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diisiitnmek ve zekay1 geligtirmektir..”
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DUZENLEME KURULU

Onursal Bagkan:
Bagkan:

Genel Sekreter:
Uyeler:

BILIMSEL KURUL

Ayfer Giinalp
Giilsen Hasgelik
Diirdal Us

Sibel Ergiiven
Bur¢in Sener
Ahmet Pinar

Banu Sancak

Hakan Abacioglu
Yurdanur Akgiin
Yakut Akyon Yilmaz
Alpaslan Alp

Sevtap Arikan Akdagl
Hande Arslan

Selim Badur

Riza Durmaz

Birsel Erdem

Selda Erensoy
Koray Ergiinay
Berrin Esen

Ozgen Eser

Suna Gedikoglu
Meral Giiltekin
Tanil Kocagoz
Metin Korkmaz
Ayhan Kubar
Cumhur Ozkuyumcu
Seyyal Rota
Mehmet Ali Saracli
Zeynep Saribag
Arzu Sayiner

Giiner Soyletir
Mehmet Tanyiiksel
Alper Tekeli

Ferda Tungkanat
Serhat Unal
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6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI GENEL BIiLGILER

Kurs ve Tarihi:
“Klinik Orneklerde Gram Boyama: Degerlendirme ve Yorumlama” Kursu - 14 Haziran 2010

Kurs Merkezi
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari Morfoloji
Binasi, Sihhiye-Ankara

Kongre Tarihi
15-19 Haziran 2010

Kongre Merkezi

ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi

Orta Dogu Teknik Universitesi Kampiisii
[nonii Bulvari, 06531-Ankara

Tel: 0312210 41 51
www.kkm.odtu.edu.tr

Kongre Dili
Kongre resmi dili Tiirk¢edir.

Kongrenin Web Adresi
www.tanisalmolekulermikro2010.org

Kredilendirme

6. Ulusal Tanisal ve Molekiiler Mikrobiyoloji Kongremiz, Turk Tabipler Birligi “Stirekli Tip Egitimi
(STE)” Kredilendirme Kurulu tarafindan “23” TTB-STE kredi puani ile kredilendirilmistir. Bu kredi-
ler ile ilgili TTB-STE formlarini kongre ¢antasi 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 form-
larin sadece tp doktorlar: tarafindan degerlendirilmesi konusunda gerekli hassasiyetin gosterilmesi rica
olunur.

Kongre Danigma ve Kayit Masas1 Caligma Saatleri
15 Haziran 2010 Salt 08:30-18:00
16 Haziran 2010 Carsamba ~ 08:30-18:00
17 Haziran 2010 Persembe ~ 08:30-18:00
18 Haziran 2010 Cuma 08:30-18:30
19 Haziran 2010 Cumartesi  08:30-13:00

Sergi Alanlar1

Sergi alani, 15 Haziran 2010 tarihi itibar1 ile sabah 09:00 aksam 18:30 saatleri arastnda ODTU Kiiltiir
ve Kongre Merkezi ana fuayesi'nde agik olacaktir. Standlar 19 Haziran 2010 tarihi’nde saat 12.30’'dan
itibaren sokiilecektir.

Yaka Kartlar1

Tim katlimer, refakatgi ve ticari firma temsilcilerine, kategorilerine uygun yaka kart1 dagitimi, kongre
kayit masasinda gergeklestirilecektir. Yaka karti bulunmayan katulimeilarin kongre aktivitelerine kati-
limlari miimkiin olamayacakur. Yaka kartlarinin kongre boyunca tiim bilimsel ve sosyal aktivitelerde
takilmasi gerekmektedir.

Katilim Sertifikas:

Tum katulimcilara, kongre katlim sertifikalart 17 Haziran 2010 tarihinden itibaren kongre kayit ma-
sasindan dagiulmaya baslanacakur. Bu tarihten dnce ayrilacaklarin, posta adreslerini kayit masasina bil-
dirmeleri ya da bir bagkasinin alabilmesi igin yazili yetki vermeleri rica olunur.

15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi 5



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

Ulagim

15 Haziran 2010 tarihinde 6glen 12:00°da, 16-19 Haziran 2010 tarihlerinde sabah 08:00°'da Divan
Hotel Moment ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Kampiis 6niinden ODTU Kiiltiir ve
Kongre Merkezi'ne servis kaldirilacaktr.

Ayrica bilimsel program saatlerine gore Sehir Merkezi - ODTU ve ODTU - Sehir Merkezi arasinda
servis hizmeti de saglanacakur. Bu saatleri gosteren bilgilendirme panosunu toplanti salonu ana fuayesin-
de bulabilirsiniz.

Teknik Destek

Kongre siiresince sunumlarinizin galismasinda herhangi bir stkinti yasamamaniz i¢in, bu sunumlarini-
z1 taginabilir belleklerinize ya da CD’ye “Microsoft Office” altinda ¢alisan programlarda hazirlamanizi ve
yedeklerini kongrede yaninizda bulundurmanizi rica ederiz.

Sunum sahiplerinin kongreye katldiklar1 ilk giin sunumlarini taginabilir belleklerinde ya da CD’de
kongre merkezi’'nde hazirlanacak olan “Sunum Kontrol Merkezi”’ne kontrol ettirerek, teslimi rica olunur.

Sunumlarinda kendilerine ait diziistii bilgisayarini kullanmak isteyen konuklarimiz sunum yapacaklari
salonda mutlaka dnceden cihazlarini kontrol ettirmelidir. Kongre siiresince salonlarda slayt makinesi ve-
tepegdz kullanilmayacak; tiim salonlarda diz {istii ve goriintiileme cihazlari hazir olacakur.

Poster Bildiri ve Tartigmalar:

Kongremizde kabul edilen tiim bildiriler poster olarak sunulacaktir. Posterlerin tiimii kongre siiresince
poster alaninda asili kalacaktir. Posterleri incelemek iizere, poster alanini 15 Haziran 2010 tarihinden
itibaren ziyaret edebilirsiniz. Poster tartismalari agagida sunulan giin ve saatlerde yapilacakuur.

P01-01 ile PO1-22 No. Aras1 Posterler i¢in
Tartisma giinii ve saati : 16.06.2010 Carsamba, 13.00 — 14.00
Konu : Bakteriyoloji

P02-01 ile P02-19 No. Aras1 Posterler i¢in
Tartisma giinii ve saati : 17.06.2010 Persembe, 12.30 — 13.30
Konu : Bakteriyoloji, Mikoloji, Parazitoloji, Genel Mikrobiyoloji

P03-01 ile P03-19 No. Aras1 Posterler i¢in
Tarugma giinii ve saati : 18.06.2010 Cuma, 12.30 — 13.30
Konu : Viroloji

Poster sahibi katulimcilarimizin, kendilerine daha 6nce yazili olarak bildirilen giin ve saatlerde, poster
tartigmalarina kaulmak tizere, poster alaninda hazir olmasint 6nemle rica ederiz.
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6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

KURS PROGRAMI

14 HAZIRAN 2010 PAZARTESI

KLINiK ORNEKLERDE GRAM BOYAMA: DEGERLENDiRME VE YORUMLAMA
Yer: Hacertepe Universitesi Top Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Toplant: Salonu.
Morfoloji Binasi, B Kapis: Girisi, 3. Kat Sihhiye, Ankara.

09.00 - 9.30

09.30 - 10.30

10.30 - 11.00

11.00 - 11.30

11.30 - 12.00

12.00 - 13.00

13.00 — 14.00

14.00 - 14.30

14.30 - 15.00

15.00 - 15.30

15.30 — 16.00

16.00 - 16.30

Agilig, Girig, Tanigma, Kursun Tanitimi ve Amact

Prof- Dr. Giilsen HASCELIK

Gram Boyama: Ozellikleri, Uygulama Yontemleri, Kullanim Amaglar1, Sinirlama-
lar ve Standardizasyon.
Prof- Dr. Ozay ARIKAN AKAN

Kahve Arasi

Solunum Yolu Orneklerinin Incelenmesi: Balgam, Bronkoalveoler lavaj ve Trakeal
Aspiratlar.
Prof. Dr. Ozay ARIKAN AKAN

Steril viicut stvilarinin incelenmesi: BOS, Periton, Plevra ve Eklem Sivilar1.

Dr. Dolunay G ULMEZ
Yemek Arasi

Gram Boyamada Otomasyon: Genel Bilgi ve Demonstrasyon.
BIO-MERIEUX Firmas:

Yara Orneklerinin Incelenmesi: Derin ve Yiizeyel Yara Ornekleri.
Prof. Dr. Ozay ARIKAN AKAN

Genitoiiriner Sistem Orneklerinin Incelenmesi: Vajinal ve Uretral Akintilar.

Dr. Dolunay G ULMEZ
Kahve Arasi

Giinliik Caligmalardan Segilmis Ornekler: Kursiyerlerin katilimiyla gesitli klinik
preparatlarin tartisilmasi.
Prof. Dr. Ozay ARIKAN AKAN

Goriig ve Temenniler, Kurs Sertifikalarinin Dagitilmasi, Kapanis.
Prof Dr. Giilsen HASCELIK
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6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

14.00 — 14.30
14.30 — 15.00
15.00 — 16.00

16.00 - 16.30

16.30 - 17.15

17.15-18.00

18.30 — 20.30

Acilss

Klasik Miizik Dinletisi

Konferans 1: Insan Mikrobiyom Projesi
Oturum Bagkanz: Giilsen HASCELIK
Konugmaci: Giiner SOYLETIR

Kahve Arasi

15 HAZIRAN 2010 SALI

Konferans 2: siRNA: Yeni Bir Tedavi Cag1 mu Bagliyor?

Oturum Bagkans: Yurdanur AKGUN
Konugmaci: Tanil KOCAGOZ

Konferans 3: Laboratuvar: Bir Yongaya Sigdirmak: Mikrodiziler (Microarray)

Oturum Baskani: Hakan ABACIOGLU
Konugmaci: Hiiseyin Avni OKTEM

Acilis kokteyli (ROCHE katkilariyla)
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6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI KONGRE PROGRAMI

09.00 - 10.30

10.30 - 11.00

11.00 — 12.00

12.00 - 13.00

13.00 — 14.00

14.00 — 15.00

15.00 - 15.30

15.30 — 16.00

16.00 - 17.30

16 HAZIRAN 2010 CARSAMBA

Panel 1: Polimeraz Zincirleme Tepkimesi

Oturum Bagkanz: Tanil KOCAGOZ

Konusmacilar:

Tanil KOCAGOZ — PZT ile ilgili 25 yilda neler 6grendik?

Sinem OKTEM —PZTde kullanilan polimeraz; 6zellikleri ve kullanim amaglart
Nihan AYTEKIN — PZT ne kadar dzgiil? Ozgﬁllﬁk nasil artirilir?

Kahve Arasi

Birlikte Tartigalim 1: Tanisal Mikrobiyolojide Yanit Arayan Sorular
Oturum Bagkani: Meral GULTEKIN

Konusmacilar:

Ozay ARIKAN AKAN — 1drar kiiltiirii

Meral GULTEKIN — Diski kiiltiirii

Panel 2: Clostridium difficile Enfeksiyonlarinda Son Durum

Oturum Baskani: Ferda TUNCKANAT

Konusmacilar:

Belkis LEVENT — Diinyada ve tilkemizde C.djfficile enfeksiyonlarinin 6nemi ve epidemiyolojisi
Melda SINIRTAS — C.difficile enteksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisinda yenilikler

Yemek Arasi

Konferans 4: Sepsis Tanisinda Molekiiler Yontemler
Oturum Bagkan1: Giiner SOYLETIR
Konusmaci: ROCHE katkilartyla

Mini Konferans 1: Tanisal Mikrobiyolojide “Fourier Transform Infrared Spektros-
kopi” Kullanimi ve Degerlendirilmesi

Oturum Bagkani: Cumbhur OZKUYUMCU

Konugmact: Cagrt ERGIN

Kahve Arasi

Panel 3: Parazitolojik Tanida Rutinde Kullanilan ve Gelistirilmekte Olan Molekii-
ler Testler

Oturum Bagkan: Yiiksel GURUZ

Konusmacilar:

Yiiksel GURUZ — Parazit hastaliklarinda molekiiler tant: Diin, bugiin, yarin; biz neredeyiz?
Mert DOSKAYA — Plasmodium spp. ve Echinococcus spp. tanisi ve tiir ayirimi

Ayse CANER — Toxoplasma gondii ve Pneumocystis jirovecii tanisi

Aysu DEGIRMENCI — Trichomonas vaginalis tanist
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KONGRE PROGRAMI 6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

09.00 - 10.30

10.30 - 11.00

11.00 — 12.00

12.00 - 12.30

12.30 — 13.30

13.30 — 14.30

14.30 — 15.30

15.30 — 16.00

16.00 - 17.30

17.30 - 18.30

10

17 HAZIRAN 2010 PERSEMBE

Panel 4: Hastane Enfeksiyonu Etkeni Olan Direngli Bakterilerin Rutin Tanis::

Diinyada ve Ulkemizde Son Durum

Oturum Bagkanz: Yesim CETINKAYA SARDAN

Konusmacilar:

Yesim CETINKAYA SARDAN — Hasta ve hastane ortami taramasinin enfeksiyon kont
rolii agisindan 6nemi

Zerrin AKTAS — Vankomisine direngli enterokoklar

Zeynep Ceren KARAHAN — Metisiline direngli stafilokoklar

Ozgen ESER — Karbapenemaz pozitif gram negatif basiller

Kahve Arasi

Konferans 5: Immunofluorescence Completely Automated in the Near Future?
Oturum Baskani: Burcin SENER
Konusmaci: Kai FECHNER (EUROIMMUN katkilariyla)

Mini konferans 2: Mantarlarda Genetik Madde Aktarimi1
Oturum Baskani: Mine DOLUCA
Konusmaci: Ayse KALKANCI

Yemek Arasi

Birlikte Tartigalim 2: Klinik Mikrobiyoloji Uygulamalar:: Kiigiik Ayrintilar- Bii-
yiik Farkliliklar

Oturum Bagkans: Yurdanur AKGUN

Konusmacilar:

Yurdanur AKGUN

Giilsen HASCELIK

Konferans 6: “Mass Spektrometre”nin Mikrobiyolojik Tanidaki Yeri
Oturum Bagskanz: Alpaslan ALP
Konusmaci: ATA Diagnostik katkilarryla

Kahve Arasi

Paramedikal Konferans 1
Oturum Bagkani: Yakut AKYON YILMAZ
Konusmact: Murar ATAK (Devlet Tiyatrosu Sanatgisi)

Ek Konferans: Cost vs Value: The Medical Impact of Rapid Molecular Diagnostics
Oturum Baskani: Banu SANCAK
Konugmacz: Stephen WEBER (BIODPC katkilariyla)
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KONGRE PROGRAMI

09.00 — 09.45

09.45 — 10.45

10.45 - 11.15

11.15-12.30

12.30 — 13.30

13.30 - 17.30

13.30 — 13.45
13.45 - 14.30

14.30 — 15.00

15.00 - 15.30

15.30 — 16.30

16.30-17.15

17.30 - 18.30

18.30

18 HAZIRAN 2010 CUMA

Mini Panel: Parazitolojik Tani: Hangi Yontem Ne Zaman Kullanilmali?
Oturum Bagkanz: Sibel ERGUVEN

Konusmacilar:

Ulgen Zeki OK — Dagsk: incelemeleri

Metin KORKMAZ - Serolojik incelemeler

Konferans 7: New Level in Molecular Diagnostics - Complete Automated RealTi-
me PCR Workflow

Oturum Bagskanz: Seyyal ROTA

Konugmaci: ATQ BIOTEKNOLOJI katkilariyla

Kahve Arasi

Panel 5: Diinyada ve Ulkemizde 2009-2010 “Top-10” Yayinlar
Oturum Baskani: Arzu SAYINER

Konusmacilar:

Fiisun CAN

Tijen OZACAR

Yemek Arasi

Prof.Dr.Semsettin Ustagelebi Anma Toplantis
Oturum Baskan: Diirdal US

Degerli hocamizin ardindan...

Solunum yolu enfeksiyonlarinda immiinopatogenez
Konusmacu: Selim BADUR

Pandemik influenza A(HIN1) virusunun tanist: Referans laboratuvarin deneyimleri
Konugmaci: Meral AKCAY CIBLAK

Kahve Arasi

Hepatit tanisinda kargilagilan sorunlar
Konusmacilar:

Hakan ABACIOGLU

Selda ERENSOY

Arzu SAYINER

Kirim-Kongo kanamali atesi enfeksiyonlarinin tanisi ve takibi
Konusmacilar:

Ayleut OZKUL
Ayhan KUBAR

Paramedikal Konferans 2
Konugmaci: Ogul TURKKAN (Keyif - Shop)

Sarap — Peynir ikrami
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KONGRE PROGRAMI 6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

09.00 - 10.30

10.30 - 11.00

11.00 — 12.00

12.00 - 12.30

12.30 — 13.00

12

19 HAZIRAN 2010 CUMARTESI

Panel 6: insan Papillomavirus Enfeksiyonlarinda Giincel Durum

Oturum Baskani: Ahmet PINAR

Konusmacilar:

Giilendam BOZDAYI — Virus yapisi, immiinolojisi ve iilkemizdeki epidemiyolojisi
Yasemin BULUT — HPV tani ve tiplendirmesinde molekiiler yontemler

Alp USUBUTUN — HPV de patolojik, sitopatolojik tani yaklasimi

Kahve Arasi

Panel 7: Genomik ve Proteomik Katkilariyla Fungal Enfeksiyonlar I¢in Tanimla-
nan Yeni ve Potansiyel Tan1 Belirtegleri

Oturum Baskani: Sevtap ARIKAN AKDAGLI

Konusmacilar:

Meltem YALINAY CIRAK - Genomik ve proteomik ¢alismalarinda kullanilan yontemler
Mine DOLUCA - Genomik, proteomik ve Candida enfeksiyonlarinin tanisi

Beyza ENER - Genomik, proteomik ve Aspergillus hastaliklarinin tanis:

Mini konferans 3: Kan Bankaciliginda Molekiiler Yontemler: Giincel Durum
Oturum Bagskani: Selda ERENSOY
Konusmaci: Riichan SERTOZ

Kapanis
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6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

KONFERANS 1

INSAN MiKROBIYOM PROJESi: SAGLIKTA VE HASTALIKTA MiKROPLARIMIZ

Prof. Dr. Giiner Soyletir
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Lstanbul

Insan Genom Projesinin tamamlanmast bilim diinyasinda yeni ufuklarin agilmasini saglamis ve bu
sayede genetik epidemiyolojik ¢alismalar hiz kazanmigtir. Ancak insanin kaginilmaz bir gekilde birlikte
yasadigi mikroplarla nasil bir etkilesim i¢inde oldugu ortaya konulmadigy siirece, tbbin bu olaganiistii
basarist eksik kalacaktir. Insan Genom Projesinin bu eksigini gidermek iizere Insan Mikrobiyom Projesi
2008 yilinda baslatilmistir.

Insan Mikrobiyom Projesi sayesinde, viicudun ig ve dis yiizeylerinde bulunan mikroorganizmalarin,
insan genetigi ile ne tiirde etkilesimler sonucunda sagliga ve hastaliga nasil katkida bulundugunun ya
da bulunabileceginin anlagilmasi hedeflenmektedir. Boylece ayni ortamda bulunan iki farkli genomun
karsilikli aligverigleri ortaya konmus olacakur.

Mikroorganizmalar, saglikli bir insanin viicut kitlesinin sadece %1-2’sini olusturur; ancak insan vii-
cudundaki mikrobiyal hiicre sayisinin insan hiicresinin 10 kati, mikrobiyal genlerin (Mikrobiyom) ise
toplam insan geninin 100 kat1 oldugu tahmin edilmektedir. Mikroorganizmalarin saglikli bir viicudun
idamesinde 6nemli rolleri oldugu, bazen de enfeksiyon hastalig1 etkeni olarak karsimiza ¢iktiklar: bilinse

de, mikrop topluluklarinin saglikta ve enfeksiyon dist hastaliklardaki rollerine dair bilgilerimiz olduk¢a
kisithidir.

Tibbi mikrobiyoloji, klasik olarak, patojenler basta olmak iizere laboratuvar ortaminda iiretebildigi
belirli tiirler tizerinde ¢alismalarini yogunlastirmistir. Oysa insan viicudunda iiretilebilenlerin sayisinin
cok tistiinde, heniiz tiretilememis, hatta heniiz tanimlanamamis ¢ok sayida kolonize mikrop tiirii oldugu;
viicuttaki toplam mikroorganizmalar agisindan bu oranin %20-60 arasinda oldugu 6ngériilmektedir.

Insanda kolonize olan mikroorganizmalarin biiyiik cogunlugu barsagin distal kisminda yasar, dolayi-
styla barsak, mikrop topluluklarinin olusturdugu karmasgik bir ekosistemdir. DNA dizileme teknolojileri
ve diger molekiiler tekniklerdeki gelismeler sayesinde yapilan ¢aligmalar géstermistir ki; barsak bakteri-
lerinin %80'den fazlasi laboratuvar kosullarinda tiretilemeyen tiirlerdir ve barsakta 500-1000 arasinda
farkls tiir ile en az 7000 farkli kdken oldugu tahmin edilmektedir.

Barsak florasinin, insan viicudunun gelismesi, fizyolojisi, beslenmesi tizerindeki 6nemli etkilerinin
yant sira koruyucu etkileri de vardir. Flora bakterileri, bir taraftan kisa zincirli yag asitleri, vitamin ve
enerji tiretirken, diger yandan barsak epitelinin gelismesi ve farklilasmasinda da rol oynar. Barsak floras,
bagisiklik sisteminin olgunlasmasina 6nemli katkida bulunarak konagi patojenlerin invazyonundan ko-
rur ve karsinojenlerin yapisal transformasyonunu saglar.

Bugiine kadar elde edilen veriler, bazi hastaliklar agisindan gastrointestinal bakterilerin 6nemli rolit
oldugunu disiindiirmektedir. Helicobacter pylori enfeksiyonunun neden oldugu kronik inflamasyon,
mide kanseri i¢in risk faktorii olarak karsimiza ¢ikarken, barsagin kommensal bakeerilerine karsi olu-
san kontrolsiiz immiin yanita bagli kronik inflamasyon da inflamatuvar barsak hastaligt (IBH) igin risk
faktorii olarak kabul edilmektedir. Aslinda barsak bakterilerini sadece gastrointestinal hastaliklarla iligki-
lendirmek dogru degildir, ¢iinkii bunlarin inflamasyon dahil viicuttaki birgok yolag: sistemik olarak et-
kileme kapasiteleri s6z konusudur. Barsak bakterileri bu fonksiyonlarini, insanin normalde erisemiyecegi
tirtinleri veya enerji kaynaklarini besin ya da ilag, zararli kimyasal gibi ksenobiyotikleri metabolize etmek
suretiyle saglayarak, barsak epitelinin yenilenmesinde rol alarak ya da immiin sistemin gelismesine ve
aktivasyonuna katk: vererek yerine getirirler.
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Barsak florasinin gelisimi ve kompozisyonu, bebeklik déneminde baslar, ancak dogum (vajinal/se-
zaryen) ve beslenme (anne siitii/ mama) sekline bagli olarak belirgin farkliliklar gosterir. Yas ilerledikge
bu kompozisyondaki farkliliklar azalir ve daha ¢ok birbirine benzemeye baglar. 16S rRNA gen analizleri
barsakta iki bityiik bakteri grubunun hakim oldugunu ortaya koymustur: Bacteriodetes ve Firmicutes. Bu
iki bakteri grubu barsak florasinin %90’indan fazlasini olusturur. 16S rRNA gen dizilemeleri, barsakta
bulunan bakteri profilinin sadece bebekken degil, eriskin yasta da kisiden kisiye degisiklik gosterdigini
ortaya koymustur. Bu farkliligin nedenleri arasinda konagin fizyolojisi, yasam tarz1 ve gevresel faktorler
sayilabilir. Bu farklilik bazen masum bir durum olmayip patolojik sonuglari da dogurabilmektedir. Or-
negin; bebekken barsaga yerlesen mikroorganizma kompozisyonu ile ¢ocukluk yasinda gelisen atopik
hastaliklar ve obezite arasinda iliski oldugu belirlenmistir (Tablo 1). Eriskinlerde de barsakta Firmicutes
takimina ait bakterilerin daha fazla bulunmasi ve Bacteriodetes bakterilerinin az sayida yer almasi, enerji
depolanmasinin artmast ve obezite ile iligkilendirilm

Tablo 1. Bebeklerde barsak florasi ile atopik hastaliklar ve obezite arasi iligki

Hastalik Kolonizan bakteri
Hastalik riskini artiranlar Koruyucu olanlar
Atopik dermatit Enterobacteriaceae (E.coli) Bifidobacterium
Clostridium (C.difficile) LactoBacillus
Staphylococcus
Bacteroides
Astim C.difficile
Bacteroides fragilis grup
Obezite Staphylococcus aureus Bifidobacterium
Bacteroides

Obezite ve IBH nin yani sira mikrobiyal ekosistem (6zellikle barsaktaki) ile diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi 6nemli halk sagligi sorunu olan gesitli hastaliklarla iliski konusundaki veriler
de giderek artmaktadir. Ancak, mikroorganizmalarin bu hastaliklarin patogenezinde nasil yer aldiklarina
dair aydinlatici ¢aligmalar heniiz baglangi¢ asamasindadir ve flora kompozisyonunu saptamaya yonelik
kullanilan yéntemler her laboratuvarda farklilik géstermektedir ki, bu da ¢alisma sonuglarinin kiyaslan-
masini zorlagturmakeadir. Mevcut ydntemlerle, barsak florasina ve viicut ile etkilesimlerine miidahele
edip hastaligi 6nlemek ve sagliga katkida bulunmak ¢ok daha zor goriinmektedir. Insan Mikrobiyom
Projesi iste bu zorluklarin iistesinden gelmek tizere planlanmis 5 yil siireli ve 150 milyon dolar biitgeli bir
projedir. Proje sayesinde en az 250 normal goniilliiniin gesitli viicut bolgelerinden alinan 6rneklerdeki
mikrobiyom ortaya konacakur.

Projenin hedefleri; insan mikrobiyomunda, genotip, yas, beslenme, hastalik, ila¢ kullanimi ve ¢evresel
faktorlere bagli varyasyonlari belirlemek, bunu yaparken metagenomik dizileme gibi yiiksek kapasiteli
yeni teknolojileri kullanarak standardize veri kaynaklari olusturmakur. Projenin nihai temel amaci ise,
insan mikrobiyomunu yakindan takip edip miidahele ederek insan sagligini gelistirmek i¢in genis ola-
naklar yaratmak olarak 6zetlenebilir.

Sonug olarak, insan viicudu hem kendi genomunu hem de birlikte yasadigt mikrop topluluguna ait ge-
nomu barindiran metagenomik bir yapidir. Bu yapinin ve kendi aralarindaki etkilesimin, Insan Mikrobi-
yom Projesi sayesinde aydinlatilmasi, mikrobiyomun saglikta ve hastalikta, hatta hastalik etiyolojisindeki
yerinin belirlenmesinde 6nemli katkilar saglayacagi agikur.
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KONFERANS 2

siRNA: YENI BIR TEDAVI CAGI MI BASLIYOR?

Prof. Dr. Tanil Kocagoz
Actbadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Lstanbul

Son yillarin en biyiik bilimsel stirprizlerinden birisi, belki de insan hiicresindeki gen sayisinin bir
urtlinki ile yaklastk ayni saytda olmast idi. Insan genom projesi ilerledikge hem bu ¢arpici durum ortaya
¢ikti hem de insanda proteine doniismeyen birgok DNA bolgesinin bulundugu anlasildi. Once gereksiz,
anlamsiz diye diisiintilen bu DNA'nin 6nemli bir kisminin RNA'ya ¢evrildigi ancak bu RNAlardan
protein yapilmadigs anlagildi. Bu RNA molekiillerinin biiyiik gogunlugu ¢ok kii¢itk RNA molekiilleri
oldugundan bunlara mikro RNA (miRNA) ad1 verildi.

Bu konudaki ilk gozlemler 1990’larin basinda transgenik bitkilerde basladi. Arastirmacilar, boru i-
ceklerinde daha canli renkler elde etmek icin, pempe-mor pigment yapimini saglayan salkon sentaz en-
zim geninin ¢ok sayida kopyasini hiicrelere yerlestirdiler. Ciceklerde rengin artacag beklenirken, renksiz
bolgelerin ortaya ¢ikugi gozlendi. Yapilan incelemelerde, pigment RNA’sinin hiicrede yapildigi ancak
proteine doniismeden hizla parcalandigr saptandi. Daha sonra bitki virologlari, antiviral proteinler ile
calisirken, proteine doniismeyen kiiciik RNA parcalarinin da antiviral etki gosterdigini gozlemlediler.
Viruslara bitki genlerinin kiigiik bir kismi klonlanip, bitki bu virus ile enfekte edildiginde, ilgili genin
susturuldugu gériildii. Buna virusla indiiklenen gen susturulmast (VIGS) adi verildi'. Craig Mello ve
Andrew Fire 1998 yilinda yayinladiklart makalede, aragtirmalarda sik¢a kullanilan bir nematot olan Cae-
norhabditis elegans a ¢ift zincirli RNA enjekte edilmesinin kas proteininin yapimini énemli 6lgiide azaltt-
ginu bildirdiler. Buna RNA engellemesi (RNA interference \RNAi—) adini verdiler. Bu alanda yaptiklar:
calismalar 2006 yilinda kendilerine Nobel 6diilii kazandirds®.

RNA engellemesinin, memeli hiicreleri dahil ¢ok sayida canlida yaygin olarak isleyen bir mekanizma
oldugu anlagildi. RNA engellemesinde iki gesit kiicitk RNA molekiilii anahtar rol oynamaktadir. Hiicre
disindan kaynaklanan cift zincirli RNA’lardan olusan kiigiik baskilayict RNA’lara siRNA (small inhibi-
tory RNA) ad1 verilmektedir. Bu mekanizma dogada en fazla bitkiler tarafindan, bitki cift zincirli RNA
viruslarindan korunma amaci ile kullanilmaktadir. Birgok hiicre kendisi de genlerin ¢alismasini ayarla-
mak icin kiigiik ¢ift zincirli RNA’lar iiretmektedir. Bunlara miRNA (mikro RNA) ad1 verilmistir. Bunlara
ait DNA dizileri hiicre kromozomunda yer alir. Buradan iiretilen tek zincirli RNA'lar, kendi iglerindeki
uygun diziler dolayisiyla kendi tizerlerine katlanarak ¢ift zincirli RNA’lar1 olugtururlar'?.

[ster cift zincirli RNA'dan siRNA yapilacak olsun, isterse kromozomal kokenli RNAdan miRNA ya-
pilacak olsun, bu mollekiillerin olugmasini ve bunlar araciligi ile RNA susturulmasini bagaran sistem,
bazi proteinlerden olusan bir bileskedir. Buna “RNA ile uyarilan susturucu kompleks” (RNA induced
silencing complex; RISC) ad1 verilmistir. Bu komplekse baglanan cift zincirli RNA, 21-28 niikleotit
olacak sekilde iki ucunda 2-3 niikleotit ¢ikinular birakacak sekilde argonot (eskiden gemilerin iki ucunda
savagan kilicli denizciler) proteinleri tarafindan kesilir. Daha sonra bu kompleks iki zinciri birbirinden
ayirir. Zincirlerden bir tanesi hedef mRNA’ya baglanir. Baglant bélgesinden mRNA RISC tarafindan
kesilerek islevsiz hale getirilir. Kesilme, baglanti bélgesinin ortasinda gergeklesir ve hedef RNA kesilirken
RISC’teki kiigiik siRNA korunur. Bilesik, ¢ok sayida, dizisini tanidigt RNA’y1 keserek inaktive edebilir.
RNA susturmak i¢in miRNA kullanildiginda hedef RNA kesilmeyebilir ancak yine de RISC baglanmast
ile mRNAdan protein yapimi durur'.

Kiiciik RNAlar ile genlerin susturulabilmesi, giiniimiizde kesin tedavisi olmayan birgok hastaligin
bu yolla tedavi edilebilecegi diisiincesini giindeme getirmistir. Bu hastaliklar arasinda en bagta kanserler,
HIV, hepatit enfeksiyonlari gibi enfeksiyonlar, ¢esitli metabolizma bozukluklar: ve otoimmiin hastaliklar
yer almakeadir’.
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Spinoserebellar ataksi ve Huntington hastaliginda, serebellumda poliglutamin birikimine bagli néro-
dejenerasyon olmaktadir. Benzer hastaligi tastyan mutant farelerin beyinlerine mutant geni inhibe ede-
cek siRNA dizilerini tastyan AAV (“Adeno Associated Virus”) enjekte edildiginde farelerin hastaliginda
onemli diizelme goriilmiistiir?.

Amyotrofik lateral sklerozun (ALS) ailevi olanlarinda siiperoksit dismutaz enzim geninde mutasyonlar
goriilmekeedir. Bu hastalig1 tastyan mutant farelerde yapilan bir ¢alismada, lentiviral vekedrler kulla-
nilarak siiperoksit dismutaz enzimini susturan siRNA dizileri kas icerisine enjekte edildiginde hastalik
belirtileri %100 azalmis ve yasam siiresi %80 uzamistir’.

Gorme kaybina neden olan slak, yasa bagli makiiler dejenerasyonun (wet age-related macular degene-
ration), vaskiiler endotelde asir1 biiyiime ile ortaya ¢tkan damar tkanikligina bagli olduguna inanilmakta-
dir. Vaskiiler endotelyal biiytime faktoriinii susturan siRNA (Bevasiranib adli ilag) ile yapilan ¢aligmalar,
faz 3 diizeyinde yeterli sonug alinamadigi icin durdurulmus durumdadr.

Kanser tedavisi amaciyla 6ncelikle Bcl-2, H-Ras, c-Mye, mutant p53 gibi onkogenler hedef alinmig-
ur. Ayrica hiicre ¢ogalmasini kontrol eden VEGF (vascular endothelial growth factor) gibi sitokinler de
susturulmaya caligtlmigtir. Ayrica riboniikleotit rediiktaz, DNA metil transferaz gibi enzimler de hedefler
arasinda yer almistir. Bu alanda ¢ok sayida calisma yapilmis, ¢ok basarisiz sonuglarin yaninda basarili
sonuclar da alinmistir®,

Virus enfeksiyonlarinin tedavisinde de kiigitk RNA’larla gen susturma stratejisi cok umut vericidir. Bu-
giine dek ¢ok sayida hem DNA, hem de RNA viruslari hedef alinmigtir. Bunlar arasinda; Epstein—Barr vi-
rus (EBV), ayak ve agiz hastalig1 virusu (foot and mouth disease virus; FMDV), hepatit B virusu (HBV),
hepatit C virusu (HCV), insan bagisiklik yetmezligi virusu tip 1 (human immunodeficiency virus type 1;
HIV-1), insan papilloma virusu (human papilloma virus; HPV), influenza tip A virusu, Marburg virusu,
insan parainfluenza virusu (human parainfluenza virus; PIV), poliovirus, rotavirus, RSV, SARS-CoV
(severe acute respiratory syndrome — associated coronavirus), vezikiiler stomatit virusu (VSV) ve Bau Nil
virusu (West Nile virus; WNV) yer almaktadir. siRNA ile antiviral tedavinin diger tedavilere gore 6nemli
avantajlart vardir. Oncelikle viral hedef, konak hiicre genlerinden 6zgiil olarak ayirt edilebilmektedir.
Giintiimiizdeki antiviral ilaglar, ters transkriptaz ya da proteaz gibi az sayida hedefin aktif bélgelerine karst
hazirlanmakeadir. siRNA ise kisa viral niikleik asit dizilerine kargi da hazirlandiginda ¢ok sayida hedef
bolge bulunabilmektedir. Aktif bolgeye karst ilag tasarimi ve gelistirilmesi yillar siiren bir siirectir. Oysa
viral niikleik asit dizileri saptanir saptanmaz siRNA molekiilleri hazirlanip denemelere baslanabilmekte-
dir. Bitkilerde 6nemli bir antiviral mekanizma olan RNA susturulmasi, memeli hiicreleri icin de 6nemli
bir dogala 6zdes korunma mekanizmast haline gelebilir’®.Ornegin, HBV ile enfekte hiicre kiiltiirleri ve
farelerde yapilan bir ¢alismada siRNA ile HBs antijeninde %85, HBc antijeninde %99 azalma saglan-
mistir’. Fareler tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada, RSV (Respiratory Syncytial Virus) ve parainfluenza
virus enfeksiyonlari, burun igerisine piiskiirtiilen siRNA’lar ile engellenebilmistir'®.

Tim bu avantajlarina kargin, antiviral amacli RNA susturulmasinin, agilmasi gereken sorunlari var-
dir. Viruslar ¢ok hizli ¢ogalirlar ve genlerinde mutasyonlar, kiiciik delesyonlar olusturarak siRNA mo-
lekiillerine direngli hale gelebilirler. Bir¢ok virusun, RNAiden korunmak icin bu mekanizmay: etkisiz
kilan proteinler tirettigi de anlagilmigtir. Ornegin, vaccinia virusunun E3L, influenza virusunun NS1
ve HIV’in TAT genlerinin RNAi’yi engelledigi anlasilmistir. TAT’in dogrudan RNA’y1 kesen enzimin
(“Dicer”; dilimleyici) islevini engelledigi belirlenmistir®.

Su anda RNAI tedavisi hala emekleme ¢agindadir. Cesitli yan etkileri ortaya ¢ikartabilecek mekaniz-
malar simdiden diisiiniilebilmektedir. Ornegin, kullanilan RNA molekiilleri ¢ok kisa diziler oldugu igin
hedef dis1 bir¢ok gen dizisi ile etkilesebilme olasilig1 vardir. Biyoinformatik incelemeler ile bu etkilesimler
ongoriilmeye ¢alisilsa da, in vitro ve in vivo ortamda denenmeden hicbir siRNA molekiiliiniin etkisini

kestirmek olanakli degildir. Su anda deneylerde siRNA etkileri daha ¢ok mRNA diizeylerine bakarak
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izlenmektedir. Ancak mRNA diizeyi her zaman protein miktarini yansitmayabilmektedir. Bu nedenle
mRNA diizeyi ile etki gosterildikten sonra protein diizeylerinin saptanmasi da ¢ok onemlidir. siRNA
icin farmakokinetik ¢alismalar hentiz yapilmamistir; siRNA molekiillerinin farmakokinetik ozellikleri
bilinmemektedir. Bir bagska ¢6ziim bekleyen konu, halen biiyiik miktarlarda siRNA iiretiminin kisitli
olmast ve bu molekiilleri tam saf olarak elde etmekte sorun yaganmasidir. Su andaki en 6nemli teknik
sorun, siRNA molekiillerini hiicre ierisine gonderebilmektir. Bunu bagarabilmek i¢in nanoteknolojiden
yararlanilmaktadir''. Tiim bu eksikliklere karsin RNAI, ozellikle bugiine kadarki tedavi yaklagimlar: ile
tedavi edilemeyen kanser, dejeneratif hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklarinin teda-
visi alanlarinda yeni bir ¢1gir agacak gibi goriinmektedir. RNAi kontrolii 6grenildikge, organogenez daha
iyi anlagilabilecek, suni organ yapimi ve viicutta bozulan organlarin onarimi alaninda 6nemli adimlar
atilabilecektir.
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KONFERANS 3

LABORATUVARI BiR YONGAYA SIGDIRMAK: MiKRODIZIiLER VE MiKRO
TOTAL ANALIiZ SISTEMLERI

Prof. Dr. Hiiseyin Avni Oktem
ODTU, Biyolojik Bilimler Biliimii; Nanobiz NanoBiyo Teknolojik Sistemler Ar-Ge Ltd. Sti, ODTU
Teknokent, Ankara.

Molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve 6zellikle nanoteknolojide son yillarda kaydedilen gelismeler hem
bilimsel aragtirmalar hem de teknolojik anlamda yeni ara¢ ve yontemler ortaya koymustur. Hibridizas-
yona dayali DNA yongalar1 (¢ipleri), niikleik asit/protein mikro/makro dizileri, biyosensorler ve {igiin-
ciil yapuilart ile yiiksek etkinlikte baglanma saglayan aptamerler ve bunlarin ¢esitli sinyal tesbit ve iletim
sistemleriyle bir araya getirilmesi ile olugturulan mikrototal analiz sistemleri, bahsedilen ara¢ ve yon-
temlerden en énemlileridir. Bu araglar, tup ve molekiiler biyolojinin yani sira ¢evre bilimleri, tarim-gida
teknolojileri, kriminoloji ve savunma sanayi gibi bir¢ok alanda uygulama bulmustur.

Geleneksel molekiiler biyoloji yaklagimlarinda bir gen ya da gen tiriinii (RNA/protein) ile bir deney
yapilmakta iken yeni nesil teknolojiler ile biitiin resmin goriilebilecegi yiiksek yogunluklu, mikrofab-
rikasyon ile kiiciiltiilmiis deney formatlari ya da yongalar (cipler) olusmustur. Son yillarda cesitli orga-
nizmalara ve insana ait genom DNA baz dizileri belirlenmis, bu bulgular 6nemli bilgi kaynaklart olan
veri tabanlarinda kullanicilara a¢ilmis ve genom diizeyinde fonksiyonel analizler icin gesitli yontemler
gelistirilmistir. Bu ydntemlerden birisi olan mikrodizi teknolojisi dncelikle gen ifade seviyesi analizlerinde
kullanilmis ancak gelistirilen teknolojiler ve yeni yaklagimlar ile genotiplendirme, tek niikleotit degisim
analizleri (single nucleotide polymorphism SNP), mutasyon analizleri, gen regiilasyon arastirmalarr ile
cesitli tanisal uygulamalarda da kullanim alanlari bulmustur.

Niikleotit bazlart arasindaki hibridizasyona dayali olan mikrodizi teknigi, ayn1 anda bir genomda bu-
lunan tiim genler ve bunlarin ifade edilmis tiriinleri olan RNA seviyelerinin analizine izin verir. Kat: bir
ylizey lizerine sabitlenmis, prob olarak adlandirilan niikleotit dizileri ve isaretlenmis, soliisyon icindeki
hedef diziler arasindaki hibridizasyon, floresan boyalar, nanoparcaciklar ya da enzim reaksiyonlar: gibi
gesitli tekniklerle sayisallagtirilir.

Bir mikrodizi platformunun tasariminda, ¢ipin tiretiminden mikroarray deneyinin gerceklestirilme-
sine ve sonuglarin analizine kadar gegilen temel agamalar ve bunlar ile ilgili iyilestirme ve etkinlestirme
caligmalar1 bir biitiin halinde distintilmelidir. Cipin tasarim ve tiretimi ile ilgili bahsedilen temel aga-
malardan bazilart ylizey secimi, prob se¢imi, bu probun sentezlenmesinde ve yiizeye sabitlenmesinde
kullanilacak yontemler ve ilgili iyilestirmelerdir. Platform tasariminda hedefin isaretlenmesi, kullanilacak
sinyal molekiil ya da molekiilleri, sinyal iletim mekanizmalari ve hedef ile prob arasindaki etkilesim
mekanizmalart ¢ip iiretimi ile birlikte diisiiniilmesi gereken diger 6nemli noktalardir. Uretilen gip ve
platform ile gerceklestirilecek dizi deneyleri sirasinda kullanilacak 6rnek, 6rnek hazirligi ve isaretleme
yontemleri, ¢ip goriintiileme, ¢ikularin toplanmasi ve dlgiilmesi, sonuglarin degerlendirilme, analiz ve
yorumlanmasi ve ilgili iyilestirmeler de, platform tasarimi sirasinda diisiiniilmesi gerekenler arasindadr.

Son yillarda mikro ya da nano boyutlarda kolaylikla tasarlanan ve tiretilen ¢ipler ve sensorler ya da
daha genis tanimla mikro-elektro-mekanik sistemlerin (microelectromecanic systems, MEMS) mikro-
akiskan uygulamalar ile birlestirilmesi 6zellikle genetik mithendisligi, tip, biyoteknoloji, ¢evre, gida ve
tarim sektoriindeki ihtiyaglar dogrultusunda yeni mikrosistemlerin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Mikropompalar, mikrokapakgiklar ve mikrokaristiricilar gibi elemanlari olan mikrototalanaliz sistemleri
(micro total analysis systems, p'TAS), kimyasal veya biyolojik analiz mikro-laboratuvarlari (lab-on-a-chip)
ve mikro-plastik kart sistemleri bu mikroakigkan sistemlerinden bazilaridir. Niikleik asit ve protein gibi
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biyomolekiillerin analizleri i¢in mikroakiskan cihazlarin tasarimi en yeni 6rneklerdendir. Bu sistemler
hastalik teshislerinde, DNA, RNA ve proteinlerin ayirimi ve analizinde, hiicre kiiltiirtinde ve etkin mad-
de salimint igeren bir ¢ok potansiyel uygulamalarda kullanim alani bulmaktadir. Mikro-laboratuvarlarin
sttinliikleri diisiik sivi hacimleri kullanmalari, hizli sonug¢ vermeleri, yiiksek yiizey-hacim oranlarina
sahip olmalari, etkin siire¢ kontrolii saglamalari, diisiik maliyetler ile iiretiliyor olmalart ve ayni anda
yiiksek sayilarda veri tiretmelerinden kaynaklanmaktadir.

Aragtirmalarimiz kapsaminda gelistirilmis olan makrodizi platformu; sabitlenmis bir prob, hedef yap:
ve isaretli ikincil bir prob kullanmaktadir. Ar-Ge caligmalari devam eden platform, ¢esitli yiizey (cam,
naylon membran, kagit, vb) ve ylizeye sabitleme yontemlerini ve de gesitli sinyal molekiilleri (florasan,
alun nanoparcaciklari, quantum noktaciklari, vb) ve iletim mekanizmalarint birlestirebilecek potansi-
yele sahiptir. Platformun en 6nemli 6zelliklerinden biri PZR trtinlerinin herhangi bir isaretleme islemi
olmaksizin kullanilabilmesini olast kilmasidir. Genetik hastalik teshisinden, patojen varlig1 tesbitine ya
da genetigi degistirilmis organizma kaynakli tiriinlerin varliginin belirlenmesine kadar bir¢ok amag icin
kullanilabilecek platform, ilk asamada oligoniikleotit tabanli olarak gelistirilmistir. Ayrica sandvi¢ hib-
ridizasyon esaslt bu platformu, kat yiizeye sabitlenen probun yiiksek ozgiinlitkte baglanma gosteren
aptamerler ile degistirilmesiyle aptamer tabanli bir sisteme adapte edilmistir. Bylece gelistirilen platform
niikleik asit dizilerinin yani sira protein ve hiicrelerin belirlenmesinde de kullanilabilecek potansiyeldedir.
Sonug olarak giivenilir, hassas, diisiik maliyetli, taginabilir ve pratik bir tirtine déniisme potansiyeline sa-
hip ¢ip formatinda niikleik asit ve aptamer tabanli bir biyosensér platformu olusturulmus olup sistemin
tiriinlestirme calismalar1 devam etmektedir.

Biyoteknoloji ve nanoteknolojide son yillarda sik¢a kullanilan DNA ¢ipleri, biyosensérler, aptamerler
ve taginabilir algilama sistemleri 6niimiizdeki yillarda da gelistirilmeye devam edecek ve saglik bilimleri,
gevre, tarim, anayurt giivenligi gibi birok alanda yeni kullanim sahalari bulacakur.
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MiNi KONFERANS 1

TANISAL MiKROBIYOLOJiDE “FOURIER TRANSFORM INFRARED”
SPEKTROSKOPIi: KULLANIMI VE DEGERLENDIRILMESi

Dog. Dr. Cagr1 Ergin
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Denizli.

“Fourier transform infrared” (Fourier déntistimlii-kizilotesi; FT-IR) spektroskopi teknigi 20.ytizyilin
baglarindan itibaren biyolojik bilimlerde kullanilmaktadir. Mikrobiyolojide polipeptidlerin ve protein-
lerin yapisal analizlerinin FT-IR spektroskopik incelemesi 1950’lerde baglamustir. Giintimiizde kizilotesi
spektroskopi uygulamalarinin teknik olarak ilerlemesi ile birlikte niikleik asidler, lipidler ve karbohidrat-
lar da incelenebilmektedir.

FT-IR spektroskopinin tanisal mikrobiyolojide siklikla kullanim amact mikroorganizmalarin tanim-
lanmast ve siniflandirilmasidir. Ayni zamanda mikrobiyal tirtinlerin ve antimikrobiyal maddelerin tanin-
masinda da kullanilmaktadir. Kizil 6tesi bolgesindeki absorbsiyon (sogurma), molekiillerin titresme ve
dénem diizeylerini uyarir. Teknik, bu uyariminin 6l¢iimii esasina dayanir. Kizildtesi isinin absorbsiyonu,
cesitli titresim ve donme halleri arasindaki enerji farklarinin kiigiik olmast nedeniyle cogunlukla mole-
kiiler yapilarla sinirlidir. Dalga sayist hem enerji hem de frekans ile dogru oranuli oldugundan FT-IR in-
celemelerinde dalga sayisi 6lgek olarak kullanilir. Mikrobiyolojik analizlerde orta (2.5-25 mm) kizil6tesi
15181 ile 4000 cm™ ve 400 cm™ arasinda kalan bélge incelenir'”.

Incelenecek olan mikrobiyal 6rnek, salin veya distile su iginde siispanse edildikten sonra liyofilize hale
getirilir. Kizilotesi inceleme icin liyofilize materyal absorbans géstermeyen, tranparan, tastyici bir madde
ile karisturilir. Biyolojik 6rnekler igin bu transparan tagtyict madde gogunlukla ZnSe, BaF, ve CaF ‘dir.
Kaynaktan gelen kizilotesi 1sin hareketli aynalar yardimi ile farkli uzakliklardan yansiulir. Elde edilen
dalgaboyu-absorbans verileri ortamda bulunan molekiillerin saptanmasinda kullanilir. Farkli absorbsi-
yon yiikseltilerinin bulundugu bolgeler ortamdaki farkls yapilari gstermektedir. Bunlar; 900-1200 cm™
arasinda cesitli polisakkaritler, 1200-1250 cm™ arasinda niikleik asid kaynakli PO, yapilar; 1500-1700
cm™ arasinda proteinlerden C=O ve N-H yapilar; 1720-1750 arasinda lipid esterlerinden C=0O yapilar;
2800-3000 cm™ arasinda protein ve lipidlerden CH yapilar ve 3200-3100 arasinda proteinlerden NH
yapilardir. Bakteriyel ve mikolojik analizler i¢in degerlendirmelerin yapildig: bélgeler 1700-600 cm™ ara-
ligidir. Bu boélge i¢inde her mikroorganizmaya 6zgiil bir “parmakizi” bélgesinin varligr arasturilmakeadir.
Parmakizi bélgesi olarak en sik incelenen bélge ~900-600 cm™ spekeral araligidir*®.

FT-IR spektroskopi ile tek bir 6rnek dakikalar i¢cinde test edilmektedir. Ancak pargalanmamis mikro-
biyal yap1, FT-IR spektroskopi ile inceleme agamasinda kompleks yapilara sahiptir®>. Molekiiler onay1
yapilmis kokenlerin, degismeyen FT-IR parmakizi bélgelerinin saptanmast amaciyla ¢ok sayida aragtir-
ma siirdiiriilmektedir. Ayni tiir i¢inde degismeyen bolgelerin bulunmasi, tiirler arasinda ayirim yaratan
parmakizi bolgelerinin saptanmasi gereklidir. Elde edilen spektral analizler boliimler halinde basamak-
li korelasyon analizleri ile incelenir ve benzer spektruma sahip olanlar dendrogram ile siniflandirilir*®.
Bakteri ya da mantarlarin parmakizi bolgelerinin saptanmasi, klinik drneklerden hizli ve ucuz taninin
yapilmasina imkan saglamakradur.

Mikroorganizmalarin yapilarinin iireme dénemlerine ve ortamin fizyolojik farkliliklarina gore degi-
simler gostermesi, FT-IR spektroskopisi ve benzeri analizler i¢cin 6nemli bir sorun olusturmaktadir®®.
Buna ragmen FT-IR spektroskopi sonuglarina gore rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilabilecek
bakterileri tanimlayict akim semalart olugturulabilmektedir’. Gram-negatif enterik bakteriler’”, nonfer-
mentatif bakteriler”"!, Candida cinsi maya mantarlar®'%, Staphylococcus®*1>"
nin tanimlanmasinda FT-IR spektroskopi gibi vibrasyonel tekniklerin uygulamalarina ait raporlar gide-

ve Enterococcus”" tiirleri-
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rek artan sayida yayinlanmakeadir. Ayni zamanda bu teknikler ayni kokenler ile ortaya ¢ikan salginlarin
epidemiyolojik incelenmesinde de kullanilabilmektedir®!'"".

FT-IR spektroskopi analizinin bir diger kullanim alani, ortam havasinda bulunan filamentéz kiifleri
tiir diizeyinde tanimlayan aragtirmalardir'®. Molekiiler yontemlerin ortamdaki alerjen ve mikotoksijenik
kiiflerin arasurilmasinda pahali olmasi, vibrasyonel analizlerin hizli ve ucuz olmakla birlikte ayni zaman-
da da giivenilir sinirlar icinde bulunmast, gevresel arastirmalarda da FT-IR analizi ile mikolojik tanimla-
may1 glindeme getirmistir.

FT-IR spektroskopi ile dogrudan mikrorganizmalarin saptanmasina yonelik calismalar ile birlikte,
bakterilerin ortama saldiklari artiklar da mikrobiyolojik analizlerde kullanilabilmektedir. “Metabolik
parmakizi” olarak tanimlanan bu islem, mikroskopik veya fizyolojik testler ile ayrilamayacak olan tiir
ici degisimlerin ve/veya karigimlarin molekiiler yontemlere gore hizli ve ucuz saptanmasini saglamustir'’.
Ayni zamanda mikroorganizmalarin farkli kimyasallar kargisindaki davraniglart ve duyarliliklart da FT-IR
ile test edilebilmektedir. Bu analizlerin sonucunda FT-IR’in, farkli kimyasal yapilarin biyolojik maddeler
tizerine etkilerinin incelenmesinde kullanilabilecegini bildirilmistir'®.

Giintimiizde FT-IR spektroskopinin mikrobiyolojideki uygulama alanlarini sinirlayan en 6nemli pa-
rametre, incelenecek olan mikrobiyal materyalin bir saf kimyasal/bilesik olmayip, bir organizma olmasi,
komplike molekiiler yapilart bulundurmasidir. Dogal yapisindaki organizma, gelisme siirecinin evrelerine
gore yapisinda farkli kimyasallar olusturmakta (hiicre duvari, spor, kapsiil, vb), ayni zamanda da ortama
farkli metabolik atiklar ¢ikartmaktadir. Bu durum ise molekiiler bag yapisinin incelenmesini esas alan
spektroskopi esaslt ol¢iimlerin yorumlanmasini ve kullanilabilirligini zorlagtirmaktadir. Ancak yapilan
caligmalar, hizli ve ucuz olan spektroskopik analizlerin, mikrobiyoloji arastrmalarinda, hatta rutin uygu-
lamalarda da kullanilabilecegini gostermektedir.
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MiNi KONFERANS 2

MANTARLARDA GENETIK MADDE AKTARIMI

Dog. Dr. Ayse Kalkanci
Gazi Universitesi Top Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Girig ve Tarihge

Genetik olarak bakterilerin degistirilmesi ilk defa 1928'de Ingiliz bakteriyolog Frederick Griffith tara-
findan uygulanmustr. Griffith, Streprococcus pneumoniae nin siuldiginda viriilansinin degistigini goster-
migtir. Viriilan olmayan bakteri ile viriilan bakteri bir arada bekletildiginde, zararsiz bakterinin viriilan
hale dénistiigiint gostermistir. 1944’te bu donistiiriicii fakeériin DNA oldugu gosterilmistir. DNA'nin
bakterilerin igine alinmasi ve onunla biitiinlesmesine “transformasyon” adini vermiglerdir.

Mantarlarda transformasyon ilk defa 1973’de Tatum isimli aragtirmacinin laboratuvarlarinda gergek-
lestirilmistir. Bu deneylerde, Neurospora crassa tiirti mantardan Saccharomyces cerevisiae tiirii maya manta-
rina inositol geni aktarilmigtir. Hutchinson ve Hartwell tarafindan gelistirilen yontem ile S.cerevisiae hiic-
re duvarlar1 eritilmis ve sferoplastlar olusturulmustur. S.cerevisize genomik DNA’s1, transformasyon ile
kolay ve 6zgiil bir sekilde degistirilebilmektedir. Aktarilmak istenen genlerin secilmis bir vektdre enteg-
rasyonu yapildiktan sonra Escherichia coli hiicrelerinde ¢ogalmalari gergeklestirilmektedir. Bu ¢ogaltlan
bolge maya kromozomuna rekombinasyon ile entegre edilmektedir. Aktarilan DNA, rekombinasyona
uygun ozelliktedir. Genelde aktarilmasi istenilen geni tagiyan vektor olarak Col E1 plazmidi kullanilmak-
tadir. Bu plazmid maya kromozomuna entegre olmaktadir. Beggs tarafindan ilk defa S.cerevisiae - E.coli
arasinda vektér denenmistir. Iki replikasyon ucuna sahip olan kimerik plazmid elde edilmistir. Biri E.co/i
bakterisine ait olan Col E1 plazmidi digeri ise S.cerevisae mantar hiicresine ait olan 2 pm plazmidi kul-
lanilmistir.

Mantarlarda Kullanilan Transformasyon Yontemleri

Mantarlarda gen aktarimi ¢aligmalari igin en ¢ok S.cerevisiae tiirti mayalar kullanilmaktadir. Basarili bir
gen aktarimu i¢in transformasyon yonteminin, aktarilan DNA iizerinde bir belirtegin, E.coli ve mayalarda
klonlanmis DNA'nin ¢ogalmasini saglayan bir vekedriin segilmesi gerekmektedir.

Mantarlarda transformasyon icin ilk olarak uygulanan gen aktarim yénteminde polietilen glikol (PEG)
ve kalsiyum kloriir (CaCl,) bulunan bir ortamda, sferoplast hiicrelerin aktarilmasi istenen DNA bolgesi
ile birlikte inkiibe edilmesi saglanmistur. Tkinci sirada gelistirilen yontem daha gok kullanilan yontemdir.
Hiicreleri alkali tuz ve lityum asetat icinde bekletip, DNA ile PEG’iin inkiibe edilmesi saglanmaktadir.
Bu alanda deneyimler devam ettik¢e yeni ve farkli yontemler tasarlanmisur. Yitksek yogunlukta licyum
iyonlart kullanilarak mantarlarin hiicre duvar gecirgenligi arturildiginda DNA pargalarint almalari saglan-
maktadir. Mantarlarda gen aktarimu igin yiiksek yogunlukta PEG gerekir. PEG hiicrelerin kiimelesmesi-
ne neden olup, DNA parcalarinin yakalanmasina yardim etmektedir.

Son zamanlarda gelistirilen ve daha basarili oldugu bildirilen ti¢iincii ydntemde, elektrik akimi kulla-
nilarak hiicre duvarinin gegirgenligi artirilmig ve DNA'nin daha kolay alinmast saglanmigtir. Bu yonteme
elektroporasyon denmektedir. Elektroporasyon, bakterilerde oldugu gibi biitiin hiicrelerde delik agmanin
ve gen aktariminin en etkili yoludur. Bu yontemde hiicreler kisa siireli bir elekerik alani (10-20 kV/cm)
icinde sok edilirler. Plazmid DNA’si1 bu deliklerden hiicre igine girer. Dogal membran tamir mekanizma-
lart sokun ardindan bu delikleri kisa siirede onarmaktadir. Bir plazmid DNA’sinin hiicre i¢inde varligin
stirdiirebilmesi i¢in plazmid DNA’sinda bir “ikilenme (gogalma) merkezi” bulunmasi gerekmekredir.
Bu sayede plazmid, kromozomdan bagimsiz olarak ¢ogalmaktadir. Laboratuvarda olusturulan deneysel
transformasyon islemi sonucunda ¢ok sayida transforme olmamus hiicre arasinda az sayida transforme ol-
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mus hiicre olugmaktadir. Plazmidi kazanmis hiicrelerin taninmast igin bir ydntem gerekmektedir. Trans-
formasyon deneylerinde kullanilan bakteri plazmidleri genellikle bir antibiyotik diren¢ geni tasimaktadir.
Plazmidi bulunmayan bakteriler ise bu plazmide duyarlidir. Dolayistyla, bu antibiyotik bulunan bir or-
tamda tireyebilen hiicrelerin bu plazmid ile transformasyona ugramus olduklari anlagilmaktadir.

Horizontal Gen Transferi (HGT) veya Yatay Gen Aktarimi (YGA)

Yaklagik 50 yil once kesfedilmistir. Son zamanlarda genom bilgisinin artmasi ile birlikte gen aktari-
m1 konusunda da yeni ¢alismalar yapilmaktadir. Prokaryotlarda YGA kesin olarak tanimlanmis ancak,
okaryotlarda heniiz tartismali bir konu olmaya devam etmektedir. Bakteriler gibi mantarlarin bazilart
da saprofitik veya simbiyotik yasam tarzi gostermektedir. “Germ line” veya “soma” gibi YGA'n1 engel-
leyen klasik bariyerleri olmayan mantar hiicreleri teorik olarak gen aktarimi icin iyi birer 6rnek olarak
kabul edilmektedir. Mantar genomunda prokaryotlara ait genler bulunmugtur. Tirler arasinda genetik
bilgilerin aktarimi yoluyla genlerin kazanilmasi Darwin'in evrim teorisine gore daha hizli bir gelisme
saglamakrtadir. Bakteriler arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin aktarilmasi, ¢oklu direncli bakterilerin
olusumuna neden olmustur. Ancak, dkaryotlar igin boyle bir etki tanimlanmamustir. Okaryotlarin gen
aktarimi yolu ile bakterilerden yeni proteinler kazandiklari ve bunlarin yeni ilag hedefleri olabilecekleri
distintilmektedir. Mantarlarda yapilan filogenetik aragtirmalar sonucunda prokaryotlardan kazanilmug
713 gen saptanmustir.

Mantarlar arasinda YGA ile sekonder metabolit genlerinin aktarildigi gosterilmistir. Ornegin S. cerevisiae
tirinde nitrojen metabolizmasindan sorumlu olan DAL gen salkimi diger mantarlarda da bulunmustur.
Dokuya invazyonda rol oynadig: gosterilen ACE1 gen salkiminin Magnopothe grisea ile Aspergillus clava-
tus arasinda yatay olarak aktarildig gosterilmistir. S.nodorum ve Pyrenophora triticirepens tiirleri arasinda
viriilanstan sorumlu genlerin ortak oldugu gosterilmistir.

Gen aktarimi yoluyla genom icine homolog veya heterolog genler yerlesebilir. C.parapsilosisde bu-
lunan prolin rasemaz enzimini kodlayan gen aslinda bakterilerden kazanilmistir. S.cerevisiaede biotin
sentezinden sorumlu olan 6 genden 5 tanesi horizontal olarak kazanilmis genlerdir. Moens ve arkadaglar,
sitozolik gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz enzimini kodlayan genin 6karyotlardan prokaryotlara, aldo-
laz tip 2 enzimini kodlayan genin prokaryotlardan 6karyotlara dikey olarak aktarildigini gostermislerdir.
Her iki gen dizisi de hem E. co/fde hem de mayalarda kiime halinde bulunmaktadir.

Lateral Gen Transferi (LGT) veya Dikey Gen Aktarimi (DGA)

Bu tiir gen aktarimi biitiin organizmalar arasinda intergenomik olarak gériilmektedir. Bir bakteriden
diger bakteriye veya arkeler arasinda hatta okaryotlar arasinda da saptanabilmektedir. Microsporodia
ailesinden Nosema locustae tirtinde bakterilere ait katalazlarin bulunmasi gen aktarimini kanitlamak-
tadir. Bitki patojeni olan Dothideomyceteslerden Stagonospora nodorum ve Mycosphaerella fijiensis ve
Leotiomycetesden Botrytis cinerea tiirlerinde de bakterilerden kazanilmig genler gésterilmistir.

Gen Aktariminin Gosterilmesi

Yatay veya dikey olarak aktarilan genler ¢esitli yontemler ile gosterilmektedir. Kodon’a bagli yaklasim-
da her organizmanin belli G+C igerigi ve kodon kullanim sekli olmasindan yararlanilmaktadir. Tkinci
yaklasim BLAST a bagli yaklagimdir. Hizli ve kolay bir yontemdir. Gen aktarimi agisindan siipheli prote-
inin kargilastirilan proteinlerden hangisine daha ¢ok benzediginin bulunmasi esasina dayanmaktadir. Ge-
nom projelerinde genlerin kaynagini belirtmek i¢in bu yontem kullanilmaktadir. Bu yontem ile bakteri
ve insan genomlarin arasinda 113 genin ortak oldugu gosterilmis ancak filogenetik ¢aligmalar bu ortakligt
dogrulamamigtir. Gen dagilimina bagli yaklagim, yakin tiirler arasinda diizensiz dagilim gésteren genlerin
tanimlamasina dayanmaktadir. Bu yaklagim ile sadece genom dizisi tamamen belirlenmis olan tiirlerin
icinde yer alan yabanci genlerin saptanmasi miimkiin olabilir. Filogenetik yaklasim en kapsamli yontem-
dir. Bir tiiriin filogenetik tarih¢esini anlamak icin tek bir gene dayali evrimsel aga¢lar olusturmak yeterli
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degildir. Yatay gen aktarimini géstermek igin tekil filogenetik belirteg (marker) kullanarak organizmala-
rin filogenisini belirlemek zordur. Ortak bir atadan gelen “klad”larin olusmasi modeli ile YGA sonuglart
birlesince, giiniimiizde mevcut {i¢ {ist alem arasinda paylasilan genlerin hepsine sahip olan bir ortak ata-
nin olamayacagi anlagilmaktadir. Her bir molekiiliin kendine ait bir ge¢misi ve atast bulunmaketadir. Her
molekiiler ata muhtemelen farkli zamanlarda farkli organizmalarda bulunmaktaydilar.

Gen Aktarimin Uygulamalar:

Genlerin fonksiyonlarini aragurmak icin deneysel gen aktarim modelleri kullanilmaktadir. Gen klon-
lama teknikleriyle birgok genin islevi analiz edilebilir. Genel olarak, hedeflenen proteini kodlayan gen
tastyict plazmid {izerine aktarilir, sonra promotor ve transkripsiyonal aktivator ile baglanir. Her ikisinin
de mantar hiicresinde hedeflenen gorevi yapma yetenegine sahip olmalari gerekmektedir. Bu alanda en
iyi 6rnek uygulama, S.cerevisiae tiirlerini kullanarak insan interlokin-1£ tiretimidir. S.cerevisiae'nin IL-113
salgilamasi icin plazmid E.coli ve S.cerevisiac’ye ait olan iki replikasyon kaynag: icermektedir.
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MiNi KONFERANS 3

KAN BANKACILIGINDA MOLEKULER YONTEMLER: GUNCEL DURUM

Dog. Dr. Riighan Yazan Sertoz
Ege Universitesi Top Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lzmir.

Transfiizyon ile bulasan pek ¢ok virus, bakteri, parazit, riketsiya, mantar, prion gibi enfeksiyon etken-
leri vardir. Bunlarin iginde; latent enfeksiyon olusturma, asemptomatik seyir, tastyicilik, pencere dénemi,
kan ve triinlerinin saklanmasi sirasinda canliligini siirdiirmesi gibi ozellikleri ile viruslarin ayri bir yeri
vardir.

Transfiizyon ile bulast engellemek i¢in, kan vericiler bir form araciligs ile sorgulanmakta ve zorunlu
tarama testleri uygulanmaktadir. Her iilke, epidemiyolojik veriler, hastaligin énemi, tedavi edilebilirligi,
tilkenin ekonomik durumu ve bununla iligkili olarak maliyet-etkinlik analizleri sonu¢larina gére zorunlu
tarama testleri uygulamaktadir. Ulkemizde Saglik Bakanligi genelgeleri ile giincellenen, kan merkezle-
rinde uygulanmasi gereken zorunlu tarama testleri HBsAg, anti-HCV, anti-HIV ve sifiliz (Sy) testleridir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) giivenli kanin tanimini; “verildigi kiside herhangi bir tehlike ya da has-
talik olugturmayan, enfeksiyon etkenlerini veya zararli yabanci maddeleri icermeyen kan” olarak yapmak-
tadir.

Kan, tek kaynag: insan olan yasamsal bir ilagtir. Ancak tiim tarama testlerine ragmen enfeksiyon
etkenleri agisindan %100 giivenli kan yoktur. Tiim taramalara ragmen Schreiber ve arkadaglari, transfiiz-
yona bagli HBV gecisinin 63.000 iinite kanda bir oldugunu bildirmislerdir.

Erken akut enfeksiyon, iyilesmekte olan enfeksiyon, gizli hepatit B ve atipik varyantlar, rutin HBV
tarama testleri ile atlanmakrtadir. Transfiizyonla virus bulagma riski hesaplamalarinda, HBV i¢in bulasma
riskinin %90’1n1n, serokonversiyon dncesindeki kan transfiizyonundan (tanisal pencere donemi) kaynak-

landig1 bilinmektedir.

Tek tek niikleik asit amplifikasyon teknikleri (NAT) veya 8-24’lu kiigiik havuzlar, yiiksek duyarls
protokoller ile tanisal pencere dénemlerini kisaltmaktadir. Schreiber ve arkadaglari, NAT uygulamast
ile HBV gecisinin 1/110.000’e diistigiinti (%42 azalma) bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar, transfiizyona
bagli HCV gecisinin ise 103.000 tinite kanda bir oldugunu ifade etmiglerdir. Bunun da baglica nedeni
serokonversiyon éncesi donemdir. HCV icin NAT uygulanmastyla, pencere dénemi 59 giin kisalarak 11
giine kadar inmektedir. Avrupada idari ve denetleyici kuruluglar (EMEA — European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products), 1 Ocak 1999 tarihinden itibaren plazmadan elde edilen tirtinlerde
HCV-NAT testinin negatif olma kosulunu getirmistir. Alman Kizilha¢i 1 Nisan 1999 tarihinden itibaren
HCV i¢in NAT uygulamaktadir. Bir¢ok tilkede HBV-NAT zorunlu testler iginde yer almaktadir. HBV ve
HIV NAT’1n zorunlu testler i¢inde yer almasini planlayan daha pek ¢ok tilke vardir.

Giintimiizde kullanilan teknolojilerin etkinligi, havuzlama yéntemi kullaniliyorsa havuzdaki érnek
sayist, viral yiik, testin duyarlilig1 gibi bircok faktorden etkilenmektedir. Duyarlilik ve 6zgiilliik icin kabul
edilebilir sinirlarin belirlenmesi ve referans standartlar ile ¢alistlmast gerekmekeedir. Bu sunumda zorunlu
tarama testi olarak NAT uygulayan tilkeler, yontemler, algoritmalar; NAT planlayan iilkelerde yapilan
calismalar; NAT uygulamayan tilkelerdeki veriler ve tilkemizdeki durum tarugilacakur.
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PANEL 1 POLIMERAZ ZiNCiRLEME TEPKIMESI (PZT)

PZT iLE ILGILI 25 YILDA NELER OGRENDIK?

Prof. Dr. Tanil Kocagoz
Actbadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Lstanbul,

Karry Mullis, DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in Polimeraz Zincirleme Tepkimesini (PZT) tanimlayali 25 yili
gecti. Bu 25 yil siiresince PZT siirekli gelisti, yayginlasti ve yeni uygulama alanlarina girdi. PZT den esin-
lenerek bagka bircok niikleik asit cogaltma ydntemi gelistirilmesine karsin, hi¢biri PZT nin yerini alacak

duruma gelmedi. PZT konusunda ise hala yeni seyler 6grenmeye devam ediyoruz'~.

Karry Mullis PZT nin ilk denemesini yaparken sicakliga dayanikli bir DNA polimeraz enzimi yoktu.
[lk PZT’yi 37°Cde calisan E.coli polimeraz ile gergeklestirdi. Dogal olarak, bu enzim denatiirasyon
basamag1 olan 95°Cde bozuldugu i¢in her déngiide tiipiintin kapagini agip polimeraz enzimi eklemesi
gerekti. Yani daha ilk uygulamada sicakliga dayanikli bir polimerazin gerekliligi anlagilmisti. Sicakliga
dayanikli bir polimerazin, sicakta yasayan bir mikroorganizmada bulunabilecegi diisiiniilerek, kiiltiir ko-
leksiyonundan daha 6nce “Yellow Stone” sicak su kaynagindan elde edilen 7hermus aquaticus bu amagla
kullanildi. 7hermus aquaticus un E.coli’ye klonlanarak elde edilen DNA polimerazina Taq polimeraz ad:
verildi*®. Taq polimerazdan sonra, sicakliga dayanikli bircok polimeraz enzimi PZT icin kullanilmigsa
da, Taq polimeraz hala en yaygin olarak kullanilmaya devam eden enzimdir. Taq polimerazin ozellikleri
hakkinda yillar igerisinde bir¢ok sey 6grenilmistir. Taq polimerazin ¢ogaltug: tirtinler klonlanip DNA
dizi incelemesi yapildiginda, enzimin ¢ogaltug; tiriinlerin uglarina bir deoksiadenozin ekledigi anlagilmig-
ur. Enzim boylece “A” ¢ikinuli uglar yaratmaktadir. Enzimin kaliptan bagimsiz olarak uglara niikleotit
ekleme 6zelligi, T-klonlama plazmid vektdrlerin hazirlanmasini saglamisur. Kiint uglar olugturarak kesim
yapan bir enzim ile kesilmis klonlama vektorii, timidin niikleotitleri ve Taq polimeraz ile inkiibe edilirse,
enzim ortamda deoksiadenozin bulunmadig i¢in uglara deoksitimidin ekler ve klonlama bolgesinde “T”
ctkintli uglar olusturur. Bu sekilde hazirlanmis “T” klonlama vektorlerine, Taq polimeraz ile cogaltlmus
“A” cikinuli PZT iriinleri kolayca baglanabilmektedir. Bu nedenle PZT tiriinlerinin kolayca klonlanmas:
icin “T” klonlama vektorleri en ¢ok tercih edilen vektorler haline gelmistir®®.

PZT’de kullanilan primerlerin 3’ ucunun kalip DNA’ya baglanmasi, polimerizasyonun baslatilmast
igin yeterlidir. Bu durum, primerlerin 5" ucunda cesitli degisiklikler yapilmasina izin vermektedir. Orne-
gin primerlerin 5" ucuna biyotin baglanarak, gogaltma tirtinlerininin avidin bagli enzimatik tepkimelerle
saptanmasi, avidin bagli recine, kagit gibi kat yiizeylerde yakalanmasi saglanabilmektedir. Primerlerin
5’ ucuna gesitli restriksiyon enzim bélgeleri eklenebilmekte, ¢ogalulan triinler bu enzimlerle kesilerek
klonlama vektérlerine dogru yénde ve kolayca baglanabilecek ¢ikintili uglar olugturulabilmektedir®.

Taq polimeraz enzimi, diger polimerazlarda oldugu gibi, polimerizasyon sirasinda kalip tizerinde bir
stire ilerledikten sonra diiser. Bu nedenle, gogalulabilecek PZT tirtiniintin boyu sinirhdir. Taq polimeraz
enziminin aminoasitleri degistirilerek, polimerizasyon sirasinda kalip DNA’ya daha siki baglanan ve bu
sayede daha uzun ¢ogaltma tiriinleri sentezleyebilen Taq polimeraz tiirevleri elde edilmistir. Benzer sekil-
de kalip DNA’ya gevsek baglanan tiirevler elde edilerek, polimerizasyon baglatma 6zgiilliigii artirilmus,
istenmeyen PZT tirtinleri engellenmigtir. Kalip olarak RNA kullanilarak niikleik asit dizileri gogaltulmak
istenirse, 6nce ters transkriptaz (reverse transcriptase; RT) enzimi ile tek zincirli DNA olusturulup sonra
PZT ile bu ¢ogalulabilmektedir. Kullanimdaki RT enzimleri yiiksek sicakliga dayanikli olmadigindan
iki agamali bir ¢ogaltma uygulanmasi gerekmektedir. RT ozelligi olan sicakliga dayanikli Tth polimeraz
enziminin kullanilmasi, tek asamada PZT ile dogrudan RNAdan ¢ogaltma yapilmasini saglamugtir’.

PZT’nin ozgilligii, temel olarak primerlerin sadece kendilerine 6zgiil DNA dizisine baglanmast ve
polimerizasyonu buradan baglatmasi ile saglanmaktadir. Ozgiil olmayan, istenmeyen bolgelere baglan-
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malar, istenmeyen gogaltma iiriinlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ozgiil olmayan baglanmalar, Mg'"
derisiminin gereginden daha yiiksek olmasi, primerlerin birden fazla baglanma bélgesi bulunmasi, pri-
mer baglanma derecesinin olmasi gerekenden diisiik tutulmast gibi nedenlerle olabilmektedir. Her ne
kadar primer baglanma derecesi, primerdeki 4GC+2AT (primerdeki G ve C’lerin toplam sayisinin 4 ile
carpimi ve A ve T’lerin toplam sayisinin iki ile carpilmast ile elde edilen sayilarin toplami) formiili ile
hesaplanabilse de, PZT ilk kez ger¢eklestirilecegi zaman en uygun baglanma sicakligini bulmak igin farkls
sicakliklarda deneme yapmak gerekebilir. Ozgiil ve etkin bir gogaltma igin primer baglanma sicaklikla-
rinn birbirine yakin olmasi gerekmektedir. Farkli oldugu durumda, baglanmay: garanti edebilmek igin,
dongiilerde, baglanma sicaklig diisitk olan primere uygun sicaklik kullanilmalidir'>?.

Mg** hem primerlerin baglanmasi hem de polimerazin kofakedrii olarak caligmasi nedeniyle, hangi
derisimde Mg** kullanildiginda iyi sonug alinacagini kestirmek giictiir. Bu nedenle bir bolge i¢in ilk defa
PZT yapilacak ise farklt Mg** derisimlerinde deneme yapilmasi mutlaka gereklidir. Biz calismalarimizda
bu iki farkli etkiye bagli olarak genelde iki farkli derisimde en iyi cogaltmanin gergeklestigini gozlemle-
mekte, bunlardan bir tanesini ¢cogaltma i¢in se¢mekteyiz.

PZT’nin tanimlanmasindan sonra 25 yili agkin siirede milyonlarca uygulama yapilmasina karsin, yeni
deneyimler ve gelistirilen yeni enzimler, daha birgok yeni uygulamanin kapisini aacak gibi gériinmek-
tedir.
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PZT’DE KULLANILAN POLIMERAZ; OZELLIKLERI VE KULLANIM AMACLARI

Uzm. Bio. Sinem Oktem
Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lstanbul.

Kary Mullis tarafindan 1980’li yillarda gelistirilen Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT) genetik
calismalarin ivmesini artiran en 6énemli tekniklerden biridir. PZT bir cesit in vitro klonlamadir. PZT
ile bir hedef DNA pargasindan milyonlarca DNA molekiilii cogaltmak miimkiindiir. Bir PZT déngiisii
icin gerekli olan bes ana madde vardir: (1) DNA 6rnegi, genelde genomik DNA; (2) cogalulacak bolgeyi
sagdan ve soldan gevreleyen bir cift sentetik primer; (3) deoksi-niikleotit-trifosfatlar (ANTP); (4) yiiksek
sicakliga dayanikli DNA polimeraz enzimi; (5) uygun pH ve iyon kosullarini saglayan tampon ¢ozelti
ve magnezyum iyonlar1 (Mg™). Bu bes ana madde igerisinde yer alan polimeraz enzimlerinin gorevi,
var olan DNA zincirlerinin her birini tek tek kalip olarak kullanip, primere yeni bazlarin eklemesini
katalizleyip kontrol ederek yeni olusacak DNA zincirlerini sentezlemektir. PZT i¢in ¢ogu zaman DNA
polimerazlar kullanilir. Bu amag i¢in kullanilan polimerazlarin yiiksek sicakliga dayanikli olmasi ve hata
diizeltme iglevinin olmasi gereklidir. Bu ytizden 7hermus aquaticus gibi yiiksek sicaklikta yasayabilen can-
lilarin DNA polimerazi veya onun yapay tiirevleri kullanilir. DNA polimerazlar birbirlerinden niikleotit
ekleme hizlari, yarllanma émiirleri, sicaklik tolerans farkliliklari, ekzoniikleaz zelliklerinin olup olma-
mast gibi yonleriyle ayrilirlar. “Hot-start” (ilk 1sitmadan sonra galigmaya baglayan) DNA polimeraz en-
zimleri, 6zgiil olmayan {irtin olusumunu engellemesi, yiiksek sicakliklara dayanabilmesi, diisiik birlesme
sicakliklarinda da calisabilmesi gibi nedenlerle tercih edilmektedir. Enzim tiiriiniin segimini, yapilacak
cogaltma kosullart belirler. PZT de bir tek enzim kullanildigs gibi kombinasyon da olusturulabilir.

DNA Polimeraz Enzimleri

Holoenzim yapisinda (birden ¢ok protein alt birimden olusmus enzim) olan DNA polimeraz enzim-
leri tek iplik¢ikli bir DNA’ya baglanarak DNA ikilesmesini baslaur. DNA polimeraz, yeni uzayan bir
iplik¢igin sadece 3’ ucuna serbest niikleotitler baglayabilir. Bunun sonucu olarak yeni iplik¢igin uzamast
5’ - 3’ yoniinde olur. Bilinen DNA polimerazlar arasinda, yeni bir zinciri tamamen baglangigtan olus-
turma yetenegi olan yoktur. DNA polimeraz sadece mevcut bir 3’-OH grubuna bir niikleotit ekleyebilir,
ve dolayisiyla ilk niikleotidi ekleyebilecegi bir baglaticiya (“primer”e) gerek duyar. Primerler RNA ve
DNA bazlarindan olusabilir. Hiicre i¢indeki primer RNAir, ve primaz adli bir enzim tarafindan iiretilir.
Helikaz adu verilen bir enzim ise, ¢ogalma sirasinda DNA'nin ikili sarmalini ters yonde burarak gevsetir
ve onun tek iplikgikli bir sekil almasini saglar. Boylece DNA, yar1 sakli ikilesmeye hazir hale gelir. Hata
onarimt, bazi polimerazlarin bir 6zelligi olmakla beraber hepsinde goriilmez. Bu siireg, yeni sentezlenen
DNAdaki hatalari diizeltir. Hatali bir baz cifti farkedilince, DNA polimeraz yoniinii degistirip bir baz
cifti geriye gider. Enzimin 3’ - 5’ yonde ekzoniikleaz aktivitesi hatali bazlarin kesilip ¢ikartilmasini saglar.
Bazin ¢ikarulmasindan sonra polimeraz dogru bazi uzayan zincire ekler ve ikilesme devam eder.

Taq DNA Polimeraz

Taq polimeraz, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen DNA polimeraz enzimidir. Taguaticus,
termofilik bir bakteridir. Kaplica ya da jeotermal bolgelerde yasar. Taq polimeraz enzimi, PZT de kul-
lanilan, yiiksek sicakliklara (94°C) dayanabilen bir enzimdir. Bu enzim, 5°—3’ ekzoniikleaz aktivitesine
sahiptir; 3’5’ ekzoniikleaz aktivitesi yoktur.

DNA polimeraz enzimleri bir DNA sentezleyebilmek icin komplementerini sentezleyecegi bir kalip
DNA molekiiliine, substrat olarak dNTP’lere ve kalip zincirine eglesmis primerin 3> OH grubuna ge-
reksinim duyarlar. Enzim bu bilegenlerin bir araya geldigi uygun tampon sisteminde sentezi 5’ ugtan 3’
uca dogru baglatr. Primerlerin serbest 3’ hidroksil grubuna ortamdaki dNTPlerin niikleofilik etkileri
nedeniyle fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir. Yiiksek deri-
simlerde enzim kullanimi, 6zgiil olmayan baglanmalara yol agabilecegi gibi, diisiik derisimler de enzimin
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caligma aktivitesini diiserebilmektedir. Taq polimeraz 72°Cde 10 saniye icerisinde 1000 baz iftlik bir
kalip DNA’y1 ¢ogaltabilmektedir. Taq polimerazin hata payinin 9000 niikleotitte 1 oraninda oldugu
calismalar ile gosterilmistir.

Taq Polimeraz Tiirevleri

Rekombinant DNA teknolojisi ile degisiklik yapilarak Taq polimeraz enziminin bir iki aminoasit de-
gisiklik gosteren farkli tiirevleri elde edilmistir. Bu enzimlerin Taq polimeraza gore bazi tstiinliikleri
bulunmaktadir.

Yiiksek Giivenirlikli Taqg DNA Polimeraz

Yiiksek giivenirlikli (Dream Taqg DNA polimeraz, Fermentas, gibi) enzimler, tiim standart PZT uy-
gulamalart i¢in Tag DNA polimeraz enziminden gelistirilerek optimize edilmis DNA polimeraz enzim-
leridir. Taq polimeraza gore daha duyarli ve daha biiyitk DNA parcalarinin (6 kilobaza kadar genomik
DNA, 20 kilobaza kadar viral DNA) sentezlenmesini saglamaktadirlar. Dream Taq kullanilan PZT lerde,
tepkime kogullarinin optimizasyonuna gerek duyulmaz. Dream Taq ile beraber kullanilan Dream Taq
tamponu, PZT karigiminda 2mM MgCl, olacak sekilde optimize edilmistir. Kendi deneyimlerimiz, bu
derisimde Mg** ile kalip DNA'nin tiiriine bagli olmaksizin ¢ogaltmanin iyi gerceklestigini gostermistir.
Enzim, 3’°OH ucunda Adenin uzantist bulunan ve dUTP ile birlesmeyen PZT trtinleri olusturur.

Herculase® DNA Polimeraz

Herculase® (Stratagene, ABD) DNA polimeraz, uzun ya da GC'den zengin DNA dizilerini cogaltmak
icin tasarlanmistur. Herculase® DNA polimeraz; “Herculase® gelismis” ve “Herculase® Hotstart” DNA
polimeraz olmak {iizere iki bicimde bulunmaktadir. Bu her iki tiir de, yiiksek giivenirlikli Pfu DNA po-
limeraz, Taq DNA polimeraz ve bir arkebakterinin polimeraz giiclendirme (“ArchaeMaxx®)-enhancing”)
faktoriiniin kombinasyonu ile elde edilmistir. Bu kombinasyon ile ortaya ¢ikan iiriin 0.1 — 48 kilobaz
biytikliigiindeki DNA parcalarini ¢ogaltmak i¢in kullanilmaktadir. Cok biiyiik ve GC'den zengin DNA
parcalarinin ¢ogaltilmasi, bu enzimle oldukea basarili olarak gerceklestirilmistir.

SureStart Taq DNA Polimeraz

SureStart Taq DNA polimeraz (Stratagene, ABD), Tag DNA polimerazin rekombinant formu olan bir
“hot start” polimerazdir. SureStart Taqg DNA polimeraz, PZT iiriinlerinde yasanan arka-alan kirliligini
onleyip triinlerin ¢ogalmasini kuvvetlendirmekeedir. SureStart Tag DNA Polimeraz, ilk kez 92-95°C’ye
isitilana dek aktivite gostermemekreedir. PZT dongiilerine, 92-95°C’de 9-12 dakika bir baslangic dén-
giisii eklenerek SureStart Tag DNA polimeraz aktif hale getirilmektedir. 100 ile 2000 bazgifti boylar:
arasindaki DNA parcalarini ¢ogaltmak i¢in kullanilabilmekeedir.

Pfu DNA Polimeraz

Pfu DNA polimeraz, hipertermofilik bir arkea olan Pyrococcus furiosusdan elde edilmektedir. Taq po-
limeraz ile ayni1 goreve sahip, ancak sahip oldugu kopya dogrulama (proof-reading) ozelligi sayesinde on-
dan bir adim 6nde olan bir polimeraz enzimidir. Taq polimeraz bu tiir bir kontrol islemi icermediginden
DNA’nin kopyalanmas sirasinda yapilan yanligliklar diizeltilmez ve bu hatalar sonradan olusturulacak
klon DNA'lara aktarilabilir. Pfu polimeraz, 3’ - 5 ekzoniikleaz aktivitesi ile kopyalama sirasinda meydana
gelecek yanligliklari geri doniip diizeltebilir. Sahip oldugu bu kontrol 6zelligi ile Taq polimeraza gore daha
giivenilir sonuglar verir. Pfu polimeraz'in 1.3 milyon bazda 1 hata yapugi varsayilmakreadir. (Kiyaslama
icin: En kiigiik otozomal kromozom olan 21. kromozomda 47 milyon baz bulunur.) Ancak bu 6zelligi
aynit zamanda kopyalama islemlerinin daha yavas islemesine neden olmaktadir. DNA kopyalanmasinda
her bir dongii (cycle) igin 72°Cde 1-2 dakika bekletme gerekmektedir. Ayrica kiint uglu (blunt) DNA
tirtinlerinin olugmasina neden olur. Deneysel ¢alismalarda Taq polimeraz ile birlikte kullanilabilmektedir.
Bu sayede Taq polimeraz'in hizi kullanilirken, Pfu polimeraz ile diisiik hatali iiriinler elde edilebilir. En-

36 15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

zim, arkea kaynakli oldugu icin yiiksek sicakliklara dayanabilmektedir. Nitekim enzimi tireten Pyrococcus
Sfuriosus’un optimum yasam sicakligi 100°C civaridur.

Tsp DNA Polimeraz

Tsp DNA polimeraz (Platinum® GenotypeTsp DNA polimeraz, Invitrogen), genetik olarak tasarlan-
mis, “Hot Start” PZT de kullanilmak tizere anti-Tsp antikorlari ile birlestirilmis bir sicakliga dayanikli
polimeraz enzimidir. Genotip saptama tepkimelerinde, tekrarlayan diniikleotid bolgelerinde gogalma i¢in
ozellikle tasarlanmistir ve islevsel olarak da test edilmistir. 3’ ve 5 ekzoniikleaz aktivitesi yoktur. Standart
Taq polimeraz enzimlerinin kullanildigi PZT kosullarina uygun olarak tasarlandigindan bu tepkimeler
icin kullanilabilmektedir. GenotypeTsp DNA polimerazin kalip DNA’ya tam uyumlu olmayan bolgelere
ekleme yapmasi, Taq polimeraza kiyasla 6nemli 6l¢iide azalulmugitir. Taq polimerazin, uygunluk goster-
meyen niikleotitleri PZT tirtinlerine ekleme egilimi bulunmaktadir. Fazladan niikleotit ekleme 6zelligi,
Tsp DNA polimerazda %90 oraninda azaltulmistir. Tsp DNA polimerazin 500 baz ¢iftinden biiyiik DNA
parcalarini gogaltmak i¢in uygun olmamasi dezavantajlarindan birisidir.

Tth polimeraz, Thermus thermophilusdan izole edilmis bir polimeraz enzimidir. Tth polimeraz da ¢ok
ozgiil olup, DNA'ya bagimli DNA polimeraz aktivitesinin yani sira, RNA'ya bagimli DNA polimeraz
aktivitesi de (tersine transkriptaz) gostermektedir. Bu ydnden Tth polimerazin Taq polimeraza tistiinliigii
bulunmaktadir. Tersine transkriptaz aktivitesi manganez iyonlart varliginda en hizli 70°C'de gergeklesir-
ken, DNA polimeraz aktivitesi magnezyum iyonlar: yardimu ile 74°C'de ortaya ¢tkmaktadir.

Klenow Pargasi

Klenow pargast, E.coli’den elde edilen DNA polimeraz I'in, Bacillus subtilisden edilen subtilisin pro-
teazi ile enzimatik olarak kesilmesi sonucunda elde edilen biiyiik bir protein parcasidir. E.colfden elde
edilen DNA polimeraz I'in 5> — 3’ ekzoniikleaz aktivitesi bazi uygulamalar i¢in uygun olmayabilmek-
tedir. Bu gibi uygulamalarda tercih edilen Klenow parcasinin ise 3’5’ ekzoniikleaz aktivitesi bulun-
mamaktadir. Bu 6zelliginden dolay: tek zincirli kalip DNAdan ift zincirli DNA sentezleme, DNA dizi
analizi, radyoaktif DNA proplari hazirlama ve kiint uglu kalip DNA olusturma gibi uygulamalarda kul-
lanilmaktadir.
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PZT’DE COGALTMA OZGULLUGUNUN SAGLANMASI

Bio. Nihan Aytekin
Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lstanbul.

Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT), DNA icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasin-
daki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimedir. Yontem basit olarak, tiip
icerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasini saglar. Bir ¢esit “in vitro klonlama” olarak da
tanimlanan PZT, 94-98°C araliginda gerceklestirilen ayrilma (denaturation), 37-65°C araliginda gercek-
lestirilen birlesme (annealing) ve 72°C'de gergeklestirilen uzama (polymerization) agsamalarindan olusur
ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmast ile DNA ¢ogalmasi saglanur.

Polimeraz zincirleme tepkimesi 6zgiil bir reaksiyon olmakla birlikte, zaman zaman beklenmeyen ¢o-
galtma Uriinleri ortaya ¢ikmaktadir. Bunun nedenleri arasinda; genellikle primerlerin 6zgiil olmayan
birlesmeleri, tam uyumlu olmadan polimerizasyonu baglatmalari, polimeraz enziminin performansini
etkileyen magnezyum iyon derisimi ve primerlerin uygun DNA bolgesine baglanmalarini saglayan sicak-
lik déngiileri sayilabilir. Ozgﬁllijk, alel 6zgiil PZT gibi uygulamalar i¢in 6nemlidir. Bu yazida, PZT nin
ozgilligliniin saglanmast i¢in kendi ¢alismalarimizla degerlendirdigimiz kosullar 6zetlenmektedir.

Farkli Taq Polimerazlarin Ozgﬁllﬁgﬁnﬁn Aragtirilmasi

Polimeraz zincir tepkimesinde en yaygin olarak Taq polimeraz kullanilmakrtadir. Bizim ¢aligmalarimizda
Taq polimeraz kullanildiginda, bu enzimin primerlerin 3” ucunda tek ve hatta iki niikleotit eglesme bo-
zuklugu olsa da polimerizasyonu baglatabildigi ve o bélgeden ¢ogaltma {iriinii olustugu gozlemlenmistir.
Kuramsal olarak, enzimin bu hatay1 bir déngiide milyonlarca kopya kalip DNA tizerinde bir kez yapmasi,
bu ¢ogaltma icin yeterli olmaktadir. Ciinkii bir kez olusturulan bu hatal: {iriin sonraki dongiilerde 6zgiil
iirtiinden farksiz olarak PZT ile ¢ogaltilacaktir. Ozgiilliigii saglayabilmek iin farkli 6zellikleri olan polimeraz
enzimleri denenmigtir. Bu denemelerde 6ncelikle Herculase (Stratagene, ABD) DNA polimeraz kullanil-
mustir. Herculase, uzun ya da GCden zengin DNA dizilerini ¢ogaltmak icin tasarlanmis olup, 0.1-48
kilobaz biiyiikliigiindeki DNA parcalarini ¢ogaltmak icin kullanilmaktadir. Herculase ile yapilan cesitli
denemeler sonucunda, bu enzimin 8zgiilliigii arurmadigy, farkli denemeler sonucunda istenmeyen birgok
yerde 6zgiil olmayan gogalmalarin gerceklestigi goriilmiistiir. Istenilen DNA dizileri, hem uzun hem de kisa
oldugu halde, bilinenin aksine bu enzim ile uzun dizili DNA bélgesinde bile 6zgiilliik elde edilememistir.
Bunun iizerine Pfu DNA polimeraz (Stratagene, ABD) enzimi ile farkli denemeler yapilmis ve tepkime-
mizde istenilen 6zgiilliigiin saglanmasina ¢alistimistir. Bu enzim hipertermofilik bir arkea olan Pyrococcus
Sfuriosusdan elde edilmektedir. Pfu DNA polimeraz, Taq polimeraz ile ayn1 géreve sahip, ancak “proof-
reading” (kopyalama kontrol) 6zelligi sayesinde ondan bir adim 6nde olan bir polimeraz enzimidir. Taq po-
limeraz bu tiir bir kontrol islemi icermediginden DNA'nin kopyalanmasi sirasinda yapilan yanligliklar dii-
zeltilmez ve bu hatalar sonraki déngiilerde ¢ogaltilan DNA molekiillerine aktarilabilir. Buradaki amacimiz,
enzimin kopyalanan bélgeyi kontrol etmesinden yararlanip uygun olmayan baglanmalarin engellemesidir.
Ancak Pfu DNA polimeraz ile de istenilen 6zgiilliige ulasilamamistir. Calismamiza Platinum’ GenotypeTsp
DNA polimeraz (Invitrogen) ile devam edilmistir. Platinum” GenotypeTsp DNA polimeraz genetik olarak
tasarlanmus, ilk 1sitmadan sonra baglayan “Hot Start” PZT’de kullanilmak {izere anti-Tsp antikorlart ile
baglanmis bir enzimidir. 3’ ve 5" ekzoniikleaz aktivitesi yoktur. Platinum” GenotypeTsp DNA polimerazin
500 baz ciftinden biiyiik DNA parcalarint ¢ogaltmak icin uygun olmamasi dezavantajlarindan birisidir.
Bu enzimin, birlestirilmis sicaklikta baglama 6zelliginin, hatali baglatmalari engelleyebilecegi diisiintilmiis-
tiir. Ancak yapugimiz calismalarda istenilen diizeyde 6zgiillikk elde edilememistir. Calismalarimiz, Dream
Taq polimeraz (Fermentas)’in denenmesiyle devam etmistir. Bu enzim, Taq polimerazin amino asit dizileri
degistirilerek elde edilmis bir tiirevidir. Polimerazasyon bolgesine baglanmasi zayiflatlarak 6zgiilliigtiniin
arurildigy digtiniilmekeedir. Yapugimiz calismalar, bu enzimin sicakliga dayanikli polimerazlar igerisinde
ozgiilliighi en iyi saglayan enzim oldugunu gostermistir.
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PZT Tepkimelerinde Magnezyum Derigiminin Optimizasyonu

PZT tepkimelerinde magnezyum iyonu (Mg™) derisimi ¢ok 6nemlidir. Mg™ derisimi arttik¢a pri-
merlerin kalip DNA’ya baglanmasi kolaylagir, DNA zincirlerinin birbirinden ayrilmasi ise zorlasir. Mg™,
DNA polimeraz enziminin de kofaktériidiir. Enzimin iyi ¢alisabilmesi i¢in magnezyum derigsimin uygun
bir aralikta olmasi gerekir. Mg** derisimi uygun olmayan PZT karigimlarinda, DNA ¢ogalmasi sagla-
namadig1 gibi, primerlerin 6zgiil olmayan bélgelere baglanarak istenmeyen ¢ogaltma iiriinlerini ortaya
cikarmasi da soz konusu olabilmektedir. Yapmus oldugumuz ¢aligmalarda, farkli enzimler, farkli PZT
kogullar1 ve farkli tasarimdaki primerler ile farkli derisimlerde Mg diizeyinin optimizasyonu denen-
mistir. Calismalarimizda, Mg derisiminin PZT {izerindeki etkisinin her kosulda farklilik gosterdigi
gozlemlenmistir. Ancak Dream Taq polimeraz enzimi digindaki diger enzimler ile yapilan ¢alismalarin
bir ¢ogunda ozgiilliik saglanamamistir. Kogullarin farkliligina gére Mg konsantrasyonu arttika ya da
azaldik¢a tepkime sonucunda olusan iiriinler azalmis, bazi durumlarda herhangi bir degisiklik olmamig
ya da ¢ogalmasi istenen bolge 6zgiil olmayan bir sekilde cogalmustir. Sonug olarak, Mg derisiminin
optimize edilmesinin, ¢ogaltma etkinligini degistirmekle birlikte, dzgilliigiin saglanmasinda tek bagina
yeterli olmadig diistintilmusgtiir.

Sicaklik Déngiilerinin Degistirilmesi

PZT nin gerceklestirilebilmesi i¢in klasik olarak deney tiiplerine ii¢ farkli sicakliktan olusan, sicaklik
dongiileri uygulanir: (1) Kalip DNAnin zincirlerinin birbirinden ayrilmast i¢in 95°C, (2) primerlerin
kalip DNA’ya baglanmast icin, primerin GC/AT oranina ve uzunluguna gore degisen 48-72°C, (3) DNA
polimerizasyonu i¢in Taq polimerazin en hizli calisugt sicaklik olan 72°C. Yapugimiz calismalarda, poli-
merizasyonun gergeklestigi 72°Clik sicaklik basamaginin ortadan kaldirilmasinin, PZT nin 6zgilltigiinii
onemli 6lgiide arurdig gozlemlenmistir. Tepkimelerin 64°C ve 95°C gibi iki sicaklikli dongiiler seklinde
uygulanmasinin, 6zgiil olmayan primer baglanmalarindan kaynaklanan ¢ogalmalari ortadan kaldirdig:
belirlenmistir. Bu durum, enzimin en hizli ¢alisuigt 72°C’de primer kalip DNA’ya tam uymasa da polime-
rizasyonu baglatugini diistindtirmistiir.

dNTP Diizeyinin Optimizasyonu

Polimeraz enziminin polimerizasyonu baglatma etkinliginin, ortamdaki dNTP derisimine bagli ola-
bilecegi diistincesiyle, ¢alismalarimizda farklt ANTP derisimlerinde PZT nin ozgiilliigii arasturilmisur.
Normalde PZT karisgtminda 2mM olarak kullanilan dNTP derisimini, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 ve 4 mM
diizeyinde kullanarak denemeler yapilmis ve ANTP derisiminin artirilmast ya da azalulmasinin ¢ogaltma-
y1 bozdugu, buna karsin 6zgiilliigii saglamadigt belirlenmistir.

Primer Derisimlerinin Azaltilmas:

Primer derisiminin yiiksek olmast zaman zaman 6zgiil olmayan ¢ogaltma {iriinlerinin ortaya ¢tkmasina
neden olabildiginden, ¢alismalarimizda, primer derigimi azaltilarak DNA ¢ogaltmasi bozulmadan isten-
meyen iriinlerin ortadan kaldirilip kaldirilamadigt arasurilmistir. Primer derisimleri 20, 10, 5, 2.5 ve
1.25 pM olacak sekilde hazirlanarak denemeler yapilmis ve normal primer derisimi ile 6zgiil tiriin elde
edilirken, primer derisimi diistitkge cogaltma {iriintiniin de azaldig1 ve ortadan kalkug: tespit edilmistir.
Bu deney sonucunda, primer derisimini azaltmanin, 6zgiil olmayan ¢ogaltma sorununu ¢6zmedigi kani-
sina varimustir.

Primer Tasarimi ve Optimizasyonu

Bilindigi gibi primerler, 6zgiil gen bélgelerine gore tasarlanan, PZT de istenilen gen bolgesinin ¢ogal-
masini saglayan, sentetik olarak tiretilmis kisa, tek iplikli niikleotit polimerleridir. Yapmis oldugumuz
calismalarda tek niikleotit farklhiliklarina gore her tepkime igin ayri primerler sentezlenmis ve her bir
tepkime sonucunda, primer bolgeye tam uyumluluk gésteriyor ise cogalma olmasi beklenmistir. Ancak
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PZT’den elde edilen ariinler jel elektroforezi ile incelendiginde, beklenmeyen ¢ogalmalarin ortaya ¢ik-
gt goriilmiistiir. Primerler 6zgiil cogaltma yapacak sekilde yeniden tasarlanmaya ¢alisilmustir. Ik ola-
rak tasarlanan primerler saflagtirilmis olarak tekrar sentezlettirilmistir. Uygulanan farkli PZT kosullari
sonucunda, saflastirilmig primerler ile de PZT de istenilen ozgiillitk elde edilememistir. Tkinci asgamada
primerlerin 3" ucuna yakin bélgelerinde normal niikleotitler 5 adet inozin ile degistirilmistir. Bilindigi
gibi inozin, normal niikleotit yapisinda olan ancak hidrojen bagi yapacak yan gruplart bulunmayan bir
niikleotittir. Inozinlerin eklenmesindeki amag, primerin 3’ ucunun baglanmasini zayiflatmak ve DNA
dizi uygunsuzlugu olursa, primerin buradan ayrilmas ile istenmeyen ¢ogalmalari engellemektir. Primer-
lerin bu sekilde diizenlenmesi, bazi istenmeyen gogalmalart ortadan kaldirmasina ragmen, yine de birgok
tepkime karigiminda istenmeyen ¢ogaltmalarin siirmesini engelleyememistir. Bunun tizerine, bir tepki-
me karigimi icin farkli primer modelleri denenmesine karar verilmistir. Farkli bolgelere farkli sayilarda
inozinler yerlestirilerek ¢ok sayida primer tasarlanmigtir. Bu primerler farkli PZT kosullarinda denenmis
ve bir gogunun istenilen 6zgiilliigii saglayamadigr gorilmistiir. Primerler igerisinde, 3’ ucundaki zgiil
niikleotit sayst 7, bunun gerisinde 6 inozin bulunan primerlerin, 6zgilligi en iyi sagladig: belirlenmis-
tir (Orn. 5°- A GTG GCG AAC GGG TGA GII II IGT GGG TG -3°). Bu primerler ile dizisi tam
uygunluk gosteren suglarin hepsi cogaltma tirtinii olustururken, primerin 3’ ucunda 1 veya 2 niikleotit
uyumsuzluk gostermesi, ¢ogaltma tiriinii olusumunu tamamen ortadan kaldirmistir. Tiim bu deneyler
sonucunda 6zgiil gogaltma tiriinii olusturan primerlerin 3" ucunda 7 6zgiil niikleotit bulunmasi, bunla-
rin yaninda 6 inozin bulunmasi, 5’ ucunda ise inozinlere komsu 6zgiil 20-25 kadar niikleotit bulunmasi
gerektigi anlagilmistr.

Cogalma Kontroliiniin Ozgiilliik Uzerine Etkisi

PZT reaksiyonlarinda, ortamda primerlere uygun DNA bulunmamasi, 6zgiil olmayan triinlerin ¢o-
galmasina yol agabilmektedir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak, cogalma kontrolii eklenmesinin, tepkime-
lerin 6zgtlliigii tizerine etkisi aragturilmistir. Yaptigimiz calismalar sonucunda, ¢ogalma kontroliiniin,
asil hedef bolgede primer uyumsuzlugu olmast durumunda, bu bolgeden ¢ogalmay: engelledigi, boylece
hedef bolgeden ¢ogalma ozgiilligiinii artrdigr saptanmistr.

Tek Niikleotit Farkliliklar: Ayirabilen Ozgiil PZT

Calismalarimizda elde edilen verilere gore, tek niikleotit farkliliklart ayirt edebilen PZT igin dnerilen
uygulama ve kosullar asagida 6zetlenmistir.

Primerlerin 3" ucundaki niikleotit, kalip DNAda tek niikleotit dizi farkliligs arastirilan niikleotite kar-
stlik gelecek sekilde tasarlanmalidir.

Primerin 3’ ucunda kalip DNA’ya uygun 7 niikleotit, bunun gerisinde 6zgiil baglanmay1 kontrol eden
6 inozin, bunun da gerisinde 5’ uca dogru 6zgiil baglanan yaklagitk 20-25 niikleotit bulunmalidir.

PZT karigimlarindaki en uygun magnezyum derisiminin, dzgiil ¢ogaltmay: saglayan derisim olmasi
icin, farkli derisimlerde denemeler yapilarak bu saptanmalidur.

PZT tepkimelerinde yiiksek giivenilirlikli (high fidelity) polimerazlar kullanilmalidir.

Polimerizasyon sicakliligr 72°C’den disiik olmali, en iyi ve en 6zgiil cogaltmay1 gergeklestiren polime-
rizasyon sicakligr deneylerle belirlenmelidir.

Tepkimelerde ¢ogaltma kontrolii kullanilmalidir. Bu, hem tepkimenin calisugini gosterir hem de 6zgiil
olmayan ¢ogaltmalar: engeller.
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PANEL 2 CLOSTRIDIUM DIFFICILE ENFEKSIYONLARINDA SON DURUM

C. DIFFICILE ENFEKSIYONLARININ MiKROBIYOLOJIiK TANISINDA
YENILIKLER

Yard. Dog. Dr. Melda Sinirtas
Uludag Universitesi Top Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Bursa.

Antibiyotige bagli pseudomembranéz kolit ve hastane kaynaklr diyarelerin en sik rastlanan etkenle-
rinden olan Clostridium difficile nin hizli ve dogru tanisi; hasta bakimi, enfeksiyon kontrolii ve etkin bir
stirveyans i¢in ¢cok onemlidir.

C.difficile enfeksiyonlarinda dogru bir mikrobiyolojik tani i¢in 6ncelikle dogru 6rnek kullanilmalidir.
C.difficile ile iliskili hastaliklarin tanisinda, yeni alinmig sulu diski 6rnegi tercih edilmeli, siirtintii 6rnek-
leri kullanilmamalidir. Ornekler agz1 sikica kapanan, sizdirmayan ve disaridan oksijen almayan tagima
kaplari ile laboratuvara gonderilmelidir. Bakterinin vegetatif formu ve sporlari, transport ve saklama ko-
sullarindan ¢ok fazla etkilenmezken; 6zellikle toksin aragtirmasina yonelik tant testlerinde ortam isisi
ve bekleme siiresinin test sonuglarint etkileyebilecegi unutulmamalidir. C.difficile tanisinda ayni giinde
birden fazla 6rnek ile test tekrarinin maliyeti arturmak disinda faydas: bulunmadigindan, giin i¢inde gelen
birden fazla 6rnek laboratuvar tarafindan kabul edilmemelidir. C.difficile tanisi alan hastalarda iyilesme-
nin takibi klinik degerlendirme ile yapilmalidir.

C. difficile ve toksinlerinin saptanmasina yonelik cesitli testler gelistirilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. C.difficile hastaliklarinin tanisinda siklikla kullanilan testler (Kaynak 1’den uyarlanmistir)

Test edilen Yéntem Avantajlari Dezavantaijlari
Organizma Toksijenik kultir ~ Duyarl, 6zgul Uzun zaman alir. Etkinligi laboratuvarlar arasinda degiskendir.
Uretilen suslarin toksin Uretip Gretmedikleri mutlaka
degerlendirilmelidir.
GDH Lateks Hizli, basit Duyarliigr diisuktur. Toksin Ureten ve Uretmeyen suslari
aglitinasyon ayiramaz.
Membran EIA Hizl, basit Duyarliigi yUksektir. Toksin Ureten ve Uretmeyen suslari
aylramaz.
Toksin B Hucre kaltara Duyarli, 6zgul 24-48 saat sonra sonug verir; toksin B inaktive olabilir. Yanhs
negatif sonuglar alinabilir.
Real-time PZR Duyarli, 6zgdil, Maliyeti ylksektir.
hizl
Toksin A EIA Hizl, basit Duyarlilik ve 6zgilligu degiskendir. A/B* izolatlar tanimlamaz.
Membran EIA Hizli, basit Duyarlilik ve 6zgilligu degiskendir. A/B* izolatlari tanimlamaz.
Optik Hizli, basit ElA’ya gore duyarlihgr disuktur.
immunoassay
Toksin A ve B EIA Hizli, basit Duyarlilik ve 6zgilligu degiskendir. A/B* izolatlar saptar.
Membran EIA Hizli, basit Duyarlilk ve 6zgulligu degiskendir. A/B* izolatlan saptar.
Toksin A, Bve GDH Membran EIA Hizli, basit Duyarlihgr yuksektir. A/B* izolatlar saptar.

GDH: Glutamat dehidrogenaz; EIA: Enzim immunoassay; PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

Laboratuvar tanida altin standart, diskidan C.difficile' nin kiiltiir ile izolasyonu ve tiretilen etkenin tok-

sijenik olup olmadiginin aragtirilmasi prensibine dayanan sitotoksijenik kiiltiir ydntemidir. Laboratuvar
uygulamasindaki zorluklar ve testin sonuglanma siiresinin uzun olmasi, bu yéntemin rutin laboratuvar
caligmalarinda kullanimini sinirlamaktadir. Giintimiizde toksin A, toksin A+B ve glutamat dehidrogenaz
(GDH)’1n bakildigt enzim immunoassay (EIA) yontemleri; toksin A+B, GDH, toksin A+B+GDH’in
bakilabildigi immunokromotografik yontemler; uygulamalarinin kolay olmasi ve kisa siirede sonuglan-
malari nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir.
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Amerikada C.difficile tanisinda, 2004 yilinda laboratuvarlarin %42’sinde EIA yontemi ile toksin A ve
B’nin bakildigini; %26’sinda ise hizli immunokromotografik testler ile toksin A/B ve/veya GDH bakildi-
gin1 gormekteyiz. 2008 yilinda ise hizli immunokromotografik testlerdeki gelismelere paralel olarak, bu
yontemin kullanilma oranlar1 %46’lara ¢tkmistr. Her iki ddnemde de sitotoksin notralizasyon testlerinin
cok stk kullanilmadigs; 2004 yilinda % 5 olan kullanilma oranlarin 2008 yilinda %1 e kadar diisttigii go-
riilmiistiir’?. Ulkemizde yapilan degisik arastirmalarda %3-16 arasinda degisen C.difficile pozitifliginin
EIA yontemleri ile saptandigs goriilmekeedir®.

Son yillarda C.difficile enfeksiyonlarinin sayisinda goriilen artiglar bu enfeksiyonlarin laboratuvar tanisin-
da kullanilan testlerin yeniden gézden gegirilmesine neden olmustur. Tanida kullanilan yéntemlerin avantaj
ve dezavantajlari bir arada degerlendirildiginde, duyarliligs ve 6zgiilliigii %100 olan, hizli ve kolay uygu-
lanabilir tek bir test ile sonug vermenin ¢ok da miimkiin olmadig goriilmektedir. Bu nedenle enfeksiyon
hastaliklarinin pek gogunda uygulanan tani algoritmalari C.difficile ile iliskili enfeksiyonlarin tanisinda da
kullanilmaktadir. Algoritmalar, hizli, kolay uygulanabilen, duyarlilig: yiiksek fakat ozgiilltigii biraz diisiik

olan bir yontem ile 6zgiilliigii yiiksek bir yontemin kombinasyonu seklinde hazirlanmaktadir®*.

C.difficile ile iliskili enfeksiyonlarin tanisinda 2’li ya da 3’lii tant algoritmalari kullanilabilmekeedir
(Sekil 1, 2). Cdifficile tanisinda gercek zamanli (real-time) PZR y6nteminin duyarliligt %83.6-93.4,
ozgiilligii %93.9-98.2 olarak bildirilmekte; bu yontemin tani algoritmalarinda sitotoksijenik kiiltiir ile
sitotoksin nétralizasyon yontemlerinin yerini alabilecegi ifade edilmektedir'*'4.

1. asama GDUL‘ Son rapor: C. difficile negatif ’

(GO
. +
Toksin A+B M‘ Son rapor: C. difficile pozitif ’

G,
Sitotoksisite

Notralizasyon +
3.asama || oAy ) ‘ Son rapor: C. difficile pozitif ’
g

2 asama

Vs

©)

Son rapor: C. difficile negatif ’

Sekil 1. C difficile tanisinda ti¢ asamali algoritma
| | [ |

T
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. v

N
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C. difficile pozitif C. difficile negatif
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Sekil 2. Cdifficile tanisinda 2 asamali algoritma
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Nozokomiyal C.difficile enfeksiyonlarinda, etkenin yayilimini 6nlemek ve izolasyon 6nlemlerini erken
dénemde baglatabilmek 6nemlidir. Son yillarda pahali olmasi nedeniyle rutin hizmette ¢ok fazla tercih
edilmeyen molekiiler yontemlerin, algoritmalarda onaylayici test olarak degil de, ilk ve tek test olarak
kullanilmasi giindeme gelmistir. Gintimiizde pek ¢ok hastaligin tanisinda kullanilmaya baglayan bu yon-
temlerin C.difficile tanisindaki en 6nemli sorunu ise toksinin degil, her zaman mutasyon ile degisebilecek
toksin yapan genlerin aragtiriliyor olmasidir.

C.difficile, antibiyotiklerin neden oldugu ve tedavisinde yine antibiyotiklerin kullanildigi, ad: ile
uyumlu bir sekilde tanisinda hala zorlandigimiz ve artik sadece hastane kaynakli degil, toplum kaynakl
izolatlart ile de giindemdeki yerini gliglendiren bir mikroorganizma olarak, daha ¢ok tarugilacakur.
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PANEL 3 PARAZITOLOJIK TANIDA RUTINDE KULLANILAN VE GELISTIRILMEKTE OLAN MOLEKULER TESTLER

MOLEKULER PARAZITOLOJIiNIN GELECEGI

Prof. Dr. A. Yiiksel Giiriiz
Ege Universitesi Top Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dals, Lzmir.

Molekiiler biyoloji alanindaki hizli gelisim, pek ¢ok hastalik tanisinda oldugu gibi parazit hastaliklari
konusunda da yeni tekniklerin giindeme girmesini saglamistir. Bu yontemler vasitastyla parazit epidemi-
yolojisi ile bilgiler giincellenmis, daha duyarli ve 6zgiin tani alternatifleri gelistirilmis ve ast calismalarinda
dev adimlar atulmigtir. Molekiiler tekniklerin parazitoloji alanina girdigi dénemlerden itibaren DNA
problari; siniflandirmada, tanida, patogenezde ve epidemiyolojik aragtirmalarda kullanilmaktadir. Yiik-
sek duyarlilik ve 6zgiinliigii nedeniyle ¢ok az miktardaki 6rneklerde bile etkeni gosterebilen, seroloji gibi
golgeyi degil, gercek sucluyu goriintiileyen bu yontemlere ilgi oldukca popiilerdir. Hedeflenen parazitin
yiizey antijenleri evrelere gore degiskenlik gostermekte, fakat DNA yapist hangi evrede olursa olsun sabit
kalmaktadir. Yani DNAdan yola ¢ikarak yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, vektordeki enfektif evreyi
saptamaketa, tiir ve alt tiir tayininde basari ile kullanilabilmekrtedir. Kisaca, parazitin tiiriinii, susunu,
salginlarin kékenini (su/sebze-meyve mi, et mi?) belirlemek olasidir. Tiirlerin, hatta suglarin arasindaki
farklar, klinik tabloda da cesitlilige yol acabilmekte, tedavi yaklagimlari farkli olabilmektedir. Boyle bir
ayrimun yapimasi (E.dispar — E.histolytica), gereksiz tedavileri ve hastaya yaklasimda zaman kaybini or-
tadan kaldiracak, gereksiz kiirtaji (konjenital toxoplasmosis?) engelleyecek ve erken etkin tedavinin de
oniinii acacaktir.

Bir diger molekiiler uygulama da, gen klonlamasiyla hedef parazit antijenlerinin in vitro tiretimidir.
Monoklonal antikorlar kullanilarak serolojik testler gelistirilmekte, hatta parazitin evrelerine ait (Zoxop-
lasma gondii; BAG1, SporoSAG gibi) antijenlerle bulas kaynagini ortaya koyabilecek RecELISA yapi-
labilmektedir. Bu yolla hazirlanan testlerin duyarlilik ve 6zgiinliigii ¢cok yiiksek oranlara ¢ikabilmekee,
konagin doku sivilarinda veya ¢ikartilarinda bile anlamli sonuglar elde edilmektedir. Bazi durumlarda kli-
nik érneklerin mikrolitre diizeyinde elde edilebilmesi (humor akéz, vitreus sivist gibi), arastirmacilar: bu
orneklerde de tan1 koyabilecek yontemleri gelistirmeye zorlamis ve PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu),
kullanima kazandirilmistir. Aruk pek ¢ok tam tesekkiillii laboratuvar, bu yontemi hekimlere ve arastir-
macilara yol gostermek icin kullanima sokmus ve daha hizli, daha kolay hale getirmek i¢in ¢aligmalarini
hizlandirmustur.

Pek ¢ok parazit molekiiler biyolojik yontemlerin hedefi olmasina ragmen Sitma, Toxoplasma ve Leish-
mania biraz daha 6ne ¢ikmus gibi durmakeadir. Bu giin PZR uygulamalarinda kullanilan Thermal Cycler
cihazlari ilk 6rneklerinden ¢ok farklilagmis ve ucuzlamistir. Tanida zamanin degeri konvansiyonel PZR'de
yaklagik 2 giin siiren uygulamalari artk “Real-Time Light Cycler” ile saatlerle ifade edilecek kadar ki-
saltmugtir. {lerleme sadece bununla sinirlt kalmamus, gelistirilen “dipstick” testler, saha galigmalarina ve
tarama amagh ¢alismalara biiyiik bir ivme kazandirmistr. Rfalciparum icin hazirlanan ParaSight-F testi
gibi pek cok dipstick testinin yakin bir gelecekte kullanima girecegi kesindir.

Molekiiler parazitolojideki gelismeler, ast ¢alismalarinda potansiyel antijenlerin belirlenmesi icin de
onemli déntim noktasi olmugtur. Parazitlerin degisik evrelerine ait antijenler klonlanmus, sekans analiz-
leri yapilmis ve ast calismalarinda denenmistir. Bu tekniklerin yaygin kullanimi ile bu giin milyarlarca
insani tirkiiten, halsiz birakan parazit hastaliklarinin 6nlenmesinde, yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliikte tant
konulmasinda pek ¢ok siiphe geride kalacakur.

Son 10 yilda, parazitlerin taninmasinda, tiir ayriminda molekiiler yaklagimlar olduk¢a bagvurulan
yontemlerden olmustur. Trematodlar i¢in ribozomal DNA dahili tanimlanmig ayra¢ bolgesi (internal
transcribed spacer = I'TS rDNA) olduk¢a 6nem kazanmigtir. Digenea tiirlerinde (19 aileden 155 tiir) ITS
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rDNA sekanslar1 63 ayr1 ¢alismada farkliliklar agisindan aragturilmisur. ITS dizinlerinin timi veya /757
veya 1752 tek baglarina trematod tiirlerinin ayriminda mitkemmel sonuglar vermektedir. Bunun disinda
muglak sonuglar veren bilesimleri bile ayirt edebilmektedir. Cok yakin tiirlerde bile birka¢ baz farki: sap-
tanabilmektedir. Bazen /780’in, /752den daha iyi sonug¢ vermesi degisken tekrarlayan tnitelerin /752’
de bulunmamasina baglanmaktadir. Molekiiler yontemleri kullanarak parazitlerin evrim basamagindaki
atalarini bulmak ve degisimini izlemek de olasidur.

Baz1 parazitologlar, tiirlerin tanimlanmasinda ve ayristurilmasinda molekiiler verilerin kullanilmasini
kuskuyla karsilamaktadir. Gelisen teknoloji sayesinde sorulara yol acan konularin ¢ogu ¢éziime kavus-
mustur. Molekiiler yontemlerin parazitlerin tanimlanmasinda kullanilmasi, kafa karistiran sorunlari (yas,
konak, cografi farkliliktan kaynaklanan degisiklik) ortadan kaldirmigtir. Hala devam eden sorunlar ara-
sinda, “sonuglarin kargilagtirilmasinda en uygun yéntem hangisidir” veya “sahada kullanilacak ydntem ne
olmalidir” sayilabilir.

Tiir ayriminda morfoloji, epidemiyoloji, davranis karakterleri, konak ve cografi dagilim, ¢apraz iireme,
fizyoloji ve biyokimyasal ¢alismalar dahil tiim olanaklar kullanilmaktadir. Digenea’larin gogu eriskin
morfolojisi, konaklari ve cografi dagilim géz oniine alinarak siniflanmigtir. Tek basina morfoloji pek gok
tiiriin ayriminda yetersiz kalir. Erigkin evrenin kiigiik olmasi, taksonomik karakterlerin yetersizligi veya
bu karakterlerin yeterince kesin olmamasi s6z konusu olabilir. Tiirler arast ¢ok agir1 benzerlik, fenotipik
elastisite, korunmusg veya sert kisimlarin eksikligi, genetik tiirleme ile morfolojik fark arasindaki gecen
zaman, cercaria veya metacercaria donemlerinde oldugu gibi pek ¢ok tiirde hi¢cbir morfolojik fark olma-
masi, geng evrelerin erigkin evrelerle baglantisini saglayacak morfolojik ayraclarin bulunmayist molekiiler
tekniklerin kullanimint hakli ¢ikarmakeadir.

Morfolojik olarak ¢ok benzesen tiirlerde bile, DNA bazli ydntemler sadece daha kesin degil ayni za-
manda daha da hizli sonug vermektedir. PZR gibi yontemlerin kullanima girmesiyle, geleneksel yontem-
lerle tiir ayrimi sirasinda kafalarda olusan hipotezleri test etme sanst yakalanmustir. Parazitlerin yasam
dongiileri ile ilgili daha kesin verilere ulagilmustir. Ozellikle primer dizi analizleriyle niikleotid diizeyin-
deki genetik farkliliklar ortaya konulmus, gizemli tiirlerin yasam dongiileri, tiire ait karmagik yapilari,
filocografik genetik yapilari ¢oziimlenmeye baglanmistur.

Sistematik caligmalarda molekiiler tekniklerin kullanimi 4 avantaj saglamakeadir.

Degisik genler veya ayni gendeki degisik bolgeler farkli hizla evrimlesmektedir. Pek ¢ok taksonomik
soruya filogenetik acidan cevap bulunabilir.

Genomdaki tekrarlanmayan niikleotid pozisyonlar: sistematik farki ortaya koyacak potansiyel karak-
terleri sinurlar.

DNA’nin yapist herediter olarak gegmeyen (fenotipik) varyasyonlarin bir sorun olmasinin dniine geger.
Molekiiler teknikler hizli, nispi olarak ucuz ve giivenilirdir.

Molekiiler yéntemlerin bu avantajlarinin yani sira eksikleri de mevcuttur. Laboratuvar kontaminas-
yonu, yetersiz drnekleme, genis cografi dagilimda érnekleme zorlugu, hatali tanimlamalar, sekanslama
hatalart bunlardan bazilaridir. Ayrica, geleneksel yontemlerle elde edilmis pek ¢ok verinin molekiiler
yontemlerle saglanamayacaginin da bilinmesi yerinde olacakur.
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PLASMODIUM SPP. VE ECHINOCOCCUS SPP. TANISI VE TUR AYIRIMI

Dr. Mert Déskaya
Ege Universitesi Tp Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova, Lzmir.

Sitma, disi anofel sivrisineklerinden insanlara gegen Plasmodium tiirti hiicre igi parazitlerle olusmak-
tadir. Sitma hastaliginin insanlardaki etkenleri Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium
ovale, Plasmodium malarie ve Plasmodium knowlesidir. Pfalciparum, mortaliteye sebep olan tiirdiir. Diin-
ya Saglik Orgiitii 2009 raporuna gore diinyanin yarist sitma riski altinda olup, 2008 yilinda saptanan 243
milyon sitma vakasinin 863 bini 6liimle sonu¢lanmistr'. Tiirkiyede en sik goriilen tiir Pvivax’ur. T.C.
Saglik Bakanlig: tarafindan yayinlanan 2005 yili raporunda sitmalt hasta sayisi toplam 2084 (48 ithal ve
2036 yerli olgu) iken, 2008 yilinda bu say1 toplam 215’¢ (49 ithal ve 166 yerli olgu) diigmiistiir®.

Sitma tanisinda 151tk mikroskopi, antijen tayini ve molekiiler yontemler rutinde kullanilmakradir. Yeni
geligtirilen teknikler, zaman alici ve tecriibeli teknisyen gerektiren 15tk mikroskopinin yerini almakeadir.
Antijen tayini yapan testler, sahada kolaylikla kullanilabilmekte ve daha ucuz maliyetli olmaktadir. Mole-
kiiler teknikler icinde rutinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilmakta olup, deneysel olarak kit-
le taramalarina uygun akis sitometrisi ve kiitle spektrometrisi gelistirilmektedir. PZR yiiksek duyarliligs
sebebiyle tan1 ve tiir ayrimi igin, gelismis tilkelerde siklikla 15tk mikroskopiye tercih edilmektedir®. Sitma
tarusinda; 20-50 parazit/pl diizeyindeki enfeksiyonlar: saptayabilen, en sik kullanilan ve altin standart
kabul edilen yontem ise ince yayma-kalin damla preparatlarin 151tk mikroskopi ile incelenmesidir®’. Isik
mikroskopinin giivenirliligi, parazit sayis1 20’nin aluna distiigiinde hizla azalmaktadir. Ucuz ve deneyim
gerektirmeyen hizli testler ile parazit antijen tarama testlerinin giivenilirligi ise, parazit sayist mikrolitrede
100’tin altina diistiigiinde hizla azalmakeadir. Klinik bulgu vermeyen sitma hastalarinda genelde parazit
sayist 20'nin altnda seyretmektedir. Plasmodium DNAsini mikrolitrede 0.004 parazit oldugunda bile
saptayabilecek hassasiyetteki PZR yonteminin, ince yayma-kalin damla tekniginden daha giivenilir oldu-
gu gosterilmistir?.

Ekinokokkozis etkenleri iginde, toplum sagligi acisindan onemli olanlar Echinococcus granulo-
sus, E.multilocularis, E.vogeli ve E.oligarthrusdur. Insanlarda E. granulosus, kistik ekinokokkozise (KE),
E.multilocularis ise alveoler ekinokokkozise (AE) neden olmaktadir. KE siklikla karaciger, akciger, bobrek
ve dalakta yerlesmekte, daha nadir olarak diger organlarda saptanmaktadir. AE ise gogunlukla karaciger,
akciger ve beyinde gelismekte ve ileri déonemde diger organlara metastaz yaparak oliimciil hale gelmek-
tedir. Insanlar, kopek ve tilki diskisinda bulunan yumurtalarin agz yolu ile alinmast ile enfekte olmakta-
dir. E.vogeli ve E.oligarthrus'un da polikistik ekinokokkozise sebep oldugu gosterilmistir'®. Mitokondrial
DNA galismalari sonucunda E.granulosus'un 10 (G1-G10) farkli genetik tiirii saptanmustir. Koyunlarda
saptanan G1 susu, tiim diinyada en sik saptanan form olup, genelde insan enfeksiyonlar: ile iligkilidir.
Kistik ekinokokkoziste karaciger dis1 primer enfeksiyon sik goriilmesine ragmen, alveoler ekinokokko-
zis hastalarinda bu ¢ok nadirdir. Kistik ekinokokkozis ve primer karaciger dist yerlesimli alveoler eki-
nokokkozis hastalarinin, serolojik olarak ayirt edilemedigi durumlarda, biopsi ve drenaj 6rneklerinden
E.multilocularis ve E.granulosus DNA’sin1 saptayabilecek PZR teknikleri gelistirilmis ve bu yontemlerin
tiir ayriminda da basarili sonuglar verdigi gosterilmistir'' ">,

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiiler Parazitoloji Laboratuvarinda (MolParLab), Plasmodium
spp. tanisi ve tiir ayrimi nested PZR ve ve Echinococcus spp. tanust ve tiir ayrimi konvansiyonel PZR
ile bagarili bir sekilde gerceklestirilmektedir. Plasmodium spp. nested PZR sirasinda, Ulusal Biyotek-
noloji Bilgi Merkezi (NCBI: National Center for Biotechnology Information) veri tabaninda yer alan
Pfalciparum (GenBank No: AF145334), Pvivax (GenBank No: AF145335), Rmalariae (GenBank
No: AF145336) ve Povale'ye (GenBank No: AF145337) ait 18S alt tinite rRNA gen bolgeleri aragti-
rilmaktadir'®. Nested PZR birinci reaksiyon sirasinda; 18S alt iinite rRNA geninde Plasmodium spp.
icin ortak bir bolge, 5’-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3’ (23 nt, rPLUG, forward primer) ve
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5-CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3’ (21 nt, rPLUS, reverse primer) primerleri ve Tablo 1'de hazir-
lanist tarif edilen reaksiyon karigimi ile amplifiye edilmektedir. Birinci PZR amplifikasyon reaksiyonu ter-
mal déngii cihazinda, 95°C’de 5 dakika baglangi¢ denatiirasyonu sonrast, 60 saniye 94°C, 2 dakika 58°C
ve 2 dakika 72°C’lik 25 d6ngii ve son uzama basamaginda 5 dakika 72°C uygulanarak yiiriitiilmektedir.
Nested PZR ikinci reaksiyon sirasinda; 18S alt éinite rRNA geninde her Plasmodium tiiriine 6zgii bolgeler
ozgiin primerler ve Tablo 1'de tarif edilen reaksiyon karisimi ile amplifiye edilmektedir. 2falciparum icin,
5-TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3’ (30 nt, rFALI1, forward primer) ve 5’-GACGG-
GTAGTCATGATTGAGTTCATTGTGT-3’ (30 nt, rFAL2, reverse primer), ile 206 bp uzunluktaki gen
bolgesi; Pvivax igin, 5-CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC-3’ (30 nt, rVIVI, forward
primer) ve 5- ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3’ (30 nt, rVIV2, reverse primer), ile
121 bp uzunluktaki gen bolgesi; P malariae igin, 5-ATAACAAAGTTGTACGTTAAGAATAAACGC-3’
(30 nt, tMALL, forward primer) ve 5-TTTG TATAATTTTTTATGCATGGGAATTTT-3’ (30 nt, tMAL2,
reverse primer) ile 145 bp uzunluktaki gen bélgesi; P. ovale i¢in, 5-ATCTCTTTTGCTATTTT TTAGTATT-
GGAGA-3’ (30 nt, rOVAL, forward primer) ve 5’-CACTAGGATACAATTAATGTG TCCTTTTCC-3’ (30
nt, rOVA2, reverse primer) ile 788 bp uzunluktaki gen bolgesi amplifiye edilmektedir. Tkinci PZR amplifikas-
yon reaksiyonu, 95°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu sonrasi, 60 saniye 94°C, 2 dakika 58°C ve 2
dakika 72°C’lik 30 dongii ve son olarak uzama basamaginda 5 dakika 72°C uygulanarak gerceklestiril-
mektedir'*". Plasmodium spp. nested PZR ydntemi ile laboratuvarimiza gelen drnekler icinde 26 hastada
bagar ile tani ve tiir ayrimi saglanmigtur.

Tablo 1. Plasmodium spp. nested PZR birinci ve ikinci reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi

Birinci Reaksiyon ikinci Reaksiyon
Malzeme Final Konsantrasyon Malzeme Final Konsantrasyon
Tag DNA polimeraz enzimi (5u/ul) 2u Tag DNA polimeraz enzimi (5u/ 2u

wl)
10x GoTaq reaksiyon tamponu’ 1x 10X Taq reaksiyon tamponu ' 1x
10mM dNTP karisimi 0.125 mM 10mM dNTP karisimi 0.125 mM
rPLU6/P1F (20uM) 0.25 uM Tlre 6zgl primer 1 2 (20uM) 0.25 uM
rPLU5/P2R (20uM) 0.25 uM Tlre 6zgl primer 2 2 (20uM) 0.25 uM
25mM MgCl, 2mM 25mM MgCl, 2mM
Distile su - Distile su -
Kalip DNA2? Birinci PZR reaksiyonu trtnd @

Toplam hacim 100 ul Toplam hacim 100 ul

10x GoTaq reaksiyon tamponu 100 mM Tris-HCI (pH:8.8), 500 mM KCl igerir. 2DNA ekstraksiyon materyalinden 5 ul
kullaniimaktadir.® 5 ul birinci PZR Granu kullaniimaktadir.

Tablo 2. E.granulosus ve E.multilocularis reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasi

E. granulosus E. multilocularis

Malzeme Final Konsantrasyon Malzeme Final Konsantrasyon
GoTaqg DNA polimeraz enzimi 1.25u GoTag DNA polimeraz enzimi (5u/ 1.25u
(5u/ul) wl)

5x GoTagq reaksiyon tamponu’ 1x 5x GoTaq reaksiyon tamponu ' 1x
10mM dNTP karisimi 0.2 mM 10mM dNTP karisimi 0.2 mM
Eg1f (20uM) 1uM EM-H15 (20uM) 1 uM
Eg1r (20uM) 1uM EM-H17 (20uM) 1 uM
Distile su - Distile su -

Kalip DNA2? - Kalip DNA? -
Toplam hacim 50 ul Toplam hacim 50 ul

5% GoTaq reaksiyon tamponu 100 mM Tris-HCI (pH:8.5), 7.5 mM MgCl, icerir. 2DNA ekstraksiyon materyalinden 10 ul
kullaniimaktadir.
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E.granulosus konvansiyonel PZR sirasinda genotip 1 mitokondri, 12§ rRNA (GenBank No:
AF297617) genine ait 255 bp'lik gen parcasi, 5’-CATTAATGTATTTTGTAAAGTTG-3’ (23 nt, Eglf,
forward primer) ve 5-CACATCATCTTACAATAACACC-3’ (22 nt, Eglr, reverse primer) primerleri;
E.multilocularis konvansiyonel PZR sirasinda mitokondri DNA’sina (GenBank No: AB018440) ait 200
bp’lik gen pargast 5-CCATATTACAACAATATTCCTATC-3’ (24 nt, EM-H15, forward primer) ve
5-GTGAGTGATTCTTGTTAGGGGAAG-3’ (24 nt, EM-H17, reverse primer) primerleri, Tablo 2'de
hazirlanigi tarif edilen reaksiyon karigimlari, 95°C’de 15 dakika baslangi¢ denatiirasyonu sonrasi, 30 sani-
ye 95°C, 30 saniye 55°C ve 30 saniye 72°C’lik 40 dongii ve son uzama basamaginda 72°C 5 dakika uy-
gulanarak gerceklestirilmektedir'"*. Echinococcus spp. konvansiyonel PZR yéntemi ile laboratuvarimiza
gelen 6rnekler iginde 11 hastada bagart ile tan1 ve tiir ayrimi saglanmistir.
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TOXOPLASMA GONDIIVE PNEUMOCYSTIS JIROVECIPNIN TANISI

Dr. Ayse Caner
Ege Universitesi Tp Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova, Lzmir.

Diinyada yaygin olarak bulunan Toxoplasma gondii, zoonotik karakterli hiicre igi bir protozoondur'.
T gondii enfeksiyonlarinin seroprevalanst iilkelere ve bolgelere gore degiskenlik gostermekte olup, diin-
yada 500 milyon insanin enfekte oldugu bildirilmistir. Fransada gebe kadinlarin %80’inde, ABD ve
Ingiltere'de ise gebe kadinlarin %16-40’1nda antikor pozitifligi oldugu bildirilmektedir'?. Tiirkiye'de do-
gurgan yastaki kadinlarin %30-60"inin enfekte oldugu saptanmustir®. Z.gondii enfeksiyonu, ookistli kedi
digkisi ile kontamine yiyeceklerin, pismemis veya az pismis kistli etlerin yenmesi gibi yollarla bulagmanin
yaninda, transflizyon ve transplantasyon ile de bulasabildiginden 6nem tagimakeadir'?.

Toksoplazmozis, immiin sistemi saglikli bireylerde genelde belirgin bulgular gdstermezken, hamile
anneye bulagsmasi sonucu konjenital toksoplazmozis ve toksoplazmik retinokoroidit gibi ciddi klinik tab-
lolara yol agmaktadir. Ayrica immiin sistem yetmezligi olan kisilerde ve transplantasyon hastalarinda, pri-
mer enfeksiyondan daha sik olarak gelisen reaktivasyonlar nedeniyle, yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep
olabilmektedir. Klinik bulgular: enfeksiyona 6zgiil olmadigindan, Zgondii enfeksiyonun tanist primer
olarak anti- 7oxoplasma antikorlarin gosterildigi serolojik testler ile saglanmakreadir. Akut toksoplazmozis
tanisi, IgM antikor pozitifliginin yaninda IgG antikorlarinin aviditesinin 6l¢timii ile gerceklestirilmek-
tedir. IgM ve diisiik aviditeli IgG antikorlarinin, akut enfeksiyondan yillar sonra kanda saptanmast, test-
lerin sonuglarinin yanlis yorumlanmasina yol agmaktadir. Immiin sistemi baskilanmis hasta grubunda,
serolojik testler risk grubunun belirlenmesi agisindan degerli kabul edilmesine ragmen, azalan antikor
miktari sebebiyle duyarliligi azalmaktadir. Bu nedenlerden dolayi, fetiis, organ nakli alicilari, immiin sis-
temi baskilanmis ve AIDS hastalarinda kesin tani icin etkenin izolasyonu 6nde gelmektedir’®. Bu amagla
ozgiinligii ve duyarliligs yliksek bir molekiiler yontem olan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile parazit
DNA’s1 saptanmaya ¢aligtlmakeadir”!.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dalr'nda, gesitli drneklerde Z.gondii nin DNA’st
aragtirilmasi esasina dayanan molekiiler toksoplazmozis tanisinda, B1 geni (AF179871) kullanilmaktadir.
Bu gen tizerindeki farkli bolgeler, nested PZR ve gergek zamanli PZR (RT-PZR) ile birlikte ve es zamanl
olarak arastirilmaktadir. Iki basamakli olarak uygulanan nested PZR’1n birinci reaksiyonunda, Oligo 1 ve
Oligo 2 adli primerler ile B1 geni i¢cinde yer alan 287 bp’lik DNA parcast amplifiye edilmektedir (Tablo
1). Ikinci PZR reaksiyonunda, N1 ve C1 primerler kullanilarak 194 bp’lik DNA pargasinin amplifikas-
yonu saglanmaktadir (Tablo 2). Elde edilen tiriinler ve %2’litk agaroz jelde elektroforez sonrasi, bantlar
etidyum bromiir ile boyanmaktadir' .

RT-PZR sirasinda Z.gondii DNA’sit B1 geninde bulunan 126 bp’lik kisim primer ve fluorescein ve LC-
Red640 hibridizasyon problar: kullanilarak aragtirilmaktadir. Bu reaksiyon i¢in LightCycler' Fast Start
DNA Master HybProbe kiti ile primer ve prob karigimi igeren LightMix” kullanilmaktadir (Tablo 3).
Standart egri olusturmak icin, Z'gondii DNA konsantrasyonu logaritmik olarak 10 kat artan alt pozi-
tif kontrol kullanilmaktadir. Bu reaksiyon karigiminin analizleri LightCycler cihazinda Tablo 4'de tarif
edilen preinkiibasyon, kantitasyon amagli amplifikasyon ve erime egrisi ile yapilmaktadir. Bu iglemlerin
sonucunda gergeklestirilen erime egrisi (melting curve) analizi ile pozitif kontroller dzgiin erime noktast
(Tm: melting point) olan 67.5°C civarinda pik yapmaktadir'>'3.
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Tablo 1. Nested PZR ilk asamasinda her bir 6rnek icin kullanilan reaksiyon karigimi

Malzeme Son hacim Son konsantrasyon
GoTag DNA polimeraz enzimi (5 u/ul) 0.25 ul 1.25u

5x GoTaq reaksiyon tamponu 10 ul 1%

10 mM dNTP karigimi 1ul 0.2 mM

Oligo 1 (20 uM) 2.5 ul 1 uM

Oligo 2 (20 uM) 2.5 ul 1 uM

Distile su 8.75 ul -

Kalip DNA 25 ul -

Toplam 50 ul

Tablo 2. Nested PZR ikinci asamasinda her bir érnek icin kullanilan reaksiyon karisimi

Malzeme Son hacim Son konsantrasyon
GoTaq DNA polimeraz enzimi (5 u/ul) 0.25 ul 1.25u

5x GoTaq reaksiyon tamponu 10 ul 1%

10 mM dNTP karisimi 1ul 0.2 mM

N 1 (20 uM) 0.5 ul 0.2uM

C 1 (20 uM) 0.5 ul 0.2 uM

Distile su 36.25 ul -

Birinci PZR reaksiyonu 1 ul -

Toplam 50 ul

Tablo 3. Gercek zamanl PZR testinde her drnek igin kullanilan reaksiyon karigimi

Malzeme Son hacim Son konsantrasyon
10x LightMix 4.0 ul 1x

10x FastStart mix 2.0 ul 1x

25 mM MgCl2 2.4 ul 4 mM

Distile su 6.6 ul -

Kalip DNA 5ul -

Toplam 20 ul

Tablo 4. T.gondii gercek zamanli PZR testinde her bir érnek icin kullanilan protokol

Analiz Modu Dongli Basamak Hedef Siire Sicaklik artis hizi  Okuma modu
sayisl sicaklik (2C/sn)
Preinklibasyon
- 1 - 95°C 10 dk 20 -
Amplifikasyon
Kantitasyon 45 Ayrilma 95°C 10 sn 20 -
Birlesme 60°C 5sn 20 Tek
Uzama 72°C 5sn 20 -
Erime Egrisi
Erime egrisi 1 Ayrilma 952C 20 sn 20 -
Birlesme 40°C 20 sn 20 -
Uzama 85°C 0sn 0.2 Surekli
Sogutma
- 1 40°C 30 sn 20 -

Solunum sisteminin firsat¢1 bir patojeni olarak da tanimlanan Preumocystis jirovecii, immiin siste-
mi baskilanmis hastalarda, morbidite ve mortalitesi yiiksek Pneumocystis pnémonisi (PCP)’nin etke-
nidir'*'®. Primer olarak alinan enfeksiyon, immiin baskilama ve yetersiz tedavi sonrasinda reaktive ol-
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maktadir. Pjirovecii reenfeksiyonlarinin, reaktivasyondan daha sik goriildagi bildirilmistir. HIV/AIDS
hastalarinda PCP tekrarlayan episodlar halinde goriilmektedir. Baz1 kisilerde ise, solunum yollarinda ¢ok
diisitk miktarlarda kolonizasyon seklinde buldugu gosterilmistir. Kolonizasyonu olan kisilerde akut PCP
gelisme riskinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir'>*%.

Pjirovecii'nin in vitro ortamda iiretilememesi sebebiyle tant testlerinin gelistirilmesinde zorluklar ya-
sanmaktadir. Mikroskobik teknikler, standart tani testleri olup, ucuz fakat zaman alict ve tecriibeli per-
sonel gerektiren yontemlerdir. Son yillarda mikroskobik yontemler ile benzer duyarliliga sahip olan PZR
yontemleri, diger tani yontemlerine alternatif olarak kullanilmaya baglanmistir’>'71**. Mayo Klinik Tip
Fakiiltesinde klinik 6rneklerde Pjirovecii molekiiler tanist cdc2 genini arastiran bir ger¢ek zamanli PZR
(RT-PZR) teknigi ile gerceklestirilmektedir. Bu testin duyarliligi ve 6zgiilliigiintin mikroskobik tani tek-
nikleri ile diger PZR yéntemlerinden daha yiiksek oldugu, bakteri ve mantarlarla ¢apraz reaksiyon ver-
medigi gosterilmistir?'.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji AD Molekiiler Parazitoloji Laboratuvarinda, Mayo Klinik'te
uygulanan RT-PZR yaklasimi Pjirovecii’ nin rutin molekiiler tanisinda kullanilmaktadir®*:. RT-PZR ile
Pjirovecii cdc2 geni (AF026546) Light Cycler PZR platformu ve FRET mekanizmasi kullanilarak aras-
trilmakeadir (Tablo 5 ve 6). Standart egri olusturmak icin Rjirovecii cdc2 genini iceren pCR®2.1-TOPO
plasmid konsantrasyonu 10'-10%/reaksiyon olan alti ayri tiip pozitif kontrol olarak kullanilmaktadir.
Erime egrisi analizi ile pozitif kontrollerin 6zgiin erime noktasi olan 60.9°C civarinda pik yaptg goste-
rilmistir'>13,

Tablo 5. Gercek zamanl PZR testinde her 6rnek icin kullanilan reaksiyon karigimi

Malzeme Son hacim Son konsantrasyon
10x FastStart mix 2.0ul 1%

Primer F 0.5 ul 0.5uM

Primer R 0.5 ul 0.5uM

Prob LC 0.4 ul 0.4 uM

Prob FL 0.2 ul 0.2 uM

25 mM MgCl2 2.4 ul 4 mM

Distile su 9 ul -

Kalip DNA 5ul -

Toplam 20 ul

Tablo 6. Rjirovecii gercek zamanlh PZR testinde her bir érnek igin kullanilan protokol

Analiz Modu Doéngl Basamak Hedef Siire Sicaklik artis iz Okuma modu
sayisi sicaklik (°C/sn)

Preinklibasyon

- 1 - 95°C 10 dk 20 -
Amplifikasyon
Kantitasyon 45 Ayrilma 952C 10 sn 20 -
Birlesme 552C 5sn 20 Tek
Uzama 72°C 5sn 20 -
Erime Egrisi
Erime Egrisi 1 Ayrilma 952C 20 sn 20 -
Birlesme 59°C 20 sn 20 =
Uzama 45°C 0sn 0.2 -
Uzama 85°C 0sn 0.2 Surekli
Sogutma
- 1 40°C 30 sn 20 -
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TRICHOMONAS VAGINALIS TANISI

Dr. Aysu Degirmenci
Ege Universitesi Tp Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova, Lzmir.

Bir protozoon olan Trichomonas vaginalis seksiiel yolla bulasan hastaliklar iginde #rikomoniazis etkeni
olup her yil 170 milyondan fazla vakaya sebep olmaktadir'?. Tvaginalis enfeksiyonunun en sik bulgu-
su sar1/yesil kopiikli, pirilan akinudir®. Erkeklerde genelde asemptomatik seyretmekte olup, prostatit,
tretrit ve epididimit sonucunda infertilite olusturabilirken; kadinlarda vajinit, servisit, tiretrit, infertilite,
gebelik sirasinda erken membran riiptiirii ve diisitk dogum agirliklt bebek dogumu ile sonuglanmakta-
dir*8. Kadin Hastaliklari ve Dogum uzmanlari genelde klinik tabloyu tani icin yeterli bulmaktadirlar.
Ancak bu durum tedaviyi bazen yanlis yonlendirebilmektedir; zira tipik klinik bulgular hastalarin sadece
%]12’sinde ortaya ¢tkmaktadir'. Bu sebeple trikomoniazis diistiniilen vakalar ve diger akintst olan vaka-
larda laboratuvar yontemleri ile klinik tani desteklenmelidir.

Trikomoniazis tanisinda direkt mikroskobik baki, ¢esitli boyama teknikleri (Giemsa, acridine orange
floresan, Papanicolaou, Diff-Quik), kiiltiir metotlari, lateks agliitinasyon ve ELISA'nin yani sira, yakin
zamanda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilmaya baslanmistir™. Trikomoniazis tanisinda ge-
nelde parazitoloji laboratuvarlarinda kolay, ucuz ve hizli sonug veren bir yontem olan direkt mikroskobi
tercih edilmekle birlikte, az sayida parazit igeren orneklerde ve/veya deformasyona ugramus parazitlerin
taninmasi gerektigi durumlarda etkinligi diismekeedir®®. Bu nedenle uygun altyapisi olan laboratuvarlar-
da alun standart olarak kabul edilen kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir. Z"vaginalis kiiltiir yontemlerinin
duyarlilig1 yiiksek olmakla birlikte sonug igin 2-7 giin zamana ihtiya¢ duyulmaktadir®'®.

Molekiiler yontemler, #rikomoniazis tanisinda 1990’11 yillarda kullanilmaya baglanmis, Zvaginalis
PZR’nin kiiltiir ve direkt mikroskopik bakiya gore cok daha duyarli oldugu gosterilmistir®'!. PZR reak-
siyonlarinda Tvaginalis ferrodoxin geni, beta-tubulin geni, ¢ok tekrarlayan 2 kb DNA dizisi, tekrarlayan
dizinin klonu (TV-E650), 18S ribozomal gen ve adezyon protein geni tani amachi amplifiye edilmis-
tir''""7. Pek ¢ok calismada konvansiyonel PZR 6zgiilliigii yiiksek bir yontem olarak 6n plana ¢iksa da, kiil-
tiir yontemi tanida hala pek ¢ok laboratuvar tarafindan altin standart olarak kabul edilmektedir. Bunun
nedeni ise, PZR yontemlerinin pahali olmasinin yaninda 6zel ekipman ve egitimli personel gerektirmesi

sebebiyle rutin kullanimda yer bulamamasidir®'°.

Trikomoniazis tanisinda gesitli yani yontemlerinin karsilagtirildigy bir ¢alismada, B-tubulin genine
ozgli konvansiyonel PZR yénteminin duyarliligi, direkt baki, Giemsa boyama, acridine orange boyama
ve diamond kiiltiirden daha yiiksek bulunmusgtur’. Yakin zamanda kontaminasyon sorununu en aza in-
diren, jel kullanimini ortadan kaldiran ve patojenin miktarini belirleyebilen gergek zamanli (RT)-PZR
yontemi T vaginalis tanisinda da kullanilmaya baglanmustir. Zvaginalise 6zgiin, sik tekrarlayan 2 kb baz
dizisini hedefleyen RT-PZR yonteminin 6zgiinlikk ve duyarliligs direkt bak: ve kiiltiirden daha yiiksek
bulunmustur®. Baska bir calismada Z"vaginalis tanisinda RT-PZR’1n konvansiyonel PZR’a gére cok daha
duyarl, kisa siirede sonug veren ve daha az ¢aligma siiresi gerektiren bir ydntem oldugu bildirilmistir'.
Idrar 6rneklerinde 7 vaginalisin PZR ile arastirildig1 galismalarda da direk bakiya oranla basarili sonuglar
elde edilmigtir'®2'.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Molekiiler Parazitoloji Laboratuvarinda
(MolParLab) 2007 yilindan itibaren 7 vaginalisin PZR ile tanisina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.
Laboratuvarimizda 7 vaginalis e ait 648 baz ciftinden olusan Tv-E650 geni hedeflenmektedir (Ulusal Bi-
yoteknoloji Bilgi Merkezi, GENBANK No: M86488; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)*2. PZR reaksiyonu
sirasinda Tv-E650 iginde yer alan 330 bp’lik (82-390 niikleotidler arasi) DNA pargasina yénelik, P1:
5-GAGTTAGGGTATAATGTTTGATGTG-3 (25 nt, Tv-E650-1, forward primer) ve P2: 5°-AGA-
ATGTGATAGCGAAATGGG-3’ (21 nt, Tv-E650-2, reverse primer) primerleri kullanilmaktadir.

54 15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

Adnan Menderes Universitesi Parazitoloji Anabilim Dali ile ortaklasa yiiriitiilen 6n galismada, vajinitli
olgularin kiiltiirlerinden izole edilen 20 adet Zvaginalis susu, Tv-E650 iginde yer alan 330 bp’lik DNA
parcasini amplifiye eden PZR y6nteminin rutin tanida kullanabilmesi i¢in optimize edilmesinde kulla-
nilmisur (Sekil 1). Bu 6n ¢aligmada altn standart olarak kabul edilen kiiltiir ydntemi ile direkt mikros-
kopinin duyarlilig1 %60, 6zgillagi ise %100 olarak hesaplanmus, gelistirilen PZR y6nteminin duyarliligt
%0606.6, ozgulligii ise % 97.95 olarak bulunmustur. Bu yéntemin rutine oturtulmast ile, kadin-dogum
poliklinigine bagvuran vajinit 6n tanili 52 hastada direkt baki ile 7vaginalis saptanmazken, ikisinde PZR
ile T'vaginalis DNA’s1 pozitif bulunmugtur. Bu ¢alismada PZR, hem direkt hem de kiiltiirden elde edilen
orneklerden calisilmug, arada anlamli bir fark olmadigt gozlenmis, bu nedenle 7 vaginalis siipheli hastala-
rin akinu drneklerine DNA ekstraksiyonu uygulanmis ve PZR’da kullanilmistir. Molekiiler Parazitoloji
laboratuvarinda 7 vaginalis konvansiyonel PZR yontemi rutin tani teknikleri i¢ine girmis olup, gelecekte
kontaminasyon sorununu azaltan, jel kullanilmayan ve patojenin miktarini belirleyebilen RT-PZR y6n-
teminin kullanilmas planlanmakeadir.

L DNA merdiveni
J ornegi

' (Roche)
",, Negatif kontrol

= Pozitif hasta
"~ Pozitif kontrol

350 bp ——

300 bp 330 bp PZR

artnd

Sekil 1. Tvaginalis Tv-E650 gen bolgesine 6zgl primerler ile amplifiye edilen 330 bp PZR riini
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PANEL 4 HASTANE ENFEKSIYONU ETKENi OLAN DIRENGLI BAKTERILERIN RUTIN TANISI: DUNYADA VE
ULKEMIZDE SON DURUM

VANKOMISINE DIRENCLI ENTEROKOKLAR

Dog. Dr. Zerrin Aktas
Lstanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Ltanbul,

Enterokoklar hastane enfeksiyonlari etkenleri arasinda ikinci sirada yer alirlar'. Olgularin %85-90’indan
Enterococcus faecalis, %5-10"undan Enterococcus faecium sorumludur®. Diinyada ve iilkemizde, vankomisine
direngli enterokok (VRE) enfeksiyonlarinda son zamanlarda artis gézlenmektedir ve en gok saptanan direng
geni VanA'dir*®. Giintimiize kadar glikopeptid direncinde VanA-G ve VanL olarak isimlendirilen yedi feno-
tip tanimlanmus ve bunlardan VznA, VanB ve VanC en sik saptanan fenotipler olarak bildirilmistir'. VanA
fenotipindeki enterokok suslari vankomisin (MIK: 64->1024 pg/ml) ve teikoplanine (MIK: 16->512 pg/
ml) yiiksek diizeyde direngli, VanB fenotipindeki izolatlar vankomisine degisik diizeylerde direngli, teikop-
lanine duyarlidir. Her iki fenotipte de diren¢ indiiklenebilir ve diger tiirlere akrtarilabilir ozelliktedir. VanC
fenotipindeki izolatlar vankomisine kromozomal olarak diisiik seviyelerde (MIK: 2-32 pg/ml) direncli ve
teikoplanine duyarlidir’. Bu diren¢ indiiklenemez ve aktarilamaz 6zelliktedir. VanA ve VanB fenotipi bag-
lica E.faecalis ve E.faecium tiirlerinde; VanC fenotipi E.gallinarum (VanCl), E.casseliflavus ve E.flavescens
(VanC2/3)’de; VanE, VanG ve VanL fenotipi ise E.faecaliste bildirilmistir'.

Giiniimiizde siniflandirma, 6zgiil ligaz genlerinin varligina gore yapilmaktadir. Vankomisin direncinin
regiilasyonu ve olusumunda rol alan diger genler (VanR, VanS, VanH, VanX, VanY, VanZ) ve VanA geni
Tn 1546 transpozonu iizerinde yer almaktadir®. E.faecium’da ise bu gen plazmid tizerindedir. Bu genlerin
islerligi ile D-ala-D-ala yerine D-ala-D-ala-laktat ile sonlanan anormal peptidoglikan onciil maddesi
sentez edilir. Normal peptidlerin yerine bu uca vankomisin diisiik diizeyde baglanabilir. VanR ve VansS iki
komponentli diizenleyici olarak rol oynar. VanH, VanA ve VanXin transkripsiyonunu, VanR ve VanS nin
olusturdugu sistem diizenler. VanS, vankomisin varlifi veya etkisini algilar; VanH, VanA ve VanX, pro-
motorlarini aktive ederek VanR'ye aktarir. Bir dehidrojenaz olan VanH, D-lac olusumunu saglar. Ligaz
olan VanA bunu D-ala-D-ala-lac sentezinde substrat olarak kullanir. VznZnin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekte, ancak teikoplanin direncinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Enterokoklar sefalosporinlere, penisilinlere, linkozamidlere, aminoglikozidlere (diisiik diizeyde) int-
rensek olarak direnclidir. Enterokoklarin bir ¢ok antibiyotige kargi (aminoglikozidler, makrolidler, strep-
togramin ve kloramfenikol, glikopeptid grubu antibiyotikler) kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 da bulun-
maktadir. Kazanilmig direng, genellikle bir DNA mutasyonu ya da yeni bir DNA segmentinin transferi
sonucunda gelisir. E.faecium, E.faecalisden daha sik olarak ampisilin ve vankomisin direncini biriktirme-
ye yatkindir'. Direng genleri, hem enterokoklar arasinda hem de stafilokok gibi daha patojen bakteri-
lere transfer edilebilir. Michigan'da hastanede yatan bir hastada vankomisin direncinde sorumlu Inc18
tipi plazmid tizerinde bulunan transpozonlarin (Tn1546), VREden metisiline direngli Staphylococcus
aureusa (MRSA) aktarilmasi ile ortaya ¢ikan ilk vankomisin—metisilin direngli S.aureus (VRSA) susu
buna en ¢arpici 6rnektir'®'4. Giiniimiize kadar 9 VRSA susunun ii¢ii Michigan, birer tanesi Pensilvanya
ve New YorK'tan bildirilmigtir. Bu hastalar arasinda epidemiyolojik iliskinin olmamasi 6nemlidir ve her
vakada direng gelisimi birbirinden bagimsiz olarak gelismistir. VRE’larin kullanimda olan tiim antibi-
yotiklere karg1 diren¢ gelistirebilme 6zellikleri nedeniyle, bu bakterilere bagli enfeksiyonlarin tedavisinde
onemli problemler ortaya ¢ikmaktadir”. Kinupristin-dalfopristin, linezolid ve daptomisin gibi yeni an-
tibiyotikler bulunmakla birlikte bunlara karsi da direncli suslar bildirilmistir'®". E.faecalis, kinupristin-
dalfopristine intrensek olarak direnclidir'”'®. Ancak VRE tedavisinde karsilagilan zorluklar kadar 6nemli
diger konu, vankomisin direncinin bagka bakterilere (MRSA) aktarilmis olmasi ve 6niimiizde duran VRE
kaynaklt VRSA problemidir.
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Epidemiyoloji

VRE’nin epidemiyolojisi tam olarak aydinlatilmis degildir. Epidemiyolojik ¢aligmalarin temel ama-
c1 enfeksiyon kaynaginin yayilim yollarini saptamak ve bu yayilimi 6nlemek icin gerekli bilgiyi sagla-
makur. Enterokoklar, gastrointestinal sistem ve genital sistemin normal florasinda bulundugu i¢in, bu
mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlarin ¢ogunun, hastanin endojen florasindan kaynaklandig: dii-
stiniilmektedir. Bununla beraber yapilan ¢alismalarda, VRE de dahil olmak iizere enterokoklarin direkt
olarak hastadan hastaya temas veya indirekt olarak personelin elleri ile ya da kontamine olmus ¢evresel
ylizeylerden ve hasta bakim setlerinden yayildig1 gosterilmistir”. Yogun bakim {initesinde yatan, kronik
bobrek sorunlu, immiin sistemi baskilanmis, kanserli veya hastanede yatss siiresi uzamis hastalar, VRE
enfeksiyonu gelismesi acisindan riskli gruplar i¢inde yer alirlar. Bunlardan baska; vankomisin ve 3. kusak
sefalosporin kullanimi, anaerop enfeksiyonlarda metronidazol kullanimi, VRE ile kontamine olmus tbbi
aletlere maruz kalma, bilinen bir VRE olgusunun yakininda yatma ve VRE’li bir hastaya bakim veren
ayni hemsirenin bakimi altinda olma gibi faktorler de kolonizasyon ve enfeksiyon gelismesi igin risk fak-
torleri olarak belirtilmigtir”!°.

1997-2002 tarihleri arasinda Kuzey Amerika, Giiney Amerika, Latin Amerika ve Avrupa iilkeleri ile
birlikte tilkemizin de kauldigt “SENTRY Antimicrobial Surveillance Programme” ¢alismasinda VRE
oranlart 1997'de %1.6, 2002°de %5.3 olarak saptanmistir®. ABD’nde VRE, baslangicta hastanelerde
sporadik olarak saptanirken, son zamanlarda monoklonal salginlar hizla artmis ve sonra da hastanelerde
poliklonal ve endemik hale gecmistir. Enterokoklar nozokomiyal bakteriyemilerde tigiincii sirada yer al-
maktadir ve yogun bakim tinitelerinde enterokoklara bagli bakteriyemilerde %28 oraninda saptanmakta-
dir. Son zamanlarda ¢esitli raporlarda hemodiyaliz hastalari, pediatrik hematoloji-onkoloji bsliimlerinde

de yaygin hale geldigi bildirilmektedir®.

Avrupada ise VRE, baslangicta hastanelerde nadir bir patojen iken toplum kaynaklarinda (saglikli
insan ve hayvanlarda) beklenenden yiiksek saptanmug ve yapilan incelemede bunun glikopeptid grubun-
dan bir antibiyotigin (avoparsin) hayvan yemlerinde biiytime faktorii olarak kullanilmast ile ilgili oldugu
anlagilmistr. 1997°de Avrupada avoparsinin yasaklanmasindan sonra toplumda VRE prevalansi azalmis-
ur. 1990°'den sonra sporadik monoklonal nozokomiyal salginlar ve enfeksiyonlar ¢ogunlukla nefroloji
ve hematoloji tinitelerinden bildirilmistir*'. Bununla birlikte son yillarda VRE ve 6zellikle vankomisine
direncli Enterococcus faecium (VREfm) ile olusan enfeksiyonlar, Avrupa hastanelerinde de artg goster-
mektedir”?. Bu yiizyilin bagindan beri Avrupada VRE’letle olusan enfeksiyonlar ve nozokomiyal salgin-
larda arug gozlenmektedir. European Antimicrobial Resistance Surveillance System’in (EARSS) (http://
www.earss.rivm.nl) 2005’te yayinlanan raporunda enterokoklara bagli bakteriyemilerde VRE prevalan-
sinin yedi Avrupa iilkesinde %10’un tizerinde, bes tilkede %20’nin {izerinde oldugu (Cek Cumhuriyeti,
%13.7 ve Almanya %13; Israel, %45.7; Kibris, %40; Portekiz, %33.7; Irlanda, %30.9; Yunanistan,
%29.1) bildirilmistir. Nozokomiyal salginlar ayni zamanda Asya ve Avustralyadan da artan bir siklikta
bildirilmektedir. Amerika ve Avrupada VanA direnci en sik saptanirken, Avustralya ve Singapurda ise
VanB predominant olarak saptanmaktadir®*. Latin Amerikada da VRE’ye bagli bakteriyemi oranlart
%0’dan %5’e yiikselmigtir®.

Tiirkiyede ilk VRE kokeni 1998 yilinda Vural ve arkadaglar®® tarafindan Akdeniz Universitesi’nden
bildirilmis ve bunu 1999 yilinda Basustaoglu ve arkadaslari”” tarafindan Ankara Giilhane Askeri Tip
Akademisinden bildirilen kokenler izlemistir. VRE son zamanlarda iilkemizde de artan bir siklikta bil-
dirilmeye baglanmistir ve bu suslar VanA fenotipindedir®®. VanB genotipi ise Ankarada Coskun ve ar-
kadaglar1®® tarafindan E.faecium’da bildirilmistir. Otuzbir Avrupa tilkesinin kauldigi EARSS verilerine
gore tilkemizde 2003-20006 yillarinda E.faecium’da glikopeptid antibiyotikler icin direng oranlart %3-5,
2008'de %5-10, 2009'da ise %11.8 olarak saptanmis; amino-penisilin direnci ise 2003-2006'da %75-87
arasinda bildirilmigtir. 2009 yilinda vankomisine direncli E.faecalis susu saptanmamistir.
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VRE'nin yayiliminin 6nlenebilmesi icin VRE ile kolonize veya enfekte hastalarin en kisa siirede sap-
tanmasi gerekir. VRE i¢in en 6nemli rezervuar gastrointestinal sistem tagiyiciligi bulunan hastalardur.
VRE enfeksiyonlari genellikle gastrointestinal kolonizasyonu takiben gelisen endojen enfeksiyonlar ola-
rak kabul edilse de, VRE’nin ekzojen yollarla da alinabilecegi gosterilmistir. Izolasyonlarinda segici be-
siyerleri kullanilabilir. Azid iceren besiyerleri secici izolasyonda bagari ile kullanilmaktadir. Azid, gram-
negatif bakterileri inhibe eder, besiyerindeki eskiilini hidrolize ederek siyah koloniler olusmasina neden
olur (Eskiilinli safrali azidli agar, coccosel agar). Columbia kolistin-nalidiksik asit (CNA) veya feniletil
alkol agar (PEA) ve kromojen agar [Chromagar VRE ve chromID VRE (C-ID)] enterokoklarin segici
izolasyonlarinda kullanilabilir®®. VRE saptanmas i¢in baz besiyerine 6pg/ml vankomisin eklenir. Disk
diftizyon yontemini kullanan laboratuvarlarda da plaklarin 24 saat siireyle inkiibe edilmesi ve inhibisyon
zonlarinin yeterli 15tk altinda okunmasi onerilmektedir. Vankomisin igin MIK degerleri, agar diliisyon,
agar gradiyent veya sivi diliisyon yontemlerinden biriyle saptanmali ve inkiibasyon siiresi 24 saat olma-
lidir. Enterokoklardaki vankomisin direnci polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak perianal, pe-
rirektal, rektal siiriintii ve digki 6rneklerinden de saptanabilir. PCR 6zellikle diisiik diizeyde vankomisin
direnci tastyan enterokok suslarindaki (VanC veya VanB) direncin saptanmasi i¢in yararli bir yéntemdir.
Klasik PCR, ger¢ek zamanli (real-time) PCR, Evigene VRE tespit kiti Velogene (VEL) (VanA, VanB) bu
amagclarla kullanilmaktadir®®*'.CM 2004

VRE Epidemiyolojisinin Arastirilmasinda Kullanilan Yontemler

VRE’nin epidemiyolojisini arastirmak icin gesitli fenotipik ve genotipik yontemler gelistirilmistir.
Bunlar arasinda biyotiplendirme, serotiplendirme, “multilocus enzyme electrophoresis” (MLEE), faj tip-
lendirmesi, “insertion sequence element-based typing”, “pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE), “mul-
tilocus variable-number tandem repeat analysis” (MLVA), “restriction fragment length polymorphism”
(RFLP) analizi, ribotiplendirme, “repetitive sequence-based PCR”, “arbitrary primed PCR” (AP-PCR)
ve “random amplification of polymorphic DNA” (RAPD) gibi yontemler sayilabilir’*?>. Bu yontemleri
kullanarak yapilan ¢alismalarin sonucunda, bazi VRE suslarinin bir tilke i¢inde veya iilkeler hatta kitalar
arasinda klonal olarak yayildig1 belirlenmistir. Gliniimiizde bakterilerin molekiiler tiplendirmesi amaciyla
en sik kullanilan yontem, sonuglarinin tekrarlanabilirligi, ayni zamanda da ayirim giicti yiiksek olan ve
alun standart olarak 6nerilen PFGEdir”. Ancak PFGE yonteminin zaman alict olmasi, laboratuvarlar
arasinda sonuglarin karsilagtirilmasindaki zorluklar ve DNA fragmanlarindaki degisiklikler, allelik pro-
filin degismesinden daha hizli olmakta, bu nedenle suglarin PFGE profillerine gore ayni klondan olup
olmadiklarint saptamak giiglitk gostermektedir. Lokal epidemiyolojik ¢alismalarda daha fazla kullanim
yeri olan PFGE, major uluslararasi klonlarin kargilagtirilmasi s6z konusu oldugunda yerini E.faecium
suslart icin altn standart olarak kabul edilen MLST yéntemine birakmaktadir. Homan ve arkadaglari®®,
“multilocus sequence typing” (MLST) yontemiyle E.faecium’un karakterizasyonu i¢in bir gizelge tasarla-
miglardir. MLST yonteminde E.faecium’da bulunan yedi “house-keeping” gen (adk, atpA, ddl, gyd, gdh,
purk; pstS) aragtirilmakeadir. Bu sistemde dizi analizi ile bir veri tabani olusturulmusg ve bu veri tabant
internet ortaminda kullanima agilmistir (http://efaecium.mlst.net/).

E.faecium’an Genetik Evrimi ve Viriilans Faktorleri

Epidemiyolojik aragtirmalara ek olarak molekiiler tiplendirme verileri, evrimsel gelisme ile ilgili soyla-
rin paternlerini incelemek ve bakteriyel patojenlerin popiilasyon yapisi hakkinda bilgi kazanmak i¢in de
kullanilabilir. VRE ile ilgili epidemiyolojik aragtirmalarin asil temeli, bu mikroorganizmanin direng geni
ve bunun yayilim potansiyeli ile olusturulacak iliskinin kurulmasini gerekli kilmaktadir. VRE, hastane
ortaminda son derece kalici olabilen ve yayilim potansiyeli gdsterebilen bir bakteridir. Hastane ortaminda
boylesine yayilim gosterebilmesi ve kalict olabilmesi, bu bakteriye 6zgiinlitk kazandiran genetik direng
yapist ile ilgilidir. ST17'den kéken alip monoklonal iken farklilasma potansiyeli tastyan ve daha sonra
da poliklonal hale gelerek “Klonal kompleks-17” (CC17) adini alan bu olusum, genetik anlamda VRE
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salginlarinin 6nemli bir belirleyicisi durumundadir?”. Ozellikle esp genine sahip enterokoklarin hastane
ortaminda ¢evreye daha kolay adapte oldugu, canli organizmada ya da hastane ortaminda kolonizasyon
ve biyofilm olusturma potansiyelini artirdigs, buna bagli olarak da eliminasyonunun giiglestigi bilinmek-
tedir. CC17, ampisilin ve kinolon direnci ile karakterizedir. Vankomisin direncinin kazanilmasindan
sonra (CC17 ile ilgili veya ilgisiz) bu E.faecium popiilasyonu ilk 6nce Amerikada sonra da Avrupa ve
diger kitalarda nozokomiyal patojen haline gelmistir. CC17 muhtemelen gogul adaptif mekanizmalar-
la, 6rnegin antibiyotik direncinin kazanilmasiyla, bagarili bir sekilde hastane ortamina uyum saglamis-
ur. Ampisilin direnci, CC17’nin ¢ok 6zgiin genetik belirteci oldugu gibi, ampisiline direngli enterokok
(ARE)’lar ile olusan enfeksiyon oranlarinin artigi, hastanede CC17’nin ortaya ¢ikugini gosteren ilk bulgu
olarak kabul edilmektedir. VRE enfeksiyonlar: diisiik olan iilkelerde, ampisiline direngli enterokokla-
rin ortaya ¢ikisinin, nozokomiyal VRE salginlarinin ortaya ¢ikacagina iliskin gosterge olabilecegi one
siriilmektedir. CC17 suglarinin ¢ogu, mobil elementler, faj genleri ve plazmid dizileri, antibiyotik ve
diizenleyici genler, enterokokal yiizey proteini (esp) geni ve patojenite adalarini igeren 100’iin {izerinde
“hospital-clade-specific” genler icerir®®. Jelatinaz, agregasyon maddesi, sitolizin, feromenler, enterokokal
yiizey proteini ve hiyaliirinidaz gibi enzimler enterokoklarin viriilansinda rol oynarlar. Ozgiil bir viriilans
faktorii olmasi nedeniyle esp geninin saptanmast, epidemik suglarin epidemik olmayanlardan ayrilmasin-

da faydali olabilir.
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METISILINE DIRENCLI STAFILOKOKLAR

Dog. Dr. Z. Ceren Karahan
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Morfoloji Yerleskesi, Ankara.

Stafilokok tiirleri, insanlar da dahil olmak iizere bircok memelide 6zellikle deri ve mukozalari kolonize
eden ve bagsta bagisiklik sistemi baskilanmis konaklar olmak tizere 6nceden saglikli bireylerde de degisik
tirleri ile farkli hastalik tablolart olusturabilen firsatgt patojenlerdir. Stafilokok tiirleri ile ortaya ¢ikan
enfeksiyonlarin konak ve klinik spektrumlarinin genis olmasindan, sahip olduklari ¢ok gesitli viriilans
faktorleri, kendilerine karsi kullanilan antimikrobiyallere hizli direng gelistirebilme yetenekleri ve yiiksek
bulagiciliklart sorumludur. 1959°da penisilinaza direngli penisilinlerin (metisilin) biiyiik timitlerle kulla-
nima baglanmasindan sadece 2 yil sonra, 1961°de, ilk metisiline direngli S.aureus izolat tanimlanmistr.
Bugiin tiim diinyada, S.aureus izolatlarinin-iilkeler arasinda farkliliklar olmakla birlikte- yaklagik yarisi-
nin metisiline direngli oldugu ve yaklasik 2 milyar kisinin S.aureus tastyicist oldugu tahmin edilmektedir.
Kuzey Avrupa iilkelerinde metisiline direngli S.aureus (MRSA) prevalanst <%1 iken, tilkemiz de dahil
Akdeniz tilkelerinde, ABD’nde ve bazi Asya tilkelerinde bu oran %25-50 olarak bildirilmektedir.

Stafilokoklarda metisilin direncinden siklikla, aktarilabilir bir genetik eleman olan stafilokokkal ka-
set kromozomu mec (SCCrmec) lizerinde yer alan mecA geni ve regiilatorlerinin kontroliinde kodlanan
yeni bir penisilin baglayan protein (PBP2’ veya PBP2a) sentezlenmesi sorumludur. Metisiline direngli
stafilokoklar (MRS), tiim beta-laktam antibiyotiklere (in-vitro duyarli gériinseler bile) klinik direng gos-
terirler. Bazt SCCmec elemanlar: tizerinde ¢ok ¢esitli antimikrobiyallere (aminoglikozitler, tetrasiklin,
eritromisin) ve agir metallere (ctva, kadmiyum) direng tastyan plazmid ve transpozonlarin yer alabilmesi
nedeniyle, 6zellikle hastane enfeksiyonu etkeni olan MRSda diger antimikrobiyallere direng de siktir.

Metisilin direnci, homojen veya heterojen olarak karsimiza ¢ikabilir. Homojen direngte, koloniyi olus-
turan bakterilerin hepsi yiiksek konsantrasyonda metisilin varliginda tireyebilme 6zelligi gosterirler. Oysa
heterojen direngte, koloniyi olusturan bakterilerin hepsi mecA genini tasgimakla birlikte, tiim tiyelerinde
diren¢ agiga ¢tkmayabilir. Bu tip direng gdsteren topluluklar, homojen direngli topluluklardan daha yavas
iireyebilir (3 giine kadar uzayabilir). Inkiibasyon sicakligin azaltmak (30-35C°), besiyerinde daha yiiksek
tuz konsantrasyonlart kullanmak (%2-4 NaCl) bu tip suslarin yakalanmasini kolaylastirir. Test edilecek
beta-laktam antibiyotiklerin uygun olmayan kosullarda saklanmalari (6zellikle oksasilin diskleri ortam s1-
cakligindan hizli etkilenmektedir, oksasilin ve sefoksitin disklerinin dondurucuda saklanmasi, en fazla bir
hafta siireyle buzdolabinda bekletilmesi 6nerilmektedir), inkiibasyon siiresinin 24 saatten kisa tutulmast,
inkiibasyon sicakliginin yiiksek (37C°) olmasi, az inokuliim kullanilmas: gibi teknik hatalar, metisilin
direncinin tespitinde hatali sonug alinmasina neden olmaktadir.

Stafilokoklarin Tanis1

Rutin klinik mikrobiyoloji uygulamalarinda stafilokoklar, koyun kanli agarda olusturduklari koloni-
lerin 6zellikleri (beyaz/krem/sar: renkli, diizgiin kenarli, konveks, S tipi, beta hemoliz zonu ile ¢evrili) ve
Gram boyamada tiziim salkimi seklinde kiimeler olusturan gram-pozitif kok formunda goriiniimleri ile
dikkat gekerler. Katalaz pozitiftirler. Serbest ve/veya bagli koagiilazin varlig1 S.aureus u klinik 6nemi olan
diger stafilokoklardan (koagiilaz negatif stafilokoklar, KNS) ayirr.

Metisilin Direncinin Belirlenmesi

CLSI 2010 M100-S20 kitap¢iginda MRSA, “mecA genini veya PBP’lerde oksasilin baglanma afini-
tesinin azalmasi gibi diger metisilin diren¢ mekanizmalarini eksprese eden S.awureus suglaridir” seklinde
tanimlanmaktadir. MRS’lar, tiim b-laktam antibiyotiklere [penisilinler, b-laktam/b-laktamaz inhibitor
kombinasyonlari, sefemler (anti-MRSA aktivitesi oldugu belirtilen yeni sefalosporinler haric) ve karba-
penemler] in-vitro olarak duyarli olarak goriinseler bile, bu antimikrobiyallerin klinik kullanimi bagari-
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sizlikla sonuglanmaktadir. Bu nedenle metisilin direnci saptandiginda, bu ilaglara direngli olarak rapor-
lanmali veya hig bildirim yapilmamalidir.

Molekiiler yontemlerle (PCR, real-time PCR, vb) mecA geni varliginin gésterilmesi, metisilin direnci-
ni ortaya koymada en giivenilir yoldur. Bugiin klinik 6rneklerden direkt olarak metisiline direngli stafilo-
kok varligini gosteren ticari sistemler de piyasada yerini almaktadir. Bu testler, tant siiresini 2 saatin altina
indirmek suretiyle, ozellikle riskli hastalara ve tarama yapilan hastalara avantaj sunmakeadir. Bununla
birlikte molekiiler yontemlerin yiiksek maliyeti ve deneyimli personel gerektirmesi, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda yaygin olarak uygulanmasini engellemektedir.

Disk difiizyon yontemi

Bugiin metisilin direncinin belirlenmesinde, metisilin (MET) diski yerine oksasilin (OXA) ve sefoksi-
tin (FOX) diskleri belirleyici olarak kullanilmaktadir. OXA, aktivitesini MET den daha uzun siire korur
ve heterorezistan suslari tespit etmede daha iyidir. FOX un mecA genini ¢ok daha iyi indiikledigi, OXA
diskine gore daha net sinirlar olusturdugu, degerlendirmesinin OXA'dan daha kolay oldugu belirtilmek-
tedir.

Oksasilin disk diftizyon yontemi: Kimyasal yapisinin daha stabil olmasi nedeniyle, metisilin direncinin
belirlenmesinde indikator antibiyotik olarak siklikla oksasilin (OXA) kullanilmaktadir. 0.5 McFarland
bulanikligina (10* CFU/ml) ayarlanmig bakteri siispansiyonundan Mueller-Hinton Agar (MHA) besiye-
rine ekim yapildiktan sonra, 1 mg OXA diski yerlestirilir. 35 C° sicaklikta, normal atmosfer sartlarinda
inkiibe edildikten sonra tam inhibisyonun gozlendigi alanin capi, disk capr ile birlikte 6lgiiliir. CLSI
2010 kriterlerine gore inkiibasyon siiresinin 24 saat olmasi 6nerilmektedir. OXA zon ¢apinin 6lgiilmesi
igin, petri plagi 151k kaynagina dogru (istk arkadan gelecek sekilde) tutulur. Inhibisyon zonunun sini-
r1, giplak gozle goriilebilir iiremenin bittigi sinir olarak kabul edilir. Inhibisyon zonu kenarinda sadece
biiytitec ile goriilebilen kiiciik kolonilerin olusturdugu hafif ireme dikkate alinmaz, ancak OXA diski
etrafindaki inhibisyon zonu igerisinde yer alan herhangi bir tireme, direngli olarak raporlanmalidir. 1 mg
OXA diski i¢in CLSI 2010 kriterlerine gore S.aureus igin 213 mm duyarli, 11-12 mm orta duyarli, <10
mm direnglidir. S./ugdunensis dahil KNS icin OXA ile disk difiizyon testi onerilmemektedir. Avrupa An-
timikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST), stafilokoklarda metisilin direncinin saptanmasinda
OXA disk difiizyon testini 6nermemektedir.

Bazi S.aureus izolatlar, yiiksek miktarda beta-laktamaz tiretimine bagli olarak, metisiline direngli ol-
madiklari halde disk difiizyon testinde sinirda direngli bulunurlar. Testin duyarliligin artirmak igin besi-
yerine %5 NaCl eklenebilir, inkiibasyon siiresi 48 saate uzatlabilir, yiiksek inokuliim kullanilabilir ya da
inkiibasyon derecesi 35°C’den 30°C’ye diisiiriilebilir. Bu durumlarda beta-laktamaz tiretimi artar ve daha
once duyarli goriilen suglar metisiline direngli olarak saptanabilir.

Sefoksitin disk diftizyon yontemi: Bu yontemde OXA diski yerine 30 mg FOX diski antibiyogram
plagina yerlestirilerek 35°C sicaklikta, normal atmosfer sartlarinda 24 saat inkiibasyon yapilir. CLSI ta-
rafindan belirlenen sinir degerler, S.aureus ve S.lugdunensis igin 222 mm duyarli, <21 mm direngli; diger
koagiilaz negatif stafilokok (KINS)’lar i¢in 25 mm duyarli, <24 mm direnglidir. EUCAST dokiimaninda
S.aureus ve S.lugdunensis suslarinda 30 mg FOX diski kullanilarak uygulanan disk difiizyon testinde >22
mm olan izolatlarin metisiline duyarli, <22 mm olanlarin metisiline direngli olarak raporlanmasi 6neril-
mektedir. Diger KNS’larin taranmasinda 30 mg sefpoksitin diskinin kullanimini, esik deger olarak da
>25mm bulunanlarin duyarli, <25 mm bulunanlarin direngli olarak raporlanmasini 6nermektedir.

S.aureus ve S.lugdunensis test edilmesi esnasinda hem OXA hem de FOX diskleri kullaniliyorsa, ikisin-
den birinin veya her ikisinin direngli tespit edilmesi durumunda metisiline direngli olarak rapor edilmesi
onerilmektedir.
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Sivi mikrodiliisyon yéntemi

%2 NaCl igeren katyon katkilt Mueller Hinton buyyon (KKMHB) besiyeri kullanilarak uygulanur.
Inokuliim miktar1 0.5 McFarland bulanikliginda olacak sekilde ayarlanmali ve inkiibasyon 35°C'de 24
saat yapilmalidir. Antibiyotik olarak 6ncelikli olarak OXA tercih edilmelidir. S.aureus ve S.lugdunensis
igin OXA MIK degeri <2 mg/mL ise duyarli, 24 mg/mL ise direngli olarak raporlanmalidir. Diger KNS
igin OXA esik degerleri, <0.25 mg /mL ise duyarli, 20.5 mg/mL ise direngli seklindedir. MIK degerleri
0.5-2 mg/mL araliginda bulunan bazi S.epidermidis digindaki KNS’larin mecA geni tasimadig ve sadece
OXA degerlendirme kriterleri kullanildig: takdirde gercekte olandan daha sik metisilin direnci rapor edi-
lebilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle, S.epidermidis disindaki KNS ile ortaya ¢ikan agir enfeksiyonlarda,
OXA MIK degerleri 0.5-2 mg/mL arasinda tespit edilirse, bu suglarda mecA geni veya PBP2a varligs
arastirilmali ya da FOX diski ile disk difiizyon testi yapilmalidir. EUCAST kriterlerinde de, OXA MIiK
degeri >2 mg/L bulunan S.aureus ve S.lugdunensis suslari ile MIK degeri >0.25 mg/L bulunan diger KNS
suslarinin, siklikla 7mecA geni varligina bagli olarak metisiline direngli oldugu belirtilmektedir.

CLSI kriterlerine gore, FOX ile yapilan sivi mikrodiliisyon yonteminde S.awureus ve S.lugdunensis igin
MIK degeri <4 mg/mL ise duyarli, >8 mg/mL ise direngli olarak raporlanmalidir. Diger KNS igin FOX
ile sivi mikrodiliisyon yonteminin kullanilmasi onerilmemektedir. EUCAST tarafindan da FOX igin
MIK degerleri >4 mg/L bulunan S.aureus ve S.lugdunensis suslarinin cogunun mecA geni varligi nedeniy-
le metisiline direncli oldugu belirtilmektedir. Diger KNS’larda, MIK degerlendirmesinin disk difiizyon
testine kiyasla metisilin direncini ortaya koymada tistiinliigii olmamast nedeniyle, FOX ile MIK tayini
onerilmemektedir.

Agar tarama yontemi

“Oksasilin agar tarama testi” metisilin direncinin belirlenmesinde yiiksek 6zgiillitk ve duyarliliga sa-
hiptir. Bu nedenle 6zellikle tarama kiiltiirlerinde kullanilmast énerilmektedir. Bu yontemde 6 mg/mL
OXA ve %4 NaCl igeren MHA besiyerine 0.5 McFarland bulanikligindaki bakteri stispansiyonundan
ekim yapilir. Bunun icin, 1 ml'lik 6ze ile veya steril bir ekiivyon kullanilarak hazirlanan siispansiyondan
ornek alinir. Oze veya ekiivyon ile plak iizerinde yaklasik 10-15 mm’lik bir alana dairesel ekim yapilir.
Plaklar 24 saat siire ile 33-35°C’de, normal atmosfer sartlarinda inkiibe edilir. Degerlendirme, plak 151k
kaynagina dogru tutularak yapilmalidir. Ekim yapilan alanda herhangi bir koloninin iremesi halinde
sonu¢ “metisiline direngli” olarak verilir.

E-test yontemi

E-test (AB Biodisk, Isveg) yontemi, 6nceden belli bir gradiyente gore antimikrobiyal emdirilmis strip-
lerin kullanildigy, sivi diliisyon ve diftizyon testlerinin ¢esitli ydnlerini kombine eden bir yontemdir. Anti-
biyotik gradiyenti siireklilik gosterdiginden, sadece iki kat araliktaki degerleri degil, arada kalan inhibit6r
konsantrasyon degerlerini gozlemek de miimkiindiir. E-test striplerinin sogukta saklanmasi, paket agil-
madan 6nce oda sicakligina getirilmesi ve nemden korunmasi gereklidir. Agilan bir pakette artan stripler,
hava gecirmeyen siki kapakli bir kap icerisinde sogukta saklanmalidir. Testin uygulanmasi i¢in, %2 NaCl
iceren MHA besiyerine 0.5-1 McFarland bulanikliginda hazirlanmig bakteri siispansiyonu ekilir. Yogun
stispansiyonlarin heterorezistan suglari daha iyi belirledigi bildirilmektedir. Ekilen plak yiizeyi tamamen
kuruduktan sonra, iizerine OXA veya FOX stripleri tek hamlede yerlestirilir. MIK degerlerinin yorum-
lanmasinda sivi mikrodiliisyon yontemindekiyle ayni standartlar kullanilir. Tespit edilen ara diliisyon
degerleri en yakindaki bir iist iki kat sulandirim degerine yuvarlanmalidir (6rnegin E-test MIK degeri
3 mg/mL bulunduysa, standart degerlendirmede 4 mg/mL olarak dikkate alinmalidir). Yapilan farkls
calismalarda S.aureus igin OXA stripinin duyarliligi %98-99, ézgilligi %100; KNS icin duyarliligt
%98-100, 6zgiillagi %50-91 arasinda bulunmugtur. FOX stripi kullanildiginda S.aureus igin duyarlilik
ve ozgiillitk %99-100; KNS icin duyarlilik %98, 6zgiillikk %97 olarak belirtilmektedir. Ozellikle KNS'de
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FOX stripi ile E-test sonuglart tizerine tereddiitlii ifadeler bulunmasi nedeniyle OXA stripinin tercih
edilmesi 6nerilmektedir.

Lateks agliitinasyon testi

PBP2a saptanmasini saglayan ve hizli sonug veren bir yontemdir. Testin duyarlilik ve 6zgiilligii ytk-
sektir. Lateksle kaplanmig PBP2a monoklonal antikorlar: ile koloni stispansiyonu karsilastirilarak uy-
gulanir. Agliitinasyon gozlenmesi halinde test sonucu “metisiline direngli” olarak raporlanir. Ozellikle
mecA geni arastirilamayan laboratuvarlarda PBP2a varligini gostermesi agisindan iyi bir alternatif oldugu
belirtilmektedir.

Kromojenik besiyerleri

Kromojenik enzimatik substratlar iceren ticari besiyerleri, metisilin direncinin saptanmasinda son yil-
larda siklikla kullanilmaya baglanmistir. Bu besiyerlerinde metisiline direngli stafilokoklar cesitli renklerde
koloniler olusturarak metisiline duyarli suslardan ayirt edilmektedir. Ozellikle tarama kiiltiirlerinden kisa
stirede sonu¢ alinmasini saglayan bu besiyerleri kullanilarak yapilan farkli ¢alismalarda, kromojenik be-
siyerlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri oldukga farkli bildirilmektedir. Bununla birlikte vakalarin %85’ini
24 saatte tespit edebilmesi nedeniyle iyi bir tarama testi olarak degerlendirilmektedir.

Otomatize sistemler

Ozellikle gok sayida testin calisildigt laboratuvarlarda is yiikiinii azaltmak ve hizli sonug vermek igin
gelistirilmis otomatize sistemlerin kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Bu sistemler, tekrarlanabilirligi
yiiksek ve objektif sonuglar vermekle birlikte, standart olarak kabul géren ydntemler arasina girmeyi
heniiz bagaramamislardir. Bu nedenle, otomatize sistemlerle elde edilen antibiyotik duyarlilik test sonug-
larinin, standart kriterler kullanilarak dogrulanmasi nerilmektedir.

Metisilin Direncini Belirlemede Kullanilan Kalite Kontrol Suglar:

CLSI tarafindan dnerilen kalite kontrol suslari; S.aureus ATCC 25923 (disk difiizyon), S.aureus ATCC
29213 (MIK, agar diliisyon-DUYARLI, mecA negatif), S.aureus ATCC 43300 (agar diliisyon, sivi mik-
rodiliisyon tarama-DIRENCLI, mecA pozitif) iken, EUCAST tarafindan 6nerilen kalite kontrol suslart:
S.aureus ATCC 29213 (zayif beta-laktamaz iireticisi), S.aureus NCTC 12973, S.aureus CIP 103429,
S.aureus DSM 2569, S.aureus CCUG 15915 ve S.aureus NCTC 12493 (mecA-pozitif, heterorezistan
MRSA)diir.

Tarama Kiiltiirleri

CLSI 2010 kitap¢iginda, oksasilin direncini belirlemede kullanilacak tarama testleri icin asagidaki
yontemler 6nerilmektedir:

S.aureus OXA direncinin belirlenmesinde agar diliisyon yontemi veya, S.aureus ve S.lugdunensisde
mecA aracili oksasilin direncini belirlemede 30 mg FOX diski ile disk diftizyon testi (33-35°C’de 16-
18 saat inkiibasyon sonrasinda <21 mm ise mecA pozitif, 222 mm ise mecA negatif) veya FOX ile sivi
mikrodiliisyon (33-35°C’de 16-20 saat inkiibasyon sonrasinda >4 mg/mL ise mecA pozitif, <4 mg/mL
ise mecA negatif) 6nerilmektedir. Bu yontemlerle mecA pozitif bulunan suglar metisiline direngli olarak
isimlendirilmeli ve tiim beta-laktam antibiyotiklere direncli olarak raporlanmalidir. FOX ile mecA nega-
tif olarak bulunan, ancak OXA direngli (MIK degerleri >4mg/mL) olan suslarda mecA disindaki nadir
direng mekanizmalarindan birine sahip olabilecegi goz 6niine alinarak “metisiline direngli” olarak rapor
edilmelidir.

S.lugdunensis haricindeki KNS’larda FOX ile mecA aracili direncin tespiti i¢in 30 mg FOX diski ile
disk difiizyon testi 6nerilmektedir. 33-35°C'de 24 saat (direngliler 18 saat sonra raporlanabilir) bekle-
tildikten sonra zon ¢apt <24 mm ise mecA pozitif, 225 mm ise mecA negatiftir. mecA pozitif bulunan
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izolatlar “metisiline direngli” olarak raporlanmalidir. mecA negatif bulundugu halde OXA direngli (MK
degerleri 24mg/mL) bulunan izolatlarda, mecA disinda diger nadir diren¢ mekanizmalarindan birinin
bulunabilecegi goz 6niine alinarak “metisiline direngli” olarak raporlamak gerekir. S.epidermidis disindaki
diger KNS'larla ortaya ¢ikan ciddi enfeksiyonlarda OXA MIK degeri 0.5-2 mg/mL arasinda ise mecA
veya PBP2a aragtirilmast uygundur.
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KARBAPENEMAZ POZIiTiF GRAM-NEGATIF BASILLER

Dog. Dr. Ozgen Eser
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Gram-negatif basiller, 6zellikle de Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae, klinik olarak 6nemli bakte-
riyel enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bunlar arasinda yer alan E.coli, toplumdan kazanilmus tiriner sistem
enfeksiyonlarina neden olan en sik etkendir. Gram-negatif basil enfeksiyonlarinda tedavide direng s6z
konusu oldugunda son segenek ilag karbapenemlerdir. Karbapenemler arasinda imipenem, meropenem,
ertapenem ve doripenem tedavide siklikla tercih edilen ajanlardir’. Karbapenem direnci, ilacin hiicre
icinde porin degisikligi veya aum pompast nedeniyle etkin konsantrasyona ulagamamasi; kromozomal
veya kazanilmig olarak bulunabilen karbapenemleri hidroliz eden enzimlerin varligi veya penisilin bagla-
yan proteinlerde hedef degisimi sonucu ortaya ¢ikabilmektedir®.

Molekiiler siirveyans alismalari, bakterilerde ortaya ¢ikan bazi direng tiplerinin digerlerine nazaran
daha siklikla goriildiigiinii ortaya koymaktadir. Karbapenemazlar, 6zellikle klinik olarak tedavisi giiglitk
yaratan bakteriyel enfeksiyonlarda son bes yil icinde en sik bildirimi yapilan, direngten sorumlu tutulan
enzimler arasinda yer almaktadir. Gram-negatif basillerde karbapenem direnci, hayati tehdit eden enfek-
siyonlarda tedaviye alternatif bagka ilag olmamasi nedeniyle, tedaviyi belirgin sekilde kisitlamaktadir. Bu
nedenle, yayilimin 6nlenmesi igin karbapenamazlarin saptanmasi ve enfeksiyon kontrol énlemlerinin
uygulanmast biiyitk 6nem tagimaktadir®.

Kazanilmis karbapenemazlar, Enterobacteriaceae ve Acinetobacter tiitlerinde sefalosporinazlarla birlikte
porin kaybinin ortaya cikisi veya karbapenemaz varligs ile, Pseudomonas aeruginosa'da porin kaybi, atim
pompasi veya karbapenemazlar ile ortaya ¢tkmaktadir. Karbapenemazlar, molekiiler sinif A, B ve D’ de
yer alan beta-laktamazlardir. Sinif A karbapenemazlar arasinda yer alan KPC, SME, IMI, GES siklikla
Enterobacteriaceaeda rol oynarken, sinif B karbepenamazlar arasinda yer alan IME, VIM, GIM, SIM ve
SPM ise Paeruginosa, Enterobacteriaceae ve Acinetobacter tiitlerinde izlenmektedir. Sinif D karbapenemaz-
lardan olan OXA enzimleriyse, siklikla Acinetobacter baumanniide gorillmekeedir’”. Enterobacteriaceaeda
karbapenem direnci, karbapenemazlar disinda genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) veya AmpC
tipi beta-laktamaz ile birlikte porin kayb1 oldugunda da ortaya ¢ikabilmektedir'.

Enterobacteriaceada yer alan KPC tipi karbapenemazlar, K pneumoniae karbapenemazlar olup sinif A
beta-laktamazlar i¢inde yer almaktadir. KPC tipi karbapenemazlar, karbapenemler ve genis spektrumlu
sefalosporinler de dahil olmak tizere tiim beta-laktam grubu antibiyotiklere karg1 dirence neden olmakta-
dir. En sik K pneumoniaéda bildirilmekle birlikte Enterobacteriaceae ailesinin birgok tiyesinde goriilmek-
tedir. KPC tipi karbapenemazlar, Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii, E.coli, Salmonella ve Serratia tiir-
leri yant sira non-fermentatifler arasinda yer alan Paeruginosada da bildirilmistir®. KPC karbapenemaz,
plazmid ile taginabilen konjugasyon ile suslar arasinda akrarilabilen bir enzimdir. Genellikle, bla,, . genini
tastyan plazmidler beraberinde GSBL, aminoglikozid ve florokinolon diren¢ genlerini de tagimalart nede-
niyle, kazanilmus tip karbapenem direnci varliginda birlikte ¢oklu antibiyotik direnci de gozlenmektedir.
KPC tipi karbapenemazlar, kateter iligkili kan yolu ve {iriner sistem enfeksiyonlarinda, ventilator iliskili
pnomonide daha siklikla ortaya ¢ikmaktadir’.

KPC tipi karbapenemazlarin tespitinde bazi zorluklar yasanmaktadir. KPC tipi karbapenemaza sahip
izolatlarda diisiik diizey karbapenem direncinin var olmast, in vitro duyarlilik testleri sirasinda KPC tipi
karbapenemazlarin saptanmasini giiclestirmektedir ve bu durum bazi otomatize sistemlerin diisiik dii-
zeyde karbapenem direncini tespit etmekte giiclitk cekmesi nedeniyle tanida sorun yasanmasina neden
olmaktadir''2. KPC karbapenemazlarin saptanmast icin dncelikle tarama testi olarak imipenem ve me-
ropenem minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerinin 2-4 pg/ml veya ertapenem MIK degerinin
>2 pg/ml olmasi aranirken, bu degerlerde bulunan tiim izolatlar karbapeneme duyarli bile olsa konfir-
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masyon testine alinmalidir. KPC tipi karbapenemaz tespitinde destekleyici fenotipik tani testi “Modi-
fiye Hodge Testi” (MHT)dir >. MHT de E.coli ATCC 25922 susu 0.5 McFarland standard bulaniklik
ayarina getirilip 1:10 oraninda sulandirildiktan sonra Mueller-Hinton agar yiizeyine yayilarak ortaya bir
imipenem diski yerlestirilmektedir. Karbapenemaz siipheli izolat ise disk kenarindan plak kenarina kadar
tek bir gizgi halinde ekilerek plak bir gece 35°C’da inkiibe edilir. Ertesi giin stipheli sus tarafinda E.coli
tremesi KPC tipi karbapenemaz varligini gostermektedir''. MHT, GSBL ile porin kaybinin birlikte
oldugu durumlarda yanlis sonuglar verebilmektedir'4. KPC tipi karbapenemaz tespitinde MHT disin-
da karbapenem-karbapenem/boronik asit kombine disk difiizyon testi veya E-test de kullanilabilmekte-
dir™'¢. Mikrodiliisyon testi igin duyarlilik ve dzgiilliigiin en yiiksek oldugu karbapenem meropenemdir.
E-test ve disk diftizyon yonteminde ise duyarlilik ve 6zgiilliik en yiiksek ertapenem ile alinmaktadir.
Otomatize sistemlerde ise ertapenem ile Microscan sisteminde en yiiksek duyarlilik ve 6zgiillitk sonuglari
alinmaktadir. KPC tipi karbapenemaz tespit edilen suslarda, mikrobiyoloji laboratuvari, MIK sonucunu
dogrudan yorumsuz bildirmeli ve izolatin karbapeneme duyarli bir Enterobacteriaceae oldugu, in vitro
olarak karbapenemaz tirettigi ve tedavide karbapenem kullanimi i¢in klinik etkinligin dogrulanmadig:
belirtilmelidir'®.

Simdiye kadar KPC-1 ile KPC-7 arasi bildirilen toplam yedi KPC tipi karbapenemaz bulunmaktadir.
[lkk KPC izolati, ABD’de Kuzey Carolinadan rapor edilmistir. Simdiye kadar KPC tipi karbapenemazlar
ABD disinda, Israil, Yunanistan, Cin, Giiney Amerika ve Hindistan gibi iilkelerden de bildirilmistir’.
Ulkemizde de benzer calismalar vardir. Hacettepe Cocuk Hastanesinde izole edilen 214 GSBL pozitif
E.coli ve K pneumoniae kan izolaunda AmpC ve KPC pozitifligi sirastyla %1 ve %1.4 bulunurken',
Hacettepe Eriskin Hastanesinde izole edilen 210 GSBL pozitif E.coli ve K pneumoniae kan izolaunda
AmpC ve KPC pozitifligi her biri i¢in %1.4 olarak saptanmistir®. Ozellikle GSBL varliginin yiiksek ol-
dugu bélgelerde karbapenemlerin tedavide tek secenek kalmasi, KPC karbapenemazlarin 6nemini daha
da arturmugstir. Bakteride KPC varligs ile birlikte GSBL pozitifligi olmasi, GSBL pozitif izolatlarin yanlig
tanimlanmasi gibi sorunlara neden olabilmektedir?'.

KPC karbapenemazlarin yayiliminin ve bulaginin engellenmesi igin kolonize hastalarin saptanmasi
onem tasimaktadir. Karbapeneme direncli veya karbapenemaz iireten K pneumoniae ve E.coli tastyicilari-
nin belirlenmesi iin aktif siirveyans ¢aligmalar yiiriitiilmelidir?2. Bu amagla, triptik soy buyyon igerisine
konulan imipenem diski ile, hasta 6rneklerinde KPC pozitif bakterilerin aranmasi en kolay uygulanabi-
lecek yontemlerden biri kabul edilmektedir®?. Karbapenem direncinin kontrol altina alinabilmesi i¢in
hem bblgesel hem ulusal gapli etkin siirveyans ¢alismalarina gereksinim bulunmaktadir. Ozellikle in vitro
karbapenem duyarli izolatlarda KPC enzimlerinin dogru tanimlanmasi, yayilimin dnlenmesi agisindan
onem tagtmaktadir.
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PANEL 5

DUNYADA VE ULKEMIZDE 2009-2010 “TOP 10” YAYINLAR

Dog. Dr. Fiisun Can', Prof. Dr. Tijen Ozacar?
!Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
’Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lzmir.

Bilimsel aragurmalarin bilimsel dergilerde makale olarak yayinlanmasi, bilimsel yéntemin 6nemli bir
asamasidir. Bilimsel makaleler, yeni aragtirmalara 15tk tutmakta ve tist diizey egitim (seminer, kurs vs.)
amaciyla kullanilmakeadir.

Bilimsel yayinlarin tarihi 1665 yilinda Fransizca “Journal des Scavans” ve Ingilizce “Philosophical
Transactions of Royal Society” dergilerinin ilk kez diizenli olarak arastirma sonuglarini yayinlamasiyla
baslamugtir’. XVIIL. yiizyilda sayilart 1000’ ulagmus, daha sonraki yillarda da hizla arts gostermistir.
PubMed ile ulagilabilen ve 1950-2004 yillar: arasinda yayinlanmis makale sayist 9.398.715 olarak bildi-
rilmigtir®. Guiniimiizde PubMed aracilig1 ile ulagilabilen bilimsel dergi sayist yaklagik 21.300°diir. Eylal
2004'de PubMed, PubMed Central ve diger NLM (National Library of Medicine) servislerine saniyede
yaklastk 1300 giris olmus ve giinde 1.3 tetrabyte biiyiikligiinde dosya indirilmistir. PubMed ile ulasila-
bilen makale sayist 2009 yilinda 1.75 milyondur’.

Bu kadar yogun arastirma ve makale trafiginde galismalarin ne kadarina ulasabiliyor, hangilerinden
yararlantyoruz? Pek cogumuz kendi calisugimiz alanla ilgili yayinlart takip etmekteyiz. Bu oturumun
amaci, 2009-2010 yillarinda mikrobiyoloji alaninda yayinlanmis makaleler arasindan secilen, yeni bir
yontem tanimlayan ya da alanimiza yeni bir bakis agist getiren 10 ¢alismay sizlerle paylasmakur. Béylece
mikrobiyolojinin farklr alanlarindaki 6nemli ¢alismalari sizlerle tartsma firsati bulacagiz.

Makalelerin se¢iminde nelere dikkat etmeliyiz? Aslinda bir ¢alismanin bilimsel giiciinii gosteren en
uygun degerlendirme kriteri “atif sayis1”dir. Ancak bu parametrenin belirlenmesi iki yillik bir siireg gerek-
tirdiginden bu oturum igin uygun bir kriter gibi gériinmemektedir. Pek ¢ok bilimsel dergi, yayinladiklart
makaleler arasinda “Top 10” se¢iminde okuyucu istatistiklerini dikkate almaktadir. Bu konuda yapilan
istatistikler makalelerin okunma oranlari ile IS auf indeksleri arasinda iyi bir dogrusal orant oldugunu
gostermektedir®®. Ancak tek basina okunma oranlarinin dikkate alinarak makalelerin degerlendirilmesi,
bu oturumun amaciyla tam olarak rtiismemektedir. Bu nedenle bizim “Top 10” makale secim kriterleri-
mizden birisi mikrobiyolojinin farkls alanlarinda (bakteriyoloji, viroloji, mikoloji, parazitoloji, immiino-
loji) yapilan ¢aligmalarin derlenmesi olacaktir. Diinyada oldugu kadar tilkemizde de énemli olan yurtici
ve yurtdist ¢alismalar1 aragurmayi ve her alanda olusturulacak jiirilerin destegi ile degerlendirmeyi ve
sizlere sunmayi planliyoruz. Keyifli ve yararli olacagini timit ettigimiz oturumda birlikte olmayi diliyoruz.
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PANEL 6 iNSAN PAPILLOMAVIRUS ENFEKSIYONLARINDA GUNCEL DURUM

VIRUS YAPISI, IMMUNOLOJiSi VE ULKEMIiZDEKI EPIDEMIYOLOJiSi

Dog. Dr. Giilendam Bozday1
Gazi Universitesi Tup Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Virusun Yapisi

Insan papilloma viruslari (Human Papilloma Virus; HPV), Papillomaviridae ailesinde bulunmakeadir.
Bu viruslar 50-55 nm biiytiklugiinde, zarfsiz, ikozahedral niikleokapsidli bir yapiya sahiptirler. Viral
kapsid 72 kapsomerden olugsmaktadir. Virusun dig protein kilifi bir major ve bir minér olmak tizere 2
protein icermektedir. HPV’nin genetik bilgisi yaklagik 8.000 baz ifti iceren halkasal, ¢ift zincirli bir
DNA molekiiliinde kodlanmaktadir'~.

HPV’ler, diger birgok virusun aksine, antijenik yapilarindan ¢ok DNA yapisina gore siniflandirildi-
gindan serotipler yerine genotipler olarak ve kesfedildikleri siraya gore numaralandirilirlar™. Giintimiiz-
de 200'den fazla HPV tipi tanimlanmug, ancak bugiine kadar 96’sinin tam olarak sekansi yapilmistir.
HPV’lerin siniflandirilmasi, tiir orijini ve DNA hibridizasyonuyla tespit edilen viral genomlar arasindaki
homolojinin derecesine baglidir. Papilloma virus tiplerinin, alt tiplerinin ve varyantlarinin taksonomik
sintflandirilmasinda, major viral protein olan L1 gen bélgesinin homolojisi gdz oniinde alinmaktadir®®.
HPV tipleri klinik olarak da ti¢ kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar; diisiik riskli HPV (6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 55 ve 62), olasi yiiksek riskli HPV (26, 53 ve 66) ve yiiksek riskli HPV (16 basta olmak iizere 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 68, 73 ve 82) gruplaridir™®.

Papillomaviruslar, kiigiik boyutlarina ragmen kompleks bir molekiiler biyolojik yapiya sahiptirler. Ge-
nom, fonksiyonel olarak erken bolge (early: E), ge¢ gdlge (late: L) ve uzun kontrol bolgesi (long control
region: LCR) olmak iizere ii¢ bélgeye boliiniir. Tiim papillomaviruslarda bu ii¢ bélge, iki poliadenilasyon
(pA) bolgesi tarafindan ayrilmaktadir (erken pA ve gec pA). Erken bélgede 6 ORF (Open reading frame-
agtk okuma bolgesi) ve ge¢ bolgede 2 ORF bulunur. Biitiin HPV ORFlari, virusun sadece bir sarmali
tizerinde yer almaktadir ve 8 ORF viral hayat siklusundaki gen ekspresyon sirasina gore erken ve ge¢
olarak isimlendirilir. Erken proteinler E1, E2, E4, E5, E6 ve E7 viral replikasyon ve hiicre transformas-
yonunda rol alir. Son yillarda kesfedilen E3 ve E8 de ayn1 bélgede olusmaktadir. E3’{in islevi heniiz tam
olarak bilinmemekte olup, E8 agik okuma bélgesi sadece sigir papillomavirus tip 1 (BPV-1) ve HPV tip
31'de kodlanmaktadir’. Geg gen bolgesinde ise L1 ve L2 kodlanmaktadir. L1 geni major kapsid proteini
ve L2 geni mindr kapsid proteinini kodlar. Tiim bu proteinler transmembranin uyarilmas, hiicre siklusu-
nun diizenlenmesi ve transformasyon aktivitesinin denetlenmesi gibi pleotropik fonksiyonlara sahiptir®.

Viral entegrasyon, tipik olarak viral E1 ve E2 bolgelerinde meydana gelmektedir. Bu genler viral gen
ekspresyonu ve replikasyonunu diizenleyen proteinleri kodlamaktadir. E1 proteini viral DNA replikas-
yonu i¢in onemli olan helikaz aktivitesine sahiptir. E1 proteini, viral replikasyonun baslamasinda anah-
tar rol oynamaktadir ve potansiyel bir terapétik adaydir. E2 proteini ayni zamanda iki protein kodlar;
bunlardan biri erken bélgenin transkripsiyonunu inhibe ederken, digeri artirmaktadir. HPV ile iligkili
servikal karsinomanin ayirict bir ozelligi, viral E2 proteininin ekspresyonunda kaybin olmasidir®. Servi-
kal kanserin gelisiminde E2 bolgesinde siklikla kirllma meydana geldiginden HPV DNA entegrasyonu
onemlidir. Entegrasyon esnasinda E2'de meydana gelen kirilma, E2’ nin E6 ve E7 tizerindeki inhibitor
etkisini ortadan kaldirir. Sonugta, E6 ve E7 viral proteinlerinin kontrolsiiz ekspresyonuna yol acar’. Bu
nedenle, E6 ve E7 onkoproteinleri kanser gelisimi i¢cin 6nemlidir. Bununla birlikte, HPV tiplerinin yiik-
sek risk tagimasi, tiimor stipresdr proteini p53 ve retinoblastoma (Rb) ile iligkili olan E6 ve E7 proteinle-
rine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. E6 ve E7 genlerinin transformasyon aktivitesi, onlarin hiicre
siklusunda gérevli hiicresel proteinler ile olan etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. E7 proteini HPV-16
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ve HPV-18 gibi yiiksek riskli HPV’ler tarafindan kodlanir ve Rb’ye yiiksek afinite ile baglandig: tespit
edilmigtir. E7 proteini Rb’ye ‘cep domaini’ ad1 verilen bir bolgeden baglanir. RB’nin cep domain dizisi
timor siipresor fonksiyonu icin dnemlidir'®.

E5 geninin rolii, enfeksiyonun baglangicinda olduk¢a 6nemlidir. Epidermal biiyiime faktorii resep-
tori, trombositleri aktive edici biiytime faktorii reseptorii ve koloni uyarici faktor-1 reseptérii ile bir
kompleks olusturarak hiicre biiytimesini uyarir. Son yillarda E5, apoptozisi izleyen DNA hasarinda da
goriilmekeedir'.

E8 ORF bélgesi BPV-1 ve HPV-31 disinda, birgok tavsan papillomaviruslarinda da bir onkogen ola-
rak tespit edilmistir. Ayrica, BPV-1 ve HPV-31'de viral trankripsiyon ve replikasyonun bir negatif regiila-
torii olarak E8AE2 flizyon proteini belirlenmistir’. Bu durum E8"E2C’nin viral yasam siklusunun erken
evresi boyunca HPV DNA replikasyonunun negatif bir regiilatérii oldugunu gostermekeedir'.

Geg gen bélgesinde yer alan L1 geni, viral protein kilifinin biiyiik bir kismini meydana getiren major
kapsid proteinini olustururken, L2 geni mindr kapsid proteinini olugturmakeadir'®.

Virusun Replikasyonu

Bazal hiicrelerde virus enfeksiyonu ile baslangicta diisiik kopya sayisi goriiliir. Daha sonra viral DNA
replikasyonunda hiicre siklusuna bagli olarak, viral yiik yaklasik 50-100 kopya/hiicre sayisina ulagir. Enfekte
hiicre, dnciil kok hiicreden ayrilarak epitelin diger tabakalarina girer'®. Daha sonra viral gen ifadesi minimal
diizeydedir ve 6zellikle E6 ve E7 onkogenlerinin ifadesi, agik¢a saptanabilen E6/E7 transkriptleri ile siki bir
kontrol alundadir. Enfekte keratinosit farklilagsan tabakalara girdiginde, hiicre déngiisiinden ayrilir. Burada
viral gen ifadesinin etkili bir regiilasyonu vardur, viral DNA replikasyonu gerceklesir. Viral kopya sayist en
azindan 1000 kopya/hiicre ulagir. Erken genler E6 ve E7’nin ¢ok sayida ifadesi ve ge¢ promoterdan ge¢
genlerin ifadesi goriiliir'. Hiicre dongiisiiyle farklilagan hiicrede meydana gelen bu olaylarin gerceklesmesi
onemlidir. Papillomaviruslar sadece bir DNA replikasyon enzimi, E1’i ve bundan bagka viral E2 proteinini
kodlar. Replikasyon tamamen hiicresel DNA sentez mekanizmasina baghidir. Bu virus i¢in problem, hiicre-
sel DNA polimerazin ve replikasyon faktorlerinin sadece mitotik olarak akif hiicrelerde iiretilmesidir. Bu
problemi ¢6zmek icin viruslar, viral yasam déngiisii kapsaminda proteinler kodlar. Dongiisiiz hiicrelerde
hiicresel DNA sentezini reaktive eder, apoptozisi inhibe eder ve enfekte keratinositlerin farklilagma progra-
mini gecikdirir. Viral DNA replikasyonuna izin veren bir gevre olusturur. Gergeklestirilen kusursuz detaylar
tam olarak anlagilamamigtir, ancak bu fonksiyonlar i¢in viral genlerin merkezi E6 ve E7'dir. Yiiksek riskli
HPV replikasyonunda bu islev sayesinde, enfekte hiicrelerde biiyiime kontrol edilemez ve kanser gelisir'.

HPV Enfeksiyonunda Immiin Yanit

HPV enfeksiyonuna kargi immiin yanit, genellikle diger viral enfeksiyonlara gore daha geg gelisir.
Bunun nedeni, HPV’nin konak immiin cevabindan kagmasidir. Bu kacis esnasinda, bazi immiin sistem
fonksiyonlarini da baskilayabilir. Bu sebeple HPV enfeksiyonlarinin iyilesmesi uzun zaman almakeadir.
Yiiksek riskli HPV tiplerinin temizlenmesi i¢in gerekli olan siire yaklasik 16-18 ay iken, diisiik riskli HPV
tiplerinin temizlenmesi i¢in 10 ay gibi kisa bir siire yeterlidir®. Virus, immiin sistemden kagabilmek icin
birgok mekanizma gelistirmistir. Bunlardan en 6nemlisi replikasyon dongiistidiir. Viremi fazi icermez.
Enfeksiyonun epitel hiicrelerinin lizisine yol agmamasi ve farklilasmaya bagimli viral protein ekspres-
yonunun immiin sistem hiicrelerinden uzakta, epitelin {ist tabakalarinda olmas: dogal immiin cevabin
uyarilmasint azaltmaktadir. Immiin cevaptan kagistaki diger 6nemli faktér, keratinositlerin iyi antijen
sunamamasidir. Béylece adaptif immiin sistemin aktivasyonu da geciktirilmektedir. Bunlarin diginda
HPV, dogal immiiniteyi de engelleyen bazt mekanizmalar icermektedir. Yiiksek riskli HPV’lerde bulunan
EG6 ve E7 proteinleri, hiicre ytizeyinde MHC-I ekspresyonunu azaltir; tip-I interferon ekspresyonunu ve

sinyal iletimini bozar®.
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HPV’nin Ulkemizdeki Epidemiyolojisi

Ulkemizde, HPV ile ilgili olarak yapilan gok gesitli galismalar ve sonuglar mevcuttur. Giiney ve
ark.'®nin yapug bir calismada 21 gebe kadinin %9.5’inde PCR yontemi ile HPV pozitfligi gosterilmis-
tir. Ozgelik ve ark.7, kanser gelisimi agisindan diisiik risk grubu olusturan 230 kadinda hibrid yakalama
(Hybride Capture-I) sistemini kullanarak yapuklari ¢alismada %6.1 oraninda HPV pozitifligi sapta-
muslar; gruplar arasinda yasa bagli istatistiksel bir fark gozlememiglerdir. Oztiirk ve ark.'nin rastgele
setikleri 18-62 yas arasi kadinlarin servikal 6rneklerinde yaptiklari calismada, hibrid yakalama yontemi
ile %4.9 oraninda HPV pozitifligi saptanmistir. Pozitiflik oranlars; ilk cinsel iligki yas: diisiik grupta (15-
19 yas aras1) %6.3, 30-39 yas grubunda %7.3, egitim seviyesi diisiik olan kadinlarda %6.9, oral kont-
raseptif kullanan kadinlarda ise %7.7 olarak bulunmustur. Normal servikal sitolojiye sahip kadinlarda
%2.1 HPV DNA pozitifligi saptanirken, epitelial hiicre anomalisi gosteren kadinlarda %42.9 oraninda
pozitiflik saptanmugtir'®.

Ankaradan Onan ve ark.'”’nin yapug bir diger calismada, 94 hasta degerlendirilmistir. Bu hastalarin
%>50’sinde CIN I, %28.8’inde CIN II ve %21.2’sinde CIN III mevcuttur. Hastalarin HPV DNA pozi-
tifligi sirasiyla; %4.2, %14.8 ve %45 oraninda saptanmustir'®. CIN III olan hastalarin DNA pozitifligi
CIN I ve II olan hastalardaki DNA pozitifligine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica bu
hastalarda yapilan kantitasyon sonuglart da istatistiksel olarak gosterilememekle birlikte, CIN III gru-
bundaki hastalarda en yiiksek seviyede bulunmustur”. Ergiinay ve ark.””nin servikal kanserli 35 hastada
nested PCR yontemi ile yapuklari ¢alismada %80 oraninda HPV DNA tesbit edilmistir. En sik saptanan
HPV tipleri ise, DNA dizi analizi ydntemi ile; tip 16, 18, 31, 33, 45, 56, 59 (yiiksek riskli tipler), 53
(muhtemel yiiksek riskli tip), 6, 54, 72, 81 (diisiik riskli tipler) olarak bildirilmistir®.

Bizim laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda ise Rota ve ark.”, farkli hasta gruplarini arasurmiglar ve
92 gebe kadinin %3’tinde, 59 infertil hastanin %12’sinde, 12 genital papillomlu hastanin biyopsi 6rnek-
lerinde %25 ve ¢esitli sikayetler ile bagvuran 313 hastanin %11’inde HPV DNA varlig1 saptamiglardir.
Boliimiimiizde yapilan diger bir ¢alismada da, Fidan ve ark.** servikal HPV ile apoptozis arasindaki ilis-
kiyi aragtirmis ve 110 servikal siiriintii 6rneginde gergek zamanli PCR yontemi ile %8.1 oraninda HPV
tip 16, %5.4 oraninda HPV tip 18 DNA’s1 bulmuglardir.

HPV enfeksiyonlarinin diger malignensilerle de birlikteligi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda; anal
kanserlerde %70-100; oral kanserli hastalarda %31, tonsiller kanserli hastalarda %51, sinonasal papillo-
mada %33 ve laringeal papillomada %76.2 oranlarinda HPV DNA varlig: bildirilmektedir*#. Syrjanen
ve ark.**nin 422 hastada tonsiller kanser ile HPV iligkisini arastirdig1 calismada, HPV tip 16 %84 siklikla
pozitif bulunurken, tip 16/18 birlikteligi %3, tip 16/33 birlikteligi ise %1.4 oraninda gosterilmistir. La-
rinks kanserinde ise son yillarda oldukea fazla ¢alisma mevcut olup, HPV DNA varlig: ile kanser yakin-
dan iliskilendirilmektedir. Bir derleme yazida; 1997-2005 yillar: arasinda yapilan calismalarda, toplam
1252 larinks kanserli hastanin %25’inde HPV DNA tesbit edildigi ve en biiyiik siklikla HPV tip 16’nin
gosterildigi belirtilmektedir?®. Ulkemizde 2007 yilinda Giingdr ve ark.*’nin yaptig1 calismada, laringeal
skuaméz hiicre karsinomali hastalarda %7.4 (7/95) oraninda HPV DNA varligi saptanirken, bizim 2009
yilinda yapugimiz bir ¢alismada, larinks karsinomali hastalarda bu oran %41.5 olarak belirlenmistir”.

KAYNAKLAR

1. zur Hausen. Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical application. Nat Rev Cancer 2002; 2: 342-50.

2. Ramael M, Gudleviciene Z, Didziapetriene J. Natural history and biological behaviour of human papillomavirus: implica-
tions for cervical cancer screening. ACTA Medica Lituanica 2004; 11: 1-7.

3. de Villiers EM, Fauquet C, Broker TR, Bernard HU, zur Hausen H. Classification of papillomaviruses. Virology 2004;
324:17-27.

4. Miinger K, Baldwin A, Edwards KM, et al. Mechanisms of human papillomavirus-induced oncogenesis. ] Virol 2004;

15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi 73



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.
26.

27.

74

78:11451-60.

Dehn D, Torkko KC, Shroyer KR. Human papillomavirus testing and molecular markers of cervical dysplasia and carci-
noma. Cancer 2007; 111:1-14.

Motoyama S, Ladines-Llave CA, Luis Villanueva S, Maruo T. The role of human papilloma virus in the molecular biology
of cervical carcinogenesis. Kobe ] Med Sci 2004; 50:9-19.

Zheng ZM, Baker CC. Papillomavirus genome structure, expression, and post-transcritional regulation. Front Biosci 2006;
11:2286-302.

Howley PM. The molecular biology of papillomavirus transformation. Warner-Lambert Parke-Davis Award Lecture. Am

J Pathol. 1983; 113:414-21.

Fehrmann F, Laimins LA. Human papillomaviruses: targeting differentiating epithelial cells formalignant transformation.
Oncogene 2003; 22: 5201-7.

Kubbutat MH, Vousden KH. Role of E6 and E7 oncoproteins in HPV-induced anogenital malignancies. Sem Virol 1996;
7:295-304.

Stubenrauch E Zobel T, Iftner T. The E8 domain confers a novel long-distance transcriptional repression activity on the

E8E2Cprotein of high-risk human papillomavirus type 31. ] Virol 2001; 75: 4139-49.

Palefsky JM, Holly EA. Molecular virology and epidemiology of human papillomavirus and cervical cancer. Cancer Epi-
demiol Biomarkers Prev 1995; 4:415-28.

Middleton K, Peh W, Southern S, et al. Organization of human papillomavirus productive cycle during neoplastic progres-
sion provides a basis for selection of diagnostic markers. J Virol 2003; 77:10186-201.

Stanley MA, Pett MR, Coleman N. HPV: from infection to cancer. Biochem Soc Trans 2007; 35 (Pt 6): 1456-60.

Scott M, Nakagawa M, Moscicki AB. Cell-mediated immune response to human papillomavirus infection. Clin Diagn
Lab Immunol 2001; 8: 209-20.

Guney AL, Ince U, Kullu S, Pekin S, Cirakoglu B. Detection and typing of human papillomavirus in cervical specimens of
Turkish women. Eur ] Gynaecol Oncol 1997; 18:546-50.

Ozgelik B, Serin IS, Gokahmetoglu S, Basbug M, Erez R. Human papillomavirus frequency of women at low risk of de-
veloping cervical cancer: a preliminary study from a Turkish university hospital. Eur ] Gynaecol Oncol 2003; 24:157-9.

Oztiirk S, Kaleli I, Kaleli B, Bir F. Investigation of human pallillomavirus DNA in cervical specimens by hybrid capture
assay. Mikrobiyol Bul 2004; 38: 223-32.

Onan MA, Taskiran C, Bozdayi G, et al. Assessment of human papilloma viral load of archival cervical intraepithelial neo-
plasia by real-time polymerase chain reaction in a Turkish population. Eur ] Gynaecol Oncol 2005; 26: 632-5.

Ergiinay K, Misiroglu M, Pinar E Tuncer ZS, Ustagelebi S. Human papillomavirus DNA in cervical samples with cytologi-
cal abnormalities and typing of the virus. Mikrobiyol Bul 2007; 41:219-26.

Rota S, Biri A, Bozdayi G, Ding¢ B, Giiner H. Farkli hasta gruplarinda servikal biopsi ve siiriintii 6rneklerinde PCR ile
genital human papillomavirus aragtirmast ve tip tayini. Tiirk Mikrobiol Cem Derg 2004; 34:185-9.

Fidan I, Bozdayi G, Rota S, Biri A, Cetin Gurelik E, Yuksel S, Imir T. The relationship between cervical human papilloma-
virus infection and apoptosis .Clin Invest Med 2008; 31: E168-E175.

Syrjanen K, Syrjanen S (eds). Papillomavirus infections in human pathology, pp: 1-615. 2000. John Wiley & Sons Inc.,
New York.

Syrjanen S. HPV infections and tonsillar carcinoma. J Clin Pathol 2004; 57: 449-55.
Syrjanen S. Human papillomavirus (HPV) in head and neck cancer. J Clin Virol 2005; 32: $59-S66.

Gungor A, Cincik H, Baloglu H, Cekin E, Dogru S, Dursun E. Human papilloma virus prevalence in laryngeal squamous
cell carcinoma. J Laryngol Otol 2007; 121:772-4.

Bozdayi G, Kemaloglu Y, Ekinci O, et al. Role of human papillomavirus (HPV) in clinical and histopathologic features of
laryngeal and hypopharyngeal cancers. ] Otolaryngol Head Neck Surg 2009; 38:119-25.

15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

HPV TANI VE TIPLENDIRMESINDE MOLEKULER YONTEMLER

Dog. Dr. Yasemin Bulut
Farat Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Daly, Elazig.

Human papillomavirus (HPV), Papillomaviridae ailesinde yer alan, cift iplikli sirkiiler DNA’ya sahip
bir virustur'. Epitelyotropik bir virus olan HPV’nin yol actig1 lezyonlar genellikle lokalizedir ve ken-
diliginden iyilesen ya da belirtisiz kalic1 enfeksiyonlar seklinde seyretmektedir. Ancak bazt HPV tipleri
kanser gelisiminde rol oynar. Gliniimiizde HPV, serviks kanseri basta olmak tizere, anogenital bélge, deri,
tist solunum ve tist sindirim yollar: kanserleri ile iligkisi belirlenmis olan onkojenik bir DNA virus olarak
degerlendirilmektedir'?.

HPV’nin L1 proteinindeki DNA sekans bolgeleri baz alinarak yapilan filogenetik siniflandirma neti-
cesinde 120°den fazla genotipi belirlenmistir. Bunlar kanserle iligkilerine gore diisiik (HPV tip 6, 11, 42,
43, 44, 53), orta (HPV tip 31, 33, 35, 39, 51, 52, 59 ve 68) ve yiiksek riskli HPV (HPV tip 16, 18, 45,
56 ve 58) gruplari olarak isimlendirilirler®. Serviks kanserlerinde tespit edilen HPV tiplerinin %70.7’sin-
de HPV-16 ve HPV-18 DNAlari1 belirlenmistir. Kalan yaklagik %30’1uk dilimde ise sirasiyla; HPV 45,
HPV 58, HPV 31, HPV 33 ve HPV 52 varlig: tespit edilmistir. Bu nedenle HPV tipleri icerisinde top-
lum saglig1 agisindan HPV-16 ve HPV-18 en énemli tipler olarak degerlendirilmektedir®*.

HPV ile serviks kanserleri arasinda epidemiyolojik iliskinin anlagilmasindan sonra, erken tani ve te-
davide kullanilmak tizere, bu virusun tespitine yonelik ¢alismalar hiz kazanmistir. Kadinlarda belirli bir
yastan sonra altt ayda bir yapilan Papanicolau (Pap smear; cervical smear) tarama testleri, servikal kan-
serlerle miicadelede uzun yillar en etkili savagim yaklagimi olarak degerlendirilmistir. Bu yaklagim bugiin
dahi savagimda 6nemlidir. Ancak yanlis negatif Pap testi sonuglar siklikla goriilmektedir ve sonuglarin
degerlendirilmesi yoruma agikur. Ayrica bu yontemde, adenokarsinomlar igin atipik glandiiler hiicrele-
rin saptanmast giictiir ve degerlendirmenin deneyimli bir sitolog tarafindan yapilamamasi durumunda
tarama sonuglarinin izlemi yetersiz kalmaktadir. Diger bir husus, Pap taramasinda yanlis pozitiflikler
sonucunda gereksiz, masrafli ve ac1 verici yaklagimlara gidilmesidir. Bu nedenlerden dolay1 tarama ile
ilgili tartigmalar stk yapilir olmugtur®®. Ornegin, Amerika Bilesik Devletleri'nde yilda 50-60 milyon
Pap testinin yapildigs, siipheli durumlarda Pap testinden sonra kolposkopi ve LEEP (loop electrosurgical
excision procedure) gibi yaklagimlara bagvuruldugu ve tiim bu islemlerin maliyetinin alt milyar dolar:
buldugu kaydedilmektedir. Bahsedilen nedenlerden dolayi, giiniimiizde sitolojik tarama programlari tek
baslarina %100 etkili ve uygulanabilir program olarak degerlendirilmemektedir. Bu nedenle sitolojik
taniy1 dogrulayacak ya da destekleyecek alternatif yaklagimlar uzun yillardir tarugilmakeadir.

HPV tiplerinin tamamina yakint in-vitro hiicre kiiltiirlerinde tiretilememektedir. Bu nedenle HPV
tanisinda, klasik virus izolasyonu ve tanimlanmasina yonelik virolojik yaklasimlar miimkiin olmamistir.
Ayrica, immiinoperoksidaz ve immiinofloresan yontemleri gibi virusun izolasyonuna gerek olmaksizin
kullanilan viral protein tespitine yonelik immiinohistokimyasal yaklagimlar ise HPV DNA varligina rag-
men, viral proteinlerin her zaman enfekte dokuda ifade edilmemesi nedeniyle sonug vermez. Ek olarak,
duyarliliklarinin diisiik ve zaman alict olmalari da, bu metotlarin rutin kullanimlarini kisitlayan diger
onemli fakeorlerdir. Diger bir yaklasim olan tipe 6zgiil antikorlarin tespiti ise, virusun konakta mevecudi-
yetinin ve enfeksiyonun durumunun belirlenmesinde bilgi saglayamadig; i¢in anlam ifade etmemektedir.
Bu nedenle virusun izolasyonuna gereksinim duymayan ve az sayida virusun varligini belirleyen genom
tespitine yonelik testlerin, HPV’nin tani ve tiplendirmesinde kullanilmasi bir bakima zorunlulukturr.
Giiniimiizde molekiiler saptama metotlart HPV’nin tanisinda altn standart olarak kabul edilmektedir.
HPV’nin tanisinda kullanilan molekiiler yaklagimlar 3 ana baslik altinda toplanabilir”!®:

Direkt prob metotlari: Bunlar, “Southern Transfer Hybridization” (STH), “Dot-blot Hybridization”
(DB) ve “In-situ Hybridization” (ISH) gibi amplifikasyon gerektirmeyen yaklagimlardir. Bu yaklagimlar-
dan STH, alun standart olarak kabul edilmekle birlikte, duyarliligi oldukea diisiikeiir ve testin uygula-
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mast uzun bir siire almakrtadir. Dolayistyla bu gruptaki yontemlerin, emek-yogun oldugu, kalifiye eleman
gerektirdigi ve duyarliligs diisiik olan pahali yaklagimlar oldugu soylenebilir.

Sinyal amplifikasyon metotlari: Bunlar, “Hybrid Capture Assay” (HC) gibi sinyal amplifikasyonla bir-
likte hibridizasyon agsamalarinin kullanildigi yaklagimlardir. Bu grupta en iyi bilinen ve en yaygin olarak
kullanilan “Digene HC2 HPV DNA Test” (Qiagen, USA), FDA tarafindan lisanslandirilmis olan bir
yaklagimdir. HC2; HPV’nin disiik (6, 11, 42, 43, 44) ve yiiksek riskli (16, 18, 31, 33, 35, 51, 58, 59
ve 68) tipleri icin iki farklit RNA problarr ile farkli renk tiretme temelli olarak gelistirilmis olan bir testtir.
Testin DNA-RNA hibridlenmesi asamasindan sonraki adimlari ise, bu hibrid yapiya baglanan antikorun
kullanildig1 yakalama asamasi ile kemiliiminesans raportor ile isaretli antikorun kullanildigt saptama aga-
mastdir. Tiicari olarak temin edilebilen FDA onayli bu test miktar tayinine olanak saglar; ancak sonuglar
sadece disiik ve yiiksek riskli tipler olarak belirlenir. Bu nedenle de epidemiyolojik veri toplamada ve
ozellikle de ag1 stratejisi belirlemeye yonelik ¢alismalarda kullanimi sinirhidir’.

Hedef amplifikasyon metotlari: “Polymerase Chain Reaction” (PCR) ve “In-situ PCR” gibi hedef
amplifikasyon yaklasimlar1 bu grupta yer almaktadir. Bu yaklagimlarin tamaminin, standardize edildikleri
taktirde, duyarliligs ve ozgilligii oldukea yiiksektir. Ayrica bu metotlar farkli amaglarla kullanim (viral
yiikiin belirlenmesi ve tiplendirme) i¢in rahatlikla modifiye edilebilmektedir. Bu yaklagimlarin dezavan-
tajlart PCR'da kargilagilan standart olumsuzluklardir.

DNA temelli HPV testlerin birbirlerine farkli tistiinliikleri olmakla birlikte, STH metodunda saptama
icin DNA’nin bitytik miktarlarina ihtiya¢ vardir ve metot uzun is giicii gerektirir. ISH metodu ise HPV
icin orta derecede bir duyarliliga sahiptir. HC testi HPV ¢alismalarinda en sik ve yaygin olarak kullanilan
test olmasina ragmen, HPV DNA belirlemeye yonelik testlerin kendi aralarinda duyarlilik yéniinden
kiyaslandiklarinda en duyarli olan yaklasim PCRdir. Ozellikle gercek zamanli (real-time) kantitatif PCR
(RQ-PCR)’1n duyarliligi %99-100 gibi yiiksek diizeylerdedir. HC testinin duyarliligs ise PCR temelli
testlere kiyasla diisiik, direkt hibridizasyon testlerine kiyasla ise oldukea yiiksektir. Bu testin duyarliligs
1.0 pg hedef/ml olup, yaklasik 10°virus partikiiliine kargilik gelir. Son yillarda, modifiye HC testlerinde
saptama basamag icin avidin-biyotin sisteminin kullanilmasi, bu testi 10° miktarlardaki viruslart belirle-
me duyarliligina getirmistir. Buna kargin RQ-PCR'da saptama limiti 10 virion diizeyindedir'®'.

HPV DNA’sinin belirlenmesi amaciyla doku 6rneklerinin kullanimi yaygindir. Ancak 6rnek alma
yonteminin invazif olmasi, belirli araliklarla 6rnek almay: gerektiren HPV enfeksiyonlu kadinlar i¢in
caydirict olabilmekte ve 6rnek akisinda ve taramalarda ciddi azalmalara yol agabilmektedir. Bu nedenle
invazif 6rnek alma yontemlerine alternatif yaklagimlarin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalar yapilmug-
ur. Son yillarda HPV testlerinin duyarliliginin artmasi ile birlikte invazif olmayan 6rneklerle ¢alismalarin
sayisinda da 6nemli artslar olmaya baglamigtir'".

Yapilan patojenite ¢alismalarinda, viral yiik ile kanser olusumu ve hizli gelisimi arasinda iliski bulun-
mustur”'?. Bu calismalarla viral yiikiin belirlenmesine yonelik yaklagimlarin degerinin anlagilmasi ile
birlikte bu amaca y6nelik testlerin klinik uygulamalari artmistir. Bu amagla HC2 testinin de genel bir
kanaat verdigi ifade edilse de, bu amaca yonelik olarak yapilmast gereken en dogru ve en duyarlt yakla-
stm RQ-PCRdir. Bu gekilde, ¢ogaltilan PCR iiriiniiniin jelde gogiine gerek kalmaksizin renkli proplarin
varligy ile bilgisayar ortaminda takip gerceklestirilir. Bu ydntemin otomatize edilmis olmast, uygulama ve
yorumunu kolaylagtirmaktadir. Bu yaklasimin en 6nemli dezavantaji, diger HPV testlerine kiyasla birim
fiyaunin daha yiiksek olmasidir'*

HPV’nin molekiiler yontemlerle arastirilmasindaki yeni yaklasimlardan birisi de, DNAdan ziyade
HPV mRNA’sinin belirlenmesidir. Viral RNA’'nin belirlenmesi ile virusun ve hastaligin gecerli durumu
hakkinda kanaat edinilebilir'’. Bu amagla gergeklestirilen test, ters transkripsiyonlu PCR (RT-PCR)’dir
ve 6zellikle HPV genomunun E6 ve E7 gen kisimlarina yonelik mRNAlarin tespiti, virusun mevcut du-
rumu veya enfeksiyonun iiretken olup olmadigs hakkinda 6nemli veri saglamaktadir'“.
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HPV’ye kargi savagimda erken tani ve tedavi kadar diger 6nemli bir etkili yaklasim da agilamadir.
Zhou ve ark.”, 1991 yilinda 6karyotik hiicrelerde HPV-16’nin kapsid proteinleri olan L1 ve L2 genini
cogaltarak VLP (virus-like partikiil) sentezlemisler ve ag1 caligmalarinin baglatilmasinda 6nemli bir adim
atmuglardir. Daha sonraki yillarda baska aragtirmacilar VLP’yi saflasurmuglar ve VLP’lerin morfolojik
olarak dogal virionlara benzerlik gostermelerini belirlemislerdir. Bu yapilar, giiniimiizde birgok iilkede
kullanilan profilaktik (koruyucu) asilarin temelini olusturmaktadir. Bir tilkede HPV agilarinin gereklili-
ginin kabulii noktasinda en 6nemli veriler, serviks kanserleri ile HPV tiplerinin epidemiyolojik iliskisinin
ortaya konmasidir. Bu epidemiyolojik veriler ancak tiplendirmeye y6nelik olarak gerceklestirilen HPV
testleri kullanilarak elde edilebilmektedir. Bu nedenle HPV molekiiler testleri, 6zellikle de tiplendirmeye
yonelik testler, sadece tan1 amacli degil as1 stratejisinin olusturulmasinda da epidemiyolojik amagli kul-
lanim i¢in gereklidirYukarida ifade edildigi tizere, HPV tiplendirilmesi yalnizca riskli genotipleri belirle-
mek amaciyla degil ayni zamanda ag1 stratejini belirlemek amaciyla da 6nem arz etmektedir. Genotiplen-
dirme amaciyla farkli metotlar kullanilmaktadir'"'¥. HC testleri ile tiplendirme, yalnizca diisiik ve yiiksek
riskli gruplar olarak ayrimi saglar ve genotipleri bireysel olarak ortaya koyamaz. Bu nedenle tiplendirme
amaciyla kullanimi ¢ok fayda getirmemektedir. Bu nedenle, yine DNA temelli olan, tiplendirme amagh
olarak farkli yaklagimlar kullanilmaktadir. Bu yaklagimlarin bircogunda tipler arasinda farkli dizilimlere
sahip olan ve filogenetik analize imkan taniyan biiyiik kapsid proteinini kodlayan L1 gen bélgesi hedef
alinur. Filogenetik ayrima olanak taniyan ve bu nedenle tiplendirmede hedef alinan diger bélgeler ise E6
ve E7 gen bolgeleridir.

Genotiplendirme amaciyla en ¢ok tercih edilen yaklagim, konsensus PCR ile ¢ogaltilan gen kisminin
RFLP (PCR-RFLP) veya “line prop assay” (PCR-LIPA) ile calisilmasidir. Genotipe 6zgiil primerlerle
gergeklestirilen PCR ile de, RFLP veya LIPA gibi ek bir agamaya gerek olmaksizin genotiplendirme
yapilabilmektedir. PCR-LIPA yaklagimi, klasik PCR islemini takiben PCR iiriinlerinin “Western blot”
(WB) yontemine benzer sekilde kati faz membrana transferi ve burada goriintiillenmesi islemi olarak
ozetlenebilir. Bu test ile HPV genotipleri yiiksek duyarlilikla belirlenebilmektedir. LIPA temelli olarak
kullanilan ve ticari olarak temin edilen “Short PCR fragment 10-line probe assay” (SPF10-LiPA) veya
INNO-LIPA gibi farkl: sistemler bulunmaktadir'®'® LIPA temelli testlerin en 6nemli dezavantaji paha-
li olmalaridir. PCR-RFLP ise, 6ncelikle konsensus primerlerle ¢ogaltlan PCR iiriinlerinin, daha sonra
BamHI, Haelll, HinfI ve Pstl gibi restriksiyon endoniikleazlarla kesilip, kesim tiriinlerinin agaroz jelde
kiyaslanmasi temeline dayanan bir metottur. Karigik enfeksiyonlarin olmast durumunda, kesim tiriinleri-
nin motiflerinin yorumlanmasinda problemler yasanir. Ayrica bu test zaman alic1 ve gok emek isteyen bir
sirece ihtiya¢ duyar. Bu nedenle bu metodun, rutinde klinik amagli olarak kullanimi zordur; ¢ogunlukla
bilimsel amagcli ¢alismalarda tercih edilir'>". Genotiplendirmede kullanilan diger bir yaklasim da, PCR
tirtinlerinin sekanslanmasidir. Oldukga etkili ve duyarli bir yaklasim olmakla birlikte, bu metodun klinik
amagli kullanimi su an i¢in istenen diizeyde degildir. Ancak, yakin gelecekte “pyrosequencing”, “biochip”
veya “DNA microarray” gibi metotlarin daha pratik kullanimlarinin gelistirilecegi ve sekanslama temelli
metotlarin yayginlasacagt beklenmektedir®***.

HPV testleri, 6zellikle de molekiiler temelli testlerin, yapilmas: gerekliligi ile ilgili bir tartisma gelismis
tilkelerde bugiin i¢in yapilmamaktadir. Bu tilkelerdeki tartismalar bu testlerin hangi durumlarda, hangi
siklikla ve hangi sira ile uygulanacagi noktasindadir. Tartismalarin bu boyutta seyretmesinin 6nemli se-
beplerinden birisi, HPV testlerinin toplum taramasi amaciyla yaygin kullanimindan dolay1 artan maliye-
tidir®. Yapilan caligmalar, molekiiler metotlarin birim fiyatinin geleneksel metotlarin iki kat1 oldugunu
gostermistir®®. Ancak, DNA temelli metotla elde edilecek verilerin geleneksel metotlardan elde edilen
verilerle kiyaslanamayacak iistiinliikleri dikkate alindigi zaman, iki kat fiyat onemsiz bir rakam olarak
degerlendirilmektedir. Yine de bu fiyatlar dikkate alinarak molekiiler testlerin gereksiz kullanimlarinin
oniine gegmek amaciyla, gerek 2002 yilinda Amerika Kanser Birligi'nin (American Cancer Society),
gerekse Amerika Kolposkopy ve Servikal Patoloji Toplulugu'nun (American Society for Colposcopy and
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Cervical Pathology) deklare ettigi rehberler dikkate alinarak farkls stratejiler uygulanmaya konmugtur®.
Farkli uygulamalarina ragmen genel kabul goren yaklagim, HPV DNA testlerin 30 yasindan sonra, sito-
loji ile birlikte primer test olarak yapilmasidir. 30 yasin secilmesinin en 6nemli sebebi, daha erken yas-
larda belirlenen virus varliginin 20’li yaslardan sonra kendiliginden kaybolma oraninin oldukea yiiksek
seyretmesidir. Sitolojik incelemelerde negatif olan, ancak o an icin HPV porzitif olabilen vakalarin yiiksek
orant da dikkate alinarak, sitolojinin tek bagina yeterli olmayacag diisiiniildiigiinden 30 yastan sonra
molekiiler yaklagimlarin primer test olarak uygulanmasi kabul edilmistir. Diger kabul goren ortak yakla-
stmlardan birisi de; sitoloji ile ASC-US (6nemi belirlenemeyen atipik skuaméz hiicre; atypical squamous
cells of undetermined significance) tanisinin konmasi halinde, vakalarda HPV DNA taramasinin 6-12
ayda bir gibi siirelerde tekrar edilmesi ve pozitiflik durumunda kolposkopiye bas vurulmasidir. Bu konu
ile ilgili genel kabul goren bir algoritma $ekil 1°de verilmistir'.

Sitoloji (ASC-US) Sitoloji Negatif

Yilda bir tarama =~ Kolposkopi ~ Ugyilda  Sitoloji tekrar
bir tarama 6 ayda bir HPV

PN

Sitoloji Negatif ~ Sitoloji (ASC-US)

HPV — N HPV + |

Ug yilda bir tarama  Kolposkopi  Kolposkopi

Sekil 1. HPV testlerinin uygulamasina yonelik bir algoritma'?

Sonug olarak, gerek HPV’nin erken tanist ve tedavisi gerekse koruyucu agilamaya yonelik ulusal agt
stratejisinin belirlenmesi icin HPV tiplerinin tespiti amaciyla HPV’nin tani ve tiplendirilmesinde mole-
kiiler metotlarin kullanimi zorunludur. Ancak bu metotlarin altin standart olabilmesi icin, segilen yonte-
min iyi gekilde standardize edilmesi ve kalifiye elemanlar tarafindan calistlmasi gerekliligi vardir. Ayrica,
amaca yonelik olarak kullanilacak, duyarliligi yiiksek ve fiyat olarak uygun testlerin se¢imi de, molekiiler
tarusal metotlarin yayginlasmasinda 6nemli olan diger hususlardur.
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HPV’DE PATOLOJIK, SITOPATOLOJIK TANI YAKLASIMI

Prof. Dr. Alp Usubiitiin
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Ankara.

Cinsel temas ile bulagsan hastaliklar igerisinde en sik goriilen ve en fazla maddi kayba neden olan
HPV, tiim omurgal: tiirleri enfekte ederek skuamoz epitelyal tiimérlere neden olur. Farkli HPV tipleri
degisik lokalizasyonlarda ve farkl: tiplerde lezyonlara neden olurlar. HPV’lerin bir kismi deride lezyon
olustururken, digerleri mukozalarda (agiz ve serviks) lezyon yapar. Bir kismi 6nciil lezyonlar ve kanserde
bulunurken (ytiksek riskli tipler) digerleri bu lezyonlarda bulunmazlar (distik riskli tipler). Ancak yiiksek
riskli tipler ile olusan lezyonlarin biiyiik kisminin da kendiliginden kayboldugu unutulmamalidir.

Kanser olusturan HPV tipleri serviks kanserlerinin tamamina yakinindan (%99), anal kanserlerin
%385’inden, vajen kanserlerinin %70’i, penis kanserlerinin %47’si, vulva %40, orofarenks kanserlerinin
%306, oral kavite kanserlerinin %36’sindan sorumludur. Cesitli organ ve sistemlerde benign ve malign
neoplazmlara neden olabilen HPV’nin doku iizerinde olusturdugu patolojik etkisi en ¢ok kadin genital
sisteminde ¢aligtlmistir. Bu nedenle 6zellikle kadin genital sistemi tizerinde olan histolojik etkilerinden
soz edilecektir.

Servikste kanser gelisimine yol agan onciil lezyonlar 1800’lerin sonunda tanimlanmus, bilgi birikimi
dogrultusunda siirekli olarak yeniden siniflandirilmaya calisilmustir. Kanser gelisimi, bilindigi gibi mo-
lekiiler diizeyde hiicre icinde olusan bir mutasyon ile baglar ve daha sonra buna eklenen mutasyonlar
basamak basamak kanser olusmasina yol agar. Daha agik bir ifade ile kanser gelisimi ¢ok basamakli bir
stirectir. Bu molekiiler diizeyde olusan degisikliklere morfolojik diizeyde de degisiklikler eslik eder. Bu
da bize, 6nciil lezyonlarin saptanmast yolu ile daha kanser gelismeden tani koyma sansi verir. Giinlitk
uygulamada servikal sitolojik tarama sayesinde, servikal lezyonlar: daha kanser gelismeden 6nciil lezyon
asamasindayken yakalayabilme sansi verir.

Servikal Onciil Lezyonlarin Siniflandirilmast

1886 yilinda Sir John Williams invazif serviks tiimérlerine komsu epitelde normalden farkl: degisik-
likler oldugunu saptamustr. 1900'de Cullen, serviks epitelinde meydana gelen bu degisikliklerin tiiméor-
dekine benzer oldugunu fark etmis; 1930'da Broders “Karsinoma insitu” terimini yeniden tanimlamistr.
Daha sonra epiteldeki bu degisiklikleri takiben kanser gelistigi goriilmiis ve bu lezyonlar ile kanser arasin-
da iliski oldugu ortaya konmustur.

Bu degisikliklerin sitolojik olarak da taninabileceginin anlagilmasi, sitolojik tarama programlarinin
baglamasini saglamistur. Yillar icerisinde bu konuda biriken deneyim, bazi hiicrelerde gériilen atipik degi-
sikliklerin daha hafif derecede oldugunu gostermistir. 1956 yilinda Reagan, karsinoma insitu ile normal
hiicre arasindaki spektrumda yer alan hiicresel degisiklikler i¢in “displazi” terimini, Koss ise HPV enfeksi-
yonu i¢in karakeeristik “koilositotik atipi”yi tanimlamigtir. Bu yillarda, biyolojik olarak farkli davrandig:
dustiniilen iki gruptan “displazi” tanisi alanlara tedavi verilmemis, buna kargin “karsinoma insitu” tanist
alanlara histerektomi uygulanmigtir. Ancak o giinden beri, bu iki grubun aslinda morfolojik olarak ¢ok
kolay ayrilamadi1 ve tanilarin belirgin “inter ve intra observer” degiskenlik gosterdigi gortilmusgtiir.

Daha sonra 1960’larin sonunda displazi ve karsinoma insituda goriilen degisikliklerin benzer oldugu,
her ikisinin de monoklonal ve anaploid DNA igerdigi ve bu nedenle tiim lezyonlarin serviks karsinomunun
onciilii oldugu ve tek bir hastaligin spektrumunu gosterdigi 6ne siirtilmiistiir. Bu, servikal énciil lezyonla-
rin tanimlanmasinda ilk paradigma degisikligidir. Dolayisiyla 1970 ve 1980’lerde yaygin kullanilan CIN
(Cervical Intraepithelial Neoplasia; servikal intraepitelyal neoplazi) terimi, tiim lezyonlarin kanserin 6nciilii
oldugu ve basamakli olarak kansere gittigi tezi tizerine kurulmustur. Bu hipoteze gére, epitelin 1/3 alt kismi-
nt tutan lezyonlar CIN 1 (hafif displazi), 2/3 alt kismini tutan lezyonlar CIN 2 (orta displazi), 2/3'den fazla
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tutulum gosteren lezyonlar CIN 3 (siddetli displazi) olarak adlandirilir. Tiim lezyonlar, ayni siirecin degisen
siddetteki basamaklari olarak kabul edildiklerinden, tiim CIN tanilt hastalar tedavi edilmislerdir.

HPV’nin etken ajan oldugunun ortaya konmasi ve 6zellikle diisiik riskli HPV tiplerinin kansere prog-
resyon gostermediklerinin bulunmasi paradigmayi yine degistirmistir. “Squamous Intraepithelial Lesi-
on” (SIL) olarak tanimlanan bu hipotezde, lezyonlar HPV’ye bagli 2 farkli hastaligt temsil etmekeedir.
Bunlardan birisi; HPV’nin kansere doniisiim riski diisiik olan “diisitk dereceli skuamoz intraepitelyal
lezyonlar” (LSIL), -ki bunlarin HPV’ye bagli enfeksiyon oldugu disiiniilmektedir-, digeri ise kansere
dontigme riski yiiksek olan, gergek onciil lezyon “yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon” (HSIL)
olarak adlandirilir. Bu siniflamanin bir diger 6zelligi de; yass: kondiilom, ekzofitik kondiilom ve imma-
tiir kondiilom gibi bazi lezyonlar CIN terminolojisi disinda tutulurken, HPV’nin tiimiinde etken ajan
oldugunun saptanmast ile bu lezyonlar da SIL terminolojisi icinde LSIL olarak siniflanmaya baslamistir.

Bethesda siniflamasi olarak bilinen bu terminoloji, 6zellikle sitolojik tanida kullanima girmistir. Ayni
stniflama patolojik tanida da kullanilmaktadir. Bu siniflamanin detaylarini burada tartismak amacin di-
stndadir, ancak HPV ile iligkili servikal lezyonlarin sitolojisinden s6z ederken ASCUS (Atypical Squamo-
us Cells of Undetermined Significance) tanimindan s6z etmekte yarar vardir. Sitolojik degerlendirmede
hiicresel degisiklikler benign inflamatuvar veya diger reaktif degisikliklere tam olarak uymuyor, ancak
skuamoz intraepitelyal lezyon tanisi icin yetersiz kaliyor ise ASCUS olarak tanimlanmaktadir. Bu grup
hastalar detayl1 arasurildiginda, bir kisminda 6nciil lezyonlar saptanirken, bazilarinda higbir patoloji go-
riilmemektedir. Klinigi en ¢ok zorlayan hasta grubunu olusturmasinin bir diger nedeni de, bu grup has-
talarin tanisinda gozlemciler arast uyumunun ¢ok diisitk olmasidir.

Servikal glandiiler neoplazilerin gelisiminde de HPV’nin rolii olmakla beraber, lezyonun gelisim ba-
samaklari skuamoz lezyonlardaki gibi tam olarak tanimlanmamugtr ve diisiik dereceli lezyonun karsiligt
yoktur.

HPV Tipleri ve Lezyon Iligkisi

HPV’nin baz tiplerine belli lezyonlarda daha sik rastlanmaktadir. Invazif karsinom ve HSIL gelistirme
riskleri tamamen HPV tipleri ile iligkilidir. Tip dagilimlar: belirgin bdlgesel farklilik gostermekle beraber,
kanser olgularinin yarsi ile iligkili olan HPV tip 16°dur. Yiiksek riskli HPV tipleri kanserlerin ve HSIL ol-
gularinin yaklagik %90’indan sorumludur. Kanser ve HSIL olgularinin yarisinda HPV-16 etken ajandr.
LSIL olgularinda sik goriilen HPV-6 ve -11 kanser olgularinda neredeyse hig rastlanmaz.

Adenokarsinomlarda HPV-16 en sik goriilen tip olmakla beraber, HPV-18 adenokarsinomlarda sku-
amoz lezyonlara gore daha sik goriiliir. Buna kargin kiigiik hiicreli néroendokrin karsinom olgularinin
tamami HPV-18 iligkilidir. LSIL olgularinin yarisinda yiiksek riskli HPV tipleri etken ajan olarak sapta-
nabilmektedir. Yani HSIL olgularinin biiyiik kismi1 16, 18, 31, 33 ve 45 gibi tipler ile sinirliyken, LSIL ol-
dukea heterojen bir grup tarafindan olusturulmaktadir. “Neden bazi yiiksek riskli HPV tiplerinin diisitk
riskli lezyonlar yapuig1” ise yanitlanmasi gereken 6nemli bir sorudur. HPV alt tip varyantlarinin etkisi, et-
kilenen hiicre tipi, konake1 6zelliklerinin gelisecek lezyonun karakeerini belirleyebilecegi tartistimakeadir.

Genital sigillerin %90’ indan HPV-6 ve -11 sorumludur. HPV-6 bu lezyonlarin 2/3’tinti, HPV-11 ise
1/3’tinii olugturur. Morfolojik olarak degisik mukozal yiizeylerdeki benzer lezyonlar, benzer tip HPV’ler
tarafindan olusturulur. Laringeal ve konjonktival papillomlarda da HPV tip 6 ve 11 siktr. Ancak ayni
HPV tipleri bazen farkli histolojik 6zellikler de gosteren lezyonlara neden olabilirler. Servikste gelisen
ekzofitik kondiilom (kondiiloma akkiimiinatum) ve immatiir kondiilomun (skuamoz papillom) her ikisi
de HPV tip 6 ve 11 etkisi ile gelisirken farkli morfolojik goriiniimler sergilerler.

Kiitanoz lezyonlardan plantar sigilde HPV-1, genel olarak sigillerde HPV-2 ve -4, ender goriilen diger
bir deri lezyonu olan epidermodysplasia verruciformis (EV) de ¢ok sayida HPV tipinin varlig1 bilinmek-
tedir. Ilging olarak kansere ilerleyen EV olgularinda etken siklikla HPV-5 veya -8 olmaktadir.
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Dolayistyla HPV tipinin, her lezyonda toplum iginde yayginliginin ve dagiliminin bilinmesi, tarama
ve agt programlarinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir yer tutmaktadir.

Servikal Karsinogenez Modeli ve Morfolojik Degisiklikler

Serviks kanserleri gelisimi icin HPV nin transformasyon zonundaki “rezerv/kok/bazal” hiicreyi enfek-
te etmesi gerekir. Bu bolgede sadece bazal hiicrelerin ¢ogalma potansiyeli vardir. HPV gen ekspresyonu
ise proliferatif aktivitesini kaybetmis hiicrelerde olur. Prodiiktif enfeksiyonlarda genom, E1 proteini ta-
rafindan epizomal formda tutulur. E1 tam olarak eksprese edilemediginde, epizomal form kaybolur ve
konak¢i DNA’sina entegre olur. DNA'ya entegrasyon E2, E4 ve E5’in kayb1 veya fragmantasyonuna yol
agar. Fragmante E2 proteini, E6 ve E7 tizerindeki baskilayici etkisini kaybeder ve bu proteinler artar.
Prodiiktif enfeksiyonlarda, gen ekspresyonu farklilagmaya baglayan hiicrelerde sikica kontrol edilir ve
prolifere olma yetenegini kaybetmis bu hiicrelerde meydana gelen degisiklikler sonucu diisiik dereceli SIL
olusur. Niikleer bitylime ve hiperkromazi ile karakterize “koilositotik atipi” sadece farklilasma gdsteren
bu hiicrelere sinirlidir. Koilositotik atipi, E6 ve E7’nin konak DNA sentezini aktive etmeleri ile olusur.
Siireg tam olarak ortaya ¢ikmaz ise, niikleer degisikliklerde daha hafif derece olur (ASCUS). Sitoplazmik
seffaflanma ise, E4 protein ekspresyonunun sitokeratinde yapug degisiklikler sonucudur.

Yiiksek dereceli SILlerde bazal hiicre benzeri hiicrelerin proliferasyonu vardir. Bu lezyonlarda farklilag-
ma ve erken gen ekspresyonu arasindaki iliski kaybolur. E2’nin E6 ve E7 iizerindeki etkisinin kaybolmast,
boltinme potansiyeli olan hiicrede proliferasyona neden olur. Boylece epitel katmanlari boyunca skuamoz
matiirasyon gostermeyen, bazal hiicrelere benzer hiicreler giderek cogalir. Bu hiicrelerde farklilasma ve
prodiiktif viral enfeksiyon goriilmez. Gorildiigii gibi hem morfolojik hem de klinik olarak farkl: iki
lezyon ile karst kargtyayiz.

Servikal lezyonlarin tanisinda altin standart servikal biyopsidir, ancak 6rnekleme ve tani hatalari nede-
niyle HSIL olgularinin %30-50’si gézden kagmaktadir. Hem sitolojide hem de biyopsi tanisinda, goz-
lemciler arasi ciddi uyumsuzluklar olabilmektedir. Bu durum sitolojide en ¢ok ASCUS tanisinda ortaya
ctkarken, biyopsilerde en ¢ok LSIL ile reaktif degisikliklerin ayriminda patologlar arasi uyumsuzluklar
yasanmaktadir. HPV veya p16 varliginin arastirilmast morfolojik taniya ek destek saglayip uyumsuzluk-
lar azaltabilir.

Diger HPV iligkili Kanserler

HPV’nin vulva neoplazileri ile iliskisi bilinmektedir. Vulvada gelisen karsinomlarin yaklagik %401
HPV ile iliskili olup geng hastalarda goriiliir ve karakteristik olarak “warty” ve/veya “basoliod” morfoloji
gosterir. HPV ile gelisen 6nciil lezyonlar (klasik VIN), HPV'den bagimsiz gelisenlerden (iyi diferansiye
VIN) farklidir. HPV'den bagimsiz gelisen vulva kanserleri ise ileri yasta goriiliip, iyi diferansiye mor-
folojidedir. Bag-boyun bélgesi kanserlerinin yaklastk %351 HPV ile iliskilidir. Bu bolge kanserlerinin
biiyiik kismt HPV tip 16 ve 18 tarafindan olusturulur; diger tipler gok seyrektir. Ilging olarak HPV ile
iligkili bag-boyun kanserlerinin daha iyi prognoza sahip olduklar: bildirilmektedir. Deri kanserleri, epi-
dermodysplasia verruciformis (EV) ile iliskili HPV tipleri kanser gelisiminde rol alabilir. Bunlarin biiyiik
kismi melanoma dist deri kanserleri olup, genellikle skuamoz hiicreli karsinomlar veya bazal hiicreli
karsinomlardir. Deri kanserlerinde primer etken giines 15181 olmakla beraber, HPV tip 5 ve 8 kofaktor
olarak rol oynayabilir. Penil kanserlerde, siklikla HPV tip 16, 18, 31, 33, 45 gibi serviks kanserlerine
benzer bir dagilim goriilmektedir. HPV ile iligkili bu tiimérler genellikle morfolojik olarak “warty” veya
“bazoloid” morfolojidedir. Konjonktival karsinomlar ve displazilerde HPV’nin rolii olabilecegine dair
ipuglari vardir.
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PANEL 7 GENOMIK VE PROTEOMIK KATKILARIYLA FUNGAL ENFEKSIYONLAR iCiN TANIMLANAN YENi VE
POTANSIVEL TANI BELIRTEGLERI

GENOMIK VE PROTEOMIK CALISMALARINDA KULLANILAN YONTEMLER

Prof. Dr. Meltem Yalinay Cirak
Gazi Universitesi Tup Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Molekiiler biyolojik tekniklerin hizla ilerlemesi ile hiicresel diizeydeki her tiirlii bilgi ve degisiklik gii-
niimiizde detayl olarak ortaya konabilmektedir. Bu teknikler, DNA'nin genomu (genomik) ve DNA'nin
epigenetik modifikasyonlarinin incelenmesini (epigenomik); RNA'nin transkriptom (transkriptomik)
ve protein ifadelenmesi (proteomik) analizleri ile karmasik protein yapilarini ve protein-protein etkile-
simleri (interaktomik) ile organizmadaki fizyolojik ifadelenmenin sistematik olarak ¢alisilmasini sagla-
maktadir'?. Molekiiler ydntemlerin mikrobiyoloji alaninda en 6nemli fayda sagladig: alanlarin baginda
patogenez aydinlatilmasi gelmekeedir. “Omik” tekniklerin kullanimiyla, patogenomik ve kargilagtirma-
It genomik kavramlari klinik mikrobiyolojide yerini bulmustur. Her bir “omik” teknolojisi ile elde edilen
verilerle birgok sonuca ulagilabilirken, esas olan bunlarin bir araya getirilmesi ve mikroorganizmanin
hiicresel davranisi ile ilgili genel bir bakus acisi kazanilabilmesidir. Genom ve vital verilerin en iyi gekliyle
ortaya kondugu proteom kavramu ile iliskili ydntemler asagida gozden gecirilmistir.

Genomik

Belirli bir organizmada bulunan genlerin toplamini (genom) incelemek icin kullanilan yontemlerin
timiidiir. Genomik; genomlarin yapy, igerik ve gelisimlerini inceler, bu nedenle gen ve proteinlerin hiicre
ve tiim organizma diizeyinde anlatimlarini arastirir’. Genomik ¢aligmalarda kullanilan yontemler, esasen
genomun yapisi, genomdaki polimorfizm ve mutasyonlarin aydinlaulmasini saglamay: amaclar®®. Bu
yontemler asagidaki sekilde siralanabilir:

* Polimeraz zincir reaksiyonunun kullanildig1 yontemler: Gergek zamanli, multipleks, konsensus, v.b.
* Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)’na dayali yontemler:
0 PCR-RFLP: PZR ve restriksiyon enzimleri ile kesilen parca uzunluk polimorfizm analizi (Restric-
tion Fragment Length Polymorphism)
0 REP-PCR: Bir¢ok kopyada bulunan dizilerin hedef olarak PZR parmak izi ¢alismalarinda kulla-
nilmast (Repetetive Extragenic Palindromic; tekrarlayan ekstragenik palindromik diziler)
0 RAPD: Rastgele amplifiye edilen polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA)
0 AFLP: Amplifiye par¢a uzunluk polimorfizm analizi (Amplified Fragment Length Polymorphism)
* PFGE: Degisken alanli jel elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis)
* DNA dizi analizi ve dizi analizine dayali yontemler
0 MLST: Multilokus dizi tiplendirmesi (Multilocus Sequence Typing)
0 Pirosekanslama
* DNA ¢ip (mikroarray) yontemleri
0 Gen ifadelenmeleri

0 Tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs)

Genomik yaklasimla sayisiz genom, dizi analizi ile bir¢ok gen aydinlatilmistir. Ancak bir teknoloji tek
basina organizmadaki fizyolojik yollarin anlagilmas: igin yeterli olmaz. Genom, hastaliklarin molekiiler
temelinin arastirilmast icin ge¢mis caligmalarda tizerinde en ¢ok durulan konu iken, genlerle kodlanan
bilginin mRNA olarak transkripsiyonu ile ortaya ¢ikan transkriptom ve bunun da islenip, modifiye edilip
birgok proteini tiretmek tizere translasyonu sonucu ortaya ¢tkan proteom kavramlari, farkli ¢evre kosul-
larina yanit olarak organizmanin fizyolojik durumunu dogrudan gésterebilme konusunda ¢ok yararlt
olmaktadir'*".
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Proteomik

Proteomik ve proteom terimleri 1995'de ortaya konmustur'. Karmastik ve fazla miktarda olan genom
dizi analizi verilerinden sonra ortaya ¢ikmugstir. Belli bir zamanda, belli bir hiicrede, belli bir dokuda,
belli bir organizmada bulunan gereken tiim biyokimyasal tepkimeleri yiiriiten proteinlerin tamamina
proteom denir. Proteomik, belli bir organizmada bulunan proteinlerin toplamini incelemek i¢in kulla-
nilan yontemlerin tiimidir. Proteomik analizi vital veriler saglar, zira proteinlerin direkt etkisini ortaya
koyar". Proteomikler belirli bir hiicre i¢cinde biitiin veya secilen proteinlerin tanimlanmasina ve protein
agindaki bilgi akisina olanak saglar'®. Proteomik ifadelenmesinin belirlenmesinde en sik kullanilan yon-
temler sunlardir'42:

* ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
o Iki yonlii elektroforez (2D-PAGE; Polyacrylamide gel electrophoresis)
* Doku ve protein ¢ip teknolojisi (Mikroarray)
* Kiitle spektrometresi
0 MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization - Time Of Flight Mass Spectro-
metry)
0 SELDI-TOF MS (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization - Time Of Flight Mass Spectro-
metry)
 Kantitatif kiitle spektrometresi
* Lazer yakalama mikrodisseksiyon (LCM; Laser Capture Microdissection)
* Protein-protein, protein-DNA baglanma reaksiyonlar:
0 Afinite kromatografisi
0 Floresans rezonans enerji transferi (FRET)
* Peptid ve proteinlerin ii¢ boyutlu incelenmesi
0 X- 1101 kristalografisi
0 Niiklear manyetik rezonans

Bu yontemler arasinda en sik kullanilanlar iki yonli elekeroforez ve kiitle spektrometresi yontemle-
ridir. Tki yonlii elektroforez (2D-PAGE), proteinleri hem kiitle hem elektrik yiiklerine gore ayiran bir
yontemdir. Protein ekspresyonlarinin kargilastirilmast ve tanimlanmast i¢in kullanilmistr. Baslangic ma-
teryali olarak fazla miktarda proteine gereksinim duyar. Diisiik yogunlukta proteinleri saptama ve tanim-
lamada giivenilir degildir.

MALDI-TOF MS, 1980’lerin sonunda Alman ve Japon bir grup tarafindan bulunmugtur. MALDI-
TOF yontemi, proteinleri peptid kiitle parmak izi ile tanimlar. Ornekler kiitle spektrometreye pasif bir
probla sunulur. Matriks-enerji absorbe eden bilesik laser enerjiyi termal enerjiye cevirir ve desorpsiyon/
iyonizasyon iglemini kolaylastirir. Analitik varyasyonlarin fazla olmasi nedeniyle klinik gecerliligindeki
bagar1 diisiiktiir'®"”. SELDI-TOF MS yéntemi ise, 1990’larin baginda T. William Hutchens ve Tai-Tung
Yip tarafindan gelistirilmistir. Gaz haline gelmeyen bilesiklerin desorpsiyon/iyonizasyon yontemi ile
caligilmasinda, 6rnegi sunan yiizey, caligilan 6rnegin ekstraksiyon, sunum, yapisal modifikasyon, amp-
lifikasyon ve/veya iyonizasyonunda aktif rol oynar. Dakikalar i¢inde, ¢alisilan 6rnegin alt proteomlart
proteomik parmak izi gibi goriintiilenebilir. Bu yontem ¢ok yiiksek ¢iktilt olup, veriler dakikalar iginde
alinir. SELDI-TOF MS yontemi ile genis grup calismalart icin birkag saatte sonug alinirken, bu siire
2D-PAGE'de giinler almaktadir'®.

Birgok yontemin proteomik kantitasyonu icin, kantitatif kiitle spektrometre teknikleri ile bir arada
kullanilmasi, genomun proteom ifadelenmesini daha agik ortaya koyabilmektedir. Stvi kromatografisi
ve kiitle spektrometre esasli teknikler ile izotopla isaretli nitrojen, aminoasit, peptid kullanilan bircok
goreceli ve mutlak sonuglar veren yontemler tizerinde son yillarda yogun calismalar yapilmaktadir™-2'.

Proteomik tekniklerinin kullanildigs calisma alanlari ve giincel klinik aragtirma konular asagidaki gibi
ozetlenebilir*!1;
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1. Ekspresyon farklilik haritalanmasi
a. Hedef kesfi ve dogrulama
b.Hastalik izlemi (ilag etkinlik calismalarz)
c. Toksikoloji
d.Klinik tani

e. Farmakokinetik

2. Protein saflagtirma ve tanimlama
a. Saflagtrma gelistirilmesi ve monitorizasyon
b.Peptid haritalama
c. Sekanslama
d.Epitop haritalama

3. Etkilesim kesif haritalanmast
a. Immunoassay gelistirme ve goriintiileme
b.Reseptor-ligand deneyleri
c. Protein-protein etkilesimleri
d.DNA-protein etkilesimleri

Genomik, Proteomik ve Fungal Enfeksiyonlar

Mikrobiyolojik tani, hizli molekiiler genetik ¢aligmalardan ¢ok yararlanmaktadir. Birgok laboratuvar-
da genomik teknikler kullanilarak, dogrudan hasta 6rneginden en gii¢ tireyen mikroorganizmalar bile
rutin olarak tanimlanabilmektedir. Patogenomik yaklagimla, genom dizi analizi ile elde edilen bilgiden
yararlanarak enfeksiyon hastaliklarina neden olan genlerin tanimlanmasi saglanabilmektedir. Bu amag-
la kullanilan en etkili yontemlerin baginda kargilagtirmali genomik kavrami gelmektedir. DNA, RNA
ve protein ifadelenme yollarinin ¢aligilmast fungal etkenlerin molekiiler ve fizyolojik mekanizmalarinin
anlagilabilmesi icin de ¢ok 6nemli katkilar saglamaktadir*??. Patogenomik ve karsilastirmali genomik
degerlendirmeleri, gelisen genomik teknikler ve biyoinformatik yéntemlerin bir arada ele alinmasi ile,
genomik plastisite ortaya konulabilecek ve yasami tehdit eden patojenlere kargi, daha dogru tani, tedavi
ve koruyucu yaklasimlar saglanabilecektir®°.
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GENOMIK, PROTEOMIK VE CANDIDA ENFEKSIYONLARININ TANISI

Prof. Dr. Mine Doluca
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lzmir.

Candida enfeksiyonlari ve 6zellikle sistemik kandidoz (SK) insidans: riskli hasta gruplarinda alarm
derecesinde bir artis gostermesinin yani sira, 6zellikle yogun bakim, cerrahi ve kanser olgularinda 6nde
giden mortalite ve morbidite nedeni ve de riskli hastalarda hastanede kalma siiresini uzatan ve hasta ma-
liyetini artiran 6nemli bir etkendir. Buna kargin SK tanusi, klinik bulgularinin 6zgiin olmamasi, tanida
altin standart kabul edilen kan kiiltiirii ve doku biyopsilerinin hastaligin ilk dénemlerinde duyarliliginin
diisiik olmasi (<%50), kritik hastalarda ise invazif girisim gerektirmesi nedeniyle ¢ok zordur. Sonugta SK
tanust genellikle ge¢ kalinmig olarak konulabilmekte ya da otopsi ile belirlenebilmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 hastanin yagam olasiligini artiracak erken ve dogru SK tanist i¢in hizli ve giivenilir tani testlerine
gereksinim s6z konusudur. C.albicans'in genom dizisinin yayinlanmasindan sonra, bu mantarin fonksi-
yonel genomikleri incelenmeye baglanmis, bu da, “mikroarray”ler ve proteomik yontemler gibi genomik
teknolojilerinin gelismesini kolaylagtirmistir. Bir sistemin proteomik analizi, eksprese edilen proteinlerin
tanimlanmasi ve fonksiyonel olarak belirlenmesini icerir ve sistemdeki proteinlerin fonksiyon ve regii-
lasyonunun daha iyi anlagilmasini saglar. Genomik ve proteomik incelemeler, hem antifungal ilaglar ve
agilar icin yeni hedeflerin, hem de potansiyel olarak kullanilabilecek tani belirteglerinin belirlenmesine
yardimct olmaktadir.

Pitarch ve ark. C.albicans hiicre duvarinin immiinogenomunu incelemek icin proteomik ve biyoinfor-
matik teknikleri birlikte uygulamislardir. Araguricilar, multivaryant lojistik regresyon sonuglarina gore,
glukan 1,3-B-glukozidaza (Bgl2) kars1 ve duvar fosfogliserat kinaza (Pgklp) kars1 olugan IgG an-
tikor seropozitifliginin SK’nin bagimsiz belirleyicileri oldugunu saptamiglardir. Calismada SK’li olgular,
SK tanist olmayan ancak benzer hastalig1 olanlar ve saglikli bireylerden olusan kontrol grubu dikkate
alindiginda, anti-Bgl2 IgG antikorlarinin duyarliligr %78, dzgilligi %93, pozitif ve negatif predikeif
degerleri ise %81 ve %92 olarak belirlenmistir. Anti-Bgl2 antikorlarinin kontrol grubuna gére SK’l1 ol-
gularda belirgin olarak yiiksek olmasi nedeniyle, bu antikorlarin serumda incelenmesinin SK tanist igin
kullanilabilir ve yeni bir belirleyici olabilecegi ileri stiriilmiistiir. Bgl2 ve Pgk1p’ye karsi olusan antikorlar
birlikte degerlendirildiginde duyarlilik %87, 6zgiilliik ise %88 olarak saptanmistir. Bgl2p’ye karst olusan
bu giiclit immiin yanitn nedeni olarak; bu antijenin bol bulunmasi, hiicre duvari ile gevsek iliskisi ve
salgisal yapisi gosterilmis ve bu antijenlerin kana kolayca gecebilmesi ve immiin kompetan hiicreler ta-
rafindan erkenden islemlenmesinin s6z konusu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bgl2p fonksiyon kaybinin
Candida virtilansini azaltugy, anti-Bgl2p nétralizan antikorlarin SK’ya karst 6nemli bir savunma meka-
nizmast oldugu bildirilmistir.

Pitarch grubunun bir baska ¢alismasinda da; Pgk1p yaninda alkol dehidrogenaz (Adh1lp) enzimleri-
nin asidik formlarinmn SK’I1 hasta serum 6rnekleri tarafindan 6zgiin olarak taninabildigi ve bunlarin epi-
toplarinin ya C.albicans kolonizasyonunda bir antikor yanitina neden olmadigt ya da diger kommensal
veya enfeksiyoz etkenler tarafindan paylagilmadigi saptanmisur. Bu agidan belirtilen iki antijenin asidik
formlarinin 6zgiin epitoplarinin, SK igin gelistirilecek tani testlerinde kullanilabilecegi bildirilmistir.

Pitarch ve ark. yapuklari ¢alismada, hiicre duvar enolazina (Enolp) kars1 olusan IgG antikorlar:-
nin invazif hastaliktan korunmada énemli oldugunu saptamis ve bunun yeni bir prognostik indikator
olabilecegini belirtmistir. SK’l1 olgularda, yiiksek anti-Bgl2p antikor diizeyleri ve anti-Enolp IgG pozi-
tifliginin birbirleri ile korele oldugu ve 2 aylik 6liim riskinin azaldigini gosterdigi vurgulanmigtir. Anti-
Enolp IgG antikorlari, seropozitivite agisindan yasam igin bir prognoz fakeorii olarak ele alindiginda,
duyarlilik ve dzgiilik %97 ve %83 olup; seronegativite agisindan 6liim icin bir prognoz faktorii olarak
diisiiniildiigiinde ise bu degerler sirasiyla %83 ve %97 sekline doniismektedir. Glikolitik 6zelligi olmayan
bu enolazin insan plasminojenini aktive edip, Candida hiicrelerine dokuya yayilma ve harap etmek icin
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fazladan ektraseliiler proteolitik aktivite kazandirdig1 belirlenmis ve bu hiicre yiizeyindeki plasminojen
baglayan proteini notralize eden antikorlarin da patogenezde rol oynadigi ve etkili bir savunma bariyeri
olusturdugu bildirilmistir. Ayni aragtirmada serum anti-sitoplazmik enolaz antikorlart ile klinik sonug
arasinda bir iligki belirlenememistir. Van Deventer ve ark. Candida enolazini antijen olarak kullandik-
lart bir enzim immunoassay gelistirmigler ve bunun immiin yetmezlikli ve immiin sisteminde sorunu
olmayan olgularda invazif kandidoz ile kolonizasyonu ayirt edebildigini belirlemis ve bu grup hastalarda
strastyla duyarliligt %53 ve %50; 6zgilligi ise %78 ve 86 olarak saptamuslardir.

Bunlarin yaninda SK'dan iyilesen olgularda izlenen 1s1 sok proteini (Hsp90p), trioz fosfat izomeraz
(Tpilp) ve 52-kDa’luk mannoproteine karsi olusan antikorlarin da koruyucu kapasitesinin bulundu-
gu ve SK icin prognoz agisindan deger tastyabilecegi bildirilmistir. Ote yandan hematolojik malignitesi
olan olgularda SK’nin izlenmesinde C.albicans ¢imlenme borusuna kars1 olugan antikorlarin saptan-
masinin da yararli olabilecegi ileri stirtilmistiir.

Hif duvar proteini (Hwp1) gibi hife 6zgii molekiillerin de C.albicans’a kars1 olan konak yanitinda
onemli bir hedef oldugu ve Candida enfeksiyonlar: igin 6zgiil tan1 indikatorleri olabilecegi bildirilmistir.
Bu konuda Naglik ve ark.nin yapugi bir ¢alismada, HWP1 mRNA, kiiltiir pozitif oral ve vajinal kan-
didoz ile mukozal tastyiciligin s6z konusu oldugu tablolarda saptanmis, kiiltiir negatif ve semptomsuz
olgularda belirlenmemistir. Ancak Hwpl ile karsilasma, kiiltiir negatif saglikli olgularda, oral kandidoz
ve asemptomatik mukozal enfeksiyonlarda, lokal titkriik ve sistemik anti-Hwp1 antikorlarinin izlenmesi
ile gosterilmisti. HWP1 gen ekspresyonunun, tastyicilarin oral ve vajinal 6rneklerinde yiiksek oranda
saptanmast, Hwp1 ve hif yapilarinin C.albicans'in mukozal yiizeylere tutunmasi ve varligini siirdiirebil-
mesinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Arastirmada Cl.albicans'in gastrointestinal kolonizasyonu
ile mukozal semptomatik ve asemptomatik enfeksiyonlarinda Hwp1’in 6nemli bir rol oynadigi sonucuna
vartlmugtir. Farkli 8strojen diizeylerine sahip vulvovajinal kandidozlu olgularda ALS1 ve HWP1 mRNA
ekspresyonu %62 ve %68 oranlarinda saptanmus, ancak bu adezyon genlerinin hastalarin 6strojen diizeyi
ile korele olmadig1 sonucuna varilmistir.

SK tanisi ile ilgili yapilan birgok ¢alismada; mannan antijeni ile anti-mannan antikorunun birlikte
aragtirilmasinin SK’nin erken tanisinda 6nemli oldugu, 6zellikle riskli hastalarda rutin tanida kolaylikla
ve giivenilir olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Olgularda ilk mannan testi pozitifliginin klinik mi-
kolojik tanidan ortalama 8.8 giin dnce izlendigi, yaklagik %60 olguda en azindan bir serolojik test po-
zitifliginin kan kiiltiiriinde tireme olmadan izlendigi saptanmistir. Mannan ile anti-mannan testlerinin
kombine kullaniminin duyarliligi ve 6zgiilligii, farkli hasta gruplari, klinik tani kriterleri ve 6rnek alma
sayist ile degismekle birlikte sirastyla %73-100 ve %80-93 arasinda yer almaktadir. Bunun yaninda bir
aragtirmada enfeksiyon etkeni Candida tiiriine gore testlerin duyarlilik oranlarinin %40 ile %83 arasinda

SK tanust agisindan klinik 6rneklerde molekiiler yontemlerle Candida DNAsinin saptanmast 6nemli
ve umut vericidir. Ancak polimeraz zincir tepkimesi (PZT) temelli yontemler ¢apraz kontaminasyona
agtk olup, yalanc pozitifliklerle sonuglanabilmektedir. Diger yontemsel sorunlar; Candida tiitlerinin sert
hiicre duvari olmasi -ki bu ciddi ve yogun DNA eldesi islemleri gerektirir-, SK esnasinda kanda bulunan
maya sayisinin diisiik olmast ve klinik 6rnekleri kontamine edebilecek DNA kolonizasyonu seklinde
stralanabilir. Bunun yaninda PZT icin 6rnek toplanmas, islemlenmesi, DNA eldesi, DNA hedefleri ve
amplikon saptanmasi i¢in standart yaklagimlarin bulunmamasi, yontemlerin duyarliligini ve 6zgiilliigiini
diistirmektedir. Bu nedenlerden dolay: giiniimiizde molekiiler sonuglar, iizerinde anlasma saglanmis tani
koydurucu kriterler olarak kabul edilememektedir. PZT temelli yéntemlerde, dnciillerin belirlendigi he-
def bolgeler “cok kopyali” ya da “tek kopyali” gen bolgeleri seklinde olabilmektedir. Cok kopyali bolgele-
rin hedef alindig1 durumlarda duyarlilik yiiksek, tek kopyali bolgelerin hedef olarak secildigi durumlarda
ise ozgiilliik yiiksek olmakta, ancak diisiik sayidaki fungusu saptayabilecek duyarlilikta olamayabilmekte-
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dir. Cok kopyali gen hedefleri olarak ribozomal DNA (rDNA) gen kiimesi [bu bélgede 18S, 5.8 S, 28S
rDNA alt initeleri ve bunlari ayiran “intergenic transcribed spacer (ITS) bolgeleri olan /751 ve IT7S2] ve
Candida sekretuvar aspartik proteinaz (SAP) geni; tek kopyali gen hedefleri olarak da aktin, kitin sentaz,
1s1 sok proteini 90 ve lanosterol-14-alfa-demetilaz (LIA1) genleri kullanilmigtir. Calismalarda panfungal
PZT sonrast uygulanan saptama yontemleri; southern hibridizasyonun takip ettigi elektroforez, restriksi-
yon enzim analizi, radyoaktif madde ile veya enzim ile isaretlenmis problarin kullanildig: hibridizasyon,
PZT temelli enzim immunoassay, “single-strand conformational polymorphism” ve sekanslama olarak
stralanabilir. Bazi aragtirmalarda ise “nested” veya “semi-nested” PZT yontemi uygulanmigtir. Caligmalar-
da, kullanilan PZT igin segilen hedef bolgelere, saptama yontemlerine ve incelenen hasta popiilasyonuna
gore degismekle birlikte duyarlilik %86-100, 6zgiilliik ise %54-100 olarak bildirilmistir. PZT teknolojisi
en popiiler olan olmakla birlikte izotermal niikleik asit sekans temelli amplifikasyon (NASBA) yontemi
de tani icin bir alternatif olusturmaktadir.

En son ger¢ek zamanli PZT teknolojileri olan “light cycler”, “ABI PRISM 7700 sekans saptama” (Tag-
man) ve “Roto-gene four channel multiplexing” sistemleri, amplifikasyon sonrasi islemlere bagli olmadi-
gindan yalanci pozitif sonug riskini azaltmakra ve niceliksel sonug vermektedir. Ote yandan bu yéntemin
PZT duyarliligint artirmasi yaninda, sagaltima yanit degerlendirmede de yararli olabilecegi bildirilmistir.
Ancak bu teknolojilerde de yayinlanmis ydntemlerin laboratuvarlar arast degerlendirilmesinin yapilmast,
bir yontem tizerinde uzlagilmasi ve kalite stratejilerinin diizenlenmesinin gerektigi vurgulanmistr. Ger-
¢ek zamanli PZT yonteminin uygulandigi bircok calismada kullanilan hedef bélge, problar, sistem ve
aragtirilan hasta gruplarina gore degismekle birlikte duyarlilik oranlari %81-100, 6zgiilliik oranlari ise
%96-100 arasinda bildirilmistir.

Molekiiler ydntemlerle tanida, Candida DNA’sinin saptanmasinda “reverse line-blot assay” PZT yon-
temini ¢ip teknolojisi ile birlegtirmenin de bir diger uygun alternatif olabilecegi bildirilmektedir.

Sistemik Candida enfeksiyonlarinin tanisinda niikleik asit temelli yontemler artan hizda 6nem kazan-
maktadir. PZT ile Candida DNA’sinin saptanmasinda hedef olarak ¢ok kopyali gen bélgelerinin ve de
tiire 6zgli problarin kullanildigr yontemlerin en yiiksek duyarlilik ve 6zgiillikk oranlarina sahip oldugu;
rDNA gen kiimesinin popiiler bir hedef oldugu ancak Candida LIAI geninin hedef alindigi PZT-REA
ile SAP geninin hedef alindigt PZT y6ntemlerinin ve gercek zamanli PZT teknolojisinin de umut verici
oldugu vurgulanmugtir. Téim bunlarin yaninda alinacak 6rnegin, DNA eldesinin, kullanilan hedef ve sap-
tama yonteminin standardize edildigi PZT temelli hizli, giivenilir, duyarli ve 6zgiin tani yontemlerinin
gelistirilmesine gereksinim s6z konusudur.

Proteomik incelemeler gibi genomik yaklagimlar, potansiyel tani koydurucu ve prognoz belirleyici
belirtecleri tanimlamakta, ancak yontemin standardizasyonu ve klinik degerlendirilmesi gerekmektedir.
Genomik ve proteomik teknolojilerin, SK’nin erken tanist ve prognozunun degerlendirilmesinde yeni
biyomarkerlarin belirlenmesinin yaninda, yeni antifungal ve ast hedeflerinin de tanimlanmasinda etkin
rol oynayabilecegi bildirilmistir.
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GENOMIK, PROTEOMIK VE ASPERGILLUS HASTALIKLARININ TANISI

Prof. Dr. Beyza Ener
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar: Anabilim Dali, Goriikle, Bursa.

Aspergillus tirleri dogada yaygin olarak bulunan kiif mantarlaridir. Genellikle ¢iiriiyen organik mater-
yalde yasamini siirdiiriir ve sporlart hava akimu ile gevreye yayilir. Cok sayida Aspergillus tirti bulunmakla
beraber, insanda hastalik olusturan tiirler sinirlidir. A fumigatus, A flavus, A niger ve A terreus patojen
olarak karsimiza ¢ikan tiirlerdir. Sporlarin inhalasyon yolu ile alinmasi nedeniyle iist ve alt solunum yol-
lar1 en fazla hastaliga maruz kalan bolgeler olmaktadir. Bu tiirler, basit saprofitik kolonizasyondan hayatt
tehdit eden invazif hastaliga kadar ¢ok degisik klinik tablolar olusturmaktadir’>.

Aspergillus enfeksiyonlarinin klinik bulgulart non-spesifik olup, tanida halen problemler yaganmak-
tadir. Goriintiileme bulgulari, mikroskobik bulgular, 6rneklerde tiretme, serolojik testler, antijen arama
testleri ve molekiiler testler giiniimiizde en ¢ok kullanilan metotlardir. Ancak higbirinin 6zgillik, du-
yarlilik, pozitif ve negatif tani degerleri istenilen olctide degildir ve yeni tan1 araglarina her zaman ihtiya¢
bulunmaktadir.

Genomiks, organizmalarin tiim genetik materyaline gore biyolojilerinin incelenmesidir. Son yil-
larda hizla artan genom projeleri ile A.clavatus, A.flavus, A.fumigatus, A.nidulans, A.niger, A.oryzae,
A.parasiticus, A.terreus ve Neosartorya fischerii tirlerinin gen dizileri saptanmustir ve ilgili web sitelerinden
ulagilmaktadir®. Dizi analizi yapilmis Aspergillus tiirlerinde genom biiyiikliigii 29.3 Mb (A.fumigatus) ile
37.1 Mb (A.oryzae) arasinda degismektedir. A.fumigatusda 9926 gen bulunurken, A.oryzaeda 12071 gen
bulunmaktadir®’.

Aspergillus tiirlerinin gen dizilerinin belirlenmesinin yararlari asagidaki gibi siralanabilir®:

1. Filogenetik yakinligin belirlenmesi: Gen dizilerinin belirlenmesi taksonomiden tiirler arast yakin-
ligin daha iyi anlagilmasini saglamustir. Ornegin A.niger, A.oryzae ve A.terreus a yakin iken, A.fumigatus,
A.clavatus ve Neosatorya fischerii ile bir grup olusturmustur. A.nidulans ise her iki gruba biraz daha
uzakur.

2. Seksiiel tiremenin olmasi / olmamast: Gen dizi analizi, seksiiel tireme ile ilgili gizeme bir miktar
acgiklik getirmistir. A.nidulansa’da sekstiel tiremeyi baslatan 61 farkli gen saptanmigtur.

3. Gen dizi analizinin patojenite ile iliskisi: Gen dizi analizlerinin belirlenmesi, ne yazik ki patojeniteye
bir aciklik getirememis ve tek basina patojenite sirrint agiklamaya yetmemistir. A.fumigatusda viriilans
ile ilgili tek ve belirgin bir gen bulunamamustr. Aspergillus tiirlerinin gezegenimizde pek cok yerde ve
ortamda yagsayabildigini diisiiniirsek, patojenite ile ilgili genleri aramaktansa, firsat¢iliklar ilgili genlerin
aranmasinin daha dogru olacag: distiniilmekeedir.

Proteomiks, bir genom tarafindan eksprese edilen tiim proteinlerin sistemik analizini ifade eder®.
Biitiin genler her zaman eksprese edilemeyeceginden proteomiksin hiicre biyolojisini ve davranigini an-
lamada daha yararli olacag: disiintilmektedir’. Genomiks ¢aligmalar: gibi, proteomiks ¢alismalarinin da
tbbi hedeflerinden biri patojenite problemini ¢6zmektir. A.fumigatus'un virilansi multifakesryal olup,
pek ok genin ekspresyonuna ve bir¢ok proteinin sentezine baglidir.

Patojenitede ilk basamak, konak hiicrelerine baglanmadir. Bu nedenle baglanmay saglayabilecek hiic-
re duvari proteinlerinin analizi ilk proteomiks ¢alismalarini olugturmustur. Bruneau ve ark.® dokuz farkli
glikosilfosfotidil-inositol (GPI) yapisinda protein gostermislerdir. Bunlarin bes tanesi mayalarda bulunan
ve konak hiicrelerine baglanmada aracilik yapan proteinlerle benzerlik gostermektedir. Aspergillus hiicre
duvarinin analizinin gelistirilmesi ile yeni antifungaller i¢in hedefler ¢ikarulabilecegi diistiniilmektedir.

Konak savunma hiicrelerinden kagma ve bu hiicrelerce sldiiriilmekten korunma, diger 6nemli viriilans

92 15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

fakedriidir. Proteomiks calismalart ile A.fumigatus'un stres altnda kaldiginda salgiladigs proteinler goste-
rilmis ve bu proteinler yardimu ile konak savunma hiicrelerince 6ldiirtilmekten kurtuldugu belirlenmistir’.

Aspergillus enfeksiyonlarinin tanisinda proteomiks ¢alismalarinin kullanilmast bir diger hedeftir. Aler-
jik bronkopulmoner aspergilloz ve aspergillomali hastalarin serumlarinda cesitli alerjenler saptanmugtir®.
Ayrica stres durumunda ortaya ¢ikabilen tioredoksin peroksidaz AspF3 antijeninin galaktomannan ve
beta-glukan gibi invazif aspergilloz tanisinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir?.
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MiNi PANEL PARAZITOLOJIK TANI: HANGi YONTEM NE ZAMAN KULLANILMALI?

DISKININ INCELEMELERI

Prof. Dr. Ulgen Zeki Ok
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Manisa.

Digkt Orneklerinin Toplanmas:

Bagirsakta yerlesen paraziter enfeksiyonlarin ¢ogunda tani, diskida protozoon trofozoit, kist veya oo-
kistleri ile helmint yumurta veya larvalarinin saptanmasiyla konur. Bu nedenle diski 6rneklerinin dog-
ru bicimde toplanmasi ve saklanmasi, digkt 6rnegi laboratuvara ulasana dek, taniya gotiirecek yapilarin
korunmast acisindan biiyiik 6nem tagir. Antibiyotik, antidiyareik, antasid, baryum siilfat veya bizmut
gibi ilaclar parazitlerin ortaya ¢ikarilmasini 6nleyebilir; bu ilaglarin kullanimindan sonra en az bir hafta
stireyle 6rnek alinmasinin ertelenmesi uygundur'~.

Rutin parazitolojik incelemeler igin gerekli diski miktari, sekilli diskilar icin yaklagik iri bir ceviz bii-
yiikliigiinde (20-40 gr), sulu diskilar i¢in ise 5-6 gorba kagig1 hacmindedir. Kii¢iik gocuklarda disk: 6rnegi
eldiven giyilerek rektumdan direkt olarak alinabilir. Hastanin klinik belirtileri, diistirdiigii gozle goriilen
bir parazit olup olmadig1, 6nceden gegirdigi enfeksiyonlar, yolculuk 6ykiisii, bagisiklik durumu gibi bil-
giler aragtirilmalidir’.

Digki 6rneginin hasta veya yakinlari tarafindan dogru bi¢imde alinabilmesi i¢in ilgili ydntemler hasta-
lara agik bir bicimde anlatilmalidir. Ornek alma yontemini tarif eden resimler ve basli agiklamalar yararli
olabilir. Temiz, genis agizli ve sikica kapanabilen kaplarda toplanan 6rneklerle su, idrar veya diger yabanci
maddelerin temast 6nlenmelidir'.

Helmint yumurtalarinin ¢ogu hastanin her diski 6rneginde saptanabilirken, protozoonlarin ¢ogu digk1
ile aralikli olarak atilir. Ozellikle Entamoeba bistolytica veya Giardia intestinalis enfeksiyonlarindan siiphe-
lenildiginde, 2-3 giinliik aralarla, en az ii¢ disk1 6rnegi incelenmelidir. Ug 6rnek farkli giinlerde ve olast
ise iki giinde bir alinmali, bu saglanamazsa ilk ve son diskinin aras1 10 giinii asmamalidir. Protozoon en-
feksiyonu nedeniyle sagaltim uygulanmigsa 3-4 hafta sonra, 7zenia tedavisi uygulananlarda ise 5-6 hafta
sonra kontrol yapilmalidir'?.

Fiksatifler

Protozoa trofozoitleri genellikle stvi ve diyareli digkilarda bulundugundan, bu diskilar, digkilamadan
sonraki ilk 30 dakika icinde incelenmeli; incelenemeyecekse uygun fiksatiflerin iginde tespit edilmelidir.
Sekilli digkilarin incelenmesi bir siire ertelenebilir; ayni giin icinde incelenemeyecekse, diski drnegi fik-

satifle tespit edilmeli veya diski kabinin kapagt iyice kapatilarak buzdolabinda (3-5°C) saklanmalidir'=.

15-30 m!'lik stkica kapanan vida kapakli, plastik veya cam siselerde saklanabilen fiksatiflerde genellikle
kullanilan oran, 3 kisim fiksatife 1 kistm digskidir. Digkinin tespit edilip, saklanmast i¢in kullanilan tiim
fiksatiflerin bazi avantaj ve dezavantajlart vardir. Antijen arama veya PCR gibi immiinolojik bir tani
yontemi uygulanacaksa, kullanilan fiksatifin yéntemle uygunlugundan emin olunmali, fiksatif i¢inde ko-
runan ornekler oda 1sisinda tutulmalidir'. En sik kullanilan fiksatifler %10 formol, Schaudinn fiksatifi,
polivinil alkol (PVA) ve sodyum asetat-asetik asit-formoldiir (SAF).

%10 formol ucuzdur ve kolay uygulanir. Diskilara daha sonra konsantrasyon yontemi uygulanarak,
ozellikle diskida seyrek bulunabilen protozoa kist ve ookistleri ile helmint yumurta ve larvalari ortaya
cikarilabilir. Trikrom gibi kalict boyalarin kullanimina uygun olmadigindan tek basina yeterli degildir®*.

Schaudinn fiksatifi, 6rnekleri kurum igindeki hastalardan alan laboratuvarlarin tercih ettigi bir fik-
satiftir. PVA ile birlikee, kalict boyalarin kullanilmast 6ncesinde en iyi fiksasyonu ve ardindan en nitelikli
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boyanmay: saglayan yontemdir. Toksik olan civa kloriir yerine ¢inko siilfat kullanilabilir’. Dezavantajs,
lamlarin en ok bir gece bekletilebilmesidir®*.

PVA, 6rneklerin nakledilebilmesine ve dilendiginde boyanabilmesine olanak saglar. Ozellikle sivt diski
orneklerinde yararlidir. Bir tiip veya sisede diski ile karistirilabildigi gibi, birka¢ damlasi lam tizerinde az
miktarda diskiyla karisurilarak da kullanilabilir. Toksik civa kloriir yerine ¢inko siilfat kullanilabilir. De-
hidrate olursa veya buzdolabina konursa, jelatinsi beyaz bir goriiniim alarak bozulur*“.

SAF i¢inde korunmus digki 6rneklerine hem yogunlastirma yontemleri, hem de kalici boyalar uygu-
lanabilir. Daha az toksiktir; ancak boyama sonrasi organizmalarin morfolojisi civa kloriir igeren fiksatif-
lerdeki kadar iyi degildir. Tek bir fiksatif kullanmaya istekli laboratuvarlar bu secenegi tercih edebilirler’.

Taze ve Tespit Edilmis Diskilarin Incelenmesi
Makroskobik inceleme

Diskinin kivamy, kan ve/veya mukus varlig: bildirilmelidir. Makroskobik incelenme ile Ascaris ve Ente-
robius gibi nematodlarin eriskinleri veya 7zenia tiitlerinin halkalari digkinin ylizeyinde veya diski kabinin
i¢inde saptanabilir’.

Taze ve tespit edilmis digki 6rneklerinin parazitolojik incelemesinde en yaygin olarak, direkt taze bak:
(nativ-Lugol gibi), yogunlastirma yéntemleri (yiizdiirme veya ¢oktiirme) ve kalici boya yontemleri kul-
lanilmakradir.

Direkt taze baki (Native-Lugol)

Helmintlerin ve protozoonlarin tiim tant evrelerinin taninmasina olanak saglar, ancak diskida seyrek
bulunan yapilarin tanisinda siklikla yetersiz kaldigindan, paraziter enfeksiyonlarin bir¢ogunun kesin tani-
sinda tek basina yetersizdir. Ozellikle diyareli diski 6rneklerinde hareketli trofozoitlerin arastirilmasinda
yararlidir.

Rutin incelemede formol — etil asetat ¢oktiirme gibi bir yogunlastirma ve trikrom gibi bir kalici bo-
yama yontemi kullanildiginda, direke taze bakinin taniya fazla bir katk: saglamadigi ve uygulanmasinin
gereksiz oldugu iddia edilmektedir®”.

Lugol soliisyonu gibi seyreltilmis iyot boyalar1 en sik kullanilan gegici boyalardir. Iyot trofozoitleri
oldiirdiigii ve tahrip ettigi icin daha gok kist evrelerinin tanisinda deger tagir. Kistlerin igindeki niikleus-
larin daha iyi gorinir hale gelmesi ile hem niikleuslarin sayist hem de morfolojik 6zellikleri daha rahat
izlenir'?.

Yogunlagtirma (konsantrasyon) yontemleri

Yogunlagtirma yontemleri hem taze, hem de saklanmis digki 6rneklerine uygulanabilir, ancak hicbir
yogunlasgtirma ydntemi tek basina, organizmalarin tiimiinii basari ile yogunlagtiramaz. Yogunlastirma
yontemlerinin amaci, direkt bakida ve kalict boyali preparatlarda gézden kagabilen seyrek organizmalari
ortaya ¢tkarmakuir.

Daha sik tercih edilen ¢oktiirme (sedimantasyon) yontemlerinin avantaji, diskidaki parazitlere ait tiim
yapilari ¢oktiirmesi, en bilylik dezavantaji ise ¢oken agirt digki artiginin parazitlerin varligini maskeleye-
bilmesidir. En sik kullanilan formol - etil asetat (veya eter) yontemi zaman alict oldugundan bazi labora-
tuvarlarda bu yontemin modifiye edilmis bir sekli kullanilmakeadir®.

Yiizdiirme (flotasyon) yontemlerinin temel prensibi ise, yliksek 6zgiil agirlikli soliisyonlarin parazitleri
ylzdiirmesidir. Yiizdiirme sonrasi elde edilen materyal, diski artiklarindan oldukea arinmugtir ve parazit-
ler daha kolay fark edilir. Ancak birgok agir sestod ve trematod yumurtasi ylizmez; ayrica kisa siirede in-
celenmediginde yumurta ve kist duvarlari biiziigerek taniy1 giiclestirebilir. Diinyada en yaygin kullanilani
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¢inko siilfat yiizdiirme yontemidir. Ulkemizde sik kullanilan Doymug Tuzlu Suyla Yiizdiirme Yontemi
helmint yumurtalarinin biiyiik kismini yogunlastirmada bagarili, ancak protozoa kistlerini yogunlastir-
mada basarisizdir. Sheather’in Sekerli Yiizdiirme Yontemi sonrasi faz-kontrast mikroskopisi ise, taze
veya formolle korunmus érneklerde Cryptosporidium ookistlerinin arastirilmasinda yararlidir’%.

Kalict boyali yaymalar

Daha ¢ok bagirsak protozoonlarinin tanisinda kullanilan kalici boyali yayma preparatlari, taze veya
PVA iginde saklanmis diskilardan hazirlanabilir ve birgok 6nemli avantaji vardir: Iyi boyanmis organiz-
malarin morfolojileri immersiyon objektifi ile ayrinuli olarak izlenebilir. Taze preparatlarda nadir rastlan-
malart veya kiigiik olmalart nedeniyle gozden kagabilen organizmalar daha kolay saptanabilir. Inceleme
uygun bir zamana ertelenebilir. Boyanmis yaymalar kalict bir kayit olarak saklanabilir. Pozitif lamlar
referans veya aragtirma materyali olarak kullanilabilir. Tanida stiphe bulundugunda lamlar gonderilerek,
konsiiltasyon istenebilir'~.

Parazit aragtirilmast icin génderilen her diski 6rneginde kalict boyali yaymalarin hazirlanmas: oneril-
mektedir. Bu inceleme, yogunlastirma yontemleriyle birlikte uygulandiginda, tek bir rutin inceleme ile
parazit enfeksiyonlarinin ¢ogunu saptayabilen yararli ve giivenilir bir ydntemdir.

Diski 6rneklerinin kalict boyalarla boyanmasi farkli protozoa tiirlerinin tani ve ayriminda en etki-
li yontemdir. Digki yaymalarinda en yaygin kullanilan kalici boyalar Gomori’nin Trikrom Boyasinin
Wheatley Modifikasyonu ve Heindenhain’in Demir Hematoksilen Boyas’nin modifikasyonlaridir.
Trikrom Boyasi 6zellikle Dientamoeba fragilis ve Blastocystis hominis gibi direkt taze baki ile taninmasi
gii¢ organizmalarin tanisinda ¢ok yararli bulunmustur’™.

AIDS ve diger bagisikligr baskilayan tablolarin goriilme sikligindaki artisa paralel olarak 6nem kaza-
nan bagirsak koksidiyan ve mikrosporidian parazitlerinin tanist ve ayirt edilmesi i¢in boyama yontem-
lerinin yaninda epifloresan mikroskopun kullanimi énerilmektedir'®. Ozellikle bagisikligt baskilanmug
ishal ve/veya karin agrist gibi belirtileri olan olgularda bu parazitler de mutlaka aragtirilmalidir. Bunun
icin onerilen algoritma soyledir: Digki 6rnegi %10 formolde tespit edildikten sonra, 330-380 nm filtreli
epifloresan mikroskopta direkt taze baki ile otofloresan agisindan incelenir. 8-10 mm’lik mavimsi yuvar-
lak yapilar Cyclospora, 20-33 mm’lik ovoid yapilar Zospora 6n tanust alir. Orneklere ayrica Calcofluor ve
Auramine-Rhodamine boyalar1 uygulanir ve epifloresan mikroskopla incelenir. Calcoflour boyali prepa-
ratlar icin 330-380 nm filtre kullanilir; 1-2 mm’lik kii¢iik mavimsi oval yapilar Microsporidia tanist alir.
Auramine-Rhodamine boyali preparatlar ise 480-520 nm filtreyle incelenir, 4-6 mm’lik sarimst yuvarlak
yapilar Cryptosporidium 6n tanust alir. Cyclospora, Isospora ve Cryptosporidium 6n tani veya siiphesi oldu-
gunda aside direngli boyalarla dogrulama gerekir®.

Koksidiyan ve mikrosporidian parazitlerin tanist ve ayirt edilmesi icin kullanilan yéntemlerin hangi
diskt orneklerine uygulanmasi gerektigi tartigmalidir. Bazi arastirmacilar tarafindan tiim diyareli hasta-
larda, bazilarinca ise tiim bagisikligi baskilanmig hastalarda veya yalnizca risk gruplarindaki (bagisikligt
baskilanmus, su/besin kaynakli ishal, yolculuk 6ykiisii) diyareli hastalarda 6nerilmekeedir?.

Aside direngli boyalardan Modifiye Acid-Fast Boyasi is1 gerektirirken (mikrodalga firin da kullani-
labilir), Kinyoun’un Karbol-Fuksin Boyasr’nda stya gereksinim yoktur. Bu yontemlerin her ikisi de
hem taze diskidan fikse edilmis yaymalara hem de formolle fikse edilmis diskilara uygulanabilir. Sadece
taze digkilarda uygulanan Dimetil Siilfoksid (IDMSO) Modifiye Acid-Fast boyasi da tercih edilebilir'’.

Microsporidia sporlarini mayalardan ve diger fekal elementlerden ayirt edebilmek i¢in tanida Chro-
motrope boyalari da kullanilabilir. Bu boyalardan Weber Boyasi zaman aliciyken, 1s1 kullanimi gerekti-
ren Hizli Sicak Gram — Chromotrop Boyas1 daha hizli sonug verir'.
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Diger Yontemler

Bagirsak parazitlerinden Enterobius vermicularisin yumurtalari, olgularin biiyiik béliimiinde diskiya
karismaz; bu enfeksiyonu aragtirmak i¢in anal bant yontemi kullanilir. Fasciola, Giardia ve Cryptospori-
dium enfeksiyonlarinda, enfeksiyon kaniti olan yumurta, kist veya ookistlerin duodenumda daha yogun
bulunmasi nedeniyle diski 6rneginde tani konulamayabilir. Bu durumda, duodenum aspirasyonu veya
Entero-Test adli ipli bilye iceren bir kapsiiliin yutulmasi ile elde edilen safra materyali incelenebilir.
Yiiksek eosinofilili diyareli olgularda agar-plak kiiltiirii veya yatik filtre kagid: kiiltiir ydntemi gibi bir
yontemle Strongyloides enfeksiyonuna yonelik aragtirmalar yapilabilir>1°.

Antijen saptama

Son yillarda diskida 6zellikle Giardia, Cryptosporidium ve Entamoeba tiirlerinin antijenlerini saptama-
ya yonelik bazi EIA ve floresan antikor ticari kitleri gelistirilmistir. Antijen saptama testlerinin avantajlari,
o an gecirilen enfeksiyonu gostermeleri ve deneyimsiz laboratuvar personelinin bile kolayca uygulaya-
bilmesidir Ayrica duyarlilik ve 6zgiilliikleri mikroskopik incelemeden daha iistiin bulunmustur. Baglica
dezavantajlari ise, cogunlukla tek bir patojeni saptayabilmeleridir®. Bu testler arasinda en yararli olanlari
E.histolytica - E.dispar ayrimi yapanlardir; mikroskopik tanisi gii¢ olan Cryptosporidium enfeksiyonunu
taniyanlar da yararli olabilir. Uygun boyalardan sonra bile mikroskopik tanisi gii¢ olan D.fragilis antijen-
lerini belirleyen ticari kitlere gereksinim vardir.

Molekiiler Yontemler

Organizmalarin tiir tayini i¢in, daha ¢ok aragtirma amagli olarak PCR ve secilmis genlerin sekans
analizi de kullanilmaya basglanmustir.

Ozetle; uygun sekilde alinip, tespit edilmis tiim digki drneklerine formol — etil asetat gibi bir yogunlas-
tirma yontemi ve trikrom gibi bir kalici boyama yontemi uygulanmali, farkls giinlerde alinmuis ti¢ digki 6r-
negi incelenmelidir. Ozellikle bagisikligt baskilanmus, yolculuk oykiisii olan, olast su veya besin kaynakli
diyareli olgularda Cryptospridium, Isospora, Cyclospora ve Micrpospridia’ya; yiiksek eosinofili varliginda ise
Strongyloides’e yonelik testler uygulanmalidir. Mikroskopide E.histolytica | dispar trofozoit ve/veya kistleri
gorildiigiinde ticari kitlerle tiir ayrim1 yapilmalidir.
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Parazitik enfeksiyonlarin tanisinda dolayli tant yontemlerine siklikla bag vurulur. Parazit antijenlerine
karst olusmus 6zgiil antikorlari veya ozgiil antikorlarla parazit antijenlerini saptayan serolojik tani yon-
temleri, daha ¢ok kan ve dokularda yerleserek hastalik olusturan parazitlerin arastirilmasinda kullanilir.
Bu yontemler tek baslarina tani koyduracak 6zellikte olmamalarina kargilik, bazi parazitik enfeksiyonla-
rin tarusinda en 6nemli destekleyici bilgiyi saglamaktadirlar. Bununla birlikte bir serolojik testin ne kadar
iyi veya yeni oldugu degil, uygun durumlarda istenilmesinin énem tasidig ve testlerin her kogulda klinik
bulgular ile birlikte degerlendirilmesi gerektigi unutulmamalidir. Serolojik yontemler, 6zellikle helmintik
enfeksiyonlarin tanisinda kullanildiginda bagka helmintlere bagli antikorlarin ¢apraz reaksiyonlart yanil-
tict olabilir. Bu nedenle testler degerlendirilirken testlerin performans degiskenleri bilinmeli, testin degil
hastanin tedavi edildigi goz 6niinde bulundurulmalidir. Serolojik testler;

1. Tani ve hastalarin izlenmesi icin gerekli,
2. Komplikasyonlari ve hastaligin gidisini degerlendirmede yararls,
3. Aragtirma uygulamalar ile sinirl (gelecek icin potansiyel) olarak degerlendirilebilir.

Serolojiye dayali yontemler genelde enzim ile isaretli antikor veya antijenin kullanildigi immunosor-
bent dl¢iimler (ELISA), indirekt hemagliitinasyon (IHA), direke veya indirekt floresan antikor yontemi
(DFA, TFA), Western blot (WB) yontemi ve hizli tant testlerine dayanir.

Antijen veya antikoru immiinokromatografik yontemlerle saptamaya ¢alisan hizli tani testleri, ozellikle
sitmada olmak tizere bir ¢ok parazitik enfeksiyonda mikroskopiye destek olarak kullanim alani bulmus-
tur. Hizli tani testleri, sstmada Plasmodium falciparum’un histidinden zengin proteini veya tiire 6zgii
laktat dehidrogenaz enzim izotiplerini saptamaya calisir. Basit, ucuz, hizli ve fazla deneyim gerektirmeyen
bu yéntemler, kirsal bélgelerdeki sitma enfeksiyonlarinin tanisinda yararlt bulunmus; Afrika tilkelerinde
kullanilan hizli tani testlerinin, gereksiz tedavileri ve potansiyel direng gelisimini engelleyebilecegi belir-
tilmigtir. Sitma tanisina y6nelik 80°den fazla hizli tani gelistirilmis ve bunlardan 23’iiniin Diinya Saglik
Orgiiti’niin koydugu uluslararasi pazarlama kriterlerine uydugu belirtilmistir.

Viseral Leishmaniasis tanisinda, mikroskopi ve kiiltiiriin yani sira sinirli sayidaki laboratuvarlarda IFA
testi kullanilmaktadir. rK39 antijenine karst olusmus antikorlart saptamaya yénelik hizli tani testlerinin
duyarlilik ve 6zgiilliikleri yiiksektir. Bu hizli tant testleri, yeterli donanima veya deneyimli personele sahip
olmayan laboratuvarlar icin 6nemli bir destek saglayabilir. Toxoplasmosis tanisinda temel olarak sero-
lojik testlerden yararlanilir. Serolojide Sabin-Feldman boya testi referans olarak degerlendirilen bir test
olmakla birlikte, canlt Zoxoplasma gondii kullanilmast ve uygulama giicliigii nedeniyle Tiirkiye'de ¢ok az
merkezde yiirtitiilmekte, tanida genelde ELISA ve IFA yontemlerinden yararlanilmaktadir. Giintimiizde
HIV, organ transplantasyonlari ve bagisiklik sistemini baskilayan ilaglarin kullanimi hastaligin 6nemini
artirmakla birlikte, annenin hamileligi sirasinda etken ile ilk kez karsilasuginda gelisebilen konjenital
enfeksiyon riski nedeniyle 6zellikle hamilelerde serolojik incelemelerle akut enfeksiyon arastirilir. Sero-
negatif iken pozitiflesme, anti- Toxoplasma IgM, IgA, IgE antikorlarinda arus, diisiik IgG aviditesi veya
li¢ hafta arayla 4 katlik anti-Zoxoplasma 1gG arust yakin donemde edinilmis enfeksiyonu destekleyen
gostergelerdir. Tek serum ornegiyle ve 6zgiil IgG antikorlariyla avidite testinde kisinin ge¢miste herhangi
bir zamanda etkeni aldig1 arasurilabilir. Yitksek aviditenin 4 aydan 6nce edinilmis bir enfeksiyonu destek-
lemesi, hamilelerde gereksiz endise ve yanlis tedavi olasiligini azaltabilir.

Barsakta yerlesen protozoonlarin tanisinda, antijen yakalamaya yoénelik hizli tani veya ELISA testleri
ticari olarak pazarlanir. Ayni testte birden fazla protozoonu arastiran testler, deneyimli personeli olma-
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yan laboratuvarlar i¢in alternatif bir segenek olabilir. Ancak bu testlerin performans degiskenleriyle ilgili
deneyim ve bilgilere gereksinim duyulmaktadir. Invazif amebiasis olgularinda, antiamibik antikorlarin
aragtirilmasina yonelik ticari IHA kitleri bulunmakla birlikte ekonomik olmamast kullanimini sinirla-
maktadr.

Kist hidatigin serolojik tanisinda IHA, ELISA ve WB yontemleri kullanilir. Bu yontemlerin duyar-
liliklari, lezyonlarin kalsifiye veya inaktif olmasi veya karaciger disinda yerlesmesi halinde diiser. Diger
helmintik enfeksiyonlara bagli capraz reaksiyonlar nedeniyle yalanci pozitifliklere de sik rastlanilir. Bu
nedenle birden fazla serolojik yontem (6rnegin IHA ve ELISA) birlikte kullanilarak duyarlilik ve 6zgiillik
artirilmaya calisilir. WB yontemi kullanilarak alveolar ve kistik ekinokokkozun ayirimi yapilabilir.

Toxocariasis tanisinda en 6nemli destegi serolojik yontemler saglar. Serolojik tanida, genelde Zoxoca-
ra larvalarin ¢ikarui/salgisal antijenlerinin kullanildigs ve anti-7oxocara 1gG antikorlarinin - arasurildig;
ELISA yontemi tercih edilir. Bununla birlikte kullanilan bu antijenlerin bazi bilesenleri, diger helmint
tiirleriyle capraz reaksiyonlar verebilmekte, helmint enfeksiyonlarinin sik rastlanildigs bolgelerde tanisal
agidan sikintilara yol acabilmektedir. Yalanci pozitiflikleri azaltmak i¢in WB yonteminin kullanilmasi
ve diisiik molekiiler agirlikli bantarla ELISA pozitifliginin dogrulanmasi onerilir. Serolojinin énemli
oldugu bu helmintik enfeksiyonda, ELISA y6nteminde negatif saptanan baz1 olgularin WB yontemin-
de pozitif saptanmis olmasi (kisisel deneyim), taninin ilk basamaginda WB yonteminin kullanilmasina
neden olmustur. Son yillarda gelistirilen farkli rekombinant antijenlerin birlikte kullanildigi ve IgG4 an-
tikorlarinin arastrildigi ELISA y6ntemleri, gelecek icin potansiyel tani testleri olarak degerlendirilebilir.

Fasciolosis tanisinda serolojik yontemlerin temel tant ydntemleri olarak degerlendirilmesi gerektigi, bu
yontemlerle diskida yumurtalarinin heniiz goriilmedigi donemde bile taniya gidilebilecegi ve tedavinin
izlenmesinde yararli olduklar: belirtilmektedir. Tanida genellikle Fasciola hepatica’nin ¢ikartisal/salgisal
veya kismen saflagtirilmis antijenlerinin kullanildigi IHA veya ELISA yontemlerinde parazite karsi olus-
mus antikorlar aragurilir. Ticari IHA Kitleri veya bazi merkezlerin kendilerinin hazirladigr ELISA yon-
temleriyle enfeksiyonun serolojik tanist yapilmaktadir.

Trichinellosis tanisi temel olarak klinik ve anamneze dayanmakla birlikte siipheli olgularda taniy1 des-
teklemek amaciyla serolojik testlere gereksinim duyulur. Antikorlarin arastirilmasina dayanan ve saflasti-
rilmis antijenler kullanilarak duyarlilik ve 6zgiilliikleri arturilmis ELISA kitleri, diger laboratuvar bulgulari
ile birlikte trichinellosis tanisina yardimci olmaktadir. 2004 yilinda [zmirde bir gig kofteciden kaynakla-
nan salgin sirasinda kullanilan serolojik yontemler, salginin anlagilmasina ve hastalarin tedavisine nemli
katkilarda bulunmugtur. Giiniimiizde az sayida olmakla birlikte, ay1rici tanida trichinellosis diistiniilen ve
serolojik destek istenilen olgulara rastlanilmakradir.

Lenfatik filariasis tanisinda temel yontem mikroskopi olmakla birlikte, bunun i¢in genelde iyi egitilmis
deneyimli personel gereksinimi duyulur. Tantya destek amaciyla filariyal IgG4 antikorlarinin arastirildig;
serolojik yontemlerde, filariyal tiirlerin tiimiiyle capraz reaksiyon veren Dirofilaria immitis antijenlerinin
kullaniliyor olmasi nedeniyle duyarlilik ve ozgiillik diisiiktiir. Antijen saptamaya yonelik gelistirilen hizli
tant ve ELISA testlerinin ise oldukga duyarlt ve 6zgiil oldugu belirtilmektedir. Ulkemizde klinik olarak
ayirici tanida filariyasis diistiniilen olgularla karsilagilmakla birlikte, Turkiye'de filariasis varligi kuskulu-
dur. Durumun anlagilmasi amaciyla Ankara Refik Saydam Hifzissthha Bagkanligi serolojik olarak ICT
kart testiyle filariasis tanisina destek olmaktadir.
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BiRLIKTE TARTISALIM TANISAL MiKROBIYOLOJIDE YANIT ARAYAN SORULAR

IDRAR KULTURU
Prof. Dr. Ozay Arikan Akan
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, [bni Sina Hastanesi Merkez Laboratuvars, Ankara.

Idrar kiiltiirleri mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik rastlanan kiiltiirlerdir. Bunun bir nedeni idrar
yolu enfeksiyonlarinin hastane ici ve dist ortamlarda sikligy, diger bir nedeni de idrar kiiltiir 6rneginin go-
receli olarak kolay elde edilebilir bir materyal olmasidir. Amerika Birlesik Devletleri'nde en stk rastlanan
bakteriyel enfeksiyon olarak her yil 7-8 milyon doktor bagvurusunun nedeninin semptomatik idrar yolu
enfeksiyonlari oldugu tespit edilmistir. Hastane enfeksiyonlarinin %35’inden bu enfeksiyonlar sorumlu-
dur. Bu durumda mikrobiyoloji laboratuvarlarinda idrar kiiltiirii 6rneklerinin en sik rastlanan 6rnekler
olmasi yadsinamaz.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin gorevi, konu ile ilgili taniy1 ve tedaviyi yonlendirecek gerekli
bilgileri (test sonuglarini) maliyet-etkinlik kurallari ¢er¢evesinde sunmakur.

Bunun gergeklesmesi igin ;
1. Idrar yolu enfeksiyonlarinin klinik tipleri
Ozellikli hasta gruplar
Neden olan etkenler

Ornek temini

AR

Ornegin laboratuvar-igi degerlendirmesi ve raporlanmasi

konularinda bilgi birikiminin yeterli olmasi ve laboratuvarda bu konularla ilgili protokollerinin hazir
olmasi gereklidir.

Bu konuda klasiklesmis yaklasim modellerinin yani sira, ozellikle 6rnek alimi, etkenler ve/veya anti-
biyotik duyarlilik durumlari, kiiltiir ncesi tarama testlerinin kullanimi, kiiltiirlerin degerlendirilmesi,
yeni ortaya ¢tkan etkenler gibi konulardaki olast degisikliklerin farkinda olunmasi, bu degisikliklerle
pratik uygulamada karsilasma sikligimiz ve tercihan kliniklere yansimalari ile birlikte degerlendirilmesi,
laboratuvarimiza yeni bir bakis ais1 kazandiracak ve kullanilmakta olan protokollerin yeniden gozden
gecirilmesini saglayacakur.

Protokoller olusturulurken su sorularin yanitlarinin géz 6niine alinmas: gerekmektedir.

1. Calisugimiz merkezde bize gonderilen idrar 6rnekleri uygun olarak aliniyor mu? (analiz — 6ncesi
donem): Hastanemizde idrar kiiltiirii aliminda kullanilan ekipman ve yontemler, ayrica laboratuvara
gonderilme siire ve kosullart nelerdir?

2. Idrar ornegi ile birlikte bilmek istedigimiz hasta bilgileri neler? (semptomatik — asemptomatik hasta,
antimikrobiyal kullanimi)

3. Laboratuvar ici uygulamalarinda kiiltiir 6ncesi herhangi bir yaklasim s6z konusu olmali m1? (6rnek
uygunlugu ya da tarama testleri kullaniliyor mu?)

4. Kiltir ekmek i¢in kullanilacak besiyerleri ne olmali? Yeni besiyerlerine ya da yeni yontemlere ihtiyag
var mi1?

Kiiltiir degerlendirirken kullanilacak kriterler ne olmali?

6. Raporlama nasil yapilmalr?
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7.

Idrar kiiltiirii uygulamalari sirasinda “olmazsa olmaz” kurallarimiz olmali m1?
Y8

Bu bilgiler is1ginda hazirlanacak olan “idrar yolu enfeksiyonlarinda tanisal yaklasim protokolleri”, la-
boratuvarimizda bu enfeksiyonlara giincel, giivenilir ve maliyet-etkin degerlendirmeyi saglayacakuir.
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DISKI KULTURU
Prof. Dr. Meral Giiltekin
Abkdeniz Universitesi Tup Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr, Antalya.

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlari, kullandiklar: testlerin analitik degerlerinin yani sira klinik kul-
lanilabilirlik ve faydasini da bilmeli ve yorumlamalidur. Ornegin; “bir test ile elde edilen sonug, hastalarin
tedavisinde, salginlarin saptanmasinda ve kontroliinde yararli midir?” ve “klinisyen tedavisini bu sonuca
gore mi belirleyecektir?” sorularina yanit alinabilmelidir. Ote yandan, bir tani testinin klinik yararliligy,
tetkik yapilan grupta o enfeksiyonun sikligina da bagli oldugundan, arastirilan etkenin neden oldugu
enfeksiyon hastaliginin insidans ve prevalansini da degerlendirmek durumundadir. Bir test ile ilgili ola-
rak “dogru mu?” sorusuna verecegimiz yanitlar, o testin analitik dogruluk-gecerlilik 6zellikleridir. Bun-
lar; duyarlik, ozgiilliik, pozitif belirleyici deger ve negatif belirleyici deger olarak degerlendirilir. Klinik
duyarlilik-gegerlilik ise “test anlamlt m1?” sorusuna alinacak yanitlardir. Ve nihayet “test yararli mi?” diye
soruldugunda alinacak yanit “klinik yararlilik” olarak degerlendirilir.

Bu oturumda, yukaridaki 6zellikler 1s181nda ve maliyet—etkin ¢alismalarin sonuglarina gore, diskt or-
neklerinin laboratuvar degerlendirmesinde asagidaki sorulara yanit arayarak algoritmalar uygulamaya
calisacagiz.

Pre Analitik Evre

*  Dugki 6rnegi ne zaman, nasil alinmalidir?

*  Rekeal siiriintii 6rnegi kimlerden alinabilir?

*  Diski 6rnegi laboratuvara nasil gonderilmelidir? Red kriterleri nelerdir?
*  Ardisik 6rnek duyarligs artrir mr?

*  Diski 6rnegi kabuliinde uygulanmasi onerilen ‘¢ giin kurali’ nedir?
Analitik Evre

* Direkt mikroskobik inceleme yapalim mi?

*  Gram boyama yapalim mi1? Bagka boya kullanalim mr?

*  Fekal laktoferrin testinin degeri nedir? Salgin durumunda kullanalim mi?

* Etkenlerden (Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia, barsak patojeni E.coli, Aeromonas, vb)
hangilerine yonelik rutin kiiltiir uygulamasi yapalim? Hangilerini 6zel durumlarda yapalim?

*  Yas gruplarina gore kiiltiir besiyerlerini farkli kullanalim mi1? Hangi besiyerlerini kullanalim?
*  Zenginlestirme besiyerleri kullanalim mi? CHROMagarlari kullanalim mr?

*  Tanimlama asamasinda siireyi kisaltabilen biyokimyasal testler algoritmasi, uygulama sonuglart ne-
lerdir?

*  Tanimlamada cins diizeyinde tanimlama yeterli mi ?
*  Otomatize sistemlerin yeri nedir ?
*  Antibiyogram yapalim m1?

*  C.difficile tanisinda glutamat dehidrogenaz testinin tarama degeri var mi?
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Post Analitik Evre

Sonuglari nasil raporlayalim?

Antibiyogram yaptiysak nasil raporlayalim?
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SOLUNUM YOLLARI ENFEKSIYONLARINDA IMMUNOPATOGENEZ

Prof. Dr. Selim Badur
Lstanbul Top Fakiiltesi, Viroloji ve Temel jmmiinoloji Bilim Dal, 34390, Capa, Lstanbul.
Ulusal Influenza Referans Laboratuvar:.
“If grippe condemns, the secondary infection execute”

(Louis Cruvelhier, 1919)

Solunum sistemi enfeksiyonlarindan sorumlu viruslarin, ikincil enfeksiyonlarin “6niinii agug1”; 6zel-
likle grip pandemileri sirasinda kaybedilen olgularda, bu olumsuz gelismeden sekonder bakteri enfek-
siyonlarinin sorumlu oldugu uzun yillardir kabul edilen bir gercektir. Tiim pandemilerin “atasi” kabul
edilen 1918 pandemisine ait kayitlar incelendiginde, bakteriyel pnémoni tablosunun éliimlerin nedeni
olarak degerlendirildigi goriilmekte; o giinlerin kosullarinda etken olarak izole edilen Szaphylococcus aure-
us, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis gibi etkenlerin sorumlu patojenler olarak ele alindig:
anlagilmaktadir'. 1lk gozlemleri izleyen yillarda, 6zellikle tani tekniklerindeki gelismelere paralel olarak,
solunum sistemini ilgilendiren patolojilerde virus-bakteri birlikteliginin “sirlar1” agiga kavusturulmus; bu
tiir koenfeksiyonlarin siklig1 ve 6nemi vurgulanmigtir®.

Konunun ayrinularini irdeleyen ve etkilesim mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik ilk hayvan
deneyleri 1945 yilina dayanmaktadir. Bu tarihte kobay, fare ve sicanlarla baglaulan ¢aligmalarda, de-
ney hayvanlarina adapte edilen Influenza A/Puerto Rico/8/34 (PR8) susu kullanilarak intranazal yoldan
Haemophilus influenzae, S.pneumoniae ve S.aureus ile koenfekte edilen farelerde fatal pnémoni gelisimi
izlenmis; daha sonralari ise benzer deneyler gelincikler tizerinde yinelenerek pnémokoksik otitis media ve
siniizit tablolarinin olusum mekanizmalari arastirilmistir®”.

20. yiizyithin son yillarinda ise, solunum yollar1 enfeksiyonlari etkenleri arasinda yiiksek morbidite
ve bazt ozel gruplarda yiiksek mortalite ile seyreden influenza viruslarinin neden olduklart patolojilerin
onemi ve yayginligr konusu iizerinde siklikla durulmaya baslanmugtir. Ozellikle 2006 yilinda H5N1 ile
ortaya ¢ikan pandemi riski ve 2009 yilinda HIN1 susunun neden oldugu “ger¢ek” pandemi, influenza
viruslarinin nasil 6liimciil enfeksiyonlara yol actiklaring; bu “masum” goriiniislii etkenlerin hangi yollart
kullanarak bakteri enfeksiyonlarina zemin hazirladiklarini irdeleyen ¢aligmalarin artmasina neden olmus;
sonugta pandemi planlarinin hazirlanmasinda bu 6zel koenfeksiyon tablosunun géz ard: edilmemesi vur-
gulanmugtir®.

Giiniimiizde influenza viruslarinin hem mekanik yollart kullanarak, hem de aktif bigcimde anti-
bakteriyel immiin yaniti olumsuz yonde etkileyerek bakterilerin “6niinii agug1” kanitlanmistir. Influenza
viruslarinin dogal bagisiklik ile iliskileri, immiinokompetan hiicreler yiizeyinde yer alan TLR7 ve RIG-I
reseptorleri aracili ile baglamaktadir. Bu iki patern taniyan reseptdriin aktivasyonu sonucunda, IRF-7 ve
IRE-3 sinyal ileti yollar: {izerinden anti-viral 6zelligi bilinen interferonlarin (IFN) tiretimi gergeklesir’.
Ancak gelincik modelleri kullanilarak gergeklestirilen 6liimciil influenza enfeksiyonlarinda, deney hay-
vanlarinda IFN diizeyinin azaldigy; buna kargin IL-6 miktarinin artmis oldugu saptanmustir®. Bu tip bir
IFN defektinin nasil gergeklestirildigi incelendiginde, influenza viruslarinin Jak/Stat yoluna miidahale
ettikleri’; bu gelismede NS1 proteinlerini kullandiklart gésterilmistir'®. Bu arada ayni virus grubunun
SOCS3 ckspresyonunu kamgilayarak da, ozellikle tip 1 IFN sinyalizasyonunu inhibe ettigi de gosteril-
mistir'!.

Influenza viruslarinin PB1-F2 proteini de patogenezde rol oynayan énemli bir yapitagidir. Ozellikle
polimeraz aktivitesini artirarak ve RNA yigimina neden olarak etki gosteren bu protein, dolayli yoldan
fatal pnomoni tablosunun hazirlayicisi olarak kabul edilmektedir'>'?. Bu arada, genel anlamda influenza
viruslarinin sitokin diinyast tizerine etkili olarak hastalik seyrini degistirdigi anlagilmistir. Nitekim agirt
IL-10 iiretimine yol agarak konagin pnémokoksik pnomoniye duyarliligini aruran influenza suglari';
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kemik iligi kaynakli dendritik hiicrelerdeki IL-12p35 transkripsiyonunu baskilayarak immiinostipresyo-
na neden olurlar®. Bu arada influenza viruslari ile olusan salginlar sirasinda, fatal olgularda genellikle bir
“sitokin firtinasinin” gerceklestigi ve bu tiir bir agir1 sitokin tiretiminin bir ¢ok sorunun nedeni oldugu
anlagilmugtir'.

Influenza A viruslari, anti-bakteriyel immiinitede 6nemli bir dogal diren¢ yapitast olan nétrofille-
ri apoptoza siiriikleyerek bu hiicrelerin yagam siiresinin kisalmasina; boylece bakteri enfeksiyonunun
kolayca yayilmasina yol agarlar’”. Ayni etkenler, dogal direncin bir diger hiicresel yapitaslart olan NK
hiicrelerine de etki etmektedirler. Nitekim influenza suglarinin NK’lar1 enfekte ederek apoptoza siiriik-
ledikleri; MHC-I proteinlerinin yiizey ekspresyonunu artirarak bu hiicreleri devre disi birakabildikleri
gosterilmistir'™!?. Ayrica yukarida deginilen sitokinler ve hiicreler iizerine etkileri yoluyla, bakterilere
karst enfekte ettikleri organizmalari savunmasiz kilan influenza viruslarinin, inhibitor reseptorler olan
CD200 dengesini bozarak; ve nihayet serum glukokortikoid diizeyini artirarak da immiin yanitu olum-
suz etkiledigi gosterilmigtir*®*'.

Ozet olarak, influenza viruslarinin agurlikli olarak dogal direng parametrelerine etki ederek bakteri
enfeksiyonlarina zemin hazirladiklaring; bu viruslarin yol agugi enfeksiyonlarin immiinolojik agidan ciddi
yikimlara neden olduklarini ve alinacak onlemlerde konuya bu agidan bakmanin da énemli oldugunu
soylemek olasidir.
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INFLUENZA A (H1N1) 2009 VIRUSUNUN LABORATUVAR TANISI

Dr. Meral Akgay Ciblak
Lstanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Viroloji
ve Temel jmmiino/oji Bilim Dals, Ulusal jnﬂuenza Referans Laboratuvari, Lstanbul,

13 Nisan 2009 tarihinde ABD’nin California eyaletinin San Diego sehrinde 10 yasinda bir ¢ocuk,
ates, okstiriik ve kusma belirtileri ile poliklinige bagvurmus ve alinan nazofaringeal siiriintii 6rneginde
influenza A virusu saptanmustur. Ancak A/HIN1, A/H3N2 ve A/H5NT1 alt tipleme ¢alismalart negatif
sonug vermis; ornek ileri tetkikler yapilmasi amaciyla CDC'deki referans laboratuvarina ulastirilmistir.
CDCde yapilan incelemeler sonucunda virusun mevsimsel A/H1N1'den farkli genler tastyan “swine inf-
luenza A(HIN1)” oldugu saptanmustir’. Ayni haftalarda Meksika'nin bazi bslgelerinde influenza benzeri
hastalik salginlari meydana gelmis, dizi analizleri bu salginlarin etkeninin Californiada saptanan virusla
aynt oldugunu gostermistir®. Takip eden giinlerde salgin farkli cografyalarda hizla yayilmaya baglamus, ve
nitekim DSO, 11 Haziran 2009'da yiizyilin ilk pandemisini ilan etmistir®.

Pandemi ile beraber laboratuvarlar hizli, duyarli ve kapasitesi artirilabilir tan1 yéntemi arayigina girmis-
tir. Bu yazida, dogru 6rnek alimindan baglanarak, pandemik influenza A (HIN1) virusunun laboratuvar
tanisinda diinya genelinde ve iilkemizde kullanilan tan: yontemleri 6zetlenmistir.

Ornek Secimi

Tiim hastaliklarda oldugu gibi pandemik influenzanin laboratuvar tanisinda da 6rnegin kalitesi 6nem
tagimaktadir. Uygun dénemde ve bolgeden alinarak, uygun kosullarda laboratuvara ulastirilmayan 6r-
neklerde “yanlis “ sonug alma riski artmaktadir. Pandemik influenza tanisi icin 6rneklerin, viral atlimin
en yogun oldugu hastalik semptomlarinin baslangicindan sonraki ilk ti¢ giin i¢inde alinmasi gerekmek-
tedir. Ancak zorunlu durumlarda, viral atilimin, belirtilerin baglangicindan sonra azalarak da olsa orta-
lama olarak 7 giin kadar siirdiigii goz oniine alinarak, ilk ii¢ giin icinde 6rnek alinamadiysa belirtilerin
baslangicindan sonraki yedi giin icinde de 6rnek alinabilecegi bildirilmektedir®. Viral atilimin 7 giinden
fazla siirdiigii durumlarda, 6rnegin oseltamivir tedavisi alan hastalarda, olasi direng gelisimini aragtirmak
amaciyla ornek alinip laboratuvara ulagtrilabilir®.

Mevsimsel influenzanin tanisinda oldugu gibi pandemik influenzanin tanisi i¢in de tist solunum yol-
larindan alinan 6rneklerin uygun oldugu bildirilmistir. Buna gore sirasiyla, nazofaringeal siiriintii, burun
stirlintiisii, nazofaringeal aspirat ve bronsiyal aspirat uygun olan 6rneklerdir®.

Pandemik influenza (HIN1) 2009 tanis: icin Istanbul Tip Fakiiltesi, Ulusal influenza Referans La-
boratuvarinda nazofaringeal siiriintii ve burun siiriintiisii 6rnekleri incelenmistir. Ancak, bazi agir olgu-
lardan alinan burun siiriintiisii ve nazofaringeal siiritintii 6rnekleri negatif sonug verirken, ayni hastalarin
akciger otopsi 6rneklerinden pandemik A (HIN1) saptanmigtir. Singh ve ark.” farkli yaglardaki ti¢ has-
tada nazofaringeal siiriintli drneklerini negatif olarak saptarken, bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneklerini
pozitif olarak saptadiklarini bildirmistir. Bu nedenle 6zel durumlarda gerektiginde endotrakeal aspirat,
BAL ve balgam 6rnekleri de laboratuvara ulagtirilmalidir?.

Stirtintii 6rnekleri icin kullanilacak ekiivyonlar PCR inhibitdrii icermemelidir. Buna gore, ekiivyonlar
sentetik uglu (polyester ya da dakron) olmali ve sap: plastik ya da aliiminyumdan yapilmis olmalidir.
Stirtintii 6rnekleri mutlaka 1-3 ml viral transport besiyeri icinde laboratuvara ulastirilmalidir. Ulagimin
sorun oldugu durumlarda 6rnekler viral transport besiyeri icinde, +4°C'de en fazla 4 giin saklanabil-
mektedir. Viral transport besiyeri disindaki besiyerleriyle laboratuvara gonderilen 6rnekler tani amaciyla
kullanilamazlar.
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Laboratuvar Tan1 Yontemleri
1. Molekiiler Yontemler

ABD’nin Californiadaki indeks vakasindan izole edilen influenza A virusunun dolasimdaki A/H1N1
viruslarindan farkli oldugu, dizileme yoluyla anlagilmis ve bu ilk virusun gen dizileri 27 Nisan 2009
tarihinden itibaren A/California/04/2009 olarak NCBI, GeneBank'ta yayinlanmugtir®. Bunu takiben
CDC, DSO, merkezi Londra olan Saglik Koruma Merkezi (HPA) ve Kanada Halk Sagligi Merkezi gibi
kuruluglar mevcut molekiiler ydntemleri gelistirerek pandemik influenza virusunun tanist igin optimize
etmis ve referans laboratuvarlariyla paylasima sunmusglardir. CDC mevsimsel influenza tani ve stirveyans
calismalarr icin gelistirmis oldugu “real- time reverse transcription- polymerase chain reaction” (rRT-
PCR)” tani yontemini modifiye ederek tani paneline pandemik A(H1N1) 2009 virusunu da ekleyerek
tani protokoliinii tilkemiz dahil bir¢ok ulusal grip referans merkeziyle paylasmistir’.

Pandemi yayilmaya devam ettikge yeni pandemik A (HIN1) gen dizilimleri gen bankasina bildirilmis
ve bir¢ok farkli aragtirmact gen bankasindaki bu dizilimleri kullanarak primer ve prob dizayn ederek du-
yarligi ve ozgiilligii yiiksek rRT-PCR metodu gelistirmiglerdir'®!!.

2..Virus izolasyonu

Virus izolasyonu giivenilir bir teknik olmasina ragmen, sonug almak icin birkag giin gerektirmesi ne-
deniyle pandemik influenza enfeksiyonlarinda kesin tani amaciyla kullanilmakeadir. Mevsimsel influenza
icin kullanilan Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) hiicre kiiltiirii ya da embriyonlu yumurta, pande-
mik A (HIN1) virusu i¢in de onerilen izolasyon ydntemleridir. Ancak mevsimsel influenza i¢in laminar
kabinde calismak yeterli olmasina karsin, pandemik A (H1N1) izolasyon ¢alismalarinin biyogiivenlik
diizeyi 2 (BSL2) ortaminda yapilmast énkosulu getirilmistir®.

3. Hizli Testler ve Immiinofloresan (DFA) Testler

Mevsimsel influenza A ve B viruslarinin tanist i¢in tasarlanmis, duyarliliklar: segilen ¢alisma grubuna,
ornekteki virus miktarina ve testi uygulayan kisiye gore degisebilen hizli testlerin, kullanim kolaylig ve
15-30 dakika gibi kisa siirede sonug vermeleri nedeniyle pandemik A(H1N1) 2009 virusunun tanisin-
da kullanimi giindeme gelmis ve bu konuda bir ¢ok aragtirma yapilmigtir. Ancak yapilan ¢aligmalarda,
farkls testler farkli yas gruplari ele alinarak degerlendirildigi icin, bu ¢aligmalar1 birbiriyle kiyaslayarak bir
sonuca varmak olast degildir. Ornegin CDC tarafindan yayinlanan ilk raporda, hizli testlerin pandemik
HINI tanisindaki duyarliliklarinin %40-69 oraninda oldugu, okul salginlarinin irdelendigi ikinci rapor-
da ayn1 test grubu i¢in bu oranin %47 olarak bulundugu bildirilmistir'*'3.

DFA yonteminin hizli testlerden daha duyarli oldugu bildirilmektedir'®. Ancak bu testler, mikroskop
alt yapisi ve deneyimli personel gerektirmekte ve ayni zamanda bu testlerle influenza viruslarinin alt
tipleri saptanamamaktadir. Bu nedenle pandemik influenza A (HIN1) 2009 tanisindaki kullanimi ilgi
gOrmemistir.

Sonug olarak, pandemik A (HIN1) 2009 tanisinda niikleik asit bazli testlerin diger tiim yontemlerden
(hiicre kiiltiiri, DFA ve hizli testler) iistiin olduklart bildirilmistir. Niikleik asit testleri, hizli, duyarli ve
ozgiilliikleri yiiksek olup kapasiteleri gerektiginde arurilabilmekeedir. Hizli testlerin pozitif prediktif de-
gerleri (PPV) yiiksek olmasina kargin, negatif prediktif degerleri (NPV) disiiktiir ve influenza alt tiplerini
saptayamamakrtadir. Bu nedenle CDC, negatif hizli test sonuglarina gore klinik kararlar alinmasindan
kacinilmast gerektigini vurgulamistir'*'¢. Nitekim, hizli test yapildiktan sonra alt tipleme ve kesin tani
igin mutlaka RT-PCR yapilmalidir. Ozellikle risk grubunda ve gebeler i¢in dogru ve zamaninda tani koy-
manin 6nemi disiiniilecek olursa, hizli testlerin yarardan ziyade vakit ve ekonomik kayba yol agtiklarint
soylemek yanlis olmaz.

Tirkiye'deki iki Ulusal Influenza Referans Laboratuvarindan biri olan Istanbul Universitesi, Istanbul
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Tip Fakiiltesi, Ulusal [nfluenza Referans laboratuvari, CDC ile irtibata gecerek pandemik A (HINT)
2009 tanist icin gerekli reaktifleri temin etmis ve 24 Nisan 2009 itibariyle laboratuvara ulastirilan 6rnek-
ler rRT-PCR ile ¢alisilmaya basglanmistir. CDC yontemi, kantitatif “one-step probe” RT-PCR (Invitro-
gen SuperScript™III Platinum® One-Step Quantitative Kit) kullanilarak, 96 kuyucuklu pleyt sistemi ile
calisan ve dolayisiyla bir defada 20°den fazla 6rnegin test edilebilmesine olanak saglayan Applied Biosy-
stemsTM real-time PCR (7000, 7300, 7500), BioRad real-time PCR Detection Systems (iQ TM ya da
iQ5TM) ve Stratagene QPCR Instruments (MX4000® MX3000R ya da MX3005%) PCR cihazlarina
uygun olarak optimize edilmistir. CDC yontemi, tanida dért farkli hedef gen kullanmaktadir: Universal
Inf A matriks geni (Inf A), A/California/04/2009 matriks geni (SW InfA), A/California/04/2009 H1
Geni (SW H1) ve son olarak da 6rnegin insandan ve dogru alindigini teyid etmek icin Rnase P (RNP)
kontrol geni®. Ornek sonucunun degerlendirilmeye alinmasi, ancak RNP geninin pozitif sonug verdigi
durumlarda miimkiin olmaktadir. RNP sonucu negatif olan érnekler degerlendirilmeye alinmazlar. RNP
sonucunun pozitif oldugu durumlarda, yukarida sayilan iig parametreden en az ikisinin (Inf A+SW InfA,
Inf A+SW H1 ya da SW InfA+SW H1) porzitif oldugu durumlarda 6rnekler pozitif olarak degerlendiril-
mektedir.

15 Mayis 2009 tarihinde ise laboratuvarimiz Tiirkiye'nin ilk “swine influenza” vakasinin tanisini koy-
mustur’. Laboratuvarimiz pandemik A(HIN1) 2009 tanisi icin CDC rRT-PCR yontemini kullanmaya
devam etmektedir. Influenza viruslari, biyolojik yapilart geregi devamli mutasyon gegirdiklerinden dolay:
viruslarin yapist devamli olarak incelenmekte ve rRT-PCR metodu buna gére CDC tarafindan giincelle-
nerek referans laboratuvarlarina iletilmektedir.
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HEPATIT TANISINDA KARSILASILAN SORUNLAR

Prof. Dr. Arzu Sayiner', Prof. Dr. Hakan Abacioglu', Prof. Dr. Selda Erensoy?
! Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Balgova, lzmir.
2 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bornova, Lzmir.

Girig

Viral hepatitler yiiksek morbiditeleri, mortaliteleri ve saglik ekonomilerine olusturduklar: yiik nede-
niyle 6nemli toplum saglig1 sorunlaridir. Bu enfeksiyonlarin tanisinda temel olarak serolojik yéntemler
kullanilmaktadir. Bu yaklagim gogu kez tani koymak icin yeterli olmakla birlikte enfeksiyonun evresi ve
atipik profiller gibi nedenlerle tanisal sorunlar yasanabilmektedir. Bu baglamda, son yillarda hem HBV
hem de HCV igin okiilt (gizli) enfeksiyonlarin varligi giindeme getirilmistir. Diger yandan transplant ali-
cilar/immiinosiiprese hastalar gibi 6zel hasta gruplarinda yasanabilen sorunlar s6z konusudur. Ornegin,
organ alicilarinda, normalde kroniklesmeyen HEV enfeksiyonlarinin kronik hepatitlere neden olabildigi

bildirilmistir. Bu gruplarda, HBV, HCV ve HDV enfeksiyonlarinin tani ve izleminde de 6zel yaklagim-
lara gerek vardur.

HBYV, HCV ve HDV kroniklegebilen ve kronik hepatit zemininde siroz ve hepatoselliiler karsino-
ma neden olabilen enfeksiyonlardir. HBV ve HCV enfeksiyonlarinda tedavi se¢eneklerinin bulunmast
ve ozellikle son yillarda yeni antivirallerin kullanima girmesi ile hastalarin izlemi ve antiviral direncin
saptanmast son derece nemli olmustur. [zlemde temel yaklagim, kantitatif niikleik asit tabanli testlerle
viral yiikiin belirlenmesidir. Son yillarda, immunoassay teknolojilerinde yasanan ilerlemelere bagli olarak
yiiksek duyarlilia sahip kantitatif HBsAg, HCV kor (core) Ag gibi serolojik testlerin hasta izleminde
kullanilmas: giindeme gelmistir. Antiviral direncin varlig: viral yiikeeki artigla anlagilabilse de, dirence
neden olan mutasyonlarin varliginin genotipik olarak tanimlanmasi, rasyonel bir tedavi planlamasi icin
degerli veriler saglar.

Bu toplantida, hepatit virus enfeksiyonlarinin tani ve izleminde karsilagilan sorunlar, HBV, HCV ve
HDV baglaminda ele alinmaktadir. Bu sorunlar, asagidaki basliklar altinda taruigilacakur:

HBYV ve HCV enfeksiyonu tanisinda kullanilan serolojik testlerde karsilagilan atipik profiller, okiilt
(gizli) enfeksiyon kavrami, immiinstiprese hastalarda/transplant alicilarinda sorunlar ve izlem 6nerileri,
Dr. Arzu Sayiner tarafindan ele alinacakur.

HBYV, HCV ve HDV enfeksiyonlarinin tani ve izleminde kullanilan kantitatif testler, Dr. Hakan Aba-
cioglu tarafindan ele alinacakur. Bu baglamda yalnizca kantitatif niikleik asit tabanli testler degil kantita-
tif immunassay’ler de tarugilacakur.

Antivirallere diren¢ ve tbbi mikrobiyoloji laboratuvarinda direncin saptanmasi, Dr. Selda Erensoy
tarafindan ele alinacakur.

Serolojik Profillerle ilgili Sorunlar

HBV tani testlerinin rutin kullaniminda kargilagilan sorunlar, siklik sirasiyla, salt anti-HBc pozitif-
ligi, HBsAg ve anti-HBs birlikteligi ve salt HBsAg pozitifligidir. Anti-HBC'in tek basina pozitif olmas:
(HBsAg ve anti-HBs negatif) en sik goriilen atipik profildir. Nedenleri asagidaki gibi siralanabilir:

* Yalanct pozitiflik: Ozellikle esik degere yakin pozitifliklerin bir nedenidir. Farkli bir EIA testi kulla-

nimi veya HBV agisina primer yanit alinmast ile belirlenebilir.

* Diisiik diizey HBV DNA ile giden kronik hepatit (okiilt enfeksiyon): Duyarli bir HBV DNA testi
kullanilarak virusun varligi (plazmada ve/veya karaciger dokusunda) gosterilebilir.

* Mutant virus ile enfeksiyon: HBsAg'nin (6zellikle a determinantinin) antijenik 6zelligini veya vi-
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rusun replikasyonunu etkileyen mutasyonlar, testlerde antijenin saptanamamasina yol acabilmektedir.
HBV DNA aragtirilarak virusun varligi, dizi analizi ile de soruna yol agan mutasyonlar saptanabilir.

* Diger hepatit viruslari ile koenfeksiyon: HCV ve HDV varlig arastirilmalidir.
* HBsAg ve anti-HBs’'nin immiin kompleksler halinde bulunmast ve standart testlerde saptanamamasi

* HBV’ye karst bagisiklik bulunmasina kargin anti-HBs'nin disiik diizeyde olmast: Bu olgular, HBV
asisina verdikleri sekonder tipte yanit ile belirlenebilirler.

HCV tani testlerinde en sik rastlanan sorun ise, anti-HCV pozitifliginin yorumlanabilmesi i¢in dogru-
lama testi ile HCV RNA testi arasinda nasil bir se¢im yapilacagidir. Anti-HCV testinde, S/CO (Sample/
Cut-off) degerinin yiiksek olmasi genellikle viremi ile korelasyon gosterdigi i¢in, bu olgularda HCV RNA
testinin kullanilmasi 6nerilmektedir. Diisitk S/CO degeri elde edildiginde ise, yalanci pozitiflik ihtimali
daha yiiksek oldugu icin 6ncelikle anti-HCV dogrulama testinin kullanilmasi, pozitiflik saptanmasi du-
rumunda, aktif enfeksiyonun varligini arasurmak icin HCV RNA bakilmasi 6nerilir. Sorun, S/CO de-
gerlendirmesi igin segilecek esik degerin, kullanilan anti-HCV testine, HCV RNA testinin duyarliligina,
dolayisiyla laboratuvara gore degiskenlik gostermesidir.

Okiilt HCV Enfeksiyonu
Iki tiir okiilt HCV enfeksiyonu varligindan s6z edilmektedir.

Sekonder okiilt HCV enfeksiyonu: HCV enfeksiyonunun spontan veya tedavi sonucu sonlanmasin-
dan sonra HCV RNA'nin plazma, periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) ve karaciger dokusunda
disiik diizeyde saptanabilir olmasidir. Bu hastalarda anti-HCV antikorlar: pozitiftir, ALT normaldir. Dii-
stk diizey virus miktari, plazma igin 100-200 virus genom esdegeri (vge)/ml veya kopya/ml’'nin altinda;
PBMC ve karaciger dokusu igin 10-100 vge/ug arasi total RNA varlig1 olarak tanimlanmaktadir.

Kriptojenik okiilt HCV enfeksiyonu: Anti-HCV antikorlar1 negatiftir, ancak ALT yiiksekligi ve diisiik
diizey HCV RNA pozitifligi saptanur.

Tam

Okiilt HCV enfeksiyonu ancak 6zel HCV RNA testleri ile saptanabilmektedir. Testin analitik duyar-
liliginin <10 vge/ml (< 3 IU/ml) veya <5 vge/ug total RNA (1.5 IU/ug total RNA) olmas: gerekrigi
belirtilmektedir. Belirtilen diizeyler, rutinde kullanilan TMA (Transcription-Mediated Amplification)
veya gercek zamanli PCR esasli testlerinin ulagabildigi duyarliligin alundadir.

Okiilt HCV enfeksiyonu varligi konusunda yayinlar arasindaki tutarsizliklarin, dolayistyla bu konuda-
ki stiphelerin birka¢ nedeni olabilecegi vurgulanmaktadir:

a. HCV RNA, kullanilan testin yeterli duyarliliga sahip olmamast nedeniyle saptanamayabilir.

b. Okiilt enfeksiyonda HCV RNA diizeyi dalgalanmalar gosterebilir. Saptanabilmesi i¢in tek bir 6l-
¢limle yetinilmemesi, hastadan bir seri 6rnek alinmasi 6nerilmektedir. Kulanilacak 6rnek miktarinin da
rutinde kullanilandan daha fazla olmast (1-4 ml plazma veya 1-4x10° hiicre), HCV RNA’nin saptanma
olasiligini artirmakeadr.

c. PBMCllerinin ex vivo mitojen ile uyarilmalarindan sonra HCV RNA aranmasi 6nerilmektedir.

d. Orneklerin alinmasi, saklanmast ve niikleik asit ekstraksiyonu sirasinda, ortamda bulunan az mik-
tardaki viral RNA kaybinin en aza indirilmesi icin 6zen gosterilmesi gerekmekeedir.

Okiilt HCV enfeksiyonunun klinik 6nemi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak, immiin baski-
lanma ile HCV reaktivasyonu olabilecegini gosteren olgular bildirilmistir. Ayrica, karaciger hasari, hepa-
toseliiler kanser, ekstrahepatik hastaliklar gibi sorunlarin gelisiminde rol oynayabilecegi diisiintilmektedir.
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Okiilt HBV Enfeksiyonu

HBsAg negatif olmasina karsin HBV DNA’nin pozitif saptanmasi (karaciger ve/veya plazmada) duru-
mu olarak tanimlanmaktadir. Olgular ikiye ayrilabilir:

1. Seronegatif enfeksiyon: Anti-HBc ve anti-HBs negatiftir. HBV DNA diizeyi ¢ok diisiiktiir. Ol-
gularin yaklasik %20’si bu gruptadir. HBsAg'nin pozitiflesmesinden onceki erken dénem akut HBV
enfeksiyonu bu gruba girer.

2. Seropozitif enfeksiyon: Anti-HBc +/- , anti-HBs pozitiftir. Olgularin yaklagik yarist bu gruptadir.

Tam

Testler arasi farklar nedeniyle secilecek HBsAg ve HBV DNA testlerin analitik duyarliliklari, okiilt
enfeksiyon tanisi koymada etkilidir. HBV DNA testinin duyarliliginin <5 IU/ml (-30 kopya/ml) olmast
ve genomun tek bir bélgesini degil en az ti¢ bolgesini kapsamast onerilir. Okiilt HBV enfeksiyonunda
saptanan HBV DNA, ortalama ~5-10 IU/ml olup, %95 olguda 35 IU/ml alundadir. HBV DNA belli bir
diizeyin (180-2860 IU/ml) alunda ise HBsAg genellikle negatiftir. Virion:subviral partikiil oranlarindaki
degiskenlik nedeniyle HBsAg — HBV DNA arasindaki iliskide de farklar saptanabilir.

Ticari HBsAg testlerinin duyarliliklarinda ve varyant/mutant antijeni yakalama kapasiteleri arasinda
farklar vardir. Okiilt enfeksiyonu belirlemede, miimkiin olan en duyarli ve varyantlart saptayabilen bir
testtin kullanilmasi onerilir.

Okiilt HBV enfeksiyonunun, bulasmaya yol agabilecegi gosterilmistir. Kan donérlerinde HBV DNA
yant sira anti-HBs (2100 mIU/ml) pozitifliginin de bulunmasi, bulagmay: 6nlemektedir. Benzer gekilde
alicinin da anti-HBs pozitif olmas, riski azaltmaktadir. Kronik HCV hastalarinda okiile HBV enfeksi-
yonu saptanabilir ve varligi, interferona yanit1 azaltmakta, siroz ve kanser gelisimine ise katkida bulun-
maktadir. Solid organ transplantasyonunda (6zellikle karaciger naklinde), vericinin okiilt HBV tagimast,
alicida hepatit gelismesine yol agabilir. Okiilt HBV, immiin siipresif tedavi alanlarda, (esitli fakeorlere
bagli olarak) reaktivasyona yol agabilir. Sorun, 6zellikle kemoterapinin sonlanmasindan sonra ortaya ¢i-
kar. Anti-HBs negatif olgularda profilaksi distiniilebilir.

HBYV, HCV ve Transplantasyon

Karaciger transplantasyonu

HBYV ile enfekte alicida, profilaksi uygulanmazsa, HBV enfeksiyonunun yineleme riski %80; 5 yillik
yasam sanst %40-60’dir. Risk, biiyiik ol¢iide transplantasyon sirasinda replikatif HBV enfeksiyonu var-
lig1 ile iligkilidir. Transplantasyondan birkag ay 6nce baslanacak antiviral tedavi ile virus replikasyonun
baskilanmasi (HBV DNA PCR testinin negatiflesmesi), transplantasyondan sonra ise HBIG+antiviral
kombinasyonu ile profilaksinin stirdiiriilmesi 6nerilir.

Olgularin izleminde kullanilacak HBV DNA testinin duyarlilig1 dnemlidir. [zlemde, normal kosullar
alunda, ti¢ aylik aralarla HBsAg, anti-HBs ve HBV DNA PCR izlemi 6nerilir. HBV DNAda beklenen
yanitun alinamamasi durumunda, tedavinin diizgiin kullanilmamasi veya ilag direncinin gelismesi soz
konusu olabilir. Antiviral ajanlara direng gelisimini belirleyecek mutasyon analizlerinin yapilmasi gereke-
bilir. HBV niiksii saptanan olgularda tedavi, giderek artan antiviral seenekleri ile daha kolay diizenlene-
bilmektedir. Transplantasyon sonrasi uygulanan profilaksinin siiresi bilinmemektedir. Karar verilmesinde
karaciger dokusunda HBV DNA ve/veya cccDNA'nin arastirilmasi yol gosterici olabilir.

HCYV pozitif hastalarda, enfeksiyonunun yineleme riski, transplantasyondan sonraki ilk yilda %70,
transplantasyon oncesi viremi varsa %90°dir. Niiks, serum ve/veya karacigerde HCV RNA'nin saptanma-
st ile belirlenir. Hastalik, immiinsiipresyonu olmayanlara gore daha hizli ilerlemekee, 5 yilda siroz gelisimi
%20-30’a ulagmaktadir. Graft kaybinin en sik nedeni, yineleyen HCV enfeksiyonudur. Transplantasyon
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oncesi virus yiikiintin yiiksek olmasi, genotip 1 enfeksiyonu ve HBV/HIV koenfeksiyonu varligi, risk
faktorleridir. Transplantasyon 6ncesi virus yiikiiniin azaltilmasi, miimkiinse saptanamaz hale getirilmesi
onerilir. Transplantasyon 6ncesi ve sonrast tedavide interferon+ribavirin kombinasyonu kullanilir. Teda-
vi, plazma virus yiiki ile izlenir, doz ve siire konusunda belirsizlikler bulunmaktadir

Transplantasyon sonrast CMV enfeksiyonu da viral yiikii artirict etki yapmakeadir. Nitksti 6nlemeye
yonelik tedavi alan olgularda, transplantasyon sonrast 3. ve 6. ayda virus yiikiiniin incelenmesi, 6. ayda
niiks saptanmadiysa, 12. ayda HCV RNA testinin tekrarlanmast énerilmektedir.

Béobrek transplantasyonu

HBYV tedavisi uygulanmayan, HBsAg pozitif bobrek alicilarinin %80°de kronik karaciger hastaligt
gelismekee, oliimlerin %35-57’si karaciger hastaligina bagli olarak gelismektedir. HBV’ye bagli karaciger
fonksiyon bozuklugu, siklikla nakil sonrast birinci yil iginde ortaya ¢ikar. Immiin siipresif tedavi, ozellikle
kortikosteroid kullanimi virus replikasyonunu arurmaktadir. HBsAg negatif, anti-HBc pozitif olgular-
da transplantasyon sonrast reaktivasyon gelisebilmektedir. Transplantasyon éncesi HBV DNA pozitif
hastalarda, risk daha fazladir. Karaciger transplantasyonunda oldugu gibi, HBV DNA miktarint duyarls
bir yontemle belirlemek ve transplantasyon 6ncesi antiviral tedaviye baglayarak replikasyonu baskilamak
onemlidir. HBV DNA'nin izlenmesi, tedaviye yon verilmesinde ve diren¢ gelisiminin erken dénemde
belirlenmesinde 6nemlidir.

HCV ile enfekte alicida, transplantasyon 6ncesi HCV RNA'nin negatiflestirilmesi énerilmektedir.
Interferon kullanim1 da rejeksiyon riskini artirdigs icin, transplantasyon sonrasi tedavi sorun teskil et-
mektedir. Hemodiyaliz hastalarinda heparin kullanimi nedeniyle PCR esasl: testlerde inhibisyon sapta-
nabilir. TMA esasli testler, heparinden etkilenmemeleri nedeniyle tercih edilebilir. Diyaliz hastalarinda
anti-HCV negatif, HCV RNA pozitif olgular goriilebildigi icin transplantasyon adaylarinin 3-6 ayda bir
HCV-RNA testi ile degerlendirilmeleri 6nerilir.

Hematopoetik hiicre transplantasyonu

HBsAg pozitif hastalarda, 6zellikle transplantasyon 6ncesi virus yiikii fazla olanlarda, HBV reaktivas-
yonuna bagli hepatit riski yiiksektir. Risk, HBV DNA miktar1 10° kopya/ml’nin tistiinde olan hastalarda,
altinda olanlara gore yaklagik 10 kat fazladir. Transplantasyon oncesi inaktif olan enfeksiyonda da aktif-
lesme saptanabilir. Fulminan hepatit gelisme riski %12'dir. HBV hastaligi siklikla immiin toparlanma
agamasinda ortaya ¢tkmaktadir. Virus yiikiinti diistirmek i¢in antiviral ajan kullaniminin, transplantas-
yondan bir siire 6nce baglamasi ve islem sonrasinda uzun siire siirdiirtilmesi onerilir.

Vericinin anti-HBs pozitif olmasi (gecirilmis enfeksiyon veya agilama sonucu), bagisikligin alicrya da
geemesini saglamaktadir. Béylece naif alicilarda korunma saglanabilecegi gibi, HBsAg pozitif alicilarin
bir kisminda (-%65) antijenin negatiflestigi belirlenmistir. Verici kaynakli bagisikligin, alicida kalig siiresi
bilinemedigi i¢in anti-HBs izleminin 6-9 ay aralarla yapilmasi, antikor diizeyinin azalmast durumunda
HBYV DNA kontrolii ve HBV asist 6nerilmektedir.

Transplantasyon sonrasi anti-HBc ve anti-HBs pozitif alicilarda da anti-HBs kaybi ve HBV reakti-
vasyonu gelisebilmektedir (ters serokonversiyon). Bu nedenle alici, anti-HBs ve HBV DNA acisindan
uzun siire izlenmelidir. Vericinin HBsAg pozitif olmasi durumunda, transplantasyon 6ncesi antiviral
tedavi ile virus yiikiiniin diistiriilmesi, tercihan HBY DNA PCR negatifliginden sonra hiicre toplanmasi
onerilmektedir.

Hematopoetik hiicre transplantasyonu ile HBV/HCYV iliskisini irdeleyen calismalar genellikle alloje-
nik transplantasyon alicilarinda yapilmistir. HCV, erken dénemde veno-okliizif hastalik riskini artirmak-
tadir. Kronik HCV enfeksiyonunun gidisi genellikle ilk 10 yilda sessiz olmakta, sonraki yillarda ise siroz
gelisme riski giderek artmaktadir.
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Hepatit Viruslarinin Tanisinda Kantitatif Testler

Son yillarda hepatit viruslarina bagli enfeksiyonlarin tani ve izleminde niikleik asit tabanli (NAT) test-
lerin yeri ve 6nemi giderek artmistir. Bu durum, &zellikle, kroniklesebilen ve kronik hepatit zemininde
siroz ve hepatoseliiler karsinom (HSK) gelisimine neden olabilen HBV, HCV ve HDV enfeksiyonlarinda
belirgindir.

Hepatit viruslart ile olusan enfeksiyonlarin tanisinda, ¢ogunlukla antijen-antikor tepkimesine dayali
serolojik testler kullanilmakla birlikte bazi durumlarda niikleik asit tabanli testlere gerek olmaktadir.
Analitik duyarliligs yiiksek kalitatif NAT testlerinin kullanimini gerektiren bu durumlar; (a) seronegatif
enfeksiyonlar ve (b) kan bankaciligidir. Tlk duruma 6rnek olarak HBsAg'nin negatif oldugu erken akut
HBV enfeksiyonlari ve anti-HCV yanitlarinin zayif ya da negatif olabildigi hemodiyaliz hastalarindaki
HCYV enfeksiyonlari verilebilir. Bu ve benzeri durumlarda, yakin tarihe kadar analitik duyarliligs yiiksek
kalitatif testlerin kullanilmasi dnerilmistir. S6z konusu testler tedavi sonrasi kalici viral yanitlarin deger-
lendirilmesi icin de onerilmektedir.

Kronik HBV (ve HDV) ve HCV enfeksiyonlarinda, prognozun ve tedaviye yanitin belirlenmesi agi-
sindan viral yiik saptanmasi 6nemlidir. Tedavi bagarisinin, son yillardaki olumlu gelismelere karsin, yete-
rince yiiksek olmamasi, buna kargin tedavi maliyetlerinin yiiksekligi, kantitatif NAT testlerinin 6nemini
arturmigtr. Kullanima girdikleri ilk yillarda analitik duyarliliklari yeterince yiiksek olmayan, genotip-
bagimli, kantitatif araliklari dar, kontaminasyona acik ve emek-yogun olan bu testlerde, siire¢ icinde
onemli iyilestirmeler saglanmistir. Ozellikle gercek zamanli PZT (real-time PCR, rtPCR) teknolojisi
bu baglamda 6nemli bir agilim saglamistir. Bu teknolojiyi kullanan testler yiiksek analitik duyarlilik-
lar1, genis kantitasyon araliklari ve kontaminasyon risklerinin hemen hi¢ olmamasi nedenleriyle tercih
edilmektedir. Diger yandan transkripsiyona dayali amplifikasyon (transcription-mediated amplification,
TMA) ve dallanmig DNA (branched DNA, bDNA) teknolojilerine dayali testlerin performanslarinda da
onemli gelismeler saglanmugtir.

Immunoassaylerin duyarliliklarinda da isaretleme tekniklerindeki ilerlemelere bagli olarak cok 6nemli
iyilesmeler saglanmistir. Buna bagli olarak kantitatif HBsAg ve HCV kor antijen gibi testlerin tant ve iz-
lemdeki yerleri yeniden degerlendirilmekte ve bazi durumlarda molekiiler testlere alternatif olabilecekleri
one siiriilmekeedir.

Bu béliim, kronik enfeksiyonlara neden olan HBV, HCV ve HDV enfeksiyonlarinda kantitatif im-
munoassay ve niikleik asit tabanli testlerin yerini, kisicliliklart ve Gsttinliiklerini gézden gecirmeyi amag-
lamaktadir.

Hepatit B

HBsAg'nin 6 aydan uzun siirede pozitif kalmast kroniklesme kanitidir. Dinamik bir siire¢ olan kronik
HBV enfeksiyonu 5 evreden olusur. Bu evreler ve temel 6zellikleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Kantitatif testlerin kronik hepatit B enfeksiyonlarindaki yeri asagida bagliklar halinde 6zetlenmistir.

* Tedavi oncesi degerlendirme: HBV DNA saptanmast ve HBV DNA diizeyinin ol¢iilmesi tani, tedavi
kararinin verilmesi, prognoz ve daha sonra yapilacak izlemler i¢in gereklidir.

* Tedavi karari: HBV DNA diizeyleri 2000 IU/mL iizerinde olan ve/veya serum ALT diizeyleri normal
iist stnirin (NUS) iizerinde olan ve karaciger biyopsisinde orta-agir aktif nekroinflamasyon veya fibrozis
olan hastalar tedavi edilmelidir. HBV DNA diizeyi 2000 IU/mL altinda ve ALT diizeyi normal olan bi-
reylerde 6 ayda bir HBV DNA kantitasyonu yapilmalidir.

* Prognozun belirlenmesi: HBV DNA diizeyleri hastaligin prognozu ile yakindan iligkilidir. Tayvanli
3000 hastada yapilan REVEAL calismasinda HBV DNA diizeyleri >4.3 log10 (-2x10* IU/mL) olan

118 15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

hastalarda kronik hepatitin siroz ve HSK’a ilerleme riskinin anlamli olarak yiiksek oldugu ve bu riskin
HBeAg varligi ve ALT etkinliginden bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmistir. Ayrica, HSK riski
HBV DNA diizeyi ile yakindan iligkilidir ve 2x10° IU/mL tizerinde anlamli olarak artmaktadir.

* Tedavi yaniinin izlemi: HBV tedavisinin izlemi, hastanin HBe durumundan ve aldigi tedaviden
bagimsiz olarak 3-6 ayda bir kantitatif HBV DNA ve ALT diizeyi 6l¢timleri ile yapilmalidir. Tedavi
oncesinde viral yiikii diisitk (HBV DNA <107 IU/mL), ALT diizeyi yiiksek (>3xNUS) ve karaciger bi-
yopsisinde yiiksek aktivite skoru (en az A2) olan hastalarda HBeAg serokonversiyon olasilig yiiksekeir.
Bilindigi gibi HBV enfeksiyonlarinin tedavisinde interferon-alfa (IFN) ve niikleozid/niikleotid analoglart
(NucA) kullanilmaktadir.

O IFN tedavisi alanlarda; (a) 12. haftada HBV DNA'nin 20.000 IU/mL altina inmesi HBeAg po-
zitif hastalarda %50 olasilikla anti-HBe’ye serokonversiyon olacagini gosterir, (b) 24. haftada HBeAg
diizeylerinin diismesi HBe serokonversiyonuna isaret edebilir, (c) genotip A ve B, interferona C ve
D’ye gore daha iyi yanit verir, (d) HBeAg negatif hastalarda tedavinin 12. ve 24. haftalarinda HBsAg
diizeylerinde 1 log10 IU/mL diigme goriilmesi veya 48. haftada HBsAg diizeyinin <10 IU/mL olmas:
kalici virolojik yanita isaret edebilir.

O NucA tedavisi alanlarda: 24. veya 48. haftalarda rtPCR ile HBV DNA saptanamamasi kalici
virolojik yanita isaret eder.

¢ Tedavi sonu degerlendirme: HBeAg pozitif ve negatif hastalarda ideal sonu¢ HBsAg'nin nega-
tiflesmesidir. HBsAg diizeyi, enfekte karaciger hiicrelerinin sayisi ve dolayli olarak da intrahepatik
cccDNA diizeyi ile iliskilidir. Bu nedenle, otomasyona agik olmasi ve HBV DNA testlerine gore gore-
ce olarak ucuz olmasi gibi nedenlerle, kantitatif HBsAg, tedavi yanitini izlemede bir alternatif olabilir.
Su anda ticari olarak piyasada bulunan “Abbott Architect HBsAg Assay”in duyarliligi <0.05 IU/mL
olup tist saptama sinir1 250 [U/mL dir.

* Antivirallere direng: Baslangicta virolojik yaniti olan hastalarda tedavi siirecinde HBV DNA dii-
zeyinde >1 logl0 artis olmasi antivirallere direng gelistigini distindiirir. Diger yandan, tedavinin 12.
haftasinda baslangigtaki HBV DNA miktarindan 1 log10 dan daha fazla bir diisme saglanamazsa, primer
yanutsizlik akla gelmelidir. Bu durumda interferon tedavisi sonlandirilmali ve NucA'na gecilmelidir.

Tablo 1. Kronik HBV (KHB) enfeksiyonunun evreleri *

Kronik HBV ALT HBsAg HBeAg Anti-HBe HBV DNA Karaciger histolojisi
evresi (log10 1U/mL) (IU/mL)
immdin tolerans ) + (4.53-4.96) + - >2x10° Genellikle normal; hafif
< NUS inflamasyon olabilir
Immun reaktif ; + (4.03-4.37) A - >2x10* Aktif inflamasyon
>2xNUS
inaktif HBsAg ) + (2.86-3.09) - + <2x10? Immun reaktif evredeki hasara
tastyicig <NUS bagl olarak hafif inflamasyondan
(alevlenmeler inaktif siroza kadar degisebilir
olabilir)
HBeAg negatif >2xNUS + (3.35-3.87) - + >2x10° Aktif inflamasyon
KHB
HBsAg negatif Yuksek - () - - <2x10? Normalden siroza ve HSK’a kadar
(Gizli hepatit B)  olabilir degisebilir.

* Jaroszewicz J (2010), Nguyen T (2010), Chevaliez S (2008)’ den uyarlanmistir. NUS: Normalin Ust Siniri

Kantitatif HBV DNA saptanmasinin 6nemli olabilecegi bir bagka alan saglik calisanlari ile iligkilidir.
[nvazif girisimde bulunan HBsAg pozitif saglik alisanlarina, HBV DNA diizeylerine gore girisim igin
izin verilmesi glindemdedir. Baz1 Avrupa tilkelerinde 200 ile 20.000 IU/mL arasinda degisen esik degerler
onerilmektedir.
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Hepatit D

Kronik viral hepatitler arasinda en agir seyreden form Delta hepatitidir. Ulkemizde prevalanst diis-
me egilimi gostermesine karsin, ozellikle Dogu ve Giineydogu Anadoluda hala her 4 kronik hepatit B
(KHB) hastasindan biri HDV ile enfektedir. Kronik delta hepatitinde tedavi segenekleri kisiclidir. Pegile
interferon hastalarin ancak %25'de etkili olurken, halihazirda HBV i¢in kullanilan niikleoz(t)it analoglari
(tenofovir ve entecavir i¢in heniiz veri yoktur) ile basar: elde edilememistir.

HBsAg pozitif olan tiim bireylerde anti-HDV IgG antikorlari bakilmalidir. Antikoru negatif olan
hastalarda HDV RNA bakilmasinin ek bir yarar sagladigi yéniinde kanit yoktur; bu nedenle s6z konusu
test yalnizca anti-HDV IgG pozitif hastalarda aktif enfeksiyonun varligini gostermek icin yapilmalidir.
Kantitatif HDV RNA, antiviral tedavi alan hastalarda tedavi yanitini izlemek amaciyla kullanilmalidir.
Bir ¢aligmada (Mederacke I, et al. 2010), HDV RNA diizeyleri ile hastalik aktivitesi arasinda korelas-
yon oldugu bildirilmis olsa da bu bulgu baska ¢alismalarda dogrulanmamistir. Yapilan ¢ok merkezli bir
calismada (Zachou K,et al. 2009), kronik delta hepatiti olan hastalarda HDV replikasyonunun HBsAg
diizeyleri ile korele oldugu ve yiiksek HDV RNA diizeylerinin genellikle diisitk HBV DNA diizeyleri ile
iligkili oldugu gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalarda PEG-IFN-a2b tedavisine yanit veren hastalarda tedavinin ilk 3-6 ayinda HDV
RNA’nin diistiigii, 6. ay sonunda HDV RNA diizeylerinde 3 log diisme olmamasinin tedavi bagarisizli-
gina isaret ettigi bildirilmistir.

HDV RNA icin heniiz standardize edilmis ticari bir test bulunmamasi ve kantitasyon standardizas-
yonuna yonelik uluslararasi bir standart olmamasi 6nemli bir eksikliktir. Her iki konuya yonelik olarak
cabalar siirmektedir.

Hepatit C

Akut HCV enfeksiyonlari genellikle asemptomatik seyirlidir. Bu nedenle, kontamine kesici/delici ci-
sim yaralanmalari gibi 6zel durumlar disinda akut HCV enfeksiyonlarini tanimak giigtiir. Onceden anti-
HCYV yéniinden negatif oldugu bilinen bir bireyde antikorun pozitiflesmesi, HCV RNA'nin saptanmasi
ve karaciger enzimlerinde artig, akut HCV kanitlaridir. Enfeksiyon kuskusu oldugunda ilk yapilacak test
EIA yontemi ile anti-HCV bakilmasidir. Ancak, normal bireylerde antikorlarin ortaya ¢ikmasi (ortalama
2-8 hafta) 6 aya kadar uzayabilir. Bu siire immiinosiipresif bireylerde daha da uzun olabilir. Bu nedenle,
kuskulu temas 6ykiisti olan bireylerde, analitik duyarlilig yiiksek (<50 IU/mL) bir testle HCV-RNA
bakilmast 6nerilmektedir. S6z konusu testler donér kanlarinin taranmasinda da kullanilmaktadir.

HCV RNA’nin 6 aydan uzun siire pozitif bulunmasi kronik HCV kanitidir. Kronik HCV enfeksiyon-
larinda kantitatift HCV RNA testlerinin temel kullanim alani, tedavinin izlemidir. Tedavi 6ncesi genotip
ve viral yiik (kantitatif HCV RNA) tayini yapilmalidir. Genotip 1, 4, 5 ve 6 ile enfekte hastalarda 12.
haftada HCV RNA kantitasyonu yapilmalidir. Tedavi 6ncesi degere gore 2 logdan az diisme varsa hastada
kalict virolojik yanit olasiligi %2'den azdir. Eger HCV RNA saptanamaz ise tedavi 48 hafta siirdiiril-
melidir. Hastada HCV RNA diizeyi 2 logdan daha ¢ok diismiis ancak hala pozitif ise tedavi 72 haftaya
tamamlanmalidir. Diger yandan tedavinin 4. haftasinda hizli virolojik yanit vererek HCV RNA’s1 sapta-
namayan (<50 IU/mL) hastalarda tedavi siiresinin genotip 1, 4, 5 ve 6 i¢in 24 hafta, genotip 2 ve 3 igin
12-16 hafta olarak uygulanabilecegi bildirilmektedir.

HCV RNA diizeyleri ile karaciger hastaliginin siddeti ve siroz ile HSK’a ilerleme arasinda bir korelas-
yon yoktur. Bu nedenle, prognozu belirleme amaciyla HCV RNA kantitasyonu onerilmemektedir.

HCV RNA testinin pahali olmasi, 6zel donanim ve deneyim gerektirmesi gibi nedenlerle HCV kor
antijen testinin iyi bir secenek olabilecegi diisiintilmiistiir. On yil kadar 6nce Ortho firmasi tarafin-
dan g¢ikarilan “Trak-C core” antijen testi, analitik duyarliligin gérece olarak diisitk olmasi (1.5 pg/mL
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~10,000-27.000 IU/mL HCV RNA), test-i¢i ve testler arasi varyasyon katsayisinin %20-30 diizeyinde
olmasi ve dinamik araliginin gorece olarak dar olmast (44.4 fmol/L — 3.600 fmol/L) gibi nedenlerle
yayginlasmamigtir. Ancak, yakin tarihte kullanima sunulan “Abbott Architect HCV Core Ag Assay”in
analitik duyarliliginin 0.06 pg/mL (3 fmol/L ~ 500-3,000 IU/mL HCV RNA) oldugu ve 10 ile 20.000
fmol/L arasinda dogrusal 6l¢iim yapabildigi bildirilmistir (Vermehren J, et al. 2008; Medarecke I, et al.
2009; Ross RS, et al. 2010). Testin varyasyon katsayist %10’nun altindadir. Abbott HCV Ag testinin
genotip 2 kor antijeni i¢in performansi (analitik duyarliligs), diger genotiplere gore daha diisiiktiir. Dina-
mik aralig1 50-50.000 fmol/L arasinda olan ve kemoliiminesans temeline dayali diger bir HCV Ag testi
olan “Lumipulse IT Core Antigen Assay (Fujiebio, Japonya)”in de genotip 2 HCV kor antijenini belirle-
mede performansinin diisitk oldugu ve bunun, testte kullanilan monoklonal antikorun kor proteinin 48.
aminoasidindeki farkliliktan etkilenmesinden kaynaklandig: bildirilmistir.

Kantitatif NAT testleri

Kroniklesen hepatit virus enfeksiyonlarinda, viral niikleik asitlerin saptanmast ve kantitasyonu temel
olarak; (a) aktif enfeksiyonlarin tanisinda, (b) antiviral tedavi almasi gereken hastalarin belirlenmesinde
ve (c) tedaviye yanitn izleminde 6nemlidir. Bu amagla kullanilan testler ya hibridizasyon sinyalini ya da
hedef niikleik asidi cogaltma temeline dayanmakrtadir. Ilk gruptaki testlere 6rnek olarak “Hybrid Cap-
ture” ve “bDDNA” testleri, ikincilere 6rnek olarak PZT, TMA ya da gercek zamanli PZT tabanli testler
verilebilir. HBV ve HCV enfeksiyonlarinda kullanilan ticari testler ve 6zellikleri Tablo 2°de 6zetlenmistir.
Soz konusu testlerin (kullandiklart teknolojiden bagimsiz olarak) belirli performans ozelliklerine sahip
olmalart gereklidir:

* Analitik duyarlilik: Bir testin 6l¢ebildigi en diisiik analit miktarint tanimlar. Bu mikear ne kadar di-
stikse testin analitik duyarliliginin o kadar yiiksek oldugundan soz edilir. Genel olarak PZT ve ozellikle
de gercek zamanli PZT testlerinin analitik duyarliliklari sinyal amplifikasyon yontemlerine gére daha
yiiksektir (Tablo 2). Alt saptama siniri (lower limit of detection: LLD) terimi, analitik duyarlilik ile es
anlamli olarak kullanilmaktadir.

* Ozgiilliik: Bu tiir testlerin 6zgiilliiklerinin gok yiiksek olmast ve tiim genotipleri esit oranda sapta-
yabilmesi gerekir. Belirli genotipleri saptamada basarisiz olan testlerin “genotip bagimli” olduklarindan
soz edilir. Testlerde bu baglamda 6nemli iyilestirmeler saglanmis olsa da, hala bazi testlerde genotip ba-
gimliligr bir sorun olarak karsimiza cikabilmektedir. Ornegin, “Cobas TagMan HCV” testi, genotip 2
iceren orneklerin yaklasitk %15’inde, genotip 4 igeren drneklerin ise %30’unda viral yiikii oldugundan
daha diisiik 6l¢mektedir. Bu durum, problarla hedef diziler arasindaki niikleotit farkliliklarindan kaynak-
lanmaktadir.

* Dinamik aralik (kantitasyon aralig): Bir testin, rnek sulandirilmasina gerek olmaksizin dogru mik-
tar tayini yapabildigi konsantrasyon araligini tanimlar. Bu araligin genis olmasi yeglenir. Gergek zamanlt
PZT testlerinin en 6nemli avantajlarindan biri, genis dinamik araliklaridir. Bu testlerin ayni zamanda alt
kantitasyon sinirlart (lower limit of quantification: LLQ) da diisiik oldugundan (Tablo 2) tanisal amagla
ve tedavi sonrasi kalici virolojik yanitlart degerlendirmek amaglariyla kullanima da uygundurlar.

* Dogruluk (accuracy) ve yinelenebilirlik (reproducibility): Dogruluk, bir analitin ger¢ek degerini be-
lirleyebilme yetisidir. Bu yeti, bir taraftan 6rnek alimi, islemlenmesi gibi pre-analitik parametrelere, diger
yandan da analiz yontemine baglidir. Yinelenebilirlik ise bir analitin farkli ¢alismalarda (farkl giinlerde,
farklt lot numarali kitlerle, farkli teknisyenlerle, farkli laboratuvarlarda, vb) benzer sonug verme ozelligi-
ni tanimlar. Yinelenebilirlik varyasyon katsayist (%CV) degeri ile izlenir. Varyasyon katsayisinin diisitk
olmast istenir.

* Kantitasyon standardizasyonu: Farklt NAT testlerinin sonuglarinin kiyaslanabilir olmasi i¢in Diinya
Saglik Orgiitirniin uluslararasi standartlarina gore testin kalibre edilmesi ve IU/mL cinsinden sonug
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verilmesi giindeme gelmistir. Bu yolla, farkli testlerin sonuglarinin kiyaslanabilir olmasi saglanmaya ¢a-
ligtlmigtir. Ancak, bu konuda sorunlarin tiimiiyle ¢6ziildiigiinii soyleyebilmek zordur. Sorunlardan biri,
olusturulan standartlarin belirli bir genotipe 6zgii olmastdir. Ornegin, HBV DNA igin kullanilan 97/746
standardi genotip A HBV kullanilarak hazirlanmistir. Buna gére kalibre edilen testlerin diger genotipleri
(6rnegin, Turkiyede baskin olan genotip D) es duyarlilikta saptayip saptayamadigi bilinmemektedir.
Ikinci sorun, standartlarin farkli versiyonlari ile kalibre edilen testler arasinda kantitasyon farklart ola-
bilmesidir. C)rnegin, Cobas TagMan, Abbott Real-time PCR ve bDNA testleri arasinda HCV genotip 1
iceren 6rnekleri belirlemede 0.5-0.7 log diizeyinde farklilik s6z konusudur. Bu farkin, Cobas TagMan’in
ilk versiyonla, Abbott Real-time PCR testinin ise 2. versiyonla kalibre edilmis olmasina bagli oldugu
belirtilmistir.

Tablo 2. HBV ve HCV kantitasyonunda kullanilan baz ticari testler

Test Uretici Yoéntem En diisiik saptama Dinamik aralik
sinin (analitik (kantitasyon
duyarhlik) araligi)

HBV

Cobas TagMan HBV  Roche Otomatik ekstraksiyon sonrasi (Cobas 12 IU/mL 54 - 110.000.000

Ampliprep) gercek zamanl PZT IU/mL
(Cobas TagMan)

Real-Art HBV PCR Qiagen Manuel (yari-otomatik) ekstraksiyon 4 IU/mL 9 - 100.000.000 1U/

assay sonrasi gercek zamanli PZT mL

Abbott Real-time Abbott Otomatik ekstraksiyon sonrasi (m2000 10 IU/mL 10 - 1.000.000.000

HBV ) gergek zamanl PZT (m2000 _.) IU/mL

Ultrasensitive Hybrid Digene Hibrid yakalama 8x10° kopya/mL 8x10%-1.7x10°

Capture Il kopya/mL

VERSANT HBV DNA Siemens bDNA 3.3x10%kopya/mL 3.3x10°-1.0x108

3.0 kopya/mL

HCV

Cobas TagMan HCV  Roche Otomatik ekstraksiyon sonrasi (Cobas 15 IU/mL 46 - 69.000.000 U/

Ampliprep) gercek zamanh PZT mL
(Cobas TagMan)

Abbott Real-time Abbott Otomatik ekstraksiyon sonrasi (m2000 12-30 |U/mL 12 - 100.000.000

HCV s») gercek zamanl PZT (m2000 .,) IU/mL

Amplicor Roche Manuel ekstraksiyon sonrasi RT-PCR 600 1U/mL 600 - 500.000 IU/mL

LCx Abbott Manuel ekstraksiyon sonrasi RT-PCR 25 IU/mL 25 - 2.630.000 U/

mL
VERSANT 3.0 Siemens bDNA 615 [U/mL 615 - 7.700.000 U/

mL

Antiviral Direng Testleri

Bagarili antiviral ajanlarin tedavi protokollerinde yer almasi ve antivirallere karst direng gelisimi ne-
deniyle ¢oklu ilag protokollerinin gerekliligi, HBV enfeksiyonunda hasta yénetiminde antiviral direng
testlerinin kullanimini yayginlasurmakeadir.

HBYV ve Direng Testlerinin Kullanimi

Kronik B hepatitli hastalar niikleotit ve niikleozit (niiklez(t)id) analoglari (NucA) ile basarilt bir sekilde
tedavi edilmektedir. Ancak siklikla ortaya ¢ikan direngli mutantlar, tedavi bagarisizligina ve karaciger hastali-
ginin ilerlemesine neden olmaktadir. Lamivudin monoterapisi ile birlikte bu sorunun fark edilmesi, genoti-
pik HBV ilag direnci testlerinin hizla rutin kullanimda yer almasina yol agmistir. Bu amagla, YMDD moti-
findeki rtM2041/V/S mutasyon analizlerine rt180 mutasyonlarinin analizi eklenmistir. Ardindan adefovire
karsi direng ile iligkili mutasyon analizleri rutin kullanima girmis; adefovir direnci ile iliskili rt236 ve rt180
mutasyonlari arastirilmaya baglamistir. Mutasyon analizinde alun standart olan niikleik asit dizi analizinin,
daha duyarli yontemlerle alternatifleri gelistirilmistir. Ters hibridizasyon testleri ve gercek zamanli PZR ile
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ozgiil mutasyonlari saptama temelli testler, ticari olarak hasta yonetiminde kullanilmak tizere sunulmustur.

Kronik B hepatitli hastalarin tedavi yonetiminde, ¢apraz diren¢ mekanizmalarinin anlagilmasi 6nemlidir.
Bir NucA’a karg1 direngten sorumlu bir mutasyonun bagka bir NucA direncine de yol agmast anlamina gelen
capraz direncin bilinmesi, baglangicta ve tedavi basarisizliginda basarili ila¢ segimi icin gereklidir.

HBYV polimeraz ve zarf proteinlerini kodlayan genlerin 6rtiismesi, polimerazdaki diren¢ mutasyonlarinin
siklikla HBsAg sunumunun etkilenmesine yol acar. Bu degisiklikler, enfektiviteyi, karaciger hastaliginin
patogenezini, laboratuvar tanisini, aginin etkinligini ve virusun popiilasyonda yayilimini etkiler.

Tedavinin yonetiminde genotipik testler yerini almigtir. HBV nin bir DNA virusu olmasina karsin, aract
RNA kullanarak revers transkriptaz enziminin devrede olmast mutasyon hizini anlamli derecede artirmak-
tadir. NucA direncini dnlemede en iyi stratejilerden biri,baslangicta en etkili ve direng olasiligt en diisiik
antivirallerin kullanilmasidir. Yeni tedavi hedeflerinin tanimlanmasinda, yeni antiviral ajanlarin gelistirilme-
sinde ve ilag direncini engellemek iizere kombinasyon tedavilerinin tasarlanmasi i¢in aragtirmalarin yapil-
mast onemlidir.

Kronik B hepatitli hastalarin tedavisinde diinyada genelde onaylanmis bes NucA tizerine ¢alismalar yo-
gunlagmistir. Bunlar; lamivudin (LMV), adefovir dipivoksil (ADV), entekavir (ETV), telbivudin (LdT) ve
tenefovir (TDF)dir.

HBV DNA’sinin kovalen olarak kapali dairesel DNA formu (cccDNA), viral genom replikasyonu i¢in
hiicrede rezervuar olusturur. HBV cccDNA, antiviral tedavinin kesilmesinden sonra viral niiks kaynagidir.
Direngli mutantlar cccDNAda argivlenir; ¢apraz direng gosteren ilaglar kullanildiginda hizla secilebilirler.
HBV genomlarinin klon ve pirosekanslama ile analizi virus havuzunda tedavi baglamadan 6nce de tek tek
mutantlarin bulunabilecegini gostermistir. Enfeksiyon sirasinda, tiirtimsti (quasispecies)’ler gelisir. Konagin
immiin yanitina ve antiviral tedaviye yanit olarak farkli varyant ve mutantlar segilir.

Direncin saptanmasi ve izlenmesinde viral yiik testleri, genotipik analiz, pirosekanslama, hibridizasyon
testleri ve fenotipik testler kullanilmakeadir.

Viral yiik testleri: NucA ilaglara karsi direng gelistiginde, antiviralin kullanilmasina kargin viral yiikee sii-
rekli yiikselme goriiliir. Direngli mutant virusun replikasyonu daha yavastir, ancak duyarli viral yiik testleri
ile yiikselme saptanir. [lag direnci disinda, hastanin ilact diizenli kullanmamas ve farmakogenomik faktorler
gibi baska nedenler de viral yiikii etkileyebilir. HBV ila¢ direnci, sadece genotipik ve fenotipik analizlerle
dogrulanabilir.

Genotipik analizler: Tedavi sirasinda hastadan izole edilen HBV niikleik asitleri veya aminoasit dizileri,
tedavi 6ncesi izole edilenlerle karsilagtirilir. Tedavi 6ncesi izolatlar yoksa, aynt HBV genotipinin yayinlanmug
vahsi tipleri ile karsilastirma yapilabilir. PZR tiriinlerinin dogrudan analizi ile mutantlarin saptanabilmesi
icin virus havuzunda %20’nin tizerinde mutant bulunmasi gerekir. Klonlama ile daha diisiik oranlarda
mutantlar saptanabilir, ama ¢ok sayida klonun incelenmesi gerekir. Restriksiyon fragman analizi ile %5
oranindaki mutantlar da saptanabilir, ancak mutantlara 6zgii farkli restriksiyon enzim reaksiyonlarinin ta-
sarlanmast gerekir. Ticari olarak tasarlanmus dizi analizi ile genotipleme sistemleri de gelistirilmistir.

Pirosekans analizi: Primerin 3’ ucunun dNMP eklenmesi ile salinan pirofosfatlar 6l¢iiliir. Bu yéntem
duyarlt (%0.1) ve hizli bir testtir. Klasik dizi analizine gore daha kisa parcalarin analizi yapilabilir.

Hibridizasyon: Yogunluk spektrometrik analizleri, ters hibridizasyon yontemleri (6zgiil problar memb-
ranlara fikse edilmistir), DNA ¢ip teknolojisi ile tek niikleotit degisiklikleri aragtirilabilir. Bu yontemlerde
her mutasyon icin testlerin ayr1 ayri tasarlanmasi gerekir.

Fenotipik testler: Bir mutasyon paterninin ila¢ direncindeki roliinii ve ¢apraz direng etkisini gdstermek
icin bu testler gereklidir. Diren¢li mutantlarin transfer edildigi hiicre kiiltiirii modelleri ile ila¢ duyarlilik
testleri, viral polimeraz enzimatik testleri ve HBV direngli hiicre dizileri ile fenotipik 6zellikler arastirilabilir.
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Hasta yonetimi algoritmalarinin olusturulmast i¢in direncli mutantlarin segilme ve virusun stabil hale ge¢-
me mekanizmalarini anlamada fenotipik testler 6nemlidir.

HCYV ve Direng Testlerinin Kullanimi

Giiniimiizde hepatit C tedavisinde de yeni bir donem baglamaktadir. Temelde dogrudan HCV’yi he-
defleyen, HCV replikasyonunu durduran antiviraller tizerinde ¢aligtlmakeadir. Halen kullanimda olan
pegile interferon ve ribavirin (pIFN/RBV) tedavisinin toksisite ve etkinlik sorunu nedeniyle, 6zgiil olarak
virusu temizlemeyi hedefleyen ila¢ kombinasyon (STAT-C) tedavileri iizerinde ¢aligilmakeadir. Ancak,
HCV’nin replikasyon hizinin ¢ok yiiksek olmasi, direng gelistirme kapasitesini de artirmaktadir. Proteaz
ve polimeraz inhibitorleri, tedavi almamig hastalarda, standart pIFN/RBV tedavisine gore daha kisa siire-
de, kalic1 viral yanit1 %20'den fazla artirmigtir.

HCYV ilaglari olarak ¢esitli ilag siniflari tanimlanmakeadir. Ttiim viral enzimler ve hiicresel reseptorler ile
viral replikasyonda rol alan hiicresel proteinler hedef olarak secilmektedir. Ayrica daha diisiik toksisiteli,
uzun yart omiirlii ve yiiksek potansiyelli yeni interferon ve ribavirin versiyonlar: {izerinde de ¢alismalar
devam etmektedir. Calisilmakta olan ila¢ gruplari arasinda; giris inhibitorleri, translasyon inhibitérleri,
proteaz inhibitorleri, replikasyon inhibitorleri (niikleozit/niikleotitler, non-niikleozitler), NS5a inhibi-
torleri, P7 iyon kanal inhibitorleri, hiicresel komponentlerin inhibitérleri, yeni interferonlar, yeni ribavi-
rinler, immiin modiilatérler ve nitazokanid gibi bagka tiazolidler de yer almakrtadr.

HCV’nin hata yapma oraninin ¢ok yiiksek olmas, yiiksek viral tiirtimsii ¢esitliligi ve konak immiin
yanitina karst viral adaptasyonlari kolaylagtirmaktadir. Ttim viral popiilasyonlarda direngli viruslar bu-
lunmaktadir; ilag baskist altinda bu varyantlar hizla segilir. Ek olarak, viral ilag direng paternlerinin HCV
genotipleri ile iligkili oldugu akildan ¢ikarilmamalidir.

Genotipik ila¢ direng testleri molekiiler testlere dayanmaktadir. Niikleik asit dizi analizi alun standart
olmakla birlikte, duyarlilig1 artrilmis gercek zamanli PZR temelli testlerle minér mutantlar erken do-
nemde saptanabilmektedir. Direngli virusun bulagmasi ve virusun replikasyon etkinligi (viral uyum) ile
direngli viruslarin virus arsivinde kalip kalmadigt yanit bekleyen sorulardir.

HCV’de proteaz inhibitérlerine karst direngle iliskili mutasyonlar tanimlanmugtr. Bunlar asagidaki
sekilde siralanabilir:

* A156V/T, V36+R155, V36+A156S teleprevire karst yiiksek direng ile iligkilendirilmistir.
* V36A/M, T54A, R155K/T ve A156S telprevir ve boceprevire karst diisiik diizeyde direng ile iliski-

lendirilmistir.

* Geligtirilen diger proteaz inhibitdrlerine kargi direng ile iliskilendirilmis mutasyonlar da tanimlan-
Mmigtir.

Niikleozit analogu polimeraz inhibitérleri ile iliskili mutasyonlar da tanimlanmisur: S96T, N142’de
mutasyon R1479 ilaci ile secilir. Valopicitabine ile S282T secilmektedir. Non-niikleozit polimeraz inhi-
bitorleri ise, toksisitelerinin en diisiik olmasina ragmen, dirence en agik olan gruptur. Bu grup, polimeraz
molekiiliinde konformasyonel degisikliklere neden olur. Polimeraz molekiiliiniin bes farkli cebi vardir; bu
da farkli direng paterni gruplari demektir. Diger ilag gruplari ile ¢apraz direnci engeller.

HCV kombinasyon tedavisinin giindeme geldigi bu yeni dénemde, karmagik bir aragtirma alani ortaya
¢tkmistir. Yeni ajanlarin kullaniminda, etkinliklerini koruyacak sekilde akilct protokoller olusturmak gok
onemlidir. Ilaglarin biyoyararlanimi ve toksisiteleri dikkate alinarak etkinlikleri korunacak sekilde proto-
koller olustururken, direng paternlerinin ¢alisiimasi igin ¢ok genis bir aragtirma alant agilmugtir.
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KIRIM KONGO KANAMALI ATESI ENFEKSIYONLARININ TANISINDA
VIRUS iZOLASYONU

Prof. Dr. Aykut Ozkul
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Ankara.

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligr 12. yiizyilda bir doktor tarafindan su anki Tacikistan
stnurlart icinde tanimlanmustir' (Hoogstraal, 1979). Degisik viicut salgilari ve gikartilarinda kan varligy ile
klinik tanimlamasi yapilan hastaligin, ¢ogunlukla kargalarda normal olarak bulunan bit veya kenelerden
kaynaklandig: bildirilmistir. Hastalik, yiizyillar boyunca giiney Ozbekistan yerli halki tarafindan “khung-
ribta” (kan emen), “khunymuny” (burun kanamasi) veya “karakhalak” (kara 6liim) gibi ti¢ farklr isimle
tanimlanmistir'?, Daha sonralart Orta Asyada degisik kanamali hastaliklar ve Ozbekistan Kanamali Atesi
yuzyillar boyunca KKKA’a benzer hastaliklar olarak bildirilmigtir®.

Kirim Kanamali Atesi (KKA), ilk kez 1944-1945 yillarinda Kirim'daki savas sirasinda yaklasik 200
Sovyet askerinin enfekte oldugu dénemde klinik olarak tanimlanmistir>4. Bundan kisa bir siire sonra, psi-
kiyatrik hastalarda KKA hastalarindan alinan kanlarin kullanimiyla yapilan pirojenik terapi uygulamalari
strasinda, hastaligin nakledildiginin goriilmesi, filtre olabilen ajanlardan stiphelenilmesine neden olmus-
tur’. Daha sonra viral etiyoloji ve muhtemel kene ile nakil olaylari, saglikli goniilli insanlara Hyalomma
marginatum nimf siispansiyonlarinin antibiyotik esliginde verilmesinden sonra, KKA hastaliginin hafifi
ancak belirgin semptomlar: olusturularak ortaya konulmustur®.

KKA arastirmalarinda en 6nemli adim, Chumakov ve ark.’larinin (1967) Moskova Poliomyelitis ve
Viral Ensefalitler Ensititiisi'nde KKKA virusunu izole etmek icin yavru fareleri kullanmalari ile atilmig-
tr®’. Bu calismalar sonrasinda, Rusya ve diger iilkelerde bir ¢cok deneyde prototip virus olarak kullanilan
Drosdov (izole edildigi hastanin adina ithafen) susu izole edilmistir. Bu sus, virusla ilgili bir ¢ok bilinme-
zin arastrildigs calismalara da temel kaynak olarak ve degisik cografi bolgelerden izole edilen viruslarin
tanimlama ve siniflandirilmasinda yararlanilan serolojik testlerde yaygin sekilde kullanilmistir. Tarihsel
siiregte Kazakistan, Ozbekistan ve Afrikadaki birgok bolgede tespit edilen kene kaynakli kanamali hasta-
liklar birbirlerinden antijenik olarak ayrilamayacak kadar yakin bulunmustur. Sonugta yapilan ¢aligmalar
Uganda ve Kongoda hasta insanlardan izole edilen Kongo virusunun, KKA virusuna antijenik olarak
cok yakin oldugunu ortaya koymustur®. Her iki virusun ayni virus oldugu ortaya konulduktan sonra,
oncelikle KKA-Kongo virus olarak isimlendirilmis, daha sonralari ise KKKA virusu olarak son seklini
almustir’,

Virusa iligkin tanisal uygulamalarin baginda, her ne kadar son yillarda molekiiler tani sistemlerinin cid-
di bir tisttinltgii varsa da, 6zellikle virusun izole edilmesi; tanisal veya profilaktik amagla viral antijenlerin
eldesi ve hiicre kiiltiirii temelli diger serolojik tant sistemlerinin hazirlanmasina olanak tanimast bakimin-
dan ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. KKKA virus izolasyonu oldukea zor ve zaman alici uygulamalarin
bir biitiintidiir. Bu amagla uygulamada en ¢ok kullanilan yéntem, fare beyni inokiilasyonu sonrasinda,
duyarlt hiicre hatlarina adaptasyon caligmalaridir. Bu noktada, deneme hayvanlarindan ozellikle inokii-
lasyon sonrast donemlerde olast virus sagilimlart nedeniyle, izolasyon sartlari yiiksek laboratuvarlarda
caligilmast durumunda, gevresel giivenlikten tam anlamiyla s6z edilebilmektedir.

Bizim ¢aligmalarimizda, KKKA virusu i¢in bilinen en duyarli hiicre hatt1 kullanilmakta ve viremik
kisilere ait plazma 6rneklerinden virus izolasyonu hedeflenmektedir. Bu amagla, nicel es zamanli RT-PCR
teknigi ile >10® kopya/ml RNA igerdigi saptanan insan plazma 6rnekleri, 0.2 pm membran filtreden
gecirildikten sonra, 80000 hiicre/mL olacak sekilde sulandirilan Vero E6 hiicrelerine ilave edilmis ve
37°Cde 30 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, 25 cm? hiicre “flask”larina aktarilmistir. Bu andan
itibaren her giin diizenli olarak mikroskop kontrolleri yapilan kiiltiirler, belirgin bir sitopatoloji tespit
edilinceye kadar 10 giinde bir ortak kiiltivasyona tabi tutulmustur. Bu amagla, enfekte edilen flask’taki
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hiicreler enzimatik olarak sise tabanindan kaldirildiktan sonra saglikli hiicrelerle 1:3 (enfekte:saglikli)
oraninda karistirilarak yeni hiicre kiiltiirii ortamina aktarilmistir. Ug kez tekrarlanan her ortak kiiltiir
denemesinden sonra, nicel es zamanli RT-PCR yapularak viral yiik hakkinda bilgi sahibi olunmugtur. Bu
yontem ile Vero EG hiicrelerine inokiile edilen toplam 17 adet viremik plazma 6rneginin bir tanesinden
KKKA virusu izole edilmistir. Bu oturumda, izole edilen virusun enfektivitesi ve immiinofloresan temelli
serolojik testlerde kullanimina iliskin ilk bilgiler sunulacakutir.
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Kirim Kongo Kanamali Atesi virusu (KKKAV), Bunyaviridae ailesinin Nairovirus cinsi icerisinde yer
almaktadir. Nairovirus cinsi icerisinde yer alan diger 33 virus gibi KKKAV de keneler (sert veya yumusak)
tarafindan tasginmaktadir.

KKKAV tek zincirli RNA virusudur ve genomu {i¢ negatif zincirli segmentten olusur. Bu segmentler
S (small), M (medium) ve L (large) segmentleridir. Bunlar sirastyla; niikleokapsid (N) proteini, iki zarf
glikoproteini (G1 ve G2) ve polimerazi kodlamaktadir. Bu proteinlerin molekiiler agirliklar: ise sirasiyla
48-54 kD, 72-84 kD, 30-40 kD ve 180-200 kD’dur.

KKKAV etrafinda 5-7 nm kalinliginda bir zarf bulunan, yaklagik 100 nm ¢apinda sferik bir virustur.
Zarf tizerinde glikoprotein ¢ikintilar bulunur. Zarfli bir virus oldugundan KKKAV lipit ¢oziiciilere ve
deterjanlara duyarlidir. Diisitk pH ve 56°C’de inaktive edilebilirler. Serum igindeki virus enfektivitesi,
oda 1sisinda birkag giin, 4°C'de ise >3 hafta devam eder.

Bugiin itibariyle (12.04.2010) GenBank'ta S segmente ait 50 komple dizi analiz sonucu mevcuttur.
M segmentin genetik yapistyla ilgili yayinlar mevcut olup immiinite ve patogenezde bu segment 6nem-
lidir ve gelecekte as1 gelistirmede yararli olabilecegi diisiintilmektedir. L segmentin de komple gen dizisi
cikarilmustir.

Farkli cografi bolgelerde KKKAV suglarinin molekiiler heterojenitesi hakkindaki bilgiler az olmakla
birlikte, bazen suslar arasinda 6nemli dl¢tide genetik farkliliklar oldugu goriilmektedir. Suslar arasinda
niikleotit degiskenliginin %20’ye varan 6lgiide oldugu bildirilmistir. KKKAV suglarinin M segmenti
analizine gore karsilagtirildigi calismalar olmasina ragmen, ¢ogu filogenetik aga¢ S segmentin 220-260
bp’lik parcasinin analizine gore yapilmaktadir.

Genetik varyantlar ile izolasyon yili, konak tiirii veya susun cografi orijini gibi epidemiyolojik 6zellik-
ler arasinda belirgin bir korelasyon yoktur. En biiyiik genetik degiskenlik farkli cografi bolgelerden ziyade
farklt kene tiirlerinden izole edilen suglar arasindadir. Bu da genetik varyasyonun bazi 6zel kene tiirleriyle
iligkili oldugunu gostermektedir.

Virusun cografik dagiliminda, go¢men kuslar, enfekee ciftlik hayvanlari ve kenelerin rol oynadig: tize-
rine hipotez ve ¢aligmalar mevcuttur.

KKKAV’nu genetik gruplara ayiran farkli ¢alismalar vardir. Burt ve Swanepoel'in (2005), 70 farkls
cografi bolgeden izole edilen suslarla yaptigi calismaya gore, virus 3 ana gruba ayrilmugtir. Buna gore alt
tip A, Asya ve Madagaskar'da dolasan iki gruptan olusmaktadir. Alt tip B, giiney ve bat Afrikada dolas-
makta olup, alt tip C ise Yunanistan'dan izole edilen tek bir sus olma 6zelligi tasimakeadir. Bunun disinda
virusu 7 ana genetik gruba ayiran ¢alismalar mevcuttur ve bir ¢alismada da ilave bir genetik grubun
oldugu ileri stirtilmiistiir.

KKKA hastaliginin laboratuvar bulgularinda, enfeksiyonun baglangi¢ giinlerinde ortaya ¢ikan 15kosi-
toz veya l6kopeni goriilebilmektedir. Daha sonra karaciger enzimleri (AST, ALT, gama-GT, LDH veya
alkalin fosfataz) veya kreatin kinaz enziminde hizla yiikselme goriilmektedir. Koagiilasyon mekanizmasi-
nin bozulmasini gésteren trombositopeni, protrombin zamaninda arts, fibrin degredasyon iiriinlerinde
artig ve fibrinojen ve hemoglobin seviyelerinde diisiis goriiliir.

Virolojik Tan1 Yontemleri

KKKAV ile enfekte drnekler, biyogiivenlik seviyesi 4 (BGS4) laboratuvarlarda isleme alinmalidir. Vi-
rolojik tanida kullanilan yéntemler su sekilde siralabilir:

15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi 129



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

* Virus izolasyonu

e RT-PCR

* Viral antijenlerin saptanmasi

¢ Ozgiil IgM antikorlarinin saptanmast

* Serokonversiyon (akut ve konvelesan faz serumlari arasindaki dort katlik antikor titre artigi gereklidir)

Bu yontemler icin periferik kan, kardiyak kan veya postmortem karaciger 6rnegi kullanilabilir.
Virus izolasyonu

KKKAV, hastaligin baslangicindan sonraki 8. giine kadar (nadiren bu siire 12. giine kadar uzayabilir)
hastalarin kanlarindan izole edilebilmektedir. Virus izolasyonu, hiicre kiiltiirii (Vero, PS, LLC-MK2,
CER, BHK21 veya SW13 hiicreleri) veya yenidogan farenin intraserebral inokiilasyonu ile gerceklesti-
rilebilir. Hiicre kiiltiirii, fare inokiilasyonuna gore daha hizli bir ydntemdir, ancak duyarliligr daha di-
stikeiir. Virusun ¢ogalmasi i¢in uzun siireli inkiibasyona ihtiya¢ oldugunu gosteren ¢alismalar mevcut
olup, 107-10® PFU/ml gibi maksimum seviyede virus elde etmek i¢in 4-7 giinliik bir inkiibasyon siiresine
ihtiyag oldugu gosterilmistir. Virus izolasyonunu miiteakip immiinofloresans, kompleman fiksasyon ve/
veya notralizasyon yontemleri ile tanimlama yapilmalidir.

Molekiiler Tan1

Hastaligin baglangicindan sonraki bir hafta boyunca S segmentinden segilen hedefler i¢cin RT-PCR
ile tan1 koymak miimkiindiir. Gliniimiizde KKKAV saptanmasinda tek basamakli gergek zamanli RT-
PCR y6ntemi tanimlanmis olup, bu konuda en dikkat ¢ekici olanlar Drosten ve ark. (2002) ile Yapar ve
ark.’nin (2005) yaptgi ¢alismalardir. Bu ydntem konvansiyonel PCR’a gére daha duyarli ve daha 6zgiil-
diir ve de ayni zamanda daha hizlidir.

Serolojik Tan1

Serolojik tanida indirek immiinofloresans (IFA) ve ELISA yontemleri kullanilabilir. Ancak IFA ile,
hastaligin 3. giiniinden 6nce IgM ve IgG antikorlart saptanamaz. Antikorlar hastalarin %10’unda 4.
ve 5. giinlerde, %65’inde 6. giinde, %83’tinde 7. giinde, %94’tinde 8. giinde ve hastalarin tiimiinde 9.
giinden itibaren saptanmaya baslar. Ikinci veya iigiincii haftanin sonunda IgM titresi maksimum seviye-
dedir. IgM genellikle 5. aydan 6nce kaybolur. IgG, 4. ayda yiikselmeye baslar ve en az 5 yil saptanabilir
diizeyde kalir.

IgM ve IgG igin ELISA capture yontemleri gelistirilmistir. ELISA yontemiyle IgM ve IgG hastaligin 3.
giinii gibi erken bir zamanda saptanabilmektedir. Giintimiizde hastaligin hizli tanisinda ve epidemiyolo-
jik caligmalarda ELISA y6ntemi en yaygin kullanilan yéntem olmakla birlikte, giderek yerini molekiiler
tekniklere birakmaktadir. Oliimciil olgularda antikorlarin saptanmast miimkiin olmamakta ve tani igin
virus izolasyonu veya RT-PCR yo6ntemine ihtiyag duyulmaktadir.

Virus Takibi

Bu konuda ¢aligmalar heniiz baglamis olup, 6zellikle viral yiikiin prognostik faktor olarak kullanilmas:
olanakli gozitkmektedir.
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P01-01

AYAKTAN SAGLIK HiZMETI ALAN HASTALARDAN iZOLE EDILEN
METISILINE DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS 1ZZOLATLARINDA
PANTON-VALENTIN LOKOSIDIN GENI VE SCCmec GEN KASETI TIPLERININ
ARASTIRILMASI VE IZOLATLARIN GENOTiPLENDIRILMESI

Caner Baran', Derya Mutlu?, Betil Ozhak Baysan?, Filiz Giinseren®, Ayla Ergani?, Dilara Ogﬁngz,
Dilek Colak?

"Ardaban Devlet Hastanesi, Ardaban.

2Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya.

3Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklar: ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dals,
Antalya.

“Laboratoire de Virologie Moléculaire et Structurale Gif sur Yvette CNRS, Fransa.

Toplumdan izole edilen metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) kokenlerinin belirlenmesini
cesitli faktorler etkilemektedir. Bu ¢aligmanin amaci, toplum kaynakli deri ve yumusak doku enfeksiyonu
etkeni olan MRSA suslarinin genetik ozelliklerinin ve saglik bakimu ile iliskilerinin aragtirilmasidir. Ak-
deniz Universitesi Hastanesi polikliniklerinde ayaktan saglik hizmeti alan hastalardaki deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarindan izole edilen ve fenotipik olarak MRSA olarak tanimlanan 30 izolat ¢alismaya
alinmis ve risk fakeorleri arastirilarak 28’i (%93.3) saglik bakimu ile iligkili (SBI), 2’si (%6.7) toplum
kaynakli (TK) bulunmustur. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile izolatlarin tiimiinde nuc
ve mecA genleri pozitiftir. SBI-MRSA ve TK-MRSA izolatlarinda sirastyla; rifampine %89.3 ve %0,
siprofloksasine %89.3 ve %50, gentamisine %89.3 ve %0, eritromisine %50 ve %50 ve klindamisi-
ne %28.6 ve %0 oranlarinda diren¢ saptanmis, vankomisin, linkozamid ve trimetoprim/siilfametoksa-
zole kargi dirence rastlanmamistir. SBI-MRSA izolatlarinin 24’iinde (%85.7) SCCmec tip 111, birinde
(%3.6) SCCmec tip IV; TK-MRSA izolatlarinin tiimiinde (%100) SCCmec tip IV saptanmus, ti¢ (%10.7)
SBI-MRSA izolat1 kullanilan yontemle tiplendirilememistir. Panton-Valentin lskosidin (PVZ) geni TK-
MRSA izolatlarinin tiimiinde (%100) pozitif bulunmustur. PFGE analizinde 17 farkli genotip (A-R)
belirlenmis; SBI-MRSA izolatlar1 arasinda A pulsotipi baskinken, TK-MRSA izolatlar1 birbiri ile iliskili
bulunmustur. Bu galismada, ayrintili sorgulama yapilip, SBI risk faktérleri arastirildig; igin; aksi takdirde
%100 olarak bildirilecek olan TK-MRSA oraninin yalnizca %6.7 oldugu anlagilms ve izolatlara ait 6zel-
liklerin dogru bildirilmesi saglanmistir. MRSA izolatlarinin kokeninin bilinmesi, segilecek ampirik tedavi
i¢in 6nemlidir. Dogru tanimlamalarla birlikte yapilacak genetik arasurmalar MRSA epidemiyolojisinin
ve evriminin anlagilmasini saglayacakur.

Anahtar sézciikler: MRSA, Panton-Valentin lokosidin geni, saglik bakimu ile iliskili MRSA, SCCmec,
toplum kaynaklt MRSA.
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P01-02

BURUNDA METISILINE DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS SAPTAMAK
ICIN CEPHEID XPERT MRSA TESTININ DEGERLENDIRILMESI

Alper Akeali', Miigerref Tatman Otkun', Alper Sener?, Nilgiin Ozbeyl, Deniz Gazel', Arif Aksu!
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi, ' Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dals,
2Enfeksiyon Hastaliklar: Anabilim Dali, Canakkale.

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), burun delikleri, deri ve mukozal yiizeylerde yerles-
mektedir. Kolonize hastalarda hastaligin gelismesi veya bu hastalarin etkeni yayma olasiliklar: yiiksektir.
Akredite saglik kuruluglarinda MRSA tagtyiciligy icin aktif siirveyans programlar siirdiiriilmektedir. Xpert
MRSA testi, SSCmec-orfX bolgesini hedef alan piyasaya siiriilen ikinci ticari PCR sistemdir. Caligma-
mizda, bu sistemin bir 6n degerlendirmesinin yapilmasi amaglanmistir. Testin analitik duyarliliginin sap-
tanmast i¢in mecA geni tastyan bir MRSA izolatinin 0.5 McFarland siispansiyonu ve bu siispansiyonunun
10”ye kadar onar katlik seri diliisyonlari beyin-kalp infiizyon buyyonu igerisinde hazirlanmistir. Sistemle
birlikte verilen ekiivyonlar bu siispansiyonlara batirilip, iki kere ¢evrilip, kendi tiiplerine aktarilmistir.
Bu ornekler tiretici firmanin onerileri dogrultusunda GeneXpert sisteminde ¢aligilmis ve islem farkls bir
giinde tekrarlanmigtir. Calismada, kanli agarda tiretilmis olan S.aureus ATCC 6538 ve S.aureus ATCC
29213 suglar ile ikiser adet farkls S.aureus ve S.epidermidis klinik izolat1 test edilmigtir. Ttim suglara CLSI
kriterlerine uygun olarak oksasilin ve sefoksitin disk diftizyon testi (DDT) uygulanmugur. Kitin stvit bir
ornekte 1500 CFU/ml MRSAy1 saptayabildigi tespit edilmistir. Vitek2 compact ve DDT ile metisiline
duyarli bulunan S.aureus izolat, bu sistem ile pozitif sonug verirken, her iki yontemle de MRSA olarak
saptanan izolat sistemde negatif sonug vermistir. Ayrica MSSA oldugu bilinen ATCC 29213 susu ile
MRSA oldugu bilinen ATCC 6538 susu bu sistemde pozitif sonug vermislerdir. Test edilen S.epidermidis
suslart ile sistemde negatif sonug alinmigtir. DDT ile uyumlu olmayan sonuglar, sistemin fazla sayida izo-
lat ve diger molekiiler bir ydntemle birlikte degerlendirilmesi gerektigini gdstermektedir. Testin kullanimi
son derece kolaydir, kitlerin oda sicakliginda saklanabilmesi diger bir avantajdir. Ancak maliyeti yiiksek
olan bu testin, klinik kullaniminin degerlendirilebilmesi amaciyla, tilkemizde ¢ok merkezli ¢aligmalarin
yapilmasi gerektigi diistintilmiistiir.

Anahtar sézciikler: MRSA, Staphylococcus aureus, real-time PCR, Xpert MRSA testi.
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P01-03

METISILINE DIRENCLI STAFILOKOK SUSLARINDA AZALMIS VANKOMISIN
DUYARLILIGININ ARASTIRILMASI

Ferit Kuscu, Dogan Baris Oztiirk, Yunus Giirbiiz, Emin Ediz Tiitiinci, irfan Sencan
SB Digkap: Yildirim Beyazir Egitim ve Aragtirma Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklar: ve Klinik
Mikrobiyoloji Klinigi, Ankara.

Metisiline direngli stafilokok (MRS) suslar: ile gelisen enfeksiyonlar, hastane kokenli enfeksiyonlar
arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
glikopeptid antibiyotiklere karsi gelisen direng ilk kez 1996'da Japonyadan bildirilmistir. Vankomisine
azalmig duyarliliga sahip bu izolata “vancomycin-intermediate” Staphylococcus aureus (VISA) ismi veril-
mistir. Heterojen VISA (hVISA) suslarinin bildirimi de VISA izolatlarini takip etmistir. Bu calismada,
rutin laboratuvar ydntemleriyle tespit edilmesi miimkiin olmayan, vankomisin “intermediate” stafilokok
(VIS) ve heterojen VIS (hVIS) izolatlarinin hastanemizdeki sikliginin aragtirilmasi amaglanmistir. Degi-
sik klinik drneklerden izole edilen 148 MRS susunda, VIS ve hVIS tespiti i¢in tarama yontemi olarak
6 pg/ml vankomisin iceren beyin-kalp infiizyon agar (BHI-V6) kullanilmistir. Bu yéntemle VIS/hVIS
stipheli olarak bulunan izolatlara, ileri inceleme olarak, standart E-test, makro E-test ve popiilasyon analiz
profili egri altinda kalan alan (PAP-AUC) yontemleri uygulanmistir. Ayrica izole edilen biitiin suglarin
vankomin ve teikoplanin MIK degerleri E-test yontemiyle belirlenmistir. Sonug olarak, 148 stafilokok
susunun 5’i (%3.37) VIS/GIS, 2’si (%1.35) ise hVIS/hGIS olarak tanimlanmustir. Sadece S.zureus suslart
degerlendirildiginde, 107 izolat i¢inde, bir adet VISA, bir adet de hVISA saptanmus ve prevalanslarinin
%0.93 oldugu hesaplanmigtir. Hastanelerde VIS/hVIS prevalans oranlarinin artmasi, glikopeptid antibi-
yotikler ile tedavi bagarisizlig1 yasanmasina neden olabilir. Dolayistyla bu izolatlarin, o merkezler igin bir
tehdit olusturup olusturmadiginin belirlenmesi ve gerekli nlemlerin alinmasi olduk¢a énemlidir.

Anahtar sozciikler: Stafilokok, vankomisin, VISA, hVISA.
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P01-04

STAFILOKOKLARDA ANTIBiYOTiK DUYARLILIKLARI VE DIRENC GENLERI
ARASINDAKiI KORELASYON

Nizami Duran', Burgin Ozer!, Giilay Giilbol Duran?, Yusuf Onlen?, Cemil Demir!
Mustafa Kemal Universitesi, ! Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, “Saglik Yiiksekokulu, > Tip
Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklar: AD, Hatay

Bu ¢alismada, stafilokok klinik izolatlarinda, klinikte yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere karg:
diren¢ oranlarinin fenotipik ve molekiiler yontemlerle kargilagtirmali olarak arastirilmasi amaglanmustir.
Calismaya, cesitli klinik 6rneklerden hastalik etkeni olarak izole edilen toplam 298 izolat (139 S.aureus,
159 koagiilaz negatif stafilokok) dahil edilmistir. Izolatlarin antibiyotik direng profilleri disk difiizyon
(DD) ve mikrodiliisyon yontemleri ile direng genlerinin varligi ise multipleks PCR yontemi ile arasti-
rilmistir. Calismamizda DD yontemi ile izolatlarin hicbirisinde vankomisine karst diren¢ saptanmamuis;
trimetoprim-siilfametoksazol, amoksisilin-klavulanik asit, ofloksasin, eritromisin, gentamisin, klinda-
misin, tetrasiklin, penisilin ve metisiline karsi toplam direng oranlari sirastyla; %14.4, %23.8, %33.6.
%21.5, %31.5, %39.3, %51, %84.6 ve %9.4 olarak belirlenmistir. Multipleks PCR ile mecA, aac(6)/
aph(2”), aph(3)-Illa, ant(4)-1a, erm(A), erm(B), erm(C), tet(K), tet(M), msrA ve blaZ direng genlerinin
pozitiflik oranlart ise sirastyla; %16.8, %32.9, %21.5, %26.5, %39.9, %54, %87.2, %30.5, %30.2,
%32.2 ve %24.8 olarak tespit edilmistir. Stafilokok suglarinin 151’inde (%50.7) femA geni varlig sap-
tanmug; S.aureus izolatlarinin hepsinin (n=139) femA genine sahip oldugu izlenmistir. DD ydntemiyle
metisilin direnci, S.aureus suglari icin %12.2 (17/139), koagiilaz negatif stafilokok suglar1 (KNS) icin
ise %6.9 (11/159) olarak bulunmusg; bu suslarda mecA geni varligs sirasiyla %18.7 (n=26) ve %15.1
(n=24) olarak belirlenmistir. Ayrica fenotipik olarak tespit edilemeyen 9 (%24.3) izolatta metilin diren¢
geni varlig genotipik olarak tespit edilmistir (p<0.01). Caligmamizda gentamisine direngli olarak tespit
edilen 41 S.aureus ve 53 KNS olmak iizere toplam 94 (%31.5) izolatn, aac(6)/aph(2”), aph(3)-1lla,
ant(4’)-Ia genlerinden en az birisine sahip oldugu gérilmistir. DD y6ntemiyle tiim izolatlarin 64’tinde
(%21.5) eritromisine kargt diren¢ saptanmus; toplam 165 (%55.4) izolatta eritromisin direng geni varlig
tespit edilmistir. Izolatlarin %25.8’inde (77/298) ermA+ermB; 33’iinde (%11.1) ermA+ermC ve 67’sinde
(%22.4) sadece ermC gen varligina rastlanmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, metisilin, eritromisin ve
tetrasiklin gibi antibiyotik diren¢ genlerinin tespitinde, multipleks PCR ile disk diftizyon ydntemleri
arasinda anlamli derecede fark bulundugu tespit edilmistir (p<0.01).

Anabhtar sézciikler: Stafilokok, disk diftizyon, multipleks PCR, direng genleri, antibiyotik.
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GIDA KAYNAKLI PANTON-VALENTINE LOKOSIDIN GENIi POZITIiF
METISILINE DUYARLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Mert Sudagidan', Ali Aydin®
! Lzmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Merkezi Arastirma Lab., lzmir.
2[stanbul Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Ana Bilim Dall, Lstanbul,

Calismamizda, Tiirkiye'nin gesitli bélgelerinden temin edilen toplam 1209 adet gida maddesinden
izole edilerek stafilokok olarak tanimlanan 219 adet sugta Panton-Valentine 16kosidin (PVZ) geni varligt
ve viriilans 6zellikleri arastirilmisur. Kesan bolgesinde 3 farkli gidadan (makarna, yufka ve kasar peyniri)
izole edilen ve molekiiler ydntemler ile S.aureus olarak tanimlanan 3 susun PVL geni icerdigi tespit edil-
mistir. Bu suglarin MLST (Multilocus sequence typing) ve Spa (S.aureus-specific staphylococcal protein
A) tiplendirilmesi yaninda /ukSF-PV gen bélgelerinin tiim DNA dizisi ¢ikarilmigtir. Viriilans genlerinin
varligt PCR ile belirlenmistir. Bu amagla metisilin direng geni (mecA), enterotoksin genleri (sea, seb, sec,
sed, see, seg, seh, sei, sej, sel, sek, sem, sen, seo, sep, seq ve seu), toksik sok sendromu toksini geni (#52), eksfoli-
atif toksin genleri (eza, etb), alfa- ve beta-hemolizin genlerinin (hla, hlb) varligs aragurilmistir. Suglarin 21
antibiyotige (vankomisin, oksasilin, penisilin, gentamisin, eritromisin, sefoksitin, rifampisin, linezolid,
fusidik asit, sefazolin, levofloksasin, kloramfenikol, ko-trimoksazol, teikoplanin, klindamisin, amoksi-
silin/klavulanik asit, ofloksasin, kanamisin, tobramisin, imipenem, tetrasiklin) karst duyarliliklar1 disk
diftizyon yontemi ile tespit edilmistir. Bakteriler arasindaki filogenetik iliski ise PFEGE-RFLP analizi ile
gosterilmistir. Calismamizda PVL geni tagtyan ti¢ S.aureus (M1, YF-1B-b, PY-30C-b) susunun MLST
sonucunda ST152 klonal tipi ve Spa tiplendirilmesinde ise t355 tip oldugu bulunmugtur. PFGE anali-
zinde {i¢ sug ayni bant profilini gostermis olup, test edilen tiim antibiyotiklere karsi duyarli ve mecA geni
bakimindan negatif olarak belirlenmistir. Viriilans genleri incelendiginde ise, tiim suglarin sadece Ala ve
hlb genlerini igerdigi tespit edilmistir. PVL pozitif suslara ait /ukSF-PV gen dizileri GenBank'ta yayinlan-
mustir (FJ895584, F]J895585 ve FJ895586). Bu ¢alisma ile, diinyada ilk kez gida kaynakli PVLZ-pozitif

metisiline duyarli S.aureus suslarinin varligi ve bu suslarin virtilans 6zellikleri rapor edilmistir.

Anahtar sézciikler: Panton-Valentine 16kosidin, PFGE, Staphylococcus aureus, virillans genleri.
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STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE KOKENLERINDE FLOROKINOLON
DIRENCININ VE EFLUKS POMPASI MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Esra Belliler, Ayse Nur Yurtman, Safak Ermertcan
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasitik Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lzmir.

Streptococcus pneumoniae kdkenlerinde florokinolon grubu antibiyotiklerin in vitro aktivitesinin ve
efluks pompasi mekanizmasinin aragtirildigs bu galismaya, penisiline direngli 47 pnomokok kokeni dahil
edilmistir. Kokenler tizerine florokinolonlarin in vitro aktiviteleri agar diliisyon yontemi ile arastirilmus;
direng saptanan kékenlerde efluks mekanizmasinin varligt pompa inhibitdrii rezerpin igeren besiyeri kul-
lanilarak belirlenmistir. Rezerpine duyarli aktif efluks saptanan kékenlerde RT-PCR ile efluks pompast
genlerinin ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. Kokenlerin diren¢ oranlart norfloksasin icin %59.5, of-
loksasin icin %46.8, siprofloksasin icin %31.9, levofloksasin ve moksifloksasin icin ise %14.8 olarak
belirlenmistir. Rezerpine duyarli aktif efluks fenotipi en fazla siprofloksasinde (-%53), daha sonra norf-
loksasinde (~%38) gozlenmistir. Siprofloksasin ve norfloksasin ile rezerpine duyarli aktif efluks fenotipi
saptanan kokenlerin cogunda (%92) PatA/B ekspresyonu belirlenmistir. Kokenlerin %46’sinda PazA’nin
PatB’ye oranla daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi, %30’unun ekspresyonunda ise belirgin bir fark ol-
madig gozlenmistir. Aktif efluks pompalari, dzellikle florokinolon grubu antimikrobiyallere karst direng
gelisiminde 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada, rezerpinin S.pneumoniae kdkenlerinde efluks pompalarint
inhibe ederek florokinolonlarin etkinliklerini artirdig gésterilmistir. Rezerpinin toksik etkileri nedeniyle
klinik kullanimi kisithidir. Ancak rezerpinin molekiil yapisinda yapilacak degisiklikler veya toksik olma-
yan efluks pompa inhibitorlerinin gelistirilmesi ile antimikrobiyallerle kombinasyon halinde kullanila-
bileceklerdir. Boylece hem daha genis spekturumlu antimikrobiyaller elde edilecek, hem de bakterilerin
diren¢ kazanmalari engellenebilecektir.

Anahtar sozciikler: Akdif efluks, florokinolon, rezerpin, Streprococcus pneumoniae.
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UROPATOJEN ESCHERICHIA COLI KOKENLERINDE KINOLON DIiRENCININ
GENOMIK YONTEMLERLE GOSTERILMESIi

Duygu Kahraman', Meltem Yalinay Cirak?

! Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.
2Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Son yillarda, hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarin-
dan izole edilen iiropatojen E.coli suslarinda antibiyotiklere kargt diren¢ artigt goriilmekeedir.
Bu ¢alismanin amacy; tiropatojen E.coli suglarinda kinolon direncinin konvansiyonel ve molekiiler yon-
temler kullanilarak saptanmasidir. Caligmaya, laboratuvarimiza gonderilen idrar 6rneklerinden izole edi-
len 102 E.coli susu alinmistir. Bu 6rneklerin konvansiyonel yontemlerle tiplendirilmesi yapilmistr. E.coli
suslarinin siprofloksasin, ofloksasin ve levofloksasine karsi duyarliliklart CLSI énerilerine uygun olarak
agar diliisyon yontemi ile aragtirilmigtir. Elde ettigimiz verilere gére, izolatlarin 34’1 (%33.33) siproflok-
sasin, ofloksasin ve levofloksasine direngli, 6’s1 (%5.88) orta diizeyde direngli, 62’si ise (%60.78) duyarli
olarak tespit edilmistir. E.col/de kinolon direncine sebep oldugu diisiiniilen ve {izerinde en ¢ok ¢alisilan
bolge DNA giraz geninin A alt tinitesidir (gy7A gen bolgesi). Calismamizda, kinolonlara direngli olan
izolatlardan rastgele secilen 28 E.coli susuna gyrA gen bélgesinin dizi analizi yapilarak molekiiler olarak
incelenmistir. gyrA geninde yapilan dizi analizinde 83. ve 87. kodonlarda mutasyonlar saptanmistir. gyrA
gen bélgesinin dizi analizi sonuglari incelendiginde, 83. kodonda serin aminosidinin 18sin aminoasidine
ve 87. kodonda aspartik asit aminoasitinin asparajin aminoasidine doniisiimii sonucu olusan mutasyon-
lar, kinolonlara direncli 28 E.coli susunun 24’tinde (%85.71) saptanmis; 4 susta (%14.28) ise gyrA gen
bolgesinde mutasyon tespit edilmemistir. Uropatojen E.coli suslarinda kinolonlara kargi direng artisinin
goriilmesi nedeniyle antimikrobiyal direncin aydinlatlabilmesi i¢in molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ duyul-
maktadir. Caligmamizda elde ettigimiz sonuglar tiropatojen E.coli kinolon direncinin molekiiler profilini
ortaya koymaktadir.

Anahtar sézciikler: gy74 gen bolgesi, kinolon direnci, {iropatojen E.coli.

142 15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

P01-08

ACINETOBACTER BAUMANNII SALGIN ANALIZLERINDEKI KLONAL
ILISKININ DEGERLENDIRILMESINDE “ARBITRARILY PRIMED PCR”IN ROLU

Yasemin Isik', Murat Dizbay?, Derya Keten Tozlu?, Meltem Yalinay Cirak®
Gazi Universitesi ! Saglik Bilimleri Enstitiisii, ° Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar:
Anabilim Dals, °Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Acinetobacter tiirleri son yillarda tilkemizde yogun bakim servislerinde en sik rastlanan gram- negatif
enfeksiyon etkenleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda 6nemli bir etken olarak
ortaya ¢tkan bu bakteriler, yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olurlar. A.baumannii izolatlar,
bir¢ok antibiyotik grubuna kargi da yiiksek diren¢ gostermektedir. Bu ¢aligmanin amaci, 2006-2008 yilla-
11 arasinda yogun bakim {initelerinde farkli hastane enfeksiyonlarina neden olan toplam 99 A. baumannii
susu arasindaki klonal iliskinin ortaya konulmasidir. Calismaya, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane-
si Yogun Bakim Uniteleri (YBU)’nde 2006-2007 yillarinda yatan hastalardan toplanan 74 klinik 6rnek
ile 2008 yilinda YBU’nde ventilatorle iligkili pnomoni (VIP) gelisen hastalardan alinan 25 endotrakeal
aspirat ornekleri alinmustir. A.baumannii olarak tiplendirilen suslardan DNA izolasyonu kaynatma y6n-
temiyle yapilmis ve M13F (5-GTAAAACGACGGCCAGTGAA-3’) primeri kullanilarak “Arbitrarily
Primed” polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) yéntemi uygulanmistir. Amplifikasyon tirtinleri %2’lik
agaroz jelde 150 Volt'luk akimda yiiriitiilmiigtiir. Elektroforez islemi sonucunda jel transilliiminatér iize-
rine alinarak UV 1g181 alunda goriintiilendikten sonra ortaya ¢ikan bant profillerinin UPGMA programi
ile dendogrami elde edilmis ve aralarindaki iligki incelenmistir. Calismamizda AP-PCR sonrasi yapilan
analiz ile; 2006-2007 yillar1 arasinda hastane enfeksiyonu gelisen 74 hastaya ait suglar ve 2008 yilinda
VIP gelisen 25 hastaya ait suslar arasinda klonal iligkiler saptanmustir. Incelenen 74 sus igin, kiimelenme
gosteren 1 ana genotip olmak {izere 5 ayr1 genotip belirlenirken, diger 25 sus i¢in kiimelenme gdsteren
2’si ana genotip olmak {izere toplam 6 genotip tespit edilmistir. AP-PCR yoéntemi, epidemiyolojik calis-
malarda hizli ve diger molekiiler ydntemlere gére daha ucuz olmasi, salginin molekiiler epidemiyolojik
on degerlendirilmesinde ise kullanish olmasi ile tercih edilebilir bir yontemdir.

Anahtar sézciikler: Acinetobacter baumannii, AP-PCR, hastane enfeksiyonu.
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REKTAL SURUNTU ORNEKLERINDE VANKOMISINE DIRENCLI ENTEROKOK
SAPTANMASINDA GENEXPERT vanA/vanB REP-PCR YONTEMI iLE KULTUR
YONTEMININ KARSILASTIRILMASI

Stileyman Durmaz', Barig Derya Ercal', Emine Alp?, Duygu Pergin'
Erciyes Universitesi Tup Fakiiltesi, ' T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, *Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklar: Anabilim Dali, Kayseri.

Vankomisine direngli enterokok (VRE) tastyicilarinin dogru ve hizli bir yontemle belirflenmesi VRE
gecisini azaltmaya yonelik enfeksiyon kontrol programlarinin énemli bir parcasidir. Bu ¢alismada VRE
kolonizasyonunu belirlemede GeneXpert vanA/vanB (Cepheid, ABD) real time-PCR yonteminin kiil-
tiir yontemi ile karsilagtirilmast amaglanmigtir. Calismaya, VRE kolonizasyonu agisindan yiiksek riskli
olarak degerlendirilen 136 hastadan iki uglu ekiivyonlarla alinan rektal siiriintii 6rnegi dahil edilmistir.
Ekiivyonlardan biri GeneXpert vanA/vanB real time-PCR ile vanA ve vanB genlerinin arastirilmasinda,
digeri ise 6 pg/ml vankomisin iceren “bile-esculin azide agar” ile kiiltiir i¢in kullanilmistr. Kiltiirden
izole edilen bakteriler API Rapid ID 32 STREP (BioMerieux, Fransa) sistemi ile tanimlanmus; suslarin
vankomisin ve teikoplanine karsi duyarliliklar1 E-test (AB Biodisk, Isveg) yontemi ile arastirilmigtir. Has-
talarin 23’tinde hem PCR hem de kiiltiir ile VRE saptanirken 10 hastada PCR pozitif, kiiltiir negatif
bulunmugtur. PCR pozitif, kiiltiir negatif hastalarin 3’tinde vanB pozitifligi saptanmigtir. Dort hastada
ise haftalik rutin taramalarda PCR c¢alismasindan bir hafta sonraki rektal siiriintii kiiltiirlerinin pozitif-
lestigi gorulmistiir. Bu durumda, kiiltiir alun standart olarak kabul edildiginde, testin duyarliligi %100,
ozgulligi %94.5, pozitif prediktif degeri %81.8 ve negatif prediktif degeri %100 olarak hesaplanmistir.
[zole edilen suslarin duyarlilik testi sonuglarina gore 22’si (%95.6) VanA fenotipi tastyan Enterococcus
Jfaecium, real time-PCR ile vanB geni pozitif bulunan bir sus ise VanB fenotipi tastyan E.faecium olarak
tanimlanmistir. GeneXpert vanA/vanB real time-PCR ydntemi VRE kolonizasyonunun erken belirlen-
mesinde kullanilabilecek hizli ve duyarli bir ydntemdir; ancak bu yontemle tespit edilen vanB varligt
kiiltiirle mutlaka dogrulanmalidir.

Anahtar sézciikler: Vankomisine direngli enterokok, rep-PCR, GeneXpert.
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ERCIYES UNIVERSITESI HASTANESINDE VANKOMISINE DIRENCLI
ENTEROKOKLARDA KLONAL YAKINLIGIN ARASTIRILMASI

Baris Derya Ercal, Stileyman Durmaz, Duygu Pergin
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri.

Vankomisine direngli enterokok (VRE)lar salginlara yol acabilen énemli hastane enfeksiyonu etken-
lerindendir. Bu calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde rektal siiriintii ve klinik 6r-
neklerden izole edilen VRE lerin glikopeptid direng fenotiplerinin ve klonal yakinliklarinin belirlenmesi
amaglanmigtir. Caligmaya, 2004-2010 yillari arasinda hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen 28,
rektal siirtintii 6rneklerinden izole edilen 45 olmak tizere toplam 72 enterokok susu alinmustir. Suglar API
Rapid 32 Strep kiti (BioMerieux, Fransa) kullanilarak tanimlanmistir. Suslarin vankomisin ve teikoplani-
ne karst duyarliligi E-test (AB Biodisk, Isveg) yontemiyle degerlendirilmistir. Izolatlarin genetik yakinlik-
lar1, rep-PCR (repetitive PCR; DiversiLab, BioMerieux, Fransa) yontemiyle arastirilmistir. Suslarin 64’
(%88.9) Kasim 2008-Mayis 2009 tarihleri arasinda izole edilmistir. Antibiyotik duyarlilik test sonugla-
rina gore, tiim izolatlar vankomisin ve teikoplanine yiiksek diizey direngli VanA fenotipi gdsteren Ente-
rococcus faecium olarak tanimlanmigtir. Rep-PCR sonrasinda izolatlarin 11 farkli klona ait oldugu ancak
2008-2009 tarihleri arasinda izole edilen 64 ve 2006 yilinda Pediatri Yogun Bakim Unite (YBU)’sinden
izole edilen iki sus olmak tizere toplam 66’sinin (%91.7) 4 ana klona ait oldugu goriilmiistiir. Bu 4 ana
klondan A klonunun (%19.4) Pediatri ve Beyin Cerrahi YBU’lerinde, B klonunun (%29.2) Yenidogan
YBU’sinde, C klonunun (%16.7) Dahili ve Cerrahi YBU’lerinde, D klonunun ise (%23.6) Genel Cer-
rahi Kliniginde hakim oldugu izlenmistir. Sonug olarak, hastanemizde Kasim 2008-Mayis 2009 tarihleri
arasinda dort VRE klonunun salginlara yol actig1 belirlenmis; A klonuna ait iki susun hastanemizde ilk
kez 2006 yilinda ortaya ¢ikugi, ancak 2008’e dek tekrar izole edilmedigi goriilmiigtiir. VRE’lara bagls
salginlarin 6nlenmesi i¢in salginlarin erken ve hizli bir sekilde tanimlanmast onemlidir. Caligmamizda,
DiversiLab rep-PCR sisteminin, salginlarin tespit edilmesinde hizli ve kolay uygulanabilir bir yéntem
oldugu kanisina varilmugtir.

Anabhtar sézciikler: Vankomisine direngli enterokok, rep-PCR, klonal iligki.
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MERSIN BOLGESINDE TUKETIME SUNULAN KIYMALARDAN iZOLE EDIiLEN
ENTEROKOK TURLERININ PREVALANSI VE TIPLENDIiRILMESIi

Giil Bayram, Nuran Delialioglu, Giirol Emekdas
Mersin Universitesi Tp Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Mersin.

Enterokoklar insan ve hayvanlarin normal florasinda bulunan bakeerilerdir. Bu bakteriler dogada her
tiirlii gevresel kosulda canli kalabilmekte ve insanlara ekzojen yolla gecebilmektedir. Enterokoklar, son
yillarda hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda yer aldigindan daha biiyiik 6nem kazanmugtir. Bu ¢alisma-
nin amact, bélgemizde gesitli siipermarket ve kasaplarda tiiketime sunulan kiymalardan izole edilen en-
terokok tiirlerinin tiplendirilmesi ve antibiyotik direncinin arastirilmasidir. Calismaya, Subat-Mart 2010
tarihlerinde Mersin ilindeki ¢esitli market ve kasaplardan steril kaplar icerisine alinan toplam 40 adet
koyun ve dana kiymasi 6rnegi dahil edilmistir. Hemen laboratuvara ulagtirilan 6rneklerden 25’er gram
alinarak once triptik soy buyyon besiyerinde homojenize edilmis ve daha sonra “Enterococcosel Agar”a
(bioMerieux, Fransa) ekim yapilmistir. Ureten kolonilerden eskiilin pozitif olanlara Gram boyama ve
katalaz testi uygulanmistir. Gram-pozitif kok morfolojisinde olan ve katalaz negatif koloniler, VITEK-2
Compact yar1 otomatize cihazinda (bioMerieux, Fransa) gram-pozitif bakteri tanimlama paneli ile tiir
diizeyinde tiplendirilmis ve daha sonra CLSI tarafindan onerilen sekilde antibiyotik duyarlilik testi yapil-
mustir. Calisma sonucunda, 40 drnegin 11'inden (%27.5) enterokok tiirleri izole edilmis; bir 6rnekte ise
iki tiiriin birlikee iiredigi (E.fzecalis ve E.hirae) izlenmistir. [zolatlarin 5°i E. faecalis (%41.7), 2’si E.faecium
(%16.7), 2’si E.hirae (%16.7) ve birer adedi (%8.3) de E.durans, E.gallinarum ve E.raffinosus olarak
tiplendirilmigtir. Suglarin antimikrobiyal direng oranlari incelendiginde; iki izolat hem ampisiline hem
eritromisine, bir izolat ise ampisiline direngli olarak bulunmustur. Calisilan diger antibiyotiklere karst
(kloramfenikol, gentamisin, norfloksasin, penisilin, linezolid, teikoplanin, vankomisin, trimetoprim-
stilfametoksazol) diren¢ tespit edilmemistir. Sonug olarak, bélgemizdeki et tiriinlerinde enterokoklarin
saptanmast, hayvan kesim iglemi ve kiymalarin hazirlandig1 ortamdaki sanitizasyonun yeterli olmadigini
gostermektedir.

Anahtar sézciikler: Enterekok tiirleri, antibiyotik direnci, et iiriini.
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COCUKLARDA HELICOBACTER PYLORI KLARITROMISIN DIRENCININ
MOLEKULER OLARAK TESPITI

Meltem Yalinay Cirak', Yasemin Istk?, Evren Doruk Engin®, Sinan Sart*, Buket Dalgic*
!Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalr, Ankara.
2Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

3Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii, Ankara.

“Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Gastroenteroloji Bilim Dali, Ankara.

Helicobacter pylori tiim diinyada yaygin olarak gozlenen, diinya niifusunun yaklagik yarisini cocukluk
yaslarindan itibaren enfekte eden bir bakteridir. Enfeksiyonun énlenmesinde ¢ocukluk ¢aginin hedef
alinmasi gerekmektedir. H.pyloride klaritromisin direncinden sorumlu mutasyonlar ¢ogunlukla bakte-
riyel ribozomlarin 508 alt tinitesinin V. bélgesinin peptidil transferaz aktivitesine sahip kismindadir.
En sik tanimlanan mutasyonlar 23S rDNAda A2142G/C ve A2143G/Cdir. Bu calismada, pediatrik
gastroenteroloji poliklinigine bagvuran ¢ocuklarda H.pylori varligi ve klaritromisin direncinin saptanmast
amaglanmistir. Calismaya, 2006-2010 yillart arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Gastro-
enteroloji poliklinigine bagvuran 166 hastadan toplanan 278 klinik 6rnek dahil edilmigtir. Hastalardan
endoskopi yardimiyla antrum ve korpus bolgelerinden her bir hasta igin birer biyopsi 6rnegi alinmus-
tir. Hasta basinda ependorf tiip igerisine aktarilarak kisa siirede Molekiiler Bakteriyoloji Laboratuvarina
ulagtirilan 6rnekler -20°Cde dondurularak PZR i¢cin DNA izolasyon islemine kadar saklanmistir. Mide
biyopsi 6rneklerinden DNA izolasyonu i¢in “Invisorb® Spin Tissue Kit” kullanilmustir. Klinik 6rneklerde
H.pylori varlig1 6nce PZR yapilarak tespit edilmis, daha sonra floresan ile isaretli problar kullanilarak
klaritromisin direncinin saptanmasi ger¢ek zamanli PZR ydntemi ile aragtirilmistir. Cocuklarda mide bi-
yopsisi érneklerinde saptanan H.pylori pozitiflik oranlar1 yillara gore irdelendiginde; 2006 yili igin %63.3
(19/30), 2007 igin %54 (20/37), 2008 icin %58 (36/62), 2009 i¢in %59.3 (19/32) ve 2010 yilinin
ilk aylart icin %40 (2/5) olmak tizere, toplam %57.8 (96/166) olarak saptanmistir. H.pylori pozitifligi
saptanan olgularda, suglarin klaritromisine diren¢ oranlari ise yillara gére sirastyla; %42.1 (8/19), %50
(10/20), %22.2 (8/36), %47.3 (9/19) ve %50 (1/2) olarak belirlenmis; suglarda toplam direng oran:
%37.5 (36/96) olarak tespit edilmistir. H.pylori enfeksiyonlar: agisindan énemli bir grup olan pediatrik
hastalarda, mikroorganizmanin ve klaritromisin direncinin tanimlanmasinda molekiiler yontemlerin tant
degeri yiiksektir. Molekiiler tani ydntemleri ile her yas grubunda yapilan ¢aligmalar, hastaligin yayilma
yollar1, mikroorganizmanin genetik farkliliklari, diren¢ durumu ve patojenitesinin aydinlatilmasina itk
tutacakur.

Anahtar sézciikler: Helicobacter pylori, klaritromisin direnci, ¢ocuk hasta.
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FARKLI MIDE PATOLOJILERINE SAHIP HASTALARDAN iZOLE EDILEN
HELICOBACTER PYLORI cag PAI CESITLILIGININ MIDE EPITEL
HUCRELERINE ETKIiSi

Ahmet Giiner', Bora Kazim Bolek', Barik Salih!, Soykan Arikan®
! Fatibh Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Ltanbul,
2[stanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cerrahi Boliimii, Istanbul.

Helicobacter pylori cag patojenik adasinin (czg PAI), mide epitel hiicrelerine (insan gastrik karsinoma
hiicre kiiltiirii; AGS) olan etkisi tizerine yapilan ¢aligmalarin sonuglari geliskilidir. Bu ¢alismada, cag PA/
bolgesinin biitiin halinde, kismi delesyonlu ya da tam delesyonlu olmasinin bu hiicreler tizerine olan
etkisinin aragtirilmasi amaglanmugstir. cag PAI bolgesinin tespiti i¢in 5’ ile 3" u¢ bolgesi arasindaki cagF,
caghl, cagT ve cagA genleri aragtirilmig; bununla birlikte cagA 3” bolgesi EPIYA motiflerinin, epitel hiicre-
lerinde “hummingbird fenotipi” (HF; hiicrelerde uzama ve dagilma) olusturma potansiyeli incelenmistir.
Yas aralig1 23-78 yil arasinda degisen toplam 43 dispeptik hastadan alinan biyopsi érnekleri homojenize
edilerek Columbia agar besiyerine ekilmis ve tireyen H.pylori kolonilerinden QIAamp Kkiti ile (Qiagen)
DNA izolasyonu yapilmistir. cagE, caghl, cagT, cagA geni 3" ug bélgesi EPIYA-A-B-C motifleri PZR ile
belirlenmis, DNA dizi analizi ise ABI Prism 310 (Applied Biosystems) cihaziyla yapilmistir. Ayni izolatlar
ile AGS hiicreleri enfekte edilip HF gozlemlenmis ve ileriki sathada tirozin fosforilasyonu ve IL-8 sek-
resyonunun tespiti i¢in 6rnek alinmistir. Calisilan toplam 43 izolattan 17’sinde biitiin cag PAI, 15’inde
cag PAlda kismi delesyonlar ve 11’inde tam delesyonlar bulunmustur. Gastritli 22 hastanin 19’unda
cagA 3’ bolgesi EPIYA ABC, 3’tinde ise ABCC; duodenum iilseri olan 8 hastanin 5’inde ABC, 2’sinde
ABCC, birinde ise ABC ve ABCCCCC suslarinin karisimi; mide {ilseri olan 2 hastada da ABC motifleri
belirlenmigtir. CLC DNA Workbench programiyla DNA dizileri aminoasit dizilerine doniistiiriilmiis ve
Clustal W2 programi kullanilarak izolatlarin aminoasit dizileri 2 referans susla (26695 ve ]J99) karsilasti-
rilmistir. Enfeksiyon sonucunda ise, tiim AGS hiicrelerinde HF tespit edilmistir. Sonug olarak ¢alisma-
mizda, biitiin halindeki czg PAI bolgesinin, AGS hiicrelerinde HF olusturma potansiyelinin, kismi veya
tam delesyonlu bolgelere oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Anabhtar sézciikler: AGS, cag PAI, EPIYA motifi, Helicobacter pylori, hummingbird fenotipi.
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PREAURIKULER LEZYONDA ANAEROP ENFEKSIYON SAPTANAN BiR OLGU

Ihsan Hakki Ciftci’, Sevgi Ciftci®, Fahriye Keskin?, Abdullah Aycigek?, Ozlem Yoldas'
Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Afyonkarabisar.
2Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Istanbul,

3Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Afyonkarabisar.

Preaurikiiler siniis, kulak katlantisinin 6n kisminda goriilen ve birinci faringeal katlantnin dorsal
kisminin tam kapanmamast sonucu olusan konjenital bir anomalidir. Genellikle asemptomatik olup,
nadiren kronik enfeksiyonlarla bir arada goriiliir. Enfeksiyon durumunda yapilan mikrobiyolojik calis-
malarda, etken olarak en sik %31 oraninda Staphylococcus epidermidis saptanmaktadir. Bu ¢alismada,
Porphyromonas gingivalis ve Treponema denticola tarafindan olugturulan bir preaurikiiler abse olgusu su-
nulmaktadir. Hastanemizin Kulak Burun Bogaz poliklinigine kulak éniinde sislik yakinmast ile bagvuran
39 yasinda kadin hastadan, punch biyopsi yontemi ile 6rnek alinmistir. Ornegin Gram ve ARB boyamast
yapilmis, molekiiler incelemeler icin DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Ornegin molekiiler incele-
mesinde; fakiiltatif ve zorunlu anaerop bakteriler (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylobac-
ter rectus, Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii, Dialister pneumocintes, Filifactor alocis, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas endodontalis, Tannerella forsythia, Parvimonas micra, Porphyromonas gingivalis,
Eikenella corrodens, Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia, Prevotella pallens, Treponema denticola) ile
Epstein-Barr virus (EBV) ve sitomegalovirus (CMV) varligi konvansiyonel PCR yontemi kullanilarak
aragtirilmigtir. Hastanin biyopsi érneginde ARB pozitifligi saptanmamig; Gram boyamada Actinomyces
yoniinden anlamli bir bulgu gézlenmemis, ancak PCR incelemesinde Pgingivalis ve T.denticola niikleik
asitlerinin varlig1 tespit edilmistir. Sonug olarak, preaurikiiler siniis inat¢t enfeksiyon, iilserlesme ve selii-
lit gibi klinik durumlarda 6nem kazanmaktadir. Ozellikle inat¢1 enfeksiyonlarda tedavi protokollerinin,
anaerop etkenlerin goz dniine alinarak diizenlenmesinin, siirece katki saglayabilecegi diisiincesindeyiz.

Anahtar sézciikler: Anaerop enfeksiyon, preaurikiiler abse.
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ISHALLI HASTALARDA ENTEROTOKSIJENIK BACTEROIDES FRAGILIS
PREVALANSI VE 4ft GENI ALT TIPLERININ BELIRLENMESI

Mehtap Akpinar', Elif Aktas', Fiisun Cémert', Canan Kiilah', Vildan Stimbiiloglu*
Zonguldak Karaelmas Universitesi Top Fakiiltesi, ' Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, *Biyoistatistik
Anabilim Dali, Zonguldak.

Bu caligmada, bolgemizdeki ishalli hastalarda enterotoksijenik Bacteroides fragilis (ETBF) prevalan-
sinin saptanmasi ve ishal ile 4ff geni alt tipleri arasindaki iligkinin degerlendirilmesi amaglanmigtr. Ca-
lismaya, laboratuvarimiza génderilen 200 ishalli disk: 6rnegi ile saglikli kontrollerden alinan 200 disks
ornegi dahil edilmigtir. Direkt diski 6rneklerinde enterotoksin (/%) genini aragtirmak icin “nested” poli-
meraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilmistir. ETBF olarak tanimlanan izolatlarda PZR yéntemi ile 42
alt tip ayrimi1 yapilmisgtir. Calismamizda, hastalarin 29’unda (%14.5) ve kontrollerin 27’sinde (%13.5)
bft geni tespit edilmistir. Ishalli hastalar ile kontrol grubu arasinda ETBF prevalanst agisindan anlamli
bir fark saptanmamistir. Ishalli hasta grubunda en yiiksek ETBF pozitiflik orani 1-5 yag araliginda iken
(%41.4), kontrol grubunda en yiiksek ETBF pozitiflik oraninin 17-64 yas grubunda (%44.4) oldugu iz-
lenmigtir. Hasta ve kontroller her bir yas grubu i¢in kargilagtirildiginda, ETBF oranlari agisindan anlamli
fark bulunmamigtir. ETBF toksin geni saptanan 29 ishalli disk1 6rneginin 24%inde 6f#1, besinde 4f#2 alt
tipi; 27 kontrol diski 6rneginin 24’iinde 4f-1, tiglinde 4f#-2 alt tipi tespit edilmis; 4f#3 alt tipine rastlan-
mamuigtir. Gruplar arasinda &% alt tipleri agisindan anlamli bir fark tespit edilmemis; 4f#-1 en sik goriilen
alt tip olarak belirlenmistir. Ishalli hastalarin %9’unda (18/200) ETBF tek patojen olarak bulunurken,
%5.5’inde (11/200) baska bir etken (9 hastada rotavirus, 2 hastada Entamoeba histolytica) ile birlikte
saptanmigtir. ETBF nin rotavirus ile birliktelik oraninin (9/29; %31) yiiksek oldugu dikkati ¢ekmistir.

Anahtar sozciikler: Ishal, Bacteroides fragilis, enterotoksin, ETBE, bft geni.
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BACTEROIDES FRAGILIS KOKENLERININ KARBAPENEMLERE DiRENCINi
BELIRLEMEDE MEROPENEM E- TESTINIiN YERI

Nurver Toprak Ulger, Arzu ki, Nilay Ozel, Nese Balkan, Giiner Soyletir
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lstanbul,

Bacteroides fragilis normal kolon florasinda yer alan, anaerop enfeksiyonlardan en sik izole edilen pato-
jenlerdendir. Karbapenemler, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorleri ve metronidazol gibi sinurlt sayida
antibiyotiklere duyarlidirlar. Son zamanlarda baz iilkelerde karbapenemlere direngli B.fragilis kokenleri
bildirilmigtir. Karbapenemlere direng, ¢fi4 geni tarafindan kodlanan metallo-beta-laktamaz aktivitesiyle
gerceklesmektedir. Duyarlilik testleri, CLSI'nin 6nerdigi agar diliisyon yontemiyle yapilmaktadir. E-test
ise, yasami tehdit eden durumlarda ve Bacteroides enfeksiyonlarinda alternatif ydntem olarak gosterilmis-
tir. Bu calismada, B.fragilis kokenlerinde karbapenem direncini ve ¢fi4 genini belirlemede meropenem
E-testinin yeri arastirilmistr. Calismaya, 47si klinik 6rneklerden, 16’1 diskidan izole edilmis toplam 63
B.fragilis kokeni alinmis; meropenem E-testi (AB Biodisk, Isveg) ile minimal inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢fid geni varligi arastirilmigtir. Meropenem
E-test sonuglarina gére; MIK araliklar1 <0.002 - >32 pg/mL, direng oran1 %8 olarak bulunmustur. Ko-
kenlerin %41’inde ¢fid geni gosterilmistir. Direng geni varligiyla MIK degerleri arasindaki iligki arasti-
rildiginda, “MIK>1 pg/mL” degerlerine sahip kokenlerde ¢fid geninin varligs istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0.0001). Benzer sekilde, MIK degerleri 1 pg/mLden az oldugunda ¢fid geninin negatif
olmasi da istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir (p=0.0001). Hastanemizde karbapenemlerin yaygin
kullanilmasi, kékenlerimizde karbapenem direncini kodlayan ¢fi4 geninin ve meropeneme direng oranin
yiiksek olmasina neden olmaktadir. Laboratuvarda meropenem E-testi uygulanmasi halinde, “MIK>1"
olmasi, bir kokende ¢fid geninin bulunma olasiliginin yiiksek oldugunu; dolayistyla, bu kokende karba-
penemlere ve diger beta-laktamlara direncin gelisebilecegi ngoriisiinii miimkiin kilabilir. Bagarili bir te-
davinin programlanmasinda ve siirdiiriilmesinde meropenem E-test MIK sonuglari yol gosterici olabilir.

Anahtar sézciikler: Bacteroides fragilis, meropenem, E-test, ¢fiA geni.
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BACTEROIDES FRAGILIS KOKENLERINDE ENTEROTOKSIN (4f#) VE
KARBAPENEMAZ (cfid) GEN BIRLIKTELIGININ ARASTIRILMASI

Nurver Toprak Ulger, Arzu ki, Nilay Ozel, Nese Balkan, Giiner Soyletir
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lstanbul,

Kolon florasi elemanlarindan Bacteroides fragilis, polimikrobiyal enfeksiyonlardan izole edilen anaerop
patojenler arasinda birinci sirada bulunmakta ve bu 6zelligi birtakim viriilans faktorlerine baglanmak-
tadir. Bazi B.fragilis kokenleri, 6ft geniyle kodlanan metallo-enzim yapisinda enterotoksin (fragilizin)
tiretmektedir. Enterotoksin, barsak epitelinde morfolojik degisikliklere yol agmakta, dolayisiyla ishale
ve bazi kronik inflamatuvar barsak hastaliklarina neden olmaktadir. Bacteroides'ler, antibiyotiklere diger
anaeroplara gore daha fazla direng gostermektedirler. Son donemlerde karbapenemlere direng gelistiren
kokenler bildirilmis ve direncin, ¢fid geni ile kodlanan metallo- enzimlerle gerceklestigi tespit edilmistir.
Bu caligmada, ikisi de birer metallo-enzim olan; viriilans ve karbapenem direcini kodlayan &f ve ¢fid
genlerinin, B.fragilis kokenlerinde birlikte bulunma durumlari aragturilmigtr. Hastanemizde (47’si klinik
orneklerden, 16’s1 diskidan) izole edilmis toplam 63 B.fragilis kokeni ¢alismaya alinmis, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢fid ve bft genleri arasurilmistir. Kokenlerin %41’inde ¢fid, %33’tinde 4ff geni
gosterilmigtir. Direng geni ve 4ff geninin birlikte goriilmesi istatistiksel olarak anlamli bulunmamigstir
(p=0.65). Fragilizin (4f%) geni pozitif ve negatif kokenler arasinda, ¢fid gen dagiliminin istatistiksel olarak
anlamli olmamasina ragmen, bu iki genin birlikte pozitif oldugu B.fragilis kdken oranimiz diger tilke
verilerine gore daha yiiksek bulunmustur. Hastanemizde karbapenemlerin yaygin kullaniliyor olmas:
gelecekte, antibiyotiklere daha direngli, viriilansi daha yiiksek kokenlerin baskin hale gelecegini diisiin-
diirmektedir. Bu olasilik, kokenlerimizin 6zelliklerini yakindan izlememizi gerekli kilmaktadur.

Anahtar sézciikler: Bacteroides fragilis, PZR, bft geni, ¢fiA geni.
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HASTANEMIiZ YOGUN BAKIM UNITELERINDE VENTILATOR ILE iLISKIiLI
PNOMONI ETKENI OLAN MiKROORGANIZMALARIN SAPTANMASI

Meral Uslu', Baris Oztiirk!, Ferit Kuscu!, Volkan Aslan?, Yunus Giirbiiz', Emine Ediz Tiitiinci!,
[rfan Sencan'

!S.B. Digskap: Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklar: ve Klinik
Mikrobiyoloji Klinigi, Ankara.

2S.B. Mus Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, Mus.

Bu ¢alismada, yogun bakim iiniteleri (YBU)'nde, ventilator ile iliskili pnémoni (VIP) etkeni olan
mikroorganizmalarin belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya, viicut isisinda degisiklik, lokositoz/16kope-
ni ve akciger grafilerinde yeni infiltrasyon olan 64 hastanin, entiibasyon veya trakeostomi kaniillerinden
alinan endotrakeal aspirat 6rnekleri dahil edilmistir. Gram boyamada, 100X biiyiitmede 25 Iokosit ve
10’un altinda epitel hiicresi olan materyaller, kiiltiir icin %5 koyun kanli agar ve EMB agara, 10 ml’lik
ozeyle ekilip, bir gece 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir. Ureme igin 10° cfu/ml koloni varligi anlamls
kabul edilmistir. Izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmast, rutin mikrobiyolojik yontemler ile API
20E, API 20 NE, API Staph, API Strep ve API 20CAUX (bioMérieux, Fransa) kullanilarak yapilmus-
ur. Calismamizda, VIP etkeni olarak 64 hastadan 79 mikroorganizma tiirii izole edilmistir. Bakteriyel
izolatlarin %64.5’i gram-negatif ve %33’{i gram-pozitif olarak saptanmus; 2 etken ise Candida albicans
olarak tanimlanmugtir. Ureyen bakterilerin dagilimina bakildiginda; Pseudomonas spp. %24, Acinetobacter
spp. %18, metisiline direngli Staphylococcus aureus %14, metisiline duyarli koagiilaz negatif stafilokok
(KNS) %7, metisiline duyarlt S.aureus %6, metisiline direngli KNS %5, E.coli %4, Klebsiella spp. %4
ve digerleri %18 oraninda izole edilmislerdir. Erken VIP etkeni olarak 22 hastadan toplam 23 (%27’si
polimikrobiyal), ge¢ VIP etkeni olarak ise 42 hastadan toplam 56 mikroorganizma (%28.6’s1 polimikro-
biyal) izole edilmistir. Erken VIP etkenleri arasinda ilk iig siray1 S.aureus (n=7), Pseudomonas spp. (n=6)
ve KNS’lar (n=4) alirken, geg VIP etkeni olarak ilk iig siray1 Acinetobacter spp. (n=14), Pseudomonas spp.
(n=13) ve S.aureus (n=9) paylasmistir. VIP etiyolojisinde yer alan etkenler, hastanenin ve YBU’nin flora-
stna ve hastalarin 6zelliklerine gore degisiklik gosterir. Literatiirde, etkenlerin %60-70’inin gram-negatif
bakterilerden olustugu bildirilmektedir. Erken VIPde genellikle toplum kokenli bakteriler, geg VIP'de
ise hastane kokenli direngli bakteriler etkendir. Calismamizda saptanan erken VIP etkenlerinin, toplum
kokenli bakterilerden farkli olmasi, hastanemizin florast ve hastalarin altta yatan hastaliklar: ile iliskili
olabilir. Benzer olarak C.albicans suslari da, uzun siiredir hastanede yatan ve altta yatan hastaligi olan
iki hastamizdan izole edilmistir. Sonug olarak, YBU’nde diizenli siirveyans yapilmast, hastane florasinin
belirlenmesi, hastane enfeksiyonlarinin azaltilmast ve 6zellikle de ampirik tedavinin yonlendirilmesi agi-
sindan 6nemlidir.

Anahtar sézciikler: Ventilator ile iligkili pndmoni, hastane enfeksiyonu, endotrakeal aspirat.
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VAJINAL AKINTI ORNEKLERININ DIREKT GRAM BOYAMA VE KULTUR
YONTEMLERIYLE DEGERLENDIRILMESI

Dilek Kaya', Dolunay Giilmez?, Giilsen Hasgelik?, Mehmet Sinan Beksa¢?, Sayeste Demirezen'
!Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Genel Biyoloji Anabilim Dali, Ankara.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaltklar: ve Dogum Anabilim Dali, Ankara.

Bu ¢aligmada, hastanemizin Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali polikliniklerine cesitli ji-
nekolojik yakinmalarla bagvuran hastalardan alinan vajinal akint 6rneklerinin Gram boyama ve kiiltiir
yontemleriyle degerlendirilmesi amag¢lanmigtir. Caligmaya dahil edilen 200 hastanin yag araligi 19-78
yil arasinda degismektedir. Bu hastalardan steril ekiivyonla alinan vajinal akint1 6rnekleri ¢ukulata agar,
kanli agar, Columbia agar ve MacConkey agara ekildikten sonra ekiivyonda kalan 6rnekler lama yayilarak
her hastaya ait iki adet direkt yayma hazirlanmigtir. Bu direkt yaymalar Gram boyama yéntemine gore
boyanip 151k mikroskobik olarak epitel hiicreleri, laktobasil, nétrofil-lkosit, maya ve “clue cell” varligt
agisindan degerlendirilmigtir. Direkt yaymasinda maya ve/veya “clue cell” tespit edilen hastalara ait aero-
bik kiiltiirler ise Gardnerella vaginalis ve Candida spp. acisindan ileri incelemeye alinmigstir. Sonug olarak
calisgmamizda, 188 vajinal 6rnekte normal vajinal flora iiyesi mikroorganizma tiremesi goriiliirken, 7
hastada G.vaginalis, 4 hastada C.albicans ve 1 hastada da C.glabrata varligs saptanmugtur.

Anabhtar sézciikler: Gram boyama, aerobik kiiltiir, vajinal akint1 rnegi.
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IFAT iLE ANTi-BARTONELLA HENSELAE ANTIKORLARININ SAPTANMASINDA
HELA VE VERO HUCRELERININ KARSILASTIRILMASI

Cagr1 Ergin', Yiiksel Akkaya', Ozgﬁn Kiris Satilmis', Cansev Yilmaz?
! Pamukkale Universitesi Top Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Denizli.
2TC Saglik Bakanligr Devler Hastanesi, Kars.

Indirekt immiinofloresans antikor teknigi (IFAT), Bartonella henselae' nin toplumda ve/veya risk grup-
larinda yapilan seroprevalans taramalarinda siklikla kullanilan bir yéntemdir. Intraselliiler iireyebilen
B.henselae, hiicre kiiltiirii serilerinde kokiiltiivasyon ile ¢ogalulmakta ve IFAT nde kullanilacak lamlara
kaplanmaktadir. Kokiiltiir i¢in gogunlukla Vero hiicreleri kullanilmaktadir. Yapilan 6n ¢alismalarda, alfa-
proteobakterilerin HeLa hiicrelerinde de iireyebildigi gosterilmistir. Sunulan arasurmada, HeLa ve Vero
hiicrelerinde B.henselae kokiiltiivasyonu yapilarak IFAT ile antikor saptama oranlart degerlendirilmistir.
Caligmaya ubbi etik kurul tarafindan antikor varliginin aragtirilmasina onay verilen 284 serum 6rnegi
alinmigtir. B.henselae ATCC 49882 (Houston-1) kékeni standart teknikler ile Vero ve HeLa hiicrelerin-
de kokiiltiivasyon ile cogaltlmis ve teflon lamlara kaplanmistir. Serum 6rneklerinde B.henselae antikor
varligi, IFAT ile 1/64 tarama sulandiriminda aragtirilmistir. Kisisel faktorleri diglamak amaciyla, 6rnekler
aynt deneyimli aragtiricilar tarafindan degerlendirilmigtir. Aragtirmaya alinan serum rneklerinin 126’1
(%44.3) Vero hiicreleri ile kokiiltiive edilmis B.henselae antijeni ile, 1137t (%39.7) HeLa hiicreleri ile
kokiiltiive edilmis B.henselae antijeni ile pozitif reaksiyon vermistir. Test edilen iki hiicre grubu arasin-
daki rastlanusal olmayan uyum “Cohen kappa” degeri 0.68 (giiglii tutarli) olarak bulunmusgtur. Vero
hiicrelerinde es zamanli iiremenin daha ¢ok oldugu ve buna bagli olarak degerlendirmenin daha kolay
oldugu gozlenmistir. Literatiirde B.henselae seroprevalans verileri cogunlukla Vero hiicreleri ile elde edile-
rek yayinlanmaktadir. Bu nedenle taramalarda Vero hiicrelerini kullanmak, veri kargilagtirmalarina daha
uygundur. Sonuglarimiz, kokiiltiivasyon isleminde Vero hiicreleri yerine HeLa hiicrelerinin kullanilmasi-
nin da verilerin yorumlanmasinda tartigmalara yol agmayacagini vurgulamaktadir. Benzer aragtirmalarin
farkli hiicre serileri ile tekrarlanmasi, tani ve etyopatogeneze yonelik aragtirmalar i¢in énemlidir.

Anabhtar sozciikler: Bartonella henselae, IFAT, Vero, Hela.
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KLINiK ORNEKLERDEN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SAPTANMASINDA
KULLANILAN FARKLI HOMOJENiZASYON-DEKONTAMINASYON
YONTEMLERININ KULTUR VE KANTITATiF GERCEK ZAMANLI PCR iLE
KARSILASTIRILMASI

Nur Merve Kaya, Zeynep Saribas, Alpaslan Alp
Hacertepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Tuberkiiloz, yiiksek morbidite ve mortalite ile sonuglanan ve tiim diinyay: tehdidi altna alan global
bir saglik sorunudur. Tiiberkiilozun kontrol altina alinmasinda ilk basamag;, hizli ve dogru tan: olugstur-
maktadir. Tiiberkiilozun tanisi, klinik 6rneklerde Mycobacterium tuberculosis varliginin saptanmast ile
konmaktadir. M. tuberculosis izolasyonu i¢in alinan 6rneklerin normal flora elemanlarini da icermesin-
den dolay, bu drneklere ¢esitli dekontaminasyon-homojenizasyon islemleri uygulanmaktadir. Bu yon-
temlerin, hem mikobakterilerin yapilarina zarar verebildigi, hem de kontaminasyona neden olan diger
mikroorganizmalarin tamamini ortadan kaldiramadigy, cesitli caligmalarla ortaya konmugtur. Bu calis-
mada, Petroff, NALC-NaOH ve USP (Universal sample processing) dekontaminasyon-homojenizasyon
yontemlerinin, kiiltiir ve kantitatif gercek zamanli (real- time) PCR (RT-PCR) y6ntemleri kullanilarak
kargilagtirilmast amaglanmigtir. Bu amagla tiiberkiiloz olmayan hastalardan alinan balgam 6rnekleri bir
havuzda toplanarak 3’er ml tiiplere dagitilmis ve McFarland 2 bulanikliginda hazirlanan M.zuberculosis
H37Ra susunun seri diliisyonlar: yapilarak balgam iceren tiiplere eklenmistir. Her drnege ayr1 ayri bu ti¢
dekontaminasyon-homojenizasyon ydntemi uygulanmistur. Homojenizasyon-dekontaminasyon sonucu
Middlebrook 7H10 agara ekim yapilmis ve ayni zamanda balgam 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu
yapilarak kantitatif gercek zamanli PCR yéntemi uygulanmistir. Kiiltiir sonuglari kargilagtirildiginda,
Petroff yontemi ile ancak 107 diliisyonundaki basillerin, NALC-NaOH yéntemi ile ise 10~ diliisyonun-
daki basillerin saptanabildigi goriilmiistiir. Buna karsin, USP ydntemiyle 10 ve 107 diliisyonlarda dahi
tiremelerin oldugu tespit edilmistir. En az kiiltiir kontaminasyonunun USP ydntemi sonrasinda oldugu
gozlenmistir. 107 diliisyondaki RT-PCR sonuglart degerlendirildiginde, basil sayilarinin Petroff yonte-
miyle 3668 kopya/ml, NALC-NaOH yontemiyle 7676 kopya/ml; USP yontemiyle ise 12415 kopya/ml
oldugu saptanmusur. Petroff yontemiyle, daha diisiik konsantrasyonlarda PCR ile basil saptanamamuistur.
NALC-NaOH ve USP yéntemleriyle basil saptanabilen en diisiik diliisyonun 10 oldugu gézlenmis ve
bu diliisyondaki basil sayilart sirastyla 193 ve 144 kopya/ml olarak bulunmustur. Sonug olarak, rutin
mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda dekontaminasyon-homojenizasyon islemi icin USP yonteminin,
yaygin olarak kullanilmakta olan NALC-NaOH yontemine iyi bir alternatif olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, homojenizasyon-dekontaminasyon yéntemleri, kiil-
tiir, gercek zamanli PCR.
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STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE VE HAEMOPHILUS INFLUENZAE'NIN ORTA
KULAK EFUZYONUNDA GERCEK ZAMANLI PCR iLE TANIMLANMASI

Ozgen Késeoglu Eser!, Kaan Tpgiz, Sehnaz Alp"?3, Alpaslan Alp', Giilsen Hasgelik', Levent Sennaroglu?,
Deniz Giir?

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ' Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Daly; *Kulak Burun Bogaz Anabilim
Daly; *I¢ Hastaliklar: Anabilim Dali, Enfeksiyon Unitesi; *Ihsan Dogramact Cocuk Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar:, Ankara.

Bu calisma, hastanede takip edilmekte olan efiizyonlu otitis media (EOM) tanisi almis hastalarda orta
kulak stvist patojenlerinin sikligini gostermeyi amaglayan prospektif bir arastirma olarak planlanmistir.
Arastirma, Hacettepe Universitesi Hastaneleri Etik Komitesi tarafindan onaylanmistir. Arastirmaya 1
Ocak- 30 Haziran 2006 yillari arasinda EOM tanist alan hastalar dahil edilmis; ventilasyon tiip replasma-
n1 sirasinda elde edilen orta kulak sivist 6rnekleri “Bactec Peds Plus” (BD, Sparks, MD, USA) kiilciir si-
selerine ekilmigtir. Tiim patojenler konvansiyonel kiiltiir yontemleri kullanilarak tanimlannigtir. Tiim or-
neklere es zamanli gergek zamanli (real-time) PCR (RT-PCR) yontemi uygulanmistir. RT-PCR y8ntemi
ile 6rneklerde Haemophilus influenzae type B “capsulation locus” geni (HIB) ve Streptococcus pneumoniae
“pneumolysin (ply)” geni varligt arasurilmistir. Tam klinik 6rneklerin DNA izolasyonu QIAamp (Qia-
gen, Hilden, Germany) kiti kullanilarak gerceklestirilmigtir. Tiim 6rneklerde RT-PCR ve konvansiyonel
kiiltiir ydntemleri gift kor caligilmigtir. Aragtirmada, 59 EOM hastasindan (yas araligi 1-12 yil) 105 orta
kulak stvist 6rnegi (hastalarin 49’undan her iki kulaktan da 6rnek) alinmistir. Konvansiyonel kiiltiir yén-
temi ile hastalarin sadece 8’inde (%13.5) orta kulak patojeni olan bu iki tiir saptanmustir. H.influenzae
5 (%8.5) ve S.pneumoniae 3 (%5.1) hastada belirlenmistir. Buna karsin, orta kulak sivisi 6rneklerinde
bu patojenlerden en az birinin pozitiflik orant RT-PCR ile %61.9 olarak bulunmustur. Hastalarin 20
(%44.5)sinde H.influenzae, 6 (%13.3)’sinda ise S.pneumoniae pozitif olarak belirlenmis; 19 (%42.2)
hastada her iki patojen birlikte pozitif saptanmugstir. Hastalarin yalniz biri kiltiir ile S.pneumoniae pozitif
olmasina ragmen RT-PCR yontemi ile negatif olarak belirlenmistir. RT-PCR, orta kulak sivist rnekle-
rinde S.pneumoniae ve H.influenzae belirlenmesi icin konvansiyonel kiiltiir yontemine gére daha duyarlt
bir yontemdir. Bu aragtirmada, EOM tanst olan hastalarda orta kulak sivist érneklerinde gercek zamanlt
PCR yontemi ile mikrobiyolojik taninin konulmasi, hizli tani nedeniyle anlamli bulunmugtur.

Anahtar sézciikler: Streprococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, otitis media, gergek zamanli

PCR.
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YAYMA POZIiTiF BALGAM ORNEKLERINDE RiFAMPISIN VE iZONIAZiDE
DIRENCLI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’IN HIZLI TANISI ICIN
GENOTYPE® MTBDR TESTINIiN DEGERLENDIRILMESi

Hamit Ozsaragl, Figen Tursunoglu', Giilnur Tarhan', Melike Atasever?, Hiilya Simgek', Begiim Kayar?,
Ahmet Tombak', Ugur Giiner', Berat Bager', [smail Ceyhan', Fatih Koksal’>, Mustafa Ertek’

'Refik Saydam Hifzisihha Merkez Bagkanligi, Ankara.

2Aratiirk Gigiis Hastaliklar: ve Gaogiis Cerrabisi Egitim Aragtirma Hastanesi, Ankara.

3Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Adana.

Tiberkiiloz tiim diinyada 6liime neden olan enfeksiyon hastaliklarinin baginda gelmektedir. Hastali-
gin kontrol altina alinmasinda direngli olgularin hizli bir sekilde tanimlanmasi, bu izolatlarin yayilimy,
diren¢ gelisiminin 6nlenmesi ve uygun tedavi stratejisinin belirlenmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.
Son yillarda klinik 6rneklerden ilag direncini saptamaya yonelik molekiiler ydntemler rutin kullanima
girmistir. Calismamizda, laboratuvarimizin 2009 yilinda baglattug antitiiberkiiloz ilag direnci siirveyans
programi kapsaminda goklu ilaca direng (CID) siiphesi tagtyan 126 yayma pozitif balgam 6rnegi; Ge-
noType® MTBDR testi ile konvensiyonel kiiltiir, tiir tayini ve ila¢ duyarlilik testleri ile kargilagtirmali ola-
rak degerlendirilmistir. Incelemeye alinan balgam 6rneklerinde rifampisin direnci %89, izoniazid direnci
%87 oraninda uyumlu olarak saptanmistir. Calismada, GenoType MTBDR testinin CID siipheli olgu-
larin hizli tanisinda kullanilabilecek yararli bir yontem oldugu, ayni zamanda Mycobacterium tuberculosis
ve atipik mikobakteri ayrimininin yapilmasinda 6nemli bir avantaj sagladigt sonucuna varilmistir. Testin
en 6nemli dezavantaji ise maliyetinin yiiksek olmasidir.

Anahtar sézciikler: Mycobacterium tuberculosis, ¢ok ilaca direng, PCR.
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COK ILACA DIRENCLI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iZOLATLARINDA
RIFAMPISIN VE iZONiAZiD DIiRENCINiN MOLEKULER TANISI

Giilnur Tarhan, Hamit Ozsarag, Figen Tursunoglu, Hiilya Simsek, Ahmet Tombak, Ugur Giiner,
Erol Coskun, Berat Bager, Ismail Ceyhan, Mustafa Ertek
Refik Saydam Hifzisihha Merkez Baskanlig, Ankara.

Cok ilaca direngli (CID) Mycobacterium tuberculosis suslarinin ortaya gikmast ulusal tiiberkiiloz kont-
rol programlarinin en 6nemli sorunlarinlarindan biridir. CID olgularinin tanimlanmasinda konvensi-
yonel yontemler ile tiir tayini ve ilag duyarlilik testleri uzun zaman almaktadir. GenoType MTBDR
(Hain Lifescience, Nehren, Germany) testi klinik érnekler ve izolatlardan 7poB ve katG gen mutasyon-
larini tanimlayan revers hibridizasyon temeline dayali bir line prob testidir. Calismamizda GenoType®
MTBDR testinin CID izolatlardaki rifampisin ve izoniazid direncini tanimlama yetenegi, iilkemizin
degisik cografi bolgelerinden izole edilen 117 CID M.tuberculosis izolatt kullanilarak arastirilmistir. Test
sonuglari, konvensiyonel proporsiyon yéntemi ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak
GenoType® MTBDRplus testi; izoniazid i¢in %94.87 (111/117), rifampisin i¢in %97.43 (114/117)
olarak bulunmustur. Bu verilere gére, MTBDR testinin CID M. tuberculosis izolatlarinda yaygin mutas-
yonlarin belirlenmesi ve direncin tanimlanmast amaciyla kullanilabilecek standardize ve hizli bir yontem
oldugu sonucuna varilmistir.

Anabhtar sézciikler: Mycobacterium tuberculosis, ok ilaca direng, GenoType MTBDR.
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CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS KOMPLEKS SUSLARININ gyrB PCR-RFLP iLE TUR
AYRIMLARININ YAPILMASI

Banu Bayraktar, Ayse Bayr1 Barig, Buket Toksoy, Emin Bulut
Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvars, Istanbul.

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) iginde insan ve hayvanlarda tiiberkiiloz etkeni olan bir-
biriyle genetik olarak ¢ok yakin tiirler yer almaktadir. Bu tiirlerin 16S rRNA genleri ve internal “transcri-
bed spacer” (ITS) dizileri tiimiiyle benzer olup insersiyon dizilerinin sayist da aynidir. MTBC i¢inde yer
alan tiirlerin konaklari ve patojeniteleri birbirinden farklilik gdsterebilmekte, ayrimlarinin yapilmas: ge-
rek epidemiyolojik gerekse klinik tani agisindan yararli olabilmektedir. Bu ¢alismada, laboratuvarimizda
izole edilen MTBC suglarinin tiir ayrimlarinin yapilmasi amaglanmisur. Cesitli klinik drneklerden MI-
GIT ve L] besiyerleri kullanilarak iiretilen ardisik 62 sus, konvansiyonel yontemler ve hsp65 PCR-RFLP
yontemleri ile MBTC olarak tanimlanmugtir. Bu suglarin gyrB genleri MTUB primerleri ile gogaltilmug ve
1020 b¢’lik tiriin elde edilmistir. Daha sonra bu tiriin Rsal ve Taq enzimleri ile kesilerek M. tuberculosis/
africanum alt tip II, M.africanum alt tip 1, M.bovis, M.microti ayrimlari yapilmisur. Suglarin gogu (n=57,
%92) M.tuberculosisl africanum alt tip II grubunda yer almaktadir. Toplam 5 adet M.bovis susu tespit
edilmistir. M. bovis suslari, yaslar1 12-27 yil arasinda degisen hastalardan izole edilmistir. Bu suslar, iki bi-
yopsi, bir periton sivisi, bir idrar, bir aclik mide sivisindan tiretilmistir. M.africanum alt tip 1 ve M.microti
susuna rastlanmamustir. Bulgularimiz, tilkemizde, M.africanum alt tip II'nin yaygin olarak bulunmadigt
kabul edildiginde, tiiberkiiloz enfeksiyonlarinin ¢ogunlugundan M.zuberculosisin sorumlu tutulabilece-
gini gostermektedir. M. bovis'in etken oldugu olgularin ikisi son dénem bobrek yetmezligi olan bagisiklig
baskilanmig hastalardir. M.bovis enfeksiyonlari, astya bagli olabilecegi gibi direkt olarak da kazanilabil-
mektedir. Bovis BCG ag1 susu mesane kanserlerinin immiinoterapisinde kullanilmakla birlikte, idrarinda
M.bovis tirettigimiz hastanin béyle bir tedavi ykiisti bulunmamakradr.

Anahtar sézciikler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, gyrB PCR, MTUB.
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AKCIGER VE AKCIGER DISI ORGAN TUBERKULOZU TANISINDA BD Probe Tec
ET YONTEMININ GUVENILIRLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Nuri Ozkiitiik, Olcay Ozgolpan, Talat Ecemis, Sitheyla Siiriictioglu
Celal Bayar Universitesi Top Fakiiltesi, T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa.

Niikleik asit amplifikasyon testleri, kisa siirede sonug vermeleri nedeniyle tiiberkiilozun hizli tanisinda
giderek daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada SDA (strand displacement amplification )
temeline dayanan BD Probe Tec ET (Becton Dickinson, Sparks, Md, USA) yonteminin akciger ve ak-
ciger digi klinik érneklerde Mycobacterium tuberculosis saptanmasindaki giivenilirligi arasturilmistr. Ca-
ligmaya, Ocak 2009 — Aralik 2009 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tiiberkiiloz
Laboratuvarr’na gonderilen, 207’si solunum, 114’ii solunum yolu disi olmak {izere toplam 321 klinik
ornek alinmistr. BD Probe Tec ET test sonuglart altin standart yontem olan kiiltiir sonuglarr ile kargi-
lastirilarak degerlendirilmistir. Incelenen tiim 6rnekler igin BD Probe Tec ET testinin duyarliligt %88.9,
ozgilligi %95.7, pozitif prediktif degeri (PPD) %55.2 ve negatif prediktif degeri (NPD) %99.3 olarak
bulunmugstur. Solunum yolu &rnekleri igin bu degerler sirasiyla %83.3, %97.4, %66.7 ve %98.9 olarak
hesaplanmistir. Solunum yolu dis1 6rnekler icinse, kiiltiir pozitif olanlar kisitlt sayida (n=6) olmakla bir-
likte, bu tiir 6rnekler icin testin duyarliligi %100, ozgtlliigii %92.6, PPD %42.8 ve NPD %100 olarak
bulunmustur. Sonug olarak, BD Probe Tec ET testinin akciger ve akciger dist organ tiiberkiilozunun
hizli tanisinda kiiltiir ile birlikte degerlendirildiginde taniy1 destekleyebilecek bir yontem oldugu kanisina
varilmustir.

Anabhtar sézciikler: BD Probe Tec ET, strand displacement amplification, tani, tiiberkiiloz.
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TUBERKULOZ KUSKULU HASTA ORNEKLERINDEN XPERT MTB,
ARB, LOWENSTEIN-JENSEN VE BACTEC ILE ALINAN SONUCLARIN
KARSILASTIRILMASI

Ihsan Hakki Ciftci', Mehtap Hiilya Aslan?, Giilsah Agik
'Afyon Kocatepe Universitesi Top Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Afyonkarabisar.
’Nihat Kitap¢r Gogiis Hastaltklar: ve Gogiis Cerrabisi Hastanesi, Erzurum.

Xpert MTB sistemi ile uzmanlagmis personele gerek duymaksizin Mycobacterium tuberculosisin mole-
kiiler tanisinin iki saatten kisa siirede gerceklesebilecegi ifade edilmektedir. Xpert MTB/RIF ¢alismalarin-
da, 7poB gen bolgesinin 81 b¢’lik (RRDR) boliimii hedef alinmakta ve 5 farkl: prob ile bir kontrol olmak
tizere toplam 6 farkli probla multipleks olarak gerceklesmektedir. Caligmamizda, tiiberkiiloz kuskusu ile
alinan orneklerle gerceklestirilen XpertMTB, ARB, Bactec ve Lowenstein-Jensen (L]) ¢alismalari sonu-
cunda elde edilen verilerin kargilagtirilmasi amaglanmistir. Calismaya, tiiberkiiloz kuskusu ile olan 36s1
erkek toplam 52 hasta dahil edilmistir. Xpert MTB ¢aligmalart GeneXpert (USA) sistemi araciligy ile iire-
tici 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Ornekler, standart homojenizasyon ve dekontaminasyon
islemlerini takiben yayma yapilarak Ziehl-Neelsen yontemi ile boyanmis, Léwenstein Jensen besiyeri ve
Bactec 460 otomatize sisteminde kiiltiirleri yapilmistir. Caligmada; 34 balgam, 14 bronkoalveolar lavaj,
2 idrar, 2 torasentez sivist olmak {izere toplam 52 6rnek incelenmistir. Orneklerin 16’sinda (%31) Xpert
MTB, 16’sinda (%31) Bactec, 13’iinde (%25) L] ve 4’tinde (%8) ARB ile pozitiflik bulunmustur. Bactec
sonuglari referans olarak alindiginda; Bactec ile Xpert MTB ve L] sonuglari arasinda yiiksek diizeyde
korelasyon saptanmugtir (r=0.910, r=0.866). Ek olarak Xpert MTB’nin 6zgiilliigii %93, duyarliligi %97,
pozitif prediktif degeri %97, negatif prediktif degeri %96 ve dogruluk orani da %96 olarak hesaplanmus-
ur. Calismamizda Xpert MTB’nin 2 saat gibi bir siirede sonug veren molekiiler yontem olmasi dnemli bir
avantaj olarak goriilmistiir. ARB negatif 6rneklerde M. ruberculosis tanisinda kullanilan mevcut yontem-
lerle benzer performans gosteren Xpert MTB’nin hizli tani amagli kullanilabilecegi kanaati uyanmistir.
Ancak yontemin pahali oldugunun vurgulanmasi ve caligmalar planlanirken maliyet-etkinlik analizleri-
nin ayrintili yapilmasinin gerekliligi gozlenmistir.

Anabhtar sézciikler: Mycobacterium tuberculosis, tiiberkiiloz, tani, Xpert MTB/RIE
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MOLEKULER MiKROBIYOLOJIDE ISO 15189 GEREKLILIKLERI NEDENIYLE
TBC PCR VERIFIKASYON SONUCLARI

Burcu Oksiiz, Iskender Karalti, Yasemin Oztiirk, Zuhal Tazegiin Tekkanat, Yesim Giirol, Giilden
Yilmaz

Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Istanbul,

Niikleik asit amplifikasyon (NAA) testleri, Mycobacterium tuberculosisi kiiltiire kiyasla ¢ok hizli tayin
etmede, kiiltiirle birlikte rutin tan: testi olarak kullanilmaktadir. Ancak ISO 15189 geregi NAA testi,
CE/IVD belgeli bir kitle uygulanacak olsa da, NAA testinin verifikasyonunun mutlaka yapilmas: gerekir.
Verifikasyon i¢in dogruluk (accuracy), kesinlik (precision) ve kantitatif testler i¢in dogrusallik (linearity)
calismalari yapilir. Bu verifikasyon caligmasi, CE/IVD belgeli Way2Gene (TibMolbiol) Mycobacterium
spp. kitinin, molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarinda klinik amacli test kiti olarak kullanilmasindan
once, giivenilirliginin belirlenmesi amaciyla yapilmis ve kalitatif niikleik asit testlerinin verifikasyonuna
bir 6rnek olmast agisindan sunulmast uygun bulunmustur. Calismada bes pozitif, bes diisiik pozitif ve ti¢
negatif 6rnek kullanilmigtir. Pozitif ve negatif 6rnekler dig kalite kontrollerden segilmistir. Diisiik pozitif-
ler, pozitif drneklerin 1/100 diliisyonu ile elde edilmistir. Dogruluk icin; ti¢ pozitif, ti¢ disiik pozitif ve
li¢ negatif 6rnek ¢aligtlmigtr. Caligma ici (intraassay) dogruluk igin, bir pozitif ve bir diisiik pozitif 6rnek
ayni ¢alismada tger kez caligilmigtir. Caligmalar arasi (interassay) dogruluk icin, bir pozitif ve bir diisiik
pozitif 6rnek ti¢ farkli calisma ile tekrar edilmistir. Bu verifikasyon ¢alismast sonucunda, elde edilen so-
nuglarin tutarlt oldugu goriilmiis (Tablo) ve adi gegen kit kullanarak hasta 6rneklerinde rutin tetkikler
baslatilmistir.

Anabhtar sézciikler: ISO 15189, Mycobacterium spp., niikleik asit ampilifikasyonu, verifikasyon.

Tablo: Mycobacterinm spp. PCR Verifikasyon Sonuclan

Dograiuk | O™ torw | tmen Dot Elde Edilen Sonuclar
Poati i POZITE POZITIF
2 POZITE POZITE
3 POZITE POZITIE
Digik Pogitif 1 POZITIF FOZITIF
] POZITE POZITIE
3 POZITF POZITIF
Hegati! 1 MEGATIF HEGATF
2 MEGATIF IEGAiF
3 NEGATIF HEGATE
Intrasssay Omek ey | Bilinem Owgori | 1, Tokrar | 2. Tokrar |  3Tokrer
Poaitil 1 POZITIF POXITIF POZTIE POZITIF
Dingisk Pozitt 1 POZITF | Pozite | poziE POZITIE
"""m Gk Sepm | Bilinen Deberi | 1, Giln 2. Gin 1. Gan
Pzl 1 POZTE | POZIE | Pozie POZITE
Dingik Pocitit 1 POZITF | POZIF | PoziE POZITIE
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ASIDE DIRENCLI BASILLERIN ARASTIRILMASINDA ERLICH-ZIEHL-NEELSEN
VE FLOROKROM BOYAMA YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Mehmet Emin Demircili, Mehmet Ozdemir, Mahmut Baykan, Biilent Baysal
Seleuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya.

Kiiltiir yontemlerinin zaman alict olmasi nedeniyle, tiiberkiilozun erken tanisinda yeni ve hizli tan1 yon-
temleri geligtirilmistir. Bu caligmada, Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) ve florokrom (Auramine-Rhodamine)
boyama yontemlerinin tani degerinin kargilastrmali olarak incelenmesi amaglanmigtr. Calismaya,
Ocak-Mart 2010 tarihleri arasinda tiiberkiiloz 6n tanist ile laboratuvarimiza gonderilen 171 hasta 6rnegi
alinmig ve homojenizasyon ve dekontaminasyon iglemlerinden sonra EZN ve florokrom ydntemleri ile
boyanmistir. Orneklerin kiiltiirii igin BD BACTEC™ MGIT 960 (Becton Dickinson,USA) sistemi kul-
laniddmustir. Calisilan 171 6rnegin 143t (%83.6) balgam, 10'u (%5.8) bronkoalveolar lavaj, 9’u (%5.2)
mide aglik swvist, 3’t (1.7) idrar, 1’i (%0.5) beyin omurilik sivisi, 1 (%0.5) periton sivist ve 1’i (%0.5)
plevra swvisidir. Orneklerin 18°i (%10.5) EZN yontemi ile, 22’si (%12.8) florokrom yéntemi ile pozitif
bulunmustur. Florokrom yéntemi ile pozitif bulunan érneklerden biri diginda digerleri, otomatize sis-
tem ile elde edilen kiiltiir sonuglariyla uyumludur. EZN yontemiyle pozitif bulunan 18 érnegin kiiltiir
sonuglari da pozitif bulunmus, EZN ile negatif sonug veren 3 6rnekte (florokrom yontemi ile pozitif)
otomatize sistem ile tireme tespit edilmistir. Her iki boyama yontemi ile de negatif sonug veren bir 6rne-
gin ise kiiltiirti pozitif olarak bulunmugtur. Sonug olarak, floresan mikroskopu mevcut olan laboratuvar-
larda tiiberkiiloz tanisinda asidorezistan basillerin florokrom ydntemi ile arastirilmasinin faydali olacag:
kanaatine varilmigtir.

Anahtar sozciikler: M.tuberculosis, Erlich-Ziehl-Neelsen, florokrom boyama yontemi, auramin-
rhodamin.
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MIDDLEBROOK 7H10 AGAR BESIYERI KULLANILARAK MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS TANISI

Elif Cihadiye Oztiirk!, Seda Karaman', Handan Ankarals?, Asiye Alunéz'
Diizce Universitesi Top Fakiiltesi, ' T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, *Biyoistatistik Anabilim Dals,
Diizce.

Bu caligmada, hastanemiz tiiberkiiloz laboratuvarinda Nisan-Haziran 2009 tarihleri arasinda, Bactec
12B besiyeri altn standart alinarak, Mycobacterium tuberculosis in izolasyonunda Middlebrook 7H10 agar
besiyeri ile Lowenstein-Jensen (L]) besiyerinin karsilagtirmali olarak arastirilmast amaglanmigstir. Calisma-
ya, tiiberkiiloz stipheli hastalara ait 179 6rnek alinmis ve tiim érneklerin her ti¢ besiyerinde kiiltiirleri ya-
pilmustur. Middlebrook 7H10 agarda gériilen mikrokoloniler 10X biiytitmede incelenerek yilan-benzeri
kordon olusumu arastirilmustir. Orneklerin 22 (%12.2)’sinde Bactec 12B besiyerinde, 15 (%8.3)’inde L]
besiyerinde ve 13 (%7.2)’tinde Middlebrook 7H10 agar besiyerinde M. ruberculosis tiremesi saptanmuistur.
Calismamizda, Middlebrook 7H10 ve L] besiyerleri arasinda duyarlilik ve 6zgiillikk agisindan benzer so-
nuglar saptanirken, Middlebrook 7H10 agarin, L] besiyerine gore daha hizli sonug verdigi goriilmiistiir.
Ek olarak Middlebrook 7H10 agarda mikrokoloni degerlendirilmesinin M. zuberculosis tanisinda giiveni-
lir bir ydntem oldugu belirlenmis ve kullaniminin yayginlagmasi gerektigi diistiniilmiistiir.

Anahtar sézciikler: M. tuberculosis, tani, Middlebrook 7H10 agar, Lowenstein-Jensen besiyeri.
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ASPERGILLUS CINSI MANTARLARIN KLINiK ORNEKLERDE
GOSTERILMESINE YONELIK GELISTIRILEN GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ
ZINCIR REAKSIiYONU YONTEMININ KALITE KONTROLU

Merve Aydin, Sevgi Ozyegen Aslan, Israa Jabban, Ayse Seyer, Ali Fouad, Burce Yal¢in, Feyza Demir,
Giilsah Biter, Ayse Kalkanci, Semra Kugtimur
Gazi Universitesi Top Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Aspergillus cinsi ile olusan enfeksiyonlarin tanisinda sorunlar yasanmakreadir. Bu calismada, Aspergillus
cinsi mantarlarin DNA’sinin gosterilmesi igin gelistirilen gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunun
kalite kontrol basamaklari sunulmaktadir. Aspergillus DNA'sinin gosterilmesi icin ilk basamakta rDNA
gen bolgesinden secilen beser adet primer ve prob dizisi belirlenmistir. Secilen hedeflerin tanisal degerini
aragturmak i¢in her birinde 10 6rnek olmak tizere; koloni stispansiyonlarinda, Aspergillus kolonisi ile
kontamine edilen kan 6rneklerinde, aspergilloz olusturulan deney hayvani kan ve dokularinda ve asper-
gilloz stiphesi ile takip edilen galaktomannan antijeni pozitif hasta 6rneklerinde olmak tizere toplam 50
ornek, her primer ve prob kombinasyonu ile test edilmistir. Orneklerde DNA varlig1 spektrofotometrik
olarak dogrulandiktan sonra amplifikasyon igslemine baglanmistir. Amplifikasyon LightCycler 2.0 (Roc-
he, ABD) cihazinda TagMan protokoliine uyularak gerceklestirilmistir. Aspergillus DNAsinin klinik 6r-
neklerde gosterilmesi icin en 6zgiil ve duyarli primer-prob kombinasyonunun, rDNA gen bolgesi 28S
alt tinitesiden segilen CTG TCC GAG CGT CAT TG, TCC TCC GCT TAT TGA TAT primerleri ve
FAM ve TAMRA ile isaretli olan AGC CAG CAC CCA ACT TTA TTT TagMan prob oldugu goriil-
miistiir. Bu kombinasyon ile yapilan deneylerde en diisiik yanlis pozitiflik oranlari elde edilmistir. Biitiin
orneklerin %20’sinde (10 drnek) Aspergillus DNA’si kaybedilmistir. En ¢ok yalanci negatiflik, deneysel
olarak aspergilloz olusturulmus hayvanlarin doku 6rneklerinde elde edilmistir. Hayvan doku 6rnekleri-
nin 4 tanesinde, kan 6rneklerinin 3 tanesinde, simiile kan 6rneklerinin 2 tanesinde, hasta 6rneklerinin
bir tanesinde yalanci negatif sonu¢ alinmugtir. Koloni siispansiyonlarinin tamami pozitif bulunmustur.
Gelistirdigimiz yontemin basta hasta kan 6rnekleri olmak iizere biitiin klinik 6rneklerde kullanilabilecek,
hizli ve ucuz bir molekiiler tani yéntemi oldugu diistiniilmiistiir.

Anabhtar sézciikler: Aspergillus, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, kalite kontrolii.
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CANDIDA DNA'SININ KLINIK ORNEKLERDE GOSTERILMESI ICIN
GELISTIRILEN POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU RUTIN UYGULANDIGINDA
LABORATUVAR ICIN GELIR GETIRIR Mi ?

Ayse Seyer, Sevgi Ozyegen Aslan, Burce Yalcin, Merve Aydin, Israa Jabban, Ali Fouad, Giilsah Biter,
Feyza Demir, Ayse Kalkanci, Semra Kustimur
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Bu calismanin amaglari, Candida DNAsinin gdsterilmesi icin gercek zamanli polimeraz zincir reaksi-
yonu gelistirilmesi ve bu yéntemin Saglik Uygulama Tebligi (SUT) kapsaminda 908.120 kod ve 84.80
TL olarak listelenmis olan “Candida PCR” testi esas alinarak maliyet analizinin yapilmasidir. Candida
DNA’sinin gosterilmesi igin 100 klinik 6rnek, koloni siispansiyonlari, kandidozlu deneklerin kan ve
dokulart ve Candida siispansiyonu karistirilan kan 6rnekleri kullanilmistir. Elde edilen DNA'nin gogal-
tilmast icin rDNA bélgesinden secilen TCCTCCGCTTATTGATAT ve CCTGTTTGAGCGTCRTTT
primerleri ile FAM-TAMRA ile isaretlenmis CATTGCTTGCGGCGGTA TagMan probu kullanilmis-
ur. Amplifikasyon LightCycler 2.0 (Roche, ABD) cihazinda gergeklestirilmistir. Pozitif kontrol 6rnek-
lerinden 2 adet doku 6rneginde (%5) yalanci negatiflik elde edilmistir. Klinik drneklerin 17 tanesinde
(%17) pozitif sonug alinmugtir. Caligmanin ikinci boliimiinde, testin maliyet analizinin yapilmast icin ti¢
ayr1 firmadan fiyat teklifi alinmigtir. Fiyat teklifi veren firma isimleri sakli tutularak, onerilen test proto-
kolleri modifiye edilmistir. Amplifikasyon karigimi i¢in dnerilen 25 mikrolitre yerine, 12.5 mikrolitre ve
10 mikrolitre kullanildiginda sonuglarin degismedigi gérilmustiir. SUT fiyat1 gelir olarak, 25, 12.5 ve 10
mikrolitrelik amplifikasyon karigimlarinin maliyeti gider olarak hesaplanmustir. Giderler SUT fiyatindan
cikarilarak net kar hesaplanmistir. Amplifikasyon karisimi 25 mikrolitre olarak kullanildiginda, 14.80 TL
ile 24.80 TL, 12.5 mikrolitre kullanildiginda 29.60 TL ile 49.60 TL, 10 mikrolitre olarak kullanildiginda
ise 35.52 TL ile 59.52 TL arasinda degisen test basi net kar elde edilmistir. Sonug olarak, SUT daki ad:
ile “Candida PCR” testinin rutin olarak uygulanmasinin hastalar icin ¢ok degerli sonuglar verdigi, astelik
test iceriginde kalite kontrolii goz ard1 edilmeksizin yapilan diizenlemelerin, bu testin uygulandig: labo-
ratuvarlara dort kata kadar kar kazandirabilecegi gosterilmistir.

Anabhtar sézciikler: Candida, PCR, maliyet analizi, Saglik Uygulama Tebligi.

15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi 167



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

P02-11

KANDIDOZLU SICAN BOBREK DOKULARINDA IL-17 GEN
IFADELENMESININ GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
ILE GOSTERILMESI

Seda Usta, Isil Fidan, Ayse Kalkanci, Emine Yesilyurt
Gazi Universitesi Tup Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarin sistemik mantar enfeksiyonlarina duyarliliklari artmakeadur.
Bu hastalardaki enfeksiyonlar; siddetli, hizli ilerleyen, tanist ve tedavisi zor olan enfeksiyonlardir. Nor-
mal flora elemani olarak bulunan Candida tiirleri insanda firsatg1 enfeksiyonlarin en 6nemli nedenlerin-
dendir. Candida cinsi mayalara verilen bagisik yanitin humoral (sivisal) ve hiicresel olmasi, derecesi ve
bunlardan birine ait 8ncelik sirasi, enfeksiyonun tiiriine gore degisir. CD4+ yardimer T hiicreleri degisik
sitokinleri tireterek farkli fonksiyonlara neden olan efektdr hiicre alt gruplarina farklilagabilirler. 2006
yilinda, farklilasmamis CD4+ T hiicrelerinin ortamda interldkin (IL)-1, IL-17, IL-6, IL-21 ve IL-23 var-
liginda Th17 hiicrelerine donistiikleri gosterilmistir. Th17 hiicrelerinin hangi enfeksiyonlara kargi gorev
aldiklari arastirilmaktadir. Bu caligmada, invazif kandidoz olusturulmus sican modelinde IL-17 ifadesinin
aragtirilmast hedeflenmistir. Enfeksiyon modeli, sicanlara verilen C.albicans ATCC 10231 referans ko-
keni ile gergeklestirilmistir. Ayrica kontrol grubu olusturularak enfekte grup ile karsilastirma yapilmistir.
Gen ifadelenmesinin gosterilmesi icin CTCAGACTACCTCAACCGTTC ve GTGCCTCCCAGAT-
CACAGAAG primerleri ile SYBR Green kullanilarak ger¢ek zamanli PCR yéntemi uygulanmistir. Erime
egrisi analizleri yapilarak degerlendirme yapilmistir. Hayvanlardan alinan bobrek dokularindan yapilan
kiiltiirde Candida kolonileri izole edilmistir. Mantara 6zgiil primerler kullanilarak enfeksiyon varligi dog-
rulanmisur. Kandidemi grubunda PCR ¢aligmast sonucunda IL-17 ifadelenmesi, 12 6rnegin 10’unda
(%83.3) pozitif bulunmugtur. Kontrol grubundaki érneklerin higbirinde pozitiflik saptanmamistir. Buna
gore, kandidoz sirasinda immiin hiicrelerle iligkide IL-17’nin 6nemli rol oynadig: diistintilmistiir. Etken
olan sitokin profillerinin tam olarak belirlenmesinin, Candida enfeksiyonlarindan korunmada ve tedavi-
de yeni seceneklerin gelistirilmesine olanak saglayacag: diistintilmiistiir.

Anabhtar sézciikler: Candida, sitokin, IL-17, gen ifadelenmesi.
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TRICHOPYHTON MENTAGROPHYTESVE TRICHOPHYTON RUBRUM
KOMPLEKS YAPILARININ FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI
SPEKTROSKOPI (FT-IR) ANALIiZi iLE DEGERLENDIRILMESI

Cagri Ergin', Macit [lkie?, Yasar Gok?, Mustafa Zafer Ozel?, Ahmet Hilmi Con’, Nilgiin Kabay?,

Sevil Zencir?, Aylin Ateg?

! Pamukleale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Denizli.

2Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Tibbi Mikoloji Bilim Dali, Adana.
3 Pamutkkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Denizli.

“York Universitesi, Kimya Boliimii, YO10 5DD, York, Ingiltere.

SPamukkale Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Denizli.

Trichophyton mentagrophytes ve Trichophyton rubrum kompleks'in ayrimi genellikle zaman alic1 ve kar-
magtktr. Molekiiler temelli yontemler ise pahalidir ve deneyim gerektirir. Bu ¢alismada, iki farkli derma-
tofit tiirtiniin Fourier déniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopi analizi sonuglarina gére ayrim gosteren
bolgelerinin varligi arasturilmistur. Calismada, 6 Zmentagrophytes (L asteroides CBS 424.63, T.erinacei
CBS 344.79, CBS 511.73, CBS 677.86; Tmentagrophytes CBS 110.65 ve T quinckeanum CBS 572.75)
ve 11 Trubrum kokeni (7 fischeri CBS 1000081, T kanei CBS 289.86, T kuryangei CBS 518.63, CBS
422.67; T.raubitschekii CBS 202.88, CBS 102856, CBS 125604, CBS 125605; 7.rubrum CBS 392.58,
CBS 302.60 ve Trubrum var.nigricans CBS 100237) incelenmistir. Trichophyton kokenleri Kimming
agarda 3 hafta siire ile inkiibe edilerek tiretilmis ve liyofilize edilmistir. FT-IR spektroskopi analizi Perkin-
Elmer cihazinda yapilmistir. Calismada, 1700-960 cm-1 spektral sinirlar alinmig ve bu sinirlar iginde
gruplasan bolgeler kargilikli olarak degerlendirilmistir. Veriler Ward siniflama metodu ile analiz edilmistir.
Sonug olarak, FT-IR ile dermatofitlerin tiitler arast ve/veya tiir i¢cinde ayriminda kullanilabilecek spektral
bolge(ler) bulunamamusur. Bulgularimiz, T mentagrophytes ve 1Trubrum kompleksin ayiriminda FT-IR
spektroskopinin tek basina yeterli olamayacagina isaret etmektedir. FT-IR spektroskopi temelinde gelis-
tirilen benzer yéntemlerin de Zrichophyton spp. ayriminda yararlari test edilmelidir. Test 6ncesinde, man-
tar hiicre duvarinin organizasyonunda standardizasyonun saglanabilmesi durumunda daha kesin verilere
ulagilabilecegi diisiiniilmiistiir. Daha ¢ok koken ile verilerin yeniden incelenmesi yararli olabilecektir.

Anahtar sézciikler: Trichopyhton mentagrophytes, Trichopyhton rubrum, FT-IR, spektroskopi.
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PNEUMOCYTIS JIROVECII PNOMONISI TANISINDA GERCEK ZAMANLI
POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU KULLANILMASI

Giilsah Biter, Ayse Seyer, Israa Jabban, Merve Aydin, Sevgi Ozyegen Aslan, Ali Fouad, Feyza Demir,
Burge Yal¢in, Ayse Kalkanci, Semra Kusgtimur
Gazi Universitesi Tup Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Pneumocystis jirovecii, tanusinda direk drneklerin gomori-metanamin giimiisleme ile boyanmasi veya
direk floresan antijen yontemi ile incelenmesi dnerilen pnémoni etkeni firsat¢i bir mantardir. Hastalarin
bir ¢ogunda ampirik tedavi uygulanmasi, 6rneklerin tedavi baglandiktan sonra alinmasi gibi nedenler ile
orneklerde yeterli sayida kist goriilemedigi i¢in, tanida zorluklar yasganmaktadir. Pneumocystis pnémo-
nisi, tanidaki giigliikler nedeniyle molekiiler tani ydntemlerinin ¢ok yararli olacag bir enfeksiyon hasta-
ligidir. Bu galismada, solunum yolu 6rneklerinde Pjirovecii DNA'sinin saptanmasi amaciyla gelistirilen
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) protokolii sunulmaktadir. Haziran 2009-Ocak 2010
tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen bronko-
alveolar lavaj, balgam, trakeal aspirat ve agiz ¢alkant suyundan olugan 236 klinik 6rnek ¢alismaya dahil
edilmistir. Orneklerden DNA eldesi icin Heliosis Ekstraksiyon Modiilii (Metis Biyoteknoloji, Ankara)
kullanilmugtir. 5.8S ribozomal gen bélgesinden segilen primerler (5-GGC TGA TCA TCA AAG AAG
CAT GGA TA-3) (5-CGG CAT AGA CAT ATT CGA TAC TTG TT-3) ve prob (FAM-TGC GTG
AAA CAG ATA CAT GGA GCT CTA CCC-TAMRA) kullanilmistir. Amplifikasyon soliisyonu i¢in
primer ve prob karisimi, FastStart DNA Master Plus HybProbe kiti kullanilarak, ger¢ek zamanli PCR
yontemi (LightCycler 2.0, Roche, ABD) uygulanmigtir. Amplifikasyon TagMan yontemi ile gercekles-
tirilmis, veriler 530 kanalindan kantitasyon analizi ile degerlendirilmistir. Pnémoni 6n tanust ile izlenen
225 hastanin toplam 236 6rneginden %16.1'inde (38 ornek) Pjirovecii DNAs1 pozitif bulunmustur.
Pjirovecii tanisinda kullanilmakta olan PCR temelli bir ticari sistem bulunmamaktadir. Gelistirilmis olan
her yontem bu agidan deger tagimaktadir. Genis hasta gruplarinda, diger tant yontemleri ile kargilagtir-
mali sonuglarin elde edilmesi, testin kullanimini yayginlastiracakur.

Anahtar sézciikler: Pneumocytis jirovecii, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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OTOIMMUN HASTALIKLARDA ANTINOTROFIL SITOPLAZMIK
ANTIKORLARIN ARASTIRILMASI

Mehmet Ozdemir, Nadire Seval Giindem, Biilent Baysal
Seleuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya.

Antinétrofil sitoplazmik antikorlar, monositlerin lizozomlar: ve nétrofillerin sitoplazmik graniillerinde
bulunan antijenlere karst olusan otoantikorlardir. Ozellikle Wegener graniilomatosis olmak iizere pek ¢ok
sistemik vaskiilitte tant degeri olan prognostik belirteclerdir. Bu ¢aligmada, hastanemizde 2009 yilinda
otoimmiin hastalik veya vaskiilit 6n tanist alan 1040 hastanin serum 6rneklerinde antinétrofil sitoplaz-
mik antikorlar (ANCA) indirekt immiinofloresans yéntemi ile arastirilmis, hedef antijenleri ve nétro-
fillerde olusturduklari paternlere gore sitoplazmik (cANCA) veya periniikleer (pPANCA) ANCA varligt
kalitatif olarak belirlenmistir. Toplam 1040 hastanin 44’tinde (%4.2) ANCA pozitif olarak bulunmus;
bunlarin 34’ (%3.2) pANCA, 10’u (%1) cANCA olarak izlenmistir. Toplam 44 hastanin 4’0 vaskiilit,
4’ti romatoid artrit, 5’i bag dokusu hastaligi, 5°i artrit, 2’si SLE, 10’u kronik akciger hastalig1 tanisi alan
hastalardir. 14 hasta ise herhangi bir hastalik tanist almamistir. ANCA pozitifliginin otoimmiin hastalik-
larda 6zellikle vaskiilitlerde olmak tizere tant agisindan 6nemli bir yeri vardir. ANCA, otoimmiin hasta-
liklarda taniya yardimci, arastirilmast gereken 6nemli bir otoantikordur.

Anahtar sézciikler: Antinotrofil stoplazmik antikor, otoantikor, otoimmiin hastalik.
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VISERAL VE KUTANOZ LEISHMANIASIS ENFEKSIYONLARININ TANISI iLE
PARAZITIN TUR VE TURICI FARKLILIKLARININ TURKIYE’DE ENDEMIK
BOLGELERE GORE BELIRLENMESI

Seray Ozensoy Toz!, Asli Tetik®, Yusuf Ozbel', Hatice Ertabaklar?, Fadile Yildiz Zeyrek®, Giilnaz
Culha’, M. Ziya Alkan®, Cumhur Giindiiz'

! Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dals, Bornova, lzmir.

2Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Aydin.

3Harran Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dalr, Sanlurfa.

“Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dals, Antakya, Hatay.

SEge Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Bornova, Izmir.

Tirkiyede kutandz Leishmaniasis (KL)e Leishmania tropica ve L.infantum, viseral Leishmaniasis
(VL)e ise L.infantum sebep olmaktadir. Sanlurfa ve Aydin illerindeki hastalardan izole edilen L.zropica
izolatlarinin 6n galigmalarda genotipik olarak farkli oldugu belirlenmis, bu durum konvansiyonel yéntem
izoenzim analizi ile de onaylanmustir. Képeklerin rezervuar rolii oynadigt visseral Leishmaniasis etkeni
L.infantum da tilkemizde iki farkli zimodemde saptanirken PZR-RFLP yontemi ile ¢ farkli grup olus-
turmuslardir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalardan tilkemizdeki Leishmania tirlerinin zimodem analiz-
lerine yansiyabilecek diizeyde genotipik farkliliklar icerdigi anlagilmaktadir. Bu ¢alismada, ¢esitli klinik
orneklerle gercek zamanli PZR yontemi ile hizli, kolay ve standardize edilmis tan1 koyarken, ayni zaman-
da da etken parazitin tiir tayini ve/veya tiir i¢i genotip grubunun saptanmasi amaglanmisur. Nikleer
ITS ve kinetoplastik DNA'nin bir béliimii hedef olarak secilmistir. Calismada, toplam olarak 430 klinik
ornek incelenmis ve tiir tanimlanmasi agisindan uygun oldugu saptanan /757 bélgesi igin bu ¢alisgmada
hazirlanan prob ile tiir tanimlanmasi ¢aligmalari yapilmistir. Ayrica 134 ornek gercek zamanli PZR ile
cogalulan bélgeden sekans analizi yaptirilarak analiz edilmigtir. /757 gercek zamanli PZR ile pozitif ola-
rak saptanan 402 6rnegin 341’inde (%84.8) tiir ayrimu gergeklestirilmis, 61’inde (%15.2) ise cift pik elde
edilmis ve uygulanan diger molekiiler analizlerle kesin tiir ayrimi yapilmasinin miimkiin olmadigi sonu-
cuna ulagilmisur. Aile agact analizinde, L.infantum’un hem VL hem de KL etkeni oldugu, farkli hasta
orneklerinde diigiik tiir ici farklilik gosterdigi; L.tropica’nin ise fazla heterojenite gosterdigi ve KUnin yant
stra VL etkeni de olabilecegi belirlenmistir. Epidemiyolojik degerlendirme sonucunda /757 PZR ve dizi
analizlerine gére saptanan Leishmania tiir sonuglari ile il bazinda aile agaglari ve Leishmaniasis dagilimini
gosteren haritalar hazirlanmugtir.

Anahtar sézciikler: Leishmania, Leishmaniasis, kiitanoz, viseral, tani, tiir, genotip.
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DISKIDA PARAZIT ARANMASINDA TAZE PREPARAT INCELEMESI iLE BiR
KONSANTRASYON YONTEMININ KARSILASTIRILMASI

Elif Cihadiye Oztiirk!, Asiye Alunéz', Sahika Gégmen', Fulya Ozaras', Emel Caliskan!,

Giilkan Karadag', Fatma Avcioglu', Handan Ankarali®

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi, ' Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Daly, *Biyoistatistik Anabilim Dals,
Diizce.

Kasim 2009 tarihinde Diizce Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr’'nda gergeklestirilen bu
prospektif ¢alismada, ilimize bagl: bir ilgedeki okul ¢ocuklarinda barsak parazitleri aragtirilmistir. Calis-
maya, 523 gocuktan toplanan diski 6rnekleri dahil edilmistir. Ornekler 6nce direkt ve lugollii taze pre-
parat hazirlanarak, sonrasinda ise bir konsantrasyon yontemi ile incelenmis ve her iki yontem ile alinan
sonuglar kargilastirilmistr. Direke taze preparat incelemesinde; 77 6rnekte Giardia intestinalis, 1 rnekte
Ascaris lumbricoides ve 1 drnekte Hymenolepis nana saptanirken, konsantrasyon yontemi ile 79 ornekee
G.intestinalis, 1 6rnekte A.lumbricoides ve 1 6rnekte H.nana saptanmistir. Calismamizda, direke incele-
me ve konsantrasyon ile inceleme yontemleri arasindaki uyum Kappa analizi ile degerlendirilmis ve yon-
temler arasinda yiiksek diizeyde uyum oldugu (Kappa=0.985; P=0.0001) belirlenmistir. Direke ve lugollit
taze preparat incelemesinin konsantrasyon yéntemine gore degerlendirmesinde ise, duyarliligi %97.5,
ozgtlligi %100, negatif predikdif degeri %99.6 ve pozitif prediktif degeri %100 olarak bulunmustur.
Caligmamizin sonuglari, direke lugollii taze preparat incelemesinin digkida parazitlerin saptanmasinda tek
bagina da yeterli olabilecegi diisiindiirmektedir.

Anabhtar sézciikler: Direkt inceleme, digki, parazit, konsantrasyon yontemi.
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CANDIDA ALBICANS UZERINE OMEPRAZOLUN iN VITRO ANTiFUNGAL
ETKIiSININ ARASTIRILMASI VE MOLEKULER OLARAK TANIMLANMASI

Fahriye Kiiciikaslan', Sabri Siimer', Hasibe Cingilli Vural?, Zeki Severoglu'!, Orcun Isler?
"Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Anabilim Dals, Lstanbul,
2Seleuk Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Konya.

Immiin sistemi baskilanmis hastalarda sistemik mantar enfeksiyonlarinin mortalitesinin yiiksek olmast
nedeniyle, erken tani ve tedavi biiyiik 6nem tagimakta ve hastalarin yasam oranini yiikseltmektedir. Hizli
tani i¢in son yillarda etkenin niikleik asidini tespit etmeye yonelik molekiiler yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu calismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Candida albicans suglarinin in vitro
omeprazol duyarliliginin arastrilmast ve tiir ayirimi ve genotipik farkliliklarin saptanmasinda polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR)’nun degerlendirilmesi amag¢lanmigtir. Calismaya, Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egi-
tim ve Arastirma Hastanesi’nde yatan ya da polikliniklere bagvuran 0-78 yas arasindaki hastalarin cesitli
klinik érneklerinden (kan, idrar, balgam, oral lezyon, genital lezyon) izole edilen 150 C.albicans susu
alinmugtir. Izolatlar, konvansiyonel mikrobiyolojik ve biyokimyasal (AP1 Candida) yontemlerle tanim-
lanmig; antifungal duyarlilik testleri CLSI standartlarinin M27-A3 kilavuzunda belirtilen mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak yapilmistir. PZR yontemi icin 6rneklerden DNA ekstraksiyonu, EZ1 otomatik
niikleik asit izolasyon sistemi (Qiagen, Germany) ile ger¢eklestirilmis ve amplifikasyon icin Candida ge-
nomunda viriilans genlerini hedefleyen 6zgiil primerler kullanilmigtir. Ayrica tiirler igerisindeki genetik
polimorfizm, standart suglarla karsilagtirilarak filogenetik olarak incelenmigtir. Tiim deneylerde kontrol
olarak Candida albicans ATCC 90028 ve Candida krusei ATCC 6258 standart suslart kullanimistir.
Caligmamizda, omeprazoliin belirli bir MIK araliginda (<320pg/ml) (Siimer Z ve ark. C.U.Tip Fak.
Derg 2005; 27:74) etkili oldugu, yiiksek konsantrasyonlarda ise mantarin tiremesini destekleyen yonde
etki gosterdigi goriilmiistiir. Molekiiler calismalarda, C.albicans izolatlarinda viriilans faktorlerinin belir-
lenmesinde HIS1-2 primeri ile basarili amplifikasyon saglanmis ve ayrica C.albicans izolatlari arasinda
anlamli bir genotipik farklilik tespit edilmemistir. Buna karsin konvansiyonel yontemlerle C.albicans
olarak tanimlanan bir susun, molekiiler yontemle C.dubliniensis oldugu belirlenmis; ARG4 primerinin
C.dubliniensis e 6zgii oldugu ve tiir ayirimi icin segici 6nemli bir belirte¢ oldugu distiniilmiistiir.

Anabhtar sézciikler: Candida albicans, omeprazol, antifungal, genotip, PZR.
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ISTANBUL'DA BiR LiSE ORTAMINDAKI BAKTERIYEL KOLONiZASYONUN VE
AEROFUNGAL FLORANIN ARASTIRILMASI

Mustafa Kat1!, Mehmet Ali Onaran?®
! Uskiidar Milli Egitim Miidiirligii, Selimiye Anadolu Tarim Meslek Lisesi, Lstanbul,
*Mugla Milli Egitim Miidiirliigii, Mugla Anadolu Lisesi, Mugla.

Bu caligmada, [stanbul, Selimiye Tarim Meslek Lisesi igindeki cesitli ortamlardan alinan gevre rnekle-
rinde bakteriyel kolonizasyonun aragtirilmast ve okul ¢evresindeki havada fungus florasinin belirlenmesi
amaglanmistir. Caligmada, bir egitim giinii sonunda temizlik yapilmadan 6nce, rutin temizlik isleminden
sonra ve sodyum hipoklorit ile yapilan temizlik isleminden sonra olmak iizere tiger kez merdiven trabza-
n1, 6grenci tuvaletlerindeki musluk baglar1 ve kap kollari ile rastgele secilen 6grenci siralarindan siiriintii
ornekleri alinmistir. Ornekler, koyun kanli ve EMB agar besiyerlerine ekilerek 37°C'de 24 saat inkiibe
edilmis ve tireyen koloniler hem konvansiyonel yontemlerle (Gram boyama, biyokimyasal testler) hem
de otomatize ticari bir sistem ile tanimlanmigtir. Hava 6rnekleri ise, okul ¢evresinde belirlenen dért farkl
bolgeden, Saboraud dekstroz agar besiyerleri kullanilarak, petri agma yoéntemiyle (1.5-2 m yiikseklikte 20
dk tutulmak suretiyle) birer ay arayla dérder kez toplanmis ve 28°C’de bir hafta siireyle inkiibe edilmistir.
Aecrofungus kolonilerinin tanimlanmasi konvansiyonel mikroskopik ydntemlerle yapilmis ve standart
kilavuzlar kullanilarak mantarlar cins diizeyinde tanimlanmustir. Calismamizda, temizlik 6ncesi alinan
tiim Srneklerde yogun olarak (260 koloni olusturan tinite/pleyt) Escherichia coli, Staphylococcus epider-
midis, Klebsiella spp., Bacillus spp. ve difteroid basil varlig1 saptanmug; rutin temizlik isleminden sonra
ayn1 bolgelerden alinan 6rneklerde bakteri sayilarinda ortalama 2.8 log,  diizeyinde azalma oldugu izlen-
mis; sodyum hipoklorit ile yapilan temizlikten sonra ise ayni bolgelerden alinan drneklerin higbirisinde
bakteri tiremesinin olmadig1 belirlenmistir. Aerofungal floranin degerlendirilmesinde; hava drneklerinde
birbirlerine benzer oranlarda olmak tizere (ortalama: 5-8 koloni olusturan tinite/pleyt) Penicillium, Asper-
gillus, Cladosporium ve Alternia tiitleri izole edilmis ve cins dagilimlari agisindan bolgeler arasinda anlamli
bir fark saptanmamistir (p>0.05). Sonug olarak, dnemli bir toplu yasam alani olan okullarda, gevresel ve
capraz kontaminasyonun azaltilmasi/6nlenmesi amaciyla standart dezenfeksiyon yontemlerinin titizlikle
uygulanmasi gerektigi diigiiniilmiis; ayrica 6grencilerin, el yikama ve kisisel hijyen konusunda egitilmesi
gerektigi ve hava kaynakli mantar florasinin atopik kisilerde alerjik reaksiyon olusturma potansiyeli ko-
nusunda bilinglendirilmesinin yararli olacagt kanisina varilmigtir.

Anabhtar sézciikler: Cevresel kontaminasyon, dezenfeksiyon, acrofungus, fungal alerji.
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BOR’UN BINA DUVARLARINDAN iZOLE EDILEN KUF MANTARLARINA KARSI
ANTIFUNGAL ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Mustafa Kau', Mehmet Ali Onaran?, An1 Altug Curna®
!Selimiye Anadolu Tarim Meslek Lisesi, Uskiidar, Istanbul.
’Mugla Anadolu Lisesi, Merkez, Mugla.

Kiif mantarlari, yaganilan/galisilan ev ve binalarda, insan saglig: tizerinde ciddi olumsuz etkiler olustu-
ran “hasta bina sendromu”na neden olan bircok faktor arasinda ilk siralarda yer almakeadir (Kreiss K. Am
J Public Health 1990; 80:1172) . Bu nedenle, rutubete ve bagil neme bagli olarak binalarin i¢ veya dis
ortamlarinda meydana gelen kiif kolonizasyonu/kontaminasyonunun énlenmesi amaciyla, ingaatlarda
kullanilan yapi ve yalitim malzemelerinin se¢imi 6nem tagimaktadir. Diger taraftan, giiniimiizde birgok
alanda yaygin olarak kullanilan bor (Boron; B) bilesiklerinin, kiif ve maya mantarlarina kargi antifungal
etkisinin oldugu cesitli ¢alismalarda bildirilmektedir (Baker SJ, et al. ] Med Chem. 2006; 49:4447. ;
Rock FL, et al. Science 2007; 316: 1759. ; Hicks JW, et al. Chem Biodivers 2008;5:2415.; Qin G, et
al. Int ] Food Microbiol 2010; 138:145). Bu ¢alismada, bina duvarlarindan toplanan 6rneklerden izole
edilen kiif mantarlarina karst bor’un in vitro antifungal etkisinin arastrilmast amaglanmigtir. Caligmaya,
Mugla ili, Diigerek ve Orhaniye mahallelerinde rastgele segilen ev ve binalarin rutubetli i¢ ve dig duvar-
larindan kazimak suretiyle alinan drnekler dahil edilmigtir. Steril serum fizyolojik igine 100’er gr olarak
alinan 6rnekler, homojenize edildikten sonra 1/1, 1/10 ve 1/100 oranlarinda sulandirilmis ve her sulan-
dirimdan ikiser adet olmak fizere, farkli konsantrasyonlarda (50 mM, 150 mM, 300 mM ve 600 mM)
borik asit iceren ve icermeyen Sabouraud dekstroz agar besiyeri plaklarina kantitatif ekim yapilmistir.
30°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra besiyerlerinde iireyen koloniler, makroskopik ve mikroskopik ola-
rak degerlendirilmigtir. Calismamizda, alinan tiim 6rneklerden, tek ve ayni cins kiif mantar1 (olas: tani;
Penicillium) izole edilmis ve bu durumun ayni ya da komsu bolgelerdeki ev/bina duvarlarindan alinmig
olmasindan kaynaklandig diisiiniilmiistiir. Bor icermeyen besiyerlerinde yogun kiif tiremesi saptanirken
(ortalama; 1.8-3.5x10° cfu/ml), 50 mM ve 150 mM bor igeren besiyerlerinde koloni sayilarinda dramatik
olarak azalma saptanmug (sirastyla ortalama; 2.1-4.3x10" ve 0.3-0.5x10" cfu/ml), 300 mM ve 600 mM
bor igeren besiyerlerinde ise fungus iiremesinin tamamen inhibe oldugu gériilmiistiir. Sonug olarak,
binalarin yapim ve izolasyonunda, %3 bor oksit iceren (500 mM borik aside egsdeger) BAB (borlu aktif
belit) ¢imentosunun kullanilmasinin, insaat sektoriindeki bir¢ok avantajinin yani sira, rutubetlenme ve
kiif kolonizasyonunun, dolayisiyla da alerjik semptomlarin 6nlenmesi/azalulmast agisindan da énemli
yarar saglayacag diisiintilmistiir.

Anahtar sézciikler: Bor, kiif mantari, antifungal etki, hasta bina sendromu.
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P03-01

PANDEMIK INFLUENZA A (HIN1) TANISINDA HIZLI ANTIJEN TESTI iLE
PZT’NIN KARSILASTIRILMASI

Begiim Nalca Erdin', Ozgen Alpay Ozbek!, Murat Duman?, Ayca Arzu Sayiner!
!Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Lzmir.
2Cocuk Hastaliklar: Anabilim Dals, Izmir.

Pandemik influenza A virusu (H1N1v), Nisan 2009 tarihinde ilk kez Amerikada saptandiktan sonra
hizla diinyanin diger iilkelerine de yayilmistr. Pandemik virus enfeksiyonunun kesin tanisi icin polime-
raz zincir tepkimesi (PZT) yontemi onerilmektedir. Hizli antijen tant testlerinin, mevsimsel influenza
icin duyarhilik ve 6zgiilliigii, genellikle sirastyla %70-75 ve %90-95 arasinda degismektedir. Ancak bu
testlerin pandemik virus icin de duyarlilik ve dzgiilliiklerinin degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu ¢a-
lisgmanin amaci, pandemik virus enfeksiyonu tanisinda hizli antijen testlerini, gercek zamanli PZT ile
kargilagtirarak, testin duyarlilik, dzgiillitk ve prediktif degerlerini belirlemektir. Calismada, Kasim 2009
- Ocak 2010 aylarinda, DEU Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvar’'na génderilen, tamami gocuklardan
alinan 68 adet nazofarengeal aspirat, hizli antijen tani testi (Becton Dickinson, Directigen EZ Flu A+B
Test, USA) ile influenza A agisindan ve gercek zamanli RT-PZT (Artus Infl./H1 LC/RG RT-PCR Kit,
Qiagen, Almanya) ile influenza A/B ve HIN1v acisindan incelenmistir. 68 drnegin, 26’st hizli antijen
testi ile, 40’1 influenza PZT ile pozitif bulunmustur. Hizli antijen tani testinin, influenza PZT ye gére
duyarliligi %62.5, 6zgilligi %96.4; HIN1v PZT ye gore ise duyarliligi %63.4, 6zgilligi %100 olarak
bulunmustur (Tablo). Antijen testinin, HIN1 PZT’ye gore pozitif prediktif degeri %100, negatif pre-
dikeif degeri %64.2 olarak hesaplanmugtir. Hizli antijen testi pediyatrik hasta grubunda taniya yardimct
olarak kullanilabilir. Antijen testinin yalanci pozitifliginin olmamast ancak duyarliliginin diisiik olmasi,
antijen pozitif olgularin enfekte olarak kabul edilebilecegini, ancak negatif 6rneklerin PZT ile caligilmast
gerektigini gostermektedir. Ornekler sadece cocuk yas grubundan oldugu icin eriskinlerle ilgili yorum
yapilamamistir. Saptanan prediktif degerler, ¢alismanin yapildigi pandeminin tepe donemine aittir.

Anahtar sézciikler: Pandemik influenza A virusu, hizli antijen tant testi, polimeraz zincir tepkimesi.

Tablo : Antijen testi ile influenza A/B ve HIN1v RT-PZT sonuglarinin karsilastirimasi

influenza A antijen testi influenza A RT-PZT H1N1v RT- PZT

Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 25 1 26 26 0 26
Negatif 15 27 42 15 27 42
Toplam 40 28 68 41 27 68

15 — 19 Haziran 2010 » ODTU Kiiltiir ve Kongre Merkezi 177



6. ULUSAL TANISAL VE MOLEKULER MIKROBIYOLOJI KONGRESI

P03-02

PANDEMIK INFLUENZA 2009 VIRUSUNUN TESPITINDE KULLANILAN
GERCEK ZAMANLI PCR SISTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Nurhan Albayrak', Ayse Basak Altas', Giilay Korukluoglu', Mustafa Ertek?
'Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvari, Ankara.
?Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanlygi, Ankara.

Calismamizda, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Influenza Laboratuvar’nda pandemik influenza
virusunun tanust i¢in kullanilan “in house” ger¢ek zamanli (real-time) PCR sistemi ile ticari iki kit ile
gerceklestirilen gercek zamanli PCR sisteminin sonuglarinin kargilagtirilmasi amaglanmugtir. “In house”
PCR testi, “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC) 6nerileri dogrultusunda CDC'den sag-
lanan primer ve problar ile gergeklestirilmistir. Influenza virusunun tanist igin Influenza A, swinfluenza
A, swinfluenza H1 ve RNaseP primer prob setleri kullanilmis ve 4 parametre ayni dongiide caligilmugtir.
Inf A, tiim tip A influenza viruslaring; swlnfA, tiim “swine” (sw) influenza A viruslarini ve swH1 “swine”
H1 influenza viruslarini tespit etmektedir. RNaseP ise drnegin insan RNA’s: icerip icermediginin kont-
rolii (eksternal internal kontrol) i¢in kullanilmaktadir. Qiagen Artus Infl/H1 (Qiagen Artus, Germany)
ve Roche Launches Complete Detection Kit for Influenza A /HIN1 (Roche, Germany) ticari kitleri tek
dongiide caligilmak tizere genel influenza ve sw influenza H1 primer prob setlerini icermektedir. Calis-
mamizda, sw influenza pozitif vakalarin takip drneklerinden (5-10. giinlerde alinan 6rnekler) olusan
toplam 33 6rnek, CDC ve kitlerin protokoliine gore ayrt ayri galisilmustir. Orneklerinin 5’1 her iig sistem
ile de negatif, 24 6rnek ise her {i¢ sistemin tiim parametreleri ile pozitif olarak tespit edilmigtir. Kalan 4
ornekte ise; CDC primer seti ve Roche kiti kullanildiginda sadece InfA’lart pozitif saptanirken, Qiagen
kiti ile bu 6rneklerin yalnizca swH1leri pozitif olarak tespit edilmistir. Sadece bir parametre agisindan
pozitif tespit edilen bu 4 6rnek, semptomlarin baglangicindan sonraki 8-10. giinlerde alinan érneklerdir.
Calismamuzin sonucunda, semptomlarin baslangicindan itibaren ilk yedi giin igerisinde alinan solunum
orneklerinde her {i¢ sistemin de sw influenza virusunu tespit ettigi, ancak bir haftadan sonra CDC ve
Roche firmasina ait InfA primer setinin ve Qiagen firmasina ait swH1 setinin duyarliligini korudugu
tespit edilmistir.

Anahtar sézciikler: Pandemik influenza, influenza A virusu, ger¢ek zamanli PCR.
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SAMSUN HIFZISSIHHA ENSTIiTUSU H1N1 PANDEMIi DENEYiMi

Abdullah Giivenli', Okan Kadir Nohut?
'RSHM Samsun Hifzissthha Enstitii Miidiirliigii Viroloji Laboratuvar:, Samsun.
2Ondokuz May:s Universitesi Biyoloji Boliimii, Genel Biyoloji Anabilim Dals, Samsun.

Bu ¢alismada, Samsun Hifzissthha Enstitiisit Midiirligti Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvarina
Karadeniz bélgesi Artvin, Rize, Trabzon, Ordu, Giresun, Samsun, Sinop, Amasya, Tokat illerinden, influ-
enza A HIN1 enfeksiyonu siiphesiyle gonderilen drneklerin, ger¢ek zamanli PCR yontemi ile caligilmast
sonunda elde edilen verilerin hasta bilgileri ile birlikte degerlendirilmesi ve bolgesel pandemi tablosunun
ortaya konulmast amaglanmistir. Calismaya, pandemik influenza enfeksiyonu siiphesi olan 640 hastadan
(358 erkek, 282 kadin) alinan siiriintii drnekleri dahil edilmistir. Hastalarin 233 (%36)’iinde >38°C
ates, 292 (%46)’sinde ise solunum giicliigii semptomlart mevcuttur. Orneklerden viral niikleik asit eks-
traksiyonu, RNA izolasyon kiti (Qiagen, EZ1 Virus Mini Kit v2.0) ile yapilmis ve elde edilen RNAlar
Artus Infl./H1 LC/RG RT-PCR kiti kullanilarak amplifiye edilmistir. Sonuglar Rotor-Gene Q Software
version 1.7.94 ile degerlendirilmistir. Calismamizda, 117 (%18.3) 6rnekte HINT pozitifligi tespit edil-
mis; pozitiflik orani 0-25 yas arast hastalar i¢in %54.7 (64/117), 25-260 yas arast hastalar i¢in ise %47
(55/117) olarak belirlenmistir. HIN1 pandemisi sirasindaki bu ¢aligmalar, ileride gelisebilecek salginlara
yaklagim yoniinden, Samsun Hifzissthha Enstitiisii laboratuvarlarinin donanim agisindan ¢ok daha iyi
konuma gelmesini saglamis ve sonuglar hicbir problemle karsilasiilmadan Saglik Bakanligr ve RSHM
Bagkanligr'nin tiim birimlerine zamaninda iletilmistir.

Anabhtar sézciikler: HIN1, pandemi, ger¢ek zamanli PCR, Samsun.
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INFLUENZA A HIN1 SALGINININ LABORATUVAR BILGILERINDEN
iZLENMESI VE OZELLIiKLERi

Isin Akyar', Tanil Kocagoz', Nadi Bakirci?, Sesin Kocagoz®, Merve Bayav?, Ibrahim Unsal’®
Actbadem Universitesi Tip Fakiiltesi, ' Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr, *Halk Saghgt Anabilim Dals,
3Enfeksiyon Hastaliklars Boliimii, °Biyokimya Anabilim Dalt, Istanbul.

“Acibadem Labmed, Istanbul.

Diinya ¢apinda 2009 yilinda yasanan influenza A HIN1 salgini iilkemizde de 6nemli bir salgina neden
olmustur. Bu arastirmada, biiyiik gogunlugu Istanbul'dan Actbadem Labmed laboratuvarina, influenza
A HINT tanust i¢in gonderilen hasta 6rneklerinin incelenmesi ile salginin dzelliklerinin ortaya konmasi
amaglanmugtir. Ornekler, 2009 Mayis ayinin ikinci yarisinda gonderilmeye baslanmis ve 2010 Ocak ay1
sonuna kadar toplam 5.242 6rnek gonderilmistir. Virus RNA’s1 izlenebilir (real-time) PZT ile aragtirilmug
ve orneklerin 2.769’unda influenza A HIN1 pozitifligi saptanmustir. Buna gore pozitiflik orant %52.8
olarak hesaplanmistir. May1s ve Haziran aylarinda az sayidaki bagvuruda (23 bagvuru) influenza virusuna
rastlanmazken, Temmuz ve Agustos aylarindaki bagvurularda artma goriilmiis, Eyliil ayinda ise yaklasik
dortte bir oraninda azalma izlenmistir. Bu {i¢ ayda pozitiflik orani %10-17 arasinda seyretmistir. Ekim
ayinin ortasinda bagvurularda ciddi bir arts ortaya ¢tkmis ve bu artig Kasim ayinda en st diizeyine
ulagmistir. Ornek sayisinin artmastyla birlikte pozitiflik orant da %70’in iizerine ¢ikmugtir. Aralik ayinda
pozitiflik oraninda hizli bir azalma goriilmiis ve Ocak ayinda gelen 40 drnekten sadece birinde influen-
za A HINI1 saptanmigtr. Bu veriler degerlendirildiginde; Eyliil ayinin sonunda okullarin agilmasinin
Ekim ay1 ortasindan sonra salginin hizla yayilmasina neden oldugu, Kasim ayinda toplumun ¢ogunun
bagisik hale gelmesiyle Aralik ayinda hasta sayisinin hizla azaldig diigtiniilmiistiir. Hastalarin yag ortala-
mast 18.2+15.7 yil olup, érneklerin yarist 12 yasin alundaki hastalara aittir. HIN1 pozitifligi saptanan
hastalarin yas ortalamasinin (14.8+13.1 yil), negatif olanlara gore (22.1+17.4) anlamli diizeyde diisiik
oldugu ve pozitifligin 6zellikle 20 yasin altinda artig gosterdigi izlenmistir. Erkeklerdeki pozitiflik orant
(%54.2), kadinlara gére (%51.3) goreceli olarak daha yiiksek saptanmugur. Salginin, daha ziyade geng
yastaki bireyleri etkilemis olmasi, yash kisilerin daha 6nce gegirdikleri influenza enfeksiyonlari nedeniyle
capraz korumaya sahip olmasindan kaynaklandig: diistintilmiistiir. Bu ¢alisma, laboratuvara gonderilen
orneklere ait bilgilerin iyi tutulmasi ve degerlendirilmesi durumunda, salginlarin izlenmesi ve ozellikleri
hakkinda dnemli bilgiler edinilebilecegini vurgulamaktadir.

Anabhtar sézciikler: Influenza A HINT1, salgin, 6zellikler, Tiirkiye.
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KRONIK HEPATIT B’Li HASTALARDA LAMIVUDIN, ADEFOVIR VE
ENTEKAVIR ILE TEDAVIi SONUNDA OLUSAN, ILAC DIRENCINE SEBEP
OLAN HBV POLIMERAZ MUTASYONLARI iLE BU MUTASYONLARIN HBV
KOR VE PREKOR BOLGESINDE ORTAYA CIKAN MUTASYONLAR iLE OLAN
MUHTEMEL iLiSKiSi

Mehmet Sami Serin', Giirol Emekdas?, Goniil Aslan?, Orhan Sezgin®, Engin Aluntag®, Aylin Dégen',
Seda Tezcan?, Enver Ucbilek?

Mersin Universitesi ' Eczacilik Fakiiltesi, Farmasitik Mikrobiyoloji Anabilim Dals, *Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Daly, > Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Anabilim Dali, Mersin.

Hepatit B virusu (HBV), bir DNA virusu olmasina ragmen, hata yapmaya acik bir viral revers trans-
kriptaz enziminin gorev aldig1 pregenomik RNA ters transkripsiyon olayt ile replike olmaktadir. Bu se-
beple HBV, genom igerisinde degisik mutasyonlar: olan genis bir “quasispecies” havuzu olusturmaktadir.

Sunulan bu ¢alismada, 2004-2009 yillart arasinda lamivudin (LAM) ve adefovir (ADV) ile en az iki
yil tedavi gérmiis sirastyla 100 ve 110 hasta serumu ile entekavir (ETV) ile bir yil tedavi gormiis 20 hasta
serumu olmak tizere toplam 230 serum 6rneginde, ilag direncine neden olan polimeraz gen bélgesinin
B, C ve D kangallarinda ortaya ¢ikan mutasyonlarin ve prekor ve kor bélgesi mutasyonlarinim “hemi-
nested” PCR ve DNA “cycle-sequensing” metodlart ile arastirilmasi amaglanmistir. Calisgmamizda kii-
miilatif LAM, ADV ve ETV muhtemel direngleri sirastyla; %23 (23/100), %2.75 (3/110) ve %0 (0/20)
olarak tesbit edilmistir. LAM direncine sebep olan rtM2041 ve rtM204V-rtL.180M dual mutasyonlari
strastyla; %13 (13/100) ve %7.27 (8/100) olarak, ADV direncine sebep olan rtN236T mutasyonu ise
%2.75 (3/110) olarak saptanmistir. ETV direncine sebep olan mutasyonlar 20 6rnegin hi¢ birisinde
tesbit edilmemistir. Ayrica, ADV ile tedavi gormiis grupta rtM2041 ve rtM204V-rtL180M mutasyonlari
strastyla; %7.27 (8/110) ve %4.54 (5/110) olarak, ETV ile tedavi gormiis grupta rtM204] mutasyonu
%15 (3/20) olarak belirlenmistir. Bunlara ilaveten ADV ile tedavi edilmis grupta net olarak tanimlana-
mamis olan rtI233V, rtN238R, P237H ve rtK241E mutasyonlarina da diisiik oranlarda rastlanmistir
(strastyla; %2.75, 1.8, 0.9 ve 0.9). Direng ile iliskili mutasyon tesbit edilen toplam 26 6rnegin 20’sinde
(%76.9), nt 1896 G-A mutasyonu tesbit edilmistir. Calismamiz sonucunda, ila¢ direnci mutasyonlar:
ve bu mutasyonlarin HBV kor ve prekor bolgesinde ortaya ¢ikan e-minus mutasyonlar: ile anlamli bir
birlikeelik sergiledikleri tesbit edilmistir (p<0.05).

Anahtar sozciikler: Hepatit B virusu, diren¢, mutasyon, adefovir, lamivudin, entekavir , PCR, DNA
dizi analizi.
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ESKISEHIR’DE OKULT (GIZLI) HEPATIT B VIRUS (HBV) ENFEKSIYONU
PREVALANSI

Yurdanur Akgiin, Tercan Us, Nilgiin Kasifoglu, Miinire Pinarbagl
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dals, Eskisehir.

Okiilt HBV enfeksiyonu, HBV antikorlar1 olsun ya da olmasin, saptanamayan HBsAg ile birlikte
serumda, immiin sistem hiicrelerinde ve/veya karacigerde disiik titrede HBV-DNA pozitifligi ile ka-
rakeerizedir. Prevalansi, HBV enfeksiyonunun toplumdaki prevalansina, test edilen hasta popiilasyonu-
na, serolojik ve molekiiler testlerin duyarliligina bagli olarak degisir. Tek bagina anti-HBc (+) bireylerde
prevalans %0-15 arasinda degismektedir. Bu caligmada, viral hepatit B 6n tanili hastalarda, okiilt HBV
enfeksiyonu prevalanst aragtirilmistir. ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 2001-
2009 yillart arasinda gonderilen HBV enfeksiyonu 6n tanili hastalara ait 9.577 serumda HBV-DNA,
gercek zamanli PCR (Qiagen); HBV, HCV ve HDV serolojik isaretleri ise, EIA (Axsym, Abbott) yon-
temi ile caligtlmigtir. HBsAg negatif, HBV-DNA pozitif serumlarin aminotransferaz diizeyleri arasu-
rilmigur. HBV DNA’s1 pozitif olan 2.335 hastanin 35’inde (%1.5) HBsAg negatifligi saptanmugstir. Bu
35 hastanin tiimiinde anti-HBc IgM (-), 16’sinda (%45.7) tek basina anti-HBc (+), 3’tiinde (%8.5) tek
bagina anti-HBs (+), 8’inde (%22.9) anti-HBs ve anti-HBc birlikte (+), 8’inde (%22.9) ise tiim HBV
serolojik isaretleri negatif olarak bulunmustur. Ug hastada anti-HCV pozitif olup, tiim hastalarda anti-
HDV negatiftir. 14 (%40) hastada ALT degerleri yiiksek saptanmistir. 12 (%34.3) hasta immiin diiskiin
konak &zelligi tasimakeadir. Sonug olarak ¢aligmamizda, Eskisehirde okiilt HBV enfeksiyonu prevalans:
%1.5 olarak belirlenmistir. Bu veri, Tiirkiyedeki diger galisma sonuglariyla uyumludur. Ulkemizdeki
caligmalarda okiilt HBV enfeksiyon oranlari; Akduman ve ark. tarafindan 935 HBsAg (-) olguda %5.77,
Yalginkaya ve ark. tarafindan 363 saglikli bireyde %1.1 olarak bildirilmis; Sener ve ark. 122 HBV-DNA
pozitif hasta serumunda HBsAg negatifligini %3.7 olarak saptamislardir. Immiin diiskiin hasta oranimiz
(%34.3) dikkate alindiginda, okiilt HBV enfeksiyon tanist konmasinin; reaktivasyonun dnlenmesi ve
tedavi stratejisinin belirlenmesi agisindan 6nemi de ortaya ¢ikmakeadir.

Anabhtar sézciikler: Hepatit B virusu, okiilt (Gizli) HBV enfeksiyonu, prevalans, Eskisehir.
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HEMODIYALIZ HASTALARINDA HEPATIT B ViRUS (HBV) VE HEPATIT
C VIRUS (HCV) ENFEKSIYONLARININ SEROLOJiK VE MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Ayla Ergani', Hadiye Demirbakan?, Hiiseyin Kogak®, Murat Tuncer?, Gézde Ongﬁts, Halide Akbas®,
H. Asuman Yavuz’, Biilent Yildirim?, Dilek Colak®

!Laboratoire de Virologie Moléculaire et Structurale Gif sur Yvette CNRS, Fransa.

2Sehitkamil Devlet Hastanesi Merkez Laboratuvar: Mikrobiyoloji Birimi, Gaziantep.

3Mardin Devlet Hastanesi, Mardin.

"Medicalpark, Antalya

SAlkdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya.

SAkdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Antalya.

7Atatiirk Devlet Hastanesi, Antalya.

$Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar: Anabilim Dali, Gastroenteroloji Bilim Dalt, Antalya.

Son dénem bébrek yetmezligi nedeni ile hemodiyaliz (HD) uygulanan hastalarda hepatitin en 6nemli
nedenleri hepatit B virusu (HBV) ve hepatit C virusu (HCV)'dur. Kronik HD hastalarinda HBV ve
HCV tanisinda viral serolojik testlerde atipik profiller sik goriilmektedir. Bu ¢aligmanin amaci, kro-
nik HD hastalarinda HBV ve HCV serolojik gostergelerinin, viral yiiklerinin ve serum aminotransferaz
diizeylerinin incelenerek birbirleri ile iligkilerinin aragtirilmasi ve HBV ve HCV genotiplerinin belir-
lenmesidir. Calismamiza Antalyada ti¢ ayri hemodiyaliz merkezinden toplam 201 son dénem bobrek
hastasi alinmigur. Olgularin HBV ve HCV serolojik profilleri, AST ve ALT diizeyleri ve HBV-DNA
ve HCV-RNA viral yiikleri saptanmig, HBV-DNA ve HCV-RNA pozitifligi goriilen olgularin DNA
dizi analizleri yapilarak genotipleri degerlendirilmigtir. Calismamizda; HBV ag1 yanit olan hastalar hari¢
tutularak, en az bir HBV géstergesi pozitifligi orant %49.8 olarak bulunmugtur. HBsAg ve HBV-DNA
pozitifligi sirastyla %2.5 ve %2.5’tur. Anti-HCV pozitif olarak saptanan 38 (%18.9) olgunun 22’sinde
HCV RNA’nin da pozitif oldugu gérilmiistiir. Bununla birlikte anti-HCV antikorlar1 negatif olan ti¢
olguda da HCV-RNA pozitiftir. Anti-HCV ve/veya HCV-RNA pozitiflik orani %20.4'diir. Hastalarin
%11.9’unda HBV ve HCV enfeksiyonu birlikteligi mevcuttur. Bir olguda okiilt HBV enfeksiyonu sap-
tanmugstir. HBV izolatlari genotip D ve HCV izolatlari genotip 1b olarak tiplendirilmistir. Sonug olarak,
HD hastalarinda viral serolojik gostergeler negatif bile olsa periyodik olarak HBV-DNA ve HCV-RNA

varliginin aragtrilmasi gerektigi diigtiniilmiistiir.

Anahtar sézciikler: Hepatit B virusu, hepatit C virusu, hemodiyaliz, okiilt HBV.
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ANTI-HCV VE HCV PCR TESTLERININ SERUM ALT DUZEYLERIYLE
ILISKiSININ RETROSPEKTIF IRDELENMESI

Tuba Kése', Hikmet Oztel Ocak’, Celal Kurtulus Buruk’, Stileyman Caner Karahan?, Nese
Kaklikkaya', Faruk Aydin'

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, ' Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Daly, > Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali, Trabzon.

Hepatit C virusu (HCV) hepatosit hasari ile akut hepatit, kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsi-
nomaya neden olabilen 6nemli bir viral hastalik etkenidir. Hastaligin takibinde nemli ve stk kullanilan
laboratuvar belirtecleri anti-HCV, serum ALT ve HCV PCR testleridir. Bu calismada, laboratuvarimiza
gonderilmis hasta kan rneklerinden caligilan anti-HCV ve HCV RNA test sonuglarinin serum ALT ile
iligkisinin retrospektif olarak incelenmesi amaglanmistir. Calismaya, 01.01.2008-15.03.2010 tarihleri
arasinda K. T.U. Tip Fakiiltesi Hasta Hizmetleri Laboratuvarr’'na, anti-HCV istemi ile génderilen 65.014
ornek icinden anti-HCV ile es zamanli HCV RNA ve serum ALT diizeyleri birlikte calisilan 625 6rnek
alinmigtr. Anti-HCV ARCHITECT ELISA testi ile (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Almanya), HCV
PCR Cobas Ampliprep-Tagman Real time PCR sistemi ile (Roche Molecular Systems, inc Branchburg
NJ, USA) caligilmistir. ALT diizeyleri, ROCHE MODULAR ANALYTICS sisteminde (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Almanya) enzimatik spektrofotometrik yontem ile tespit edilmistir. Anti-HCV sonucu
ve HCV RNA viral yiikiiniin ALT ile iligkisi Spearman korelasyon analizi uygulanarak degerlendiril-
mistir. Anti-HCV istemi ile gonderilen 65.014 6rnekte anti-HCV pozitiflik orani %2.46; HCV RNA
pozitiflik orani ¢alisilan 1.981 6rnekte %53.25 olarak bulunmugtur. Caligmaya dahil edilen 625 6rnek
anti-HCV ve HCV RNA sonuglarina gore dort grupta incelenmis, her grubun ALT diizeyleri ile iligkisi
stnir deger 40 IU/L alinarak degerlendirilmistir (Tablo). Sonug olarak ¢alismamizda, anti-HCV pozitif
olan grupta viral yiik ile ALT diizeyi arasinda pozitif yonde orta derecede istatistiksel olarak anlaml: bir
iligki saptanmus (r=0.51; p<0.0001); anti-HCV negatif olan grupta ise viral yiik ile ALT diizeyi arasinda
bir korelasyon olmadig belirlenmistir (r=-0.039; p=0.690).

Anahtar sézciikler: Hepatit C virusu, anti-HCV, HCV PCR, ALT.

Tablo : Anti-HCV ve HCV PCR sonuglarinin ALT dlizeylerine gbre dagiimi

ALT <= 40 IU/L ALT> 40 IU/L Toplam

Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
Anti-HCV (+) / HCV PCR (+) 124 (41.2) 177 (58.8) 301 (100)
Anti-HCV (+) / HCV PCR (-) 184 (84.02) 35 (15.98) 219 (100)
Anti-HCV (-) / HCV PCR (+) 7 (77.7) 2 (22.3) 9 (100)
Anti-HCV (-) / HCV PCR (-) 67 (69.8) 29 (30.2) 96 (100)
Toplam 382 (61.12) 243 (38.88) 625 (100)
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HEPATIT C VIRUSU (HCV) RNA POZITIiF OLGULARDA GENOTIP DAGILIMI

Ihsan Hakki Ciftci, Giilsah Asik, Halil Er, Zafer Cetinkaya, Mustafa Altindis, Orhan Cem Aktepe
Afyon Kocatepe Universitesi Tup Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali,
Afyonkarahisar.

Hepatit C virusu (HCV), Flaviviridae ailesinde yer alan bir RNA virusudur. Akut hepatitlerin %20’si,
kronik hepatitlerin ise %70’inden sorumlu tutulmaktadir. HCV enfeksiyonlarinda farkli genotiplerin,
olusacak hastalik tablosu ve tedavide farkliliklar ortaya ¢ikardig: bilinmektedir. Bu nedenle HCV geno-
tiplerinin belirlenmesi klinik ve epidemiyolojik agidan 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada, Afyon Kocatepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Labratuvarina gonderilen ve hepatit C siiphesi bulunan hasta-
lara ait kan orneklerinden elde edilen, HCV-RNA pozitif 22 serumda HCV genotip profillerinin belir-
lenmesi amaglanmigtir. Calismada, 22 hastaya ait kan orneklerinden RNA izolasyonu gergeklestirilmis
ve ayni giin HCV-RNA kantitasyonu gergek zamanli (real-time) polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
yontemi ile Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research, Qiagen) cihazi yardimiyla galisilmistir. Orneklerin
genotiplendirilmesi “Geno Sen’s HCV Genotyping 1/2/3/4 Real Time PCR Reagents Kit”i kullanilarak
ortalamalarinin 53.2 oldugu gézlenmistir. Hastalara ait viral yiik 39x10° kopya/ml ile 17x10° kopya/ml
arasinda bulunmus, ortalama deger 39x10° kopya/ml olarak saptanmustir. Toplam 22 6rnegin 20’si ge-
notip 1 olarak saptanirken 2 6rnegin genotip 4 oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, klinik siirecin takibi
ve antiviral tedavinin se¢ciminde HCV’nun genotip tayini yol gostericidir. Tiim diinyada ve tilkemizde
oldugu gibi ¢alismamizda da en yaygin genotipin tip 1 oldugu gozlenmistir. Bélgemiz verilerini yansi-
tan bu ¢alismada nadir goriilen tip 4’tin de goriilmiis olmasi dikkate deger bulunmustur. Bu baglamda
bolgemizde HCV enfeksiyonlarinin molekiiler epidemiyolojisinin belirlenmesi, genotip profilinin takibi
agisindan bu tip ¢aligmalarin devaminin gerekliligi diistintilmektedir.

Anahtar sézciikler: Hepatit C virusu, HCV-RNA, ger¢ek zamanli PCR, genotip.
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‘PIROSEKANSLAMA’ TEKNOLOJiSi ILE HEPATITIS C VIRUS GENOTIPLERININ
BELIRLENMESI

Seyyal Rota, Isil Fidan, Ziibeyde Lale, [lknur Cekic
Gazi Universitesi Tup Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

Hepatitis C virusu (HCV), akut ve kronik hepatit, karaciger sirozu ve hepatoselliiler karsinomaya
neden olabilen 6nemli bir insan patojenidir. HCV enfeksiyonunun seyri ve antiviral tedaviye yanit HCV
genotipi ile yakindan iligkili olabilmektedir. Bu ¢alismada, ‘pirosekanslama’ teknolojisi ile HCV genotip-
lerinin saptanmast ve HCV genotip dagiliminin belirlenmesi amaglanmistir. Anti-HCV ve HCV RNA’st
pozitif olarak belirlenen 50 hasta ¢aligma kapsamina alinmugtur. Viral yiik, kantitatif gercek zamanli po-
limeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile Qiagen Artus RG PCR Kit (Qiagen, Hamburg, Almanya)
kullanilarak Rotor-Gene 6000 cihazinda (Corbett Research, Avustralya) belirlenmistir. HCV genotiple-
rinin belirlenmesinde hizli ve kolay yorumlanan bir sekanslama yontemi olan ‘pirosekanslama’ teknolojisi
kullanilmistir (PyroMark Q24, Qiagen, Hamburg, Almanya). Calismaya alinan 50 hastanin 47’sinde
(%94) HCV genotip 1b, birinde HCV genotip 2a (%2), birinde HCV genotip 2b (%2) ve birinde de
HCV genotip 4 (%2) tespit edilmistir. Sonug olarak, tilkemizde yaygin HCV genotipi olan genotip 1b,
calismamizda da en yiiksek oranda saptanan tip olmustur. Yeni bir sekanslama yontemi olan ‘pirosekans-
lama’ teknolojisinin HCV genotiplerinin belirlenmesinde de hizli ve kolay uygulanan bir ydntem oldugu
goriigiine varilmistir.

Anahtar sézciikler: Hepatit C virusu, HCV-RNA, ger¢ek zamanli PCR, pirosekanslama, genotip.
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DOGU KARADENIZ BOLGESI’NDE HCV GENOTIP DAGILIMI

Ahu Kamburoglu, Celal Kurtulus Buruk, Giil¢in Bayramoglu, Faruk Aydin
Karadeniz Teknik Universitesi Top Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, Trabzon.

Hepatit C virusu (HCV) ilk kez 1989 yilinda non-A, non-B hepatitli insanlarin kanlari ile enfekte edi-
len sempanzelerin plazmalarindan klonlanarak saptanmistir. HCV enfeksiyonu diinyada yaygin olarak
goriilmektedir. Hepatite neden olmakla birlikte HCV enfeksiyonu, siroz ya da hepatoselliiler karsinoma-
ya ilerleyebilmektedir. Diinyada 6 major HCV genotipi belirlenmistir. Tiirkiye'de yapilan galigmalarda,
baskin HCV genotipinin 1b oldugu gésterilmistir. Dogu Karadeniz Bolgesi’ne ait HCV genotip bilgi-
sine ulagilamamistir. Bu ¢alismada Dogu Karadeniz Bélgesi'nde HCV genotip dagiliminin belirlenmesi
amaglanmistir. Eyliil 2009 - Mart 2010 tarihleri arasinda KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabi-
lim Dali Laboratuvarlarina gonderilen anti-HCV ve HCV RNA’s1 pozitif 70 farkl kisiye ait serum ornegi
HCV genotipleri agisindan “line probe assay” (LIPA) yontemiyle aragtirilmugtir. Caligmaya dahil edilen
70 serum 6rneginin tamaminda HCV genotipinin, genotip 1 oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte
toplam 70 6rnegin 66’sinda (%94.3) HCV genotipi 1b olarak belirlenirken, 3 6rnegin (%4.3) genotip
la, bir 6rnegin (%1.4) de genotip 1a/1b oldugu saptanmistir. Genotip 1b ile enfekte hasta grubunda
cinsiyet dagilimi benzer bulunurken (%51.5 kadin, %48.5 erkek), HCV genotip 1a ile enfekte oldugu
belirlenen 3 kisinin hepsinin kadin oldugu goriilmiistiir. HCV genotip dagilimu illere gore degerlendiril-
diginde; Trabzon'da genotip la (n=1) ve 1b (n=306); Rize'de genotip la (n=2), 1b (n=12) ve 1a/1b (n=1);
Giimiishane'de genotip 1b (n=5), Giresun'da genotip 1b (n=10), Bayburtta genotip 1b (n=2) ve Artvinde
genotip 1b (n=1) tespit edilmistir. Trabzon ilinden gelen hastalarda genotip 1a goriilme siklig1 %2.7 iken;
Rize'de bu oranin %7.7 oldugu dikkati ¢ekmistir.

Anahtar sézciikler: Hepatit C virusu, genotip.
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HEMATOPOETIK KOK HUCRE TRANSPLANT ALICILARINDA
SITOMEGALOVIRUS (CMV) YUKUNUN CMV ANTIJENEMI TESTI VE iKi
FARKLI GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU TESTI ILE
OLCULMESI

Dilek Colak', Mediha Kazik?, Derya Mutlu', Vedat Uygun?, Aydan Karagiil', Volkan Hazar?
Akdeniz Universitesi Tup Fakiiltesi, ' T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, * Pediatrik Hematoloji-Onkoloji
Bilim Dali, Antalya.

Bu ¢aligmanin amaci, iki farkli ticari sitomegalovirus (CMV) gergek zamanli (real-time) polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) testinin sonuglarini, CMV antijenemi testi sonuglari ile kargilagtirarak, PCR
testleri igin preemptif tedavi sinir (cut-off) degerlerinin belirlenmesidir. Hematopoetik kok hiicre trans-
plant alicilarindan saglanan 170 kan orneginde es zamanli olarak CMV antijenemi testi ve iki farkls
CMYV RT-PCR testi (CMV R-gene, Argene SA, Varilhes, Fransa ve LightCycler CMV Quant Kit, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) ¢aligtlmistir. Antijenemi testinde 200.000 periferik kan 15-
kositi (PKL) icinde 1 veya daha fazla pp65 hiicre pozitifligi degerine karsilik gelen PCR sonuglart ROC
egri analizi ile incelenmis ve sinir degerleri CMV R-gene ve LightCycler CMV Quant Kit igin sirastyla;
1543.5 kopya/ml (duyarlilik %72.4, dzgiillik %90.2) ve 423 kopya/ml (duyarlilik %70.7, ézgiillitk
%79.5) olarak bulunmusgtur. Antijenemi testinde daha yiiksek bir sinir degeri segildiginde; 10 veya daha
fazla pp65 pozitif hiicre i¢in esdeger PCR sonuglart CMV R-gene i¢in 5803 kopya/ml (duyarlilik %84.2,
ozgiilliik %88.7) ve LightCycler CMV Quant Kit icin 7645 kopya/mldir (duyarlilik %78.9, ozgiillitk
%90.1). ki RT-PCR testi sonuglari arasinda pearson korelasyon katsayisi; r=0.993 olarak bulunmustur
(p<0.001). Son zamanlarda CMV DNAsinin kantitatif olarak RT-PCR yéntemi ile saptanmast oldukea
popiiler bir yaklagim olmakla birlikte, bu yéntemle antiviral tedavi uygulanmasinda heniiz kesinlesmis
bir protokol bulunmamaktadir. Bu ¢alismada; RT-PCR testleri i¢in preemptif tedavi sinir degerlerinin
her RT-PCR kiti i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmasi gerekliligi ortaya konmusgtur. Sonraki asamada elde edilen
sinir degeri klinik olarak dogrulanmalidir.

Anabhtar sézciikler: Sitomegalovirus, CMV, gercek zamanli PCR.
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PEDIATRIK KOK HUCRE TRANSPLANT ALICILARINDA SITOMEGALOVIRUS
VE INSAN HERPESVIRUS 6 iZLEMi

Derya Mutlu', Vedat Uygun?, Aydan Karagiil', Giilstin Tezcan?, Hatice Yazisiz®, Volkan Hazar?,
Dilek Colak!

! Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Antalya.

2Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Pediatrik Hematoloji-Onkoloji Bilim Dals, Antalya.

Aratiirk Devler Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Antalya.

Hematopoetik kék hiicre transplantasyonu (HKHT) sonrasinda en 6nemli problemlerden biri sito-
megalovirus (CMV) enfeksiyonlaridir. CMV ile benzer olarak insan herpesvirus 6 (HHV-6) da immiin-
yetmezlikli konakta yiiksek patojeniteye sahiptir. Bu ¢alismanin amacy; pediatrik kok hiicre transplant
alicilarinda CMV ve HHV-6 enfeksiyonlarinin prevalansini saptamakar. HKHT nu takiben 15 trans-
plant alicisindan ilk iki ay haftada bir, sonraki ay ise 15 giinde bir periferal kan 6rnekleri toplanmigtir.
Toplam 138 plazma 6rneginde CMV-DNA ve HHV-6 DNA’s1 gergek zamanli polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) ile kantitatif olarak arastirilmistir. Calismamizda, 15 hastanin 11’inde (%73) CMV-DNA
ve 8’inde (%53) HHV-6 DNA’s: pozitif saptanmustir. Ala (%40) hastada CMV ve HHV-6 DNAlar1
birlikte pozitif olarak bulunmustur. Transplantasyondan sonra CMV-DNA ortanca 31. giin (6-89 giin),
HHV-6 DNA ise ortanca 15. giin (6-23 giin) ilk olarak pozitiflesmistir. Ortanca viral yiik miktart CMV
ve HHV-6 icin sirastyla; 906 kopya/ml (aralik: 10-46028) ve 368 kopya/ml (aralik: 4-254907) olarak
bulunmugtur. “Graft-versus-host” hastalig olan iki hastada yiiksek viral yiik diizeyi saptanmus, diyaresi
olan iki hastada ise CMV-DNA pozitifligi belirlenmistir.

Anahtar sézciikler: Sitomegalovirus, CMV, insan herpesvirus 6, HHV-6, kok hiicre transplantasyo-
nu.
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EPSTEIN-BARR ViRUS VE HERPES SIMPLEKS VIRUSLARIN ROMATOID
ARTRIT VE SISTEMIK LUPUS ERITEMATOZUS ETYOLOJiSINDEKI YERI

Tercan Us', Esin Cetin', Nilgiin Kasifoglu', Timug¢in Kasifoglu?, Yurdanur Akgiin'
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, 'Mikrobiyoloji Anabilim Daly, *I¢ Hastaliklar: Anabilim
Daly, Romatoloji Bilim Dals, Eskisehir.

Otoimmiin, kronik, ilerleyici bir hastalik olan romatoid artrit (RA)’in etyoloji ve patogenezi tam
olarak aydinlatlamamustir. Genetik, hormonal, ¢evresel faktdrler ve bir ok enfeksiyon etkeninin roli ol-
dugu distiniilmektedir. Calismamizda, Herpesvirus ailesinden Epstein-Barr virus (EBV) ve Herpes simp-
leks virus tip 1 ve 2 (HSV-1, HSV-2)’nin RA etyolojisindeki yerinin arastirilmast hedeflenmistir. Ocak
2007-Ocak 2008 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Romatoloji Bilim
Dalr’na bagvuran, 1987 yilinda kabul edilen ACR (American College of Rheumatology) tan: kriterlerine
gore kesin tanist konmus, 87 RA hastast, 50 sistemik lupus eritematozus (SLE) hastasi ve kan bankasina
bagvuran saglikli donérlerden 50 kisilik kontrol grubu ¢aligmaya alinmistir. Gruplardan alinan serum
orneklerinde EBV VCA-IgG, VCA-IgM, EA-D IgG, EBNA-IgG (Trinity Biotech, USA), HSV-1 ve
HSV-2 IgM ve IgG (Dia-Pro Diagnostic, Italy) seropozitifligi ELISA yontemiyle, viral DNA ise kantitatif
gercek zamanli PCR (Qiagen,USA) yontemiyle arastirilmustir. Istatistiksel analiz, SPSS 15.0 programu ile
yapilmistr. RA, SLE ve kontrol grubunun tiimiinde EBV VCA-IgM negatif olarak saptanmis; gruplar
arasinda VCA-IgG ve EBNA-IgG pozitifligine agisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).
SLE grubunda EBV EA-D IgG porzitifligi RA grubundan ileri diizeyde (p<0.001), kontrol grubundan
ise anlamli diizeyde yiiksek bulunmusgtur (p<0.05). RA grubu ile kontrol grubu arasinda EBV EA-D IgG
pozitifligi acisindan fark belirlenmemistir (p>0.05). RA, SLE ve kontrol gruplari arasinda HSV-1 IgM,
HSV-1 IgG, HSV-2 IgM ve HSV-2 IgG pozitifligi acisindan fark bulunamamistr (p>0.05). RA, SLE ve
saglikli kontrol gruplarinin tiimiinde EBV, HSV-1 ve HSV-2 DNA’lar1 negatif olarak saptanmustir. Sonug
olarak calismamizda, EBV, HSV-1 ve HSV-2 viruslari RA etyopatogenezi ile iliskilendirilememis; bunun-
la birlikte sonuglarimiz EBV ile SLE etyopatogenezi arasinda bir iliski olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
viruslarin RA etyopatogenezindeki roliiniin daha iyi anlagilabilmesi i¢in, daha genis kapsamli, hastalarin
sinovyal doku ve siv1 rneklerinin de dahil edildigi, ¢ok merkezli ileri aragtirmalara ihtiyag vardur.

Anahtar sozciikler: Epstein-Barr virus, herpes simpleks virus, romatoid artrit, sistemik lupus eritema-
tozus, etyoloji.
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PARVOVIRUS B19°UN ROMATOID ARTRIT VE SISTEMIK LUPUS
ERITEMATOZUS ETYOLOJiSINDEKI YERI

Tercan Us', Esin Cetin', Nilgiin Kasifoglu', Timug¢in Kasifoglu?, Yurdanur Akgiin'
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, 'Mikrobiyoloji Anabilim Daly, *I¢ Hastaliklar: Anabilim
Daly, Romatoloji Bilim Dals, Eskisehir.

Romatoid artrit (RA), sistemik, kronik, ilerleyici otoimmiin bir hastaliktir. RA'nin etyolojisi bircok
otoimmiin hastalikta oldugu gibi kesin olarak bilinmemektedir. Genetik, enfeksiydz ajanlar ve gevresel
faktorlerin hastalik gelisiminde rol oynadig: diisiintilmektedir. Calismamizda RA etyopatogenezinde et-
ken olabilecegi diisiiniilen enfeksiydz ajanlardan Parvovirus B19” un RA etyolojisindeki yerinin aragti-
rilmast hedeflenmistir. Ocak 2007-Ocak 2008 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Romatoloji Bilim Dalr'na bagvuran, 1987 yilinda kabul edilen
ACR (American College of Rheumatology) tant kriterlerine gore kesin tanist konmus, 87 RA hastast,
50 sistemik lupus eritematozus (SLE) hastast ve kan bankasina bagvuran saglikli donérlerden 50 kisilik
kontrol grubu ¢aligmaya alinmisur. Gruplardan alinan serum 6rneklerinde, Parvovirus B19 IgM ve IgG
antikorlar1 ELISA yontemiyle (Focus Diagnostics Cypress, USA) arastirilmistir. Orneklerde viral genom
varlig1 ve yiikii, gergek zamanli PCR y6ntemi (Parvovirus B19 RG PCR Kit; Qiagen, USA) ile aragtiril-
mustir. Elde edilen sonuglar SPSS 15.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. RA,
SLE ve saglikli kontrol gruplari arasinda Parvovirus B19 IgM antikor pozitifligine gore istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamugsur (p>0.05). RA grubunda saptanan Parvovirus B19 IgG pozitifligi ile diger
gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilememis (p>0.05); ancak SLE grubunda saptanan Parvovirus
B19 IgG antikor pozitifliginin saglikli kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek oldugu gosterilmistir
(p<0.05). RA, SLE ve saglikli kontrol gruplarinin hicbirisinde Parvovirus B19 DNA’s tespit edilme-
mistir. Calismamizda, Parvovirus B19, RA etyopatogenezi ile iliskilendirilememis; bununla birlikte elde
edilen veriler Parvovirus B19 ile SLE etyopatogenezi arasinda bir iligki olabilecegini diistindiirmiistiir.
Bu konuda daha genis kapsamli, sistemik, ¢cok merkezli yeni aragtirmalarin yapilmasina ihtiya¢ oldugu
sonucuna varillmigtir.

Anahtar sézciikler: Parvovirus B19, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, etyoloji.
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ROTAVIRUS G TiPLENDIiRMESINDE FARKLI PRIMERLER KULLANILARAK iKi
PCR YONTEMININ KARSILASTIRILMASI

Giilgin Alp', Ulas Tugcu?, Giilendam Bozdayt', Figen Sahin?, E Nur Aksakal’, Ufuk Beyazova?,
Seyyal Rota'

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, ' Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalt, *Pediatri Anabilim Dals, >Halk
Sagligt Anabilim Dals, Ankara.

Rotavirus enfeksiyonlari, 0-5 yas arasi ¢ocuklarda siddetli diyare ile gelisen ve 8liimlerle sonuglanan
en 6nemli morbidite ve mortalite sebebidir. Son on yilda gelisen molekiiler yontemlerle tan1 ve tip-
lendirilmesi yapilmaya baslanmis olan rotavirus icin bu ¢alismada, G tiplerinin belirlenmesinde farkl
primerlerle tasarlanan iki PCR y6nteminin karsilastirilmast amaglanmustir. Gazi Universitesi Hastanesine
Mayis 2008 - Nisan 2009 tarihleri arasinda bagvuran 0-5 yas arasi ¢ocuklardan rotavirus agist yapilan
ve yaptlmayan toplam 550 ¢ocugun takibi yapilmistir. Takip siiresince diyare olan 65 ¢ocugun disk:
ornekleri ELISA ile incelenerek, rotavirus pozitifligi saptanan drneklerden fenol-kloroform-izoamilalkol
yontemiyle genomik dsRNA ekstrakte edilmistir. RT-PCR kullanilarak G ve P tipleri ¢aligilmigur. G
tiplendirme yonteminde farkli primerlerle tasarlanan iki PCR y6ntemi uygulanmustr. Her iki yontemde
de VP7 geni, ortak Beg9 ve End9 primerleri ile amplifiye edilmistir. Birinci PCR'da G tipleri i¢cin RVGD,
aBT1, aCT2, aDT4, ET3, aAT8, aFT9 primerler; ikinci PCRda ise VP7-R, aBT1, aCT2, aDT4, G3,
G primerler kullanilmigtr. ELISA ile 65 6rnegin 6’sinda rotavirus saptanmustir. Birinci ydntem kullani-
larak yapilan tiplendirmede G1(1), G4(1) ve G9(1) olmak iizere toplam 3 adet G tipi saptanirken, ikinci
yontemde G1(2), G4(1) ve G9(1) olmak iizere 4 adet G tipi belirlenmistir. Yeni primer dizileri ile, birinci
PCR yonteminde negatif olarak belirlenen bir hasta pozitif (G1) olarak tespit edilmistir. P tiplendirmede
ise elde edilen ti¢ P tipi de P[8] olarak belirlenmistir. Molekiiler ydntemlerdeki degisikliklerle elde edilen
verilerin yeterliliginin artacagi distincesi ile yapilan bu ¢alismada, farkli primerler kullanilarak iki PCR
yonteminin kargilastirmast yapilmis ve ikinci yontemde kullanilan primerler ile istatistiksel bir anlam
tasitmamakla beraber pozitiflik orani daha yiiksek bulunmustur. Gelecekteki ¢alismalarimizda ikinci yon-
temde yer alan primer dizilerinin kullanilmasina karar verilmistir.

Anabhtar sézciikler: Rotavirus, gocuk, diyare, PCR, tiplendirme.
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ROTAVIRUSUN 0-5 YAS ARASI COCUKLARDA PCR YONTEMI ILE
SEROTIPLENDIRILMESIi VE PAGE iLE ELEKTROFEROTIPLENDIiRILMESi

Melda Meral', Giilendam Bozday1', Giil¢in Alp', Buket Dalgi¢?, Secil Ozkan?
Gazi Universitesi, Top Fakiiltesi, ' Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, *Pediatrik Gastroenteroloji Anabilim
Dals, ?Halk Sagligi Anabilim Dali, Ankara.

Bu ¢alismada, hastanemize bagvuran akut gastroenteritli 0-5 yas arasindaki ¢ocuklarda rotavirus en-
feksiyonlarinin prevalansinin belirlenmesi ve bélgemizde yaygin olan rotavirus serotip ve elektrofero-
tiplerinin saptanmasi amaglanmugtir. Caligma, Nisan 2009 - Subat 2010 tarihleri arasinda gastroenterit
sikayetiyle hastanemize bagvuran 0-5 yas arasindaki 251 hastanin gaita 6rnekleri toplanarak gerceklestiril-
mistir. ELISA yontemi ile antijen pozitifligi saptanan érneklerden fenol-kloroform-izoamil-alkol metodu
ile dsRNA'lar izole edilmistir. Izolatlar daha 6nce belirlenen yonteme gore poliakrilamid jel elektrofo-
rezi (PAGE) ile elektroferotiplendirilmigtir. Rotavirus VP-7 amplifikasyonu, Beg9 ve End9 primerleri
kullanilarak, G tiplendirme G1-G4 ve G9 i¢in 6zgiil primerler kullanilarak gergeklestirilmigtir. VP-4
amplifikasyonu con-2 ve con-3 primerleri kullanilarak yapilmigtr. P tipleri P[8], P[4], P[6] ve P[9] 6zgiil
primerleri ile belirlenmigtir. Calismaya alinan hastalarin 53’tinde (%21.1) ELISA ile antijen varlig1 sap-
tanmus; antijen pozitif 6rneklerin ise 31’inde (%58.5) PCR ile G1-4 ve G9 tipleri ve 24’tinde (%45.3)
P tipleri tespit edilmistir. Calismamizda G1, G2, G3, G4 ve G9 tipleri sirastyla %16.1, %12.9, %38.7,
%25.8 ve %6.5 oraninda; P[8], P[6] ve P[9] tipleri ise sirastyla %87.5, %8.3 ve %4.2 oraninda saptan-
mustir. G/P birlikteliginden (%34) en sik G3P[8] (%38.9) gériilmiistiir. PAGE sonucunda E tipi sikligt
%43.4 olarak saptanmug; E tiplerinin dagilimi E1 (%43.5), E2 (%43.5), E3 (%4.3) ve E5 (%8.7) olarak
belirlenmigtir. Rotavirus enfeksiyonu, %37.7 orani ile en fazla 12-23 aylik ¢ocuklarda ve sirasiyla sonba-
har, kis, yaz ve ilkbahar aylarinda izlenmistir. Calismamizin sonucunda, iilkemizde G1-4 ve G9 tiplerinin
yayginligini korudugu, ancak oranlarda belirgin sekilde G1'den G3 ve G4’e gecis oldugu, G9’un azaldig:
ve GIP[8]in yerini G3P[8]’in aldig1 gozlenmistir. Onceki caligmalarda tiim E tipleri goriilebilmesine
ragmen, ¢alismamizda ancak 4 tip tespit edilmistir. Verilerimiz, globallesmenin bir sonucu olarak, nceki
donemlerde rastlanan oranlarda sapmalar oldugunu ortaya koymakradir.

Anahtar sézciikler: Rotavirus, serotip, PAGE, elektroferotip.
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SOLUNUM YOLU VIRUSLARININ TANISINDA KULLANILAN PCR
SISTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Nurhan Albayrak', Ayse Basak Altas', Giilay Korukluoglu', Mustafa Ertek?
'Refik Saydam Hifzissihha Merkezi, Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvar:, Ankara.
?Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanlygi, Ankara.

Bu ¢alismada, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvarinda so-
lunum yolu viruslarinin tanisinda farkli PCR kitleri ve “in-house” ger¢ek zamanli PCR yontemi kullani-
larak elde edilen sonuglarin kargilastirilmast amaglanmistir. “In house” gergek zamanli multipleks PCR
testi, Gunson ve arkadaglarinin 6nerdigi primer ve problar kullanilarak “FTD Respiratory System Mul-
tiplex PCR” (Fast-track Diagnostics, Luxembourg) kiti icerigindeki primer ve problar ile; enzim karigimi
olarak da “AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit”i kullanilarak ABI 7500 (ABI, USA) ger¢ek zamanli PCR
cihazinda gerceklestirilmistir. Ayrica, “Seegene Respiratory Viruses Detection Kit” (Seegene, Italy) ile
“Dual Specific Oligonucleotid” teknolojisi kullanilarak solunum yolu viruslarinin aragtirilmast jel tabanls
sistemde yapilmistur. PCR 6ncesi niikleik asit izolasyonu “Invitrogen Total Nucleic Acid Kit”i (Invitro-
gen, USA) kullanilarak yapilmistir. Herbir sistemde ya da kit iceriginde yer alan solunum yolu viruslart
tabloda goriilmektedir. Calismamizda, daha dnce en az bir solunum yolu virusu agisindan pozitif oldu-
gu tespit edilen 20 6rnek kullanilmigtir. “In-house” ger¢ek zamanli PCR (RT-PCR) ile FTD RT-PCR
sonuglari, icerdikleri etkenler kapsaminda esdeger bulunmustur. RT-PCR sonuglari jel tabanli Seegene
PCR sistemi ile kargilagtirildiginda; Seegene’nin RT-PCR sistemleri ile pozitif bulunan 2 influenza B ve
1 insan metapneumovirusu negatif olarak; 1 RSV + rhinovirus ve 1 coronavirus + adenovirus koenfeksi-
yonunu RSV B ve coronavirus pozitif olarak tespit ettigi goriilmiistiir. Buna kargilik RT-PCR sistemleri
ile parainfluenza 2, parainfluenza 3 ve influenza B tespit edilen ti¢ 6rnekte Seegene kiti ile parainfluenza
2 + rhinovirus, parainfluenza 3 + rhinovirus ve influenza B + rhinovirus koenfeksiyonu saptanmistir.
Calismamuzin verileri, solunum yolu viruslarinin tanisinda kullanilan PCR y6ntemlerinin standardizas-
yonunun saglanmasi i¢cin daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir.

Anabhtar sézciikler: Solunum yolu viruslari, tani, multipleks PCR.

Tablo : Farkli multipleks PCR sistemleri ile arastirilan solunum yolu viruslari
infA infB CoV CoV CoV HMV PI Pl4 RSV RSV RSV RhV AdV

NL63 229E 0OC43 1-3 A/B A B
In-house RT-PCR + + + + + + + + 4L +
Fast-track RT-PCR + + + + + + + + + + +
Seegene PCR + + + + + + + + + +

infA: Influenza A; infB: Influenza B; CoV: Coronavirus; HMV: Human Metapneumovirus; Pl: Parainfluenza virus; RSV:
Respiratory Syncytial virus; RhV: Rhinovirus; AdV: Adenovirus
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ANTIVIRAL TEDAVI ALAN KRONIK HEPATIT B HASTALARINDA DIRENC
MUTASYONLARININ SAPTANMASI- ON CALISMA

Sibel Aydogan!, Koray Ergiinay', Filiz Emir?, Diirdal Us', Halis Simgek?, Alparslan Alp',

Giilsen Hascelik'

!Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr, Ankara.

2Engin Tibbi Uriinler ve Laboratuvar Malzemeleri Tic. Ltd. Sti., Ankara.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, It Hastaliklar: Anabilim Dali, Gastroenteroloji Unitesi, Ankara.

Kronik hepatit B enfeksiyonunun tedavisinde basarisizliga sebep olan en 6nemli faktor, viral polime-
raz genindeki mutasyonlara bagli olarak gelisen ilag direncidir. Bu galismada, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Gastroenteroloji iinitesi tarafindan takip edilen ve bir
yildan uzun siireli ilag tedavisi altinda olan hastalarin, hepatit B virusu (HBV) ila¢ direnci mutasyonlari
agisindan degerlendirmesine ait ilk sonuglar sunulmaktadir. Caligmaya Eyliil 2009 - Nisan 2010 tarihleri
arasinda ornek alinan 25 kronik hepatit B hastast dahil edilmistir. Diren¢ mutasyonlarinin saptanmasi
amactyla, HBV polimeraz gen bélgesine ait 253 bazgiftlik bir b6liim nested PCR ile ¢ogalularak DNA
dizi analizi ile degerlendirilmistir. Dizi analizi uygulanan bélgede, ¢esitli ilaglara direngle iligkili oldugu
bilinen V173L, L180M/I/V, A181V/T, M2041/V, Q215S/P/S, 1233V ve N236T mutasyonlar: ince-
lenmigtir. Sonug olarak, 9 hastada eszamanli olarak arasurilan virus yiikii disiik oldugu icin diren¢ mu-
tasyonu analizi yapilamamis, 12 hastada ise mutasyon saptanmamuistir. Toplam 4 hastada pozitif sonug
elde edilerek 2 hastada lamivudin direnci ile iliskili L1801 ve M2041/V mutasyonlari, 1 hastada adefovir
direnci ile iligkili Q215S mutasyonu ve diger bir hastada Q215 “stop” kodonunun varlig1 izlenmistir.

Anahtar sézciikler: Lamivudin, adefovir, DNA dizi analizi, antiviral diren¢, mutasyon.
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