix (BD,
USA) otomatize sistemi ile bakteri tanimlamasi ve duyarlilik testleri {iretici firmanin 6nerileri dog-
rultusunda gerceklestirilmistir. Metisilin direncini belirlemede Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)’in 6nerileri dogrultusunda izolatlarin minimum inhibitér konsantrasyonlar: (MIK)
belirlenmistir. Bakteri kolonilerinden DNA ekstraksiyonu yapilarak PZR yontemiyle nuc ve mecA
geni aragtirilmasi referans yontem olarak kabul edilmistir. Ttim testlerde kontrol susu olarak S.aureus
ATCC 29213 kullanilmistir. PZR y6ntemi ile suslarin 99’unda (%58.2) mecA geni varlig1 saptanmis-
tir. Stvi mikrodiliisyon ve Phoenix otomatize sisteminin metisilin direncini saptamada duyarliliklar:
sirastyla %100, %98 ve ozgiillikleri %97.3 olarak bulunmustur. Calismamizin sonuglarina gore de-
gerlendirilen yontemler yiiksek duyarlilik ve 6zgiillikleri nedeniyle metisilin direncini saptamada
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilabilecek dogru ve giivenilir yontemlerdir. Ancak
PZR yo6ntemi hizli tanida, hastane enfeksiyonu kontrol 6nlemleri ve acil tedavi yaklagimlarinda kisa
stirede sonug vermesiden dolayi tercih edilebilir.

Anahtar Kelimeler: S.aureus, metisilin direnci, mecA.
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Staphylococcus aureus izolatlarinda Metisilin Direncinin Belirlenmesinde
Sefoksitin Disk, Oksasilin Disk ve PCR Yontemlerinin Karsilastiriimasi

Cigdem Ozaydin, Tevfik Yavuz, Idris Sahin, Selda Acar
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Diizce.

Bu ¢alismada metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlarinin saptanmasinda ge-
notipik ve fenotipik yontemlerin giivenilirligi arastirilmigtir. Bu amagla oksasilin ve sefoksitin disk
difiizyon yontemleri ve PCR ile mecA geni tespiti kargilagtirilmistir. Calismaya Diizce Universite-
si Hastanesi ve Bolu Izzet Baysal Devlet Hastanesinde gesitli klinik érneklerden izole edilen 130
S.aureus susu alinmis ve suglara CLSI kriterlerine gore oksasilin (1ug) ve sefoksitin (30ug) disk difiiz-
yon testi uygulanmustir. Suslarin S.aureus oldugunu dogrulamak i¢in nuc geni; MRSA/MSSA ayrimi
i¢in ise altin standart kabul edilen mecA geni, PCR yontemiyle arastirilmis ve jel elektroforez yontemi
ile elde edilen bantlar goriintiilenmistir. Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testi ile 130 S.aureus
susundan 38’1 MRSA, 92’si ise MSSA olarak tanimlanmistir. MRSA suslarindan 35’inin mecA geni
tagidigy, ti¢ susun mecA geni tasimadig tespit edilmigtir. MSSA olarak tanimlanan 92 susun ise ti¢iin-
de mecA geni varlig1 belirlenmigstir. Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon yontemlerinin 6zgillik,
duyarlilik, pozitif ve negatif prediktif degerleri her ikisi i¢in de ayn1 olmak tzere sirasiyla; %96.9,
%92.1, %92 ve %95 olarak bulunmustur. Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon yéntemlerinin inoku-
lim miktari, besiyerinin pH’st ve tuz konsantrasyonu gibi cesitli faktorlerden etkilenmesi, direngli ve
duyarli izolatlarin birbirinden ayrimini zorlagtirmaktadir. Disk difiizyon yontemlerinde 6zgiilligiin
duyarlhiliktan yitksek olmasi, yalanct pozitiflik oraninin yalanci negatiflik oranindan daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. MecA tespiti, metisilin direncinde altin standart yontem olmakla beraber
aradaki farkin azlig1 ve maliyetler goz 6niinde bulundurulunca, oksasilin ve sefoksitin disk diftizyon

yontemlerinin rutin laboratuvarlarinda tercih edilmesi daha uygun goéziikmektedir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, metisilin direnci, PCR.
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Bir Egitim Hastanesi Yogun Bakiminda Ortaya Cikan Metisiline Direncli
Staphyloccocus aureus'a (MRSA) Bagli Bir Epideminin Tanimlanmasi
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Bu ¢alismanin amaci, GATA Haydarpasa Egitim Hastanesinde ayni dénem i¢inde kalp ve da-
mar cerrahisi operasyonlar1 sonrasi metisiline direngli Staphyloccocus aureus’a (MRSA) bagl no-
zokomiyal enfeksiyon izlenen ii¢ olguda PFGE yontemi ile kaynagin irdelenmesidir. Kalp ve da-
mar cerrahisi servisinde, 2006 yili Kasim ayinda gerceklestirilen operasyonlardan sonra yapilan
takip sirasinda bir haftalik dénemde ii¢ olguda ard arda enfeksiyon bulgular1 izlenmistir. Birinci
olguya ait kan, ikinci olguya ait trakeal aspirat ve ti¢lincii olguya ait derin insizyonel kesi yeri or-
neklerinden MRSA izole edilmistir. Bunun iizerine s6z konusu olgular epidemiyolojik takibe alin-
mistir. Laboratuvar tanisini takiben kaynaga yonelik olarak; serviste yatan hastalar, servis ve yogun
bakim personeli ile ameliyat ekibinden olusan 31 kisiden tarama kiiltiirleri (burun ve el siiriintii-
leri) yapilmistir. Tarama sonrasinda bir saglik personeline ait burun kiiltiiriinden benzer fenotip-
te MRSA susu izole edilmistir. Olgulardan izole edilen suslar ile saglik personelinden izole edilen
MRSA sugunun tiir diizeyinde tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi rutin la-
boratuvar metodlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. izole edilen suslarin tamami ayrica “Pulsed
Field Gel Electrophoresis” (PFGE) yontemi ile genotipik olarak degerlendirilmistir. Calismamiz-
da, dort susun PFGE degerlendirmesinde benzer genetik 6zellikler tasidigi ve ayni klona ait sus-
lar olduklar: gosterilmistir. MRSA, ozellikle son yillarda 6nemi gittik¢e artan bir hastane enfeksi-
yonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. MRSA enfeksiyonlar1 hastane igi ya da hastaneler arasi yayi-
lim gosterebilmekte, cansiz objeler ve/veya hastane ¢alisanlariin da bu tiir enfeksiyonlarin yayi-
liminda 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. PFGE ve diger molekiiler yontemler hastane

enfeksiyonlarinin epidemiyolojik ozelliklerinin ortaya konulmasinda biiyitk 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Metisiline direngli Staphyloccocus aureus, hastane enfeksiyonu, epidemi, PFGE.
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Metisiline Direncli Staphylococcus aureus'un Etken Oldugu Diyabetik Ayak
Enfeksiyonlu Hastalarda MRSA Nazal Tasiyicihgi
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Bu ¢aligmada, diabetes mellitus (DM)’lu hastalarda MRSA nazal tagiyicilik oraninin saptanmast,
diyabetik ayak enfeksiyonlu hastalarda risk faktorlerinin belirlenmesi ve metisiline direncli Staph-
ylococcus aureus (MRSA) nazal tagiyicili ile izole edildigi diyabetik ayak enfeksiyonu arasindaki
iligkinin aragtirilmasi amaglanmigtir. Caligmaya Mart 2007 - Temmuz 2007 arasinda Diizce Univer-
sitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Bolu Izzet Baysal Devlet Hastanesinde diyabet tanus ile takip edilen
tip 1 ve tip 2 DM’lu 250 hasta alinmustir. Hastalarin 47’sinde diyabetik ayak ilseri vardir. Ayak ve
burundan alinan 6rnekler standart mikrobiyolojik tekniklerle degerlendirilmis ve S.aureus olarak
tanimlanan suglar PCR ve jel elektroforez yontemi ile nuc, mecA ve PVL genleri yoniinden arastiril-
mustir. Caligmaya alinan 250 hastanin 104’tinde (%41.6) burunda S.aureus tastyicilig1 tespit edilmis-
tir. Burundan izole edilen S.aureus’larin 26’1 (%25) MRSA, 7871 (%75) metisiline duyarli S.aureus
(MSSA) olarak tanimlanmuistir. Diyabetik ayak iilseri olan hastalarin ise 26’sinin ayak lezyonundan
S.aureus (9 MRSA, 17 MSSA) izole edilmis ve ayagindan MRSA izole edilen dokuz hastanin besinin
(%55.5) ayn1 zamanda MRSA nazal tastyicist oldugu goriilmiistiir. Dokuz MRSA ayak izolat ile bes
MRSA burun izolatinin antibiyotik duyarlilik paternleri; penisilin, vankomisin, eritromisin, tetrasik-
lin, klindamisin, trimetoprim-siilfametoksazol, gentamisin, siprofloksasin, rifampisin, linezolid ve
mupirosin diskleri kulanilarak arastirilmis ve hastalarin %22.2’sinin (2/9) ayak ve burun suglarinin
antibiyogramlarinin ayni oldugu saptanmuistir. Burun ve ayaktan izole edilen toplam 130 S.aureus su-
sunun tamaminda (%100) nuc, ikisinde (%1.5) ise PVL geni saptanmis; 35 MRSA susunun hepsinde
mecA gen pozitifligi belirlenmistir. Calismamizda DM’lu hastalarda MRSA nazal tagiyiciliginin art-
t1g1 ve bunun ayak enfeksiyonu igin bir risk faktorii olusturdugu belirlenmistir. PVL geninin ayaktan
alian orneklerde ¢ok diisiik oranda tespit edilmesi ve ayni hastalarin burnunda tespit edilmemesi,
fenotipik olarak ayni goriinseler dahi etkenin ayni olmadigini ve toplum kaynakl suslarin daha dii-
sitk oranda bulundugunu gostermektedir. Diyabetik ayak enfeksiyonundan izole edilen MRSAlarin
kaynaginin nazal tagiyicilik oldugunu ispat etmek icin filogenetik analize ihtiya¢ olmakla beraber,
DM’ lu hastalarda nazal tastyicilik her zaman enfeksiyon i¢in risk faktorii olusturmaktadir ve gerekli

onlemler alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik ayak enfeksiyonu, metisiline direngli S.aureus, mecA, pvl,

nazal tagtyicilik.
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Metisiline Duyarl ve Direncli Staphylococcus aureus Suslarinin
RAPD PCR Yontemi ile Tanimlanmasi

Esra Deniz Usli, Isil Seyis Bilkay, Niliifer Aksoz

Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoteknoloji Anabilim Dali, Ankara.

Nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) goriil-
me sikligindaki artis ve vankomisin direncinin ortaya ¢ikmasi, izolatlarin tanimlanmasinin hizli ve
gtivenilir bir sekilde yapilmasini ve hastanelerde klonal yayilimin saptanmasini gerekli kilmaktadir.
Patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda en sik tercih edilen genotiplendirme yonteminin,
biyolojik cesitliligin tanimlanmasi, hastaliklarin temelinin aydinlatilmasi, mikroorganizma-konak
iliskisindeki konakg1 yatkinliginin belirlenmesi, bireyin genotipine gore ilag gelistirilmesi ve adli ko-
nularin aydinlatilmas: gibi islemlerde de oldukga énemli bir yeri vardir. Ozellikle polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR)’na dayali yontemler, mikroorganizmalarda genotip ¢esitliliginin saptanmasinda ve
teshiste biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, metisiline duyarli ve direncli S.aureus
suslarina ait RAPD bant modellerindeki varyasyonu ve bunlar arasindaki sistematik iligkiyi ortaya
¢ikarmaktir. Caligmaya 67 S.aureus susu ile kontrol olarak S.aureus ATCC 29213, S.epidermidis ve
S.saprophyticus suglar1 alinmig ve 45 farkl primer ile rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD)
PCR teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Bir kismu literatiir taramast ile bir kismu ise rasgele segilen
45 primerden 15’1 informatif bulunmugtur. Tiim veriler ile UPGMA metodu (Unweighted pair group
method using arithmetic averages/ aritmetik ortalamay kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu) kulla-
nilarak 2 farkli dendogram ¢izilmistir. Dendogramlar sonucunda; izolatlar MRSA ve MSSA olmak
tizere iki ana gruba ayrilmistir. “Dice esitligi” temel alinarak yapilan analizde izolatlar arasindaki en
diisiik benzerlik orani 0.1052 degeri ile Staphylococcus saprophyticus ve D31, en yiiksek benzerlik
orant ise 1.0000 degeri ile H1-H2 ve D40-D43 6rnekleri arasinda bulunmugtur. Calismamizdan elde
edilen veriler, izolatlarin antibiyotip paternleri ile RAPD paternlerinin birbiri ile benzer oldugunu
gostermektedir.

Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan 104 T 481 numarali proje ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Metisilin direngli Staphylococcus aureus, RAPD-PCR, UPGMA.
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Oksasilin Disk Difiizyon ve PCR Yontemleri ile Sigirlarda Mastit Etkeni Koagiilaz
Negatif Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Emel Banu Biiyiikiinal Bal
Siit¢ti imam Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Kahramanmaras.

Stafilokok suslarinda metisilin direncinin belirlenmesi, hastaligin tedavisinde dogru antibiyo-
tiklerin se¢imi konusunda biiyiik 6nem tagimaktadir. Ancak metisilin direncinin heterojen 6zellik
gosterebilmesi, diren¢ belirlemesinin dogru olarak yapilmasini sinirlandiran en 6nemli faktorlerden
biridir. Son yillarda daha kesin sonug verdigi kabul edilen molekiiler metotlardan PCR y6ntemi ile
metisiline diren¢ olusumundan sorumlu PBP2a proteinini kodlayan mecA geninin varliginin aras-
tirllmasi 6n plana ¢ikmustir. Bu ¢aligmada, subklinik tipteki sigir mastit olgularindan izole edilen
35 koagiilaz negatif stafilokok (KNS) izolatinda iki farkli yontemle metisilin direncinin belirlen-
mesi amaclanmistir. Calismaya, S.haemolyticus (13), S.simulans (12), S.hominis (4), S.auricularis
(2), S.warneri (1), S.capitis (1), S.epidermidis (1) ve S.sciuri (1) tiirleri dahil edilmistir. Izolatlarin
%14.2’sinde oksasilin disk difiizyon (ODD) yontemiyle, %2.9’'unda ise PCR yontemiyle metisilin
direnci saptanmisti. ODD yontemi ile metisiline direngli oldugu saptanan bes 6rnekten sadece
S.haemolyticus tiirline ait bir 6rnek PCR ile pozitif sonug verirken, dort tanesi PCR ile negatif sonug
vererek “yanlis pozitif” olarak degerlendirilmistir. Bu dort 6rnegin ikisi S.simulans, birisi S.capitis ve
birisi de S.auricularis olarak saptanmigtir. Her iki yontem ile pozitif sonug veren izolatin beta-laktam
grubunda yer almayan bes antibiyotige (kloramfenikol, neomisin, streptomisin, klindamisin, kana-
misin) kars1 da direng gosterdigi bulunmustur. Caligma sonuglari iilkemizde farkli kaynaklardan elde
edilen stafilokok suslarindaki metisilin diren¢ oranlari ile karsilastirildiginda oldukea diisiik diizeyde

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Koagiilaz negatif stafilokok, mastit, metisilin direnci, PCR.

135



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

P7

Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen Metisiline Direncli Staphylococcus aureus Suslarinin
SCCmec Gen Tiplerinin ve Filogenetik iligkilerinin Belirlenmesi

Mert Sudagidan', Ali Aydin®
'fzmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyoteknoloji ve Biyomithendislik Merkezi Arastirma Laboratuvari, Izmir.

*[stanbul Universitesi, Veteriner Fakltesi, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, Avcilar, Istanbul.

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), hastanede tedavi goren hastalar icin biiyiik
problem teskil eden bir bakteridir. Toplum kaynakli (TK-) ve hastanede kazanilmis (HK-) MRSA
enfeksiyonlarina neden olan suglarin birbirinden tamamen ayr1 6zellikte oldugu diisiiniilmektedir.
TK-MRSA suslarin az sayida antibiyotige direng gostermesi yaninda stafilokokal kromozomal kaset
mec (SCCmec) tip IV genini tasidig1 bulunmustur. HK-MRSA suslari ise ¢oklu ila¢ direnci goster-
mesi yaninda SCCmec tip II genini tagidigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada Ege Universitesi, Tip Fak.
Hastanesinde kan kiiltiirlerinden izole edilen 55 adet MRSA susunda mecA geni ve SCCmec [, II,
III, IV gen tiplerinin varligi multipleks PCR yontemiyle arastirilmistir. Ayrica izole edilen suslar
arasindaki filogenetik iliski PFGE-RFLP analiziyle belirlenmistir. Calismada pozitif kontrol olarak
S.aureus 10442 (SCCmec tip 1), S.aureus N315 (SCCmec tip II), S.aureus 85/2082 (SCCmec tip III)
ve S.aureus 4744 (SCCmec tip IVa) kullanilmistir. Multipleks PCR sonucunda elde edilen iiriinler
%2’lik agaroz-TAE jelinde goriintiilenmistir. Elde edilen band profilleri pozitif kontroller ve bekle-
nen amplikon biiytikliikleri ile karsilastirilmistir. Téim suslar mecA geni i¢in pozitif sonug vermistir.
Caligmada sadece KK-24 susu SCCmec tip IV band profili gosterirken diger tiim suslar SCCmec
tip I[Ilun 3 bandi ile ayni biiyiiklitkte amplikon vermeleri yaninda tip I, tip II ve tip IV'de bulunan
342 baz cifti biyiikligiinde DCS gen bolgesi icin de pozitif sonug vermislerdir. MRSA suglarinin
Smal restriksiyon enzimi ile PFGE analizi sonuglarina gore 17 farkli band profili elde edilmistir.
A ve H olarak isimlendirilen PFGE band profilleri sirasiyla 15 ve 11 sus ile suslar arasinda en sik
rastlanilanlar olarak kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar, MRSA suslarininin ayn1 SCCmec gen tipi
gostermeleri yaninda suslar arasinda filogenetik ve klonal farkliliklar oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Metisiline direngli Staphylococcus aureus, PFGE, SCCmec gen tipleri.

Multipleks PCR ile SCCmec genlerinin belirlenmesi

KK KK
bp M I I 1l Iva 1 24 43 42

600 9%2’lik agaroz-TAE jelinde SCCmec tip I-IV
500 pozitif kontrolleri ve calismada izole edilen
400 MRSA KK-1, KK-24, 43, 42 suslar1. M: 100
300 bp DNA standarti (Fermentas)

200

100

136



POSTER BILDIRILER

P8

Yatan Hastalarin Yara ve Abse Orneklerinden izole Edilen Metisiline
Direncli Staphylococcus aureus Kokenlerinin Klonalitesinin Molekiiler
Yontemlerle Arastiriimasi

Sevin Kirdar!, Ugur Arslan?, inci Tuncer?, Duygu Findik?, Biilent Bozdogan'?
'Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Aydin.

2Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Konya.

3Adnan Menderes Universitesi BILTEM Epidemiyoloji Birimi, Aydin.

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlari, nozokomiyal patojen olarak hasta-
nede, yatan hastalarda morbidite ve mortalitenin baglica nedenlerinden biridir. MRSA suslar1 son
zamanlarda toplum kaynakli enfeksiyon etkeni olarak da izole edilmeye baslanmistir. Bu ¢alismada
hastane ortaminda gelisen cerrahi yara, abse ve drenaj drneklerinden izole edilen MRSA kokenle-
rinde viriilans faktorii olarak Panton-Valentin lokosidin (PVL) varlig1 ve kokenler arasindaki gene-
tik iligki arastirilmigtir. Cerrahi yara, abse ve drenaj 6rneklerinden izole edilen 37 koken ¢aligmaya
alinmustir. Kokenler arasi klonalite PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) yontemi ile, viriilans
faktorlerinden PVLnin varligi ise PCR yontemi ile aragtirilmistir. PEGE incelemesinde 37 sustan
31’inin A tipi pulsotip ve varyantlarina ait oldugu ve kalan alt1 susgtan ti¢iiniin B, diger tigiiniin ise C
pulsotipi oldugu goriilmistiir. A tipi tiim cerrahi ve yogun bakim iinitelerinde, pulsotip B agirlikli
olarak ortopedi ve C pulsotipi ise néroloji ve beyin cerrahisi bolitmlerinden izole edilmistir. Caligilan
kokenlerin hi¢birinde PVL toksin geni bulunamamistir. PFGE yontemi ile hastanemizdeki cerrahi
yara, abse ve drenaj 6rneklerinden izole edilen MRSA suslar1 arasinda yaygin bir klonun varhig: sap-
tanmistir. MRSAnin olgular arasindaki gecisinde en 6nemli faktoriin hastane personeli oldugu da
goz oniine alinarak, hastane enfeksiyon kontrolii konusunda gerekli énlemlerin alinmasiyla bu tiir
enfeksiyonlarda ve hastane enfeksiyonlariyla olusabilecek morbidite ve mortalite oranlarinda azalma
saglanabilir. Toplum kaynakli MRSAlarda daha sik goriilen ve hastane kaynakli MRSA suglari ara-
sinda nadir bulunan PVL toksini hastanemizde izole edilen suglarda da bulunamamuigtir. Bu toksinin
hastane kaynaklt MRSA suslarindaki varligs siirekli gézlenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Metisiline direngli Staphylococcus aureus, Panton-Valentin l16kosidin,
PFGE, pulsotip.
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Stafilokok DNA Ekstraksiyonunda Yeni Bir Yontem: Kum Yontemi

Fikret Sahin, Djursun Karasartova, Kerem M. Calgin, Devran Gergeker, Murat T. Ozsan
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Stafilokok DNA’: elde etmede kullanilan fenol-kloroform, DNAzol, proteinaz K ve kaynatma
gibi farkli yontemler olmasina karsin, hepsinde gerekli olan ve kullanilan ilk uygulama, bakterinin
sferoblast formuna doniigtiiriilmesi yani hiicre duvarinin ortadan kaldirilmasi islemidir. Bu islem
yapilmadan yukarida adi gegen yontemlerin etkili olmadig: bilinmektedir. Bu nedenle bakterinin
sferoblast formuna doéniigmesi amaciyla, bakteri en az 1 saat 37°Cde lizostafin enzimi ile inkiibe
edilmektedir. Bu ¢alismada lizostafin enziminin yerini alacak bir yontemin gelistirilmesi amaglan-
mistir. Kum yontemi olarak adlandirdigimiz bu yontemde, ingaatlarda kullanilan ince elenmis farkli
bitytikliiklerde partikiiller bulunduran kum kullanarak stafilokok hiicre duvarinin ortadan kalkmasi
saglanmigtir. Oncelikle kum, kiigiik partikiillerini kaybetmeyecek sekilde yikanmis, HCI ile inkii-
be edilmis ve otoklavlandiktan sonra DNA ekstraksiyon yonteminde kullanilmistir. Bir 6ze dolusu
bakteri, 100pug kum bulunduran ve 20ul 0.2mM EDTAl1 tampon igerisinde karistirilmis ve 5 dakika
vorteksleme islemi yapildiktan sonra icerisinde proteinaz K bulunduran rutin ekstraksiyon islemi
tamamlanmistir. Oncelikle, kumdan kontamine olarak gelebilecek DNA aragtirilmigtir. Bakteri ilave
edilerek yapilan ekstraksiyon yontemi ile DNA elde edilirken, sadece kum bulunduran ekstraksiyon-
da DNAya rastlanmamustir. Sferoblast olusturmada kullanilan cam boncuklar kullanarak ayni islem
ayni siirede denendiginde, kum y6ntemi ile elde edilen DNA elde edilememistir. Sonraki ¢alismada,
bu yontemle elde edilen DNAda PCR inhibitorii olup olmadigin: aragtirmak amaciyla stafilokinaz
geni veya enterotoksin geni tasiyan stafilokoklardan bu yontemle DNA ekstrakte edilmis, PCR uygu-
lanmis ve beklenen biiyiikliikte, 6zgiil ve giiglii bantlar olusturan PCR iiriinleri elde edilmistir. Kum
yontemi olarak adlandirdigimiz bu yontemin hizli olmasi ve lizostafin enzimi kullanimini ortadan
kaldirmasi nedeniyle, stafilokok DNATlarinin elde edilme islemini daha kolay ve ucuz hale getirecegi

kanisina varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Stafilokok, DNA ekstraksiyon, lizostafin.
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Mikroorganizmalarin DNAz Aktivite Tayininde Yeni Bir Yontem: Tiipte DNAz Yontemi

Fikret Sahin, Emel Elyiirek, Saeid Barkar, Devran Gergeker, Kerem M. Calgn,
Mehmet Kiyan, Murat T. Ozsan
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

DNAZ testi, kat1 besiyeri icerisinde DNAnin parcalanmasinin gosterilmesine dayali bir yontem
olup mikroorganizmalarin DNAz aktivitelerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir. DNAz testi Ser-
ratia grubunun Enterobacter grubundan, S.aureus'un koagiilaz-negatif stafilokoklardan (KNS), Mo-
raxella catarrhalis’in Neisseria tiirlerinden ayriminda kullanilabilmektedir. Farkli modifikasyonlara
ragmen yitksek miktarda bakteri gerekliligi, besiyeri icerisinde ytiksek miktarda DNA gerekliligi,
testin duyarhiiginin diisiikliigli ve eklenen boyalarin bakteri iiremesi {izerine etkileri gibi sorunlar
devam etmesine karsin, en dnemli sorun test sonuclarinin gozlenebilir asamaya gelmesi icin 24-48
saat siireye gereksinim gostermesidir. Bu ¢aliymamizda ¢ok daha hizli, daha az DNA ve bakteri ge-
rektiren “Tiipte DNAz Yontemi” olarak adlandirdigimiz bir yontem gelistirilmistir. Kisaca, ependorf
tilp igerisine agaroz jelde goriilecek miktarda DNA (10ul) total 250ul sivi besiyeri icerisine eklenmis,
sonra tizerine DNAz aktivitesi arastirilacak bir 6ze dolusu bakteri ilave edilmis ve 37°Cde karisti-
ricili inkiibatorde karistirildiktan sonra 20pl 6rnek alinip santriftij yapilmistir. Daha sonra siiper-
natan agaroz jelde yiritildigiinde DNAz aktivitesi olan bakterilerin DNAy1 ortadan kaldirdiklar:
belirlenmistir. Yaptigimiz calismalarda, Serratia grubu ilk yarim saat sonunda DNAy1 parcalarken,
Enterobacter suslar1 24 saatlik takip sonucunda DNA par¢alanmasina neden olmamigtir. Ayni sekilde
S.aureus standart susu ile yaptigimiz ¢aligmada ilk yarim saat sonunda S.aureausun besiyeri igerisin-
deki DNAY1 pargaladig gozlenmistir. Daha sonra, klinik 6rneklerden izole edilen 25 adet S.aureus ve
25 adet KNS susunda DNAz aktivitesi tiipte DNAz yontemi ile arastirilmistir. Sonug olarak diinyada
ilk defa yapilan bir ¢alisma olan tiipte DNAz testinin, ¢ok daha hizli sonug vermesi, ucuz ve uygula-

ma kolaylig1 nedeniyle, kullanimda olan DNAz test agar yonteminin yerini alacagina inanmaktay1z.

Anahtar Kelimeler: DNAz test agar yontemi, DNAz aktivitesi.
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Mide Biyopsi Orneklerinden Helicobacter pylori'nin Molekiiler Tanisinda
ureA ve gimM Genlerinin Duyarhhklarinin Kiyaslanmasi

Erkan Yula', Harun Yerhan?, Biilent Kantarceken?, Taner Bozkurt', Arzu Kipalev',
Zafer Altun', Fatih Koksal'

'Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana.

*Siit¢li Imam Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim Dali, Kahramanmaras.

Helicobacter pylorinin mide biyopsi 6rneklerinden direk tanisinda; ureA, glmM, 16S rRNA,
23S rRNA ve Hsp65 genlerini hedef alan ¢esitli primerlerin kullanildigi molekiiler yontemler uy-
gulanmaktadir. Bir¢ok ¢alismada ureA ve glmM genlerinin, hedef bolgeye ve kullanilan primer-
lere gore degismek tizere, yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikleri sebebi ile tani degerlerinin yiiksek
oldugu vurgulanmistir. Bu ¢alismada gastrik biyopsi 6rneklerinden PCR yontemi ile H.pylori
tanisinda ureA genindeki 411 bp'lik 6zgil dizileri hedef alan primerler ile glmM (ureC) genin-
deki 294 bplik 6zgiil bolgeyi hedef alan primerlerin kulanildigr PCR testlerinin duyarlilik ve ka-
bul edilebilirlik degerleri kiyaslanmustir. Aralik 2006-Eyliil 2007 tarihleri arasinda bolgemizde-
ki cesitli hastanelerin Gastroenteroloji polikliniklerine gastroduodenal yakinmalarla bagvuran
ve endoskopi endikasyonu alan 103 hastadan alinan toplam 176 antrum ve korpus mide biyopsi
ornekleri ¢aligmaya dahil edilmitir. Orneklerden DNA ekstraksiyonunda QIAGEN DNA doku
kiti kullanilmistir. Antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinden elde edilen ekstraktlardaki H.pylori
ureA genine ait hedef bolgenin amplifikasyonunda F 5-GCCAATGGTAAATTAGTTCC-3’
ve R 5-CTCCTTAATTGTTTTTACAT-3" primerleri, glmM genine ait hedef bolgenin amp-
lifikasyonu i¢inde F 5-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3 ve R 5-AAGCTTA
CTTTCTAACACTAACGC-3’ dizileri kullanilmistir. UreA primerleri ile toplam 176 antrum ve/veya
korpus biyopsi 6rneginden 127’sinde (%72.2) H.pylori genomu tespit edilirken, glmM primerleri ile
143’tinde (%81.3) tespit edilmistir. Daha yiiksek pozitiflik elde ettigimiz glmM-PCRn duyarlilig:
%100 olarak kabul edildiginde, ureA-PCR1n duyrliliginin daha diisiik (%89.9) oldugu gorillmiistiir.
Sonug olarak biyopsi 6rneklerinde H.pylorinin PCR ile analizinde kullandigimiz glmM primerleri ile

amplifikasyonun ureA-PCRa gore daha duyrli oldugu izlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, ureA, glmM, PCR
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Helicobacter pylori Genotiplerinin Gastrik Lokalizasyonu ile Gastroduodenal Patoloji
Arasindaki iliskinin Tespiti

Togrul Nagiyev', Ulkii Oral Zeytinli!, Salih Golakoglu?, Fatih Koksal!
!Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Adana.

Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Anabilim Dali, Adana.

Helicobacter pylori iilser dis1 dispepsiden gastrik adenokarsinomalara kadar degisen gastroduo-
denal patolojiden sorumludur. Enfeksiyonun prognozunda bakteriye ait cagA, vacA ve iceA gibi vi-
riilans genleri ile hastaya ait faktorlerin etkili oldugu ileri siirtilmektedir. Mikroorganizmanin gastrik
lokalizasyonunun da hastaligin prognozunu etkiledigi cesitli calismalarla gosterilmistir. Bu ¢alisma-
da farkls hasta gruplarinda H.pylorinin antrum ve korpus kolonizasyonu ve kolonize suslarin CagA
ve VacA toksinlerinin prognoza olan etkisinin tespiti amac¢lanmistir. Gastroenteroloji poliklinikle-
rinde gastroduodenal patoloji sebebi ile endoskopik biyopsi endikasyonu alan, 158’1 gastrit ve/veya
mide {ilserli (G/MU), 73’ii duodenal iilserli (DU) olmak iizere toplam 231 hastadan alinan antrum
ve korpus biyopsi érnekleri PCR yontemi ile degerlendirilmistir. Orneklerden QIAGEN ekstraksiyon
kiti ile ekstrakte edilen DNA, 6nce ureC (glmM) geni amplifiye edilerek H.pylori varlig1 yontinden
arastirilmistir. H.pylori pozitif olan DNA 6rnekleri, cagA ve vacA genlerinin tespiti icin amplifiye
edilmistir. Caligma sonunda 131’1 (%82.9) G/MU’li ve 70’i (%95.9) DU’li toplam 201 (%87) hastanin
antrum biyopsi 6rneginde H.pylori ureC geni bulunmus iken, tamami antrum pozitif hastalar arasin-
dan olmak iizere 113’ (%86.3) G/MU’li ve 41’i (%58.6) DU’li toplam 154 (%76.6) hastanin korpus
biyopsi 6rneginin de H.pylori ureC geni yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Antrumda koloni-
ze suslarin %84.1’inin, korpusta kolonize suglarin ise %92.9’unun Tip-I suslar (cagA+vacA+) oldugu
belirlenmistir. Bu oranlar G/MU’li ve DU’li gruplar i¢in antrumda sirasiyla %78.6 ve %94.3, korpusta
ise sirastyla %90.3 ve %100 olarak saptanmustir. Sonug olarak, H.pylori Tip-I suslarinin prevalansinin
DU’li hastalarda G/MU’li hastalara gére istatistiksel olarak anlamli gekilde yiiksek oldugu, korpus
kolonizasyonunun hastaligin prognozunu her iki grupta da antrum kolonizasyonuna gére daha ¢ok

etkiledigi goralmustiir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, cagA, vacA, ureC.
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Helicobacter pylori Geno.tipl.erinin Antrum Kolonizasyonu ve
Gastroduodenal Patoloji lle Iligkilerinin Tespiti

Togrul Nagiyev', Erkan Yula', Salih Colakoglu?, Fatih Koksal'
'Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Adana.

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Ana Bilim Dali, Adana.

Helicobacter pylori enfeksiyonunun prognozunus; yas, cinsiyet, beslenme aligkanliklari ve immi-
nolojik yap1 gibi konaga ait faktorler ile, CagA ve VacA toksin iiretimi ve bu toksinleri kodlayan
genlerdeki polimorfizm gibi bakteriye ait faktorlerin etkiledigi gesitli caligmalarda gosterilmistir. Bu
caligmada gastrit ve mide ilseri ile duodenal iilserli olgularda antrum mukozasina kolonize H.pylori
genotiplerinin hastaligin prognozuna muhtemel etkisi arastirilmistir. Calismaya Gastroenteroloji
polikliniklerine basvuran, daha 6nce tedavi almamis, endoskopik muayenede gastrit ve/veya mide
tilseri (G/MU) tanist alan 158 hasta ile duodenal iilser (DU) tanisi alan 73 hastadan alinan toplam
231 antrum biyopsi 6rnegi dahil edilmistir. QTAGEN DNA ekstraksiyon kiti ile ekstrakte edilen DNA
orneklerinde, H.pylori kolonizasyonu ureC-PCR ile gosterilmistir. Ozgiil primerlerin kullanildig
PCR yontemi ile, H.pylori pozitif bulunan 6rneklerde cagA ve vacA genleri, vacA pozitif bulunan
orneklerde de vacA geninin “s” (sla, s1b, slc, s2) ve “m” (m1la, m1b, m2) allelleri arastirilmistir. Boy-
lece, H.pylori suslarinin Tip-I (cagA+vacA+) ve Tip-II (cagA-) genotiplerine ek olarak, vacA geni-
nin allelik kombinasyonlar1 da belirlenmistir. H.pylori kolonizasyonu 131’ (%82.9) G/MU’li ve 70i
(%95.9) DU’li olmak iizere toplam 201 (%87) hastaya ait biyopsi 6rneginde gosterilmistir. H.pylori
Tip-I suglarin prevalanst DU’li hastalarda %94.3, G/MU’li hastalarda ise %78.6 oraninda tespit edil-
mistir. G/MU’li hastalarda en sik karsilagilan allelik kombinasyonun 33 érnekle slc/m1b oldugu,
DU’li hastalarda ise 27 érnekle sla/m1bnin en sik goriilen kombinasyon oldugu belirlenmistir. So-
nug olarak, H.pylori kolonizasyonunun gosterilmesi ile birlikte genotip ve allelik kombinasyonun da
tespit edilmesinin, 6zellikle gastrik kansere kadar ilerleme riski olan slc alleline sahip suslarla olusan

enfeksiyonlarin erken tanisi ve eradikasyonuna imkan saglayacagi icin 6nemli oldugu gorialmiistiir.

Anahtar Kelimeler: H.pylori, cagA,vacA, allel.
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Nazal Polip ve Mukoza Orneklerinde Helicobacter pylori DNA'sinin Gercek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Erime Egrisi Analizi ile Saptanmasi

Mustafa Ozyurt!, Atilla Giingér?, Koray Ergiinay', Evren Erkul?, Engin Cekin?,
Tunger Haznedaroglu'

'GATA Haydarpaga Egitim Hastanesi Mikrobiyoloji Servisi, Istanbul.

2GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi KBB Servisi, Istanbul.

Helicobacter pylori ile kolonizasyon, gastrit ve peptik iilser olusumunun disinda, gastrik adeno-
karsinom ve MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) lenfomasi ile iligkilidir. Ek olarak son
yillarda gesitli ekstragastrik dokularda da H.pylori varlig1 saptanmis olup, bu durumun ¢esitli hasta-
liklarla baglantili olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Bu ¢aligmada nazal polip ve normal nazal mukoza
orneklerinde H.pylori DNAsinin varlig ticari bir ger¢ek zamanl (real-time) polimeraz zincir reak-
siyonu (PZR) ve erime egrisi analizi yontemi ile aragtirilmistir. Calismaya Giilhane Askeri Tip Aka-
demisi Haydarpasa Egitim Hastanesi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 Servisine bagvuran toplam 30
nazal polip olgusuna ait dokular ve 29 normal nazal biopsi 6rnegi, bilgilendirilmis onam alinarak
dahil edilmigtir. Doku 6rneklerinin tanilari, hematoksilen eozin boyama ile mikroskobik incelemede
dogrulanmis, 6rneklerden DNA saflastirilmasi amaciyla QIAamp™ DNA Mini Kit (Qiagen, ABD)
doku protokolit minér modifikasyonlar uygulanarak iireticinin 6nerileri dogrultusunda kullanil-
mustir. H.pylori DNAsimin saptanmasi amaciyla da Fluorion™ “Helicobacter pylori DNA Detection
Kit QLS 1.0” (lontek Biyoteknoloji, Istanbul) sistemi uygulanmus, tiim amplifikasyonlar iCycler IQ™
“Thermal Cycler” (Bio-Rad, ABD) cihazinda gergeklestirilmistir. H.pylori’ye ait DNA, nazal polip
dokularinin 17’sinde (%56.7), normal mukoza biyopsilerinin ise 20’inde (%69) saptanmistir. Her
iki grupta izlenen saptama sikliklar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir.
Bu sonuglar gercek zamanli PZR gibi duyarli yontemler kullanildiginda, nazal poliplere ek olarak

normal nazal mukozada da H.pylorinin saptanabildigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, nazal polip, ger¢ek zamanli PCR.
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Dispeptik Hastalardan izole Edilen Helicobacter pylori cagA 3' U¢ Bdlgesi
EPIYA Motiflerinin Analizi

Barik Salih', Bora Kazim Bolek', Soykan Arikan?
IFatih Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii, Istanbul.

*[stanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cerrahi Boliimii, Istanbul.

Helicobacter pylori cagA 3’ bolgesinin allelik varyasyonlarinin biyolojik 6nemi ve bunun hastalik
sonuglarina etkisi tizerine yapilan ¢aligmalar geliskilidir. Bu ¢alismanin amaci, H.pylori izolatlarinin
cagA 3’ degisken bolgesindeki EPIYA motiflerinin tiplerinin belirlenmesi ve bunlarin hastalik sonug-
lartyla iligkilerinin aragtirilmasidir. Yaglar1 17-79 arasinda degisen 34 dispeptik hastadan toplanan
biyopsiler homojenize edilerek Columbia agar besiyerine ekilmistir. Her bir kiiltiirden alt1 tek koloni
izole edilmis ve klonlamak icin ii¢ kez pasaj yapilmistir. Tim klonlardan QIAamp kiti ile (Qiagen)
DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. 170 susun cagA 3’ degisken bolgesi ve EPIYA-A-B-C motifleri
PZR ile belirlenip ABI Prism 310 genetic analyzer ile DNA dizi analizi uygulanmistir. Toplam 27
cagA pozitif izolattan 17 gastrit hastasinin 15’inde ABC ve ikisinde ABCC; sekiz duodenum has-
tasinin dérdiinde ABC, tigiinde ABCC ve birinde ABC ve ABCCCCC suslarinin karisimu (ilk kez
belirtilmektedir); bir mide iilseri hastasinda ABCC ve bir mide kanseri hastasinda ACC motifle-
ri bulunmustur. BLAST programiyla DNA dizileri amino asit dizilerine doniistirilmis ve Clustal
W2 programi kullanilarak izolatlarin amino asit dizileri iki referans susla (26695 ve J99) karsilas-
tirllmigtir. Filogramda bazi gastrit ve duodenum tilseri hastalarinin ayni1 EPIYA motiflerine sahip
izolatlarinda dizi benzerlikleri belirlenmistir. Bu ¢alisma, farkli mide patolojilerine sahip hastalarin
degisken sayida EPIYA motif tekrarlarini iceren suslara (Bat1 tipi cagA kodlayan) sahip oldugunu ve
bu motif tipleri ve sayilariyla hastalik sonuglar: arasinda 6nemli bir baglantinin bulunmadigini gos-
termektedir. Fazla sayida EPIYA motife sahip olmanin artan yasla bir iliskisi yoktur.

Anahtar Kelimeler: cagA, EPIYA motifi, Helicobacter pylori.
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Biyopsi Orneklerinde PZR Yontemiyle Helicobacter pylori Varliinin Arastiriimasi

Ihsan Hakki Ciftci', Birol Safak?, Thsan Uslan®, Giilsah Agik', Orhan Cem Aktepe'

'Kocatepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD Afyonkarahisar.
2Saglik Bakanligi, Atatiirk Devlet Hastanesi Mikrobiyolji ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi,
Zonguldak.

*Kocatepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji AD Afyonkarahisar.

Helicobacter pylori, spiral sekilli, gram-negatif ve iireaz liretebilen mikroaerofilik bir bakteridir.
H.pylori enfeksiyonlari, kronik gastrit, peptik iilser, gastrik karsinomlar ve mukozayla alakali len-
foid doku lenfomalarina sebep olmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), kiiltiir ortaminda
zor iretilen bu etkenin klinik 6rneklerde kisa stirede belirlenmesini saglayan, duyarlilig1 ve 6zgiil-
ligii yitksek bir metottur. Calismamizda, biyopsi 6rneklerinde PZR yontemiyle H.pylori varliginin
aragtirilmasi amacglanmstir. Caligmaya 147 hastadan alinan antral biyopsi ornekleri dahil edilmis,
orneklerden DNA izolasyonu DZ DNA kiti aracilify ile ger¢eklestirilmistir. PZR ¢aligmalarinda
H.pylori 16S rRNA gen bolgesinin varlig1 aranmustir. PZR tdiriinleri %1’lik agaroz jel elektroforezi-
nin ardindan, etidyum bromiirle boyanarak goriiniir hale getirilmis ve UV 1g1k kaynag: tizerinde
incelenmistir. Caligilan 147 antral biyopsi 6rneginin 108’inde (%73.5) H.pylori 16S rRNA pozitifligi
saptanmistir. PZR metodu 6zellikle kiiltiirii zor olan mikroorganizmalarin belirlenmesinde en ¢ok
kullanilan, standardize edildigi takdirde ise olduk¢a duyarl ve 6zgiil olan bir metottur. Bu metodun
duyarliligini ve 6zgilligiinii belirleyen en énemli parametrelerden birisi kullanilan se¢ilmis primer
giftleridir. Caliymamizda kullanilan 16S rRNA primerleri literatiirle uyumlu olarak H.pylori varligini
%73.5 oraninda gosterebilmistir. Caligmamizda kullanilan yontemin duyarlilik ve 6zgiilligiiniin his-
topatoloji, kiiltiir ve/veya iire nefes testi gibi standart yontemler yardimiyla hesaplanmas: gereklidir.
Sonug olarak, klinigimizde ilk kez gerceklestirilen bu ¢aligma ile biyopsi 6rneklerinde H.pylori varli-
gna iliskin sonuglarin literatiirle uyumlu olmasi sonraki ¢aligmalar i¢in umut verici bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, biyopsi, PZR.
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Biyopsi Orneklerinde FISH Yontemi ile Helicobacter pylori Tanisinda Mikrobiyolog ve
Patologlarin Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Ihsan Hakki Ciftci', Fatma Hiisniye Dilek? Birol Safak?, Giilsah Asik!, Giirsel Acartiirk?
'Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji

Anabilim Dali, Afyonkarahisar.

?Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Afyonkarahisar.
*Saglik Bakanlig, Atatiirk Devlet Hastanesi Mikrobiyolji ve

Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, Zonguldak.

“Kocatepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji AD Afyonkarahisar.

Floresan in-situ hibridizasyon (FISH) yonteminin Helicobacter pylorinin varligini tespit etme-
de hizli, dogru ve uygun maliyetli bir yontem oldugu bildirilmektedir. Endoskopi sonrasi ii¢ saat
icerisinde klinisyene tedavide yol gosterecek sonucu genotipik olarak verilebilmektedir. Ayrica son
yillarda H.pylori'nin major ilag direncinin belirlenmesindeki avantajlar1 nedeniyle mikrobiyoloji la-
boratuvarlarinda da sik¢a kullanilmaya baslamistir. Bu ¢alismada, biyopsi érneklerinde FISH yon-
temi ile H.pylori varliginin gosterilmesi i¢in yapilan mikroskopi ¢alismalarinda mikrobiyologlara ve
patologlara ait sonuglarinin irdelenmesi amag¢lanmigstir. Calisma, histopatolojik inceleme amaciyla
patoloji laboratuvarina gonderilen 100 6rnek ile Seafast® H.pylori Combi Kit (Izinta, Hungary) kul-
lanilarak iiretici firma 6nerileri dogrultusunda patoloji ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinin esgiidii-
mii ile gerceklesmistir. Floresan mikroskobik inceleme, her iki bilim dalindan uzmanlar tarafindan
ornekler hakkinda higbir 6n bilgi olmaksizin sonu¢landirilmistir. Patoloji uzmani tarafindan FISH
i¢in yapilan degerlendirmede 6rneklerin %59u H.pylori pozitif bulunurken, mikrobiyoloji uzmani
orneklerin %48’inin H.pylori pozitif oldugunu bildirmistir. Patoloji laboratuvar: kayitlarinin geriye
doniik incelemesi sonunda, 6rneklerin %56’stnin H.pylori pozitif oldugu bilgisine ulagilmistir. Bu
veriler 1s181nda patoloji laboratuvar: kayitlar: temel alinarak yapilan hesaplamalarda duyarlilik, 6z-
gilliik, dogruluk, pozitif kestirim ve negatif kestirim degerlerinin mikrobiyolog i¢in sirasiyla %82.1,
%95.8, %93, %95.8, %84.6; patolog icin de sirasiyla; %98.2, %90.9, %95, %93.2, %97.5 oldugu goriil-
miistiir. Sonug olarak, biyopsi drnekleri ile gerceklestirilen FISH ¢alismalarinda her iki bilim dalin-
dan uzmanlar arasinda duyarlilik, 6zgiillitk, dogruluk, pozitif kestirim ve negatif kestirim degerleri

arasinda kiiclik sapmalar olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, biyopsi, FISH.
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Fark Klinik Orneklerden izole Edilen Karbapeneme Direncli Acinetobacter baumannii
Suslarinda integron Tastyiciliginin Arastiriimasi

Istar Dolapg1!, Zeynep Ceren Karahan!, ipek Mumcuoglu?, Ebru Us', Derya Céloglu!,

Mehtap Ulusoy?, Alper Tekeli'

'Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Ankara.
*Saglik Bakanligi Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara.

Bu ¢alismada hastane enfeksiyonu etkeni olan Acinetobacter baumannii izolatlarinda class 1 in-
tegron tastyiciligi sikliginin saptanmasi amaglanmigtir. Bunun i¢in Ankara Numune Egitim ve Aras-
tirma Hastanesinde Eyliil 2006 — Agustos 2007 tarihleri arasini kapsayan bir yillik dénemde farkli
klinik 6rneklerden hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen karbapeneme direngli toplam 89
adet A.baumannii susu degerlendirilmistir. {zolatlarin class 1 integron tagtyiciliklar1 5°CS ve 3’CS pri-
merleri kullanilarak, korunmus bolgelerle sinirlanmis degisken bolgeleri igeren kromozomal DNA
bolimii amplifiye edilerek arastirilmistir. Bunun sonucunda suslarin %93.3’tiniin (83/89) class 1 in-
tegron yapisi tasidiklar: ortaya konulmustur. Araya giren gen kasetlerinin boyutlarinin 100-3000 baz
cifti arasinda degistigi izlenmistir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda Acinetobacter tiirlerinde class 1
integron yapisinin yaygin oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da %93.3 orant ile class 1 integron
pozitifligi yiiksek olarak bulunmustur. izolatlarin PFGE (pulsed field gel electrophoresis) yontemi ile
tiplendirilmeleri sonucunda 13 farkli gruba ayrildiklar: ve iki grupta yogunlagma oldugu izlenmistir
(grup A: 29, grup C: 21 izolat). Class 1 integron yapisini tagimayan toplam alt1 izolatin (6/89; %6.7) be-
sinin ayn1 PFGE paternini (grup: C) gosterdikleri saptanmustir. Integronlar antibiyotik direng genle-
rinin dagiliminda ve suslarin nozokomiyal yayiliminda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle suslarin

tagidig1 epidemik potansiyeli ortaya koymada integronlarin arastirilmasi faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, integron, PFGE.
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Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibn-i Sina Hastanesi'nde
2004-2007 Yillar1 Arasinda izole Edilen Karbapeneme Direncli
Klebsiella pneumoniae Suslarinin Molekiiler Epidemiyolojisi

Ebru Us', Alper Tekeli', Ozay Arikan Akan?, Istar Dolapg1, Fikret Sahin', Zeynep Ceren Karahan!
'Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Ankara.

2Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Ibn-i Sina Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari, Ankara.

Bu ¢alismada Subat 2004-Nisan 2007 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i
Sina Hastanesi’'nde ¢esitli kliniklerden izole edilen 26 adet karbapeneme direncli Klebsiella pneumoni-
ae izolatinin molekiiler epidemiyolojik 6zellikleri incelenmistir. Suslarin tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarliliklar1 mini API veya VITEK 2 Compact (bioMerieux) sistemleri ile ¢aligilmis, imipenem ve
meropenem direngleri ayrica E-test (AB, Biodisk) ile dogrulanmistir. Total genomik DNAnin Xba
I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesiminin ardindan, “pulsed field gel electrophoresis” yonte-
mi ile elde edilen makrorestriksiyon profilleri karsilastirildiginda 26 izolatin yedi patern olusturdu-
gu gozlenmistir. Paternler arasi iliski incelendiginde, paternlerin genetik olarak birbirleri ile iligkili
olduklar: belirlenmis; antibiyotik duyarlilik 6zellikleri diger paternlerdeki izolatlardan farkli olan
B paterninin sadece 2006 yili izolatlarinda goriildiigii ortaya ¢ikmistir. Ayni dénemlerde direngli
izolatlarin elde edildigi boliimlerden izole edilen ve karbapeneme direngli olmayan suglarin ise, goz-
lemlenen yedi paternden farkli paternler olusturduklar: goriilmiistiir. Hastanemizde hakim olan kar-
bapeneme direngli izolatlarin birbirleri ile genetik olarak iliskili oldugu sonucuna varilmistr.

Anahtar Kelimeler: Karbapenem, direng, Klebsiella pneumoniae, molekiiler epidemiyoloji, PEGE.
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Kandan izole Edilen Pseudomonas aeruginosa Suslarinda
PER-1 Enzimi Varhginin Arastiriimasi

Yesim Besli, Giilgin Bayramoglu, Celal Kurtulus Buruk, Ugur Ding, Nese Kaklikkaya, Faruk Aydin.
Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Trabzon.

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesinde yer alan ve primer olarak hastane kay-
nakli 6nemli bir patojendir. Paeruginosa enfeksiyonlarinin eradikasyonu, intrensek ve kazanilmig
mekanizmalarla bir¢ok antibiyotik ve dezenfektana yiiksek diizeyde direng gostermesinden dolay:
genellikle zordur. Enterobactericeae tiirlerinde 6nemli bir diren¢ mekanizmasi olan genis spektrumlu
beta-laktamazlar (GSBL), Pseudomonas kokenlerinde yaygin degildir. Bununla birlikte son zaman-
larda bir GSBL olan PER-1’in Paeruginosada yiiksek oranda bulundugu rapor edilmektedir. Bu galis-
mada Ekim 2005 - Nisan 2008 tarihleri arasinda KTU Tip Fakiiltesi, Farabi Hastanesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda kan 6rneklerinden izole edilen seftazidime direngli 26 Paeruginosa izolatinda PER-1
enziminin varliginin arastirilmas: amaglanmistir. PER-1 geni, 5 -ATGAATGTCATTATAAAAGC-3
ve 5 —~AATTTGGGCTTAGGGCAGAA-3’ primerleri kullanilarak PZR yontemiyle arastirilmigtir.
Calismamizda 26 izolatin birisinde (%3.8) PER-1 geni saptanmistir. Bu oranin diisiik olmasi, ¢alis-
maya alinan sus sayisinin azligs ile iligkili olabilecegi gibi, bu enzimin bélgemizde yaygin olmayisin-
dan da kaynaklanabilir. Bu ¢alismanin, daha sonra yapilacak ve bolgedeki PER-1 oranini yansitacak

daha genis kapsaml arastirmalar i¢in veri tabani olusturacag: diistintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, genis spektrumlu beta-laktamaz, PER-1, PZR.
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Kan Kiiltiirlerinden izole Edilen GSBL Pozitif Escherichia coli ve Klebsiella Spp.
Suslarinda TEM, SHV, CTX-M Tipi Beta-Laktamaz Genlerinin Dagilimi

Necla Cebeci Giiler, Celal Kurtulus Buruk, Giilgin Bayramoglu, Ilknur Tosun,
Ugur Ding, Murat Ertiirk

Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve

Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Trabzon.

Gram negatif bakterilerde, beta-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ gelisiminde en 6nemli
mekanizma beta-laktamaz enzimi Uretimidir. Her tiirde beta-laktam antibiyotik, giiniimiizde
sayilar1 350’yi asan degisik beta-laktamazlardan bir ya da daha fazlasi tarafindan hidrolize
edilerek etkisizlestirilir. Genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) tireten bakteriler iigiincii kusak
sefalosporinlere (sefotaksim, seftazidim, seftriakson) ve aztreonama direnglidirler. Bu ¢alismada,
2006 yili siiresince KTU Tip Fakiiltesi, Farabi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen
kan orneklerinden izole edilen ve otomatize sistemle tanimlanan GSBL pozitif Escherichia coli
ve Klebsiella tiirlerinde TEM, SHV ve CTX-M tipi beta-laktamaz genlerinin varliginin PZR ile
belirlenmesi amaglanmigtir. Bir yillik stiregte kan Orneklerinden izole edilen GSBL pozitif 32
E.coli, 26 K.pneumoniae, 6 K.oxytoca susu c¢alisgmada kullamlmistir. TEM, SHV ve CTX-MYye
ozgil primerler kullanilarak yapilan beta-laktamaz geni varligi arastirilmasina ait bulgular
tabloda verilmigstir. TEM tipi beta-laktamazlarin hem E.coli hem de Klebsiella tiirlerinde, SHV
tipi beta-laktamazlarin ise Klebsiella tiirlerinde daha yaygin olarak bulundugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: E.coli, Klebsiella tiirleri, genis spektrumlu beta-laktamaz, TEM, SHV, CTX-M.

E.coli ve Klebsiella tiirlerinde TEM, SHV, CTX-M, TEM+SHV, TEM+CTX-M, SHV+CTX-M,
TEM+SHV+CTX-M genlerinin dagilimi

Betalaktamag tiiri E.coli (n=32) Klebsiella spp. (n=32) K.pneumoniae (n=26) K.oxytoca (n=6)
n % n % n % n %

TEM 31 96.9 32 100 26 100 6 100
SHV 2 6.2 24 75 23 88.4 1 88.4
CTX-M 28 87.5 22 68.7 17 65.4 5 83.3
TEM + SHV 2 6.2 24 75 23 88.4 1 16.7
TEM + CTX-M 27 84.4 22 68.7 17 65.4 5 83.3
SHV + CTX-M 0 0 17 53.1 16 61.5 1 16.7
TEM + SHV + CTX-M 0 0 17 53.1 16 61.5 1 16.7

150



POSTER BILDIRILER

P22

Klebsiella pneumoniae, E.coli ve Enterobacter cloacae Kokenlerinde Yeni Bir Genis
Spektrumlu Beta-Laktamaz IBC-1'in Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle Saptanmasi

Giilsen Altinkanat, Giiner Soyletir
Marmara Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly, Istanbul.

IBC-1 son yillarda sadece Yunanistanda, E.cloacae’de tanimlanan yeni bir genis spektrumlu sinif
A beta-laktamazdir. IBC-1 geninin sinif I integron olan ve aktarilabilir plazmidde yer alan In111'de
kodlandig1 ve ¢oklu ila¢ direncinden sorumlu oldugu bulunmustur. Calismamizda, hastanemizde
nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak izole edilen E.coli, K. pneumoniae ve E.cloacae kokenlerinde
IBC-1’in varlig1 arastirilmigtir. Caligmaya alinacak kokenlerin belirlenmesinde CLSI'nin Onerileri
dogrultusunda antibiyotik duyarliliklar1 agar diliisyon ve/veya disk difiizyon yontemi ile saptan-
mustir. Bu dogrultuda IBC-1 fenotipi kriterleri olan beta-laktam ve beta-laktamaz inhibitorlerine
direng veya azalan duyarlilik gosteren, CAZ direngli, IMP duyarli 12 K.pneumoniae, 11 E.coli ve
yedi E.cloacae kokeni ¢alismaya alinmistir. GSBL iiretimi seftazidim-seftazidim/klavulanik asit ve
sefotaksim-sefotaksim/klavulanik asit E-testleri ile degerlendirilmistir. IBC-1 enziminin varliginin
fenotipik olarak saptanmasinda IMP, TZP, AMC ile CAZ diskleri kullanilarak ¢ift disk sinerji (CDS)
yontemi kullanilmistir. Sadece IMP ve CAZ arasinda zon geniglemesi olmasi IBC-1 enzimi varlig
acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica epidemiyolojik verilere katk: saglamak amaciyla
kokenlerimizde IBC-1 geninin yani sira SHV, TEM ve CTX-M genleri de uygun primerler kullanila-
rak molekiiler yontemlerle arastirilmigtir. Kokenlerimizin 26 tanesi E-test yontemi ile GSBL pozitif
bulunurken, dért tanesi tanimsiz bulunmugtur. CDS yontemi ile yedi koken IBC-1 enzimi varlig:
agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir. Kokenlerimizin (n=30) PCR ile 22’sinde TEM, 18’inde
SHYV, 17’sinde CTX-M genleri pozitif olarak saptanirken, hicbirisinde IBC-1 genine rastlanmamugtir.
Gelecekte bu enzimi tireten kokenlerin izole edilebilecegi goz 6ntinde bulundurularak, bu tir ¢alis-

malarin belirli araliklarla tekrar edilmesinde biiyiik yarar vardir.

Anahtar Kelimeler: E.coli, E.cloacae, K.pneumoniae, GSBL, IBC-1.
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Tifo On Tamisi Almis Pediatrik Olgularda Kan Kiiltiirii, Widal Agliitinasyon Testi ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemlerinin Tanisal Etkinliginin Degerlendirilmesi

Koray Ergiinay’, {lker Devrim?, Giilten Se¢meer?, Deniz Giir®, Semsettin Ustagelebi', Ates Kara?,
Ali Biilent Cengiz?, Hasan Tezer?, Inci Yigitkanli?, Mehmet Ceyhan?

'Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Ankara.
?Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 AD, Ankara.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, [hsan Dogramaci Cocuk Hastanesi, Klinik Patoloji

Laboratuvari, Ankara.

Giintimiizde tifo tanisinda altin standart, Salmonella typhinin hastadan izolasyonu olarak ka-
bul edilmektedir. Ancak ¢esitli nedenlerle hastalarin bir béliimiinde kan kiiltiirlerinden etkenin izo-
lasyonu miimkiin olamamaktadir. Tanida tercih edilen serolojik yontem olan Widal agliitinasyon
testinin kullanimi ise orta diizey duyarlilik ve 6zgtllitk nedeniyle sorunlara neden olabilmektedir.
Bu ¢alismada, tifo 6n tanisi ile izlenen olgularda klasik yontemler olan kan kiltiirii ve Widal aglii-
tinasyon testine ek olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yonteminin tanisal etkinligi karsilag-
tirllmistir. Calismaya klinik bulgular ile tifo 6n tanisi konulan 45 pediatrik olguya ait kan 6rnekleri
dahil edilmis, kan kiiltiirleri ve Widal agliitinasyon testi standart yontemlerle gerceklestirilmistir.
Orneklerden niikleik asit saflagtirilmas: amaciyla fenol-kloroform yontemi uygulanmis, “in-house”
PZR i¢in 6nceden tanimlanan invA genini hedefleyen primerler kullanilmis, beklenen 389 bazgiftlik
amplikonlar agaroz jel elektroforezi ile goriintillenmistir. Olgularin 11’inde olguda (%24.5; grup 1)
klinik semptomlarin bagka hastaliklar nedeniyle (Kawasaki hastaligi, hemofagositik lenfohistiositoz,
E.coli’'ye bagli sepsis, osteomyelit, sistemik juvenil artrit, kolanjit, menenjit, vb.) ortaya ¢iktig1 anla-
silmus; 6’sinda (%13.3; grup 2) kan kiiltiirlerinden Salmonella grup D izole edilmis; 28’inde (%62.2;
grup 3) ise klinik bulgulara ragmen kan kiiltiirleri negatif olarak izlenmistir. Widal agliitinasyon testi
grup 1'de %36.4 (4/11), grup 2de %66.7 (4/6) ve grup 3de %39.3 (11/28) oraninda pozitif bulun-
mugtur. PZR pozitifligi ise birisi kiiltiir pozitif (grup 2), digeri kiiltiir negatif (grup 3) olmak tizere
iki olguda gozlenmistir. Elde edilen sonuglar, uygulanan PZR yonteminin klinikte tanisal bir yontem

olarak performansinin yeterli diizeyde olmadigini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, tifo, Widal, agliitinasyon, PZR.
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Askeri Birliklerden izole Edilen Neisseria meningitidis izolatlarinin Molekiiler Analizi

Abdullah Kili¢!, Bulent Besirbellioglu?, Ahmet Celal Basustaoglu', Can Polat Eyigiin?
'GATA Mikrobiyoloji AD, Etlik, Ankara.
*GATA Enfeksiyon Hastaliklar1 AD, Etlik, Ankara.

Neisseria meningitidis insan nazofarengeal florasinda dogal olarak bulunabilmekte, cocuklarda
ve geng eriskinlerde menenjit ve yaygin bakteriyel enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu ¢alimanin
amact, bir aylik siire iginde iigii menenjit olgularindan, dordii tagtyicilardan olmak iizere izole edilen
toplam yedi N.meningitidis izolatinin genetik ve antijenik 6zeliklerinin belirlenmesidir. Hastalardan
alinan beyin omurilik sivis1 6rnekleri modifiye Thayer-Martin agar plaklarina ekilmis ve inkiibasyon
sonunda plaklar tipik N.meningitidis kolonileri agisindan degerlendirilmistir. Stipheli kolonilerin
oksidaz aktivitesine bakilmis ve Gram ile boyanmstir. Oksidaz pozitif ve Gram-negatif diplokok
goriintiisine sahip olanlar API NH (BioMerieux, Fransa) ile ileri tanimlama islemine alinmustir.
[zolatlarin serogruplandirmasi lam agliitinasyon teknigi ile (Difco, ABD) iiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda yapilmistir. izolatlarin klonal iliskileri “pulse field gel electrophoresis” (PFGE) yén-
temi ile Nhel enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. {zolatlarinin altisinin serogrup W-135, birinin
serogruplandirilmayan tip oldugu saptanmis, PFGE ile dort farkli pulsotipe ayrildiklar: goriilmiistiir.
Ug izolatin PFGE goriintiisiiniin Tiirkiyede ilk kez menenjitli bir hastadan izole edilen sekans tip
(ST)-2754 ile uyumlu oldugu izlenmigstir. Sonug olarak bu bulgular, serogrup A ve C’ye kars: koru-
yuculugu olan bivalan ag1 uygulanan bireylerde, sporadik olarak serogrup W-135 ile enfeksiyonlarin
ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir. Olgularimizda ST-2754 klonunun hakim oldugu ve bu klonun

hastaligin kontrolii agisindan epidemiyolojik takibinin yapilmasi gerektigi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Neisseia meningitidis, PFGE, ST-2754.
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Eskisehir'de Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde Vankomisine Direncli Enterokoklarin
Molekiiler Epidemiyolojik Analizi

Buket Yayla', Giil Durmaz’, Abdurrahman Kiremit¢i*, Tercan Us?, Yurdanur Akgiin®
'Diyarbakir Dogumevi Hastanesi, Diyarbakur.
?ESOGU Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Eskigehir.

Bu ¢aligmada May1s 2006-2007 tarihleri arasindaki bir yillik bir zaman dilimi icinde ESOGU Tip
Fakiiltesi Hastanesi yogun bakim tinitesi hastalarinda, haftada bir kez alinan siirveyans kiiltiirleriyle
vankomisine direngli enterokok (VRE)larin gastrointestinal sistem tastyiciliginin aragtirilmas: ve
elde edilen VRE izolatlarinin diren¢ genotiplerinin ve genetik yakinliklarinin belirlenmesi amag-
lanmistir. Calisma stiresince gesitli klinik 6rneklerden patojen olarak soyutlanan VRE suslar1 da ¢a-
ligmaya dahil edilmigstir. Glikopeptid direng genotipini saptamada multipleks PCR, klonal iliskinin
belirlenmesinde ise PFGE yontemleri kullanilmigtir. Stirveyans kiltiirlerinin %4.8’inde (58/1200),
klinik 6rneklerden izole edilen enterokok izolatlarinin %0.5’inde (3/529) VRE saptanmistir. Bu sus-
larin timii E.faecium olarak tanimlanmistir. E-test ile suslarin tiimiinde vankomisin ve teikoplanin
MIK degerleri 256 mg/L iizerinde bulunmugtur. Molekiiler testlerle suslarin hepsinin vanA genoti-
pinde oldugu ve tek bir klondan kéken aldiklar: saptanmistir. Hastanemizde ilk olarak 2002 yilinda
kolonizan olarak iki VRE susu tanimlanmigtir. Takiben 2005 yilinda alinan siirveyans kiiltiirlerinde
9%5.9 (25/420) oraninda VRE saptanmasi ve bizim bulgularimiz hastanemizde VRE enfeksiyonla-
rinin karsimiza ¢ikmaya devam edecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle VRE tespiti ve yayilimin
onlenmesi konusunda etkin enfeksiyon kontrol uygulamalari, bu sorunun gelecekteki boyutunu be-

lirlemede anahtar rol oynayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Enterokok, multipleks PCR, PFGE, vankomisine direngli enterokok.
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Endiistriyel Enzim Ureticisi Yerel Bacillus izolatlarinin
Molekiiler Tiplendirme Yontemleriyle Tanimlanmasi

Saliha Issever Oztiirk, Merve Tuzlakoglu Oztiirk, Nagihan Akbulut, . Serda Kayman,
Fusun Giimiisel
Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisti Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji AD, Kocaeli.

Genotipler arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesinde DNA temeline dayali tekniklerin biytik
bir potansiyeli vardir. Ribozomal RNA'lar ve diger evrensel molekiiller, genomun geri kalan kisminin
anlagilmasinda kullanilan baglica referanslar arasinda yer almaktadir. PCRa dayal1 teknolojilerin
gelismesi, gerek biyolojik ¢esitliligin belirlenmesi ve taksonomik ¢alismalar i¢in, gerekse patojenlerin
hizla tanimlanmas: adina yeni araglar saglamistir. Bu ¢alismada, Bursa, Afyon, Gonen ve Edremit
yakinlarindaki sicak su kaynaklar1 ve alkali topraklardan toplanan orneklerden ve zeytin kara
suyundan izole edilen, lipaz, amilaz veya alkalen proteaz tiretkenlikleri temelinde taranarak secilen
ve konvansiyonel yontemler kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanan yerel Bacillus soylar1, molekiiler
analizler kullanilarak tiplendirilmistir. Yerel izolatlardan PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNA genlerinin
dizi analizi ve yine PCR temeline dayali AFLP (amplified fragment length polymorphism) analizleri,
kapiller elektroforez sistemi kullanilarak yapilmigtir. ARDRA (amplified rDNA restriction analysis)
¢alismalarinda PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNA genleri ve rrn operonlar: Sau 3AI, Mbo II ve Cfo I
restriksiyon enzimleriyle sindirilerek degerlendirilmistir. Ribotiplendirme ¢aligmalarinda, Bcl I, Sma
I, Eco RV, Cla I veya Hind III enzimleri ile ayr1 ayr1 sindirilen genomik DNAlar, rrn operonuna
yonelik olan ve DIG-dUTP isaretli farkli problar kullanilarak irdelenmektedir. Bakteri tiplendirme ve
siniflandirmasii¢in 6nemli bir gosterge olan bakteriyel kromozomlarin G+Cigeriginin belirlenmesine
yonelik ¢alismalar stirdiiriilmektedir. Yerel Bacillus izolatlarinin tiplendirilmesi amaciyla kullanilan
gerek klasik manuel testler ve ticari kitler gerekse uygulanan ilk molekiiler temelli yontemler soylarin
bazilar1 i¢in farkli sonuglar vermistir. Bu nitelikteki bakteriyel soylarin tiplendirme ¢aligmalars,
giincel ve ayirim giicii yitksek yeni teknikler (rrn-operonu ISR ve ITS analizleri, MLSA, korunmus
ftsY ve recN genlerinin kapiller sistemde dizilenmesi) kullanilarak tamamlanacaktir.

Anahtar Kelimeler: AFLP, amilaz, ARDRA, Bacillus, lipaz, PCR, proteaz, 16S rDNA, ribotiplendirme.
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Diziye Ozgiil Polimeraz Zincirleme Tepkimesi ile Mikobakteri Tiirlerinin Saptanmasi

Tanil Kocagdz', Kaya Kéksalan?, Yesim Giirol', Giilge Sinik?®, Inci Tiiney?,

Nihan Aytekin®, Iskender Karalt!

'Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Isranbul.
*[stanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Istanbul.
*Inovatif Biyoteknoloji Organizasyonu (Tibo), Istanbul.

‘Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, [zmir.

Tiiberkiiloz Tiirkiyede ve diinyada en ¢nemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmek-
tedir. Insanda en sik enfeksiyona yol acan mikobakteri tiirit Mycobacterium tuberculosis'tir. Ancak
M.tuberculosis disinda yaklagik yirmi farkli mikobakteri tiiriiniin daha insanda ¢esitli enfeksiyonla-
ra yol agtig1 bilinmektedir. Giiniimiizde 140 kadar mikobakteri tiriiniin varlig1 saptanmistir ve bu
say1 tiplendirmede molekiiler yontemlerin agirlik kazanmasiyla her gegen giin artmaktadir. Hasta
orneklerinden yapilan kiiltiirlerde, mikobakteri tiretildigi zaman tiiriiniin mutlaka saptanmasi gere-
kir. Zira insanda tiiberkiiloza siklikla yol agan M. tuberculosis enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan
ilaglar, diger mikobakteri enfeksiyonlarinda genelde etkili olmamakta ve tedavide bagka antimiko-
bakteriyel ilaglar kullanilmaktadir. Kiiltiirleri kontamine eden ancak insanda enfeksiyona yol agma-
yan mikobakteriler i¢in tiirlerin belirlenmesi, hastalarin gereksiz tedavi almasini engellemektedir.
Mikobakteriler i¢in klasik tiir saptama yontemi, kiiltiirde iireme hizi, pigment olusturma ve gesitli
biyokimyasal ozelliklerine dayanmaktadir. Yavas tireyen M.tuberculosis gibi mikobakterilerde bu
yontemle tiir saptama 2 ay kadar stirmekte ve bir¢ok kez kesin olmayan sonuglar verilmektedir. Tiir
saptamasini hizlandirabilmek ve 6zgiilliigiinii artirabilmek icin ¢esitli molekiiler yontemler gelistiril-
mistir. En gelismis ticari kitler dahi sadece 16 mikobakteri tiiriinii saptayabilmektedir. Bu ¢alismada,
polimeraz zincirleme tepkimesine dayanan mikobakteri tiirlerininin tamamini kolayca ayirt etmesi
beklenen bir yontem gelistirilmistir. Mikobakterilerin ribozomal RNA, hsp65 ve gyrB gen dizilerine
ozgul primerler ile ¢ogaltma trtini elde edilip edilmemesine dayali bu yontemde, tek tiire 6zgiil
DNA dizileri yerine, tiirleri gruplara bolen asamasal ayirma sistemi kullanilmaktadir. Bu yeni yakla-
simla, az sayida diziye 6zgii primer ile tim mikobakteri tiirlerinin kolayca saptanmasi ve maliyetinin
daha az olmasi olanakli kilinacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mikobakteri, Mycobacterium tuberculosis, polimeraz zincir tepkimesi.
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Vajinit Etkenlerinin Tanisinda DNA Prob Analizi ve Klasik Yontemlerin Karsilastiriimasi

Abbas Yousefi Rad', Burcu Saygan Karamiirsel?, A. Safak Bulut’, N. Yasemin Ardigoglu’,
Selguk Kilig®

1Ozel MESA Hastanesi, Klinik Laboratuvari Mikrobiyoloji, S6gtit6zii, Ankara.

2Ozel MESA Hastanesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, S6giitozii, Ankara.

30Ozel MESA Hastanesi, Patoloji Laboratuvari, S6giitozii, Ankara.

“Ozel MESA Hastanesi, Klinik Laboratuvar1 Biyokimya, S6giitozii, Ankara.

*Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi, Salgin Hast. Ars. Md., Ankara.

Vajinal akintinin sebebi siklikla bakteriyel vajinoz (BV), vulvovajinal candidiasis ve
trichomoniasisdir. Her ii¢ enfeksiyon grubu i¢in klinik belirtiler 6zgiil degildir ve birbirinden ayirt
edilemezler. Olgularin yaklasik %25de karisik enfeksiyonlar gelismektedir. Her {i¢ etkenin tedavisi
birbirinden farklidir ve basta Trichomonas enfeksiyonu olmak tizere farkedilmez veya tedavi edilmez-
lerse endometrit ve pelvik inflamatuvar hastaliga neden olabilirler. Calismamizda klasik mikrobiyo-
lojik yontemler, vajinal yayma ve DNA hibridizasyon yontemlerinin kargilagtirmasi amaglanmustir.
Vajinoz semptomu olan 50 kadin hastadan ¢ vajinal stiriintii 6rnegi ve vajinal yayma alinmuis, tim
ornekler alindiktan hemen sonra laboratuvara ulastirilmigtir. Orneklerden birisi direk mikroskopi
i¢in, digeri kiiltiir i¢in (%5 insan kanli agar, mantar igin kromogen agar, Trichomonas vaginalis igin
Diamond besiyeri) kullanilmistir. Son siiriintii 6rnegine de, Aftirm VPIII (BD, USA) prosediiriine
uygun olarak DNA hibridizasyon testi uygulanmuistir. Vajinal yayma ornekleri sivi bazl test (PAP
spin) yontemi ile hazirlanmigtir. Calismada elde edilen sonuglar tabloda verilmistir. Toplam 50 has-
tada DNA hibridizasyonu ile %40, mikroskopik inceleme ile %32, kiiltiir ile %38 ve siv1 bazli PAP
testi ile %34 oraninda vajinoz etkenleri saptanmustir. Vajinal yayma, mikrobiyolojik inceleme ve kiil-
tiir gibi yontemler 24-48 saatlik bir siirece ihtiyag duymaktadir. Caligmamizda kullandigimiz DNA
hibridizasyon yontemi, daha hizli ve floradaki etkenlerin belli konsantrasyonun {izerinde oldugu
durumlarda sonug vermektedir. Niikleik asit bazli hibridizasyon tekniginde kullanilan bu tip stan-
dardize kitler, yakin zamanda klinik mikrobiyoloji alaninda daha genis kullanim alani bulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Vajinit, vajinal stirtintii, DNA hibridizasyon, Pap testi, kiiltiir, tani.

Farkl1 yontemlerle vajinozlu 50 hastadan elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi

DNA Hibridizasyon Ml kroskopik Mikroﬁbi).f'oloj ik Pap yaymasi
Etken Say1 (%) inceleme Kiiltir Say1 (%)
ayr v Say1 (%) Say1 (%) A
Gardnerella vaginalis 13 (26) 10* (20) 11 (22) 8%* (16)
Candida spp. 6(12) 5(10) 7 (14) 8 (16)
Trichomonas vaginalis 1(2) 1(2) 1(2) 1(2)
Negatif 30 (60) 34 (68) 31 (62) 33 (66)

* Clue cell ** Bakteriyel vaginosis olarak raporlanmigstir.
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“Cobas TagMan Real-Time PCR" Yontemiyle HBV-DNA Kantitasyonunda
Ug Farkl Niikleik Asit izolasyon Yonteminin Karsilastiriimasi

Alpaslan Alp, Giilsen Hasgelik
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Giintimiizde serum 6rneklerinde HBV-DNA kantitasyonu, bu virusla enfekte hastalarin takibin-
de biiyiik 6nem kazanmustir. Bu testlerin duyarliligi, PCR 6ncesinde uygulanan niikleik asit izolasyon
yontemlerinden 6nemli dl¢iide etkilenmektedir. Bu ¢alismanin amaci, serum orneklerinden “Taqg-
Man real-time PCR” yontemiyle HBV-DNA kantitasyonu 6ncesinde kullanilan klasik manuel izo-
lasyon yontemi, otomatize MagNA Pure sistemi ve otomatize AmpliPrep sisteminin etkinliklerinin
karsilastirilmasidir. Bu amagla, HBsAg pozitif oldugu bilinen 36 hastadan alinmis kan 6rnekleri ¢alis-
maya dahil edilmistir. Bu 6rneklerden niikleik asit izolasyonu manuel “Total Nucleic Acid Isolation”
kiti (Roche Diagnostics), “MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation” kiti (Roche Diagnostics)
ve “Cobas AmpliPrep” kiti (Roche Diagnostics) kullanilarak yapilmistir. Bu ii¢ yontemle elde edilen
niikleik asitler “Cobas Tagman 48” (Roche Diagnostics) cihazinda gergek zamanli PCR yontemiyle
cogaltilmis ve kantitatif olarak saptanmistir. Manuel izolasyon yontemi, MagNA Pure sistemi ve Amp-
liPrep sistemi ile elde edilen HBV-DNA kopya sayilar sirastyla; 10-86.000.000 (ortalama: 9.501.141)
IU/ml, 10-94.000.000 (ortalama: 10.420.372) IU/ml ve 27-90.100.000 (ortalama: 12.628.890) 1U/ml
araliklarinda bulunmustur. Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, AmpliPrep sistemi ile elde edi-
len HBV-DNA sayilarinin diger iki yonteme goére daha yiiksek oldugu goriilmistir. Diisiik HBV-
DNA kopya sayist igeren drneklerden her ii¢ yontemle de verimli bir sekilde izolasyon yapilabildigi
gozlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, klinik 6rneklerden HBV-DNA izolasyonu i¢in {i¢ yontemin de
giivenle kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak AmpliPrep ve MagNA Pure sistemleriyle daha
yitksek miktarda HBV DNAnin daha kisa siirede elde edilebilmesi, bu yontemleri 6zellikle 6rnek

says1 yitksek olan rutin laboratuvarlar i¢in daha uygun segenekler haline getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, viral yiik, DNA saflagtirma, TaqgMan, PCR.
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Afyon Bolgesindeki Kronik Hepatit B'li Hastalarda Genotip,
Mutasyonel Analiz ve ilag Direncinin Arastiriimasi

Mustafa Altindig', Raike Kalayct!, Cihangir Giillamber', Nese Demirtiirk?, Yusuf Akcan?,
Tuna Demirdal?, Orhan Cem Aktepe’

!Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Afyonkarahisar.
2Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve

Klinik Mikrobiyoloji, Afyonkarahisar.

3Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Anabilim Dali, Afyonkarahisar.

Hepatit B virusu (HBV) nun mutasyon hizi oldukga yiiksek olup, mutant formlar tanida ve teda-
vide bazi sorunlara yol agmaktadir. Ozellikle niikleozid analoglarinin kullanimu ile ortaya ¢ikan veya
naif hastalarda var olan ilag direnglerinin belirlenmesi, tedaviye baglama karar1 ve takipte yardimci
olacaktir. Bu ¢aligma, Eyliil 2007-Mart 2008 tarihleri arasinda, Afyon Kocatepe Universitesi Hasta-
nesi polikliniklerine bagvuran, Kan Merkezinden alinan ya da taramalar esnasinda saptanan hepatitli
bireylerden HBV DNA'1 pozitif, toplam 44 hastada yapilmistir. Hastalarin 25°i (%56.8) hi¢ lamivudin
tedavisi almamuis, 19’u (%43.2) ise halen lamivudin tedavisi alanlardan se¢ilmistir. Hastalarin yas ara-
11g1 17-71 yil (ortalama: 42.02+13.5 yil) arasinda olup, 31’i (%70.5) erkektir. Hastalarin tiimii HBsAg
ve HBV-DNA yoniinden pozitif, anti-HCV ve anti-delta total antikorlar1 agisindan negatif bulun-
mugtur. Hepatit serolojisi Diapro MikroELISA ve Vitros/Orto-diagnostic kitleri ile, HBV-DNA ise
RT-PCR (Rotorgene, RG-3000) ile calisiimistir. Test edilen 44 serum 6rneginden QIAGEN QIAamp
MinElute Virus Spin Ekstraksiyon kiti ile (QIAGEN, 57704) HBV-DNA izole edilmis ve bu 6rnekler-
de de sekans yontemi (ABI 310, AB) ile genotipleme, mutasyonel analiz ve ilag direnci arastirilmastir.
Dizi analizi i¢in DNA polimeraz geninin 120-260. kodonlar: arasindaki bolge ¢ogaltilmistir. Hasta-
larin tamami genotip D olarak belirlenmis, ayni dizilerde yapilan mutasyonel analiz ve ilag direnci
aragtirmalarinda ise; 6 (%13.6) hastada M204I mutasyonu (Lamivudin direnci), 2 (%4.5) hastada
Q2158 mutasyonu (Lamivudin-LAM direnci) ve birer (%2.3) hastada olmak tizere V214A mutas-
yonu (Adefovir-ADV direnci), L80I+M204I mutasyonu (LAM direnci), A181T+N236T mutasyonu
(ADV direnci), V84M+V173L mutasyonu (ADV ve LAM direnci), L80V+M204I mutasyonu (LAM
direnci), Q215S+M204I mutasyonu (LAM direnci) ve M204I+L180M mutasyonu (LAM direnci)
saptanmustir. Geri kalan 29(%65.9) hastada mutasyon ya da ilag direncine rastlanmamistir. Sonug
olarak HBV’li hastalarin tamaminda genotip D saptanmuis olup, belirlenen genotip, ilag direngleri ve
mutasyonlar, bélgemizdeki kronik hepatitli olgularin takip ve tedavisinde yol gosteri olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, mutasyon analizi, ila¢ direnci.
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Hepatit B Virus Tanisinda HBV-DNA ve ELISA Sonuglarinin Onemi

Aziz Ramazan Dilek!, Pinar Demirel Oner', Selahattin Karako¢', Yasemin Bulut',

Kutbettin Demirdag®, Ahmet Kizirgil', Ziilal Asc1 Toraman'

'Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Elazig.

*Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Elazig.

Kronik karaciger hastaligy, siroz ve karaciger kanserine neden olan hepatit B virusu (HBV), iilke-
mizde ve diinyada insan sagligini ciddi oranda etkilemeye devam etmektedir. Farkli tan1 yontemle-
rinin B hepatiti hastaliginin tanisindaki degerlerinin arastirilmasi konusundaki ¢alismalara katkida
bulunmak amaciyla, bu ¢aliymada hastanemize bagvuran ve HBV ile ilgili tetkik yapilmis olan birey-
lerden elde edilmis ELISA ve PCR sonuglar1 degerlendirilmistir. Calismaya laboratuvarimiza gon-
derilen toplam 284 serum 6rnegi dahil edilmistir. Bu 6rneklerden, ELISA ile HBV antijen-antikor
parametreleri ve gercek zamanli PCR yontemiyle de HBV-DNA ¢alisilmistir. DNA izolasyonu “QI-
Aamp MinElute Kit” (Qiagen) ve amplifikasyon islemi “Flurion HBV QNP” (lontek) kitleri kullani-
larak hazirlanan PCR karisimi i¢cinde Iqcycler cihazinda gergeklestirilmistir. Gergek zamanli PCRda
200 kopya/ml'nin altindaki sonuglar negatif olarak kabul edilmistir. HBsAg pozitif olarak belirlenen
226 hastanin 84’tinde (%37.1) HBV-DNA pozitifligi 200 kopya/mI'nin altinda tesbit edilmistir. Buna
karsin 142 hastada (%62.8) HBV-DNA diizeyinin 200 kopya/mlnin iistiinde oldugu gozlenmistir.
43 hastada hem anti-HBs pozitifligi hem de HBV-DNA pozitifligi belirlenirken, bunlarin 30’unda
(%69.7) HBV-DNA porzitifligi 200 kopya/mI'nin altinda bulunmustur. Sonug olarak, HBsAg negatif
olarak tesbit edilen 58 (%20.4) ve anti-HBs pozitif olarak belirlenen 43 (%15.1) hastada ayni za-
manda HBV-DNAnin tespit edilmis olmasi, HBV’nin tani ve tedavisinin belirlenmesinde tek bagina
ELISA sonuglarinin yetersiz oldugunu ortaya koymustur. Bu veriler 1s18inda sonuglarin molekiiler

yontemlerle desteklenmesi gerektigi kanaatini tagimaktayiz.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, HBV-DNA, ELISA, polimeraz zincir reaksiyonu.
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HBV “e" ve HBV “c" Antijenine Karsi Monoklonal Antikor Gelistirme Caligmalarinda
Dalak, Lenf Diigiimii ve intraperitonal Hiicrelerin Kullaniimasi

Ibrahim Ségiit, Ibrahim Hatipoglu, Cigdem Saatgilar, Esin Akgael, Fatima Yiicel, Aynur Bagalp
TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Kocaeli.

Hepatit B virusu (HBV) kiigiik ve zarfli bir DNA virusudur ve insanlarda akut ve kronik he-
patit, karaciger sirozu ve karaciger kanseri etkeni olarak kabul edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore diinyada iki milyardan fazla insanda HBV enfeksiyonuna rastlanmaktadir. Yine tiim
diinyada 300-500 milyon kisi HBV tastyicisidir ve her yil yaklasik iki milyon kisi hepatit B enfek-
siyonundan 6lmektedir. Saglik Bakanlig1 verilerine gore de iillkemizde yaklasik dért milyon HBV
tastyicist bulunmaktadir. Hepatit B enfeksiyonu geciren hastalarda, hastaligin farkli donemlerinde
HBs, HBe antijeni- antikoru ve HBc¢ antikoru takip edilerek hastaligin seyri belirlenmektedir. Or-
negin hastaligin orta donemlerinde HBe antijeni azalirken, HBe antikor diizeyi artmaktadir. HBe
antijeni yiliksek olan hastalarin enfeksiyonu ¢evrelerine bulastirma riski yiiksektir. Akut ya da yakin
bir zamanda bulasmis HBV enfeksiyonunun saptanmasinda ise serumda HBc antikorlari takip edilir.
Bu ¢alismada hibridoma teknolojisi kullanilarak HBe ve HBc antijenine karsi monoklonal antikor
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla BALB/c fareleri HBe ve HBc antijeni ile birlikte 3 kez im-
miinize edilmistir. Fiizyonda her iki antijene 6zgii antikor titresi yiiksek farelerle fiizyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Yapilan ilk fiizyon ¢aligmasinda farenin dalak ve lenf diigiimlerinden elde edilen
lenfositlerle, diger iki fiizyon ¢aligmasinda ise dalak, lenf diigiimleri ve intraperitonal sividan elde
edilen lenfositlerle fiizyon yapilmistir. Dalak, lenf diigiimleri ve intraperitonal sividan elde edilen
lenfositlerle yapilan ikinci fiizyon ¢alismasinda 825 hibrid hiicre elde edilmistir. Hiicrelerin antikor
aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan 6n taramalarda 124 aktif hiicre bulunmus, ¢apraz reaksiyon
testleri sonucunda ise HBV e ve HBV c¢ antijenine 6zgii monoklonal antikor iireten iki farkli hibrid
hiicre elde edilmistir. Antikor izotiplendirme ¢aligmalar1 sonucunda bu antikorlarin IgM ve IgA an-
tikorlar1 oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, HBcAg, HBeAg, hibridoma teknolojisi, monoklonal antikor.
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Yarisimh Kit Sistemlerinde Kullanmak Uzere Hepatit B Kor Antijenine Karsi
Monoklonal Antikor Gelistirilmesi

Cigdem Saatcilar, Esin Akgael, Ibrahim Ségiit, Aynur Bagalp, Fatima Yiicel
TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Gebze/Kocaeli.

Hepatit B virusu (HBV), akut ve kronik hepatit, karaciger kanseri ve sarilik gibi 6nemli hastalik-
larin etkenidir. HBV oldukea yaygin ve giiniimiizde halen diinyaca énemli saglik sorunlar: arasinda
kabul edilmektedir. Tiim diinyada yaklagik 350 — 500 milyon kronik HBV tasiyicist vardir ve her yil
yaklagik iki milyon insan HBV ile iligkili hastaliklar dolayisiyla 6lmektedir. Tiirkiyede ise yaklagik
olarak 3-4 milyon hepatit B tasiyicis1 vardir. Bu hastaligin serolojik yontemlerle erken tanisinda ve
seyrinde HBV'nin farkli antijenik bolgelerine kars: gelistirilmis monoklonal antikorlar yaygin ola-
rak kullanilmaktadir. Hepatit B kor antikoru, hepatit B enfeksiyonunun tanisinda duyarl ve 6zgil
serum belirleyicisi olarak bilinmektedir. Ayrica bazi hastalarda hepatit B kor antikoru, HBV yiizey
antijeninin ya da yiizey antikorunun yoklugunda tek serum belirleyicisi olarak kullanilmaktadir. Bu
¢alismada, hibridoma teknolojisi kullanilarak HBV’nin kor antijenine (HBcAg) 6zgiil monoklonal
antikor tireten hibrit hiicrelerin elde edilmesi ama¢lanmistir. HBcAg ile bagisiklanmus farelerin dalak
ve lenf diigimlerinden elde edilen lenfositler ile FO fare myeloma hiicreleri PEG mevcudiyetinde
birlestirilmistir. Toplam bes flizyon deneyi yapilmustir. Son fiizyon ¢aligmasinda, toplam 693 hibrit
klon gozlenmistir. Bu ¢aligmada fiizyona alinan farenin intraperitonal hiicreleri, fiizyon plaklarinda
besleyici hiicre olarak kullanilmigtir. Bu klonlar icerisinde MAM 12C9 isimli hibridoma hiicresinin
drettigi antikorun kor antijen ile 6zgiil reaksiyon verdigi alt klonlama yontemi ve indirekt-ELISA
yontemi ile belirlenmistir. Monoklonal antikorlarin saflastirilmasi ve immiinoglobulin izotip belirle-
me ¢alismalar1 tamamlanmistir. Elde edilen monoklonal antikorun diger HBV antijenleri ve serum
proteinleri ile ¢apraz reaksiyon vermedigi gozlenmistir. Karakterize edilmis olan bu monoklonal an-
tikor, yarigimli ELISA sistemine dayali tani kitlerinin gelistirilmesinde kullanilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, HBcAg, ELISA, hibridoma teknolojisi, monoklonal antikor.
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Hepatit B ve Hepatit C Tanisinda immiinolojik ve Niikleik Asit Testlerinin Etkinligi

Yesim Giirol, Zuhal Tekkanat Tazegiin, Meral Sénmezoglu, Burcu Oksiiz,
Raziye Demiralay Celep, Sesin Kocagoz, Tanil Kocagoz
Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Istanbul.

Hepatit B ve Hepatit C viruslar1 (HBV ve HCV) karacigerde akut ve kronik enfeksiyon yapabilen
viruslardir. Bu ¢alismada, HBV ve HCV’nin tanisi ve izleminde 6nem tagiyan immiinolojik yontem-
ler ve niikleik asit testleri arasindaki uyumun aragtirilmasi amaglanmistir. Yeditepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesinin klinik mikrobiyoloji laboratuvarima bagvuran HBsAg pozitif hastalarin kanin-
da izlenebilir polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT; Real Time PCR) kullanilarak HBV-DNA varlig
arastirilmigtir. Aralik 2005 - Ocak 2008 tarihleri arasinda toplam 136 hasta incelenmis ve sonuglar
Tablo I'de gosterilmistir. ELISA yontemiyle anti-HCV pozitifligi saptanan hastalarda da HCV-RNA
varlig1 izlenebilir PZT ile arastirilmig ve ayni tarihler arasinda incelenen toplam 88 hastanin sonug-
lar1 Tablo II'de belirtilmistir. HBsAg pozitif hepatit B hastalarinda HBV-DNA biiyiik oranda pozitif
olmasina karsin, %12.5’inde negatiflik saptanmistir. HBV DNAs1 negatif olan hastalarin %25’inde
HBsAg pozitiftir. Bu iki test arasinda ytiksek oranda uyumluluk saptanmasina karsin, uyumun tiim
hastalarda saptanmamasi nedeniyle, her iki yéntemin bir arada kullanilmasinin tan1 konulan hasta
sayisini artiracagl agiktir. Anti-HCV pozitif olan hastalarin %20.5’inin HCV RNA's1 negatif bulun-
mugstur. Bu hastalar HCV enfeksiyonu kroniklesmeyen, iyilesmis hastalar olabilir. Buna kargin hasta-
larin %11.4inde HCV-RNA porzitif iken, anti-HCV negatif bulunmustur. Bu durum, enfeksiyonun
yeni olmasi nedeniyle heniiz antikorlarin olusmamasina ya da bu hastalarin HCV’ye kars: antikor
olusturamamasina bagl olabilir. Kan bankalarinda sadece anti-HCV yoniinden yapilan taramalarin
yeterli olmadig1 ve taramalarda HCV-RNA arasgtirilmasinin gerekliligi tartisiimalidir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B, hepatit C, immiinolojik tani, niikleik asit cogaltma, PZT.

Tablo L. HBsAg ve HBV-DNA test sonuglarinin kargilastirmasi

HBsAg Pozitif Say1 (%) HBsAg Negatif Say1 (%) Toplam
HBV-DNA pozitif 42 (87.5) 6(12.5) 48 (35.3)
HBV-DNA negatif 22 (25) 66 (75) 88 (64.7)
Toplam 64 72 136

TabloII.  Anti-HCV ve HCV-RNA test sonuglarinin karsilagtirmasi

Anti-HCV Pozitif Say1 (%) Anti-HCV Negatif Say1 (%) Toplam
HCV-RNA pozitif 0 10 (100) 10 (11.4)
HCV-RNA negatif 16 (20.5) 62 (79.5) 78 (88.6)
Toplam 16 72 88

163



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

P35

Hepatit B ve Hepatit C Virus Enfeksiyonu Olan Hastalarda Genotiplerin Dagilimi

Nail Ozgiines, Mustafa Fatih Kiigiikoztas, Saadet Yazici, Hatice Sanlt
S.B. Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve
Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, istanbul.

Hepatit B (HBV) ve hepatit C virus (HCV)’lari, karaciger sirozu ve hepatoselliiler karsinoma gibi
hastaliklarin 6nemli etiyolojik ajanlarindandir. HBV ve HCV genetik yapilarina gore genotiplere
ayrilmiglardir. Virus genotiplerinin bilinmesi, HCV igin kullanilacak ilag dozlarin, tedavi siirelerini
ve yanit oranlarini etkileyerek klinisyenin hasta takip ve tedavisinde odak noktasidir. HBV igin de
tedaviye yanit ve direng gelisiminde 6nemlidir. Bu ¢aligmada hastanemizde saptanan HBV ve HCV
genotip dagiliminin ortaya konulmasi ve diger calisma sonuglariyla karsilastirilmas: amaglanmastir.
Subat 2007-2008 arasinda hastanemiz Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Gastroenteroloji kliniklerine bas-
vuran, anti-HCV (EIA), HBsAg (EIA), HCV-RNA (revers transkriptaz-PCR) ve HBV-DNA (kanti-
tatif PCR) pozitifligi saptanan hastalarin serum 6rneklerinde otomatize Auto-Lipa cihazinda, revers
hibridizasyon yontemi ile genotiplendirme yapilmistir. Hepatit Cde kriterlere uygun 53 hasta (23
erkek, 30 kadin) arasinda en sik rastlanan genotip %84.9 (45/53) oraniyla genotip 1; alt grup ise
%75.5 oraniyla (40/53) genotip 1b olmustur. Genotip 3 dort hastada (%7.5), genotip 4 ii¢ hastada
(%5.7), genotip 2 bir hastada (%1.9) tespit edilmistir. Hepatit Bde ise kriterlere uygun 52 hastanin (36
erkek,16 kadin) tamaminda genotip D (%100) saptanmigtir. Ulkemizde kronik HCV enfeksiyonlu
olgularin ¢ogunda genotip 1 hakimdir. Yapilan ¢alismalarda %66.7-100 oranlari ile genotip 1bnin
ilk siray1 aldig1 rapor edilmektedir. Ulkemiz i¢in genotip tayininin gerekli olmayabilecegi ifade edil-
mekle birlikte, az sayida genotip 1 dist hasta, tedavide 6nemli maliyet diisiikliigii saglayabilir. Hepatit
B hastalarinda ise, diger arastirmalarda oldugu gibi %100 genotip D tespit edilmistir. Hepatit B icin

rutin olarak genotip tayininin tilkemiz i¢in gerekli olmadig1 sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Genotiplendirme, hepatit B virusu, hepatit C virusu.
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Hepatit C Virus Tanisinda HCV-RNA Belirlenmesinin Onemi
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[lhami Celik?, Ziilal Agct Toraman'

'Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD., Elazi.

*Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji AD., Elazig.

Hepatit C virusu (HCV)’nun diinyada 170 milyon, tilkemizde ise yaklagik bir milyon kisiye bu-
lagmis oldugu tahmin edilmektedir. Anti-HCV antikorlarinin varligi, bireyin HCV ile karsilagmis
oldugunu gostermekteyse de, tek basina akut enfeksiyonu gostermede yetersiz kalmaktadir. Ayrica
enfeksiyonun erken donemlerinde hastalarin seronegatif olmasi ya da bazi olgularda serokonver-
siyonun ge¢ sekillenmesi gibi sebepler, serolojik testler yaninda molekiiler yontemlerle HCV-RNA
saptanmasini da zorunlu kilmaktadir. HCV’nin tanisina yonelik ¢aligmalara katkida bulunmak ama-
cryla, laboratuvarimiza génderilen serum ornekleri ELISA ve ger¢ek zamanli PCR yontemleriyle in-
celenmis ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Caligmaya laboratuvarimiza gonderilen toplam
342 serum ornegi dahil edilmistir. Bu 6rneklerden, ELISA (Abbott, Axsym HCV versiyon 3.0) ile
anti-HCV ve ger¢ek zamanli PCR (Iqcyler, Biorad) yontemiyle de HCV-RNA calisilmistir. RNA izo-
lasyonu “QIAamp MinElute Kit” (Qiagen) ve amplifikasyon iglemi “Flurion HCV QNP” (lontek)
kitleri kullanilarak hazirlanan PCR karigimi icinde Iqcycler cihazinda gergeklestirilmistir. Gergek
zamanli PCRda 50 IU/mlnin altindaki sonuglar negatif olarak kabul edilmistir. Toplam 342 has-
tanin 78’inde (%22.8) anti-HCV ve HCV-RNA pozitif, 139’unda (%40.6) anti-HCV ve HCV-RNA
negatif, 113’inde (%33) anti-HCV pozitif ve HCV-RNA negatif, 12’sinde (%3.5) anti-HCV negatif ve
HCV-RNA pozitif olarak saptanmistir. Anti-HCV pozitif bulunan bireylerin biiyiik ¢cogunlugunda
ayni zamanda HCV-RNA pozitifligi gozlenmistir. Sonug olarak, anti -HCV pozitif hastalarda HCV-
RNAnn aragtirilmasi, tani koyma, takip ve tedavi yoniinden hem 6nemli hem de gereklidir. Anti-
HCV negatif viremik hastalarin tespitinde, siipheli ve serokonversiyon gelismeyen olgularin aydin-
latilmasinda ya da uygulanan tedavinin etkinliginin takibinde, HCV-RNAnin arastirilmasi ve viral

genom sayisinin belirlenmesi rutin olarak kullanilmasi gereken bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit C virusu, anti-HCV, HCV-RNA, ELISA, PCR.
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Beyin Omurilik Sivisi Biyokimyasal Ozellikleri ile
HSV-DNA PCR istemlerinin Uygunlugunun Karsilastiriimasi

Ozgiir Appak!, Giines Ozgolpan', Ayca Arzu Sayiner!, Ali Riza Sisman?

'Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji

Anabilim Daly, {zmir.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dali, Izmir.

Herpes simpleks virus (HSV)%a bagli merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinin tanisinda, beyin
omurilik svist (BOS)’nda viral DNA saptanmasi altin standarttir. BOSda HSV-DNA isteklerinin
giderek artig gostermesi, gereksiz istekler konusunu giindeme getirmistir. Bu tiir isteklerin 6nlenmesi
i¢in, sadece BOS protein ve/veya lokosit sayisinda artis saptanan orneklerin teste kabul edilmesini
oneren yayinlar vardir. Bu galismada, laboratuvarimiza HSV-DNA PCR istegiyle gelen BOS 6rnekle-
ri retrospektif olarak incelenmis ve protein ve/veya lokosit sayisi ile PCR pozitifligi arasindaki iliski
degerlendirilmistir. 2004 ile 2008 Mart ay1 arasinda laboratuvarimizda HSV PCR c¢alisilan 332 BOS
ornegi, lokosit ve protein miktarlar;, HSV-DNA sonuglari, diger viral etken PCR ve bakteri kiiltiirii
sonuglar agisindan incelenmistir. BOS protein diizeyi > 45 mg/dl ve/veya l6kosit sayis1 >= 5 /mm’
olan 6rnekler, HSV- DNA PCR testi i¢in uygun kabul edilmistir. 246 (%74) 6rnegin protein diizeyi ve
16kosit sayisina ulagilmis, bunlardan 118’inin (%48) HSV-DNA PCR testi 6n kosuluna uygun oldugu
belirlenmistir. HSV-DNA pozitif sekiz drnekten tigliniin protein diizeyi ve hiicre sayist kayitlarda
bulunamamistir. Kalan bes 6rnegin iigiinde her iki parametrenin de ytiksek, ikisinde sadece 16kosit
sayisinin yiiksek oldugu saptanmistir. HSV-DNA PCR testi istenen BOS 6rneklerinin yaklasik ya-
risinda protein diizeyi ve 16kosit sayis1 normal olarak saptanmustir. Yukarida belirtilen kriterler goz
oniine alindiginda bu drneklerde HSV-DNA PCR isteminin uygunsuz oldugu goriilmiistir. BOS
ozellikleri bilinen ve HSV- DNA pozitifligi saptanan 6rneklerin hepsinde BOS protein diizeyi ve/

veya lokosit sayisi yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Herpes simpleks virus, HSV-DNA, BOS, protein, 16kosit, PCR.

HSV-DNA PCR yapilan BOS 6rneklerinin protein ve l16kosit sayis1 yoniinden sonuglari

Yil Ornek sayist HS V:—;i)}ll\lb?%}’)ozitif };’Z;it:li:n:; ?f::litssaa)’zlssll Test icin uygun 6rnek sayist (%)
2008 (ilk 3 ay) 28 0 24 17 (70.8)
2007 98 3(3) 82 37 (45.1)
2006 99 4(4) 86 46 (53.5)
2005 48 1(2) 35 11 (31.4)
2004 59 0 19 7 (36.8)
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Bobrek ve Mesane Kanserlerinde BK ve SV40 Virus Prevalansinin Multipleks Nested
PCR ile Belirlenmesi ve DNA Dizi Analizi Yontemi ile Dogrulanmasi

Yasemin Bulut', Nusret Akpolat’, Adnan Seyrek', Ziilal Asc1 Toraman', Fiigen Aker’,
Stileyman Sirr1 Kilig*

'Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Elazig.

?Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji AD, Elaz1g.

*Haydarpasa Numune Hastanesi, Patoloji AD, Istanbul.

“Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Elazig.

Viruslar ile kanserler arasindaki etiyolojik iliskiyi aydinlatma ¢alismalar1 uzun yillardir devam
etmektedir. Birgok virusun kanserlerle iliskisi halen tartigilirken, BK ve SV40 viruslarinin onkoje-
nik viruslar olduklar: tartigmasiz kabul edilmektedir. Ancak bu viruslarin bazi kanser tiirlerindeki
potansiyel onkojenik rolleri tam olarak aydinlatilamamigtir. Bu ¢alismada, bobrek ve mesane kan-
serlerinde insan polyomavirusu (BK) ve rodent polyomavirusu (SV40) prevalanslarinin multipleks
“nested” PCR ile belirlenmesi ve PCR sonuglarinin DNA dizi analizi ile dogrulanmasi amaglanmigtir.
Bu amagla, toplam 90 tiimoral (40 mesane ve 50 bobrek) ve 70 tiimoéral olmayan (25 mesane ve 45
bobrek) doku 6rnegi calismaya dahil edilmistir. Polyomaviruslarin onkojenitesini belirleyen biiyiik
T antijenini hedef alan multipleks “nested” PCR sonucunda, tiiméral olmayan dokularda iki ve tii-
moral dokularda ti¢ 6rnekte SV40 DNA pozitifligi belirlenmistir. BK virus (BKV) igin ise, tiimoéral
olmayan dokularda bes ve tiimoéral dokularda 18 6rnekte BKV-DNA pozitifligi tespit edilmistir. PCR
pozitif 6rneklerden bes 6rnege (her bes pozitif 6rnek i¢in rastgele secilen bir 6rnek) ait PCR iiriinle-
rinin DNA dizilerinin BLAST programinda ve filojenik analizi neticesinde PCR sonuglar1 dogrulan-
mustir. Elde edilen veriler 15181nda bobrek ve mesane kanserleri ile BKV prevalansi arasinda anlamh
bir iligki tespit edilmistir (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: BK virus, SV40 virus, bobrek, mesane, kanser, multipleks nested PCR.
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Kemoterapi Sonrasi Febril Notropeni izlenen Pediatrik Olgularda Parvovirus B19
Enfeksiyonlarinin Tanisinda IgM ELISA ve Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Yontemlerinin Etkinligi

Koray Ergiinay', ilker Devrim?, Giilten Segmeer?, Miinevver Bityitkpamukgu?, Aytemiz Giirgey?,
Mehmet Ceyhan?, Burgin Sener', Ates Kara?, Ali Biilent Cengiz’, Hasan Tezer?,

Semsettin Ustagelebi'

"Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD, Ankara.
?Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 AD, Ankara.

Immiin sistemi baskilanmis kisilerde Parvovirus B19 enfeksiyon riskinin arttig1 bilinmektedir.
Basta hematolojik malignansiler olmak {izere, kan ve kan tiriinleri alan hastalar, Parvovirus B19 en-
feksiyonlar: agisindan daha yiiksek risk altindadir. Bu ¢alismada, malignansi nedeniyle kemoterapi
sonrasinda febril nétropeni gelisimi izlenen bir pediatrik yas hasta grubunda, Parvovirus B19 tanisi
acisindan IgM saptanmast ve gercek zamanli (real-time) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontem-
leri kargilastirilmistir. Toplam 59 hastaya ait serum 6rnekleri calismaya dahil edilmis; Parvovirus B19
IgM kalitatif olarak ticari bir ELISA sistemi ile (Parvovirus B19 IgM DxSelect™; Focus Diagnostics,
ABD), viral DNA ise kantitatif olarak yine ticari bir ger¢ek zamanli PZR sistemi ile (LightCycler
Parvovirus B19 Quantification Kit™; Roche Diagnostics, Almanya) degerlendirilmistir. Orneklerden
niikleik asit saflastirmasi “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche Diagnostics, Almanya) sistemi
kullanilarak yapilmistir. Parvovirus B19’a 6zgiil IgM, olgularin %11.9’unda (7/59) pozitif olarak iz-
lenmis, buna karsin gergek zamanli PZR ile olgularin %52.5’inde (31/59) viral DNA saptanmustir.
IgM porzitif olgularin %85.7’sinde (6/7), gercek zamanli PZR pozitif olarak degerlendirilmistir. IgM
ve PZR porzitif olgularin ikisinde viral yiik diizeyinin PZR optimal {ist kantitasyon sinirin1 agtig
(>4.8x10% IU/ml), birinde ise alt kantitasyon sinirindan diigiik oldugu (<4.6x10* IU/ml) izlenmistir.
Bu sonuglar, 6zellikle immiin sistemi baskilanmig olgularda Parvovirus B19 enfeksiyonlarinin tani-
sinda, yitksek duyarliliga sahip molekiiler yontemlerin etkinligine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Parvovirus B19, febril ndtropeni, ger¢ek zamanl PZR.
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immiin Sistemi Baskilanmis Toxoplasma gondii PZR Pozitif Hastalarda Western Blot
Yontemi ile Primer Toxoplasmosis ve Reaktivasyon Ayriminin Yapiimasi

Aysu Degirmenci', Ayse Caner', Mert Doskaya', Ayhan Dénmez?, Murat Kili¢?, Murat Zeytunlu?,
Murat Tombuloglu?, Seckin Cagirgan?, Zeki Karasu*, Nur Akad Soyer?, Yiiksel Giirtiz!

'Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal, Izmir.

?Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dals, {zmir.

3Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali, Transplantasyon Unitesi, [zmir.

“Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Anabilim Dali, Izmir.

Toxoplasmosis, immiin sistemi baskilanmig hastalarda 6liimle sonuglanabilen ciddi klinik tab-
lolar yaratabilmektedir. Kemik iligi ve solid organ transplant alicilar1 ile kanser kemoterapisi alan
hastalarda toxoplasmosis siklikla reaktivasyon, nadiren de primer enfeksiyon sonucu olugmaktadur.
Bu caligmada Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dali ve Karaciger Transplantasyon
Unitesinde yatan 60 hastadan transplantasyon dncesi bir, transplantasyon sonrast dokuz kez olmak
tizere belirli zaman araliklariyla her hastadan toplam 10 kan 6rnegi toplanmistir. Donérlerden ise
transplantasyon oncesinde bir kez kan 6rnegi alinmistir. Bu Orneklere es zamanli olarak gergek
zamanli ve “nested” PZR ile serolojik testler uygulanmistir. 10 hastada PZR ile T.gondii pozitifligi
saptanmistir. Bu hastalarin ti¢ti karaciger, yedisi kok hiicre transplantasyon (KHT) hastasidir. PZR
pozitif KHT hastalarindan ii¢ii seropozitif otolog, dordii allojenik KHT hastasidir. PZR pozitif allo-
jenik KHT hastasindan ti¢ii transplantasyon dncesi seropozitif iken, dérdiincii hasta transplantasyon
oncesi seronegatif, donorii seropozitif bulunmustur. PZR pozitif 6rneklerde primer enfeksiyon ve
reaktivasyon ayrimi i¢in Western blot yontemi uygulanmistir. Transplantasyon oncesi seronegatif
allojenik KHT hastasinin kan 6rneginde T.gondii’ye 6zgiil protein bantlarina rastlanilmazken, trans-
plantasyon sonrasinda 6zgiil protein bantlar1 gortntiilenmistir. Kalan dokuz PZR pozitif hastanin
transplantasyon oncesinde alman kan orneklerinde izlenen protein bantlarinin, transplantasyon
sonrast alinan kan 6rneklerindeki bantlarla ayn1 paternde oldugu saptanmis ve olgular toxoplasmo-
sis reaktivasyonu olarak kabul edilmislerdir. Hastalarin takibi sirasinda, uygulanan yogun immiin
stipresyonun antikor yanitini azalttigi, bunun da bant patern yogunlugunda azalmaya, hatta bazi
bantlarda kaybolmaya yol agtig1 izlenmistir. Bu hastalarda primer enfeksiyonu veya yeni bir T.gondii

izolatinin yol a¢tig1 enfeksiyonu gosteren farkli bir bant paterni gézlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Immﬁnosﬁpresyon, Toxoplasma gondii, PZR, Western blot.
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Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu Uygulanan Hastalarda Leishmaniasis Sikhqi

Ayse Caner', Mert Déskaya', Aysu Degirmenci', Ayhan Dénmez?, Seray Ozensoy Téz!,
Seckin Cagirgan?, Murat Tombuloglu?, Nur Akad Soyer?, Yusuf Ozbel', Yiiksel Giiriiz!
'Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dal, [zmir.

?Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dali, {zmir.

Immiin sistemi baskilanmis veya immiin sistem yetmezligi olan hastalarda leishmaniasis saptan-
ma siklig1 artmaktadir. Bu tip hastalarda enfeksiyonun klinigi atipik seyretmekte ve tedaviye diren¢
gostermektedir. Leishmaniasis tanisinda genelde NNN besiyeri ve mikroskopik bak: gibi direk ve
seroloji gibi indirek yontemlerden faydalanilmaktadir. Ancak immiin sistemi baskilanmis hastalarda
l6konotropeninin yol agtig1 antikor cevabinda azalma serolojik testlerin duyarlilik ve 6zgiilligiini
olumsuz etkilemektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) Leishmania tiirlerinin saptanmasinda
yiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip bir direk tani teknigi olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu ¢alis-
mada immiin sistemi ila¢ tedavisi ile baskilandiktan sonra hematopoetik kok hiicre transplantasyo-
nu yapilan hastalarin kok hiicre 6rneklerinde PZR ile Leishmania spp. arastirilmasi planlanmustir.
Bu amagla Ege Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Hematoloji Bilim Dalinda hematopoetik
kok hiicre transplantasyonu uygulanan 50 (32 otolog, 18 allojeneik) hastadan kok hiicre 6rnekleri
toplanmugtir. Bu drneklere Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Molekiiler Pa-
razitoloji Laboratuvarinda (MolParLab; http://www.parasit.med.ege.edu.tr/molparlab/) Leishmania
spp. varligini arastirmak {izere konvansiyonel PZR uygulanmistir. Konvansiyonel PZR sirasinda Le-
ishmania kinetoplast DNAs1 hedeflenmis, bu amagcla PZR reaksiyonunda kinetoplast DNA’s1 i¢in-
de yer alan 116 bazgiftlik 5-GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3" (18 nt, 13A, forward primer) ve 5-
ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3’ (21 nt, 13B, revers primer) primerleri kullanilmistir. Kontrol
grubu olarak Plasmodium spp., Toxoplasma gondii ve insan DNA Ornekleri se¢ilmistir. Sonug olarak

hastalarin hi¢birisinde PZR ile Leishmania spp. pozitifligi saptanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu, Leishmania spp, PZR.
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Kimerik Antijen Reseptorii Ekspresyonunun
Regiilator T (Treg) Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

Ibrahim Akalin, Biagio De Angelis, Barbara Savoldo, Malcolm K. Brenner, Gianpietro Dotti
Center for Cell and Gene Therapy, Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA.

T lenfosit aracili kazanilmis immiin yanit mekanizmalari, bazi malign ve enfeksiy6z hastaliklarin
tedavisinde etkili olarak kullanilabilmektir. T hiicrelerinin kimerik antijen reseptorleri (CAR) ile
transdiiksiyonu, hiicresel immiin yaniti, hedef yiizey antijenlerine kars: yeniden yonlendirerek po-
tansiyel iyilesme saglamakta; ancak CAR+T hiicrelerinin fonksiyon ve devamlilig1 in vivo ortamda
regiilator T (Treg) hiicre varligr ile sinirlanmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda ayrica Treg hiicreleri, CAR
transferinin gizli hedefi olmus, buna bagli olarak CAR eksprese eden efektor T hiicrelerinin etki saha-
sinda Treg'lerin istenmeyen artist gortilmiistiir. Bu ¢alismada, dogal olarak olusan Treg hiicrelerinin
genetik modifikasyonu ile CAR-ekspresyonlar: ve CD28 kostimiilator i¢-kangalli CAR transferinin,
hem Treg hiicrelerine hem de komsu efektor T hiicrelerine ne gibi sonuglarinin olabilecegi incelen-
mistir. Bu amagla, Treg hiicreleri CD4+CD25 “bright immunomagnetic” ayristirma ile mononiikleer
hiicrelerden (PBMC) izole edilmistir. Treg'lerin, CD28 i¢-kangalini iceren ve icermeyen CAR.CD19
kodlayan retroviral vektorler ile transdiiksiyonu gergeklestirilmis ve CD19+ tiimor hiicreleri ve
PBMC hiicreleri ile es zamanli kiiltiirleri yapilmistir. Treg hiicrelerinin inhibit6r fonksiyonlar1 CFSE
(karboksi-floresan diasetat stiksinidimil ester) boyamasi1 ve FACS (fluorescence activated cell sor-
ter) ile degerlendirilmistir. Treg hiicreleri, CD4+25- hiicrelerden farkli olarak CD25-negatif PBMC
proliferasyonunu durdurmustur. Bu etki, ekzojen IL-2 (20 U/mL - 50 U/mL) varliginda bile korun-
mus ve bu hiicrelerin inhibitor aktiviteleri IL-2’li (50 U/mL) ex vivo kiltiirlerde 2-3 hafta devam
etmistir. Treg’ler OKT3, APC ve IL-2 ile aktivasyondan sonra retroviral transdiiksiyona duyarli olup
transdiiksiyon verimi %25 ile %70 araligindadir. Her iki CAR.CD19TMg ve CAR.CD19-CD28¢[?]
eksprese eden Treg hiicreleri inhibitor etkilerini korumuslardir. Kanser hastalarinda dogal olarak
olusan ve sayica artmis Treg hiicreleri, CAR molekiillerini eksprese etmek ve inhibitér aktivitelerini
stirdirmek i¢in genetik olarak modifiye edilebilirler. Bu veriler, CAR-T hiicre serileri tiretimi 6nce-
sinde, Treg uzaklastirmasi ile CAR-yonlendirilmis T hiicrelerinin etkinliginin artirilabilecegini ve
CAR eksprese eden Treg hiicrelerinin antijene 6zgiil otoimmiin hastaliklarin modiilasyonunda rol

alabilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Kimerik antijen reseptorii, regiilatér T hiicresi, transdiiksiyon.

171



5. ULUSAL MOLEKULER VE TANISAL MIKROBIYOLOJI KONGRESI

P43

Klinik Orneklerden izole Edilen Streptococcus pneumoniae Serotiplerinin
Belirlenmesinde Heteroduplex Yontemi

Didem Oztiirk, Ahmet Pinar, Ozgen Eser, Burgin Sener
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Kapsiil polisakkaridine bagli serotiplendirme, Streptococcus pneumoniae enfeksiyonlarinin epi-
demiyolojisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Pnémokoklarda serotiplendirme, bakteri izolasyonunu
takiben pahali bir yontem olan kapsiil sisme reaksiyonu (KSR) ile gerceklestirilmektedir. Calisma-
mizda, KSRnun yerine kullanilabilirliginin aragtirilmas: i¢in daha 6nce gelistirilen heterodupleks
analizi yonteminin klinik izolatlarda denenmesi amaglanmistir. Calismaya, Hacettepe Universitesi
Hastaneleri laboratuvarlarinda klinik 6rneklerden izole edilen ve KSR ile serotip 3,5,7,8,9,11,15 ve
23 oldugu belirlenen toplam 37 S.pneumoniae susu dahil edilmistir. Kiiltiirde tiretilmis bakterilerin
DNA’s1 otomatize niikleik asit izolasyon sistemi ile saflastirildiktan sonra, kapsiil sentezi ile iliskili
ve serotipler arasinda heterojenitenin en sik saptandigi gen bolgeleri olan CpsA ve CpsB, segilen
uygun primer seti kullanilarak PCR ile amplifiye edilmistir. Amplikonlar poliakrilamid jel elektrofo-
rezi (PAGE) nde gosterildikten sonra, 1.8 kilobaz uzunlugundaki tirtinler serotip 1 ile heterodupleks
analizine alinmistir. Bu amagla termal dongii cihazina 95°Cde 10 dk 1sitmadan sonra, 5°C/dk hizda
“oda sicakligina sogutma” programi yiiklenmistir. Her serotipe ait izolatlarin amplifikasyon tirtinleri
serotip 1 amplifikasyon tiriinii ile 10’ar pl olacak sekilde ayn1 tiipte karistirilmistir. Enzim aktivitesini
engellemek amacryla 0.5ul 0.5M EDTA eklenen bu tiipler, termal déngii cihazina yerlestirilerek prog-
ram ¢alistirilmistir. Heterodupleks analizi ile elde edilen heterodupleks paternleri ve homodupleks
trinler %8’lik PAGE ile gosterilmistir. Calisilan pnomokok serotipleri, daha 6nce tanimlanmis olan
heterodupleks paternleri ile uyumlu paternler gostermislerdir. Klinik izolatlardan alinan bu sonuglar,
yontemin, molekiiler serotiplendirme amaciyla -en azindan ¢alisilan serotipler i¢in kullanilabilece-
gini gostermektedir. Ancak bilinmeyen izolatlarin serotiplendirilmesinde, yontemin gecerliliginin
gosterilebilmesi icin daha fazla sayida izolatla denenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus pneumoniae, molekiiler serotiplendirme, PCR, heterodupleks.
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